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POVZETEK

Homogenizacija je tehnoloski proces mlekarske industrije in eden najpogostejSih nacinov
obdelave mleka, ki je prisotno na trgovskih policah. Postopek zmanjSa mascobne kapljice in
vpliva na strukturo mle¢nih proteinov, pretezno kazeina, kar pa ima lahko za posledico razlike
v delovanju. Mleko bi naj bilo lazje prebavljivo, vendar povzrocalo vec alergij kot
nehomogenizirano mleko, pripisujejo mu tudi vpliv na povecano tveganje za nastanek
ateroskleroze, ki Se ni bil dokazan. V nalogi smo preverili ali vpliva nacin obdelave mleka
(homogenizacija z UHT glede na samo pasterizirano mleko) razlicno na rast bakterije
Lactobacillus acidpophilus in ali obstaja tudi razlika v stabilnosti omenjene probioti¢ne kulture

po 13 dnevnem shranjevanju v hladilniku.

Ugotovili smo, da je rast bakterije statisticno znacilno ve¢ja (p<0,05) pri nehomogeniziranem
mleku, ni pa bilo razlik pri stabilnosti po shranjevanju v hladilniku pri obeh razli¢no obdelanih
mlekih.

Ugotovili smo tudi, da spremembe pH kazejo trend razlike (p=0,06), da se je pH pri

nehomogeniziranem mleku znizal za vecji %.



ZAHVALA

Najlepse bi se rada zahvalila najini mentorici za ves trud, podporo, potrpljenje, usmerjanje in
pomo¢, ki nama jo je nudila med raziskovanjem. Prav tako bi se ji rada zahvalila za prikaz
najrazlicnejSih mikrobioloskih metod, za vse prezivete ure v laboratoriju ter za pozitivno

energijo in zagnanost, s katerima naju je nenehno spodbujala.

Prav tako bi se rada zahvalila vsem, ki so kakorkoli pripomogli k nastanku te naloge in z nama

delili svoje znanje. Zahvaljujeva se tudi Soli, za nudenje prostora in delovnega materiala.



1. UvOD

Homogenizacija je tehnoloski proces mlekarske industrije in eden najpogostejSih nacinov
obdelave mleka, ki je prisotno na trgovskih policah. Postopek zmanjsa velikost mas¢obnih
kapljic (globul) v mleku. Poteka pod vplivom visokega tlaka, zaradi katerega se kapljice globule
mlecne masti drobijo, izenaCi se njihova velikost, rezultat procesa pa je vecja stabilnost
emulzije masti v mleku. Ce tega postopka ne bi opravljali, bi se mle¢na mas¢oba v obliki

kroglic, ki imajo manjSo gostoto od mlecnega seruma, izloc¢ala na povrsino (Bajt, 2011).

Sama homogenizacija ne ubije mikroorganizmov, zato postopek spremlja tudi toplotna
obdelava pasterizacija ali UHT proces (segrevanje pri ultravisokih temperaturah). Pri
pasterizaciji surovo mleko na temperaturi 75°C zadrzujemo 15 sekund in ga nato na hitro
ohladimo, medtem ko pri UHT mleko za segrejemo na 140 — 150 °C za nekaj sekund (Michalski
in sod. 2006).

V sedemdesetih letih prej$njega stoletja so se priceli pojavljati pomisleki glede uZzivanja
homogeniziranega mleka, saj se pri tem postopku spremenijo mnoge fizikalne lastnosti, tudi
sestava lipidov in beljakovin v mleku, kar bi lahko imelo vpliv na zdravje ljudi. Uzivanje
homogeniziranega mleka bi naj bil eden od dejavnikov tveganja za naraScanje Stevila obolelih
za sréno-zilnimi boleznimi kot je npr. ateroskleroza. Kljub Stevilnim raziskavam na tem
podrocju (Deeth 1983, Michalski 2006, Clifford in sodelavci 1983, Williams 2006, ...) zaenkrat

negativni vplivi homogeniziranja mleka Se niso bili dokazani. (Clifford in sod. 1983)

Probiotiki so nepatogeni Zivi organizmi, ki ugodno vplivajo na zdravje gostitelja, ¢e je njihovo
uzivanje zadostno, pri tem pa morajo biti njihovi ucinki na gostitelja znanstveno dokazljivi.
Med najbolj znane predstavnike probioticnith mikroorganizmov pristevamo tudi rod
Lactobacillus, ki je dodan vecini fermentiranih mle¢nih izdelkov (jogurt, kislo mleko, kefir..),
nekatere vrste (npr. Lactobacillus acidophilus) pa sestavljajo tudi ¢revesno mikrobioto
(FAO/WHO, 2002). Probiotik Lactobacillus acidophilus fermentira mleko, ¢eprav rast v mleku

ni hitra.

V nalogi smo preverili ali vpliva nacin obdelave mleka (homogenizacija z UHT glede na samo
pasterizirano mleko) razli¢no na rast bakterije Lactobacillus acidpophilus in ali obstaja tudi
razlika v stabilnosti omenjene probioti¢ne kulture po 13 dneh shranjevanja v hladilniku. Pri

poskusu smo uporabili mleka Sestih proizvajalcev (3 homogenizirana in 3 nehomogenizirana).



Stevilénost bakterije smo dologili po inkubaciji mleka 24 h na 37 °C s pomocjo metode §tetja
enot CFU na plos¢ah MRS gojisca, prav tako pa smo izmerili razliko v ph v vseh omenjenih

vzorcih.



Raziskovalno vprasanje:

Kako vpliva homogenizacija v primerjavi z samo pasteriziranim mlekom na rast
mle¢nokislinske bakterije Lactobacillus acidophilus in kako se ohranja stabilnost te bakterije v

homogeniziranem glede na nehomogenizirano mleko med shranjevanjem v hladilniku?

