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PROIZVODN]JA I KARAKTERISTIKE FUNKCIONALNIH FERMENTISANIH
NAPITAKA NA BAZI SURUTKE

REZIME

Koli¢ina proizvoda od surutke na trzistu je zanemarljivo mala u odnosu na kolicinu
fermentisanih mle¢nih proizvoda. To navodi na zakljucak da bi se unapredenjem procesa
fermentacije surutke mogli dobiti novi nekonvencionalni proizvodi koji bi zauzeli znacajnije
mesto u paleti mlecnih proizvoda namenjenih Sirokoj potrosnji. U tom smislu, cilj ove
doktorske disertacije je bio proizvodnja i karakterisanje funkcionalnih fermentisanih napitaka
na bazi surutke.

U cilju proizvodnje funkcionalnih fermentisanih napitaka na bazi surutke izvrSena je
selekcija odgovarajuée kulture mikroorganizama, optimizacija procesa fermentacije i
karakterizacija proizvedenog fermentisanog napitka.

Tokom selekcije, optimizacije i karakterizacije praceno je: vreme trajanja fermentacije,
sadrzaj mlecne kiseline, promena pH, prezivljavanje mikroorganizama, sadrzaj aminokiselina,
sadrzaj antioksidanasa, viskozitet, sinerezis kao 1 nutritivni sastav proizvedenog napitka.
Takode je izvrSeno zn vitro karakterisanje probiotske aktivhosti odabranih mikroorganizama
pracenjem sposobnosti prezivljavanja u uslovima simuliranog gastricnog soka, antimikrobne
aktivnosti i rezistencije na antibiotike primenom klasi¢nih mikrobioloskih tehnika.

U sklopu nutritivne karakterizacije pracena je razgradnje proteina surutke nakon
fermentacije. Proizvedeni napitak je nutritivho okarakterisan preracunavanjem nutritivne
vrednosti proizvoda, §to je predstavljalo polaznu tacku njegovog deklarisanja u skladu sa
Pravilnikom o deklarisanju RS, oznacavanju i reklamiranju hrane 85/2013, ali i EU Regulative
1169/2011. Pored toga, u skladu sa nutritivnim sastavom, napitku su dodeljene nutritivne 1/ili
zdravstvene izjave odobrene od strane EFSA (European Food Safety Authority), prema EU
Regulativi 11924/2011 i Direktivi 432/2012. Proizvod je upakovan u specijalno kreiranu
ambalazu, koja je u skladu sa propisima za pakovanje mle¢nih proizvoda, ¢ime je dobijeni
napitak u potpunosti pripremljen za plasman na trziste.

Ispitivanje mogucnosti proizvodnje funkcionalnih fermentisanih napitaka na bazi
surutke, primenom razli¢itih sojeva bakterija mlecne kiseline pokazalo je da svi sojevi bakterija

mlecne kiseline (ukupno 15) testirani u ovom istrazivanju mogu biti primenjeni u procesu



proizvodnje funkcionalnih fermentisanih napitaka na bazi surutke koji kao osnovni $ecer
sadrze laktozu. Najveci potencijal za primenu u procesu proizvodnje napitaka na bazi surutke,
po pitanju sposobnosti proizvodnje egzopolisaharida kao funkcionalnih nutrijenata, od svih
testiranih sojeva ispoljio je soj L. rhammnosus ATCC 7469. Zatim je pokazano da soj L. delbrueckii
ssp. bulgaricus ATCC 11842 nije sposoban da prezivi prisustvo vecine testiranih sojeva, dok soj
L. jobnsonii NRRL B-2178 ispoljava antimikrobnu aktivnost prema sojevima L. de/brueckii ssp.
lactis NRRL B-4525 1 L. helveticus ATCC 15009, tako da se ovi sojevi ne mogu istovremeno
koristiti za formulaciju mesanih kultura. Sojevi L. casei ssp. casei ATCC 27139 1 L. johnsonii
NRRL B-2178 predstavljaju najbolje kandidate za koris¢enje u procesu proizvodnje napitaka na
bazi surutke, pri ¢emu soj L. jobnsonii NRRL B-2178 ispoljava najbolje proizvodne
karakteristike. Primenom 2,0% inokuluma ovog soja, nakon 10,0 h fermentacije surutke sa
8,0% suve materije, na temperaturi 37,0 °C, proizvodi se napitak ¢ija titracijska kiselost iznosi
9,2 °SH a broj zivih ¢elija oko 6,80 log (CFU/mL). Nakon optimizacije procesa proizvodnje
napitka na bazi surutke sojem L. jobnsonii NRRL B-2178, primenom 8,42% inokuluma, nakon
4,0 h fermentacije surutke sa 8,0% suve materije, na temperaturi 39,0 °C, u prisustvu 1,0%
inulina i 3,0% ekstrakta kvasca, proizvodi se napitak cija titracijska kiselost iznosi 22,6 °C a broj
zivih éelija 8,70 log (CFU/mL).

Pri ispitivanju moguénosti proizvodnje funkcionalnih fermentisanih napitaka
primenom komercijalne ABY-6 kulture pokazano je da se fermentacijom surutke uz dodatak
30,0% mleka, proizvodi napitak zadovoljavajuc¢ih vrednosti parametara kvaliteta 1 to: pH
vrednost 4,40, titracijska kiselost 23,2 °SH, sinerezis 67,5%, viskozitet 2,7023 cP
antioksidativna aktivnost 46,0%, ukupan broj zivih ¢elija 8,65 log (CFU/mL), senzorna ocena
8,52 koji je stabilan tokom 28 dana cuvanja.

Pri ispitivanju moguénosti proizvodnje funkcionalnih fermentisanih napitaka
primenom mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture pokazano je da se fermentacijom surutke uz
dodatak 30,0% mleka, proizvodi napitak zadovoljavajucih vrednosti parametara kvaliteta i to:
pH vrednost 4,34, titracijska kiselost 24,2 °SH, sinerezis 50,6%, viskozitet 2,6984 cP,
antioksidativna aktivnost 49,2%, ukupan broj zivih éelija 8,85 log (CFU/mL), senzorna ocena
8,20 koji je stabilan tokom 28 dana ¢uvanja.

Postavljanjem senzorne ocene kao klju¢nog parametra za plasiranje proizvoda,
zakljuéeno je da se napitak optimalnog kvaliteta dobija fermentacijom surutke uz dodatak

30,0% mleka, primenom komercijalne ABY-6 kulture. Ovako dobijen napitak moze na



ambalazi imati nutritivne izjave: "Bogat proteinima" 1 " Prirodan izvor kalcijuma", zdravstvene izjave
" Proteini doprinose normalnom odriavanju kostiju", " Kalcijum je potreban za odrgavanje normalnih kostiju"
i " Zive kulture u jogurtu ili fermentisanom mleku poboljsavaju probavn laktoze kod osoba koje imaju problem
sa probavom laktoze" 1 izjavu: "Proizvod treba koristiti kao deo uravnotedene ishrane i dravog nalina
Sivota"

U daljem postupku unapredenja pokazano je da se dodatkom stabilizatora i soka od
jabuke vrednosti parametara kvaliteta, napitka proizvedenog fermentacijom surutke uz dodatak
30,0% mleka primenom komercijalne ABY-6 kulture, mogu znacajno unaprediti. Dodatkom
0,2% pektina, 0,7% zelatina i 2,0% koncentrata proteina surutke proizvodi se napitak odlicnih
senzornih karakteristika sa vrednoscu sinerezisa od 1,5% i vrednoscéu viskoziteta od 158,9 cP.
Dodatkom 30,0% soka od jabuke, proizvodi se napitak sledec¢ih vrednosti parametara kvaliteta:
pH vrednost 4,62, titracijska kiselost 18,8 °SH, sinerezis 64,7%, viskozitet 2,7922 cP,
antioksidativna aktivnost 91,3%, ukupan broj zivih ¢elija 8,93 log (CFU/mL), senzorna ocena
9,01, koji je stabilan tokom 28 dana ¢uvanja. Pokazano je da dodatak soka od jabuke, osim sto
u velikoj meri doprinosi unapredenju senzornih karakteristika, uti¢e i na smanjenje kolic¢ine
masti u napitku sa 0,88 na 0,5 g, Sto dodatno unapreduje kvalitet napitka i omogucava
jednostavnije pridobijanje potrosaca. Ovako dobijen napitak moze na ambalazi imati nutritivne

izjave: "Light" ili "Smanjen sadrgaj mast", " Prirodan izvor kalcijuma", zdravstvene izjave "Kalcijum je
potreban za odravanje normalnih kostijn", " Zive kulture u_jogurtu ili fermentisanom mileku poboljsavaju
probavu laktoze kod osoba kaje imaju problem sa probavom laktoze" 1 izjavu: " Proizvod treba koristiti kao
deo uravnotesene ishrane i dravog nacina $ivota"

Na osnovu rezultata pilot studije o uticaju proteina surutke na apetit/sitost pokazano je
da unos 25,0 g proteina surutke u znacajnoj meri utice na suzbijanje osecaja gladi, povecanje
oseéaja sitosti i smanjenje koli¢ine hrane koju bi ispitanici sa BMI < 30,0 kg/m’® mogli da
pojedu. Rezultat ove pilot studije otvara vrata daljim istrazivanjima vezanim za primenu
proteina surutke u ishrani ljudi.

Finalni rezultat disertacije je funkcionalni fermentisani napitak Actzve drink u originalno
dizajniranom pakovanju, koji je kao takav spreman za plasman na trziste. Rezultati i zakljucci
izneti u ovoj disertaciji predstavljaju bazu za dalji razvoj funkcionalnih fermentisanih napitaka
na bazi surutke.

Kljucne reci: surutka, fermentacija, funkcionalni napitak, bakterije mlecne kiseline, probiotici,

komercijalna ABY-6 kultura, suplementi, uguséivaci, apetit/sitost.
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PRODUCTION AND CHARACTERISTICS OF FUNCTIONAL FERMENTED
WHEY BASED BEVERAGES

SUMMARY

Number of whey based products on the market is negligible compared to the number
of fermented dairy products, which suggests that the improvement of the whey fermentation
process could result in new unconventional products that take up a significant place in the
wide range of dairy products intended for direct consumption. In accordance with that, the
aim of this PhD thesis was the production and characterisation of functional fermented whey
based beverages.

In order to produce the functional fermented whey based beverages, selection of
microorganisms, optimisation of the fermentation process and the characterisation of the
produced beverages were carried out.

During the selection, optimisation and characterisation, fermentation time, titratable
acidity, pH value, amino acid content, antioxidative activity, viscosity, syneresis, as well as
nutritional composition of produced beverages were followed. I witro characterisation of
probiotic character of the selected microorganisms, by tracking ability to survive under
simulated gastric juice, antimicrobial activity and resistance to antibiotics using conventional
microbiological techniques were also performed.

Within the nutritional characterisation, percentage of whey protein degradation
obtained after the fermentation, was examined. Manufactured beverages were nutritionally
characterised by recalculating the nutritional value, which was the starting point of its
declaration in accordance with the Serbian Regulations on declaration, labelling and advertising
of food 85/2013. Also, in accordance with the nutritional composition of the beverages,
nutritional and/or health claims approved by EFSA (European Food Safety Authority) and
according to EU Regulation 1169/2011 and Regulation 432/2012 were given. The product
was packaged in a specially created packaging that complies with the regulations for dairy
products, and thus obtained beverage was fully prepared for the market.

When examining the possibilities of whey based beverages production using different
strains of lactic acid bacteria, it has been shown that all strains of lactic acid bacteria (total of

15) tested in this study can be applied in the production of functional fermented whey based



beverages that contain lactose as the main sugar. Among the all tested microorganisms, strain
L. rhamnosus ATCC 7469 showed the greatest potential for use in the whey based beverage
production, in terms of its ability to produce exopolysaccharide as functional nutrients. In
addition, it has been shown that L. delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 was not able to
survive the presence of most of the tested strains, while L. johnsonzi NRRL B-2178 exspresses
antimicrobial activity against L. helveticus ATCC 15009 and L. delbrueckii ssp. lactis NRRL-B
4525 strains, so these strains can not be used for the formulation of mixed cultures. The strains
L. casei ssp. casei ATCC 27139 and L. johnsonzi NRRL B-2178 are the good candidates for use in
the production of whey beverages, while L. jobnsonii NRRL B-2178 exhibits the best
production characteristics. Applying the 2,0% inoculum of this strain, after 10,0 h of whey
(8,0% dry matter) fermentation at 37,0 °C, the beverage with titratable acidity of 9,2 °SH and
the viable cell count of 6,80 log (CFU/mL) can be produced. After optimisation of the
production process, for 4,0 h of whey (8,0% dry matter) fermentation at 39,0 °C in the
presence of 1,0% and inulin 3,0% extract yeast, whey based beverage with titratable acidity of
22,6 °SH and the viable cell count of 8,70 log (CFU/mL) can be produced by applying 8,42%
inoculum of the L. johnsonii NRRL B-2178 strain.

When examining the possibilities of whey based beverages production using
commercial culture ABY-6, it has been shown that the fermentation of whey supplemented
with 30,0% milk lead to the production of beverage with satisfactory values of quality
parameters as follows: pH value of 4,40, titratable acidity of 23,2 °SH, syneresis 67,5%,
viscosity of 2,7023 cP antioxidant activity of 46,0%, the viable cell count of 8,65 log
(CFU/mL) and sensory characteristics value of 8,52, that is stable during 28 days of storage.

When examining the possibilities of whey based beverages production using mixed
ABY-6 : L. rhamnosus culture, it has been shown that the fermentation of whey supplemented
with 30,0% milk lead to the production of beverage with satisfactory values of quality
parameters as follows: pH value of 4,34, titratable acidity 24,2 °SH, syneresis 50,6%, the
viscosity of 2,6984 cP, the antioxidant activity of 49,2%, the total number of living cells of 8,85
log (CFU/mL), and sensory characteristics value of 8,20 that is stable during 28 days of
storage.

Placing the sensory value as a key parameter for product placement, it was concluded
that beverage with the optimal quality can be produced by fermentation of whey with the

addition of 30,0% of milk using a commercial ABY-6 culture. Thus obtained beverage can be



labelled by nutritional claims: "Rich in protein" and "Natural source of caleinm," health claims
" Proteins contribute to the maintenance of normal bone", " Calcinm is required for the maintenance of normal
bone" and "Laive cultures in yogurt or fermented milk improve lactose digestion in peaple who have a problem
with lactose digestion" and a general claim "The product should be used as part of a balanced diet and
healthy lifestyle".

In the further improvement process it has been shown that the quality parameter
values of beverage produced by fermentation of whey supplemented with 30,0% milk using a
commercial ABY-6 in culture, can be significantly improved by addition of stabilisers and
apple juice. Addition of 0,2% pectin, 0,7% gelatine and 2,0% whey protein concentrate lead to
the production of beverage with excellent flavour and values of syneresis of 1,5% and viscosity
of 158,9 cP. Addition of 30,0% apple juice lead to the production of beverage with values of
quality parameters as follows: pH value of 4,62, titratable acidity of 18,8 °SH, syneresis of
64,7%, viscosity of 2,7922 cP, antioxidant activity of 91,3%, the viable cell count of 8,93 log
(CFU/mL), and sensory charactetistics value of 9,01, that is stable during 28 days of storage. It
has been shown that the addition of apple juice, not only greatly contributes to the
improvement of sensory characteristics, but also additionally improves the quality of the
beverage by decreasing the amount of fat from 0,88 to 0,5 g, that allows easier meet to the
consumers demands. Thus obtained beverage can be labelled by nutritional claims: "Ligh?" or
"Low fat", "Natural source of calcinm", health claims " Calcinm is required for the maintenance of normal
bone", "Live cultures in yogurt or fermented milk improve lactose digestion with people who have problems with
lactose digestion" and a general claim "The product should be used as part of a balanced diet and healthy
lifestyle".

Based on the results of a pilot study, on the effects of whey protein on appetite/satiety,
it has been shown that intake of 25,0 g of whey protein has a significant impact on suppression
of hunger, increase satiety and reduction of the amount of food that the subjects with BMI
<30,0 kg/m” could eat. The results of the pilot study open the door to further research related
to the application of whey protein in the human diet.

The final result of the dissertation is a functional fermented beverage Active drink, in
the originally designed packaging, that is ready for the market. Results and conclusions
expressed in this thesis are the basis for the further development of functional fermented whey

beverages.
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1. UVOD

Predmet istrazivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije odnosi se na
iskoris¢avanje otpadne surutke mlekare Imlek A.D. i njeno prevodenje, primenom postupka
mlecno-kisele fermentacije, u novi fermentisani napitak na bazi surutke unapredenih
funkcionalnih, nutritivnih i senzornih karakteristika.

Surutka koja nastaje u procesima proizvodnje sira i kazeina predstavlja glavni sporedni

proizvod industrije mleka koji spada u jedan od najslabije iskoris¢enih sporednih proizvoda
prehrambene industrije u Srbijil. Osnovni problem industrije mleka je $to se svega 10,0-20,0%

mleka iskoristi za dobijanje sira ili kazeina, dok 80,0-90,0% mleka otpada na surutku”. Usled
neiskori§¢avanja, surutka postaje veoma veliki zagadivac, §to je u potpunosti u neskladu sa
potencijalima koje kao sirovina poseduje. Svetska proizvodnja surutke iznosi preko 100 miliona

tona godisnje, a samo u Evropskoj Uniji (EU) proizvedeno je 1997. godine oko 50,0% od ove
koli¢ine”. Na osnovu podataka o proizvodnji sira projektovanim do 2019. godine, proizilazi da

¢e svetska proizvodnja surutke do kraja 2019. godine beleZiti stalni rast od oko 2,0% godiénje4.

Svega 50,0% otpadne surutke biva iskoris¢eno u prehrambenoj i industriji vrenja, dok
se ostatak ispusta u vodotokove bez prethodne obrade. Ispustanje surutke u vodotokove sa
jedne strane predstavlja neoprostiv gubitak nutritivno vredne sirovine, a sa druge strane
prouzrokuje velike ekoloske probleme s obzirom na visoke vrednosti HPK (hemijska
potrosnja kiseonika) i BPK (bioloska potrosnja kiseonika). Kako je BPK vrednost (35,0-40,0
g/L) za razgradnju 1 L surutke jednaka BPK vrednosti otpadne vode koju za 24 sata nacini
jedna osoba, a bududi da je kolic¢ina surutke koju proizvodi jedna veca sirana oko 50 000 litara
na dan (Sto odgovara proizvodnji od oko Sest tona sira dnevno), postrojenje za bioloski
tretman takve fabrike prema velicini odgovaralo bi postrojenju za bioloski tretman otpadne
vode grada od 50.000 stanovnika. Problem je jo$ slozeniji i zbog toga $to za razliku od
komunalnog otpada, koji u vodotokove stize kontinuirano, slucaj surutke podrazumeva

istakanje velikih kolicina odjednom, pa postrojenja za preradu mogu biti prekomerno

; v .. .. 5 & .y . .
opterecena usled cega postoji opasnost od havarije”. Sto se tice HPK vrednosti za kiselu



Doktorska disertacija Maja 1. Bulatovié

surutku ona iznosi oko 75,0 g/L dok za deproteinizovanu iznosi oko 57,0 g/L, dok sadrzaj

organskog azota u kiseloj surutki iznosi oko 10,3 g/ LS.

Sa druge strane, savremeni tempo i nacin zivota, kao 1 sve zagadenije zivotno okruzenje
namecu potrebu proizvodnje unapredenih prehrambenih proizvoda koji bi pomogli ljudskom
organizmu u borbi protiv Stetnih agenasa kojima je svakodnevno izlozen. Jedno od efikasnijih
reSenja vezanih za iskoriséavanje surutke jeste proizvodnja funkcionalnih fermentisanih
napitaka na bazi surutke. Proizvodnjom ove vrste napitaka u okviru samo jednog procesa
iskori$c¢avaju se svi potencijali surutke kao sirovine, iz zivotne sredine se uklanja materijal koji

predstavlja bioloski veoma opasan zagadivac a sa druge strane dobija se jeftin, zdrav i potpuno
. . 1
prirodan proizvod .

Ovakav nacin prerade surutke podrazumeva proces nakon koga ne zaostaje ni najmanja
kolicina otpada i predstavlja alternativu procesima prerade surutke u proizvode kao §to su

mlecna kiselina, etanol, mikrobni proteini, f-D-galaktozidaza i vitamini koji nose sa sobom
. . \ 3 .
velike zahteve u pogledu energije i tehnoloske opreme”. Ovim postupkom prerade surutke

ostvaruje se velika usteda energije u odnosu na komplikovanije procese prerade surutke koji
zahtevaju preciS¢avanje finalnog proizvoda §to dovodi do generisanja nove koli¢ine otpada koji
je neophodno dalje obradivati.

Uzimajuéi u obzir nedovoljno iskoris¢en potencijal surutke kao sirovine, sve izrazeniju
nestasicu hrane na svetskom trzi§tu kao i sve zagadenije Zivotno okruzenje, ova disertacija je
usmerena upravo na proizvodnju funkcionalnih fermentisanih napitaka na bazi surutke
zadovoljavaju¢ih senzornih svojstava sa ciljem da se ukaze na znacaj suruke kao sirovine i
proizvoda u ljudskoj ishrani, kao i mogucnost njenog prevodenja iz otpada u proizvod.

