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Tretiranje hrane ultrazvukom je relativno novi nacin procesiranja hrane, a razvijen je u posljednja

dva desetljeca. Koristi se, izmedu ostalog, prilikom fermentacije mlijeka, za smanjenje broja $tetnih

mikroorganizama, ali i za stimulaciju rasta probiotickih bakterija u mlijeku, a narotito bifidobakterija.

Najcesce koriStene probioticke kulture pri proizvodnji fermentiranih mlije¢nih proizvoda jesu upravo

bifidobakterije. Glavni problem njihove upotrebe je $to mlijeko nije prirodna sredina za njihov rast i

preZivljavanje stoga je njihovo koristenje u fermentaciji mlijeka ograni¢eno. Pokazalo se da primjena ul-

trazvuka visokog intenziteta moZe skratiti trajanje fermentacije kod mlijeka fermentiranog s B. infantis,

B. brevi i B. animalis subsp. lactis. Isto tako, pokazalo se da je mehanizam stimulacije rasta bifidobak-

terija ultrazvu¢nim tretiranjem povezan s kinetikom ugljikohidrata i organskih kiselina tijekom fermen-

tacije. Cilj ovoga rada je prikazati kako upotrebom ultrazvuka visokog intenziteta dolazi do stimulacije

rasta bifidobakterija u mlijeku, a samim time do ubrzanja procesa fermentacije.

Kljuéne rijeci: fermentacija mlijeka, ultrazvuk, probioti¢ke bakterije, bifidobakterije

Uvod

Probiotik se definira kao: “jedna ili vise kultu-
ra zivih stanica mikroorganizama koje primijenjene
u ljudi ili Zivotinja djeluju korisno na domacina
poboljsavajuéi  svojstva
probavnog sustava domacina” (Sugkovi¢, 1996).
Znanstveni temelji izu¢avanja i razvoja probiotickih
bakterija polaze od spoznaje da je crijevna mikro-

autohtone  mikroflore

flora uklju¢ena u zastitu “domacina” (Covijeka ili
Zivotinje) od naseljavanja probavnog sustava neau-
tohtonim mikroorganizmima. Zbog mnogih pogod-
nosti za ljudsko zdravlje svrstane su u funkcionalnu
hranu. Probiotitke bakterije se naj¢esce nalaze u fer-
mentiranim mlije¢nim proizvodima. RazmnoZavanje
probioti¢kih bakterija tijekom fermentacije, kao
i prezivljavanje stanica tijekom skladiStenja proiz-

voda, uvelike ovisi o soju i njihovoj pH tolerantnosti
(osobito sojevi bifidobakterija). Osobito su znacajne
probioticke vrste Lactobacillus acidophilus i Bifido-
bacterium bifidum. Okosnica ovoga rada su upravo
bifidobakterije, odnosno njihov u¢inak na fermen-
taciju mlijeka, rast tijekom fermentacije te faktori
koji utje¢u na njihov rast i sposobnost proizvodnje
sekundarnih metabolita. Rast bifidobakterija i drugih
probioti¢kih bakterija u mlijeku je Cesto usporen u
usporedbi s bakterijama mlije¢ne kiseline koje se
najcesce koriste za fermentacije mlije¢nih proizvoda
(Bozani¢ i sur., 2002). Mlijeko sadrzi mnoge esen-
cijalne hranjive tvari, medutim nema dovoljno slo-
bodnih amino-kiselina i manjih peptida potrebnih za
optimalan rast bifidobakterija. Povrh toga, bifidobak-
terije su manje otporne na razli¢ite uvjete medija u
kojem se nalaze poput temperature i pH vrijednosti,
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osmotskog tlaka, koncentracije kisika te prisutnosti
zu¢nih soli (Tannock, 2002). Navedeni uvjeti imaju
negativan utjecaj na preZivljavanje bifidobakterija, a
naposljetku i na njihovu aktivnost. Stoga je pozeljno
stimulirati rast i fermentativnu sposobnost bifidobak-
terija prilikom primjene u razli¢itim proizvodnim pro-
cesima. Brojna istrazivanja posveena su optimiranju
procesa koji mogu poboljgati mlije¢nu fermentaciju
bifidobakterijama (Dave i Shah, 1997.; Donkor
i sur., 2006).

U mljekarskoj je industriji dosad istrazivana
primjena ultrazvuka visokog intenziteta u svrhu
inaktivacije nepoZeljnih mikroorganizama i en-
zima te za homogenizaciju mlijeka (Jeli¢i¢ i sur.,
2012). Sposobnost ultrazvuka da stimulira fermen-
taciju posluzila je kao poticaj za provedbu brojnih
istraZivanja o primjeni ultrazvuka za povecanje rasta
probioti¢kih bakterija u mlijeku, posebno bifidobak-
terija, te samim time i u svrhu pobolj$anja procesa
fermentacije (Nguyen, 2011).

