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Abstract: This work examines the survival of two species of bacteria, Lb. acidophilus La-5
and Lb. casai Lc-1, in fermented cow's and oat milk at 6 °C during 28 days. It also examines
the possibilities for obtaining new fermented probiotic products from oat milk. Results of
this research show that bacteria Lb. acidophilus La-5 has good survival rate in fermented
cow's milk, but in fermented oat milk the viable cells count has dropped under 10° CFU/mL
on the 21st day of storage. Bacterium Lb. casei Lc-1 has good survival rate both in
fermented cow's and oat milk.
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Sazetak: U ovom radu je ispitano prezivijavanje dva soja bakterija Lb. acidophilus La-5 i
Lb. casel Lc-1 u fermentiranom kravijem i zobenom mlijeku pri 6 °C tijekom 28 dana te
mogucnosti dobivanja novih fermentiranih probiotickih proizvoda iz zobenog mlijeka.
Rezultati istrazivanja pokazuju dobro prezivijavanje bakterije Lb. acidophilus La-5 u
fermentiranom kravijem mlijeku, ali u fermentiranom zobenom mlijeku broj Zivih stanica je
pao ispod 10° CFU/mL veé 21. dan éuvanja. Bakterija Lb. casei Le-1 dobro preZivijava u
fermentiranom kravijem i zobenom mlijeku.
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1. Uvad

Posljednjih dvadesetak godina u proizvodnji hrane sve se vise primjenjuju probiotici
jer su rezultati razli¢itih istrazivanja ukazali na Cinjenicu da hrana koja sadrzava
probiotike osim prehrambene ima i direktnu i/ili indirektnu zdravstvenu vrijednost.
Probiotici se koriste u prevenciji ili kao dopuna u lijeCenju mnogih vrsta bolesti
(gastrointestinalnih, urogenitalnih infekcija, karcinoma i sl.), a fermentirana mlijeka
ili probioti¢ki pripravci u obliku kapsula pokazali su dobra terapijska svojstva.[1] [2]
[3] Definicija probiotika glasi: ,,Probiotik je jedna ili viSe kultura Zivih stanica
mikroorganizama koje, primijenjene u zivotinja ili ljudi, djeluju korisno na domacina,
poboljSavajuc¢i svojstva autohtone mikroflore®.[4] Teorijski, probiotici mogu
blagotvorno djelovati na ,,domacina“ putem dva mehanizma: neposrednog djelovanja
zivih mikrobnih stanica ili posrednog djelovanja putem metabolita tih stanica. [5]
Kao probiotici se najcesce koriste bakterije iz roda Lactobacillus, nesto manje iz roda
Bifidobacterium, a mogu se primjenjivati i bakterije mlijeCne kiseline te i neki
kvasci.[5] [6] [7] Blagotvoran wucinak bakterija iz roda Lactobacillus i
Bifidobacterium na zdravlje ljudi usko je povezan sa sojem, brojem zivih bakterijskih
stanica u probiotickom proizvodu i dnevnoj dozi. Minimalni broj zivih stanica koje je
potrebno svakodnevno unositi u organizam je 10° CFU/mL ili g proizvoda (terapijski
minimum), a poZeljno je da to bude 10° CFU te je u razvoju probioti¢kih proizvoda
izazov posti¢i Sto veéi broj zivih bakterijskih stanica.[8] [9]. Osim toga takvi
proizvodi imaju odredeni rok trajanja, a pod utjecajem razli¢itih ¢imbenika broj zivih
bakterijskih stanica u proizvodu moze znacajno varirati (kemijski sastav supstrata u
kojem probiotici rastu, temperatura fermentacije, toksi¢nost produkata metabolizma
probiotickih bakterija, kompeticija s drugim mikroorganizmima u proizvodu, pH,
sadrzaj mlije¢ne 1 octene kiseline, otopljeni kisik i H,O; te temperatura ¢uvanja).[8]
[12] [13] Stoga je prilikom razvoja novih proizvoda potrebno voditi racuna 1 o
spomenutim ¢imbenicima, a sve s ciljem zadrzavanja broja zivih stanica iznad
terapijskog minimuma.[10] [11]