2. HIPOTEZE
Pred zacetkom eksperimentalnega dela smo si postavili naslednje hipoteze:

Glede na podatke iz literature, ki navajajo, da je homogenizacija postopek obdelave mleka, ki
v najve¢ji meri prispevajo k spremembi fizikalno-kemijskih lastnosti mleka pricakujemo

naslednje:

1. da bo hitrost rasti bakterije Lactobacillus acidophilus razlicna v UHT homogeniziranem

mleku glede na nehomogenizirano mleko,

2. da bo stabilnost bakterije Lactobacillus acidophilus po shranjevanju v hladilniku razli¢na v

razliéno obdelanem mleku,

3. da bo % znizanja pH kot posledica mle¢nokislinske fermentacije bakterije Lactobacillus

acidophilus razlicen v razli¢éno obdelanem mleku.



3. TEORETICNO OZADJE
3.1. Homogenizacija

Mieko je zivilo s katerim se sreCamo Ze v zgodnjem otrostvu in je bogato z beljakovinami,
minerali in vitamini, ki jih nase telo nujno potrebuje. Vsebnost posameznih sestavin v kravjem

mleku:

e voda: 86-89 %

e mascobe: 3,2-5,5%

o skupne beljakovine: 2,6-4,2 %
o kazein: 2,8 %

e serumske beljakovine: 0,7 %

« minerali: 0,6-0,8 %

Mleéna mascoba organizmu zagotavlja energijo, ker je bogata z esencialnimi mas¢obnimi

kislinami in v mas¢obah topnimi vitamini A, D, E in K.

Povezava mle¢nih mas¢ob z zdravjem je precej kontroverzna. Medtem ko so saturirane mle¢ne
kisline in vsebnost holesterola povezane s tveganjem za koronarne sréne bolezni, nekateri
mlec¢ni proteini kot so konjugirane linolei¢ne kisline (CLA), sfingomielin in butiri¢na kislina

kazejo anti-kancerogene znacilnosti (Michalski in sod. 2006).

Vsako mleko, ki ga kupimo na trgovskih policah je prestalo dolo¢ene postopke obdelave.
Najbolj osnovni postopek je pasterizacija, ki uni¢i vegetativne celice vseh potencialno
patogenih bakterij (bakterij, ki povzrocajo bolezni), ki bi lahko bile v mleku. Pri pasterizaciji
surovo mleko vzdrzujemo na temperaturi 75°C 15 sekund in ga nato na hitro ohladimo. Med
tem postopkom hranilne snovi v mleku, tako vitamini, topni v vodi, kakor vitamini, topni v

mascobi, ohranijo svojo hranilno vrednost.

Pasterizaciji sledi tipizacija mleka, pri kateri gre za uravnavanje mascobe na to¢no doloc¢eno
vrednost. Med tem procesom se hranilne snovi ne poskodujejo, temvec se le odstrani mascoba,
ki jo nato zberejo in v to¢no dolo¢enem delezu vracajo nazaj. Lahko pa obdelavi mleka sledi Se

homogenizacija.

Homogenizacija je postopek drobljenja in izenacCevanja velikosti globul mle¢ne masti pod

vplivom visokega tlaka zaradi vecje stabilnosti emulzije masti v mleku. Mas€oba v mleku se
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nahaja v obliki kroglic, ki imajo manjSo gostoto kot mle¢ni serum, zato se rade izloCajo na
povrsino. V mle¢nih izdelkih ta proces ni zazelen, zato mleko homogeniziramo, pri cemer

zmanjSamo velikost mas¢obnih kroglic.

Mleko se najbolje homogenizira pri temperaturi 45 do 70 °C in pritisku med 10 in 25 MPa ali
100 do 250 barov. Homogenizacija je lahko popolna ali delna. Pri popolni homogenizaciji
obdelamo celotno koli¢ino mleka, pri cemer se poSkodujejo tudi druge sestavine mleka, zlasti
beljakovine. Pri delni homogenizaciji pa homogeniziramo samo smetano in jo nato uvajamo

nazaj v posneto mleko.

Homogenizator je sestavljen iz glave za homogenizacijo z ventili, visokotlaéne ¢rpalke z
elektromotorjem, pokrova in podstavka. Glavni sestavni del je ventil z natanéno obdelano
odprtino, ki je oblikovan tako, da ¢im bolj razbije mas¢obo ob ¢im manjsi porabi energije.
Homogenizacija je lahko enostopenjska ali vecstopenjska, najpogosteje je dvostopenjska. Pri
tem nacinu najprej mleko potuje skozi prvi ventil homogenizatorja pod vec¢jim tlakom (npr. 180
barov), potem pa skozi drugi ventil pod nizjim tlakom (40 do 60 barov). Tak proizvod je
stabilnejsi, ker je prepredeno ponovno povezovanje mas¢obnih kroglic. Cim vigji je tlak, tem

manjSe so kroglice (Bylund, 1995).

Z [ O/
)2 70 IM.Mm

ZELENE DOLINE

Slika 1: Homogenizirano in nehomogenizirano mleko (lasten vir)
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Slika 2: Homogenizator (vir slike 2)

3.2. Fizikalno-kemijske lastnosti homogeniziranega mleka

Surovo mleko je sestavljeno iz kazeinov, ki so stabilni do 100 °C. Toplotne obdelave mleka
povzroc¢ajo, da proteini denaturirajo in spremenijo njihovo agregatno stanje. 3- Lactoglobin je
najstevilénejs$i med njimi, saj ga je v mleku 51% ter sprejema in transportira razne vitamine kot
na primer vitamin A. Posamezni mle¢ni proteini imajo tudi dolocene zdravstvene prednosti kot

preprecevanje zobnega kariesa (Michalski in sod. 2006).

