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1.UVvOD

Mlijeko se smatra najkompletnijom prirodnom teku¢inom i veé je stolje¢ima neizostavna
namirnica ljudske prehrane. Zbog svojih brojnih nutritivnih sastojaka blagotvorno utjece na
ljudsko fizi¢ko i psihicko stanje. U svijetu se najviSe konzumira kravlje mlijeko, no u zadnje
vrijeme sve je viSe dokaza o netolerantnosti na isto, pa potrosaci pronalaze alternativu u drugim
vrstama mlijeka kao $to su kozje, bivolje, kobilje i magarece ili biljni napitci. Najveéi porast
primjene kozjeg mlijeka biljezi se u posljednjih 20 godina. Kozje mlijeko bogat je izvor svih
hranjivih sastojaka, a zbog drugacijeg sastava mlije¢ne masti i proteina probavljivije je od kravljeg.
Vrlo je bogato vitaminima, mineralnim tvarima, veéi je udio proteina sirutke, sadrzi aminokiselinu
taurin, te je iznimno hranjivo. Koristi se kao lijek za regulaciju kolesterola u krvi, zastite od
kardiovaskularnih bolesti, smanjenje krvnog tlaka, suzbijanje bronhitisa i astme, bolesti zuci i

zu¢nog kamenca, te smanjenje rizika od dijabetesa tipa 2 (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Ljudi su ve¢ tisucama godina upoznati S dobrobitima ove hranjive tekuéine, pa ni ne ¢udi da od
davnina pokuSavaju pronac¢i nacine kako dobiti razne proizvode upravo od mlijeka. Pa tako uz
proizvodnju sira, maslaca i sladoleda na trziStu je velika ponuda fermentiranih mlije¢nih napitaka
(FMP). FMP koji nastaju pomocu bakterija mlijecne kiseline karakterizira bolja probavljivost te
veca koli¢ina vitamina, mineralnih tvari, esencijalnih aminokiselina, a sve to rezultira i ve¢om
prehrambenom vrijednos¢u. Kako potraga ¢ovjeka za nutritivno boljim proizvodima nikada ne
prestaje, tako su sve viSe zastupljeni i1 funkcionalni proizvodi, odnosno namirnice obogacene
nutrijentima koji pozitivno utjecu na zdravlje. U takve proizvode dodaju se vitamini, mineralne
tvari, probiotici te biljni ekstrakti. Biljni ekstrakti svojim bogatim polifenolnim sastavom pozitivno
utjeCu na sam proces proizvodnje i na krajnji nutritivni sastav proizvoda. Moringa oleifera je jedna
od biljaka koja je vrlo pogodna kao dodatak takvim funkcionalnih proizvodima zbog svog

dobiva ekstrakt koji se kasnije dodaje prilikom proizvodnje odredenih proizvoda.

Cilj ovog zavr$nog rada je bio proizvesti jogurt od kozjeg mlijeka s dodatkom ekstrakta lista
moringe, odnosno pratiti i usporediti razlike u mikrobiolo§koj analizi, pH vrijednosti i titracijskoj
kiselosti (SH®) izmedu uzoraka s razli¢itim udjelima dodanog ekstrakta moringe u usporedbi s

kontrolnim uzorkom bez dodataka.



2. TEORETSKI DIO
2.1 KOZJE MLIJEKO

“Sirovo mlijeko jest prirodni sekret mlijecne zlijezde, dobiveno redovnom i neprekidnom
muznjom jedne ili vise zdravih muznih zivotinja, pravilno hranjenih i drzanih, kojem nije nista
dodano niti oduzeto i nije zagrijavano na temperaturu visu od 40 °C.

Sirovo mlijeko mora potjecati od muznih Zivotinja kod kojih je do poroda najmanje 30 dana, ili je
od poroda proslo vise od osam dana.

Sirovo mlijeko se zavisno od vrste muznih zivotinja od kojih je dobiveno razvrstava kao kravlje

ov¢je i kozje (Pravilnik o kakvoci svjezeg sirovog mlijeka, NN 102/2000).*

Mlijeko nastaje u mlije¢nim zlijezdama sisavaca, a primarna uloga njegovog stvaranja je prehrana
mladunaca. Tijekom slozenih biokemijskih procesa unutar mlijecne Zlijezde dolazi do biosinteze
odredenih sastojaka mlijeka, a spojevi koji nastaju se biosintetiziraju od sastojaka koji potjecu iz
krvi, pa tako od glukoze, pomocu biosinteze u mlijeku nastaje mlije¢ni Se¢er odnosno laktoza, od
glicerida nastaje mlijecna mast, a od aminokiselina nastaju proteini mlijeka (kazein, o-
laktalbumini i B-laktoglobulini). Ostali sastojci koje nalazimo u mlijeku kao $to su: mineralne tvari,
vitamini, enzimi, te ostali proteini (albumini krvnog seruma i imunoglobulini) u mlijeko
difundiraju direktno iz krvi (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Sastav kozjeg mlijeka, kao i ostalih vrsta mlijeka je promjenjiv, a ovisi 0 ¢imbenicima kao $to su:
pasmina i zdravstveno stanje zivotinje, duzini, redoslijedu i stadiju laktacije, naéinu i vrsti
hranidbe, individualnim karakteristikama same zivotinje (ponajvise tjelesnoj masi), te 0 muznji

(vrsta, dobi, broju).

lako je u svijetu kao konzumno mlijeko najzastupljenije kravlje mlijeko, sve se vise isticu
prednosti kozjeg mlijeka. Prema Pravilniku o utvrdivanju sastava sirovog mlijeka (NN 136/2020)
kozje mlijeko mora sadrzavati najmanje 2,5 % mlijecne masti (iako je to najvarijabilniji sastojak
mlijeka, te moze biti 2,0-6 %), 2,5 % proteina, 7,5 % suhe tvari bez masti, dok kiselinski stupanj
mora biti izmedu 6,5 do 8,0 stupnjeva po Soxhlet-Henkelu (°SH), a pH vrijednost od 6,4 do 6,7



jedinica. Voda se u mlijeku nalazi uglavnom kao slobodna, a moze biti od 86-89 % (Tratnik i
Bozani¢, 2012).

2.1.2. Sastav kozjeg mlijeka

Mlije¢na mast

okus 1 aromu, konzistenciju i teksturu gotovih proizvoda. Mlije¢na mast ima utjecaja i na boju
mlijeka ovisno o koli¢ini B-karotena. Mlije¢na mast je kompleks razli¢itih lipidnih tvari koja se
nalazu i obliku globula, a najve¢im djelom je gradena od triacilglicerola (97-98 %). Drugi sastojci
mlijecne masti kao Sto su: sastojci arome (aldehidi i ketoni), vitamini, mineralne tvari koje potjecu
od enzima i proteina, te proteini iz plazme mlijeka koje se apsorbiraju na povr§inu membrane
mlije¢ne masti, vazni su pri odredivanju senzorskih i nutritivnih karakteristika. Kozje mlijeko je
do 2,5 puta probavljivije od kravljeg mlijeka, a tome velikim dijelom doprinosi upravo sastav i
grada mlije¢ne masti. Globule m.m. kozjeg mlijeka su manjeg promjera, te su u ve¢em broju nego
globule kravljeg mlijeka, a sadrze i manju koli¢inu kolesterola koji mozZe uzrokovati aterosklerozu.
Globule se sastoje od veceg udjela kratko lan¢anih, srednje lancanih, te slobodnih masnih kiselina
kao S§to su kapronska, kaprilna i kaprinska S§to utje¢e na karakteristican okus i miris (Tratnik i

Bozani¢, 2012).
Proteini

Ukupne dusic¢ne tvari u mlijeku dijele se na proteine oko 95 %, te neproteinske dusic¢ne tvari oko
5 %. Glavni proteini mlijeka su kazein (80 %) i proteini sirutke (20 %). Kazein je graden u obliku
micela koje su gradene od frakcija (a, B, v, x) koje oblikuju koloidne ¢estice. Frakcije kazeina
polimeriziraju, te zbog Ca 2* nastaju sumbicele koje se povezuju preko Ca-fosfata koji gradi
mostove izmedu fosfoserinskih o i B frakcija. U unutrasnjojsti micela nalazi se najvise p-kazeina,
anapovrsini a-kazeina, koji sadrzi negativan naboj te omogucava povezivanje submicela u micele.
U kozjem mlijeku se nalazi puno manje a-kazeina, a to rezultira manjim promjerom micela (omjer
a-kazein : B-kazein : k-kazein u kozjem mlijeku je 25 : 55 : 20 %, a u kravljem 49 : 38 : 13 %)
(Tratnik 1 Bozani¢, 2012).