Najzastupljeniji probioti¢ki proizvodi su fermentirana mlijeka, ali neke osobe ne
konzumiraju fermentirano mlijeko zbog zdravstvenih razloga (intolerancija na
laktozu, preosjetljivost na proteine ili druge sastojke mlijeka) ili vegetarijanskog
nac¢ina prehrane.[14] [15] [16] [17] Kako bi se pronasla alternativa mlijeku razvijaju
se zamjene na biljnoj bazi, a jedna od mogucéih sirovina je zob.[18] [19] Proizvodi
dobiveni od zobi sadrze topljiva i netopljiva vlakna koja reguliraju razinu kolesterola
I lipida u krvi te direktno utje¢u na prevenciju sr¢anih oboljenja.[20]

Zobeno mlijeko se moze fermentirati s bakterijama mlijeéne kiseline ili s
probiotickim bakterijama.[19] Fermentacijom s probioti¢ckim bakterijama dodatno se
povecéava nutritivna i zdravstvena vrijednost zobenog mlijeka.

Stoga je cilj ovog rada bio ispitati prezivljavanje dva soja probiotickih bakterija
Lactobacillus acidophilus La-5 i Lactobacillus casel Lc-1 u fermentiranom kravljem
I zobenom mlijeku tijekom 28 dana hladnog Cuvanja te ispitati mogucnosti zobenog
mlijeka kao zamjene kravljem mlijeku za nove fermentirane probioticke proizvode.
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2. Materijali i metode

2.1 Uzorci fermentiranog mlijeka

U radu je koristeno komercijalno UHT kravlje mlijeko (Dukat, Hrvatska) i zobeno
mlijeko (Alnatura, Njemacka). Uzorci mlijeka su fermentirani s DVS monokulturama
(Chr. Hansen, Danska), Lactobacillus acidophilus La-5 ili Lactobacillus casei Lc-1.
Inokulum je prireden tako da je u 100 mL sterilnog mlijeka, temperature 37 °C
otopljen 1 g mikrobne kulture uz vrijeme aktivacije od 30 minuta. Nakon aktivacije
mlijeko je inokulirano s 2,5% (v/v) probioticke monokulture. Fermentacija svih
uzoraka mlijeka vodena je pri 37 °C do priblizno pH 4,6. Kako bi se utvrdila
stabilnost probiotickih bakterija uzorci fermentiranog mlijeka su ¢uvani pri 6 °C
tijekom 28 dana.

2.2. Kemijske i mikrobioloske analize

Aktivna Kkiselost fermentiranog mlijeka odredena je pH-metrom WTW 320
(Wissenschaftlich — Techniche Werkstétten, Njemacka).[21]

Broj zivih stanica (CFU/mL) Lactobacillus acidophilus La-5 ili Lactobacillus casel
Lc-1 odreden je standardnom metodom na MRS agaru (Biolife, Milano, Italija) nakon
tri dana inkubacije na 37 °C. Inkubacija je provedena u mikroaerofilnim uvjetima koji
su postignuti prelijevanjem inokuliranog MRS agara dodatnim slojem MRS.[22]
Tijekom pohrane na temperaturi od 6 °C uzorci fermentiranog mlijeka su analizirani
1,7,14,211 28 dana.

2.3. Obrada podataka

Pokusi su ponovljeni tri puta. Za dobivene rezultate su izraCunate prosjecne
vrijednosti i odstupanja (X+o), a za utvrdivanje postojanja statisti¢ki znacajnih
razlika je koriSten ANOVA test (SPSS 16.0).

3. Rezultati i rasprava

Uzorci kravljeg i zobenog mlijeka su fermentirani s dva soja probioti¢kih bakterija
Lactobacillus acidophilus La-5 ili Lactobacillus casal Lc-1. Fermentacija je vodena
do priblizno pH 4,6, kad je zaustavljena hladenjem na temperaturu hladnjaka (6 °C) te
su pri toj temperaturi uzorci fermentiranog mlijeka ¢uvani 28 dana.