Upotreba bifidobakterija u fermentiranom mlijeku

Upotrebom probioti¢kih ~ bakterija  stimu-
lira se rast Zeljenih mikroorganizama, inhibiraju se
potencijalno Stetne bakterije i uspostavlja se pri-
rodni obrambeni mehanizam organizma (Dunne,
2001). Zbog blagotvornog ucinka na ljudsko zdrav-
lje probioticke se bakterije u prehrambenoj indus-
triji uglavnom koriste u razvoju funkcionalne hrane.
Ponajvige koristene probioticke kulture su roda Lac-
tobacillus i Bifidobacterium bududi da pripadaju au-
tohtonoj crijevnoj mikroflori ¢ovjeka (Champagne
i Gardner, 2005.; Nguyen i sur., 2013). Kao
nositelji probioti¢kih bakterija najces¢e se koriste
mlije¢ni proizvodi jer ve¢ imaju pozitivnu sliku glede
utjecaja na ljudsko zdravlje, a potro$a&i su upoznati
s ¢injenicom da takvi proizvodi sadrze Zive mikroor-
ganizme (Lourens-Hattingh i Viljoen, 2001).
Stoga hrana obogacena probiotickim bakterijama
vedinom podrazumijeva mlije¢ne proizvode poput
jogurta, sira, sladoleda i mlije¢nih deserta (Laver-
micocca, 2006).

Minimalan broj Zivih stanica probioti¢kih bak-
terija u proizvodu najvazniji je kvalitativni param-
etar probiotickog napitka, vazan za njegovu tera-
pijsku ucinkovitost. Smatra se da je probioticki
minimum koji treba biti zadovoljen tijekom roka

trajanja proizvoda 10° CFU/mL (Donkor i sur,
2006). Neki znanstvenici smatraju da bi taj broj
trebao biti veéi od 10° CFU/mL, dok drugi predlazu
broj veéi od 107 ili ¢ak 10° CFU/mL (Mortazavian
i sur.,, 2007). Inkorporacija probioti¢kih bakterija
u mlijeko predstavlja znacajan tehnologki izazov te
moze biti otezana uslijed okolisnih uvjeta prisut-
nih tijekom procesa fermentacije pa sve do ciljanog
mjesta u domaéinu. Osim toga, izrazito je vazno obra-
titi pozornost na odabir sojeva, budu¢i da neke vrste
probioti¢kih bakterija mogu djelovati antagonisticki
jedna na drugu (Nguyen, 2011).

Bifidobakterije pripadaju najvaZznijim soje-
vima probioti¢kih bakterija budu¢i da medu prvi-
ma nastanjuju sterilni gastrointestinalni sustav
novorodencadi (Fanaro i sur.,, 2003). Osim toga,
bifidobakterije igraju klju¢nu ulogu u zastiti od cri-
jevnih patogena te tako stimuliraju imunoloski sus-
tav, a djeluju i antimikrobno, antimutageno i anti-
kancerogeno, te reduciraju koncentraciju kolesterola
i poboljSavaju toleranciju na laktozu (Doleyres i
Lacroix, 2005). Takoder, ultrazvuk moze povecati i
nutritivnu vrijednost fermentiranog mlijeka. Naime,
bifidobakterije mogu proizvesti prebioticke galakto-
oligosaharide i sintetizirati vitamine iz B skupine,
osobito vitamin B, (Lamoureux i sur.,, 2002). U
prehrambenoj se industriji uglavnom koristi sljedec¢ih
sedam sojeva bifidobakterija: B. animalis subsp. ani-
malis, B. animalis subsp. lactis, B. adolescentis, B.
bifidum, B. brevi, B. infantis i B. longum (Holzap-
fel, 2006.; Shah i Lankaputhra, 2004).