Na drugi strani pa so negativni na podrocju sladkorne bolezni, saj se pojavljajo pri nekaterih

vrstah diabetesa.

Homogenizirano mleko za razliko od nehomogeniziranega lahko vpliva na metabolne odzive.
Prav tako je bolj obcutljivo za spremembo okusa pri daljSem shranjevanju. Nadaljnje se poveca
tudi viskoznost homogeniziranega mleka v kombinaciji z povisano temperaturo.
(Michalski in sod. 2006).

3.3. Prednosti homogeniziranega mleka

- lepsi izgled (saj se mas¢oba zaradi manjsih mas¢obnih kapljic ne dviga in zbira na vrhu, ampak
je lepo razporejena po vsem volumnu),

- lazja prebavljivost (¢e zauZijemo nehomogenizirano mleko, mora Zol¢ v naSem telesu najpre;j
homogenizirati ma$¢obe, da lahko potem encimi, ki razgrajujejo, lazje delujejo. Ce pa
zauzijemo homogenizirano mleko, da ta faza ni potrebna, zato je prebava lazja)

(Bajt, 2011)
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primarna membrana

0.1to 20 pm lipidni dvosloj membrana maséobnega globula

ostanek citoplazme
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glikozilirani polipe ptidT- .
butirofilin

holesterol
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S'nukletidaza

Slika 3: Zgradba mlecne lipidne kapljice (globula) in njene membrane (vir slike 3)

) . 4] m o- * ': L iy . 4-
. * * «— kazeinski miceliji O Q 5
s * '.': = -.‘.. --: P
et " —magZobne kapljice|, *o  * O O
‘s e
e O ." ",. * | mas&obno-kazeinsk| ** ". -.' .
ot se o, |skupek e ® ee .,

pred homogenizacijo po homgenizaciji

Slika 4. Mlecne globule pred in po homogenizaciji. (vir slike 4)
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3.4. Pasterizacija

Louis Pasteur je bil francoski kemik, ki se je med drugim ukvarjal s preucevanjem vpliva
razli¢nih poviSanih stopenj temperature na mikroorganizme v mleku, pivu in vinu. Po njem se

imenuje postopek za toplotno obdelavo zivil do 100°C in sicer pasterizacija.

Pasterizacija je po definiciji IDF (International Dairy Federation) proces, ki ga uporabljamo za
uni¢enje patogenih mikroorganizmov v izdelku, tako zelo zmanj$amo nevarnost za zdravje, pri

¢emer so kemijske, fizikalne in senzori¢ne spremembe izdelka minimalne (Tratnik, 1998).

Tabela 1: Glavne vrste pasterizacije (Bylund, 1995)

Postopek Temperatura (°C) Cas
termizacija 6365 15s
nizka ali dolgotrajna pasterizacija — LTLT 63-65 30 min
(low temperature long time)

srednja ali kratkotrajna pasterizacija — 72-75 15-20s
HTST (high temperature short time)

visoka ali kratkotrajna — VHTST (very =80 1-5s
high temperature short time)

14



3.5. Probiotiki

Probiotik je po definiciji prehranski pripravek, ki vsebuje Zive organizme za bolj$e delovanje
naSega telesa, natancneje Crevesne flore. Ta zajema vse mikroorganizme v debelem ¢revesu in
so povsem normalni, vendar lahko pri raznih spremembah postanejo patogeni. (Tamime, 2005)
V probioti¢nih izdelkih se najveckrat uporabljajo bakterijski rodovi laktobacilov, s katerimi se
ukvarja predvsem mlekarska industrija. Poleg tega poznamo $e¢ druge rodove, kot so

bifidobakterije in kvasovke. (Tamime, 2005)

Tabela 2: Najpogostejsi probiotiki (Microbiology focus, 2010)

Rod bakterij Uporaba

Laktobacili V mlekarstvu (jogurti, drugi mleéni izdelki
Bifidobakterije Za zviSanje imunskega sistema, v primeru driske
Kvasovke Pri proizvedbi piva

3.6. Laktobacili

Laktobacili so Gramu pozitivne bakterije palicaste oblike. Vecina so sestavljeni iz verig
razli¢nih dolZin ter so fakultativni anaerobni. Spadajo k mle¢nokislinskim bakterijam in so
njihov glavni predstavnik. Kot ze ime pove proizvajajo mlecno kislino s fermentacijo laktoze,
glukoze in drugih sladkorjev. Obstajajo tudi drugi laktobacili, ki razen mlecne kisline
proizvajajo tudi alkohol. Ta mehanizem zavira rast drugih organizmov in spodbuja Stevil¢nost
laktobacilov v okoljih z nizkim pH. V zadnjih nekaj letih je bilo predstavljenih ve¢ novih vrst
laktobacilov kot probiotikov, ki bi naj s svojimi pozitivnimi ucinki vplivali na ¢lovesko zdravje.
(Fluka Analytical, 2010) Prav tako je laktobacil fakultativni anaerob, kar pomeni, da lahko
prezivijo v okolju, ki ne vsebuje kisika. Za rast je najoptimalnejSe MRS gojisce, ki v
kombinaciji z Tweenom omogoca najboljSo rast, zaradi vsebnosti dolofenih vitaminov in

drugih hranilnih snovi. (Microbiology focus, 2010)
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3.7. Antimikrobni potencial laktobacilov