Kozje mlijeko sadrzi nesto vise proteina sirutke (aloumina i globulina) i neproteinskog dusika, $to
rezultira vecom bioloskom vrijedno$¢u. Takoder, kozje mlijeko sadrzi nesto vecu koli¢inu
slobodnih aminokiselina, te veé¢i udio esencijalnih aminokiselina. Od slobodnih aminokiselina u
najvecoj koncentraciji se nalazi taurin koji je nuzan za rast i razvoj mozga dojencadi i djece, a od
esencijalnih aminokiselina najvise su zastupljene leucin i lizin, dok valina i leucina ima vise nego

u kravljem mlijeku (Tratnik i Bozani¢, 2012).
Laktoza

Glavni i jedini ugljikohidrat koji se pronalazi u svim vrstama mlijeka, pa tako i u kozjem mlijeku
je laktoza. Laktoza je Secer disaharid sastavljen od glukoze i galaktoze, a dio laktoze u mlijeku

najmanje je promjenjiva vrijednost (Joha, 2016).

Vitamini i mineralne tvari

Mlijeko je takoder izvor vitamina topljivih u mastima, te vitamina B kompleksa. Nazalost koli¢ina
vitamina u mlijeku nije dovoljna da bi zadovoljila dnevne potrebe naSeg organizma za istima, uz

iznimku vitamina A, B2 i B12 (Dori¢ i sur.).

Kozje mlijeko sadrzi viSe vitamina A nego karotenoida, te je zbog toga specificne bijele boje.
Sadrzaj vitamina u kozjem mlijeku vrlo je sliéno onome u humanom mlijeku. U usporedbi s
kravljim mlijekom, kozje mlijeko sadrzi vise vitamina D, C, te nikotinske kiseline, a 7-8 puta

manje folne kiseline (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Mineralne tvari koje pronalazimo u mlijeku nalaze se u tragovima, a najvaznije su kalcij, magnezij,
kalij, magnezij, zeljezo, te fosfor, a svi oni su zastupljeniji u kozjem mlijeku u usporedbi s
kravljim. S obzirom da kozje mlijeko ima vise imunoglobulina i antimikrobnih tvari moZzemo reci
da ima bolje izrazena bakteriocidna i imunoloska svojstva od kravljeg mlijeka (Tratnik i BoZani¢,
2012).

Tablicom 1 prikazana je usporedba odredenih vitamina i mineralnih tvari u kozjem i kravljem

mlijeku.



Tablica 1. Usporedba udjela odredenih vitamina i mineralnih tvari kozjeg i kravljeg mlijeka

(Bozani¢ i sur., 2002)

Nutrijent Kozje mlijeko Kravlje mlijeko
Kalcij (mg/L) 1304 1200

Fosfor (mg/L) 1080 950

Magnezij (mg/L) 136 130

Kalij (mg/L) 1996 1500

Vitamin A (retinol) (mg/100g) 0,040 0,035

Katoren ) (mg/100g) 0,0 0,021

Vitamin D (kalciferol) ) (mg/100g) | 0,06 0,08

Vitamin B1 (tiamin) (mg/100g) 0,05 0,04

Vitamin B3 (niacin) ) (mg/100g) 0,27 0,09

Tablicom 2 je prikazana usporedba kemijskog sastava i energetske vrijednosti kozjeg i kravljeg

mlijeka.

Tablica 2. Usporedba kemijskog sastava i energetske vrijednosti kozjeg i kravljeg mlijeka

(Bozani¢ i sur., 2018)

Nutrijent Kozje mlijeko Kravlje mlijeko
Energijska vrijednost (kJ/100 mL) | 293,10 288,90

Suha tvar (%) 11,94 12,89

Mlije¢na mast (%) 3,60 4,10

Proteini (%) 3,10 3,38

Laktoza (%) 4,60 4,60

Pepeo (%) 0,77 0,79

Slobodne masne kiseline (mg/L) 8,10 7,50

Kolesterol (mg/100 g) 10,0 13,0




2.1.3 Zdravstvena vrijednost kozjeg mlijeka

Kozje mlijeko se od ostalih vrsti mlijeka razlikuje u nekoliko karakteristika: bolja probavljivost,
visi puferski kapacitet, terapeutska i1 hranjiva vrijednost. Veci puferski kapacitet pripisan je
visokom udjelu proteina, neproteinskog dusika i kazeina, te razli¢itom rasporedu fosfata. Puferski
kapacitet pokazuje koliko je potrebno dodati jake kiseline ili luzine u 1 dm 3 da se pH-vrijednost
promijeni za jednu jedincu. Tijekom probave hrane dolazi do promjene pH vrijednosti unutar
organizma, a $to je puferski kapacitet visi, veci je balans odrzavanja optimalne vrijednosti koja je
potrebna za aktivnost probavnih enzima (Tratnik i Bozani¢, 2012). Zbog upravo te karakteristike
kozje mlijeko idealna je namirnica za lijecenje Cira na zeludcu odnosno pomaze kod problema s

viskom kiseline (Haenlein, 2004).

Bolja probavljivost mlijeka rezultat je veé¢eg udjela masnih globula i manjeg promjera kazeinskih
micela, a bolje apsorpcija pojedinih sastojaka pripisana je boljoj homogeniziranosti kozjeg
mlijeka. Bioloska vrijednost ozna¢ava omjer zadrZanog i resorbiranog dusika izrazen u %, a ona
za kozje mlijeko iznosi 89,29 %, dok je za ribe 70 %, a kukuruza 36 %. U kozjem mlijeku izrazito

je velik koeficijent probavljivosti kazeina, te apsorpcije aminokiselina (Jandal, 1996).

Najznacajnije terapeutsko svojstvo kozjeg mlijeka je hipoalergenost, te je ono zbog svojih
antialergijskih svojstava dobra zamjena za kravlje mlijeko. U razlici hipoalergenosti kozjeg i
kravljeg mlijeka dolazi zbog strukture proteina. Frakcija asi-kazein uzrokuje alergije kod djece, te
je zbog njenog vrlo malog sadrZaja ili potpunog izostanka u kozjem mlijeko upravo ono pogodno
za njihovu prehranu. Osjetljivost djece i odraslih se takoder moze javiti i na -laktoglobulin, te se

1 u tom slu€aju kozje mlijeko pokazalo kao bolji odabir za konzumaciju (Antunac i sur., 2000).