Bifidobakterije se najce$¢e nalaze u mlije¢nim
proizvodima kao $to su fermentirana mlijeka ili in-
fant formule za dojen¢ad, a prvi put su implementi-
rane u mlijeko u Njemackoj kao tzv. “Bifidus mli-
jeko” (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Na samim pocecima proizvodnje probioti¢kog
jogurta koristio se soj B. bifidum, no kako je poka-
zao slabu toleranciju na koncentracije kiseline i zuci
prisutne u gastrointestinalnom sustavu, poceo se ko-
ristiti puno acidotolerantniji soj B. longum. Medutim,
u zadnje se vrijeme B. longum zamjenjuje s B. anima-
lis, radi potrebe za $to veé¢im brojem zivih stanica
u krajnjem proizvodu, potrebnih za postizanje tera-
peutskog ucinka. Kako je B. animalis Zivotinjskog
podrijetla, moguce je da ne moze preZivjeti i kolo-
nizirati se u ljudskom probavnom sustavu (Salar-

Behzadi isur., 2013).
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Zbog slabe proteoliticke aktivnosti bifidobak-
terije sporo rastu u mlijeku, a zbog Cimbenika kao
$to su visoke koncentracije kiseline ili povisena tem-
peratura kojima mogu biti izloZene tijekom proiz-
vodnje, skladidtenja i konzumacije imaju nisku stopu
prezivljavanja (Lourens-Hattingh i Viljoen,
2001.; Champagne i Gardner, 2005.; Bolduc
i sur., 2006.; Donkor i sur., 2006). Stoga je prisut-
nost bakterija mlije¢ne kiseline neophodna za nor-
malan rast bifidobakterija pa se najc¢e$¢e koriste
u kombinaciji s jogurtnom starter kulturom (S.
thermophilus i L. delbrueckii subsp. bulgaricus)
ili drugim probiotickim bakterijama. Proteoliticka
aktivnost soja Lactobacillus delbrueckii subsp. bul-
garicus stimulira rast bifidobakterija i skracuje vri-
jeme fermentacije, dok soj Streptococcus thermophilus
djeluje kao akceptor kisika smrtonosnog za bifido-
bakterije. Medutim, jogurtna se kultura dodaje i iz
tehnoloskih razloga, tj. za brZe kiseljenje, te postizanje
bolje teksture i arome proizvoda (Dave i Shah,
1997). Medutim, starter kulture nastavljaju s proiz-
vodnjom kiseline i tijekom skladistenja $to rezultira
smanjenjem broja Zivih stanica bifidobakterija s ma-
lom tolerancijom na kiselinu. Upravo zbog takvog
inhibitornog ucinka starter kultura, bifidobakterije
slabo prezivljavaju u komercijalnim proizvodima.
Dva ¢imbenika utje¢u na preZivljavanje bifidobak-
terija u gotovom proizvodu - pH vrijednost i tem-
peratura Cuvanja proizvoda. Da bi bifidobakterije
preZiviele u proizvodu, pH vrijednost fermentiranog
napitka mora iznositi 4,6, a temperatura mora biti od
4 do 8°C (Shah, 2004). Mlijeko fermentirano samo
s bifidobakterijama moze se proizvesti, no dva glavna
ograni¢enja takvog procesa su dulja fermentacija i
neodgovarajuca aroma proizvoda (Shah, 2004).

Ultrazvuk kao izvor energije za stimulaciju
fermentacije hrane

Mehanizam djelovanja ultrazvuka

Ultrazvuk se odnosi na zvu¢ne valove frekven-
cije iznad 20 kHz koji nastaju uslijed mehanic¢kih
vibracija (Herceg i sur., 2009). Prilikom prolaska
valova kroz tekuéinu dolazi do naizmjeni¢ne kom-
presije i ekspanzije medija zbog promjene tlakova
(Butz i Tauscher, 2002.; Jeli¢i¢ isur., 2010). Pri
tom se ovisno o namjeni razlikuju ultrazvuk niskog
i visokog intenziteta. Ultrazvuk niskog intenziteta