Antimikrobna ucinkovitost laktobacilov je bila dokazana v mnogih Studijah. Laktocin 705
zavira mnogo prebavnih motenj povzroc¢enih z patogenimi bakterijami. Naslednji primer je
delovanje plantaricina C, ki je bil izoliran iz zoreCega sira in deluje proti mnogim Gram-
do zaviranja rasti enterobakterij ob izpostavitvi bakteriocinu , ki ga izlo¢a L. salivarius supsp,
ki ima tudi dobre probioticne lastnosti. Sevi, ki producirajo bakteriocin ponujajo celo

alternativo antibiotikom (Hayes, 2006)
3.8. Lactobacillus acidophilus

L. acidophilus je vrsta bakterije, ki spada v rod laktobacilov. Je ena izmed najbolj uporabljanjih
bakterij v probiotikih, medtem, ko se v Cloveskem telesu naravno nahaja v ustni votlini,
prebavnem traktu in noznici. Prav pri slednji se ta bacil uporablja v zdravstvene namene, saj

prepricuje bakterijske okuzbe in pomaga tudi pri driski. (Tamime, 2005)

B
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Slika 5: Lactobacillus acidophilus (vir slike 5)
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3.9. Gojenje bakterije L. acidophilus

Za gojenje lactobacilov najpogosteje uporabljamo selektivno gojis¢e MRS, imenovano po
izumiteljih (de Man, Rogosa and Sharpe). Gojis¢e med drugimi sestavinami vsebuje tudi kvasni

ekstrakt, ki je bogat vir vitaminov, tudi tistih, ki so posebej pomembni za rast laktobacilov.

MRS gojisce splosno vsebuje:

e 1.0 % pepton

e 0.8 % jaj¢ni ekstrakt

o 0.4 % kvasni ekstrakt

e 2.0 % glukozo

e 0.5 % natrijev acetat

e 0.1 % polisorbat 80 (Tween 80)

o 0.2 % dikalijev hifrogenfosfat

e 0.2 % triammonium citrat

o 0.02 % magnezijev sulfat heptahydrate
e 0.005 % manganezijev sulfat tetrahidrat

e pH 6.2 in temperatura 25°C

Uspesno rastejo tudi pri nizkem pH. Njihova optimalna temperatura za razmnozevanje pa je

okrog 37°C. (Microbiology focus, 2010)

Slika 6. Trdno gojisce MRS z nacepljeno kulturo LA. (lasten vir)
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4. MATERIALI IN METODE DELA

Eksperimentalni del je potekal po stopnjah prikazanih na spodnji shemi.

Slika 7: Shema poteka dela (lasten vir)
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5. MATERIAL
5.1. Uporabljeni mikroorganizmi

Za poskus smo uporabili bakterijo Lactobacillus acidophilus.

5.2. Zaslitna oprema

za$Citne rokavice za enkratno uporabo
za$Citna halja
za$¢itna ocala

dezinfekcijsko sredstvo za roke

5.3. Kemikalije

Priprava selektivnega gojiS¢a za izolacijo Lactobacillov:

gojis¢ée MRS broth (Fluka Analytical)
tehni¢ni agar (Pan Reac AppliChem)
tween 80 (Merck KGaA)

Mleko razliénih znamk s 3.5 % m.m.

trije vzorci homogeniziranega in UHT steriliziranega mleka (Mercator Mila,
Pomurske mlekarne, Alpsko mleko)

trije vzorci nehomogeniziranega mleka (Zelene Doline, Mercator B1O, Mlekarna
Planika)

Barvanje po Gramu:

fizioloSka raztopina (0,9 % NaCl)
barvilo kristal vijoli¢no,

barvilo safranin,

jodovica

96% etanol

Priprava redcitvene vrste:

sterilna fizioloska raztopina (0,9 % NacCl)
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5.4. Laboratorijski pribor

cev v

e aluminijasta folija

e cCaSa (500 mL)

e erlenmajerice (250 mL)

e merilni valj (1000 mL)

e plasti¢ne petrijevke (premer 9 cm)

Pribor za pipetiranje vzorcev mleka:

e cpruvete s pripadajo¢imi pokrovi (16x100 mm)

e avtomatska pipeta in sterilni nastavki Finnpipette F1 Thermo Scientific (1-10 mL)

Pribor za pripravo redéitvene vrste in nacepljanje bakterij na plosée:

e mikro epruvete (epice) (1.5 mL)

e pincete

e avtomatska pipeta in sterilni nastavki LLG-Digital Micropipette (10-100 uL, 100-1000
uL)

e spatula Drigalski

Barvanje po Gramu:

e cepilna zanka (eza)
e krovno steklo
e lesena prijemalka

e objektno steklo

Slika 8: Avtomatske pipete (lasten vir)
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5.5. Laboratorijske aparature

Priprava gojiS¢:

e avtoklav (CertoClav CVEL 12 LGS (LGA, Nurnberg)
e elektronska tehtnica (Kern)

Nacepljanje bakterij na plosce in priprava red¢itvene vrste:
e inkubator (Binder GmbH)
e laminarna vertikalna komora (Iskra PI1O serija MCxx-1)
e vibracijski mesalnik RS-VA10 (Phoenix)

e prenosni gorilnik (Campingaz)

Merjenje pH v vzorcih mleka:

e Vernier vmesnik
e Vernier pH meter
e prenosni racunalnik s programom Logger Pro

Barvanje po Gramu:

e prenosni gorilnik (Campingaz)

Slika 9: Laminarna komora (lasten vir)
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6. METODE

Doloc¢anje Stevilénosti bakterije L. acidophilus po inkubaciji v homogeniziranem ali

nehomogeniziranem mleku

Pripravili smo 50 ml sterilnega (15 minut, 121 °C) tekocega gojis¢a MRS za L. acidophilus (v

nadaljevanju LA). Vanj smo nacepili bakterijo in jo inkubirali na 37 ° C, 48 h.

V 6 epruvet smo napipetirali po 7ml mleka vsakega od Sestih vzorcev in jih sterilizirali v

avtoklavu 15 minut na 100 °C.