U ovom radu bice izvrSeno ispitivanje razlicitih sojeva bakterija mle¢ne kiseline (BMK)
sa aspekta sposobnosti fermentacije surutke i produkcije bioaktivnih komponenti. Izvriice se
ispitivanje velikog broja bakterija mlecne kiseline iz kolekcije kultura Tehnolosko-metalurskog
fakulteta u Beogradu, kao i komercijalnih kultura koje se u industriji primenjuju u procesu
proizvodnje jogurta. Nakon odabira proizvodnih mikroorganizama, pristupice se optimizaciji
procesa fermentacije surutke pri proizvodnji funkcionalnih napitaka.

Proizvodnja funkcionalnih napitaka moze biti poboljSana izborom odgovarajuceg

sastava fermentacionog supstrata 1 uslova uzgajanja mikroorganizama. Time bi se ostvario
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pozitivan uticaj na rast primenjenih mikroorganizama, skratila duzina trajanja procesa

fermentacije i unapredila funkcionalna, nutritivna i senzorna svojstava proizvedenih napitaka.

Obzirom da bakterije mlecne kiseline za rast zahtevaju veoma slozene supstrate7,
ispitace se uticaj razli¢itih vrsta i koli¢ina izvora azota, ugljenika, vitamina i mineralnih materija
na broj celija u proizvedenom funkcionalnom napitku. Statisticka obrada dobijenih rezultata
pruzi¢e kvantitativni uvid u uticaj svakog od ispitivanih parametara ili njthove interakcije na
rast 1 aktivnost primenjenih proizvodnih sojeva. Odabrani sojevi ¢e se detaljno ispitati sa
aspekta stabilnosti, posedovanja probiotskih 1 antimikrobnih svojstava 1 rezistencije na
antibiotike.

Na osnovu utvrdenih svojstava odabranih mikroorganizama, razmotrie se moguénost
njthove primene u svrhu proizvodnje funkcionalnih napitaka, odnosno ispitace se njihova
sposobnost produkcije bioaktivnih jedinjenja u cilju zadovoljenja kriterijuma funkcionalnosti
proizvedenih napitaka.

Najved¢i deo istrazivanja bi¢e posvecen ispitivanju mogucénosti fermentacije surutke
komercijalnom ABY-6 kulturom koja se u industriji primenjuje za proizvodnju jogurta. Kao
komercijalna kultura, ova kultura je ve¢ okarakterisana za fermentaciju mleka, pa je
pretpostavljeno da bi se i fermentacijom surutke mogao dobiti napitak prihvatljivih senzornih
karakteristika slicnih jogurtu na koje su domaci potrosaci ve¢ naviknuti.

Radi unapredenja senzornih svojstava proizvedenih napitaka ispitace se uticaj dodatka

voénih sokova u formulacijeg, ¢ime c¢e biti takode unapredena funkcionalna i nutritivha
svojstva finalnog proizvoda. Utvrdice se uticaj dodatka razlicitih voénih sokova pre 1 posle
fermentacije, ¢ime ¢e biti omoguceno ispitivanje uticaja ovih dodataka na funkcionalnost,
stabilnost, nutritivha i senzorna svojstva proizvedenih napitaka. Bice predlozeno nekoliko
formulacija napitaka razlicitog ukusa bez dodatih aditiva, konzervanasa, boja i aroma, kao i
opsta Sema procesa proizvodnje ove vrste napitaka. Napitak ¢e biti u potpunosti nutritivho
okarakterisan i deklarisan ¢ime ¢e moci da se ukaze na njegov znacaj u domenu zdrave ishrane

1 pozitivanog uticaja na zdravlje ljudi koji se ostvaruje njegovom konzumacijom.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1. Funkcionalna hrana

2.1.1. Istorijat nastanka koncepta funkcionalne hrane

Savremeni tempo i nacin zivota kao i sve zagadenije zivotno okruzenje namecu potrebu
konzumiranja hrane sposobne da ljudskom organizmu pomogne u borbi protiv Stetnih agenasa
kojima je svakodnevno izlozen, a time i u ocuvanju zdravlja. U novije vreme definicija zdravlja
nije vise ogranicena samo na odsustvo bolesti, ve¢ se sve vise odnosi i na ukupno fizicko,

mentalno i psiholosko blagostanje ljudskog organizma. Hrana koju konzumiramo osim $to igra

presudnu ulogu u rastu i razvoju, danas je prepoznata i kao jedan od klju¢nih faktora koji

odreduju kvalitet Zivota™. U prilog ovakvom nacinu shvatanja hrane ide recenica » Neka hrana

bude tvoj lek i lek bude tvoja hrana « kojom je pre vise od 2500 godina Hipokrat, zacetnik moderne

medicine, istakao znacaj hrane u nastanku i lecenju raznih vrsta bolesti'”

Radi razumevanja znacaja funkcionalne hrane neophodno je razumeti kako se kroz
istoriju menjao nacin zivota coveka, njegova hrana pa samim tim 1 nauka o ishrani.

U dalekoj proslosti ljudi su bili lovei-sakupljaci koji su ziveli konzumirajuéi uglavhom
hranu zivotinjskog porekla, ribu, skoljke i divlje jestive plodove. Meso divljaci je obilovalo
proteinima i -3 masnim kiselinama dok je sa druge strane bilo siromasno prostim mastima.
Obzirom da poljoprivreda nije postojala, pracovek u svojoj ishrani nije imao zastupljene

namirnice bogate Zitaricama 1 mlekom, i za razliku od savremenog coveka nije konzumirao

meso domacih zivotinja, preradena ulja i masti, rafinisane ugljene hidrate i alkohol .

Pre oko 10 000 godina sa opadanjem broja divljaci dostupne za ishranu smatra se da je,
u cilju zadovoljenja potreba za kalorijama, zapoceo razvoj poljoprivrede i okretanje coveka
zitaricama i mahunarkama. U to vreme fokus covekove ishrane lagano se pomera sa visoko
proteinske na hranu bogatu ugljenim hidratima. Ova promena nacina ishrane je, kako se veruje,
imala veoma negativan, a po nekima cak i ugrozavajudi, uticaj na ljudsko zdravlje. Sa razvojem

coveka, naucni 1 kulturni napredak koji su nam kao vrsti omogucili da rastemo i napredujemo,
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doveli su do pojave nenamernih posledica koje su neke cinioce nase ishrane ucinile manje
. . . L. .10
zdravim od onih koje su konzumirali nasi preci

U blizoj proslosti nutritivno uravnotezena ishrana je predstavljala unos hrane koja je
dovoljna da se izbegne nedostatak neke od hranljivih materija. Sa razvojem drustva

napredovalo se do shvatanja da uravnotezena ishrana zapravo predstavlja unos one hrane koja
doprinosi zdravlju 1 smanjuje rizik od nastanka nekih hroni¢nih bolesti”. Uzbudljiv i ubrzani

razvoj nauke o ishrani koji je zapoceo u prvoj polovini 20. veka doveo je do toga da su
naucnici bili u stanju da precizno definisu esencijalne nutrijente i propisu nutritivne standarde
koji se odnose na prevenciju nedostataka i promovisanje rasta i razvoja. Ovim propisima
utvrdeni su: preporuceni dnevni unos nutrijenata, dijetetske smernice koje se odnose na
sveukupno zdravlje, kao 1 ve¢ dobro poznata piramida ishrane. U drugoj polovini 20. veka
nutricionisti markiraju pojedine nutrijente kao potencijalne izazivace nekih bolesti kao $to su

slabost srca, dijabetes tip 2, visok krvni pritisak i rak. To dovodi do razvoja prehrambenih
. . .. \ . .. \ s oo . -9
proizvoda sa smanjenim sadrzajem Stetnih nutrijenata kao $to su masnoce, Seceriso .

Na pocetku 21. veka industrijalizovani svet se suocava sa sve vecdim troskovima
zdravstvene zastite, duzim zivotnim vekom, razvojem novih tehnologija i njihovim sve
izrazenijim Stetnim uticajima na zdravlje ljudi. Da bi odoleli svim ovim izazovima nutricionisti
su na velika vrata uveli ideju » optimalne ishrane « koja se fokusira na optimizovanje kvaliteta
svakodnevne ishrane po pitanju sadrzaja hranljivih 1 ostalih materija kao 1 drugih svojstava
hrane koja favorizuju ocuvanje covekovog zdravlja. Tu na scenu stupa optimalna ishrana,
bazirana na primeni funkcionalne hrane, koja ima za cilj optimizaciju fizioloskih funkcija ¢ime
bi svakom od nas pojedinacno bio obezbeden zdraviji, duzi 1 kvalitetniji Zivotni vek. Da bi se
ovo ostvarilo, optimalni izbor hranljivih materija mora biti baziran na boljem razumevanju

interakcija izmedu gena, nutritivnih faktora i bolesti, jer jedino takva ukupna slika moze
odrediti reakciju pojedinca na korisne i na $tetne sastojke hrane .

U buducénosti ¢e dakle ljudi koji imaju sklonost ka sr¢anim oboljenjima mozda biti u
mogucnosti da za svoju ishranu biraju hranu koja je prilagodena njihovim predispozicijama,

\ , . - . v . . .9
¢ime ¢e svom organizmu moci da pomognu da se na prirodan nacin izbori za svoje zdravlje".
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2.1.2. Definicija funkcionalne hrane

Funkcionalna hrana je potpuno nova kategorija proizvoda koja je nastala u poslednjih
desetak godina, na osnovu povecanog interesa potro$aca za poboljsanjem kvaliteta Zivota i
zdravlja. Pojam funkcionalna hrana se prvi put pojavio u Japanu jos 1991. godine kada je
korid¢en za opisivanje prehrambenih proizvoda obogacenih nutrijentima sa pozitivnim

T . 121314
fizioloskim delovanjem ™ ™ .

Ministarstvo zdravlja Japana izdalo je tada odobrenje za
uvodenje specijalne kategorije hrane FOSHU-Food for Specified Health Uses ili Hrana za odredenu

gdravstvenn primenu, a samim tim 1 uspostavlja pravila za specificne zdravstvene izjave za taj tip

131516,17
hrane > >

. U vedini zemalja ne postoje zakonom regulisane definicije pojma » funkcionalna

hrana « tako da postavljanje granice izmedu konvencionalne i funkcionalne hrane predstavlja

8’

. L . 18,19 . .
izazov kako za nutricioniste tako i za prehrambene tehnologe . Funkcionalna hrana je hrana

sa uravnotezenim odnosom hranljivih materija. To je hrana koja svojim karakteristikama, utice
pozitivno na razlicite aspekte ljudskog zdravlja. Ona nije klasican lek niti farmaceutski preparat
ali svojim osobinama pruza kako preventivni tako 1 terapeutski efekat na ljudsko zdravlje.
Danas, funkcionalna hrana predstavlja jedan od najperspektivnijth pravaca u
Nutricionizmu 1 Dijetetici. Pod funkcionalnom hranom se podrazumevaju proizvodi koji imaju
povoljan uticaj na ljudsko zdravlje pored svojih uobic¢ajenih funkcija. To je hrana koja u svom
sastavu ima bioloski aktivhe komponente koja je ¢ine funkcionalnom, i koja u skladu sa

naucnim potvrdama, ukoliko se konzumira u uobicajenoj kolicini, pozitivno utice na odredene
.. . 9
funkcije u organizmu.

Postoji vise razlicitih definicija funkcionalne hrane. Jedna od definicija koja na
jednostavan nacin objasnjava ovaj pojam je ta da se hrana moze nazvati » funkcionalna « ako
pored svoje osnovne nutritivne vrednosti na pozitivan i zadovoljavajuéi nacin utic¢e na jednu ili
vise ciljanih funkcija u organizmu, smanjujudi rizike za nastanak i razvoj pojedinih bolesti”
Funkcionalna hrana, dakle moze poboljsati opste stanje organizma, smanjiti rizik oboljevanja, a

. o . . .. 16,18
¢ak moze biti 1 korisna tokom lec¢enja nekih oboljenja .

Jedna nevladina organizacija pod nazivom International Food Information Council-IFIC je

dala definiciju koja kaze: Funkcionalna hrana je ona koja pruza vecu dobrobit za zdravlje nego
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osnovna hrana. Evropska komisija za koordinaciju aktivnosti vezanih za funkcionalnu hranu
FUFOSE (Functional Food Science in Europe-Nauka o Funkcionalnoj Hrani) koordinisana od
strane ILSI Europe (International Life Science Institute-Evropski Medunarodni Institut
Prirodnih Nauka) je sa druge strane dala jedinstvene odrednice prema kojima funkcionalna
hrana:

* treba da bude konvencionalna i svakodnevna hrana,

* moze da se konzumira kao deo uobicajene ishrane,

* je prirodnog sastava (suprotno od sintetskog) sa komponentama koje se mogu prirodno naci
u toj hrani ili su dodate u vecoj kolicini od koncentracije specifi¢ne za tu hranu,

e ima pozitivan uticaj na fizioloske funkcije,

* moze poboljsati opste zdravstveno stanje ili smanjiti rizik od bolesti,

0,21

>

. . . . 2
¢ ima potvrdene i utemeljene zdravstvene tvrdnje

Funkcionalna hrana ne mora nuzno biti funkcionalna za celu populaciju, i spajanje
individualnih biohemijskih potreba sa odredenim komponentama hrane moze uticati na
napredak u razumevanju interakcija izmedu gena i hrane. Medutim, jako je bitno shvatiti
razliku izmedu hrane i leka. Ako se u proizvodu prepoznaju indikacije za lecenje ili prevenciju
odredenih bolesti onda je taj proizvod lek i izvesna doza toksicnosti je tolerantna, ali ako se u

proizvodu ne prepoznaju indikacije za lecenje ili prevenciju odredenih bolesti onda je to hrana i

v . . y L .y 22
u tom slucaju pri normalnim koli¢inama unosa ne sme izazivati nikakve toksicne efekte™.

2.1.3. Klasifikacija funkcionalne hrane

Prema nacinu nastanka funkcionalna hrana moze biti klasifikovana u pet grupalz3
1. Nemodifikovana i nepreradena hrana, eng. whole food
- najjednostavniji oblik funkcionalne hrane, hrana u svom prirodnom obliku.
2. Pojacana hrana, eng. fortified food
- nastala povecanjem koli¢ine postojecih nutrijenata.
3. Obogacena hrana, eng. enriched food
- nastala dodatkom novih nutrijenata koji prirodno u njoj nisu prisutni.
4. Unapredena hrana, eng. altered food

- nastala zamenom postoje¢ih nutrijenata novim koji imaju povoljan efekat.
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5. Poboljsana hrana, eng. enhanced commodities
- hrana kod koje su jedan ili viSe nutrijenata prirodno obogaceni putem specijalnih
uslova gajenja ili genetskih manipulacija.

Ova podela predstavlja osnovnu podelu funkcionalne hrane koja ne govori mnogo o poreklu i

osobinama same hrane. Mnogo detaljnija klasifikacija, koja se moze primeniti na svaku od

prethodno navedenih grupa, opisuje funkcionalnu hranu kroz nekoliko nivoa i to na osnovu”’
1. Grupe namirnica kojoj pripada (mleko, meso, jaja, zitarice, ulja 1 masti, konditorski, pekarski
proizvodi itd.);

2. Fizicko-hemijskih 1 organoleptickih osobina (¢vrsta hrana, napitak, krem, sos);

3. Procesu proizvodnje (fermentacija, inkapsulacija, zamrzavanje);

4. Vrsti bioaktivne komponente (npr. mineralne materije, antioksidansi, lipidi, probiotici,
prebiotici);

5. Bolesti koju sprecava ili ublazava (dijabetes, osteoporoza, rak debelog creva);

6. Fizioloskog efekta (imunoloski ili anti-tumorski efekat, varenje).
2.1.4. Klasifikacija funkcionalnih mle¢nih proizvoda

Mlec¢ni proizvodi spadaju u vodecée proizvode u domenu razvoja funkcionalne hrane.
Vrednost ukupnog svetskog trzista funkcionalne hrane samo u 2005. godini iznosilo je oko 16

milijardi dolara. Cak 43% od ove vrednosti odnosi se na funkcionalnu hranu baziranu na

mleku, koja je skoro u potpunosti prisutna u obliku fermentisanih mle¢nih proizvodaZS.
Fermentisani mle¢ni proizvodi se tradicionalno smatraju zdravim 1 u tom kontekstu pruzaju
siroke mogucnosti za nadogradnju 1 unapredenje po pitanju funkcionalnosti. To su proizvodi
koji u sebi pored tradicionalnih bakterija mle¢ne kiseline (BMK) sadrze dodatne probiotske

sojeve, sa dokazanim terapeutskim efektom, 1 predstavljaju najsvetliji primer unapredenja
.. . v - . . " . 26
tradicionalnih mle¢nih proizvoda u funkcionalne mle¢ne proizvode™ .
Mileko je kompleksna mesavina specificnih bioaktivnih proteina, masti i Secera koja

sadrzi veliki broj bioloski aktivnih supstanci kao §to su imunoglobulini, enzimi, antimikrobni

. . .. . iyl . 27 . .. v .
peptidi, oligosaharidi, hormoni, citokini i razliciti faktori rasta™ . Sveze mleko sadrzi mesavinu

>

- . . . . . -y . .. . 28,29
antimikrobnih supstanci koje poseduju kako bakteriostaticko tako i baktericidno dejstvo™ .
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Proteini mleka uklju¢ujudi kazein, f-laktoglobulin, o-laktalbumin, imunoglobuline, laktoferin i
serum albumin, koji ispoljavaju svoju biolosku aktivnost bilo direktno bilo putem svojih

metabolita, uticu ne samo na imuni ve¢ u velikoj meri 1 na kardiovaskularni 1 nervni sistem

coveka’..

Funkcionalni mlecni proizvodi se, prema obliku u kom se nalaze, mogu podeliti na:

1. Funkcionalni mlecni proizvodi u ¢vrstom stanju;

2. Funkcionalni mlec¢ni napici.

Funkcionalni mlecni napici se zatim prema sastavu osnovne sirovine mogu podeliti na:
1. Funkcionalni napici na bazi mleka;

2. Funkcionalni napici na bazi surutke.

Funkcionalni napici na bazi surutke se prema nacinu proizvodnje mogu podeliti na:

1. Funkcionalni nefermentisani napici na bazi surutke;

2. Funkcionalni fermentisani napici na bazi surutke.
2.1.5. Funkcionalni napici na bazi surutke

2.1.5.1. Funkcionalni nefermentisani napici na bazi surutke

Napici na bazi surutke sticni mileku

Predstavljaju napitke koji se dobijaju obogacivanjem mleka ili mle¢nih proizvoda
kazenatima, koncentratom proteina surutke (KPS) i izolatom proteina surutke (IPS)31.
Osvezavajuci napici na bazi surutke

Predstavljaju napitke koji se dobijaju iz permeata surutke koji ne sadrzi proteine
surutke. Smatraju se funkcionalnim samo ukoliko sadrze neku naknadno dodatu funkcionalnu

komponentu. Na trzistu postoji veoma mali broj ovih napitaka a medu njima najpoznatija je
v . . v e . . . . 3233 vey
$vajcarska Rzvella tacnije Rivella-green formulisana uz dodatak ekstrakta zelenog ¢aja™ . Trziste

ove vrste napitaka je veoma malo i trenutno se mogu naci u prodavnicama svega Sest evropskih

. 33
zemalja™ .

Energetski napici na bazi surutke
Predstavljaju napitke koji se dobijaju iz surutke ili njenih komponenata, najcesée izolata

proteina surutke (IPS), a sadrze neke dobro poznate visoko energetske komponente kao sto su
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kofein, taurin ili vitamine B kompleksa. Najpoznatiji napitak iz ove grupe proizvoda je americki
Whey-UP koiji je zapravo pionirski brend trzista visoko energetskih napitaka34.
Voéni napici na bazi surutke

Predstavljaju napitke koji osim surutke u svom sastavu imaju i voénu komponentu.
Funkcionalnost ove vrste napitaka potice od prisustva raznih komponenti koje su sastavni deo
voca pa se tako npr. dodatkom soka od paradajza u surutku unost likopen koji u velikoj meri
pojacava funkcionalnu snagu ovako formulisanog napitka. Ova vrsta proizvoda se cesto
dodatno obogacuje mineralnim materijama i vitaminima i kao takva nailazi na veoma dobar

odziv kod potrosaca.