odnosi se na intenzitete manje od 1 W/cm? i frekven-
cije vise od 100 kHz, a primjenjuje se za razlicite
analiticke metode, primjerice za kontrolu pakiranja
prehrambenih proizvoda. Ultrazvuk visokog inten-
ziteta odnosi se na intenzitete vise od 1 W/cm? i
frekvencije izmedu 18 i 100 kHz, a primjenjuje se
u svrhu inaktivacije i redukcije broja mikroorgani-
zama (Knorr i sur., 2004). Ukoliko je amplituda
ultrazvu¢nog vala dovoljno velika, javlja se kavitacija
- fenomen odgovoran za mikrobiocidni u¢inak ultraz-
vuka. Kavitacija se moZe objasniti nizom iducih po-
java: uslijed izmjena tlakova nastaju mjehuriéi plina
&ija velicina raste tijekom svakog ciklusa sve dok
ne postignu kriti¢nu veli¢inu unutar koje energija
ultrazvuka nije dovoljna da bi se zadrzala plinovita
faza u mjehuri¢y, te oni implodiraju. Svaka implozija
mjehuri¢a ponasa se kao lokalizirana “vruca toc¢ka”
pri ¢emu se razvijaju vrlo visoke temperature (iznad
5000 K) i tlakovi (oko 50 MPa) (Patist i Bates,
2008.; Cameron i sur.,, 2009). Mikrobiocidni
uCinak ultrazvu¢ne kavitacije ukljucuje razbijanje
nakupina mikroorganizama, izazivanje napuknuda
stani¢nih  stijenki, modificiranje unutarstani¢nih
mehanizama te povecavanje osjetljivosti na djelo-
vanje topline (Fellows, 2000; Cameron i sur.,
2009). Navedene promjene takoder za posljedicu
mogu imati fragmentaciju stani¢nih membrana,
kao i strukturalne promijene, te interakcije s DNA
(Butz i Tauscher, 2002). Novija istraZivanja
ukazuju i na to da kavitacija moze inducirati apop-
tozu, stani¢nu smrt koja je kontrolirana genima, tzv.
“stani¢no samoubojstvo”, 3to jedinstveno definira
morfologke i molekularne karakteristike (Kagiya i
sur., 2006). Osim toga, iznimno visoke temperature
i tlakovi nastali implozijom mjehuri¢a mogu izazvati
raspad vodene pare na OH™ radikale i H* ione koji
su odgovorni za inaktivaciju bakterijskih stanica ok-
sidacijom (Shin i sur., 1994). Pri tome treba uzeti
u obzir kako u¢inkovitost ultrazvu¢ne kavitacije ovisi
o nizu ¢imbenika poput vrste testnog mikroorgan-
izma, mediju u kojem se isti nalazi, veli¢ini stanica,
te ulaznoj snazi ultrazvu¢nog vala (Cameron i sur.,

2009).

Upotreba ultrazvuka u fermentaciji hrane

Ultrazvuk se mozZe koristiti za unaprjedivanje fer-
mentacije stimulacijom dva glavna faktora uklju¢ena
u sam proces - mikroorganizmi i enzimi. Ultrazvuk
moze uvelike povecati brzinu prijenosa kisika izmedu
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plina i tekudine, te moze ubrzati uklanjanje uglji¢nog
dioksida i otapanje raspr3enih krutih Cestica i ka-
pliica. Time se povecava opskrba nisko topljivih
supstrata i indirektno se poboljsava produktivnost
kultura (Chisti, 2003). Stimulacija ultrazvukom
moZe utjecati na propusnost membrane, ubrzati pri-
jenos tvari, te promicati rast stanica i razmnozavanje,
$to upucuje na to da je ova tehnologija obecavajuca
za primjenu u procesu fermentacije hrane (Lan-
chun i sur., 2003). Uc¢inak ultrazvu¢nih valova na
kvasac (Saccharomyces cerevisiae) i fermentaciju u
proizvodnji alkoholnih pi¢a je jo§ odavno proucavan
(Euler i Skarzynski, 1943), no uspje$ni procesi u
kojima ultrazvuéni valovi stimuliraju fermentaciju tek
su nedavno implementirani. U mljekarskoj industriji
ultrazvuk se moze koristiti kao ekonomski povoljnija
tehnologija za proizvodnju fermentiranog mlijeka s
niskom koncentracijom laktoze (Wang i Sakak-
ibara, 1997.; Brn¢i¢ isur., 2009) ili za skracivanje
fermentacije u proizvodnji jogurta i kefira. Reiner i
sur. (2009) usporedivali su fizikalno-kemijska svojst-
va i mikrostrukturu jogurta proizvedenog od mlijeka
tretiranog ultrazvukom u odnosu na konvencionalno
proizvedeni jogurt. Dobiveni rezultati pokazali su
kako je mlijeko tretirano ultrazvukom kroz 10 minu-
tai 24 kHz koaguliralo pri visim pH vrijednostima, tj.
fermentacija je bila skracena, a proizvedeni jogurt od-
likovao se boljom viskozno$¢u i ve¢om sposobno$cu
zadrzavanja vode u odnosu na tradicionalno proizve-
deni jogurt (Reiner i sur., 2009). Wu i sur. (2010)
dobili su sli¢ne rezultate u istrazivanju u kojem se
ispitivao utjecaj ultrazvuka na homogenizaciju mlijeka
i trajanje fermentacije u proizvodnji jogurta, te na
neka fizikalna svojstva jogurta. Dobiveni rezultati su
ukazivali da primjena ultrazvuka ulazne snage 225 Wi
450 W u trajanju 8 minuta nakon inokulacije mlijeka
jogurtnom kulturom skracuje fermentaciju i do 30
min u odnosu na kontrolni uzorak.