2.2 FERMENTIRANI MLIJECNI PROIZVOD

U danasnje vrijeme u prehrani ljudi sve se vise koriste fermentirani mlije¢ni proizvodi kojima se
pripisuju terapeutska svojstva, te karakteristican izgled, okus, aromu i konzistenciju. Takvi
proizvodi nastaju vrenjem mlijeka uz odabrane mikroorganizme, koji ¢e proizvodu dati odredena

senzorska svojstva. U procesu mlije¢no-kiselog vrenja laktoza prelazi u mlijenu kiselinu



djelovanjem bakterija mlije¢ne kiseline, tijekom procesa nastaju brojni meduprodukti i energija.
Mlijecna kiselina koja nastane tijekom fermentacije daje fermentiranom mlijeku svjeze kiseli okus,
te zbog nastale kisele sredine sprjeCava rast acidofobnih mikroorganizama. Do pojave
karakteristi¢ne konzistencija dolazi zbog koagulacije kazeina pod utjecajem nastale kiseline, a na
konzistenciju utjee i sastav sirovine i njezin prethodna obrada (visoka toplinska obrada i
homogenizacija). Nastali meduprodukti, odnosno metaboliti bakterija mlije¢ne kiseline (nastali

razgradnjom ugljikohidrata, citrata) utje¢u na aromu proizvoda.

Na tvorbu arome i konzistenciju proizvoda, takoder ¢e utjecati proteinaze i peptidaze, odnosno
odredeni stupanj proteolize, iako su bakterije mlije¢ne kiseline slabi proteoliti. Ako se Zeli postici
visi stupanj proteolite, tada se moze primijeniti viSa temperatura, pH vrijednost, mogu se dodati
neki drugi sojevi bakterija ili se proizvod moze staviti na produljeno ¢uvanje. Tada ¢e do¢i do
bolje probavljivosti fermentiranih proizvoda, no struktura grusa bit ¢e slabija, a moze do¢i i do
pojave gorkastog okusa (ako je proteoliza prekomjerna) kod vrlo starog jogurta ili kefira (Tratnik,
Bozani¢, 2012).

2.2.1 Proizvodnja jogurta

Najpoznatiji fermentirani proizvod na dana$njem trziStu je jogurt. Jogurt se proizvodi
kontroliranom fermentacijom pomocu ,jogurtnih kultura®“ Streptococcus thermophilus i
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Ove bakterije mogu se koristiti i kao monokluture,
no kao takve se rijetko upotrebljavaju jer njihovim zajedni¢kim rastom i fermentacijom nastaje
viSe 1 brze mlijecne kiseline, te su tako efikasnije. Ono Sto karakterizira ove bakterije je njithovo
sinergisticko djelovanje, laktobacili tijekom svoga rasta proizvode aminokiseline koje stimuliraju
rast streptokoka, a streptokoki proizvode CO2 i mravlju kiselinu, ¢ime stimuliraju rast laktobavila.
Njihova optimalna temperatura za rast i razmnoZzavanje je 42 °C. Ove ,,jogurtne kulture* tijekom
svoje aktivnosti povecavaju koli¢inu topljivog kazeina i slobodnih aminokiselina, $to utjece na
bolju probavljivost jogurta. Ovisno o konzistenciji jogurti se djele na tekuce i ¢vrste jogurte.
Kljué¢na razlika u njihovom procesu proizvodnje je nacin inkubacije. Inkubacija ¢vrstih jogurta se
provodi u ambalazi, a tekuc¢ih u spremniku za vrenje i to prije pakiranja. U proizvodnji jogurta uz

bakterije ,,jogurtne kulture* koriste se i probioticke bakterije (Tratnik, Bozani¢, 2012).



Odabrano mlijeko za fermentaciju ne smije sadrzavati antibiotike, inhibitorne tvari, bakteriofage,
kemijska sredstva, niti pesticide, a mora imati najmanje 8,5 % suhe tvari bez masti, a kiselost ne
smije biti viSa od 6,8 °SH ili niza od pH 6,5. Nakon odabira takvog mlijeka slijedi standardizacija
mlije¢ne masti, homogenizacija, te toplinska obrada. Pri proizvodnji se koristi visoka toplinska
obrada (90-95 °C, 5-10 min), nakon koje slijedi inokulacija uz intenzivno mijeSanje. Na slici 1
prikazan je dijagram proizvodnje ¢vrstog i tekuceg jogurta. AKO se proizvodi ¢vrsti jogurt slijedi
pakiranje u ambalazu u kojoj dolazi do inkubacije i fermentacije, unutar komore za inkubaciju.
Temperatura komore je pogodna za rast i razmnozavanje mikrobne kulture. Kada je proces
fermentacije zavrSen slijedi hladenje i skladiStenje proizvoda. Ako se proizvodi tekuci jogurt,
inkubacija i1 fermentacija se provode u spremniku za vrenje, prije punjenja u ambalazu, na
temperaturi od 20 do 25 °C do oblikovanja ¢vrstog koaguluma. Trajanje inkubacije ovisi 0
temperaturi, te koli¢ini 1 aktivnosti dodane kulture, najc¢es¢e do 20 sati uz blago mijesanje svaka 2
do 3 sata. Nakon vrenja nastali koagulum se homogenizira, te razbija i postaje teku¢. Nakon toga
slijedi hladenje, punjenje u ambalazu i skladistenje. Pakiranje fermentiranih mlije¢nih napitaka se
obi¢no provodi u plasti¢ne caSice koje se zatvaraju aluminijskim poklopcem ili u kartonsku
ambalazu, ali u oba slucaja hermeticki u asepti¢kim uvjetima. Na kraju se proizvod skladisti na +4

°C (Tratnik, Bozani¢, 2012).
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Slika 1. Dijagram tijeka proizvodnje jogurta (Tratnik i Bozani¢, 2012)




2.3 MORINGA OLEIFERA

Porodica Moringacea obuhvaca 13 vrsti biljaka, a najpoznatija i najée$¢e kultivirana je upravo
Moringa oleifera. Moringa oleifera se moze pronaci kao divlja ili kultivirana, a rasprostranjena je
u tropskim i suptropskim krajevima po dijelovima Afrike i Azije (Anwar i sur.,2007).

U tablici 3 prikazana je taksonomija Moringe oleifere

Tablica 3. Taksonomija Moringa oleifera (Falowo i sur., 2018)

Carstvo Plantae
Koljeno Tracheophyta
Razred Magnoliopsida
Red Brassicales
Porodica Moringaceae
Rod Moringa

Stablo zrele biljke moze narasti od 5 do 10 metara, a promjer debla moze biti i do 45 centimetara.
Na stablu rastu cvjetovi zuckasto- bijelih latica, dok je kora drveta bjelkasto-sive boje. Sjemenke
mogu biti okruglog ili trokutastog oblika koje su omotane u smedkaste polupropusne ljuske,

poredane na dugoj mahuni (Falowo i sur., 2018).

Na slici 2 prikazano je stablo Moringe oleifere, dok slika 3 prikazuje njezine plodove, list, cvijet i

sjemenke.

Moringa oleifera izrazito je izdrzljiva biljka koja moze podnijeti temperature do 48 °C , ali i mraz
zimi, dok najbolje raste na temperaturama od 25 do 35 °C. Ako se biljka nalazi u hladnijim
podrucjima tada cvjeta jednom godisnje, najéesée u kasno proljece ili rano ljeto, a ako je zasadena
u toplijim krajevima tada cvjeta dva puta godiSnje ili ¢ak kroz cijelu godinu. Najve¢i potroSac

moringe je Indija s proizvodnjom 1,1 - 1,3 milijuna tona plodova godisnje (Pandey i sur., 2011).

