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SaZetak

Za uzgoj bakterije Bifidobacterium bifidum koristen je retentat mlijeka
ugusdéen do 1/3 pocetnog volumena i mjesavina retentata mliijeka i deminera-
lizirane sirutke u omjeru 50:50.

Rast i aktivnost bakterijske kulture B. bifidum pracen je odredivanjem
kinetickih parametara: brzine rasta (dN/dt) i brzine nastajanja mljeéne kiseli-
ne (dp/dit).

Iz dobivenih rezultata moZe se zakljuciti da veéa koncentracija proteina
u retantatu obranog mlijeka stimulira rast B. bifidum te da se dodavanjem re-
tentata sirutke u retentat mlijeka postiZze bolji rast B. bifidum za krace vrije-
me fermentacije.

Rijeci natuknice: Bifidobacterium bifidum, brzina rasta, retentat mlijeka, re-
tentat demineralizirane sirutke.

Uvod

U mljekarskoj industriji posljednjih se godina sve vise koristi ultrafiltra-
cija mlijeka. Mlije¢ni proizvodi od mlijeka uguséenog procesom ultrafiltracije
imaju bolja fizikalno-kemijska, organoleptic¢ka i nutritivna svojstva ( Glover,
1971).

Cilj ovog rada bio je da se na retentatima i mjesavini retentata mlijeka, i
sirutke istraZi proizvodnja mlije¢ne kiseline i rast bakterije Bifidobacterium
bifidum. Kultivacija odabrane kulture u navedenim supstratima vodena je do
pH 4,8.

Materijal rada

U radu je koristena liofilizirana kultura B. bifidum tvrtke CHR. Han-
sen's Laboratories iz Danske. Za pratenje rasta i aktivnosti odabrane bakterij-
ske kulture koristeni su:

— obrano mlijeko

— obrano mlijeko koncentrirano ultrafiltracijom (retentat mlijeka). Pas-
terizirano obrano mlijeko ultrafiltrirano uguséeno je na 1/3 poéetnog volu-
mena.

* Rad je referiran na 9. jugoslavenskom medunarodnom simpoziju: sSuvremena proiz-
vodnja i prerada mlijeka«, Portoroz, 1990.
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— slatka demineralizirana sirutka ugustena ultrafiltracijom na cca
1/20 pocetnog volumena sirutke (retentat sirutke)

— mjeSavina retentata mlijeka i retentata sirutke. Retentat obranog mli-
jeka uguscenog do 1/3 pocetnog volumena mlijeka i retentat obrane demine-
ralizirane sirutke (ugus¢ene do 1/20 poéetkog volumena sirutke) pomijesani
su u omjeru 50:50.

Za odredivanje broja bakterija koristen je M.R.S. — agar (Man, i sur,,
1960).

Metode rada i analiza

Ultrafiltracija obranog mlijeka i sirutke radena je na pilot modulu za ul-
trafiltraciju DDS-20 1, 8, tvrtke Sukkerfabrikker iz Danske, s membranama za
ultrafiltraciju II generacije, tipa GR 60 PP.

Priprema inokuluma

Liofilizirana kultura (2%, g/v) nacijepi se u sterilizirano rekonstituirano
mlijeko (12,5%-tna otopina obranog mlijeka u prahu sterilizira se pri 121°C/15',
ohladi do temperature cijepljenja 37°C i nacijepi ¢istom liofiliziranom kultu-
rom). Kultura se inkubira 25—30 sati pri temperaturi 37°C. Dobivena laborato-
rijska kultura precjepljuje se 2—3 puta uzastopno zbog dobivanja aktivnog
inokuluma.