Utjecaj ultrazvuka na bifidobakterije

Udinak ultrazvuka razlikuje se ovisno o jadini i
frekvenciji valova, &vrstoce stjenke ciljanih mikroor-
ganizama i medija u kojem se nalaze. Pri odredenoj
frekvenciji i tretiranom volumenu, vrijeme izlaganja
i snaga ultrazvuka su klju¢ni parametri koji odreduju
koli¢inu upotrijebljene ultrazvu¢ne energije, $to
naposljetku uvjetuje ponaSanje tretiranih uzoraka
(Nguyen, 2011). Primjerice, ultrazvuk visokog

intenziteta frekvencije 20 kHz utjece na laktobac-
ile u mlijeku tako da uzrokuje poremecaj u metabo-
lizmu stanica, no u isto vrijeme uzrokuje i otpustanje
enzima, medu kojima je B-galaktozidaza, te time ubr-
zava hidrolizu laktoze (Wu i sur., 2000).

U slu¢aju bifidobakterija i drugih probiotickih
bakterija, medustani¢na B-galaktozidaza katalizira pret-
vorbu laktoze u glukozu i galaktozu. Time se utjece na
odvijanje transgalaktozilaznih reakcija u kojima je lak-
toza donor galaktozila i akceptor galaktooligosaharida
(GOS). Galaktooligosaharidi su prebioticki sastojci
koji utje¢u na rast i razmnoZzavanje bifidobakterija u
crijevima pa prema tome ostvaruju pozitivan ucinak
na organizam domacina (Depeint i sur., 2008). Na-
dalje, na u¢inkovitost ultrazvuka utjece i vrsta mikroor-
ganizama koja se tretira. Tako razli¢ite vrste bifidobak-
terija pri jednakim uvjetima imaju razli¢itu otpornost.
B. animalis subsp. lactis ima ne§to manju otpornost od
B. brevi i B. infantis, dok je otpornost B. longum bila
najmanja u usporedbi s navedenim vrstama. Nekoliko
je mogucih objadnjenja za razli¢itu otpornost, a prvi
je razlika u debljini stani¢ne stijenke, obliku i velicini
stanice, bududi su manje stanice otpornije na ucinak ul-
trazvuka. Drugi razlog bi mogao biti u razlici kemijskog
sastava stani¢ne stijenke, $to moze rezultirati razli¢itom
osjetljivos¢u na stani¢ne poremecaje (Palma i Bu-
calon, 1987.; De Dea i sur.,, 2007.; Ventura i
sur., 2007.; Villamiel i de Jong, 2000). Takoder,
gram negativne bakterije su manje otporne od gram
pozitivnih (Aires i sur., 2010).

Utjecaj ultrazvuka na prezivljavanje

bifidobakterija

Bifidobakterije prilikom rasta u teku¢inama
formiraju male nakupine, a izlaganjem ultrazvuku
dolazi do kavitacije i razdvajanja tih nakupina, te
nastaje veéi broj zasebnih bakterija u suspenziji
(Joyce isur., 2003). Razdvajanje bakterija dogada se
samo prilikom tretiranja suspenzija s malim brojem
stanica ultrazvukom niskog intenziteta (512 i 850
kHz), dok pri visem intenzitetu (20 i 38 kHz) i kon-
centriranijim otopinama ne dolazi do preZivljavanja
stanica (Joyce i sur., 2003). Dakle, sveukupno
djelovanje ultrazvuka svodi se na nadmetanje izmedu
prezivljavanja i razdvajanja bakterija u suspenziji.
Medutim, prilikom tretiranja ultrazvukom vrste B.
animalis subsp. lactis, B. brevi i B. infantis u potpu-
nosti prezivljavaju (Nguyen, 2011).
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Kod B. longum se pokazalo da povecanje
poletnog broja, uzrokuje
logije preZivljavanje bakterija u fermentiranom mli-

odnosno  inokuluma,
jeku. Povecanje pocletnog broja tj. inokuluma mli-
jeka fermentiranog s B. infantis rezultira pove¢anim
preZzivljavanjem bakterija pri niskom intenzitetu ul-
trazvuka (512 i 850 kHz), a s druge strane ako je
to povecanje vece od 2,39x10% CFU/mL rezultira
vec¢im brojem unistenih bakterija (Nguyen, 2011).
Kako je ve¢ prethodno obrazlozeno, preZivljavanje
bakterija pozitivno djeluje na proces fermentacije,
kao i na profil ugljikohidrata (koncentracije glukoze,
galaktoze i galaktooligosaharida) koji se pojavljuju u
fermentiranom mlijeku (Nguyen, 2011).