10



Slika 3. Dijelovi biljke Moringa oleiferaa- A (plod) , B (list), C (cvijet), D (sjemenke)

(Anonymus)
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2.3.1 Nutritivna svojstva i zdravstvena vrijednost moringe

Moringa oleifera je izrazito pogodna za uzgoj zato $to se cijela biljka moze u potpunosti iskoristiti
u prehrambene ili komercijalne svrhe. Kao visoko nutritivne namirnice se koriste plodovi, listovi

i cvjetovi.

Listovi biljke su bogati mineralnim tvarima i vitaminima. Od mineralnih tvari se najvise isti¢u
kalcij, zeljezo, magnezij, kalij 1 cink, a najzastupljeniji vitamin u svjezim listovima je vitamin E,
dok u osuSenim listovima dominira vitamin C. Ostali vitamini koji se mogu pronaci u listovima su
vitamini B skupine, vitamin A, te vitamin D. Osim vitamina i mineralnih tvari listovi moringe vrlo
su bogati fitokemikalijama odnosno karotenoidima, polifenolima, flavonoidima, folnim

kiselinama i taninima (Vergara-Jimenez i sur., 2017).

Zbog svog bogatog kemijskog sastava (visi sadrzaj kalcija nego u mlijeko, vise vitamina C nego
u naranéama i viSe zeljeza nego u Spinatu) listovi biljke su iznimno dobri za lijecenje

pothranjenosti dojencadi i dojilja (Gopalakrishnan i sur., 2016).
Tablica 4 prikazuje nutritivni sastav listova Moringe oleifere sadrzan u 100g biljnog materijala.

Tablica 4. Nutritivni sastav listova moringe na 100 g biljnog materijala (Gopalakrishnan i sur.,
2016)

Nutrijent Svjezi listovi | Osuseni listovi
Kalorije (kcal) 92 329
Proteini (g) 6,7 29,4
Masti (g) 1,7 5,2
Ugljikohidrati(g) 12,5 41,2
Vlakna (g) 0,9 12,5
Vitamin B3 (mg) 0,8 7,6
Vitamin C (mg) 220 15,8
Vitamin E (mg) 448 10,8
Kalcija (mg) 440 2185
Magnezij (mg) 42 448
Kalij (mg) 259 1236
Fosfor (mg) 70 252
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Moringa je vjerojatno najhranjivija biljka na zemlji, a cijela biljka moZze se u potpunosti iskoristiti
(korijen, deblo, kora, cvjetovi, sjemenke). Osim S$to $titi na§ organizam, moze se koristiti i u
industriji parfema, te u aroma terapiji. Brojna istrazivanja pokazala su da moringa ima
antikancerogeno, antimikrobno, antioksidacijsko, te antiastmati¢ko i antifugalno djelovanje,

zacjeljuje rane, a zbog sadrzaja vitamina doprinosi smanjenju iscrpljenosti (Anwar i surr., 2007).

Prah od lista ovog "¢udesnog drveta" koriste se kod dijabetesa, za regulaciju krvnog tlaka u slu¢aju
gubitka energije 1 tezine, pothranjenosti, prekomjerne tezine, lupusa, upalnih promjena na kozi,
bolesti diSnog sustava, poremecaja probavnog sustava, Cireva, osteoporoze, impotencije,
menstrualnih tegoba, tumora, Chronove bolesti, artritisa, anemije, Sirokog spektra bolesti jetre. Za
borbu protiv mnogih navedenih simptoma (kardiovaskularne bolesti, pojava raka) zasluzni su
upravo flavonoidi koji se sintetiziraju direktno u biljci. Neki od vaznijih su miricetin , kampferol

i kvercetin koji ima jaka antioksidacijska svojstva (Vergara-Jimenez i sur., 2017).

Ulje sjemenki sastoji se od 20 % zasi¢enih od kojih je najzastupljenija behenijska kiselina i 80 %
nezasi¢enih masnih kiselina od kojih je najzastupljenija oleinska masna kiselina. Polinezasi¢ena
oleinska kiselina uz linolnu i linolensku kiselinu ima sposobnost kontrole loseg kolesterola (Lalas
I Tsaknis, 2002).

Moringe oleifera takoder je i dobar izvor proteina, a osuseni listovi biljke sadrze 16 aminokiselina.
U listovima se nalazi 44 % esencijalnih aminokiselina , dok se u mahunama i cvjetovima pronalazi
30 %. Najzastupljenije aminokiseline su arginin, glutaminska i asparaginska kiselina, a od ostalih

vaznijih aminokiselina vazno je spomenuti metionin i tirozin (Sanchez-Machado i sur., 2010).
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2.3.2. Dosadas$nja dostignuca u mljekarskoj industriji primjenom dodatka moringe

Moringa olifera u prijevodu konjska rotkvica, biljka je poznata jo$ pod nazivom "stablo hrena" ili
"stablo bubnjeva". Ovo domorodacko stablo porijeklom iz Indije koristi se od davnina u
prehrambene i medicinske svrhe zbog svog izrazitog nutritivnog i bogatog bioaktivnog sastava
(Gopalakrishnan i sur., 2016).

U danasnje vrijeme prehrambena industrija, pa tako i mlijeCna se sve viSe okre¢u proizvodnji
funkcionalnih proizvoda koji imaju poboljSana fizikalno-kemijska i nutritivna svojstva. Kako je
ve¢ navedeno liS¢e moringe vrlo je dobar izvor prirodnih sastojaka kao $to su proteini, mineralne
tvari, fenoli, vitamini i fitonutritijenti, te je samim time dobar dodatak za poboljsanje nutritivne

vrijednosti prehrambenih proizvoda (Zhang i sur, 2019).

Hassan i sur. (2016), te Zhang i sur. (2019) objavili su istrazivanja u kojima su proucavali kako
dodatak lis¢a moringe utjece na proizvodnju jogurta i njegovo skladiStenje, odnosno kako ¢ée
dodatak moringe utjecati na kemijska i senzorska svojstva dobivenog jogurta te na rast i
razmnozavanje jogurtne kulture (Streptococcus thermophilus i Lactobacillus delbruecki subsp.

bulgaricus).

Hassan 1 sur. (2016) su pomoc¢u bivoljeg mlijeka i dodatka ekstrakta liS¢a moringe proucavali
proces fermentacije te analizirali konacni proizvod senzorskim i kemijskim analizama. Ekstrakt
moringe u mlijeko dodavali su u udjelima od 0,5, 1 i 2 %. Fermentaciju su provodili na 45 °C
nakon ¢ega su dobiveni proizvod skladistili 15 dan. Na kraju istrazivanja mjerili su pH vrijednosti
i viskoznost, koli¢inu suhe tvari, te ukupni proteini, topivi dusik, aminokiseline i hlapljive masne
kiseline. Dodatak moringe rezultirao je vi§im udjelom suhe tvari, proteina, ve¢om kiseloscu i
nizom pH vrijednos¢u. Senzorske analize pokazale su da je ipak kontrolni uzorak najbolje
ocijenjen, no nakon njega odmabh je slijedio uzorak s dodatkom od 0,5 % ekstrakta moringe. Kako
je dodatak 0,5 % moringe utjecao na bolja kemijska svojstva jogurta, osim viskoznosti koja je bila
nesto niza, Hassan i surr. (2016) zakljucili su da je jogurt s upravo najmanjim postotkom moringe

optimalan za proizvodnju, zbog boljih hranjivih vrijednosti, a ne puno loSije senzorske ocjene.