1z tekocCega gojisca smo v laminarni komori asepticno nacepili bakterijsko kulturo v 3 od 6
epruvet vsakega od vzorcev mleka. Preostali trije vzorci so sluzili kot kontrola. Vse vzorce smo

inkubirali aerobno 24 h pri temperaturi 37 °C.

Naslednji dan smo pripravili plosce s sterilnim trdnim gojis¢em MRS za nacepljanje razredcene
bakterijske kulture iz mleka za Stetje enot CFU. Za vsako od epruvet, razen kontrolnih smo
pripravili red&itveno vrsto s fiziolosko raztopino do 1078, razen za kontrole, ki smo jih na plosco

nanesli nerazredcéene.

Pripravili smo red¢itvene vrste iz mleéne kulture bakterije LA. V laminarni komori smo po 100
pL kulture odpipetirali v mikro epruveto, napolnjeno z 900 puL sterilne fizioloSke raztopine.
Premesali smo z vibracijskim meSalnikom epruvet in postopek nadaljevali po spodnji shemi do

redgitve 1078,

100 uL 100 L 100 4L 100 L 100 plL 100 L 100 pl 100 pl

vibe:h: "ﬁﬁ ﬁ ”'f gﬁ
L \ -f %' q .
EIL 10t 104 I.I x:’ / /J

nen \\\ NSV

900 pL 0,9% NaCl

Slika 10: Priprava redcitvene vrste (Vir slike 10)
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Na plos¢o smo nanesli 100 ul vzorca, naredili razmaz in inkubirali plosc¢e aerobno 48 h pri T

37 °C. Po inkubaciji smo presteli kolonije in preracunali $tevilo enot CFU/mL.

Vzorce smo takoj po pripravi red¢itvenih vrst shranili v hladilniku in jih 13 dni vzdrzevali pri

temperaturi 2 °C.
6.1. Merjenje pH

Za ugotavljanje morebitnih razlik v rasti bakterije LA smo pri vseh vzorcih izmerili tudi pH na
katerega vpliva nastanek mlecne kisline pri mlecnokislinskem vrenju. Poskus smo izvedli

lo¢eno, saj merjenja pH nismo mogli izvesti asepti¢no.

Napipetirali smo 8 epruvet po 7 ml vsakega od Sestih vzorcev in ponovili postopek sterilizacije,
nacepljanja bakterije LA, s to razliko, da smo vzorcem po sterilizaciji izmerili zacetni pH.

Vzorce smo inkubirali 48 h pri temperaturi 37 °C in jim nato ponovno izmerili pH.
6.2. Dolo¢anje §tevilénosti bakterij po shranjevanju v hladilniku 13 dni pri 2 °C

Po 13 dneh smo ponovno pripravili red¢itveno vrsto vzorcev fermentiranega mleka z bakterijo
LA, vendar smo tokrat na plos¢e nanesli red¢itev 10, Plos¢e smo nato 48 h inkubirali ter po

inkubaciji presteli kolonije, ki smo jih nato preracunali v $t. enot CFU/mL.
6.3. Statisti¢na obdelava podatkov

Pri obdelavi podatkov smo uporabili program Excel. Izracunali smo povprecne vrednosti.
Povprecna vrednost ali povpreéje je najpomembnejsi statisticni parameter. Uvr§¢amo ga med mere
srednje vrednost, ki se nanasa na osrednjo teznjo niza podatkov. Na ta nacin lahko prikazemo tipi¢ne

predstavnike populacije (niza podatkov).

Povprecno vrednost izracunamo po enacbi:

X ﬁl + xzfz + x3f3 + .+ xnfn

=
M
oziroma (¢e uporabimo zapis s sumacijskim znakom):
il
2 X4
e k=1
N
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Zaradi majhnega Stevila ponovitev nismo racunali standardne deviacije za doloCanje Stevila
bakterij v posameznih vzorcih mleka po inkubaciji na 37° C in po shranjevanju v hladilniku.

Intervali na grafih prikazujejo minimalno in maksimalno vrednosti.

Pri obdelavi podatkov vseh vzorcev mleka homogeniziranega mleka skupaj in vseh vzorcev
nehomogeniziranega mleka skupaj smo izraunali standardne odklone in jih prikazali na grafu

kot intervale napak.

Standardni odklon, tudi standardna deviacija (c; sigma) nam pove, za koliko vrednosti

statisticnega znaka odstopajo od povprecja. IzraGunamo ga po formuli:

n
— — — — > (w-x 2f
g:\](x—x1j2f1+|[x—x2]2f2+(x—x3)2f3+__.+(x—xn]l2fn . I<=1|{ W

i) 0z. N

Podatke smo statisti¢no obdelali s t-testom. Za statisti¢no znacilne razlike smo izbrali vrednost

t-testa p<0,05, za trend razlike pa p<0,1
6.4. Metoda barvanja po Gramu (povzeto po Cornell University)

Metodo barvanja po Gramu smo uporabili, ker smo zeleli opazovati bakterijsko kulturo LA pod
mikroskopom. Rezultat te metode je delitev bakterij na gram pozitivne oz. negativne glede na
njihove razlike v zgradbi celi¢ne stene. Gram pozitivne bakterije (tudi Lactobacilli) so tiste, pri
katerih ostane kristal vijolicno barvilo tudi po razbarvanju z etanolom ujeto v plasti
peptidoglikanov. To jim daje znacilno modro-vijoliéno barvo. Gram negativne bakterije
postanejo po spiranju z etanolom brezbarvne, zato jih obarvamo s safraninom, Ki jih obarva v

rdec¢e-roznato barvo.