Utjecaj ultrazvuka na fermentaciju mlijeka
bifidobakterijama

Tijekom tretiranja ultrazvukom dolazi do sma-
njenja broja Zivih stanica, no istovremeno se povecava
aktivnost enzima B-galaktozidaze kod bifidobakterija
(Nguyen, 2011). Naime, uslijed ultrazvu¢nog tre-
tiranja dolazi do otecenja stanica te se na taj nacin
osiguravaju odredene tvari koje stimuliraju rast bak-
terijskih kultura. Samim time ubrzava se proces fer-
mentacije mlijeka. Medu spomenute stimulatore
ubrajaju se enzim B-galaktozidaza koji poti¢e metabo-
lizam ugljikohidrata, kompleksni proteolitiki enzimi
koji ubrzavaju hidrolizu kazeina te lizati stanica koji
sadrzavaju brojne promotore rasta (Gaudreau isur.,,
2004). Taj mehanizam potvrdilo je i istraZivanje pro-
vedeno na jogurtima koji su sadrzavali bifidobakteri-
je i L. acidophilus (Shah i Lankaputhra, 1997).
Dakle, moguca su dva medusobno suprotna ucinka
ultrazvuka na uzorak koji se tretira. Obzirom da u
mlije¢noj fermentaciji zakiseljavanje provode Zive bak-
terije, smanjenje broja Zivih stanica rezultira sporijim
zakiseljavanjem ili fermentacijom. Stoga tretiranje ul-
trazvukom mozZe stimulirati mlije¢nu fermentaciju sve
dok je pozitivni u¢inak dominantniji od negativnog, tj.
sve dok prevladavaju stimulativni faktori koji promicu
rast bakterija. Time se postiZe brZe snizavanje pH mli-
jeka tretiranog ultrazvukom u kasnijoj fazi ferment-
acije u odnosu na konvencionalnu proizvodnju.

Utjecaj ultrazvuka na koncentraciju
ugljikohidrata

Povecana aktivnost B-galaktozidaze u uzorcima
mlijeka podvrgnutim ultrazvu¢nom tretiranju moze

djelovati kao promotor fermentativne sposobnosti bi-
fidobakterija. Uslijed hidrolize povecava se potro$nja
laktoze, $to rezultira povecanjem koncentracije jed-
nostavnih ugljikohidrata, glukoze i galaktoze koje
se dalje koriste u metabolizmu bifidobakterija. U
istrazivanju Matijevié i sur. (2011) ispitivano je
kako hidroliza laktoze utjece na fermentativnu ak-
tivnost probiotickih bakterija Lactobacillus acido-
philus La-5 i Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB-12 u sirutki, a rezultati ukazuju da je ferment-
acija bila brza za oko 2 sata u odnosu na kontrolni
nehidrolizirani uzorak. Prema tome, moZe se re¢i da
bifidobakterije bolje iskoritavaju jednostavne ugljik-
ohidrate kao $to je glukoza (Matijevi¢ isur., 2011).
Bifidobakterije tijekom fermentacije proizvode oli-
gosaharide koji sluze kao prebiotici koji poti¢u nji-
hovu aktivnost. Proizvodnja oligosaharida razlikuje
se medu sojevima bifidobakterija. B. animalis subsp.
lactis 1 B. longum imaju vecu moguénost njihove
sinteze u usporedbi s B. brevi i B. infantis. Razlike
u koli¢ini proizvedenih oligosaharida nastaju zbog
razlitite kolicine i aktivnosti B-galaktozidaze (Lam-
oureux i sur., 2002). Iako bifidobakterije opcenito
nisu izrazito proteoliticke i amiloliticke (Cham-
pagne i Gardner, 2005), nakon $to se postigne
ravnoteza izmedu bakterijskog preZivljavanja i en-
zimske aktivnosti, ultrazvuk potpomaze proces
mlije¢ne fermentacije bifidobakterijama. Promjene
u svojstvima ugljikohidrata povecavaju brzinu rasta
bakterijske populacije tijekom fermentacije. Dakle,
mozZe se reéi da ultrazvuk visokog intenziteta ima do-
bar potencijal za proizvodnju fermentiranog mlijeka
s pove¢anom koncentracijom oligosaharida i niskom
koncentracijom laktoze.