Pracenje fermentacije

U 200 ml pripremljene podloge retentata mlijeka ili mjeSavine retentata
. mlijeka i sirutke, nacijepi se 2% (v/v) bakterijske kulture B. bifidum i inkubira
pri 37°C 25—30 sati. Tijekom inkubacije mjeri se aktivna kiselost i titracijska
kiselost sve do postizanja pH 4,6. Usporedno (za svako odredivanje kiselosti)
uzimaju se uzorci potrebni za odredivanje broja Zivih stanica u ispitivanim
supstratima.
Broj zivih stanica B. bifidum tijekom fermentacije u istrazivanih sup-
stratima odreden je na M.R.S:~agaru (inkubacija pri 37°C u toku 72 sata).
Aktivna kiselost je odredena mjerenjem pH vrijednosti, pH-metrom »Is-
kra« MA 5735.
Koli¢ina mlijeéne kiseline (%) odredena je racunski.
. Brzina rasta (dN/dt) i nastajanja mlijecne kiseline (dp/dt) dobivene su
derivacijom krivulje rasta (Luedeking i Piret, 1959). Brzina rasta prikaza-
na je kao brzina promjene broja zivih stanica s vcemenom (dN/dt) N ml—'h—*,
Brzina nastajanja mlije¢ne kiseline prikazana je kao brzina promjene kon-
centracije mlije¢ne kiseline s vremenom (dp/dt) g 1-'h~".

Rezultati rada

Rezultati pra¢enja brzine rasta, brzine nastajanja mlijeéne kiseline u
obranom mlijeku, u retentatu obranog mlijeka ugus$cenog do 1/3 pocetnog
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Dijagram 1. Brzina rasta (dN/dt) bakterijske kulture B. bifidum u obranom mlije-
ku

Diagram 1. Growth rate (dN/dt) of B. bifidum bacterial culture in skim milk
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Dijagram 2. Brzina nastajanja mlijeéne kiseline (dp/dt) u obranom mlijeku za vri-
jeme fermentacije kulturom B. bifidum.

Diagram 2. The rate of lactic acid formation (dp/dt) in skim milk during fermen-
tation with B. bifidum
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Dijagram 3. Brzina rasta (dN/dt) bakterijske kulture B. bifidum u retentatu mlije-
ka (1/3)

Diagram 3. Growth rate [dN/dt) of B. bifidum bacterial culture in milk retentate
(1/3)

volumena, i mjeSavini retentata mlijeka (1/3) i retentata demineralizirane si-
rutke (1/20) u omjeru 50:50 prikazani su u dijagramima od 1 do 6. Uz dijagra-
me su tabelarno prikazani rezultati promjene koli¢ine mlijeéne kiseline i broj
Zivih stanica tijekom fermentacije.

Diskusija

Rast bakterijske kulture B. bifidum u obranom mlijeku je relativno
spor, kao §to se vidi iz dijagrama 1. Najveéi broj Zivih stanica naden je nakon
22 sata fermentacije kada je postignut i pH 4,6. Broj Zivih stanica istrazivane
bakterijske kulture bio je u redu veli¢ine 10®%/ml. Produzenjem fermentacije
do 26 sati nije zabiljezeno znacajno povecanje broja bakterijskih stanica u
mlijeku.

Nacjepljivanjem istraZene bakterijske kulture u obranom mlijeku ugus-
¢enom do 1/3 poctetnog volumena mlijeka, broj zivih stanica u supstratu u re-
du je veli¢ine kao 5to je utvrden u mlijeku (10°/ml) naden nakon 20 sati fer-
mentacije. Produzivanjem fermentacije na 26 sati broj zivih bakterijskih stani-
ca rastao je do 2,8 . 10°/ml (dijagram 3).

Rezultati pokazuju da bakterijska kultura B. bifidum bolje raste u reten-
tatu mlijeka (uguscéenje do 1/3 pocetnog volumena), a razlog tome je poveca-
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Dijagram 4. Brzina nastajanja mlijeéne kiseline (dp/dt) u retentatu mlijeka (1/3)
za vrijeme fermentacije kulturom B. bifidum.

Diagram 4. The rate of lactic acid formation (dp/dt) in milk retentate (1/3) du-
ring fermentation with B, bifidum

na koliéina proteina u retentatu i njihovo putersko djelovanje na kiseline pro-
izvedene tijekom fermentacije. Rezultati se slazu s rezultatima istraZivanja
rasta bakterija mlijeéne kiseline u retentatima obranog mlijeka (razli¢itih
uguséenija) koje navode Mistry i Kosikowski (1985), te Krsev i Tratnik
(1988).