2.1.5.2. Funkcionalni fermentisani napici na bazi surutke

Neprobiotski napici na bazi surntke

Predstavljaju napitke koji se dobijaju fermentacijom surutke pomocu bakterija mlecne
kiseline koje ne spadaju u probiotike. Najéesc¢e primenjivani mikroorganizmi u proizvodnji ove
vrste napitaka su razne jogurtne kulture koje se tradicionalno koriste u proizvodnji jogurta. Sa
druge strane pri proizvodnji ovih napitaka veoma cesto se koriste sojevi koji proizvode neku
fizioloski aktivhu komponentu koja zapravo doprinosi funkcionalnosti samog napitka.
Probiotski napici na bazi surntke

U protekloj deceniji veoma velika paznja je posvecena proizvodnji funkcionalnih
fermentisanih napitaka na bazi surutke koji sadrze probiotske bakterije. Najcesée koris¢ene

probiotske bakterije pri formulaciji ove vrste napitaka su Lactobacillus acidophilus 1.A-5 1

Bifidobacterinm  animalis ssp. lactis BB—1235 slede ih Lactobacillus  rhamnosus NCDO 243,

b

Bifidobacterium bifidum NCDO 2715 i Propionibacterinm frendenreichi ssp. shermanii MTCC 13717,

Takode u cesto koris¢ene sojeve spadaju i Lactobacillus acidophilus M2, Lactobacillus plantarnm 1.4,

. 37 . R . . 38 . .
Enterococcus faecium 1.3" ", Lactobacillus reuteri 1 Bifidobacterium bifidum . U kombinaciji sa ovim

sojevima cesto se primenjuju i Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus i Streptococcus thermophilus kao

. .. 39 sy . . . .
nosioci procesa fermentacije” . Usled veoma slabe proteoliticke aktivnosti kao 1 smanjene

sposobnosti da fermentisu laktozu, neke od ovih bakterija veoma sporo rastu u mleku, a

\ .40 . . .. . T . . .
narocito u surutki . Da bi se unapredio njihov rast i prezivljavanje neophodno je prisustvo

10
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odredenih supstanci koje se jednim imenom nazivaju prebiotici. Napici u ¢iji sastav ulaze i

probiotici 1 prebiotici nazivaju se sinbiotici.
2.1.6. Probiotici, prebiotici i sinbiotici

2.1.6.1. Probiotici

Tokom citavog niza godina re¢ probiotik je tumacena na nekoliko razli¢itih nacina.

Prvobitno je koriS¢ena za opisivanje supstanci proizvedenih od strane jedne protozoe

. . . 41 . .. .o .. .
stimulisane prisustvom druge protozoe , da bi se kasnije koristila za opisivanje dodataka

prisutnih u hrani za Zivotinje koji ostvaruju blagotvoran uticaj na crevnu floru domacdina

V. . L \42 43 . . . T . .
(zivotinje) ~. Crawford ~ je definisao probiotike kao kulturu specifi¢nih zivih mikroorganizama
(pre svega Lactobacillus ssp.) koja se implantira u probavni sistem zivotinje radi efikasnog

uspostavljanja intestinalne populacije kako korisnih tako i patogenih mikroorganizama. Nesto

.. 44 L. L . . . . V. . v .
kasnije Fuller * daje jedinstvenu definiciju probiotika kao zivog mikrobnog dodatka u stocnoj
hrani koji blagotvorno uti¢e na zivotinju-domacina poboljsanjem mikrobne ravnoteze njenog

crevnog trakta. Americka Nacionalna Asocijacija za hranu predstavlja probiotik (direktni izvor

mikroba) kao izvor zivih prirodnih mikroorganizama i to bakterija, gljiva i kvasaca®. Prema
trenutno usvojenoj definiciji FAO/WHO (World Health Otganisation) probiotici su zivi
mikroorganizmi koji konzumirani u odgovarajucoj kolic¢ini (broju) ostvaruju pozitivan uticaj na
zdravlje domacina™. Tacnije, probiotici su mikroorganizmi netoksicne i nepatogene prirode

koji prolaskom kroz digestivni trakt ispoljavaju pozitivan uticaj na zdravlje domacina”®’
Da bi se jedan mikroorganizam mogao smatrati probiottkom mora da zadovolji
nekoliko vaznih kriterijuma, 1 to da:
- bude izolovan iz vrste kojoj pripada domacin kome je namenjen;
- ima dokazano blagotvorno dejstvo na zdravlje domacina;
- je nepatogen i netoksican;
- pokazuje dobre karakteristike rasta, otpornosti i genetske stabilnosti;
- je sposoban da prezivi tranzit kroz gastrointestinalni trakt (otpornost na kiseline i zuc);

- ima sposobnost adsorpcije na epitelne elije creva;

- poseduje sposobnost kolonizacije creva;
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- ima sposobnost proizvodnje antimikrobnih supstanci;

- je sposoban da prezivi tokom obrade 1 dugog perioda skladistenja u velikom broju48’49’50’

U najcesce koriscene probiotske sojeve spadaju vrste roda Lactobacillus 1 to: L.
acidophilus, L. rhamnosus (GG), L. gasseri, L. casez, L. paracasez, L. renteri, L. plantarum, L. cellobiosis,
L. curvatus, L. fermentum, L. salivarius, L. jobnsonit, L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. brevis, L. helveticus,
L. farciminisi. Takode u probiotike spadaju i Gram-pozitivne koke i to: Lactococcus lactis ssp.
cremoris,  Streptococcus  thermophilus, Enterococcus  faecium, Lactococcus  lactis  ssp. lactis  biovar.

diacetylactis, Streptococcus intermedins, kao 1 vrste roda Bifidobacterium medu kojima su

najkoriscenije: B. bifidum, B. longum, B. breve, B. infantis, B. lactis, B. adolescentis, B. animalis, B.

. 49,51
thermophilum .

Probiotici se odlikuju velikim brojem potvrdenih pozitivnih efekata kao i efekata koji
su jo$ uvek u razmatranju. U neke od pozitivnih efekata spadaju: uspostavljanje balansa crevne
mikroflore, povecanje otpornosti na patogene mikroorganizme 1 prevencija dijareje,
sistematsko snizavanje nivoa serumskog holesterola, redukcija kolic¢ine fekalnih enzima kao
potencijalnih mutagena koji mogu izazvati tumore, metabolisanje laktoze i ublazavanje efekata

netolerancije na laktozu, unapredenje imunog sistema organizma, povecanje apsorpcije

. . L . 52,53,54
kalcijuma, sinteza vitamina i digestija proteina .

Pored ovih postoje i dokazi o pojedinim sojevima sposobnim da proizvode
bakteriocine koji imaju veoma vaznu ulogu u uniStavanju patogenih mikroorganizama.
Medutim osnovni problem kod primene probiotskih bakterija lezi u njihovoj nesposobnosti da
kolonizuju debelo crevo 1 postanu deo stalne mikroflore creva. Usled toga, neophodna je

primena dodatnih supstanci koje ¢e omoguditi ili unaprediti sposobnost kolonizacije creva gde

. Ce . .55
na scenu stupaju prebiotici kao atraktivna alternativa

2.1.6.2. Prebiotici

Prebiotici su nesvarljivi sastojci hrane koji pozitivno uticu na domacina selektivno
stimuliSuéi rast i/ili aktivnost jedne ili ograni¢enog broja baktetija prisutnih u crevima. U hrani
se moraju nalaziti u odgovarajucoj koncentraciji koja ¢e omoguditi ispoljavanje njihovog

.. L . Sy C . 56
pozitivhog efekta u vecoj meri od efekata uobicajenih nutritivnih sastojaka” .

12
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Da bi jedan sastojak hrane mogao da bude okarakterisan kao prebiotik mora da
zadovolji nekoliko vaznih kriterijuma:
1. Da ne podleze hidrolizi niti absorpciji u gornjem delu gastrointestinalnog trakta;
2. Da je selektivno fermentabilan od strane jedne ili ograni¢enog broja potencijalno korisnih
bakterija stanovnika debelog creva tj. laktobacila 1 bifidobakterija, koje su njegovim prisustvom
stimulisane da rastu i/ili da postanu metaboli¢ki aktivne;
3. Da bude u stanju da promeni mikrofloru debelog creva ka zdravijem sastavu, npr. da poveca
broj saharolitickih a smanji broj putrefaktivnih (truleznih) bakterija57.

Medu najcesce korisé¢ene prebiotike spadaju nesvarljivi oligosaharidi koji stimulisu rast
bifidobakterija koji se delimi¢no ili uopste ne apsorbuju u Zelucu. U najvaznije oligosaharide
spadaju glukani, fruktani i manani. Medu fruktanima najznacajnije mesto zauzimaju inulin 1

oligifruktoze  koji pored metabolickog ispoljavaju 1 efekat zastite probiotskih

. . 58 .. .. . . . .
mikroorganizama™ . Tolerancija na nesvarljive oligosaharide kao sastojke svakodnevne ishrane
zavisi od vrste, vremena konzumiranja (loSija na prazan stomak nego nakon obroka),

individualnih faktora kao $to su apsorpcioni kapacitet, stanja, pokretljivosti i osetljivosti

debelog creva™.

Jos davne 1997. godine Crittenden 1 Playne59 su predstavili grupu od 12 prehrambenih
oligosaharida koji se mogu komercijalno proizvoditi medu kojima su: laktuloza, galakto-
oligosaharidi, frukto-oligosaharidi, izomalto-oligosaharidi, malto-oligosaharidi, palatinoza-
oligosaharidi, gentio-oligosaharidi, ksilo-oligosaharidi, glukozil-saharoza, lakto-saharoza,
ciklodekstrini 1 sojini oligosaharidi. Prebiotski efekat veéine od ovih oligosaharida se
najverovatnije ogleda u sposobnosti selektivhog stimulisanja rasta bifidobakterija, osim
glukozil-saharoze, malto-oligosaharida i ciklodekstrina koji nisu prepoznati kao bifidogeni
faktori. Prebiotski oligosaharidi prolaze kroz gornji deo gastrointestinalnog trakta i netaknuti
stizu do debelog creva zahvaljujudi specificnim vezama izmedu monomera koje nisu podlozne
raskidanju pod dejstvom enzima sisara. Medutim, mikrobni enzimi su u stanju da manje ili vise
utiCu na ove veze omogucavajuéi njihovu selektivhu razgradnju. Ova selektivnost je
potkrepljena cinjenicom da nemaju svi mikroorganizmi odgovarajuc¢e enzime sposobne da

razgrade veze unutar molekula oligosaharida. Sa druge strane, takode postoji veoma veliki broj
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namirnica koji se usled visokog sadrzaja frukto-oligosaharida mogu svrstati u namirnice sa

prebiotskim efektom a najpoznatije medu njima su: cikorija, beli luk, crni luk i blitvaéo.

Postoji veoma veliki broj studija koje potvrduju pozitivan efekat frukto-oligosaharida
na intestinalne bakterije coveka. Frukto-oligosaharidi poveéavaju broj bifidobakterija i
laktobacila, koncentraciju masnih kiselina kratkog lanca, smanjuju broj klostridije, fusobakterija

1 bakteroida (anaerobnih gram-negativnih $tapica) a takode smanjuju i pH vrednost debelog

61,62,63,64 . .. . . . . .
reva. > . Pored ovih, u novije vreme je kroz patente obelodanjeno i nekoliko novih

prebiotskih oligosaharida medu kojima su gluko-oligosaharidi, hito-oligosaharidi, agar-

oligosaharidi65 kao 1 transgalakto-oligosaharidi koji pored bifidogenog efekta uti¢u (iz vitro) na

povecanje koncentracije ATP-a, masnih kiselina kratkog lanca, acetata kao i na smanjenje pH
vrednosti, a koji su skoro potpuno (95,0%) biorazgradivi u roku od 4 dana®® Neki od najcesce

koris¢enih prebiotika su: FOS (oligo-fruktoza ), inulin, laktuloza i laktitol.
Na osnovu rezultata nekoliko klinickih studija, dnevna doza FOS koja ispoljava

bifidogeni efekat krece se u rasponu od 4,0 do 15,0 g/dan. Medutim preporuka je da se ipak

koristi najmanja moguca doza sposobna da izazove odgovarajuci efekat”’. Obzirom da se radi
o ugljenim hidratima, oni bi mogli kao dodatni sastojci biti uvedeni u obi¢ne namirnice kao sto
su zitarice, keks, kolaci, formule za decu, formule za mrsavljenje, pri cemu bi bilo neophodno
voditi racuna da se ne naruse senzorni kvalitet i tekstura obogac¢enog proizvoda. Obzirom na
njthov koristan zdravstveni efekat, ovakav pomak bi mogao biti izuzetno atraktivan

potencijalnim potrosacima.

2.1.6.3. Sinbiotici

Jos jedan od nacina upravljanja mikroflorom creva jeste primena sinbiotika.
Sinbiotikom se smatra mesavina probiotika i prebiotika koja pozitivno utice na domacina
unapredujuci prezivljavanje 1 implantaciju zivih probiotskih sojeva u gastrointestinalnom traktu.
Obrazlozenje nacina dejstva sinbiotika svodi se na cinjenicu da odabrana kombinacija

probiotika i prebiotika postize veéi pozitivan efekat na zdravlje od efekta koji se postize pri

L. . . 68
individualnoj primeni ove dve komponente
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Jako sama rec¢ aludira na sinergizam (sadejstvo, timski rad, udruzeno delovanje) u
kontekstu ishrane ona treba da bude rezervisana iskljucivo za proizvode u kojima primenjena
prebiotska komponenta selektivno favorizuje primenjenu probiotsku komponentu. Strogo
govoredi, proizvod koji sadrzi kao prebiotik oligofruktozu a kao probiotik bifidobakteriju bi
mogao da zadovolji ovu definiciju jer se oligofruktoza smatra isklju¢ivo bifidogenim faktorom.
U tom smislu, proizvod koji kao prebiotik sadrzi oligofruktozu a kao probiotik npr. vrstu
Lactobacillus casei ne bi mogao da se okarakterise kao sinbiotik. Ovakav proizvod bi se mogao

smatrati delimi¢nim sinbiotikom ¢iji bi zz vivo efekat bio ispoljen usled prisustva probiotske

bakterije sa jedne strane, i stimulisanja autohtonih bifidobakterija domacina sa druge strane””
Proizvod koji bi sadrzao prebiotik Laktitol, koji ima uticaj na probitsku bakteriju Lactobacillus
caset, bi kao takav mogao da se smatra sinbiotikom.

Dakle, sinbiotik predstavlja kombinaciju jednog odredenog prebiotika i jednog
odredenog mikroorganizma (probiotika) na koji taj prebiotik deluje, stimuliSu¢i njegov rast i
prezivljavanje, ¢ijjom bi primenom mogao da bude ostvaren pozitivan uticaj na mikrofloru
domacina. U najcesce sinbiotske kombinacije spadaju: Bifidobakterije + FOS, Laktobacili + lactitol
i Bifidobacterije + GOS.

Za sada postoji nekoliko studija koje svedoce o pozitivhim efektima terapije

sinbioticima. Primena sinbiotika koji sadrzi prebiotik Synergy i probiotik B. longum ostvaruje
pozitivan efekat u lecenju ulceroznog kolitisa - Zatim, primena sinbiotika sastavljenog od
prebiotika Immmunofortis 1 probiotika B. breve M-16V smanjuje alergijske reakcije miseva na
alergene iz kravljeg mleka’'. Primena L. Pplantarum 299v kao probiotika u kombinaciji sa
prebioticima poreklom iz ovsenih vlakana uti¢e na smanjenje ucestalosti sepse kod pacijenata
kod kojih je vr$ena hepatoktomija, pankreotomija, resekcija debelog creva ili crevni baj—pas72
Kombinacija probiotika L. casei Shirota 1 B. breve Yakult, u koli¢ini od 3,0 g i prebiotika galakto-
oligosaharida 6,6 g/dan znacajno unapreduje intestinalnu mikrofloru pacijenata nakon
operacije raka zucii time smanjuje komplikacije vezane za pojavu infekcije ili sepse73

Pored pozitivhog uticaja na infekcije sinbiotici pokazuju i1 odlicne rezultate u redukciji

tri-acilglicerola, ukupnog holesterola i LDL holesterola (probiotik L. acidophilus ATCC 4962 i
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prebiotici frukto-oligosaharidi, manitol i1 inulin) ~ kao i povecanju nivoa HDL holesterola

(probiotici L. acidophilus 145, B. longum 913 1 prebiotik oligofruktoza)75.
2.2. Surutka

2.2.1. Dobijanje surutke tokom procesa prerade mleka

Surutka je glavni sporedni proizvod industrije mleka koji nastaje pri kiselinskom ili

enzimskom tretmanu mleka Sama po sebi predstavlja ogroman problem jer se pri preradi
mleka svega 10,0-20,0% iskoristi za dobijanje sira, dok 80,0-90,0% mleka otpada na surutkuz.

Mleko predstavlja hranljivu te¢nost ne samo za ljude 1 Zivotinje ve¢ i za veliki broj
mikroorganizama koji mogu dovesti do njegovog kvarenja. Upravo iz tog razloga mleko
dobijeno neposredno nakon muze se odmah hladi na temperaturu 4,0 °C na kojoj se ¢uva
tokom procesa transporta od farme do fabrike za preradu mleka. Sema procesa prerade mleka

prikazana je na Slici 1.
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Slika 1. Sema industrijskog procesa prerade mleka

Sirovo mleko koje dolazi sa farme i ulazi u fabriku prikuplja se u sabirnim tankovima
(1) iz kojih se dalje pomocu pumpe (2) transportuje u sekciju A plocastog razmenjivaca toplote
(4). U plocastom razmenjivacu toplote vrsi se zagrevanje mleka na temperaturu od oko 60,0 °C
§to predstavlja pripremu mleka za proces standardizacije masti. Mleko se greje iskoriséavanjem
povratnog toka pasterizovanog mleka koje se pri tome hladi na temperaturu 45,0 °C. Ovakvim
nacinom grejanja 1 hladenja, potrosnja energije se svodi na minimum. Nakon grejanja mleko
napusta sekciju A na temperaturi 60,0 °C i pomocu pumpe (3) se transportuje u separator
masti (5) gde se vrsi njegova standardizacija. Standardizacija podrazumeva podesavanje sadrzaja

masti njihovim delimi¢nim uklanjanjem u uredaju koji se naziva separator masti. U separatoru
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se pod dejstvom centrifugalne sile komponente mleka razdvajaju zahvaljujuéi razlici njihovih
relativnih gustina. Masne globule ¢ija je gustina oko 890,0 kg/m’ na 60,0 °C, se pod dejstvom
centrifugalne sile krecu ka vrhu separatora, ostaju blize osi rotacije 1 dospevaju u vidu pavlake u
posebnu komoru. Sadrzaj masti u pavlaci je obi¢no oko 35,0-40,0% mada se moze podesiti na
zeljeni nivo u skladu sa potrebama. Obrano mleko sa gustinom od oko 1017,0 kg/m’ na 60,0
°C napusta separator klizeéi po ivici separatora, tj. udaljeno od ose rotacije, do komore za
priklupljanje obranog mleka. Vaze¢i standardizovani sadrzaj masti u mleku je 0,05% za obrano
mleko, 1,5-3,5% za konzumno mleko i 2,5-4,0% za mleko za proizvodnju sira.

Nakon procesa standardizacije, sadrzaj masti izdvojene pavlake se odrzava konstantnim
primenom kontrolnog sistema koji se sastoji od meraca gustine (7), regulatora protoka (8) i
regulacionog ventila (9). Mleko standardizovano na sadrzaj masti od 2,5 do 3,5% (pomocu
separatora masti) se prolazeci kroz ventil (6) i regulator protoka (8) transportuje u plocasti
razmenjivac toplote (sekcije B 1 C) u kome se vt$i njegova pasterizacija 15s na 72,0 °C radi
unistavanja vegetativnih celija patogenih mikroorganizama. Potrebno vreme zadrzavanja od
15s postize se pomocu posebne spiralne cevi (10) u kojoj se mleko sa temperaturom 72,0 °C
zadrzava ta¢no 15s. Moguci pad temperature beleZi se transmiterom koji u tom slucaju aktivira
povratni ventil (11) koji nedovoljno pasterizovano mleko vraca u sabirni tank (1). Ukoliko je
mleko adekvatno pasterizovano ono se pomocu pumpe (12) transportuje u razmenjivac toplote

kao povratni fluid iz koga izlazi sa temperaturom od 45,0°C. Ovako dobijeno standardizovano
1 pasterizovano mleko odlazi u dalje postupke prerade76’77’78. Dalji postupci prerade mleka

odnose se na procese koji se primenjuju pri proizvodnji fermentisanih mleka, sireva, kajmaka,
putera, sladoleda itd.

Proces proizvodnje sira podrazumeva kiselinski ili enzimski tretman mleka u kome
nastaje velika kolicina surutke. U prakticnom smislu to podrazumeva da se za proizvodnju 1,0
kg sira utrosi oko 10,0 L mleka pri ¢emu se izdvaja 9,0 L surutke.

Kiselinski tretman mleka je postupak u kome nastaju kazein i kazeinska surutka (kisela).
Kazeinski grus i kazeinati se dobijaju acidifikacijom obranog mleka dejstvom bakterija mlecne
kiseline na 25,0 °C ili upotrebom prehrambene hlorovodonicne ili sumporne kiseline na 45,0

°C. Kazein se talozi pri pH=4,5. Nakon toga, vrsi se separacija kazeinskog grusa i kisele
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kazeinske surutke, centrifugiranjem ili dekantiranjem. Tecnost dobijena nakon separacije
kazeinskog grusa je kisela kazeinska surutka koja se dalje moze preradivati.