Sli¢no istrazivanje proveli su i Zhang i sur. (2019), no njihovo je istrazivanje bilo usmjereno na

pracenje rasta bakterija mlijecne kiseline te antioksidacijskih svojstava proizvedenog jogurta.
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Prilikom proizvodnje jogurta koristili su obrano kravlje mlijeko i prah lista moringe od kojega je
takoder napravljen ekstrakt. Dobiveni ekstrakt dodan je u mlijeko u udjelimaod 0,05, 0,11 0,2 %.
U rezultatima istrazivanja iznijeli su da je ekstrakt dodane moringe smanjio vrijeme fermentacije,
odnosno potaknuo je rast jogurtne Kulture. IstraZivanje je rezultiralo kra¢im vremenom
fermentacije uslijed brzeg pada pH vrijednosti. Organske kisline, flavonoidi te folna kiselina
takoder utjecu pozitivno na rast i razvoj bakterija mlijecne kiseline. Osim toga, Zhang i sur. (2019)
su dokazali da dodatak moringe ima utjecaja na povecanu viskoznost, smanjenu sinerezu te nesto

lo$ija senzorska svojstva u odnosu na kontrolni uzorak bez dodane moringe.

Zhang i sur. (2019) zakljucili su da je na povecanu viskoznost jogurta utjecaj imala interakcija
proteina i polifenola. Polifenoli tvore komplekse s proteinima, koji doprinose smanjenoj sinerezi i
povecanom kapacitetu zadrzavanja vode u jogurta. Jogurt obogacen ekstraktom moringe takoder
je pokazao bolja antioksidacijska svojstva od kontrolnog uzorka. Prilikom provedbe senzorske
analize zakljucili su da je dodatak vec¢eg udjela moringe utjecao na pojavu gorcine, blago kisele
arome, te na manju op¢u prihvatljivost samog proizvoda. Prilikom senzorske analize, ispitivaci su
izmedu svih uzoraka s dodatkom moringe najbolje ocijenili onaj s 0,05% dodanog ekstrakta. Kako

je upravo taj proizvod najbolje ocjenjen nakon kontrolnog uzorka, zakljuceno je da je on

Aznury i surr. (2020) istrazivali su kako dodatak ekstrakta moringe utjeée na koli¢inu vitamina C
i mlijecne kiseline u gotovom proizvodu, te utjecaj na vrijeme fermentacije i senzorskih svojstva.
U istrazivanju su koristili pasterizirano kravlje mlijeko, a ekstrakt moringe dodan je u udjelima od
3,5, 17 %. Provedene su 3 fermentacije u trajanju od 4, 6 i 8 h za sve tri dodane koncentracije na

temperaturi od 35 ° C.
Izmjerena pH vrijednosti svih uzoraka tijekom fermentacija bile su u rasponu od 4-5 pH jedinica.

Ukupna kiselost jogurta, odnosno mlijecna kiselina trebala bi biti u rasponu od 0,5-2,0 %. Svi
uzorci s dodatkom moringe za vrijeme trajanja fermentacije od 8 h su udovoljavali navedenom
rasponu, dok su uzorci tijekom fermentacije u trajanju izmedu 4 i 6 h imali manje od 0,5 %

mlije¢ne kiseline, odnosno 0,23-0,35 %.

Mjerenjem ukupne kiselosti zakljucili su da $to je veca koli¢ina ekstrakta u jogurtu, to je kiselost

veca, pa je tako najveca kiselosti bila u jogurtu s dodatkom od 7 % moringe. Zakljucili su da
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sadrzaj histidina u moringi utje¢e na povecanu kiselost tako $to potice rast i razvoj laktobacila.
Laktobacili stimuliraju streptokoke otpustanjem glicina i histidina u hranjivi medij, a streptokoki
utjecu na smanjenje pH vrijednosti, a to pozitivno utjece na rast laktobacila. Dakle, $to je vise
dodanog ekstrakta moringe, vise je histidina, pa je ve¢i sadrzaj mlije¢ne kiseline i niza pH

vrijednost.

Najveca kolic¢ina vitamina C detektirana je u uzorcima s dodatkom 7 % moringe zbog njegove
visoke koncentracije u listovima te zbog dobre otpornosti vitamina C na oksidaciju tijekom
fermentacije. Osim Kkoncentracije moringe na koli¢inu vitamina C utjeCe i temperatura

fermentacije, pa ako je ona visa od optimalne, tada ¢e i sadrzaj vitamina C biti manji.

Senzorskom analizom su najbolje ocjenjeni uzorci s dodatkom 3 i 5 % moringe vremenom
fermentacije od 8 h. Uzorak s dodatkom 5% moringe dobio je najvi$u ocjenu za boju, dok je uzorak
s dodatkom 3 % ekstrakta najbolje ocjenjen sto se tice arome i okusa. Na kraju istrazivanja
zakljuCeno je da je dodatak moringe pozitivno utjecao na bakterije mlijeCne kiseline, smanjenje
pH vrijednosti te na povecanje ukupne koli¢ine vitamina C. U usporedbi s kontrolnim uzorkom
jogurta, autori su zakljucili da se uzorci s dodatkom 3 i 5 % moringe (fermentacija u trajanju od

8 h) mogu komercijalno proizvoditi.

16



3.EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

Prilikom izvodenja eksperimentalnog dijela ovog rada koristeno je svjeze kozje mlijeko s 3 %
mlije¢ne masti (slika 4) proizvodac¢a OPG Moravec (Proizvodnja mlijeka i proizvodnja sira
Moravec, Nova Ves Petrijanecka, Hrvatska) s prosje¢nom nutritivnom vrijednosti u 100g svjezeg

kozjeg mlijeka prikazanom u tablici 5.

Za fermentaciju mlijeka koriStena je jogurtna kultura Danisco, YO-MIX 883 LYO 50 DCU
(Danisco, Francuska).

Za pripremu ekstrakta moringe koristena je moringa u prahu bio&bio superfood. Biovega d.o.o.

(slika 5) s prosje¢nom hranjivom vrijednosti praha na 100g proizvoda prikazanom u tablici 6.
Prilikom mikrobioloske analize koristene su podloge (slika 6):

De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar (Biolife, Milano,ltalija) za odredivanje bakterije
Lactobacillus delbrueckii subps. Bulgaricus,

M17 (Biolife, Milano,ltalija) za odredivanje bakterija Streptococcus thermophilius
Sabouraud dextrose (SDA) agar (Biolife, Milano,ltalija) za odredivanje kvasca i plijesni te
Violet red bile glusoce (VRBG) agar (Biolife, Milano,Italija) za odredivanje enterobakterija.

Tablica 5. Prosjec¢na nutritivna vrijednost u 100g svjezeg kozjeg mlijeka

Sastojak Vrijednost
Energija 233kJ / 56 kcal
Masti 309

-od toga zasi¢ene masne kiseline | 2,19
Ugljikohidrati 43¢

-od toga Seceri 43¢
Bjelancevine 294
Sol 0,39
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Slika 4. Svjeze kozje mlijeko (vlastita fotografija)

Tablica 6. Prosjecna hranjiva vrijednost praha moringe na 100 g proizvoda

Sastojak Vrijednost
Energija 1349 kj / 320 kcal
Masti 2,30

-od kojih zasi¢ene masne kiseline 0,69
Ugljikohidrati 38,29

-od kojih Seceri 14,7 ¢
Vlakna 19,2 ¢
Bjelancevine 27,19
Sol 0,3¢
Vitamin A 16300 pg
Vitamin E 113 mg
Tiamin (B1) 2,6 mg
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Tablica 6. Prosje¢na hranjiva vrijednost praha moringe na 100 g proizvoda - nastavak

Riboflavin (B2) 20,5 mg
Niacin (B3) 8,2 mg
Kalcij 2003 mg
Kalij 1324 mg
Magnezij 368 mg
Zeljezo 28,2 mg
Cink 3,3mg
Bakar 0,6 mg

Slika 5. Moringa u prahu (vlastita fotografija)
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Slika 6. Podloge koristene prilikom mikrobioloske analize (vlastita fotografija)

3.2. METODE

3.2.1. Priprema mlijeka za fermentaciju

Prije provodenja postupka fermentacije mlijeku je izmjerena Kiselost (pH i °SH vrijednost). Nakon
utvrdivanja odgovarajuce kvalitete, 8 L svjezeg kozjeg mlijeka podvrgnuto je pasterizaciji na
temperaturi od 95 °C /5-10 minuta. Nakon pasterizacije mlijeko je ohladeno na temperaturu od 42

°C koja je optimalna za djelovanje jogurtne kulture.