Prvi dan ¢uvanja uzorci mlijeka fermentirani s Lactobacillus acidophilus La-5 imali
su priblizno istu pH-vrijednost (oko 4,3) bez obzira na vrstu mlijeka (slika 1). Kod
fermentiranog kravljeg mlijeka nije bilo statisti¢ki zna¢ajnih promjena pH-vrijednosti
tijekom 28 dana c¢uvanja (P=0,496). Po zavrSetku cuvanja pH-vrijednost
fermentiranog kravljeg mlijeka je iznosila oko 4,2 jedinice (slika 1). Sli¢éne pH-
vrijednosti kravljeg mlijeka s Lactobacillus acidophilus La-5 tijekom 28 dana
Cuvanja navode i prijasnja istrazivanja.[23]

Suprotno, kod zobenog mlijeka fermentiranog s Lactobacillus acidophilus La-5 (slika
1) ve¢ nakon 7. dana ¢uvanja doslo je do statisticki znac¢ajnog porasta pH-vrijednosti
(ApH=0,3) koja se zadrzala do samog kraja cuvanja (P=0,035). Tijekom cuvanja
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fermentiranog mlijeka dolazi do pada pH-vrijednosti kao posljedica postacidifikacije,
ali kod fermentiranog zobenog mlijeka pH ukazuje na loSu aktivnost bakterije
Lactobacillus acidophilus La-5.[24] Literatura navodi nesto nize pH-vrijednosti (oko

4,2) fermentiranog zobenog mlijeka tijekom cuvanja Sto nije potvrdeno u provedenim
pokusima (oko 4,6).[19]

a) b)

pH; log CFU/mL
(o]

pH; log CFU/mL
(o2}

add nddds

Vrijeme (dani) Vrijeme (dani)

Slika 1. Promjena pH-vrijednosti (o) i broja zivih bakterija (log CFU/mL) (=)
Lactobacillus acidophilus La-5 u fermentiranom kravljem mlijeku (a) i zobenom
mlijeku (b) tijekom 28 dana hladnog cuvanja.

Prvog dana cuvanja broj zivih stanica Lactobacillus acidophilus La-5 bio je neSto
veéi kod uzoraka fermentiranog kravljeg mlijeka (oko 9,81 log CFU/mL) (slika 1) u
odnosu na fermentirano zobeno mlijeko (oko 8,24 log CFU/mL). Tijekom ¢uvanja od
28 dana nije bilo statisticki znac¢ajnih promjena u broju zivih stanica Lactobacillus
acidophilus La-5 (slika 1) u fermentiranom kravljem (P=0,296). Dobiveni rezultati su
u skladu s vrijednostima koje navodi literatura.[23] Medutim, kod fermentiranog
zobenog mlijeka dolazi do statisti¢ki znacajnog pada broja zivih stanica Lactobacillus
acidophilus La-5 tijekom ¢uvanja (slika 1) (P<0,05). Ve¢ 21. dan ¢uvanja broj zivih
stanica je pao ispod terapijskog minimuma 10° CFU/mL 3to je potrebno zadovoljiti
da bi se neki proizvod mogao deklarirati kao probioticki.[8] Provedeni pokusi
pokazuju da odabir vrste mlijeka ima statisticki znacajnog utjecaja na prezivljavanje
bakterije Lactobacillus acidophilus La-5 (P<0,05). U prijasnjim istrazivanjima
fermentacije zobenog mlijeka s jogurtnom kulturom i Lactobacillus acidophilus DSM
20079, dobiveni su sli¢ni rezultati kao i u ovom radu.[19] Ve¢ nakon 15. dana
Guvanja broj Zivih stanica Lactobacillus acidophilus DSM 20079 je pao ispod 10°
CFU/mL. Razlog loSijem prezivljavanju bakterije Lactobacillus acidophilus u
zobenom mlijeku mogu biti zahtjevi koje je potrebno zadovoljiti kao Sto su:
ugljikohidrati, proteini, nezasi¢ene masne Kkiseline, derivati nukleinskih Kkiselina,
minerali, odgovaraju¢a temperatura ili niska koncentracija kisika.[25] Jedno od
mogucih rjeSenja kojim bi se omogucilo prezivljavanje Lactobacillus acidophilus La-
5 u fermentiranom zobenom mlijeku je mikroinkapsulacija.[24]
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Svi uzorci mlijeka fermentiranog s Lactobacillus casei Lc-1 imali su 1. dan ¢uvanja
pH-vrijednost oko 4,3 jedinice (slika 2). Kod fermentiranog kravljeg mlijeka ta
vrijednost se zadrzala tijekom 28 dana Cuvanja 1 nije bilo statisticki znacajnijih
promjena (P=0,096). U fermentiranom zobenom mlijeku ve¢ 7. dana ¢uvanja doslo je
do statisti¢ki znacajnijeg pada pH-vrijednosti (oko 3,8) koja se zadrzala do samog
kraja ¢uvanja (P=0,021). Razlika u pH-vrijednosti je posljedica postacidifikacije i
manjeg pufer kapaciteta zobenog mlijeka u odnosu na kravlje mlijeko. Slicne pH-
vrijednosti mlijeka fermentiranog s Lactobacillus casei Lc-1 tijekom 28 dana ¢uvanja
navodi i literatura.[6]
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Slika 2. Promjena pH-vrijednosti (o) i1 broja zivih bakterija (log CFU/mL) (=)
Lactobacillus casei Lc-1 u fermentiranom kravljem mlijeku (a) i zobenom mlijeku
(b) tijekom 28 dana hladnog ¢uvanja.