Enzimski tretman mleka je tehnoloski postupak u kome nastaju sir i sirna surutka
(slatka). Slican je za veéinu sireva, sa malim modifikacijama vezanim za tvrdocu sira. Nakon
toga, mleko se hladi na temperaturu 30,0 °C i zasejava starter kulturom (kultura bakterija
mlecne kiseline) 1 enzimskom mesavinom-sirilom, koja sadrzi enzime renin (himozin) 1 pepsin.

. . o . ) . 76,77,78
U daljim procesima, nakon formiranja grusa kao supernatant se izdvaja surutka .

2.2.2. Sastav i svojstva surutke

Sastav 1 svojstva surutke zavise od kvaliteta mleka i1 tehnologije proizvodnje sira, tj.

.- .. . . . . .19 Y
nac¢ina koagulacije proteina mleka pri proizvodnji sira . Prema prosecnom sastavu, surutka

sadrzi oko 93,0% vode, 1 u nju prelazi preko 50,0% suve materije mleka. Najveéi deo surutke

Ve . \- .. 80 Ly . . .. ..
¢ini laktoza, dok manje od 1,0% cine proteini surutke . Koli¢ina mineralnih materija zavisi

uglavnom od nacina njenog dobijanja, a najveca variranja su u sastavu kalcijuma, fosfata,

mlecne kiseline 1 laktata kojih u kiseloj surutki ima vise nego u slatkoj81 (Tabela 1).

Tabela 1. Prosecan hemijski sastav slatke i kisele surutke (g/ L)81

Sastojak Slatka surutka Kisela surutka
Ukupna suva materija 63,0-70,0 63,0-70,0
Laktoza 46,0-52,0 44.0-46,0
Proteini 6,0-10,0 6,0-8,0
Kalcijum 0,4-0,6 1,2-1,6
Fosfati 1,0-3,0 2,0-4,5
Laktati 2,0 6,4
Hloridi 1,1 1,1

Udeo proteina u kiseloj i slatkoj surutki je veoma slican, i upravo su oni ti koji surutku

stavljaju u srediSte paznje §to se tice trziSta mlecnih proizvoda. U tradicionalnoj proizvodnji

sira, bez obzira na nacin koagulacije mleka, proteini surutke u celosti prelaze u surutku jer su

. . T .79 .. v - .. . -
neosetljivi na dejstvo kiselina i enzima ~, $to nije slucaj kod surutke dobijene u proizvodnji sira

. . . cuq - . 81 . .- o .
iz ultrafiltriranog ili termicki tretiranog mleka . Proteine surutke cine razlicite termolabilne
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frakcije kao sto su orlaktalbumin, f-laktoglobulin, albumin krvnog seruma, imunoglobulini 1

termostabilne  frakcije proteoza—peptonas. Slatka surutka osim proteina sadrzi i
glikomakropeptid (GMP) koji nastaje pri enzimskoj hidrolizi w-kazeina®'. Proteini surutke
spadaju u nutritivho najvrednije proteine zahvaljujuéi svom sastavu koji karakterise veliki udeo
esencijalnih aminokiselina (najvise lizina, cisteina i metionina). Zbog ovakvog aminokiselinskog
sastava, proteini surutke imaju mnogo vecu biolosku vrednost (ali i druge parametre hranljive
vrednosti) u poredenju sa kazeinom 1 drugim proteinima animalnog porekla, ukljucujudi i
proteine jaja koji su dugo smatrani referentnim. Iskoristljivost proteina surutke u organizmu
usko je povezana i sa odnosom cistein/metionin koji je kod proteina surutke oko 10 puta veéi

nego kod kazeina. Stoga ne cudi ¢injenica da se toplotno denaturisani proteini surutke gotovo

potpuno (100%) resorbuju u probavnom sistemu, dok je taj procenat kod kazeina znatno manji
.. . 8
iiznosi oko 75,0% .

Pored proteina surutka sadrzi i slobodne aminokiseline ¢iji udeo u surutki moze biti

veoma razlicit i najvise zavisi od stepena hidrolize kazeina pri proizvodniji sireva. Tako je udeo

slobodnih aminokiselina u slatkoj surutki oko 4 puta veci u nego u kiseloj, u kojoj je udeo istih

¢ak 10 puta veci nego u mleku’” (Tabela 2).

Tabela 2. Udeo aminokiselina u slatkoj i kiseloj surutki (mg/L) ”

Slobodne aminokiseline U proteinima
Surutka
Ukupne Esencijalne Ukupne Esencijalne
Slatka 132,7 51,00 6,490 3,326
Kisela 450,0 356,0 5,590 2,849

Proteini surutke imaju odlicna funkcionalna svojstva, poput dobre rastvorljivosti,
viskoznosti, sposobnosti Zeliranja i emulgovanja, pa se njihovi koncentrati veoma cesto koriste
u prehrambenoj industriji. Cinjenica da su proteini surutke lakse svarljivi od kazeina, koristi se
u proizvodnji hrane za bebe, kao i radi povecanja hranjive vrednosti ne samo mlecnih, nego 1
brojnih drugih prehrambenih proizvoda. Isto tako, potrebno je spomenuti i imunoglobuline i

druge glikoproteine (laktoferin, transferin), kao 1 enzime (lizozim, laktoperoksidaza) surutke

20



Doktorska disertacija Maja 1. Bulatovié

koji su veoma bitni ¢inioci imunoaktivhog potencijala surutke jer poseduju antimikrobna

svojstva, a takode mogu redukovati ili inhibirati alergijske reakcijeSZ.

Najveéi deo suve materije surutke cini laktoza (oko 70,0%) koja je vrlo vazan
energetski izvor koji doprinosi vrednosti surutke, a koja ima visestruku ulogu. Neki od
blagotvornih efekata laktoze su podsticanje peristaltike creva, olaksavanje apsorpcije kalcijuma i
fosfora, uspostavljanje blago kisele reakcije u crevima, ¢ime se sprecava rast i razmnozavanje
stetnih bakterija. Laktoza osigurava optimalni nivo magnezijuma, pa time poboljsava
razgradnju mlecne masti i ostalih hranljivih sastojaka u ljudskom organizmu, a ne ucestvuje u

nastanku zubnog plaka. Termicka obrada surutke prouzrokuje pretvaranje odredenog procenta
laktoze u laktulozu koja se ubraja u promotore rasta biﬁdobakterijas. Iz mleka u surutku

prelaze 1 vitamini rastvorni u vodi, s tim da je njihov udeo veoma promenljiv i znatno zavisi od
nac¢ina ¢uvanju surutke. Najznacajnije su koli¢ine riboflavina (B,), kao i kobalamina i folne
kiseline koji su uglavnom vezani za proteine surutke pa pri proizvodnji sira velikim delom
prelaze u surutku. Zanimljivo je da surutka moze da sadrzi vece kolic¢ine vitamina B, nego
mleko, §to je posledica metabolicke aktivnosti nekih bakterija mlecne kiseline pri proizvodnji

sira. Zahvaljujudi relativno velikoj koli¢ini riboflavina, surutka ima karakteristicnu Zuto-zelenu

. 79,83
boju .

.. . . .. 83 ..
zavisi od tehnoloskog postupka proizvodnje sira . U surutku prelaze skoro sve rastvorne soli i

mikroelementi iz mleka, ali i soli dodate u proizvodniji sira. S tim u vezi, udeo kalcijuma i

fosfora je mnogo vedi u kiseloj surutki s obzirom na to da je pri vecoj kiselosti medijuma veca i

.. . . . .. 79
rastvorljivost ovih mineralnih materija

2.2.3. Znacaj i mogucnosti iskori§¢avanja surutke

Mlecna industrija na globalnom nivou generise veoma veliku kolicinu surutke po litri
preradenog mleka, u zavisnosti od primenjenog procesa i finalnog proizvoda. Oko 50,0% od
ukupne koli¢ine svetske surutke se tretira i transformise u razli¢ite prehrambene proizvode. Od

ove kolicine oko 45,0% se koristi direktno u tecnom obliku, 30,0% u obliku surutke u prahu,

. . .84
15,0% kao laktoza, a ostatak kao proteinski koncentrati
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Zbog svog nutritivno vrednog sastava surutka je veoma dobar supstrat za primenu u
razlic¢itim biotehnoloskim procesima kao $to su proizvodnja mikrobne biomase i mikrobnih
metabolita. Bez obzira na to, jos uvek se svega polovina svetske surutke iskoris¢ava u

prehrambenoj i industriji vrenja, dok se ostatak ispusta u vodotokove bez prethodne

85,86,87,88,89,90
obrade” %505

. Ispustanje surutke u vodotokove sa jedne strane predstavlja neoprostiv

gubitak nutritivho vredne sirovine, a sa druge strane prouzrokuje velike ekoloske probleme
obzirom na visoke vrednosti HPK (hemijska potrosnja kiseonika) i BPK (bioloska potrosnja

kiseonika). HPK vrednost za kiselu surutku iznosi oko 75,0 kg/L dok za deproteinizovanu
iznosi oko 57,0 kg/L, dok sadrzaj organskog azota u kiseloj surutki iznosi oko 1,03 kg/ L

Kako je BPK (35,0-40,0 g/1) za razgradnju 1,0 L surutke jednak BPK otpadne vode
koju za 24,0 h nacini jedna osoba, a budu¢i da je koli¢ina surutke koju proizvodi jedna veca
sitana oko 50 000 L./dan ($to odgovara proizvodnji od oko $est tona sira dnevno), postrojenje
za bioloski tretman otpadne vode sirane prema velic¢ini bi odgovaralo postrojenju za bioloski
tretman otpadne vode grada od 50 000 stanovnika. Problem je jos slozeniji i zbog toga §$to, za
razliku od komunalnog otpada koji u vodotokove stize kontinuirano, odlaganje surutke

podrazumeva istakanje velikih kolicina odjednom, pa postrojenja za preradu mogu biti
, " .. .. 5 .
prekomerno opterecena usled ¢ega postoji stalna opasnost od havarije”. Cak se ni primenom

procesa prerade surutke ne uklanja rizik od zagadenja zivotne sredine. Prerada surutke
proizvodnjom proteinskih koncentrata podrazumeva primenu procesa ultrafiltracije pri cemu
kao filtrat nastaje permeat surutke. Permeat surutke sadrzi skoro celu kolicinu laktoze i soli
poreklom iz mleka $to uslovljava i visoku vrednost HPK (hemijska potrosnja kiseonka) od oko
20,0-60,0 kg O,/t. Usled ovako visoke vtednosti HPK odlaganje permeata surutke predstavlja

veoma veliki problem obzirom da njegovo tretiranje u fabrikama za preradu otpadnih voda nije

ekonomski isplativo a cesto ni moguc’egl. Odlaganje surutke kao otpada prouzrokuje niz
problema po pitanju zagadenja zivotne sredine, obzirom da utice na fizicku i hemijsku
strukturu zemljiSta, dovodi do smanjenja prinosa useva, a pri ispustanju u vodotokove
negativno utice na vodeni svet iscrpljivanjem kolic¢ine rastvorenog kiseonika. Bioloski tretman

otpadne surutke moze da doprinese njenom bezbednijem odlaganju ali je ovaj nacin prerade

79
otpadne surutke veoma skup .
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Da bi se resio problem odlaganja surutke, za sada najbolja alternativa je iskoris¢avanje
surutke procesima prerade kojima moze biti proizveden proizvod sa dodatom vrednoscu, ¢ime
se u potpunosti ili delimi¢no mogu umanjiti troskovi njenog odlaganja.

Mogucénost iskoris¢avanja surutke i njenih komponenata kao funkcionalnih ili
nutritivnih suplemenata u prehrambenim proizvodima je veoma Siroka. Surutka kao i njeni
konstituenti nalaze primenu u mleénim, konditorskim, pekarskim, mesnim/ribljim
proizvodima kao 1 u infant formulama, dijetetskim proizvodima, farmaceuticima i
nutraceuticima. Laktoza kao najzastupljeniji sastojak surutke doprinosi boji 1 ukusu
konditorskih i1 pekarskih proizvoda. Surutka i sastojci surutke doprinose ukusu, aromi, boji,
teksturi a u nekim slucajevima trajnosti pekarskih proizvoda. Primena demineralizovane
surutke je preporucljiva zbog njenog blagog ukusa koji je neophodan za primenu u proizvodnijt
mlec¢nih i ostalih proizvoda. Frakcionalizacijom surutke se dobijaju proteinski koncentrati,
bogati funkcionalnim sastojcima, ¢ija je primena narocito znacajna u pekarskoj, mesnoj i ribljoj
industriji. Termolabilnost kao vazno funkcionalno svojstvo proteina surutke doprinosi
strukturi mnogih prehrambenih proizvoda tokom procesa zagrevanja. Surutke iz koje je
uklonjena laktoza nalazi primenu u infant formulama, dok izdvojena laktoza, sa druge strane,
nalazi veliku primenu u farmaceuticima. Nutritivno vredni proteini surutke kao i prisustvo
razlicitih faktora rasta c¢ine surutku vaznom sirovinom za proizvodnju hrane za odrasle.
Visokonutritivi izolati surutke koji se hromatografski mogu izdvojiti nalaze primenu kao
bioaktivna jedinjenja (obi¢no su to prebiotici) koja uticu na aktivnost probiotskih bakterijskih

>

kultura kojima se proizvodi zdrava hrana u koju spadaju razne vrste jogurta

Do sada je veliki broj studija analizirao razlicite nacine za iskoriS¢avanje surutke
bazirane na primeni laktoze, proteina, vitamina rastvornih u vodi, minerala sa ciljem da se
proizvede koristan proizvod od industrijskog znacaja. Svi ovi nacini iskori§¢avanja surutke
podrazumevaju prethodnu preradu surutke kroz procese koji mogu biti veoma skupi, $to opet
celu pricu vraca na kolosek ve¢ ustaljenog neiskoris¢avanja surutke. Medutim, ohrabrujuca je
¢injenica da je iskoriS¢avanje surutke u velikim koli¢inama i na jeftin nacin mogude primenom
procesa fermentacije laktoze bakterijama mlecne kiseline. Medu brojnim procesima koji se

mogu primeniti za valorizaciju surutke, bioloska konverzija laktoze u mlec¢nu kiselinu
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primenom odgovarajucih vrsti roda Lactobacillus ima dvostruku prednost. Jednim procesom se

. Lo . . c1 . 93
resava problem zagadenja i u isto vreme proizvodi komercijalni proizvod ™.
2.2.4. Stanje i perspektiva iskori§¢avanja surutke

Uzimajuéi u obzir predvidanja vezana za proizvodnju sira projektovana do kraja 2019.
godine, proizvodnja surutke ¢e beleziti stalni rast od oko 2,0% godiénje4. Obzirom na stalni

porast proizvodnje i ¢injenicu da je surutka prepoznata kao sirovina sa velikim potencijalom,
sve je vedi broj istrazivanja usmeren na njeno maksimalno iskoriséavanje. Osnovni cilj kome se
poslednjih godina teZi jeste proizvodnja visokovrednih proizvoda kao $to su mlecna kiselina,

etanol, mikrobni proteini, f-D-galaktozidaza, vitamini, kao i proizvodnja unapredenih

79, 80, 81 ,82,83,90

prehrambenih proizvoda na bazi surutke . Ovi procesi uglavnom se baziraju na

iskoriséavanju laktoze, dominantnog secera u surutki.
Veliki zahtevi u pogledu tehnoloske opreme i kreiranja prihvatljivih tehnoloskih resenja

¢ine ove procese i dalje veoma skupim za realizaciju, pa se vecina fabrika ogranicava samo na
prvu generaciju proizvoda izvedenih iz laktoze™ (Slika 2). Usled toga svetska prerada surutke

bazirana je uglavnhom na njenom iskoris¢avanju u proizvodnji proizvoda koji ne zahtevaju

skupe tehnoloske procese.
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Slika 2. Razvoj procesa proizvodnje i iskoris¢avanja surutke

Jedan od novijih pravaca u iskoris¢avanju surutke je i proizvodnja zastitnog sloja na
bazi proteina surutke koji bi se koristio za pakovanje prehrambenih proizvoda tj. zamenjivao
delove ambalaze koji se tesko recikliraju. Takozvana ,,folija" od proteina surutke, koja bi mogla
da se koristi kao sloj prehrambene ambalaze, intenzivno se ispituje u nemackom istrazivackom
centru TTZ u Bremerhafenu”

Trenutno stanje na srpskom trzistu je takvo da su proizvodnja 1 izvoz surutke neznatni.
Godisnje se iz Srbije izveze surutke u vrednosti od nekoliko desetina hiljada dolara, dok je

uvoz znacajniji i krece se od 1,9 do 4,7 miliona dolara. Najvise se uvozi iz Hrvatske, Belgije,

Holandije, Madarske 1 Holandije%. Srbija je zemlja u kojoj je struktura mlecne proizvodnje

takva da skoro 90,0% proizvoda proizvedenih svake godine spadaju u grupu fermentisanih

proizvoda i te¢nog mleka’® (Slika 3).
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Slika 3. Zastupljenost proizvoda na trzistu mlecnih proizvoda u Srbiji

Nije tesko uociti da je proizvodnja i prerada mleka u Srbiji uglavnom usmerena na

proizvode koji ne zahtevaju puno vremena, za koje tehnoloski procesi proizvodnje nisu slozeni
. .. . . L. .. . Ly . vov. 96
1 dugotrajni. Takvi proizvodi imaju kratko vreme trajanja, ali se najvise koriste na trzistu

Kolic¢ina proizvoda od surutke je zanemarljivo mala u odnosu na fermentisane proizvode, $to
navodi na zakljucak da bi se fermentacijom surutke mogli dobiti proizvodi koji bi zauzeli
znacajnije mesto u paleti mlecnih proizvoda namenjenih sirokoj potrosnji. Obzirom na
trenutno nepostojanje postrojenja za preradu surutke, podsticanje prerade surutke u Srbiji
ustedelo bi ogroman novac koji se trenutno usmerava na njen uvoz. U pogledu perspektive
iskori$¢avanja surutke kao sirovine i u skladu sa postojeéim stanjem opreme u Srbiji, osnovni

cilj bi trebalo da bude podsticanje iskoris¢enja surutke u prehrambenoj industriji.
2.3. Proizvodnja fermentisanih napitaka na bazi surutke

2.3.1. Priprema sirovine

Proizvodnja fermentisanih napitaka na bazi surutke nosi sa sobom odredene poteskoce
koje ponekad nije lako prevaziéi. Kao prvo, visok udeo vode zajedno sa njenim sastavom cine
surutku veoma pogodnom podlogom za rast i razmnozavanje mikroorganizama, zbog cega je

neophodna njena termicka obrada. S druge strane, proteini surutke su termolabilni i pocinju da
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.y , . . 97 . oy . Svr .
se denaturisu ve¢ pri temperaturi od 60,0 °C” pa se pri uobicajenoj termickoj obradi (72,0
°C/15-20 s) deo prisutnih proteina talozi sto u velikoj meri komplikuje proces njene termicke
obrade. Stoga se nastoji da se termicki tretman na visokim temperaturama zameni

membranskim procesima (npr. mikrofiltracijom), primenom ultrazvuka ili nekim drugim

. v , L .. . 98 .
postupcima. Upotrebom ultrazvuka moze se povecati rastvorljivost proteina surutke” pa bi se
tako mogla smanjiti kolicina taloga nastalog tokom cuvanja napitaka. Osim toga,

zakiseljavanjem surutke na pH<3,9, proteini surutke postaju termostabilni pa se na taj nacin

moze spreciti njihova koagulacija, ¢ak i pri upotrebi UHT sterilizacijegg.
2.3.2. Formulisanje napitaka

Relativno visok udeo mineralnih materija u suvoj materiji surutke predstavlja jos jedan
problem u proizvodnji napitaka na bazi surutke, buduéi da su upravo mineralne materije
odgovorne za nepozeljni slani ukus surutke. Taj problem posebno je izrazen kod kisele surutke
u kojoj je zbog povisenog udela mlecne kiseline prisutna veéa koli¢ina rastvorenih mineralnih
materija (posebno Ca-fosfata i Ca-laktata) sto u proizvodnji napitaka na bazi surutke

prouzrokuje grudicavost i povecanu kiselost kona¢nog proizvoda, kao i1 nastanak vece kolicine
. Svp - .82 \ . . . - .
taloga pri termickoj obradi . Resavanje ovih problema svodi se na obogacivanje surutke

raznim dodacima koji bi maskirali nepozeljna senzorna svojstva napitaka na bazi surutke.
Medutim, osnovni nedostatak koji se javlja kod veéine ovih receptura baziranih na
obogadivanju surutke (pogotovo kod onih s dodatkom voca poput jabuke, kruske i banane)
jeste ucestala pojava talozenja usled visokog udela suve materije nastalog interakcijom proteina
surutke i sastojaka u suvoj materiji dodatka. Koli¢ina taloga se tokom duzeg skladistenja tj.
stajanja proizvoda jos vise povecava, te zbog toga na kraju ovi proizvodi lose prolaze na trzistu.
S druge strane, kona¢ni proizvod nema dovoljno dobra ostala senzorna svojstva ukoliko je
udeo suve materije voéne ili neke druge komponente prenizakloo. Stoga se veoma velikim
izazovom pokazalo pronalazenje optimalne mesavine vo¢nog koncentrata ili drugih dodataka i

surutke koja ¢e imati za potro§aca prihvatljiva senzorna svojstva. U tu svrhu sprovedena su

brojna istrazivanja iz kojih je proizadla citava paleta mogucih resenja kako bi se na kraju kao
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proizvod dobio napitak sa $to manje nedostataka. Tako se za postizanje prijatnog ukusa i
.. . . 8
mirisa predlaze dodatak metalnih glukonata .