3.2.2. Priprema ekstrakta moringe

Pomocu analiticke vage odvagano je 10 g praha moringe u laboratorijsku ¢asu od 500 mL.

Destilirana voda zagrijana je do vrenja, te je s 200 mL kipuée vode preliven prah od moringe.
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Laboratorijska ¢asa poklopljena je s aluminijskom folijom (slika 7) i otopina se lagano kuhala 30
minuta na magnetskog mjesalici (Rotamix 550, Tehtnica). Nakon 30 minuta otopina je ohladena

na oko 60 °C i profiltrirana je pomocu filtar papira (Whatman ™, 150mm).

Slika 7. Priprema otopine ekstrakta moringe (vlastita fotografija)

3.2.3. Proizvodnja jogurta

Nakon $to je 8 L mlijeka ohladeno na 42 °C u njega je dodano, prema naputku proizvodaca, 0,1688
g jogurtne kulture, prethodno izvagane na analitickoj vagi (KERN KB, Balingen, Njemacka).
Mlijeko je rasporedeno u staklene bocice na nacin da je u 6 bocica razliveno po 2 L mlijeka koje
su sluzile kao kontrolni uzorak bez dodatka moringe, a ostalih 6 L mlijeka koriSteno je za
fermentaciju sa dodatkom razlicitih koncentracija ekstrakta moringe (1 % (v/v), 3 % (v/v) i 5 %
(v/v)). Preostalih 6 L mlijeka podijeljeno je u 3 staklene ¢ase volumena 2 L (slika 8), nakon ¢ega
je u svaku pojedina¢nu ¢asu dodana odredena koncentracija ekstrakta moringe (1 % (v/v) , 3 %
(Viv) 15 % (viv)), te je ukupni volumen mlijeka s odredenom koncentracijom rasporeden u 6

staklenih bocCica za fermentaciju. Staklene bocice su poklopljene aluminijskom folijom, te nakon
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toga stavljene na fermentaciju u termostat (INKO, Zagreb) na 42 °C. Tijekom procesa
fermentacije mjerena je pH vrijednost pH metrom te odredivan broj laktobacila i streptokoka. Kada
je pH vrijednost dosegla 4,6 fermentacija je zavrSena na nacin da su staklene bocice izvadene iz

termostata, te ohladenei stavljene na temperaturu hladnjaka.

Slika 8. Raspodjela uzoraka mlijeka prema dodanoj koncentraciji moringe u staklene bocice

(vlastita fotografija)

3.2.4. Odredivanje kiselosti mlijeka i fermentiranih mlije¢nih proizvoda

Odredivanje kiselosti mlijeka jedan je od nacin provjere njegove svjezine, a pojava povecane
Kiselosti ¢esto moze onemoguditi njegovu daljnju preradu u mlije¢ne proizvode, odnosno takvo
mlijeko se onda ne smije zagrijavati na temperaturu pasterizacije. Zagrijavanjem mlijeka s
povecanom kiselos¢u doslo bi do pojave grusa, kao rezultat djelovanja mlije¢ne kiseline i visoke

temperature na kazein (Sabados, 1998.).

pH vrijednost i titracijska kiselost (°SH) odredene su prije same fermentacije u sirovom,
pasteriziranom, te inokuliranom mlijeku (bez dodatka moringe). Tijekom fermentacije kiselost je

mjerena u inokuliranim uzorcima s i bez dodatka moringe.
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Za vrijeme fermentacije stvarna kiselost mjerena je svakih sat vremena, a kako se fermentacija
blizila kraju mjerenja su bila ucestalija kako bi se §to to¢nije odredio sam kraj fermentacije,

odnosno, fermentacija je vodena do postizanja pH vrijednosti od 4,6 jedinica.

Titracijska kiselost uzoraka mjerena je svakih sat vremena te je takoder izmjerena u uzorcima na

kraju fermentacije.

3.2.4.1. Odredivanje kiselosti mlijeka pH-metrom

pH vrijednost oznacava negativan logaritam koncentracije vodikovih iona u otopini te je mjerilo
za aktivnu (stvarnu) kiselost svjezeg mlijeka. Koncentracija vodikovih iona najée$ée se mjeri pH-

metrom ili potenciometrima (Bozani¢ i sur., 2010).

Prije pocetka mjerenja pH, elektroda pH-metra (WTW pH3110, Njemacka) isprana je destiliranom
vodom, te osuSena stani¢evinom. Prije same analize provedena je kalibracija uredaja, prema
uputama proizvodaca. Elektroda je potom uronjena u ¢asicu s mlijekom, nakon ¢ega je ocitana pH
vrijednost kada se vrijednost stabilizirala. Nakon o¢itanja vrijednosti, elektroda je ponovno isprana

destiliranom vodom, osusena stani¢evinom te uronjena u 3M otopinu KCl-a do sljede¢eg mjerenja.

3.2.4.2. Titracijska kiselost

U mljekarskoj industriji najceS¢e se mjeri kiselost uzrokovana slobodnim kiselinama u mlijeku, a
ta se kiselost izrazava provodenjem titracije te ju nazivamo titracijska kiselost. Odreduje se
metodom po Soxhlet-Henkelu, pomoc¢u 0,25 M natrijeve luzine uz dodatak fenolftaleina kao
indikatora, a rezultat se izrazava kao stupnjevi Soxhlet-Henkela (°SH). Stupnjevi po Soxhlet-
Henkelu (°SH) jednaki su broju mililitara 0,25 mol/L NaOH utro$enih za neutralizaciju 100 mL
mlijeka uz indikator (Sabados, 1998).

Postupak titracije zapocet je pripremom standardne boje koja predstavlja boju prema kojoj se vodi
daljnja titracija. Standardna boja pripremljena je na nacin da je u jednu Erlenmeyerovu tikvicu

otpipetirano 20 mL uzorka mlijeka i 0,4 mL 5 %-tne otopine kobaltovog sulfata (CoSO4x7H20).
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U drugu tikvicu otpipetirano je 20 mL mlijeka prethodnog temperiranog na 20 °C, te je dodano 1
mL 2 %-tne otopine fenolftaleina. Smjesa je promijesena i titrirana s 0,1 M natrijevom luzinom do
postizanja blijedo ruzicaste boje, koja je usporedena sa standardnom bojom, a boja mora biti

postojana 1 minutu.

Postupak fermentacije mlijeka djelovao je na gustoéu samog proizvoda, pa je neke uzorke zbog
guscée konzistencije bilo potrebno razrijediti destiliranom vodom. Postupak je proveden na nacin
da je 20 g uzorka pomije$sano s 20 mL destilirane vode, potom je dodan 1 mL 2 %-tne otopine

fenolftaleina, te je uzorak titriran s 0,1 M natrijevom luzinom.
Izracun kiselosti mlijeka proveden je prema izrazu:
°SH=mL NaOH x 2 x f [1]
gdje je:
a broj=mL 0,1 NaOH utroSenih za neutralizaciju uzorka, a

f predstavlja= faktor otopine NaOH= 0,1 mol/L te iznosi =1 za koriStenu otopinu.