Najprej smo na objektno steklo kanili fiziolosko raztopino in nato nanj z cepilno zanko nanesli
tanek sloj bakterij. Nato smo preparat osuSili nad plamenom in nanj kanili kapljico kristal
vijoli¢nega barvila. Pustili Smo ga delovati 1 minuto in nato smo sprali preparat z destilirano
vodo. Zatem smo na preparat kanili jodovico, ki smo jo prav tako pustili delovati 1 minuto.
Preparat smo ponovno sprali z destilirano vodo in nanj kanili etanol, ki smo ga pustili delovati
4 sekunde. Ko smo preparat ponovno sprali, smo nanj kanili barvilo safranin in ga pustili

delovati 30 sekund. Preparat smo sprali in ga osusili ter si ga ogledali pod mikroskopom.
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7. REZULTATI

Legenda - okrajSave

H — povpre¢ne vrednosti homogeniziranih znamk mleka
N — povpre¢ne vrednosti nehomogeniziranih znamk mleka

LA- bakterijska kultura Lactobacillus acidophilus

Tabela 2: OkrajSave uporabljenih vzorcev mleka

Okrajsava | Pomen

H1 Homogenizirano UHT mleko Alpsko

H2 Homogenizirano UHT mleko Pomurske mlekarne

H3 Homogenizirano UHT mleko Mercator Mila

N1 Pasterizirano (nehomogenizirano) mleko Bio Mercator

N2 Pasterizirano (nehomogenizirano) mleko mlekarna Planika
N3 Pasterizirano (nehomogenizirano) mleko Zelene Doline

Slika 11: Uporabljene znamke mleka (lasten vir)



7.1. Stevilénosti bakterije L. acidophilus po inkubaciji v homogeniziranem ali

nehomogeniziranem mleku za 24 h pri temperaturi 37 ° C

Tabela 3: Stevilcnost LA v homogeniziranem mleku

H1-LA | H1-K H2 H2-K H3 H3-K

povp. $t. enot

CFU*10M9/mL 63 sterilno |26 sterilno |57 sterilno
max 108 35 71

min 37 18 47

Tabela 4: Stevilcnost LA v homogeniziranem mleku

Okuzba Okuzba Okuzba
povp. §t. CFU*1079/mL | 106 3/3 135 2/3 138 3/3
max 124 161 265
min 97 102 43

Tabela 3 in 4 ter graf 1 prikazujejo povprecno §t. enot CFU po inkubaciji v N in H mleku za 24
h pri temperaturi 37 ° C. Za vsako povprecno vrednost so prikazane tudi minimalne in
maksimalne vrednosti. V tabeli 4 vidimo tudi, da so bile kontrole okuZene in sicer koliko plos¢

od treh ponovitev je bilo okuZenih.
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Graf 1: Stevilo enot CFU/mL po 24 h pri temperaturi 37 ° C

26



Tabela 5: Povprecna Stevilcnost LA v vseh vzorcih H in N mleka

povp. §t. CFU *10°9/mL 48,6 + 19,9 126,3 17,7

Razlike so statisti¢no znacilno razli¢ne (p<0,05)

Tabela 5 in graf 2 nam prikazujeta povpre¢no $tevilo bakterij v enotah CFU/ml v vseh
homogeniziranih vzorcih skupaj in vseh nehomogeniziranih vzorcih skupaj. Za vsako

povpre¢no vrednost izracuna so prikazani standardni odkloni.

160
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Povp. §t. CFU*1079/mL
(0]
o
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Graf 2: Stevilo enot CFU/mL za vse homogenizirane vzorce mleka skupaj in vse
nehomogenizirane vzorce mleka skupaj

Iz grafa 2 je razvidno, da je $t. enot CFU v nehomogeniziranem mleku trikrat vecje kot v

homogeniziranem mleku. Razlike so statisti¢no znacilno razli¢ne (p<0,05)
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7.2. Stevilénost LA v posameznih vzorcih po 13-dnevnem shranjevanju v hladilniku

pri2°C

Tabela 6: Stevilcnost LA po shranjevanju v hladilniku

povp. §t.enot | 23 155 252 126 357 319
CFU*10"5/mL

max 48 230 480 315 768 557
min 2 100 74 12 136 133

Tabela 6 in graf 3 prikazujeta stevilénost LA po shranjevanju v hladilniku. Prikazano je tudi

najmanjse (min) in najvec¢je (max) st. enot CFU na mL v posameznem vzorcu.
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Graf 3: Stevilo enot CFU/mL po shranjevanju v hladilniku

Iz grafa 3 je razvidno, da se je po 13 dneh shranjevanja v hladilniku $tevilo enot CFU bistveno

zmanjsalo, v povprecju za 10* CFU enot/mL.
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Tabela 7: Razlika v Stevilcnosti enot logCFU/mL v homog./nehomog. mleku (povp. vrednost
+SD)

H 10,63 £0,23 6,84 0,71
N 11,06 £0,21 7,20 £ 0,55

Tabela 7 in graf 4 nam prikazujeta razliko v Stevilénosti podano v logCFU/ml LA v

homogeniziranih in nehomogeniziranih vzorcih.