Kako surutka ima upola manje suve materije (6,0-7,0%) od mleka, tako se njenom
fermentacijom dobijaju napici koji imaju slabiju punocu ukusa od fermentisanih mleka. Taj
problem je moguce resiti upotrebom probiotskih kultura koje proizvode egzopolisaharide ili
dodatakom hidrokoloida. Hidrokoloidi dodati u relativno malim kolicinama poveéavaju
viskoznost proizvoda i sprecavaju pojavu talozenja, a izbor pogodne vrste 1 udela ovih dodatka
kljucan je cinilac za proizvodnju fermentisanih napitaka. Naime, veoma je bitno da dodati
hidrokoloidi ne prekrivaju zeljenu aromu proizvoda, kao i da su delotvorni pri pH vrednostima
izmedu 4,0 1 4,6 karakteristicnim za ovu grupu proizvoda. Pogodnim za upotrebu u
proizvodnji fermentisanih napitaka na bazi surutke pokazali su se karboksimetil celuloza,

pektin, alginati i ksantan guma, ¢iji dodatak znacajno poboljSava punocu ukusa konacnog

. 101
proizvoda

2.3.2.1. Seéeri i zasladiva&i

Kivalitet zivota danasnjeg ¢oveka veoma zavisi od cula ukusa. Ukus je zapravo finalni
test koji ljudi koriste za nesvesno ispitivanje kvaliteta hrane koju konzumiraju. Konacnu odluku
o kvalitetu hrane ljudi donose na osnovu osecaja zadovoljstva ili nezadovoljstva koje osete pri
njenom konzumiranju. Brojna istrazivanja pokazuju da je ukus slatkog urodeno pozeljna
senzacija kod odojc¢adi koja ovaj ukus favorizuju u odnosu na ostale ukuse (slano, gorko, kiselo
1 ljuto) koje karakterisu kao neprimamljive. Ovakav urodeni nacin prepoznavanja slatkog ukusa
je zapravo i potvrda zasto slatke namirnice spadaju u najomiljenije.

Seéeri i zasladivad su komponente koje se dodaju pri formulisanju napitka, neposredno
pre procesa fermentacije ili tokom procesa konzervisanja voca ili voénih sokova koji bi kasnije
bili ukljuc¢eni u formulaciju. Pri formulisanju ove vrste napitaka najcesce korisceni Secer je
saharoza koja obezbeduje cist sladak ukus bez propratnih nezeljenih aroma i mirisa. Saharoza
moze biti koris¢ena u obliku praha, granula, kristala ili u obliku sirupa (67,0 w/w). Primena
preko 5,0% saharoze u formulaciji sa 16,0-20,0% suve materije moze dovesti do inhibicije
starter kulture 1 nemoguénosti proizvodnje aromati¢nih jedinjenja koja se prirodno proizvode

tokom procesa fermentacije. Sto se tice vestackih zasladivaca u dijetetskim napicima u
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najkoriscenije spadaju Aspartam i Nutrasweet. Ovi zasladivaci imaju dugotrajan pratec¢i ukus u
ustima usled cega nisu ba§ omiljeni kod potrosaca. Osim ovih u novije vreme se koriste i
Actilight, Acesulfam-k, Natren, Neohesperidin, Taumatin, i to pojedinacno ili u kombinaciji.

Izbor zasladivaca u svakom slucaju zavisi od dostupnosti, cene 1 zakonskog statusa njegove

. 102103104105
primene .

2.3.2.2. Stabilizatori - Ugus¢ivaci

Stabilizatori se pri proizvodnji prehrambenih proizvoda koriste u razlicite svrhe,
ukljucujuci uguséivanje 1 povecanje stabilnosti proizvoda, a veoma cesto i u cilju poboljsanja

106107
a >

ukus . Stabilizatori mogu biti prirodni, modifikovani ili sintetetski. Izbor stabilizatora ili

kombinacije stabilizatora koji se koriste u prehrambenim proizvodima u velikoj meri zavisi od
nekoliko faktora: funkcionalnih karakteristika stabilizatora, namene proizvoda, interakcije
stabilizatora sa drugim sastojcima hrane kao 1 pravne regulative vezane za primenu
stabilizatora. U jogurt stabilizatori se dodaju iz dva osnovna razloga: za zgusnjavanje ili
zeliranje 1 stabilizaciju jogurtnog matriksa' . Za postizanje ovih rezultata u najcesce
koris¢ene stabilizatore spadaju zelatin, karboksimetilceluloza 1 visoko metilovani pektin.

Zelatin je prirodni stabilizator izveden iz kolagena obi¢no poreklom iz svinjske koze,
govede koze ili govedih kostiju. Na ¢vrstinu gelova dobijenih primenom Zelatina moze uticati
nekoliko faktora i to pH, temperatura, vreme, stajanje i interakcije sa drugim sastojcima. Slicno,
ovi faktori mogu da uticu 1 na druge karakteristike Zelatinskog gela pa tako tacka topljenja, na
primer, moze biti izmenjena promenom koncentracije gela, duzinom stajanja, kao 1 usled

. . . . 106,107 . . . .
prisustva drugih sastojaka . Isto tako, na viskoznost gela mogu uticati pH i koncentracija

gela a posebno temperatura. Ovi uticaji na tacku topljenja i viskozitet mogu da uti¢u na osecaj
u ustima i druge senzorne karakteristike.

Pektini, iako se obi¢no povezuju za vocne Zelee i slatkise, takode mogu biti koriséeni u
. . . . . . . . 106,107
proizvodniji jogurta. Ova vrsta stabilizatora je izvedena iz kore citrusa i komine jabuke .

Pektin je ne-adsorbujuci polimer kada je u rastvoru sa kazeinskim micelama pri pH 6,7.

Adsorpcija pektina na kazeinske micele je viseslojna i odvija se pri pH = 5,0110. Mehanizam

stabilizacije pomocu pektina podrazumeva distribuciju naelektrisanja duz lanca pektina.
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Adsorpcija pektinskog lanca na micelarnu povrsinu se odvija na naelektrisanim delovima, dok
su nenaelektrisani delovi u obliku entropijski bogatih petlji koje se prostiru u rastvor. Sterna

odbojnost izazvana prisustvom ovih petlji odrzava pektinom oblozene kazeinske micele

111112 . . . .
7. Medutim, u stabilnom sistemu, ne adsorbuje se sav

stabilnim na niskim pH vrednostima
pektin na kazeinske micele. Stoga, slab gel ili mrezna struktura koja se sastoji od

neadsorbirovanog pektina u serumu i pektinom oblozenih kazeinskih micela promovise

v . . 113
dugoroc¢nu stabilnost fermentisanih mleka ™.

Koncentrat proteina surutke (KPS) se koristi za poboljsanje fizickih osobina i

nutritivne vrednosti fermentisanih mle¢nih proizvodalm. Poboljsanje fizickih karakteristika ove
vrste napitaka dodatkom KPS je do sada veoma ispitivano. Obogaéivanje uzoraka
rekonstituisanog obranog mleka (6,0% suve materije) sa KPS u koli¢ini od 0,5 do 3,0% pre
procesa termicke obrade, dovodi do poveéanja koeficijenta konzistencije, tiksotropije i
smanjenja veli¢ine Cestica u uzorcima. Kazein se smatra neophodnim za formiranje strukture a
proteini surutke samo podrzavaju njeno formiranje. Do nivoa od 2,0% KPS uticaj na strukturu
se moze pripisati vise kazein-proteini surutke interakcijama 1 proteini surutke-proteini surutke
interakcijama. Medutim, iznad ovog nivoa, proteini surutke slabe strukturu usled smanjenja

odnosa kazein-proteini surutke 1 povecanja agregacije denaturisanih proteina surutke sa

. . 115 .. L .. . . .
kazeinom 1 medusobno . Napici obogaceni proteinima mleka ili kazeinom su grublje
strukture i manje privlacni od napitaka obogacenih proteinima surutke. Radi postizanja sto
boljih senzornih karakteristika preporuka je koristiti proteine surutke u kombinaciji sa ostalim

stabilizatorima.

2.3.2.3. Voce i voéni sokovi

Voce se oduvek koristi za poboljsanje ukusa razlicitth mlecnih proizvoda. Medutim,
zbog prisustva fitohemikalija u vecini vocnih plodova, njegov angazman je uvecan u smislu
postizanja tzv. "wellness" efekta velikog broja proizvoda koji ga sadrze. Voéni plodovi su bogat
izvor raznih vaznih fito sastojaka kao $to su vitamini, mineralne materije, antioksidansi i
prehrambena vlakna. Ugradivanje voca u mleéne proizvode ne samo da pomaze u "uvecanju
vrednosti" 1 "uveéanju raznovrsnosti" proizvoda, ve¢ takode pomaze u umanjenju gubitaka

nakon berbe.

30



Doktorska disertacija Maja 1. Bulatovié

Spajanje mle¢nih proizvoda i vocnih sokova formulisanjem tzv. “juicecenticals' vocnih
jogurta, koji su tipicni primeri hibridnih mle¢nih proizvoda, nudi odlican zdravstveni efekat,
ukus i prakti¢nost takvih proizvoda.

Tipicni primeri vezani za ukljucivanje voca u mle¢ne proizvode su sladoled 1 zamrznuti

deserti, voéni jogurti, razni namazi itd. Postoji veliki broj receptura koje su do sada razvijene na

.. . .. v - . . , , . 116117
principu kombinacije mle¢nih proizvoda i voca ili voénih sokova .

Visoko prihvatljiv napitak je i mango burfi koji se priprema od bivoljeg mleka uz
dodatak 15,0% mango pulpe (m/v), 5,0% Secera (v/v) i 0,15% kurkuma praha (v/v) .
I(oriééenje mango pulpe pomaze u postizanju zeljene boje burfi-ja, ¢ime se izbegava dodavanje
sintetickih boja.

Voéni jogurt od maline prihvatljivog kvaliteta dobija se mesanjem koncentrata malina
(64,0 °Briksa ) u kolicini od 10,0% sa 0,5% pektina, posle inkubacije' .

Nedavno, dolazi do rasta trenda obogacivanja fermentisanih mle¢nih proizvoda sa
voéem i vocnim sokovima. Dodatak voca, vocnih aroma i vocnih koncentrata poboljsava
punocu ukusa, teksturu, boju i prosiruje paletu fermentisanih mleka. Preradeno voce se sve
cesée primenjuje kao dodatak fermentisanih mleka u oblicima kao sto su vocne kase, vocni
komadidi, vocni situpi/sokovi, gnjeceno voce, smrznuto Voc'elzo, itd. Koli¢ina voca koje se
dodaje se krece u rasponu od 4,0 do 20,0% u zavisnosti od vrste voca i njegove koncentracije.
Mango pulpa i sok od ananasa mogu da se koriste na zadovoljavajué nacin u kolicinama do
20,0% pri pipremi vocnih jogurta >

U literaturi postoji veliki broj formulacije za te¢ne proizvode na bazi surutke, proteina
surutke ili ¢ak permeata surutke. Jedna od najranijih referenci vezanih za vocéne sokove
pojavljuje se jos 1976. godine, kada istrazivac¢ Bangert122 predlaze koncentrisani sok od
narandze sa dodatkom limunske kiseline kao acidulanta. Od tada, napici sa narandzom i

123124125

limunom predstavljaju najc¢esce formulisane napitke . Medutim, i niz drugih vrsti voca

se takode veoma uspesno primenjuje u formulacijama, i to tropsko voce (grejpfrut ili
. . 126 . . v . y v - AT
mandarina, banana, mango, papaja ) i voca kao s$to su jabuke, kruske, tresnje, dinje ili

kajsij6127. Bobicasto voce (grozde, borovnica, jagoda, malina , kupina ili dud) takode spada u
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posebno zdrave dodatke napicima, pa tako npr. napitak na bazi surutke sa dodatkom jagode

predstavlja napitak bogat gvozdem koji utice na vrednost hernoglobina128
2.3.3. Fermentacija surutke

Tradicionalni funkcionalni i probiotski napici podrazumevaju mleko kao osnovnu
sirovinu u proizvodnji. Usled sve veée nestasice hrane, u koju se takode ubraja i mleko, u
poslednje vreme se sve vise aktuelizuje proizvodnja funkcionalnih i probiotskih napitaka na
bazi surutke kao primarne sirovine. Glavni nosioci procesa proizvodnje funkcionalnih napitaka
na bazi surutke su, pored same sirovine, bakterije mlecne kiseline (BMK).

Kao industrijski proizvodni mikroorganizmi najcesce se koriste vrste roda Lactobacillus
od kojih veéina spada u probiotike zbog svog povoljnog dejstva na zdravlje ljudi i Zivotinja, a
sposobne su i za stereospecificnu proizvodnju mle¢ne kiseline' > U prirodi naseljavaju stanista
bogata aminokiselinama, peptidima, nukleotidima, masnim kiselinama, vitaminima B grupe,
mineralima i drugim neophodnim faktorima rasta, kao Sto je na primer digestivni trakt ljudi i

zivotinja. Ove bakterije uglavnom koriste dosta slozene medijume za rast jer ne mogu same da
sintetiSu  sve potrebne nutrijente . U industrijskim uslovima je najces¢e neophodno

obogadivanje medijuma izvorima azota i vitaminima za postizanje visokih prinosa, $to se

v \ . . 129
odrazava na ukupne troskove proizvodnje .

2.3.3.1. Jogurtne starter kulture

Ispitivanjem mikroflore tradicionalnog jogurta koji se prvo poceo proizvoditi na
Bliskom Istoku, utvrdeno je da su dominantne bakterijske vrste Gram-pozitivni Stapici i koke.
Iako se nomenklatura ovih vrsti tokom godina menjala generalno je usvojeno da u bakterije

neophodne za proizvodnju jogurta spadaju Streptococcus thermophilus i Lactobacillus delbrueckii ssp.

bu{gamml?)o. Ove dve vrste bakterija sinergisticki rastu u mleku, poveéavajuc’i njegovu kiselost
produkcijom mlec¢ne kiseline, koaguliSu proteine mleka i proizvode specificna jedinjenja koja
doprinose aromi jogurta. U nekim zemljama, postoji zakonska obaveza da ILactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus bude primenjen kao kultura za svaki mle¢ni proizvod oznacen kao

"jogurt", jer tipican ukus jogurta zavisi iskljuc¢ivo od prisustva Lactobacillus delbrueckii ssp.
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bulgaricus. Medutim, u drugim zemljama, kao $to je npr. slucaj sa Australijom, dozvoljena je
primena i drugih termofilnih bakterija mlecne kiseline, kao $to su Lactobacillus helveticus i
Lactobacillus jugnrti. Prema zakonodavstvu u oblasti prehrambene industrije nekih zemalja,
primenjene bakterije u proizvodu moraju biti prisutne u velikom broju, i takode da taj broj

bude stabilan tokom procesa skladiStenja proizvoda. U literaturi, starter kulture su definisane

kao preparati jednog ili viSe sojeva jedne ili vise mikrobioloskih vesta . Mleéni starteri su
najbitnija komponenta u proizvodnji visokokvalitetnih fermentisanih mleka. Mlecne kulture su
bezopasni, bezbedni, aktivni mikroorganizmi koji pruzaju pozeljan i predvidljiv ukus i teksturu
fermentisanih mlec¢nih proizvoda. U zavisnosti od koncentracije, oni se dodaju direktno ili vise
puta umnozavaju pre upotrebe.

Istorijski gledano, starter kultura je jednostavno uzorak fermentisane hrane. Ovi tipovi
startera se nazivaju zanatske ili nedefinisane kulture. Oni sadrze istorijski testirane mesavine
starter kultura. Cesto stvarni identitet mikroorganizama prisutnih u me$ovitoj kulturi nije
poznat, a pojedinacne vrste nije lako okarakterisati ni mikrobioloski ni biohemijski. Procenat
razli¢itth mikroorganizama u mesovitoj kulturi varira od proizvoda do proizvoda. Stoga je
glavna mana zanatskih kultura da daju nedosledan kvalitet proizvoda. Pored toga, duzina
fermentacije moze da varira iz dana u dan, $to veoma utice na dinamiku proizvodnje. Usled
toga, velikim proizvodnim pogonima gde je precizna dinamika i dosledan kvalitet proizvoda od
sustinskog znacaja, zanatski starteri se ne mogu koristiti. Umesto njih, definisane kulture su
postale dominantne' . Definisane kulture sadrze fizioloski, biohemijski 1 geneticki
okarakterisane sojeve, koji se koriste pojedinac¢no ili kao mesavina. Vecina tih sojeva je
izolovana iz divljih ili zanatskih kultura. Oni su okarakterisani i zatim selektovani na osnovu
pozeljnih osobina. Otuda ove kulture daju konstantan kvalitet, i fleksibilnost po pitanju
modifikacije proizvodnje prema zahtevima, npr. visoke produktivnosti tj. kvaliteta i
bezbednosti' >

Streptococcus thermophilus je jedini mlecni starter iz roda Streptococeus, preferira disaharide
laktozu i saharozu, dok je rast na konstitutivhim monosaharidima, glukozi, fruktozi i galaktozi
znatno sporiji od rasta na disaharidima'>*. . thermophilus ima ogranicenu proteoliticku
aktivnost 1 zahteva dodatne slobodne aminokiseline za svoj rast. To su glutaminska kiselina,

histidin, cistein, metionin, valin, leucin, izoleucin, triptofan, arginin i tirozin. Medutim,
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slobodne aminokiseline prirodno prisutne u mleku nisu dovoljne za postizanje zadovoljavajuce
aktivnosti ovog mikroorganizma. Slobodne aminokiseline se obezbeduju pri procesu termicke

obrade mleka, ili se apsorbuju iz peptida kratkog lanca koji nastaju razgradnjom proteina mleka

pomocu Lactobacillus delbrueckii ssp . bulgaricus 19

Lactobacillus ~ delbruneckii ssp. bulgaricus pripada vrsti L. delbrueckii, sposoban je da

fermentise laktozu 1 poseduje enzim ,B—galaktozidazul%. Proteoliticki sistem laktobacila se
sastoji od proteinaza i peptidaza koji se u ¢elijama nalaze na razlicitim lokacijama. Proteinaze se
uglavnom nalaze u ¢elijskom zidu, i njthova aktivnost je regulisana temperaturom 1 fazom rasta.
Visoka proteoliticka aktivnost je vazna u proizvodnji jogurta, jer peptidi koji se oslobadaju
dejstvom L. bulgaricus, stimuliSu rast S. thermophilus. lako je aktivnost proteinaza veoma visoka,

aktivnost peptidaza je ogranicena i oslanja se na metabolizam peptida kao izvora slobodnih
. .. ., 130
aminokiselina od strane . thermophilus

Hiljadama godina ove dve bakterije su se koristile radi zdruzene fermentacije mleka.
Postoje vazni razlozi za ovu sinergisticku vezu na osnovu metabolicke kompatibilnosti izmedu
dve vrste. Studije su pokazale da kombinovana kultura bakterija proizvodi mnogo vecu kiselost
nego izolovani sojevi. Dok kombinovana kultura proizvodi kiselost > 10,0 g/L u roku od 4,0

h, vrednosti koje se dobijaju primenom pojedinacnih sojeva su 4,0 g/L i 2,0 g/L za .
thermophilus 1 1. delbrueckii ssp. bulgaricus, respektivnoBO. S. thermophilus raste brze nego L.

delbrueckii ssp. bulgaricus, barem u pocetku procesa fermentacije, 1 ve¢ tada proizvodi znacajnu
koli¢inu mlecne kiseline. S. thermophilus tokom rasta oslobada CO, razgradnjom uree i mravlje
kiseline, koristi kiseonik u medijumu, ¢ime obezbeduje povoljan oksidoredukcioni potencijal za
L. delbrueckii ssp. bulgaricus. Povecana kiselost (pH oko 5,4), CO, 1 mravlja kiselina stimulisu rast
laktobacila koji su tolerantniji na kisele uslove od S. #hermophilus. Medutim rast S. thermophilus
zavisi takode od metabolickog ucinka L. delbrueckii ssp. bulgaricus koji ima izrazenu proteoliticku
aktivnost. On oslobada ekstracelularne proteinaze koje hidrolizuju kazein i druge mlecne
proteine i proizvodi esencijalne aminokiseline, posebno valin, neophodne za rast S. zhermophilus,
koji ima slabu proteoliticku aktivnost. Temperatura 42,0 °C je optimalna temperatura
sinergistickog rasta ove dve bakterije. Optimalna temperatura rasta S. thermophilus je 37,0 ° C,

dok je optimalna temperatura rasta L. delbrueckii ssp. bulgaricus 45,0 °C. Kada se temperatura
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inkubacije poveéa iznad 42,0 °C, favorizovan je rast laktobacila, dok temperature ispod 42,0 °C
dovode do poveéanog rasta streptokoka. Promene temperature fermentacije dovode do

promene odnosa streptokoka i laktobacila. Optimum za postizanje odgovaraju¢ih senzornih

karakteristika jogurta je da ove dve kulture budu u odnosu 1 : 1.