Utjecaj ultrazvuka na organske kiseline

Sadrzaj organskih kiselina u fermentiranom
mlijeku rezultat je proizvodnje i potro3nje, te je in-
dikator metaboli¢ke aktivnosti dodanih bakterijskih
kultura. Organske kiseline pona3aju se kao prirodni
konzervansi i pridonose karakteristi¢nim senzorskim
svojstvima fermentiranog mlijeka (Adhikari i sur.,
2002). Koncentracije organskih kiselina razlikuju se
ovisno o tome koja se vrsta bifidobakterija koristi
za fermentaciju mlijeka. Octena i mlije¢na kiselina
nalaze se u mnogo vecoj koncentraciji kod mlijeka
fermentiranog s B. animalis subsp. lactis, dok je
koncentracija istih kiselina gotovo neznatna kod
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mlijeka fermentiranog vrstama B. brevi i B. infan-
tis. Takoder, tijekom fermentacije mlijeka moguca
je proizvodnja propionske kiseline, a koju proizvodi
B. bifidum i B. longum u mediju &ji je udio vode
izmedu 54,5 % i 68,8 % (Han i sur., 2005). Na-
dalje, tijekom fermentacije mlijeka moZe dod¢i i do
nastanka pirogrozdane kiseline (Adhikari i sur.,
2002). Pirogrozdana kiselina je vazan posrednik
ili po¢etni metabolit u mnogim metaboli¢kim pu-
tovima. Bakterije koriste pirogrozdanu kiselinu za
provedbu osnovnih metaboli¢kih procesa, $to znaci
da visoka koncentracija pirogrozdane kiseline u kas-
nijem stadiju fermentacije moze biti samo privreme-
na (Adhikari isur, 2002.; Fernandez-Garcia i
McGregor, 1994). Ultrazvuk visokog intenziteta
utjeCe na potrodnju laktoze, no organske kiseline
proizvode se unutar stanica tako da njihova koli¢ina
ovisi o broju zivih stanica. Tijekom izlaganja mlijeka
s bifidobakterijama ultrazvuku na pocetku ferment-
acije, dolazi do raspadanja pojedinih stanica, dok se
rast preostalih potice tijekom fermentacije. Rezultat
toga je manja koli¢ina organskih kiselina na pocetku
fermentacije, no pri kraju kada je broj stanica
znatno povecan, dolazi do nakupljanja organskih
kiselina. Ranije je obrazloZeno kako ultrazvuk utjece
na znalajne promjene u koncentraciji ugljikohidrata
i organskih kiselina tijekom fermentacije koja traje
24 sata. Takva drastitna promjena u koncentraciji
ugljikohidrata rezultira razli¢itim karakteristikama i
brzini stvaranja organskih kiselina u fermentiranom
mlijeku podvrgnutom tretiranju ultrazvukom. Stoga
se ultrazvuk visokog intenziteta moZe primjenjivati
kao alternativa konvencionalnom procesiranju, a u
svrhu proizvodnje funkcionalnih fermentiranih mli-
jeka poboljsane kvalitete bez dodanih prebiotika i
B-galaktozidaze. Takvi proizvodi sadrzavali bi i niZe
koncentracije laktoze, odnosno visoke koncentracije
oligosaharida, te manje koli¢ine nepozeljnih tvari
arome koja potjece od octene i propionske kiseline.

Utjecaj ultrazvuka na kolic¢inu vitamina B,

Bakterije mlije¢ne kiseline koje proizvode vi-
tamin B, jo§ nisu u potpunosti identificirane, no
poznato je da neke bifidobakterije ljudskog podrijet-
la (B. adolescentis, B. bifidum, B. infantis, B. longum
i B. brevi) mogu sintetizirati vitamin B, (Deguchi
i sur., 1985). Osim bifidobakterija samo su jo$ vrste
Lactobacillus reuteri (Santos i sur., 2007) i Lacto-

bacillus plantarum (Madhu i sur., 2010) pokazale
tu rijetku sposobnost. Stoga bifidobakterije imaju
visok potencijal za proizvodnju fermentiranog mli-
jeka koji sadrzi prirodni vitamin B ,. Koli¢ina vitamina
B,, u punomasnom mlijeku je oko 3,1-4,5 ng/g (Ark-
bdge i sur., 2003; Rao i sur.,, 1984). U mlijeku
inokuliranom s B. longum, B. animalis subsp. lactis,
B. brevi i B. infantis razina vitamina B, povecava se
prije fermentacije, $to upucuje na to da je vitamin
BlZ
terijskim stanicama. B. infantis se pokazao najboljim
za proizvodnju vitamina B,, tijekom fermentacije,
dok je B. animalis subsp. lactis proizveo najmanju
koli¢inu. Takoder, navedene vrste bifidobakterija
nastavljaju proizvodnju vitamina B, tijekom fermen-
tacije (Deguchi isur., 1985.; Nguyen, 2011).
Medutim, tijekom fermentacije mlijeka nastaje
mlije¢na kiselina uslijed koje se smanjuje koncen-
tracija vitamina B, (Friend isur, 1983.; Arkbage
i sur., 2003) 5to ovisi o kulturama kori$tenim za fer-
mentaciju. Nadalje, na koncentraciju vitamina B,
u fermentiranom mlijeku takoder utje¢u vrijeme i
temperatura skladistenja. Arkbége i sur., (2003)
odredivali su koli¢inu vitamina B, , u jogurtu tijekom
14 dana skaldiStenja, a dobiveni rezultati ukazuju
da tijekom perioda skladitenja dolazi do smanjenja
koncentracije vitamina B, za 40 do 60 %. Tretiranje
ultrazvukom ne uzrokuje znalajne gubitke vitamina