U mjesavini retentata obranog mlijeka (ugus¢enog do 1/3 pocetnog vo-
lumena) i retentata demineralizirane obrane sirutke (ugus¢ene do 1/20 pocet-
nog volumena) u omjeru 50:50, broj bakterijskih stanica u redu veli¢ine 10°/ml
(kao u mlijeku) utvrden je nakon 18 sati fermentacije. ProduzZivanjem fermen-
tacije (do 26 sati) utvrdeno je 5 . 10°/ml Zivih stanica u supstratu (dijagram 5).
Rezultati pokazuju da dodatak koncentrata sirutkinih proteina (retentat si-
rutke) povoljno utjee na rast istraZivane bakterijske kulture. Razlog takvom,
znadéajno povoljnom, djelovanju sirutkinih proteina nije samo pufer kapacitet
dodanih proteina ve¢ i neke tvari koje pospjesuju rast B. bifidum vrste, a koje
se oslobadaju tijekom pripreme supstrata (mjesavine retentata) za fermenta-
ciju, tj. toplinskom obradom supstrata pri 80°C/15—20 sek. (Kriev, Tratnik,
1988).

Maksimalna brzina nastajanja kiseline (dp/dt) tijekom fermentacije mli-
jeka bakterijskom kulturom B. bifidum utvrden je nakon 3 sata fermentacije
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Dijagram 5. Brzina rasta (dN/dt) bakterijske kulture B. bifidum u mjesavini re-
tentata mlijeka (1/3) i retentata demineralizirane sirutke (1/20) u om-
jeru 50:50

Diagram 5. Growth rate (dN.'dt) of B. bifidum bacterial culture in mixture of
milk (1/3) and demineralized whey retentates (1/20] (proportion 50:50)

(dijagram 2), a u retentatu obranog mlijeka ugus¢enog do 1/3 pocetnog volu-
mena i mjesavini retentata obranog mlijeka (uguséenog do 1/3 po&etnog volu-
mena) i retentata demineralizirane sirutke (ugus¢ene do 1/20 po¢etnog volu-
mena) maksimalna brzina nastajanja mlijecne kiseline (dp/dt) nadena je na-
kon 6 sati fermentacije, 5to upuéuje na pufersko djelovanje proteina u reten-
tatu mlijeka odnosno u mjesavini (omjer 50:50) retentata mlijeka i sirutke (di-
jagrami 4, 6).

Zakljucak

Rezultati rada i njihova diskusija omoguéuju slijede¢i zakljucak koji se
odnosi na rast B. bifidum u mlijeku, retentatu mlijeka i mjesavini retentata
mlijeka i sirutke:

— Za rast bakterijske kulture B. bifidum povoljnije je koristiti retentat
mlijeka (ugusé¢enog do 1/3 pocCetnog volumena) i retentata obrane deminera-
lizirane sirutke uguséene do 1/20 po¢etnog volumena u omjeru 50:50, jer se za
krace vrijeme fermentacije razvije isti broj bakterijskih stanica u supstratu.
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Dijagram 6. Brzina nastajanja mlijeéne kiseline ([dp/dt) u mjesavini retentata mli-
jeka (1/3) i retentata demineralizirane sirutke (1/20) u omjeru 50:50
za vrijeme fermentacije kulturom B. bifidum

Diagram 6. The rate of lactic acid formation (dp/dt) in mixture of milk (1/3) and
demineralized whey (1/20) retentates (proportion 50:50) during fer-
mentation with B. bifidum

KINETICS OF BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM GROWTH IN RETENTATES
OF MILK AND DEMINERALIZED WHEY

Summary

Milk retentate condensed to 1/3 of its original volume and 50:50 mixture
of milk and demineralized whey retentates were used for B. bifidum cultivati-
on.

Growth and activity of B. bifidum culture were observed by determining
kinetic criteria: growth rate (dN/dt) and lactic acid formation rate (dp/dt).

According to results skim milk retentate containing more proteins sti-
mulated growth of B. bifidum, and addition of whey retentate to milk retenta-
te resulted in better growth of B. bifidum and shorter fermentation lenght of
time.

Additional index words: Bifidobacterium bifidum, growth rate, Milk retenta-
te, Demineralized whey retentate.
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