Starter kultura takode poboljsava hranljivu vrednost i svarljivost jogurta kao probiotika.
lako se zna da . thermophilus ne kolonizuje intestinalni trakt, konzumiranje zivih éeh'ja moze
poboljsati varenje laktoze kod laktoza-netolerantnih ljudi. Takode je pokazano da takvi
pojedinci tolerisu jogurt bolje od ostalih mle¢nih proizvoda koji sadrze istu koli¢inu laktoze.
Jedno objasnjenje za ovu pojavu je da zive c'elije S. thermophilus opstaju u zelucu 1 bivaju lizirane
tek u gastrointestinalnom traktu. Tek tada se intracelularna f-galaktozidaza oslobada i

hidrolizuje laktozu, koja u tom slucaju ne dospeva do debelog creva i simptomi netolerancije

. ... 138
na laktozu se ne javljaju

2.3.3.2. Probiotske starter kulture

Probiotici su mikroorganizmi prevashodno izolovani iz gastrointestinalnog trakta
coveka. Medu najpoznatije spadaju vrste Lactobacillus 1 Bifidobacterium. E. faecium, E. faecalis, L.
lactis ssp. lactis, Lenconostoc mesenteroides, Propionibacterium  freudenreichii, Pediococcus  acidilactici,

Sporolactobacillus inulinus, neke Bacillus vrste, kao 1 kvasci Saccharomyces cerevisiae 1 Saccharomyces

.. 139140141 142
bolardis =~ .

Interes za probioticima je u poslednjih nekoliko godina znatno porastao, posebno u
pogledu dodavanja vrsti Bifidobacterium  bifidum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rbamnosus,
Lactobacillus  casez, Lactobacillus renteri u fermentisane mlecne proizvode kao $to je jogurt.
Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium animalis ssp. lactis su bakterije koje sporo rastu u mleku jer

nemaju znacajnu proteoliticku aktivnost i iz tog razloga obi¢no se kombinuju sa vrstom

Streptococcus fbemo])bz'/ml43. Probiotski mle¢ni proizvodi osim probiotskih moraju da imaju i
pozeljna senzorna svojstva. Za postizanje optimalnih senzornih svojstava obi¢no se koristi
meSavina razli¢itth bakterija. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ima Siroku primenu u tim
kombinacijama zbog formiranja i proizvodnje aromati¢nih jedinjenja. Jedna od optimalnih
kombinacija probiotskih bakterija je kultura pod nazivom ABT koja sadrzi kombinaciju L.

acidophilus, Bifidobacterinm lactis 1 S.  thermophilus. ABY kulture sadrze istu kombinaciju
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mikroorganizama kao i ABT kulture, uz dodatak soja L. bulgaricus, 1 ove dve kulture se uspesno

. .. . .. 144 143 140
primenjuju u proizvodnji jogurta .

L. acidophilus je Gram pozitivna, anaerobna ili fakultativho anaerobna, nepokretna,

katalaza (-), Stapicasta bakterija. To je homofermentativna bakterija koja ima optimalan rast na

35,0-38,0 °C i pH intervalu od 5,5-6,0'*>. Prvi put je izolovan iz deije stolice od strane Ernst
Moroa 1900. godine, da bi 1970. godine bio zvani¢no priznat kao L.acidophilus od strane

Hansena 1 Mockuata. Ovaj termin oznacava bakterije mlecne kiseline koje mogu rasti u kiseloj

. 146147
redini

. L. acidophilus ima antimikrobnu aktivhost zbog formiranja organskih kiselina
(mlecna kiselina, sircetna kiselina, itd), H,O, i bakteriocina (Lactocidin, Acidophilin, Acidolin,
Lactocin B). Kao rezultat dejstva L. acidophilus, crevne infekcije 1 bolesti mogu se staviti pod

kontrolu i negativni efekti antibiotskih tretmana mogu biti eliminisani. L. acidophilus je otporan

na zucne kiseline i ima jak antibiotski efekat na E. ¢/ 1 druge crevne patogene148

Upotreba vrsta roda Bifidobacterium u fermentisanim mlecnim proizvodima kao i sve
bolje poznavanje njihove taksonomije 1 ekologije rezultiralo je poveéanjem njthove
popularnosti u kasnim 1970-im godinama proslog veka. One postaju sve popularnije obzirom
na formiranje niskog sadrzaja mlecne kiseline tokom procesa skladistenja i vece produkcije L
(+) mlec¢ne kiseline u odnosu na D (-) mle¢nu kiselinu. Medu mnogim probiotskim osobinama
koje su pripisane bifidobakterijama spadaju 1 indukcija proizvodnje imunoglobulina,
poboljsanje hranljive vrednosti namirnica asimilacijom nutrijenata koji ne mogu biti

metabolisani od strane domacina, anti-kancerogena aktivnost i sposobnost sinteze folne

... 149 . iy . . .. . . o .
kiseline' . U okviru razli¢itih probiotskih bakterija, Bifidobacterium lactis je intenzivno

proucavan i njegov pozitivan uticaj na zdravlje domacina je ve¢ veoma poznat. B. lactis je

pozeljna vrsta u industrijskoj proizvodnji zbog izrazenije tolerancije na kiseonik i kisele uslove

. . . .. 150151
u poredenju sa drugim vrstama bifidobakterija ™ .

L. casei spada u podgrupu Streptobacteria 1 ima precnik manji od 1,5 um, tendenciju da
obrazuje lance, nema flagele, 1 predstavlja nepokretan fakultativno homofermentativan Stapic.
Ima temperaturni optimum rasta na 28,0-32,0 °C a moze rasti i na 15,0 °C, izuzetno u nekim
uslovima ¢ak moze pokazati rast i na 6,0-7,0 °C. L. casei kotisti sorbitol i sorbat ali pokazuje

nisku stopu fermentacijske aktivnosti na maltozi i saharozi. Za rast zahteva riboflavin, folnu
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kiselinu, Ca-pantotenat i niacin. Ne formira gas i pokazuje jaku proteoliticku aktivnost nakon

liziranja152’153. L .casei se koristi kao pojedinacna kultura ili u smesi sa drugim kulturama radi
poboljsanja senzornih svojstava u tradicionalnim mle¢nim proizvodima kao sto su kefir "ve
Laban Zeer", sirevi Provolone i Parmezan, i noviji proizvodi kao sto su Yakult, Actimel,
Gefilus 1 Vifit.

Zbog svojih svojstava, probiotik Lactobacillus rbamnosus GG ili Lactobacillus GG je
najéeééi mikroorganizam koji se koristi u mle¢nim proizvodima namenjenim bebama 1 deci.
Lactobacillus rbamnosus GG, je izolovan iz covekove stolice 1983. godine i patentiran je 1985. To
je jedan od najispitivanijih sojeva i jedna je od najéeéée primenjivanijih vrsta bakterija u
pripremi probiotske hrane. Ima sufiks "GG" jer je otkriven u Univerzitetu Tufts od strane dva
naucnika Shervood Gorbach 1 Barri Goldin. Lactobacillus rhamnosus GG je prvi put koriscen u
studijama 1990. godine kada je i otkriven njegov pozitivan uticaj na zdravlje dece. Neke od

glavnih osobina Lactobacillus rhammnosus GG su to $to je poreklom iz ljudske intestinalne flore,

. . .. . . . . 154
otporan je na niske pH vrednosti i naseljava gastrointestinalni trakt = .

2.3.3.3. Starteri producenti egzopolisaharida

U mnogim fermentisanim mle¢nim proizvodima, bakterije mlecne kiseline se koriste za
poboljsanje tekturalnih karakteristika fermentisanog prehrambenog proizvoda putem
proizvodnje egzopolisaharida (EPS). EPS su polimerna jedinjenja koja se smatraju prirodnim
uguscivacima koji doprinose strukturi fermentisanih mle¢nih proizvodal55

Do sada je oko 30 vrsta laktobacila okarakterisano kao izraziti producenti
egzopolisaharida. Medu njima, najpoznatiji su: L. cases, L. acidophilus, 1. brevis, L. curvatus, L.
delbrueckii ssp. bulgaricus, L.helveticus, L. rbhamnosus, L plantarum, L. jobnsonii, itd. Oni uglavhom

rastu na temperaturama izmedu 30,0 i 37,0 °C u bogatim medijumima kao $to su MRS bujon,

mleko ili derivati mleka. Mnogi od ovih sojeva proizvode ekstracelularne polisaharidels6 koji
daju lepljivu reolosku strukturu fermentisanih proizvoda. Kolicina EPS-a koja se proizvodi

primenom bakterija mlecne kiseline je relativno niska (40,0-800,0 mg/L) u poredenju sa

koli¢inom ksantan gume (10,0-25,0 g/1) proizvedenom npt. iz Xs. campestris 7 Postoji veliki

broj sojeva koji su u stanju da proizvedu EPS i koji se komercijalno veé koriste.
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Lactobacillus fermentum proizvodi oko 100,0 mg/L EPS u MRS bujonu. Precisceni
rastvor (1,0%, m/v) egzopolisaharida proizvedenog pomocu ovog soja pokazuje visoku
viskoznost od 0,88 Pa x s pri brzini smicanja od 10 s 18,

Lactobacillus  rhamnosus proizvodi od 931,0 do 1275,0 mg/L egzopolisaharida iz
glukoznog ili laktoznog medijuma na temperaturama 32,0 ili 37,0 °Cc!. Proizvedeni

egzopolisaharid poseduje 72,0% glukozni ekvivalent i 1,1% sadrzaj proteina. Pri najveéoj

koncentraciji (oko 20,0 g/L), viskozitet rastvora ovog egzopolisaharida iznosi oko 17,7 mPa x

160
S .

Streptococcus  thermophilus  proizvodi 20,0-100,0 mg/L egzopolisaharida u mlecnom
medijumu. Egzopolisaharidi sintetizovani iz ovog soja su razlicitth molekulskih masa, u
rasponu od 10 do vise od 5000 kDa. Oni su sastavljeni od galaktoze i ramnoze u molskom
odnosu 2,5:1161. Proizvedeni egzopolisaharid ispoljava 94,0% glukozni ekvivalent i sadrzaj

proteina oko 0,6%. Rastvor sa najveéom koncentracijom egzopolisaharida (20,0 g/L) ispoljava

viskoznost od 13,14 mPa x 5160

Bifidobakterije nakon 24 sata gajenja proizvode od 0,32 do 0,53 g/ L' B, longum BB-

79 produkuje oko 047 /L', EPS iz B. infantis sadrsi 55,0% elukozni ekvivalenat i 0,7%

proteina, visoka koncentracija rastvora (20,0 g/L) ovog egzopoliaharida postize viskoznost od

9518 mPaxs .

Ova jedinjenja imaju veliki znacaj jer mogu delovati kao prirodni uguséivaci koji
poboljsavaju teksturu, smanjuju sineresis i nivo masti u kiselo-mle¢nim proizvodima. U
prehrambenoj industriji, EPS se najcesce koriste kao aditivi u hrani za njeno Zzeliranje,

stabilizovanje ili uguscivanje. Danas postoji sve veci interes za mikrobnom proizvodnjom

polisaharida164.

Uvid u biolosku funkciju EPS-a moze ponuditi bolje razumevanje ovih jedinjenja pre
dizajniranja fizioloskih parametara koji vode ka VCéOj proizvodnji EPS-a. Stavide, takve
informacije bi omoguéile da se pronadu optimalni parametri za poveéanje njihove proizvodnje.
Medutim, fizioloska funkcija EPS-a nije jo$ uvek dovoljno jasna. Oni verovatno ne sluze kao

rezervni izvor energije i ugljenika, jer vrste bakterija koje ih proizvode uglavnom nisu sposobne
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da razgraduju sopstvene egzopolisaharide, dok razli¢iti mikroorganizmi imaju sposobnost da

metabolisu polisaharide drugih bakterija165.
2.3.4. Proizvodnja fermentisanih napitaka na bazi surutke

2.3.4.1. Sema procesa proizvodnje fermentisanog napitka na bazi surutke

Obzirom da je postupak proizvodnje fermentisanog napitka na bazi surutke prakticno
isti kao postupak koji se ve¢ primenjuje u proizvodnji jogurta, ne postoje posebni zahtevi za

implementaciju ovog procesa u postojece pogone mlecne industrije.
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Na Slici 4 data je Sema procesa proizvodnje fermentisanog napitka na bazi surutke, mleka i

vocénog soka.

MLEKO

MESANJTE

— -

Starter kultura ’E{> INOKULACIJA

ABY-6

FERMENTACIJA
T=42°C

HLADENJE

{ PAKOVANIJE ]

Slika 4. Sema procesa proizvodnje fermentisanog napitka na bazi surutke
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Na Slici 5 data je tehnoloska $ema procesa proizvodnje fermentisanog napitka na bazi surutke,

mleka 1 voénog soka.

SITRFTI'KA—»—I

MLEKO —.a..-].

VOCNI _L I

SOK —*

Starter |
Kkultura

i

Hladjenje

Aktivacya

Funkcionalnd napitak na ‘:" [
bazn surutke

Homogenzacya

Slika 5. Tehnoloska Sema procesa proizvodnje fermentisanog napitka na bazi surutke

2.3.4.1. Osnovni parametri procesa proizvodnje fermentisanih napitaka na bazi surutke

Pri proizvodnji fermentisanih napitaka na bazi surutke neophodno je ispunjavanje
nekoliko vaznih kriterijuma:
- Ekonomicnost procesa
- Funkcionalnost proizvoda (broj ¢elija, sadrzaj mlecne kiseline i proteina)
- Zadovoljavajuca senzorna svojstva proizvoda
- Stabilnost tokom duzeg perioda ¢uvanja proizvoda

U osnovne parametre procesa proizvodnje fermentisanog napitka na bazi surutke
spadaju: pH vrednost, temperatura, vreme fermentacije, koncentracija inokuluma, broj ¢elija.
Jedino adekvatnim podesavanjem ovih parametara moguce je maksimalno optimizovati proces

proizvodnje i ispuniti zadate kriterijume.
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PH vrednost

Dosadasnja istrazivanja vezana za proizvodnju napitaka na bazi surutke su koncipirana

.. . . . C ey 166,167 168
tako da se proces fermentacije surutke vodi do postizanja pH vrednosti priblizno 4,6 "

¢ime se postize ispunjavanje sva Cetiri vazna kriterijuma u proizvodnji napitaka na bazi surutke.

Prema navodima Gorskog169 i Ravula' ", a u skladu sa Food Standards Code HS8, vrednosti

b
pH = 4,5 mogu negativno uticati na metabolizam i prezivljavanje baktetija ptimenjenih u
procesu proizvodnje napitaka. Postavljanje vrednosti pH=4,6 kao zavrine tacke fermentacije

bitno je sa stanovista prezivljavanja bakterija, a samim tim 1 funkcionalnosti dobijenog napitka.

) ) S . e 167
Da bi se napitak smatrao probiotskim mora sadrzati minimum 10° CFU/mL Zivih éelija

tako da je radi ispunjavanja kriterijuma funkcionalnosti neophodno da se pH vrednost na kraju
fermentacije ne spusti ispod vrednosti 4,5.
Temperatura

Bakterije mlecne kiseline se mogu klasifikovati kao termofilni ili mezofilni
mikroorganizmi. Lactobacillus delbrueckii spada u mezofilne bakterije, koje rastu na 17,0-50,0 °C i
imaju optimalan rast izmedu 20,0-40,0 °C'"".

U nekim slucajevima najveca produktivhost ovih bakterija postize se na nizim
temperaturama, dok se maksimalni prinos postize na nesto viSim temperaturama. Za L.
amilophilus, za koijl je poznato da raste na 15,0 °C , ali ne i na 45,0 °C, optimalne temperature za
maksimalnu produktivnost i prinos iznose 25,0 i 35,0 °C, respektivno. Za L. casei i L. paracasei

optimalne temperature su 37,0 1 44,0 °C, dok L. Jactis i L. rhamnosus ostvaruju najvec'i prinos 1

produktivnost na 33,0 do 35,0 °C i 41,0 do 45,0 °C, respektivno'
Vreme

U pogledu vremena trajanja fermentacije, BMK se znatno duze prilagodavaju 1 rastu u

. . . .. .. .., 167,168
surutki. Posledica toga je dugo trajanje fermentacije surutke, 15,0 h 1 vise . Prema

navodima iz literaturi vreme trajanja fermentacije moze da zavisi od vrste primenjenih sojeva,
koncentracije inokuluma, prisustva prebiotika, kao i od toga da li se fermentacija izvodi

pojedinacnim ili meSanim starter kulturama. Uobic¢ajeno vreme trajanja fermentacije

40,166

monokulturama je 11,0-17,0 h , dok se za mesane kulture ono kreée 6,0-8,0 h'Y. Vreme

trajanja fermentacije monokulturama vrsta roda Lactobacillus je kra¢e u odnosu na fermentaciju
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. . .40 . .
monokulturama vrsti roda Bifidobacterinm . Poznato je da su vrste roda Lactobacillus, u pogledu

fermentativnih sposobnosti, manje aktivne u surutki nego u mleku. Fermentacija mleka
vrstama roda Lactobacillus moze trajati 15,0-17,0 h, a da se ne postigne pH vrednost niza od 5
jedinica. Prema navodima u literaturi, fermentacija mleka probiotskom monokulturom L.
acidophilus 1.a-5 do postizanja pH vrednosti 4,6 jedinica traje oko 10,5 h, $to je ¢ak 5,0 h krace u

odnosu na fermentaciju surutke. Uzrok tako duge fermentacije je slabija aktivnost bakterija u
T . ., 40 v . ..
surutki koja nije njihovo prirodno staniste . Produzeno trajanje fermentacije surutke u odnosu

na fermentaciju mleka objasnjava se time $to surutka u svom sastavu ima znatno manji sadrzaj
nutrijenata neophodnih za rast BMK, za koje je poznato da zahtevaju jako sloZzene medijume
jer nisu u stanju da same sintetiSu sve nutrijente koji su im neophodni.

Koncentracija inokuluma

. . sy v .. . 173
Koncentracija inokuluma koja se najc¢esce koristi u fermentaciji surutke je 2,0%

167 .. .. . 36 . 37 iy . .y
2,5% ', mada su radena 1 istrazivanja sa 4,0% i 10,0% . Koli¢ina inokuluma uti¢e na

skracenje vremena fermentacije u proseku za oko 2,0 h kod monokultura vrsta roda
Lactobacillus, dok kod monokultura vrsta roda Bifidobacterinm uglavhom nema znacajnijeg
uticaja40
Broj Zivih Celija

Da bi se jedan napitak svrstao u probiotik neophodno je da sadrzi dovoljan broj zivih
probiotskih bakterija. Postoje razlicita misljenja vezana za broj bakterija koje moraju preziveti u
probiotskom napitku da bi mogle da ispolje svoj efekat. Opste prihvaceno misljenje je da
probiotski mleéni proizvodi moraju sadrzati >10° CFU/mL. Zivih ¢elija da bi ispoljili pozitivan

. . 38 Cove 1 e .. ,
efekat nakon konzumiranja™ . Broj zivih celija se tokom procesa fermentacije povecava za oko

1,0-1,5 logaritamskih jedinica40, tako da konaé¢ni broj nakon zavrietka fermentacije iznosi 10°-

10” CFU/mL zivih éelija. Ovaj broj bakterija je neophodno dosti¢i tokom fermentacije, ali isto
tako 1 zadrzati tokom predvidenog perioda cuvanja proizvoda. U vedini istrazivanja, kao

maksimalni period cuvanja probiotskih napitaka navedeno je 15-28 dana na temperaturama

4,0-10,0 °C 7436173167
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Suplementi

Na rast, aktivnost i prezivljavanje probiotskih bakterija u samom procesu fermentacije,
a takode 1 pri cuvanju proizvoda, znacajno utice i dodatak razlicitih suplemenata. U prvom
redu tu spadaju prebiotici kao nesvarljivi sastojci koji uticu na stimulisanje bakterijskih vrsta
kako proizvodnih, tako i onih korisnih prisutnih u crevima coveka. Najcesée primenjivani
prebiotici koji se navode u literaturi su inulin i laktuloza. Kao suplement koji znac¢ajno utice na

rast bakterija tokom fermentacije, ali i na senzorne karakteristike finalnog proizvoda, veoma

. o . 173,166
cesto se koristi 1 koncentrat proteina surutke .