sintetiziran intracelularno i akumuliran u bak-

B,, u inokuliranom mlijeku koje je podvrgnuto raznim
uvjetima obrade. Povecanje koncentracije vitamina
B, uslijed izlaganja ultrazvuku nije u korelaciji s bro-
jem preostalih Zivih bifidobakterija u mlijeku nakon
tretiranja, niti s viemenom fermentacije. U uspored-
bi s fermentiranim mlijekom koje nije ultrazvu¢no
obradeno, mlijeko fermentirano vrstama B. brevi i B.
infantis i tretirano ultrazvukom odlikuje se kracom
fermentacijom i vedim brojem stanica u finalnom
proizvodu, te neznatno vecom koncentracijom vi-
tamina B ,. Stoga se moze pretpostaviti da proizvod-
nja vitamina B, korelira s rastom bakterija (Nguy-
en, 2011). Koncentraciju vitamina B, proizvedenog
tijekom fermentacije moguce je povecati i smanjenjem
aktivnosti Propionibacterium spp. koje provode inhibi-
tore rasta bifidobakterija (Wang i sur., 2010).
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Zakljucci

Ovisno o amplitudi ultrazvuka, vremenu izla-
ganja i vrsti bifidobakterija, uéinci ultrazvuka su
razli¢iti. Pokazalo se da primjena ultrazvuka moze
skratiti trajanje fermentacije kod mlijeka fermenti-
ranog s B. infantis, B. brevi i B. animalis subsp.
lactis. Mehanizam stimulacije rasta bifidobakterija
ultrazvu¢nim tretiranjem povezan je s kinetikom
ugljikohidrata i organskih kiselina tijekom fer-
mentacije. UtroSak laktoze i proizvodnja glukoze,
galaktoze i oligosaharida kod mlijeka fermentiranog
bifidobakterijama (B. brevi, B. infantis, B. anima-
lis subsp. lactis i B. longum) povecava se prilikom
obrade ultrazvukom. Osim toga, dolazi i do promjene
u koncentraciji organskih kiselina tijekom ferment-
acije, odnosno pokazalo se da tretiranje ultrazvukom
poti¢e proizvodnju glavnih organskih kiselina u kas-
nijem stadiju fermentacije bakterijama B. animalis
subsp. lactis, B. brevi i B. infantis, a omjer octene i
mlije¢ne kiseline smanjuje se pri fermentaciji vrstom
B. longum. Nadalje, upotreba ultrazvuka u proizvod-
nji mlijeka fermentiranog bifidobakterijama moze
povecati i proizvodnju sekundarnih metabolita poput
vitamina B ,. U usporedbi s uobicajenim koli¢inama
vitamina B, u obranom mlijeku, bifidobakterije
mogu povedati njegovu razinu u fermentiranom mli-
jeku za vise od 100 %. Ultrazvuk visokog intenziteta
moZe se koristiti u budu¢nosti za skrac¢ivanje procesa
fermentacije mlijeka bifidobakterijama.

Effect of high intensity ultrasound on the
milk fermentation by bifidobacteria

Abstract

Treating food by ultrasound is a relatively novel
food processing method which has been developed
in the last two decades. When considering milk
processing, ultrasound might be used to reduce the
count of harmful microorganisms, and to stimulate
the growth of probiotic bacteria during milk fer-
mentation, especially bifidobacteria. The most com-
monly used probiotic cultures in fermented dairy
products are bifidobacteria. The main problem re-
lated to the fermentation by bifidobacteria is that
milk does not provide a natural environment for
their growth and survival. Thus the application of
bifidobacteria in milk fermentation is limited. Many

studies indicated that the application of high inten-
sity ultrasound (20 kHz) may shorten the duration
of milk fermentation by B. infantis, B. brevi and B.
animalis subsp. lactis. Also, studies showed that the
stimulating mechanism of bifidobacteria growth by
ultrasound was associated with the kinetics of carbo-
hydrates and organic acids during fermentation. The
aim of this review was to demonstrate how the ap-
plication of the high intensity ultrasound stimulates
the growth of bifidobacteria in the milk, and thus
improves the fermentation process.

Key words: milk fermentation, ultrasound,
probiotic bacteria, bifidobacteria
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