3.2.5. Mikrobioloska analiza mlijeka i fermentiranih mlije¢nih proizvoda

Prije same mikrobioloSke analize potrebno je pripremiti hranjive podloge za uzgoj
mikroorganizama ovisno o njihovim potrebama za rast i razvoj. Hranjive podloge pripremljene su
prema uputama proizvodaca, kuhanjem s destiliranom vodom do postizanja temperature vrenja.
Nakon kuhanja podvrgnute su sterilizaciji u autoklavu (osim podloge za odredivanje
enterobakterija) pri temperaturi od 121 °C, 15 minuta, te su ohladene na temperaturu od 45 °C.
MikrobioloSka analiza odradena je u svrhu odredivanja broja Zivih stanica bakterija Lactobacillus
delbrueckii subps. bulgaricus i Streptococcus thermophilius tijekom fermentacije uzoraka s
dodatkom moringe, a u uzorcima svjezeg, pasteriziranog i inokuliranog mlijeka takoder je

utvrdivan broj zivih stanica kvasaca i plijesni, te prisutnost enterobakterija.
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Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus i Streptococcus thermophilius rastu u simbiozi, te su

sastavi hranjivih podloga za njihovu izolaciju vrlo sli¢ni.

Za izolaciju laktobacila koristen je MRS agar (Biolife, Milano-Italija) koji u svome sastavu sadrzi:
peptone, ekstrakt mesa i kvasca, glukozu, di-kalijev hidrogenfosfat, magnezijev i manganov sulfat,

amonijev citrat, natrijev acetat agar, te Tween 80.

Zaizolaciju streptokoka koriSten je M17 (Biolife, Milano-Italija) agar, koji u svome sastavu sadrzi:
kazein, peptone, ekstrakt mesa i kvasca, magnezijev sulfat, askorbinsku kiselinu, laktozu, agar, te

natrijev glicerolfosfat koji inhibira rast i razvoj laktobacila.

MikrobioloSka analiza zapoceta je s uzorcima svjezeg, pasteriziranog i inokuliranog mlijeka bez
dodatka moringe. Prilikom izvodenja analize potrebno je osigurati sterilne uvjete kako ne bi doslo
do kontaminacije uzorka. Pomocu suhe sterilizacije laboratorijskog posuda, dezinficiranjem radne
povrsine pomocu etanola, te provodenjem analize pri otvorenom plamenu i Uz zatvorenu prostoriju
postignuti su asepticni uvjeti. U navedenim uzorcima koristene su podloge M17, De Man, Rogosa
and Sharpe agar, Sabouraud dextrose agar (Biolife, Milano-Italija) za izolaciju kvasaca i plijesni,
a ukupna prisutnost enterobakterija popracena izolacijom na Violet red bile glusoce agar, (Biolife,

Milano-Italija).

Uzorak mlijeka prethodno je homogeniziran, te je 1 mL uzorka sterilnom mikropipetom prenesen
u epruvetu koja je sadrzala 9mL fizioloSke otopine. Dobiveno razrjedenje se nakon toga
homogeniziralo na vorteks uredaju, te se iz epruvete s novim sterilnim nastavkom prense 1 mL
nastalog razrjedenja u novu epruvetu s 9 mL fizioloSke otopine. Postupak se ponavljao do Zeljenog
razrjedenja, a navedena metoda se zove Kochova metoda decimalnih razrjedenja (Bozani¢ i sur.,

2009).

U oznacene prethodno sterilizirane Petrijeve zdjelice se potom nacjepi 1mL homogeniziranog
uzorka odredenog razrijedena (slika 10), te se prelije odgovaraju¢om hranjivom podlogom (slika
11). Podloge za izolaciju laktobacila, streptokoka i enterobakterija (u po¢etnim uzorcima) stavljene
su na inkubaciju pri 37 °C, dok su podloge za izolaciju kvasaca i plijesni ostavljene pri sobnoj

temperaturi.

Tijekom fermentacije svakih sat vremena, te na kraju (pH=4,6) provedena je mikrobioloska analiza

na uzorcima inokuliranog mlijeka bez i s dodatkom razli¢itih koncentracija moringe. Pri tim
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analizama koriStene su samo podloge MRS i M17, nakon ¢ega su nacjepljeni uzorci takoder

stavljeni na inkubaciju.
Ocitavanje rezultata

Nakon zavrSene inkubacije Petrijevih ploc¢a, koja je trajala 3 dana pri 37 °C, uocene su narasle
kolonije na podlogama,a pri odabiru brojanja kolonija odabrane su one na kojima je broj poraslih
kolonija bio izmedu 30 1 300.

IzraCunat je broj naraslih kolonija po mL odnosno CFU (colony forming unit)/mL po formuli:

CFU _ broj kolonija
ml  nasaden volumen x reciproc¢na vrijednost decimalnog razrjedenja

[2]

Slika 9.

a) Priprema hranjive podloge Sabouraud dextrose agar i Violet red bile glusoce (b)

(vlastita fotografija)
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Slika 10. Nacijepljeni uzorci u Petrijevim zdjelicama prije ulijevanja hranjivog agara (vlastita

fotografija)

Slika 11. Nacijepljeni uzorci mlijeka s hranjivim podlogama spremni za inkubaciju (vlastita

fotografija)
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3.2.6. Obrada rezultata
Svi pokusi su provedeni dva puta, a prikazani rezultati su srednje vrijednosti dobivenih rezultata.

Grafovi i tablice su obradeni u MS excel programu.

4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je pracenje tijeka fermentacije kozjeg mlijeka, odnosno odredivanje utjecaja
dodatka ekstrakta moringe na fermentaciju. Pracena je kiselost (aktivna i titracijska), te su tijekom
fermentacije radene mikrobioloske analize kozjeg mlijeka. Vrijeme fermentacije te ostale analize

su odredivane za kontrolni uzorak te za uzorke u koje je dodano 1, 3 5 % (v/v) moringe.

4.1 Aktivna i titracijska kiselost mlijeka i jogurta

U tablici 7 prikazane su srednje pH vrijednosti mlijeka i jogurta prije te tijekom procesa
fermentacije, gdje je vidljivo kako dodatak moringe utjece na skra¢ivanje vremena fermentacije.
Fermentacija kontrolnog uzorka trajala je 5 h i 30 min, dok su fermentacije u uzorcima s dodatkom
1, 3i 5 % moringe trajale sat vremena krace. Nakon 4 h fermentacije pH uzoraka s dodatkom
moringe bio je vrlo blizu zavr$noj pH vrijednosti od 4,6 jedinica, no iako se i pH vrijednost
kontrolnog uzorka nije broj¢ano mnogo razlikovala (razlika oko 0,07 pH jedinica), uzorci u koje
je dodan ekstrakt moringe su puno brze dosli do kraja procesa fermentacije (kroz 30 minuta, za
razliku od kontrolnog uzorka kojem je trebalo jo§ 1h i 30 min). Iz rezultata je vidljivo da je ve¢
nakon 3h fermentacije postignuta razlika u pH izmedu kontrolnog uzorka i onih s dodatkom
moringe od oko 0,4 pH jedinice. Prema dobivenim rezultatima moze se re¢i da dodatak ekstrakta
moringe u svjeze kozje mlijeko neposredno prije fermentacije rezultira brzim padom pH
vrijednosti, te tako skracuje trajanje fermentacije. Osim toga, iz dobivenih rezultata se moze vidjeti
(tablica 7) kako razli¢ite koli¢ine dodatka ekstrakta moringe (1, 3 1 5 % (v/v) nisu imale utjecaja
na razli¢ito trajanje fermentacije. Do istih rezultata su dosli i Zang i sur. (2018), kada su prilikom

svog eksperimenta zakljuéili da dodatak ekstrakta moringe utjee na brZze snizavanje pH
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vrijednosti zbog pozitivnog utjecaja samog ekstrakta na rast i razvoj Lactobacillus delbrueckii

subps. bulgaricus i Streptococcus thermophilius, odnosno bakterija jogurtne kulture.