Bakterije mlecne kiseline zahtevaju visok stepen suplementacije nutrijentima kao $to su
aminokiseline, vitamini, ili ekstrakt kvasca. Dodatak hranljivih materija i nutrijenata generalno
ima porzitivan efekat na proizvodnju mlecne kiseline. Mineralne soli igraju vitalnu ulogu u
mlecno kiseloj fermentaciji. Komponente kao $to su K,HPO,, natrijum acetat , natrijum sulfat,

FeSO, x 7TH,O, i MnSO, x 4H,O utvrdeno je da imaju znacajan uticaj na tok mlecne

.. 175
fermentacije

2.3.5. Pakovanje i obeleZavanje napitaka na bazi surutke

2.3.5.1 Ambalaza

Sirok spektar materijala se danas koristi za pakovanje fermentisanih mle¢nih proizvoda

errime Najpopularniji materijal u upotrebi za pakovanje ¢vrstih jogurta (kiselo mleko, jogurt

u casi, voéni jogurt) je termo-HIPS (High Impact Polystyrene) koji je zapravo modifikovana
formula polistirena sa mesavinom polibutadiena. Najcesée je ova vrsta pakovanja prisutna u
obliku malih Soljica ili vecih ¢asa, poklopljenih bilo aluminijumskom folijom, plasticnhim
poklopcem ili termicki zavarenom plasticnom prevlakom. U ovu vrstu pakovanja obicno se
dodaju pigmenti kao npr. TiO, u cilju poboljsanja izgleda pakovanja i obezbedivanja svetlosne
barijere. Pigmenti takode pomazu u omeksavanju materijala pri termickoj obradi u procesu
formiranja”g. Takode, cesto se koriste i nalepnice koje pruzaju dodatnu zastitu od svetlosti.
Ova pakovanja obi¢no imaju debljinu zida od oko 0,2 mm. Pravougaona kartonska pakovanja
ili ¢ase (sa ili bez aluminijumske folije), staklene posude, polipropilen (PP) i ambalaza sa

polietilenom visoke gustine (PEVG) se sve ce$ce upotrebljavaju. Takode se veoma cesto
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predlazu i neretko upotrebljavaju i materijali kao $to su poli-etilen-tereftalat (PET), polivinil-

hlorid (PVC), poliviniliden-hlorid-kopolimer (PVDC) i polilactate (PLLA), a za neke specijalne

180,178
T Za

namene kao 1 trziSta sa posebnim zahtevima, koriste se keramicke posude

pasterizovane, ¢vrste jogurte, pozeljno je da materijali imaju dug rok trajanja, obzirom da neki
od tih proizvoda imaju rok trajanja 4,0-6,0 meseci na sobnoj temperaturi. Za ambalazu za ove
proizvode, zahteva se nizak koeficijent prenosa vodene pare (KPVP) da bi se sprecio gubitak
vode tokom cuvanja. Dobra prepreka kiseoniku takode $titi proizvod od oksidacije, a dobra
svetlosna barijera pruza zastitu od promene boje proizvoda osetljivih na svetlost kao i zastitu
od svetlosno indukovane oksidacije. Fermentisani proizvodi sa niskim sadrzajem alkohola
danas postaju sve popularniji. Za ove proizvode, najbolja pakovanja su HDPE boce toplotno
zaptivene 1 zapeéaéene aluminijumskom folijom ili zatvaracima izradenim od polietilen niske
gustine (PENG). Boce napravljene od drugih plasti¢nih materijala (npr. PET) se takode veoma
cesto koriste. Za boce je uobicajena primena navlaka koje se koriste za obelezavanje i
dekoraciju  proizvoda. Za  dugotrajnost,  termicki  tretiranih  te¢nih  jogurta,
plasti¢na/alu/kartonska pakovanja sa odgovarajuéim koeficijentom prenosa vodene pare i O,, i
svetlosnom barijerom se takode cesto koriste.

Kao i kod prakticno svih upakovanih prehrambenih proizvoda, pakovanje u kome
jogurt dolazi do potrosaca je od velikog znacaja. Pakovanje mora da bude bezbedno, pogodno
za tu vrstu proizvoda, atraktivno, funkcionalno i isplativo. Takode je neophodno da pakovanje
bude adekvatno za zastitu proizvoda tokom distribucije i trgovine, za predstavljanje potrosacu i
da omoguéava laku potrosnju. Faktori koji uticu na zivotnu sredinu a odnose se na ambalazu
moraju takode biti uzeti u obzir, $to ¢e verovatno postati jo§ vaznije u buducnosti. Dakle,
materijal za pakovanje i dizajn mora obezbediti fizicku zastitu proizvoda, zastitu senzornih
svojstava, bezbednost proizvoda, estetiku, funkcionalnost, zastitu zivotne sredine kao
prihvatljivost cene. TrZiSte proizvoda tipa jogurta odlikuje se veoma velikom konkurencijom
usled cega inovativnost igra veoma znacajnu ulogu. Kao 1 u mnogim segmentima prehrambene
industrije, postoji nekoliko faktora koji uticu na izbor ambalaze proizvoda; od onih koji se
odnose na pitanje troskova prihvatljivih za potrosaca i u kojima presudnu ulogu igra cena

proizvoda (jer je cena pakovanja veoma veliki deo fabrickih troskova), do onih koji se odnose
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na potrebe specijalne zastite proizvoda ili karakteristicni dizajn koji omogucava izdvajanje
datog proizvoda iz ponude konkurencije na prodajnim rafovima.

U poslednjih nekoliko godina, dodavanje probiotskih kultura u fermentisane proizvode
postaje sve popularnije. Postoji veoma veliki broj istrazivanja na temu zdravstvenog efekta
dodavanja razlicitih probiotskih kultura u fermentisane proizvode, i sada je sasvim jasno da
probiotske kulture konzumirane redovno i u dovoljnoj koli¢ini mogu da pomognu u ocuvanju

.. . . 181182 . .
zdravlja 1 blagostanja ¢ovekovog organizma ~ . Probiotske kulture se medusobno razlikuju

. .. . 183184185
po pitanju osetljivosti na O, "

, a postoje saznanja da se broj nekih vrsta Bifidobacterium i
Lactobacillus znacajno smanjuje tokom roka trajanja probiotskih jogurta. Iako to moze biti
posledica niza faktora, ukljucujuci dejstvo niskog pH, veoma su aktuelna istrazivanja u cilju

rasvetljavanja efekta O, na prezivljavanje probiotika tokom skladiStenja proizvoda i uticaja

smanjenja sadrzaja O, koji je moguce ostvariti izborom adekvatne ambalaze. Nekoliko pristupa

. . .. . .. . .. 186
je razmatrano o upotrebi materijala za pakovanje koji su manje propustljivi za O, .

I(oriééenje matetjala koji upijaju visak 02186, dodavanje O,-akceptora u jogurt1 83, inkapsulaciju
O,-osetljivih probiotskih kultura u cilju zastite od 02187, primena razlicitih proizvodnih metoda

. . . 186 . . . qe. . 188189 .
za smanjenje nivoa O, u proizvodu , dodavanje prebiotskih jedinjenja’ > ~~, dodavanje

190,191 . . . . C
»7". Medutim, treba napomenuti da je najrasprostranjeniji

koncentrata proteina surutke
pristup u komercijalnoj praksi odabir probiotskih sojeva sa robusnim tehnoloskim

karakteristikama, Sto znaci da se najcesce biraju sojevi koji su sposobni da opstanu tokom

. .. - . . . 192 . . . 193186
procesa proizvodnje i skladistenja pod normalnim uslovima ~~~. Na primer, Miller i sar. "™

su pokazali da opstanak Lactobacillus acidophilus 2409 1 Bifodobacterium infantis 1912 nije bio u
znac¢ajnoj meri promenjen bilo u normalnom jogurtu ili u jogurtu sa smanjenim sadrzajem O,,

sa zadrzavanjem broja od 2 10" CFU/g tokom 42 dana skladistenja u frizideru.

2.3.5.2. Nutritivne i zdravstvene izjave

Pocevsi od 1990. godine drzavne institucije kako u razvijenim tako i u zemljama u
razvoju stavljaju veci akcenat na promociju zdravlja i prevenciju nastanka raznih vrsta bolesti. S
tim u vezi nova kategorija hrane, nazvana "funkcionalna hrana", je poslednjih godina dobila na

znacaju ¢ime zapocinje i njen ubrzani razvoj. To je jedan od najperspektivnijih segmenata
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trziSta hrane u Evropi 1 $irom sveta. Funkcionalna hrana je okarakterisana kao hrana koja
poboljsava zdravlje, pruza blagostanje organizmu i daje zdravstvene efekte koji su u odredenoj
meri veéi od zdravstvenih efekata konvencionalne hrane. Medutim, ovi proizvodi su uvedeni u
posebno osetljivom trenutku kad su se u svetu pojavili brojni skandali vezani za prehrambene
proizvode (BSE, dioksin, bolesti stopala i usta, itd ). Poverenje potrosaca u bezbednost hrane

se smanjilo i javne vlasti su ulozile znacajan trud u povecanje institucionalne podrske

prehrambenoj industriji194. Tako su uvedene nove institucije koje se bave bezbednos¢u hrane i
to Evropska Agencija za Bezbednost Hrane (EFSA-European Food Safety Authority)
osnovana 2002., kao 1 novi zakoni medu kojima je najznacajniji Zakon o Bezbednosti Hrane
usvojen na nacionalnom nivou kao i Regulativa 1924/2006 o Nutritivnim i Zdravstvenim
tvrdnjama. Sa institucionalne tacke gledista, takode je specijalna paznja posvec'ena analizi

materijalne koristi koju bi proizvodaci dobili primenom zdravstvenih izjava.

. v e e . vy . . .. . . .195196
Najznacajniji efekti trzista funkcionalne hrane su cesto analizirani u literaturi .

Najkorisniji efekat za politiku javne ishrane je Sirenje zdravstvenih informacija koje potrosaci
nisu mogli dobiti putem drugih, redovnih medija. Informacije su ranije imale komponentu
troska koji je potrosac placao iz sopstvenog dzepa kupovinom informacije (npr. placanjem
cene neke knjige ili ¢asopisa u kojem bi dosao do takve informacije), ili komponentu utrosenog
vremena koje bi potrosac¢ ulozio u potragu, usvajanje i razumevanje odredene zdravstvene
informacije. Marketinske poruke vezane za zdravlje mogu biti efikasan katalizator za aktiviranje
potrosaca da istrazuju vise, kao i efikasan nacin proizvodaca da komuniciraju sa populacijom
kojoj se ne moze priéi drugim izvorima informacija. Konacni efekat se moze videti u smanjenju
troskova zdravstvene zastite, jer ¢e usled boljeg informisanja, potrosaci izabrati zdraviju hranu i

modifikovati svoje aktivnosti orjentisuci se ka zdravijem nacinu zivota.

. 197198199

Efekti drugog reda odnose se na trziSte npr. na reakciju konkurencije Razvoj

trziSta funkcionalne hrane znatno povecava obim zdravstvenih istrazivanja, i stoga poboljsava

kvalitet proizvoda. Medutim, ulaganje u razvoj novih funkcionalnih proizvoda moze kostati

. .. .. .. ...200 . .. . . .
koliko i inovacija u farmaceutskoj industriji” . Vodece kompanije su izlozene ogromnim
budzetskim troS§kovima za razvoj proizvoda. StaviSe, strategija nastavljanja razvoja je
uobicajena reakcija konkurenata c¢ime se stvara zacarani krug rastucih troskova jedne

kompanije. Takode, problem kopiranja postaje izrazeniji, $to ima negativan uticaj na delatnost

47



Doktorska disertacija Maja 1. Bulatovié

istrazivanja 1 industrijskog razvoja, podrivajuéi time ukupnu efikasnost inovacija. Lazne
zdravstvene izjave koje dovode u zabludu potrosaca jednako lo$ uticaj imaju i na same
proizvodace. Pri primeni zdravstvenih izjava mogu se javiti dve vrste gresaka:
- Greska Tip I odnosi se na postavljanje Stetnih zdravstvenih izjava: (a) potrosac plaéa vise za
hranu neopravdano verujuci da ¢e od te hrane imati zdravstvene koristi, ili §to je jos gore izlaze
svoj organizam hrani koja predstavlja zapravo opasnost po njegovo zdravlje; (b) kredibilitet
svih zdravstvenih izjava se smanjuje i kompanije polako gube svoju poziciju na trzistu.
- Greska Tip 1I se odnosi na zabranjivanje korisnih zdravstvenih izjava, a moze biti posledica
nestrucnosti, neodgovornosti i neadekvatnosti drzavnog upravljanja $to dovodi do toga da: (a)
potrosaci nisu efikasno informisani i (b) kompanije gube vazan izvor trziSnog pozicioniranja i
diferencijacije dok javne vlasti ostaju bez korisnih sredstava upravljanja javnim zdravljem.

Zato vlasti treba blisko da saraduju sa privatnim sektorom, potrosackim grupama,

akademskim gradanima i istrazivackim zajednicama u cilju ostvarivanja punog potencijala

razvoja trziSta funkcionalne hrane u buducnosti™
Uvodenje reda u EU trziste funkcionalne hrane pocelo je 2003. godine. Evropska

Komisija je tokom 2003. godine prihvatila predlog o nutritivnim i zdravstvenim izjavama da bi
ista bila prihvacena tek 20.12.2006. godine kao Regulativa (EZ) br. 1924/2006°"%. Nakon toga,

25.09.2011. godine donesena je nova Regulativa (EZ) br. 1169/ 2011*"? Evropskog parlamenta
1 Veca o informisanju potrosaca o hrani koja obuhvata niz zakonodavnih okvira: Direktivu
200/13/EZ o ozna¢avanju, reklamiranju i prezentovanju hrane i Direktivu 90/496/EZ o

navodenju hranljivih vrednosti hrane, kojima se menjaju i dopunjuju Uredba (EZ) br.

1924/2006™"* o nutritivnim i zdravstvenim izjavama i Regulativa (EZ) br. 1925/2006°" o

204205

dodavanju minerala, vitamina i drugih materija u hranu U maju 2012. na nivou Evropske

Unij6206, objavljene su opste zdravstvene izjave (ukupno 222) koje se odnose na vitamine,
minerale 1 druge materije iz hrane, a koje se mogu navoditi 1 citirati isklju¢ivo pod odredenim
uslovima. Osim ovih opstih zdravstvenih izjava, postoje takode i izjave o smanjenju rizika od
bolesti (definisane u okviru poglavlja III, ¢lana 13 stav 1., Regulativa (EZ) br. 1924/2000) i
izjave o razvoju i zdravlju dece koje se odobravaju samo za pojedine hranljive materije

(definisane u okviru poglavlja III, ¢lan 14, Regulativa (EZ) br. 1924/20006). Izjave koje su
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zasnovane na novim naucnim dokazima posebno se objavljuju u Sluzbenom listu Evropske
Unije nakon ¢ega one postaju odobrene za koris¢enje, a medu njima postoje 1 izjave za koje je
podnosilac zahteva za evaluaciju zahteva pravo ekskluziviteta na pet godina u okviru kojih ih
samo 1 iskljuc¢ivo podnosilac ima pravo koristiti (definisane u okviru poglavlja 111, ¢lan 13 stav
5, Regulativa (EZ) br. 1924/2006). Od 2008. godine od ukupno 44 000 izjava koje su podnete
na autorizaciju EFSA-i, Evropska komisija je u maju 2012. godine odobrila samo 222
zdravstvene izjave, 1.500 izjava je odbaceno, a za ostale podnete izjave provera je u toku.
Prema fazi u kojoj se nalaze, razlikuju se odobrene zdravstvene izjave, neodobrene zdravstvene
izjave (navedene u EU Registru) i izjave koje su jos na ¢ekanju tzv. on-hold izjave, tako da u
ovom trenutku postoji ukupno oko 250 zdravstvenih izjava od kojih su neke jo$ uvek u
procesu razmatranja. Sve tri Regulative su omogudile da deklarisanje na prehrambenim
proizvodima i suplementima postane znatno uniformisanije.

Izjava je kratka informacija istaknuta na deklaraciji proizvoda, koja upucuje da proizvod
moze biti nutritivno i zdravstveno koristan u smislu ublazavanja, olaksavanja, poboljsanja,

regulisanja odredenih stanja organizma. Izjavom se dakle izjavljuje 1 sugeriSe da hrana ima

. 207 . . . T . . .
odredena svojstva” . Izjavom na proizvodu ne smeju se pripisivati svojstva proizvoda koja se
odnose na prevenciju, terapiju i le¢enje bolesti ljudi ili upuéivati na takva SVOjSWa204
Regulativom (EZ) br. 1924/2006 Evropskog patlamenta i Veéa od 20.12.2006. o nutritivnim i
zdravstvenim izjavama koje se navode na hrani, razlikuju se sledece izjave207

1. Nutritivne izjave

Nutritivna izjava predstavlja svaku izjavu koja sugerise, tvrdi ili ukazuje da hrana ima
specificna nutritivna svojstva, ukljuc¢ujuéi, ali ne ogranic¢avajuéi se samo na, energetsku
vrednost i koli¢ine proteina, masti i ugljenih hidrata, kao i koli¢ine vitamina i minerala. Dele se
na: izjava o sadrzaju nutrijenta: "izvor kalcijuma", "visok sadrzaj vlakana", "nizak sadrzaj
masti", "bez holesterola" i komparativne izjave: "smanjen sadrzaj ..", "povecan sadrzaj ..",
"obogaceno ...".

Ukoliko sadrzi nutritivhu izjavu, namirnica mora da ima 1 nutritivhu deklaraciju.
Nutritivne izjave mogu biti uslovljene odredenim svojstvima hrane i to:
* energijom koju ona: a) pruza i/ili osigurava, b) osigurava u smanjenoj ili povecanoj kolicini

i/ili ¢) ne osigurava.
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* hranljivom ili drugom materijom koju: a) sadrzi, b) sadrzi u smanjenoj ili povecanoj kolicini
i/ili ¢) ne sadrzi.

Nutritivne izjave u Republici Srbiji su pre pocetka wuskladivanja sa EU
zakonodavstvom, bile propisane Pravilnikom o deklarisanju i oznacavanju upakovanih
namirnica ("SL list SCG", br. 4/2004, 12/2004 i 48/2004)°".

2. Zdravstvene izjave

Zdravstvene izjave su vezane za aktivhu materiju kao komponentu proizvoda, njenu
kolicinu 1 uticaj na zdravlje. Zdravstvenom izjavom se izjavljuje, sugeriSe ili naznacava da
postoji odnos izmedu neke kategorije hrane, odredene hrane ili jedne njene komponente i
zdravlja.

Definicije nutritivnih i zdravstvenih izjava, citati 1 uslovi za navodenje nutritivnih izjava

regulisani su jo 2006. godine Regulativom (EZ) br. 1924/2006*", dok su citati i uslovi

navodenja zdravstvenih izjava regulisani tek 2012. godine Regulativom (EZ) br. 432/ 20122%.
U meduvremenu, u nekim sluc¢ajevima je c¢ak i ime proizvoda (npr. probiotik ili antioksidans)
smatrano zdravstvenom izjavom, jer je kako je navedeno u Vodi¢u Evropske kornisije210 1z
2007. godine upudivalo na fizioloske funkcije proizvoda.

U Republici Srbiji je uskladivanje sa EU zakonodavstvom jo$ uvek u toku, usled cega
se za regulisanje u oblasti oznacavanja prehrambenih proizvoda primenjuje samo c¢lan 30 iz
Pravilnika o deklarisanju i oznacavanju upakovanih namirnica ("SL list SCG", br. 4/2004,
12/2004 i 48/2004)°". Pravilnik o nutritivnim i zdravstvenim izjavama za prehrambene
proizvode je uraden, ali jo§ uvek nije objavljen. U okviru tog pravilnika o nutritivnim i
zdravstvenim izjavama za prehrambene proizvode navedene su 32 nutritivne izjave i on je

potpuno uskladen sa Regulativom (EZ) br. 1924/ 2006, U prelaznoj fazi, dok se ne objavi

Pravilnik o nutritivhim 1 zdravstvenim izjavama, na proizvodima mogu da se koriste

autorizovane izjave iz EFSA 1 EU Registra.
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Izjave koje se odnose na sadrZaj i funkciju kalcijuma

Kalcijum je prirodno prisutan u mleku i mle¢nim proizvodima, medutim, njegovo
prisustvo je moguce istaéi na deklaraciji proizvoda u obliku nutritivne 1 zdravstvene izjave.
Sadrzaj kalcijuma se na proizvodu moze navesti kroz nutritivhu izjavu kao "izvor" ili "sadrzi"
kalcijum, uz zadovoljenje uslova kolicine od najmanje 15,0% PDU (preporucenog dnevnog
unosa). Preporuceni dnevni unos kalcijuma je 800,0 mg, dok je 15,0% PDU 120 mg. Za

navodenje nutritivne izjave "bogato kalcijumom" potrebno je da proizvod sadrzi 30,0% PDU,

odnosno 240,0 mg kalcijuma204’207.