Obje vrste mlijeka (slika 2) fermentiranog s Lactobacillus casei Lc-1 1. dana ¢uvanja
sadrzavale su isti broj zivih bakterija (oko 9,62 log CFU/mL). Tijekom ¢uvanja od 28
dana Lactobacillus casel Lc-1 je dobro prezivljavao bez obzira na wvrstu
fermentiranog mlijeka. Na kraju c¢uvanja, 28. dan, fermentirano kravlje mlijeko
sadrzavalo je neSto manje Zivih bakterija Lactobacillus casel Lc-1 (oko 8,80 log
CFU/mL) u odnosu na fermentirano zobeno mlijeko (oko 9,07 log CFU/mL). U svim
uzorcima fermentiranog mlijeka promjena broja Zivih bakterijskih stanica
Lactobacillus casai (od 0,55 do 0,85 Alog CFU/mL) tijekom 28 dana ¢uvanja bila je
sli¢na vrijednostima koje navodi literatura(od 0,75 do 1,85 Alog CFU/mL).[6]
Utvrdena razlika u broju bakterija se nije pokazala statisticki znacajnom te se moze
zakljuciti da vrsta mlijeka ne utjeCe na prezivljavanje bakterije Lactobacillus casel
Lc-1 odnosno spomenuta bakterija dobro prezivljava u obje vrste mlijeka (P=0,772).
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4. Zakljucci

Rezultati istrazivanja pokazuju da odabir vrste mlijeka utjece na prezivljavanje
bakterije Lactobacillus acidophilus La-5, ali nema utjecaja na Lactobacillus casel Lc-
1 tijekom hladnog (6 °C) ¢uvanja. Nakon 28 dana ¢uvanja Lactobacillus acidophilus
La-5 je dobro prezivljavao u fermentiranom kravljem mlijeku, a broj Zivih stanica na
kraju ¢uvanja je iznosio oko 9,72 log CFU/mL. Medutim, u fermentiranom zobenom
mlijeku bakterija Lactobacillus acidophilus La-5 je loSe prezivljavala i ve¢ 21. dana
Guvanja broj zivih stanica je pao ispod vrijednosti terapijskog minimuma (10°
CFU/mL). Bakterija Lactobacillus casei Lc-1 dobro prezivljava tijekom 28 dana
Cuvanja u fermentiranom kravljem (oko 8,80 log CFU/mL) i zobenom mlijeku (oko
9,07 log CFU/mL). Fermentirano zobeno mlijeko s Lactobacillus casei Lc-1 je
prihvatljiva zamjena fermentiranom kravljem mlijeku za dobivanje probioti¢kih
proizvoda.
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