12,00

10,00

8,00

6,00

4,00

2,00

0,00
H N

B LogCFU/ml pred shranjevanjem H LogCFU/ml po shranjevanju

Graf 4: Razlika v Stevilcnosti LA pred in po shranjevanju v hladilniku
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Tabela 8: Znizanje Stevilcnosti LA v homog./nehomog. mleku v log CFU/ml % (povp.
vrednost + SD)

H 35,59 +£6,9
N 34,87 £ 4,56

Razlike niso statisti¢no znacilno razli¢ne (p=0,8)
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Graf 5: Znizanje Stevilcnosti LA po shranjevanju v hladilniku za 13 dni pri 2 C

Iz tabele 8 in grafa 5 je razviden % znizanja $tevil¢nosti v homogeniziranih vzorcih skupaj in

nehomogeniziranih vzorcih mleka skupaj. % znizanja je bil izraCunan po formuli:
logCFU1 logCFU2

ml

— o2 — * 100%, pri emer je CFUI §tevilo enot po prvi inkubaciji 24 h, §t. CFU2 pa po

ml

shranjevanju v hladilniku.
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7.3. Merjenje pH

Tabela 9: % znizanja pH vzorcev mleka z LA in kontrolnih epruvet po 48 h (povp. vrednost +

SD)

1

v O

Vzorec mleka
H1 37,20+ 0,58 10,37 £ 0,35
H2 38,70 + 0,33 8,61 +£0,19
H3 37,69+ 0,42 11,37 £0,48
N1 43,42 +£0,10 18,13 £0,39
N2 4427 £ 0,11 18,62+ 0,31
N3 38,35+ 0,24 18,14 £ 0,46
50
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Graf 6: Primerjava znizanja pH v % v poskusnih (z LA) in kontrolnih vzorcih mleka

M poskus M kontrola
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Graf 7: Primerjava znizanja pH v % v poskusnih (z LA) in kontrolnih vzorcih mleka za vzorce
H mieka skupaj in vzorce N mleka skupaj

Iz tabele 10 ter grafa 6 in 7 vidimo, da je se ph N vzorcev znizal za visji %. Kaze se trend razlike
(p =0,06)

Barvanje po Gramu

Po protokolu za barvanje po Gramu smo pripravili preparat, ki smo ga nato opazovali pri 1000

X povecavi ter ga fotografirali. 1z slike vidimo, da gre za modrovijoli¢ne palcke.

Slika 12: Bakterija Lactobacillus acidophilus pod mikroskopom (lasten vir)
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8. RAZPRAVA

Rast laktobacilov v mleku na splosno je po€asna in bi bila hitrejSa ob dodatku peptona ali
kvasnega ekstrakta. Ker gre za fakultativne anaerobe bi jih bilo smiselno gojiti tudi anaerobno,

vendar za to v nasem laboratoriju nismo imeli pogojev.

V vseh vzorcih mleka smo kljub temu uspesno vzgojili kulturo bakterij L. acidophilus, vendar
rezultati iz grafov 1 in 2 kaZejo, da je bila rast boljsa v vzorcih mleka, ki je bilo le pasterizirano.

Razlike so statisticno znacilno razli¢ne (p<0,05).

Po navedbah Michalski M. in sod 2006 pri homogenizaciji, ki jo po navadi spremlja obdelava
pri visoki UHT temperaturi pride do razpada nekaterih vitaminov, kar bi lahko bil vzrok nizje
rasti bakterije LA. Poleg tega navajajo, da zaradi visoke temperature pride do glikacije oz.
neencimatske glikozilacije zaradi visoke vsebnosti laktoze, kar pomeni kondenzacijo sladkorne

aldehidne skupine in aminoskupine. Posledica je manjSa dostopnost laktoze.

Mozni vzroki za slabSo rast LA v homogeniziranem mleku bi lahko bila tudi ve¢ja razpr§enost
mle¢ne mascobe ter zmanjSanje mas¢obnih globul, kar omogoca, da v hladnih razmerah (v

hladilniku) ne nastane jogurt (Hayes et al., 2006).

Massoud in sod. Iz leta 2015 pa navajajo nasprotno in sicer, da je rast probiotikov zaradi
homogenizacije (60 — 100 kPa) boljsa, saj nastanejo proste aminokisline, ki prispevajo k rasti.
Nasi rezultati tega niso potrdili. Razlog za to je lahko tudi ta, ker je tipov homogenizacije ve¢
in potekajo pri razli¢nih tlakih ne vemo ali so bili naSi vzorci obdelani v zgoraj navedenem

obmocju, saj to na embalazi ni navedeno.

1z tabele 4 vidimo, da je bilo ve€ino kontrolnih vzorcev okuZenih. OkuZzba je bila vsekakor
posledica nepopolne sterilizacije, saj smo jo izvedli le na 100 °C za 15 minut, ker smo Zeleli
izkljuciti vpliv vi§jih temperatur na sestavo v mleka. S tem smo tvegali okuzbo. Pri UHT
homogeniziranem mleku v kontrolnih vzorcih ni prislo do okuzbe, saj je bilo to mleko Ze

sterilizirano s strani predelovalca zaradi obdelave pri ultravisokih temperaturah.

Glede na to, da okuzbe ni bilo prisotne pri vzorcih, kjer je bila prisotna bakterija LA bi lahko

sklepali na antimikrobno uc¢inkovitost, ki jo navaja Tamime iz |. 2005 za mnoge laktobacile.

1z grafov 3 in 4 je razvidno, da shranjevanje bakterij v dveh skupinah razli¢no obdelanega mleka
ni bilo razlik v ohranjanju Stevil¢nosti. S tem lahko Se bolj izklju¢imo vpliv homogenizacije na

preucevano bakterijo.
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Pri analizi pH, ki jo prikazujejo smo ugotovili, da se je v povpre¢ju pH kontrolam znizal za
14%, vzorcem s kulturo LA pa za 40%, od tega homogeniziranim mlekom za 37,8% in
nehomogeniziranim za 40%. Razlika kaze trend razlike (p>0,1). merjenje pH smo izvedli po 48
h, saj smo po izvedbi preliminarnega poskusa ugotovili, da je razlika pH premajhna, da bi nasi

merilni inStrumenti te razlike dovolj natan¢no zaznali.