Tablica 7. Srednje pH vrijednosti mlijeka i jogurta prije, tijekom i na zavrSetku fermentacije

pH tijekom fermentacije

Uzorak (prije) | 1h 2h 3h ah ZaviSetak
Svjeze 6,59 / / / / /
Mlijeko Pasterizirano | 6,4 / / / / /
Inokulirano | 6,27 / / / / /
Jogurt s (Kontrola) | 6,40 6,04 6,01 5,56 4,84 4,65
dodatakom 1 639 599 5,88 5,13 479 4,667
moringe 3 6,38 6,03 5,55 5,06 4,77 4,677
(%) 5 6,37 6,05 5,59 5,06 4,76 4,67

"I nakon 5h i 30 minuta

*2nakon 4h i 25 minuta

*3nakon 4h i 25 minuta

*4nakon 4h i 25 minuta

U tablici 8 prikazane su srednje °SH vrijednosti kontrolnog uzorka i uzoraka obogacenih

ekstraktom moringe, prije i tijekom procesa fermentacije. Prikazana je i °SH vrijednost za svjeze,

pasterizirano i inokulirano mlijeko. °SH vrijednosti na kraju fermentacije svih uzoraka otprilike

su podjednake, no vidljivo je da jogurt s dodatkom 5 % moringe ima najvecu titracijsku Kiselost.

Kontrolni uzorak je u prva 2h imao najmanja odstupanja od pocetne °SH vrijednosti, a izmedu 3

h i kraja fermentacije vrijednost se brojcano najvise povecala u odnosu na druge uzorke. Uzorak s

dodatkom 1% moringe od svih obogacenih uzoraka imao je najmanju vrijednost °SH, a najveci

porast kiselosti dogodio se nakon 2 h.
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Tablica 8. Srednje °SH vrijednosti mlijeka i jogurta prije, tijekom i na zavrSetku fermentacije

°SH tijekom fermentacije
Uzorak (prije) | 1n 2h 3h ah Zavrictak

Svjeze 6,0 / / / / /

Mlijeko Pasterizirano | 7,3 / / / / /

Inokulirano | 7,3 / / / / /
Jogurt s (Kontrola) | 7,3 9,0 9,5 17,8 24,1 29,0*1
dodatakom 1 7.4 10,0 12,1 22,9 28,2 29,2%2
moringe 3 72 10,2 14,3 231 251 | 285%3
(%) 5 7.2 10,1 14,9 24.4 258 | 29,5%4

*1-nakon 5h i 30 minuta
*2-nakon 4h i 25 minuta
*3-nakon 4h i 25 minuta

*4-nakon 4h i 25 minuta

4.2. Mikrobiolo§ka svojstva mlijeka i jogurta

Tablica 9 prikazuje broj poraslih kolonija Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus tijekom
fermentacije jogurta. 1z tablice je vidljivo da se dodatak 5 % moringe pokazao kao najbolji odabir
za rast laktobacila. Porast kolonija nakon dodatka 1 % i 3 % moringe takoder je vidljiv s obzirom
na kontrolni uzorak mlijeka, no taj porast manje je uocen nego kod uzorka s dodatkom 5 %
moringe. Dobiveni rezultati odgovaraju rezultatima provedenog eksperimenta od strane Zhanga i
sur. (2019) u kojemu navode kako je dodatak ekstrakta utjecao na smanjenja vremena fermentacije
i brzi pad pH vrijednosti. Na brzi rast i razvoj laktobacila utjecaj su imale organske kiseline,

polifenoli, flavonoidi, te folna kiselina koje pronalazimo u dodanom ekstraktu moringe.

Tablica 10 prikazuje broj poraslih kolonija Streptococus thermophilus tijekom fermentacije

jogurta, te je u njoj takoder vidljivo da uzorak s dodatkom 5 % moringe pokazuje najveci porast
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kolonija streptokoka. Dodatak 3 % moringe takoder je uzrokovao porast broja kolonija s obzirom
na kontrolni uzorak mlijeka, no on je bio nesto manji nego u uzorku s 5 % moringe. lako je nakon
1 h trajanja fermentacije uzorak s 1 % moringe sadrzavao veci broj kolonija streptokoka od

kontrolnog uzorka, na kraju fermentacije u kontrolnom uzoraku pronalazimo vise kolonija.

Tablica 9. Prosje¢an broj poraslih kolonija (log(CFU) mL-1) Lactobacillus delbruecki subsp.

bulgaricus u jogurtu tijekom fermentacije

Dodatak Nakon 1h Nakon 2h Nakon 3h Nakon 4h Kraj
moringe % fermentacije
(Kontrola) 4,64 4,82 4,89 4,94 5,66
1 4,36 4,89 5,64 5,77 5,84
3 4,7 5,02 5,18 5,98 6,14
5 4,33 4,97 5,52 5,59 6,23

Dobiveni rezultati prate rezultate dobivene pra¢enjem rasta laktobacila. Kako je dodani ekstrakt
moringe pozitivno utjecao na rast laktobacila, tako je pozitivno utjecao i na rast streptokoka.
Stimulirani laktobacili proizvodili su neke aminokiseline (valin, histidin, leucin) koje su pozitivno
utjecale na rast streptokoka koji su poceli proizvoditi CO2 i mravlju Kiselinu koja je dodatno
potakla rast laktobacila. MoZemo re¢i da je ovaj sinergisticki efekt djelovanja jogurtne kulture

dodatno pospjesen dodatkom ekstrakta i njegovim bogatim nutritivnim sastavom.

Tablica 10. Prosjecan broj poraslih kolonija (log(CFU) mL-1) Streptococus thermophilus u jogurtu

tijekom fermentacije

Dodatak Nakon 1h Nakon 2h Nakon 3h Nakon 4h Kraj
moringe % fermentacije
(Kontrola) 5,74 8,2 8,24 8,25 9,67

1% 6,78 8,11 8,31 8,59 8,64

3% 8,23 8,31 8,46 8,76 9,06

5% 6,86 8,55 8,92 9,30 10,49
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5.ZAKLJUCCI

Nakon provedenog istrazivanja fizikalno-kemijskih i mikrobioloSkih analiza mogu se izvesti

slijedec¢i zakljucci:

1.

Dodatak ekstrakta moringe u uzorak mlijeka prije samog procesa fermentacije skratio je
vrijeme fermentacije za nesto vise od sat vremena.

Koli¢ina dodanog ekstrakta moringe nije imala utjecaja na razlicito trajanje fermentacije.
Uzorci s dodatkom ekstrakta moringe imaju nesto ve¢u °SH vrijednost od kontrolnog
uzorka, uz izuzetak uzorka s dodatkom 3% moringe koja je za 0,5 °SH manja od samog
kontrolnog uzorka.

Dodani ekstrakt lista moringe povecao je broj kolonija Lactobacillus delbruecki subsp.
bulgaricus i Streptococus thermophilus tijekom fermentacije, $to je i ocekivano zbog
bogatog polifenolnog sastava ekstrakta moringe.

Moze se re¢i da dodatak ekstrakta moringe potice rast i razvoj jogurtne kulture te utjece na

brzi pad pH vrijednosti, odnosno skraéenje trajanja fermentacije.
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