Rezultat je v skladu s tem, da je bila rast v nehomogeniziranem mleku boljsa, kar pomeni, da

se je tudi pH zaradi mle¢nokislinske fermentacije hitreje znizal.

Izstopa pa rezultat, da je vzorec N3 z 38,35% znizanjem pH precej odstopal od ostalih dveh
nehomogeniziranin mlek (43 oz. 44% znizanje pH) in se zelo priblizal vzorcem
homogeniziranih mlek z povpreénim pH 37,8%, Ceprav je bila rast bakterij po 24 h v tem vzorcu

najboljsa.

V cCasu eksperimenta je mozno, da je priSlo do procesnih napak, ki so povezani z
pomanjkljivostmi metode in vplivajo na zanesljivost rezultatov. Kljub temu, da smo izbrali vse
vzorce mleka s 3,5 mle¢ne mascobe je bila vsebnost v nehomogeniziranih vzorcih nizja, saj se
je izlocila na povrSino. Prav tako bi bilo ustrezno za zanesljivejSe rezultate narediti vec
ponovitev poskusa. Mi smo zaradi ¢asovnih in razpolozljivih sredstev naredili le 3 ponovitve

pri metodi Stetja enot CFU na plos¢ah.

Mozni viri napak pri merjenju pH so bili vezani predvsem na opremo, saj Smo morali pH meter
veCkrat umerjati, poleg tega pa je vrednost pH pri nekaterih vzorcih nihala, tako, da smo jo

morali veckrat ponoviti.

Na koncu smo z barvanjem po Gramu potrdili, da je §lo za paliCaste po Gramu pozitivne

bakterije, saj so dodajanju etanola niso razbarvale, ampak so ostale modro vijoli¢ne.
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9. POTRDITEV HIPOTEZ

1. Hitrost rasti bakterije Lactobacillus acidophilus bo razlicna v UHT homogeniziranem
mleku glede na nehomogenizirano mleko
Hipotezo potrdimo, saj je bila rast bakterije L. acidophilus boljsa v . UHT boljsa
(p<0,05).

2. Stabilnost bakterije L. acidophilus bo po shranjevanju v hladilniku razlicna v razlicno
obdelanem mleku.

Hipotezo ovrzemo. Stabilnost bakterij ni statisticno znacilno razli¢na (p>0,1)

3. % zniZzanja pH bo kot posledica mlecnokislinske fermentacije bakterije L. acidophilus
razlicen v razlicno obdelanem mleku.
Hipotezo delno potrdimo. Kazal se je trend razlike, pri spremembi ph homogeniziranega
in nehomogeniziranega mleka (p<0,1)

35



10. DRUZBENA ODGOVORNOST

Tema naSe raziskovalne naloge in pridobljeni rezultati se nanasajo na osnovna nacela druzbene

odgovornosti.

Z nalogo smo zeleli opozoriti na pozitivne in negativne u¢inke razlicnih obdelav nac¢inov mleka,
ter pojasniti nekaj osnovnih pojmov kot so na primer homogenizacija, pasterizacija, probiotiki
in ugotavljati ali razlicna obdelava, ki v strokovnih krogih povzroca deljena mnenja vpliva na
rast preudevane bakterije. Zeleli smo raziskati tudi vpliv same toplotne obdelave, vendar nam
v tem Solskem letu ni uspelo razviti metode za netoplotno sterilizacijo mleka, tako da si to
zelimo narediti v prihodnje. Raziskovanja smo se lotili odgovorno in na koncu izvedenih
poskusov vse bakterije in mleko, ki je vsebovalo kulturo L. acidophilus zavrgli s predhodno

sterilizacijo.
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11. ZAKLJUCEK

Cilj te raziskovalne naloge je bil raziskati vpliv homogeniziranega mleka na rast in stabilnost
probioti¢ne bakterije Lactobacillus acidophilus, pri ¢emer smo se osredoto¢ili na preucevanje
Stevilénosti in kislosti vzorcev homogeniziranega in nehomogeniziranega mleka z dodano

bakterijske kulturo.

Pri metodi preu¢evanja Stevilénosti po 24 h smo zaznali znatno boljSo rast bakterijske kulture
v nehomogeniziranih mlekih. To pripisujemo predvsem razli¢nim temperaturam obdelave in
drugacni sestavi masc¢obe po opravljenem postopku homogenizacije. Ne moremo pa slabse rasti
bakterije pripisati popolnoma homogenizaciji, saj so bili vzorci homogeniziranega mleka

obdelani pri UHT temperaturah, ki pa je imela prav tako vpliva na sestavo mleka.

Pri metodi preucevanja Stevilénosti po 13 dneh shranjevanja v hladilniku na 2° C smo
zabelezili velik upad $tevilénosti, v povpre&ju se je Stevilénost LA zmanjsala za 10* CFU

enot/mL. Rezultati niso pokazali razli¢ne stabilnosti bakterije v obeh skupinah vzorcev.

Pri analizi pH razlika kaze trend razlike (p>0,1). Rezultat je v skladu s tem, da je bila rast v
nehomogeniziranem mleku hitrejSa, kar pomeni, da se je tudi pH zaradi mle¢nokislinske

fermentacije hitreje znizal.

Nasa raziskava je le majhen del velikega podro¢ja, ki raziskuje vpliv obdelave mleka na
organizme, predvsem na ljudi. Sama sva ob raziskovanju pridobila veliko razli¢nih vesé¢in, od
mikrobioloskih tehnik, priprave preparatov, uporabe laboratorijske opreme, iskanja in
prebiranja strokovne literature. Naucila sva se denimo nacrtovati lasten poskus, pri tem pa sva
ugotovila tudi, da so za raziskovanje vedno pomembni, vztrajnost, potrpezljivost, natan¢nost in

tudi kancek srece.
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