Brojne su odobrene zdravstvene izjave vezane za kalcijum koje se mogu navesti na

deklaraciji proizvoda isklju¢ivo ukoliko je zadovoljen osnovni uslov da proizvod sadrzi 15,0%

PDU206, i to sledece:

¢ kalcijum doprinosi normalnoj funkciji misica;

* kalcijum doprinosi normalnoj neurotransmisiji (prenosu nervnih vlakana);
* kalcijum doprinosi normalnoj funkciji enzima za varenje;

¢ kalcijum je potreban za odrzavanje normalnih kostiju;

* kalcijum je potreban za odrzavanje normalnih zuba;

¢ kalcijum ima ulogu u regulaciji deljenja i diferencijacije Celija;

* kalcijum doprinosi normalnom metabolizmu stvaranja energije;

* kalcijum doprinosi normalnom zgrusavanju krvi.

Ako se na proizvodima namenjenim iskljucivo deci zeli navoditi zdravstvena izjava,
tada je ona propisana Regulativa (EZ) br. 983/2009 i glasi "Kalcijum je potreban za normalan
rast i razvoj kostiju kod dece".

Izjave koje se odnose na sadrzaj i funkciju vitamina D

Mleko je jedna od retkih Zivotnih namirnica koja sadrzi vitamin D pa se izjave o
sadrzaju 1 funkciji vitamina D mogu navoditi na deklaraciji ovog proizvoda ali iskljucivo
ukoliko je vitamin D prisutan u odgovarajucoj kolic¢ini. Sadrzaj vitamina D se kroz nutritivhu

izjavu moze navoditi kao "izvor" ili "sadrzi" vitamin D ukoliko je on u mleku prisutan u
koli¢ini od najmanje 15% PDU. PDU vitamina D je 5,0 pg. Potrebno je da proizvod sadrzi

minimum 0,75 pg za navodenje nutritivne izjave. Za navodenje nutritivne izjave "bogato
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vitaminom D" potrebno je prisustvo vitamina D u koli¢ini od 30,0% PDU odnosno 1,5

204207
g .

Brojne su odobrene zdravstvene izjave vezane za vitamin D koje se mogu navesti na

deklaraciji proizvoda iskljuc¢ivo ukoliko je zadovoljen osnovni uslov da proizvod sadrzi 15,0%

pPDU.

* vitamin D doprinosi normalnoj apsorpciji/iskotiséenju kalcijuma i fosfora;
e vitamin D doprinosi normalnom nivou kalcijuma u krvi;
e vitamin D ima ulogu u procesu deljenja Celija;
e vitamin D doprinosi normalnoj funkciji imunog sistema;
e vitamin D doprinosi odrzavanju normalne funkcije misica;
e vitamin D doprinosi odrzavanju normalnih kostiju;
e vitamin D doprinosi odrzavanju normalnih zuba.
Sve ove izjave odobrene su u skladu sa odredbama Regulativom 432/2012 i odnose se
isklju¢ivo na odrasle osobe. Ako se na proizvodima namenjenim isklju¢ivo deci Zzeli navoditi

zdravstvena izjava, tada je ona propisana Regulativa (EZ) br. 983/2009 i glasi "Vitamin D

. . . .. 211
potreban je za normalan rast 1 razvoj kostiju kod dece" ™ .

Izjave koje se odnose na sadrzaj i funkciju belancevina

Mleko i mle¢ni proizvodi smatraju se bitnim izvorom belancevina. Zbog prirodnog
sadrzaja belancevina moguce je navodenje nutritivnih i zdravstvenih izjava na mleku i mle¢nim
proizvodima. Uslov za navodenje nutritivne izjave "izvor belancevina" je da mleko ili mle¢ni
proizvod sadrzi najmanje 12,0% energetske vrijednosti iz belancevina. Uslov za navodenje

nutritivne izjave "bogato belancevinama" je da mleko ili mle¢ni proizvod sadrzi najmanje

.. W .. 204207
20,0% energetske vrednosti iz belancevina™ ~™ .

Ukoliko mleko ili mle¢ni proizvod zadovoljavaju uslov za navodenje nutritivne izjave

"izvor belancevina" mogu se navesti sledee zdravstvene izjave koje su odobrene za
.. 206
belancéevine

* belancevine doprinose odrzavanju normalnih kostiju;
* belancevine doprinose odrzavanju misi¢éne mase;

* belancevine doprinose rastu misiéne mase.
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Sve ove izjave su odobrene su u skladu sa odredbama Regulativom (EZ) br. 432/2012 i
odnose se iskljuc¢ivo na odrasle osobe. Do danas nisu odobrene specificne zdravstvene izjave o
belancevinama koje bi se navodile na proizvodima namenjenim isklju¢ivo deci.

Izjave koje se odnose na kulture bakterija mle¢nog vrenja

Po pitanju kultura bakterija mlecnog vrenja, jedina odobrena zdravstvena izjava je ona
koja se odnosi na Zive kulture jogurta uz zadovoljenje uslova koli¢ine od 10° Colony Forming
Units (CFU) zivih starter mikroorganizama (Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus i Streptococcus

thermophilus) po gramu, i ta izjava glasi: "Zive kulture u jogurtu ili fermentisanom mleku

poboljsavaju probavu laktoze kod osoba koje imaju problem sa probavom laktoze" 206

Izjave na fermentisanim mle¢nim proizvodima

Tokom poslednjih dvadeset godina razvijeni su brojni proizvodi s probioticima kojima
su pripisivane izjave blagotvornog uticaja na imuni sistem. Stoga je zabrana navodenja reci
"probiotik" i odbacivanje svih izjava o uticaju probiotika na zdravlje proizvodace stavilo u
nepovoljan polozaj u smislu pozicioniranja proizvoda. Buduéi da su dugi niz godina uz te
proizvode plasirane komunikacijske poruke usmerene na imuni sistem, proizvodaci su
reformulisali proizvode tako $to su dodali vitamine - narocito vitamin C, D i B kojima su
odobrena zdravstvena izjava "Doprinosi odrzanju normalnog imunog sistema". Vitamine je

potrebno dodati u dovoljnoj koli¢ini, tako da zadovoljavaju uslov 15,0% preporucenog

.. . .. .. . 206,207
dnevnog unosa, odnosno zadovoljiti uslov za navodenje nutritivne izjave "izvor" .

Dodatkom prehrambenih vlakana cija koli¢ina i vrsta mora biti jasno naznacena na
ranijem koris¢enju pomenutih komunikacijskih poruka.

Trenutna situacija je takva da fermentisani mlecni proizvodi nemaju navedenu rec
"probiotik" i ne sadrze navode koji bi upuéivali na bilo kakvu funkciju kultura bakterija.
Umesto toga, navode se zdravstvene izjave za dodate vitamine, najcesée vezane za imuni
sistem 1 probavu.

Izjave koje se odnose na laktozu i gluten
Osim brojnih propisanih nutritivnih 1 zdravstvenih izjava, neki proizvodaci zele

istaknuti i ono c¢ega u proizvodu zapravo nema. Takav nacin navodenja nije dopusten obzirom

na to da potrosaca dovodi u zabludu™™*, Medutim, postoji nekoliko free from izjava, od kojih se
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jedna odnosi na gluten i propisana je Regulativom (EZ) br. 41/2009 o sastavu i oznacavanju
hrane prikladne za osobe intolerantne na gluten. Za navodenje izjave "bez glutena" propisane
su tacne koli¢ine glutena 1 njegovih izvora, kao 1 posebne kategorije hrane koje ga sadrze.

Druga zanimljiva izjava je nutritivna izjava "bez laktoze". Ta izjava odobrena je jedino
kao nutritivna izjava prema Direktivi 2006/141/ EZ 209. Izjava "bez laktoze" moze se navoditi

samo na pocetnoj hrani za odojcad, i to ako sadrzaj laktoze nije vedi od 2,5 mg/100 kJ,

odnosno 10,0 mg/100 kcal. Navodenje izjave "bez laktoze" na svoj ostaloj hrani nije regulisano
EU zakonodavstvom. Regulativom (EU) br. 1169/2011 o informisanju potrosaca o hrani”"

daje se mogucnost zadrzavanja postojecih ili uvodenja novih odgovarajucih nacionalnih mera

za prikladnost upotrebe izjava "bez laktoze" ili "bez glutena", uz odredene uslove.
2.4. Karakteristike fermentisanih napitaka na bazi surutke

2.4.1. Funkcionalne karakteristike napitaka na bazi surutke

2.4.1.1. Probiotske karakteristike napitaka

Mlecni proteini su poznati kao primarni izvor bioaktivnih peptida, kodiranih
unutra$njim aminokiselinskim sastavom 1 procesom proteolize koja dovodi do njihovog
oslobadanja 1 aktivacij6212’213. Medu jogurtnim kulturama, L. delbrueckii ssp. bulgaricus poseduje
vecu proteoliticku aktivnost (820,0 pg tirozin/ml) u odnosu na S. thermophilus (240,0 pg
tirozin/ml) zbog cega je veoma cCesta njihova kombinovana primena koja rezultira
proteolitickom aktivnoséu od 660,0 pg tirozina/ mU*, L. delbrueckii ssp. bulgaricus oslobodi
priblizno 50,0% od ukupnih aminokiselina tokom prvog sata rasta i do kraja procesa
fermentacije ta vrednost se penje na oko 70,0%, od kojih = 70,0% biva asimilovano od strane
S. z‘/yermop/?z'lmzw. Proizvedene aminokiseline kao $to su leucin, lizin, cistein, asparaginska
kiselina, izoleucin, tirozin, glutaminska kiselina, metionjn216’217, glicin 1 histadin®® od strane L.
delbruecki. ssp. bulgaricus predstavljaju stimulatore rasta S. zhermophilus. Sa druge strane, mravlja
kiselina, piruvinska kiselina® > i ugljen—dioksid221 proizvedene od strane S. thermophilus

pokazuju stimulatorni efekat na rast L. de/brueckii ssp. bulgaricus.
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Srinivas i sar. (1997)2'22 su objavili rezultate o povecanju proteoliticke aktivnosti jogurtne
kulture nastale primenom mesane kulture L. acidophilus i B. bifidum ( 0,49 mg tirozin/mL) u
odnosu na samostalne kulture L. acidophilus (0,29 mg tirozin/mL) ili B. bifidum (0,43 mg
tirozin/mL). Sarkar i Misra (1998)** takode objavljuju poveéanje proteoliticke aktivnosti
jogurtne kulture tokom zajednickog rasta sa B. bifidum: i P. freudenreichii ssp. shermanit, pri ¢emu je
vedi efekat ispoljen u punomasnom mleku (185,0 prema 195,0 pg tirozin/ml) nego u obranom
mleku (130,0 prema 155,0 pg tirozin/mL).
PreZivijavanje u proizvodu

Sveze pripremljen jogurt sadrzi laktobacila i streptokoka 5,5 x 107-6,5 x 10°1 3,5 x 10"-
1,2 x 10’ CFU/ml,, respektivn0224. Broj zivih ¢elija jogurtne kulture raste do treéeg dana
skladiStenja, nakon cega celije pocinju da odumiru, da bi devetog dana skladistenja broj
streptokoka bio oko 5,0% vedi nego broj zivih c'elija laktobacila”>. Prezivljavanje celija
probiotika u jogurtu zavisi od pH medijuma'226 kao 1 ostalih primenjenih sojeva227. Vinderola i
sar. (2002)**° beleze da je pad broja éelija L. acidaphilus i bifidobakterija bio zanemarljiv pri pH
5,0, dok je pri pH 4,0 pad broja ¢elija iznosio 1,6 do 6,2 log jedinica i od 0,1 do 7,6 log jedinica,
respektivno. Lamoureuk i sar. (2002)2'28 objavljuju primetan rast B. animalis , B. infantis 1 B. breve
u jogurtu. Tokom istrazivanja vezanih za prezivljavanje mikroorganizama primenjenih u

. .. v . . . . . . 229
proizvodnji jogurta zabelezena je veca stabilnost B. longum 1 L. fermentumr od B. infantis™", P.

freudenreichii ssp. shermanii i B. bifidum od jogurtne kulture'230, L. acidophilus od L. r/mmno;m'231, B.
animalis od B. longum, B. animalis ssp. lactis od B. longum, B. breve , B. bifidum 1 B. adolescentis 224 L.
acidophilus 1 L. paracasei od B. Jactis™. Slabije prezivljavanje bifidobakterija (0,0-6,0 log
(CFU/mL)) od L. delbrueckii ssp. bulgaricus (6,63-9,42 log (CFU/mL)) i S. thermophilus (0,0-9,36
log (CFU/mL)) u komercijalnim joguttima je takode dokumentovano™ . Prisustvo B. bifidum u
jogurtu indukuje poveéanje broja Celija S. thermophilus (sa 8,37 na 8,42 log (CFU/mL)) i L.
delbrueckii ssp. bulgaricus ( sa 8;17 na 8;28 log (CFU/mL)) i uz broj ¢elija B. bifidum od 8,55 log
(CFU/mL). Ukljuc¢ivanje L. acidophilus dovodi do daljeg poveéanja broja ¢elija S. thermophilus (na
8,47 log (CFU/mL)), L. delbrueckii ssp. bulgaricus (na 8,30 log (CFU/mL)) uz broj ¢elija L.
acidophilus od 8,42 log (CFU/mL), medutim dolazi do pada broja éelija B. bifidum na 8,52 log
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(CFU/mL)*”. Guerin-Danan i sar. (1998)>° belese porast broja celija L. delbrueckii ssp.
bulgaricus (3,0 x 10° na 3,9 x 10° CFU/g) i S. thermaphilus (1,7 x 10’ na 1,8 x 10° CFU/g) zbog
uklju¢ivania L. casei (9,1 x 10" CFU/g) u jogurt.

Slabije prezivljavanje L. acidophilus od B. bifidum u jogurtu237 moze biti posledica
prisustva vodonik peroksida produkovanog od strane L. de/brueckii ssp. bulgaricus 2%, Broj ¢celija
bifidobakterija u jogurtu brze opada u periodu do tri nedelj6239 1 postize broj od 5,5 log
(CFU/ mL)24O, koji se dodatno smanjuje za tri log jedinice posle cetiri nedelje cuvanja na 4,0
o™, Broj ¢elija B. infantis, L. gasseri 1 L. casei u jogurtu se poveéava sa 2,6 x 10°na 4,0 x 10°, 3,1

x 10° na 4,8 x 10%, 2,5 x 10° na 5,0 x 10° CFU/mL do 10. dana skladistenja, da bi produZetak

skladistenja na 15 dana rezultirao padom na vrednosti od 2,3 x 10°, 29 x 10* i 1,9 x 10°
CFU/mL, respektivnoyrl

Rogelj 1 sar. (1998)242 beleze prezivljavanje S. thermophilus, L. acidophilus 1 B. bifidum od
>10°%, >10" i >10° tokom 4 nedelje skladistenja jogurta na 7,0 = 1,0 °C. Medutim nesto niZe

prezivljavanje od >10" 1 >10° ¢elija je zabelezeno kod jogurtnih bakterija i probiotske kulture

(L. acidophilus + Bifidobacterinm sp.) nakon 30 dana skladiétenja243. Za ispoljavanje terapijskih
efekata pocetna koncentracija zivih celija jogurtne kulture u proizvodu mora biti na nivou od

1010’ CFU/ml mleka, dok preporucena dnevna terapeutska doza iznosi oko 10°

CFU/ mL**. Za bolje prezivljavanje L. acidophilus 1 Bifidobacterium sp. tokom proizvodnje i

skladistenja jogurta predlazu se razliciti postupci koji podrazumevaju dodatak odredenih
. y .. 245246 247 . .. 248 . . 249 .. T .
sastojaka, kao §to su proteini surutke™ 7, rafinoza” , inulin” , cistein” ~ ili manipulisanje
tehnoloskim parametrima kao na primer smanjenje temperature inkubacije do 37,0 °C250,
prekid fermentacije pri postizanju pH 5,0251, odrzavanje temperature skladistenja na < 3,0-4,0
°C252, podvrgavanje jogurta dejstvu hidrostatickog pritiska od 200-300 Mpa u trajanju od 10,0
min na sobnoj ternperaturiZS3 ili toplotnog $oka na 58,0 °C u trajanju od 5,0 min da bi se

" .1 .. 254
sprecila post-acidifikacija
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Vitalnost i crevni tranzit
In wvitro eksperimenti su pokazali da prezivljavanje BMK ili probiotskih kultura u
gornjem delu gastrointestinalnog trakta zavisi od razlicitth faktora. Faktori koji uticu na
T . .. .y . . . .255 I T vy
prezivljavanje bakterija su pH gastri¢cnog soka, digestivni enzimi~ , trajanje izlozenosti zu¢nim
. T . _ . . . . . 256 .
solima i kiselini, aktivhost zuc¢ne hidrolaze i1 svojstava probiotskih kultura™ . Medu raznim

sojevima bifidobakterija, B. infantis pokazuje veliku otpornost na zucne soli, zatim slede B.
bifidum 1 B. breve 1 B. /0@%777257. Izlaganje zuc¢nim solima (0,0 - 1,5% u trajanju od 3,0 h) dobro

podnose i vrste B. longum , B. infantis , B. psendolongum i L. acidophilus 5 Marteau i sar. ( 997)259
koristeci vestacki modelovan  sistem organa za varenje, naglasavaju da su B. bifidum 1 L.
delbrueckii ssp. bulgaricus znatno otporniji na dejstvo zeludacne kiseline (prezivljavanje 140,0

min) nego S. thermophilus i L. acidophilus (prezivljavanje 40,0 min). Tolerancija Bifidobacterinm sp.
na kisele uslove u stomaku zavisi od primenjenog soja260 1 rast B. bifidum je znacajno usporen
pri pH vrednostima ispod 5,0. Takode je prijavljeno i bolje prezivljavanje B. longum nego B.
infantis, B. adolescentis 1 B. bifidum 261, zatim L. acidophilus od B. bifidum u kiselim uslovima™" i L.

acidophilus 1 L. jobnsonii nego L. paracasei 1 L. rhamnosus u zeludacnom soku koji sadrzi pepsin pri

202 Collado i sar. (2005) *Ssu zakljucili da je efikasnost sojeva Bifidobacterium sp. bilo

pH 2,0
kao mle¢nih startera ili probiotika odredena moguénoséu njihove adaptacije i opstanka na
niskoj pH. Sposobnost jogurtnih kultura da prezive gastrointestinalni tranzit je potvrdena

prisustvom S. thermaphilus (6,3 x 10" CFU/g) i L. delbrueckii ssp. bulgaricus (7,2 x 10* CFU/g) u
fecesu”®". Elli i sar. (2006)265, takode potvrduju da je jogurtnu kulturu, posebno L. delbrueckii
ssp. bulgaricus moguée detektovati iz fecesa zdravih pojedinaca posle nekoliko dana od uzimanja
komercijalnih jogurta. Detekcija Lactobacillus F-16 1 B animalis ssp. lactis Bb 12 u fecesu (u
koli¢ini od 100,0 i 79,0%, respektivno) posle uzimanja jogurta koji sadrzi ove organizme,
takode pokazuje njihovu sposobnost prezivljavanja tokom crevnog tranzita™°
Intestinalna kolonizacija

Intestinalna kolonizacija predstavlja i specificno vezivanje 1 umnozavanje Ccelija
mikroorganizama na povrsini membrane gastrointestinalnih epitelnih éelija. Obe ove pojave

ucestvuju u kritichom mehanizmu uspostavljanja probiotske flore u intestinalnom traktu.
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Schillinger i sar. (2005)262 primecuju sposobnost L. acidophilus , 1. johnsonii , L. paracasei i 1.

rhamnosus da se adsorbuju na celije HT29MTKS koje luce sluz kao i na kolegen IV fibrinogen i

fibronektin. Ugradivanje B. bifidum u jogurt pokazalo se efikasnijim u poboljSanju sastava
. . . . . . 267 . . . y . £ s
intestinalne flore pri primeni standardnog jogurta jer indukuje znacajno povecanje
populacije bifidobakterija u crevima™®® i fecesu™ . Unosenje jogurta koji sadrzi L. acidophilus ili

. . . v . 270 .
Lactobacillus GG indukuje ne tako znacajnu promenu u sastavu crevne flore medutim, u

b

literaturi” " postoje podaci o nesto nizoj ucestalosti dijareje (13,0 u odnosu na 23,0%) zbog

uzimanja jogurta koji sadrzi L. acidophilus. Sarkar i Misra (20()2)272 su takode uocili poveéanje
broja ¢elija bifidobakterija (od 0,0 do 28,7 x 10° CFU/g fecesa) i laktobacila (1,52 x 10° do 14,9
x 10° CFU/g fecesa,) kao i pad koliformnih bakterija (sa 1,58 x 10" na 0,48 x 10" CFU/g fecesa)
kod pacova hranjenih jogurtom koji sadrzi B. bifidum i P. frendenreichii ssp. shermanii. Objavljeno

je takode da je wuzimanje kiselog mleka koje sadrzi probiotske kulture rezultiralo

prezivljavanjem 23,5 £ 10,4% bifidobakterija® >, 30,0% B. bifidum i 100% L. acidgphilus™ u

fecesu. Sarkar i Misra (2000)272 dalje prijavljuju vedi opstanak bifidobakterija 1 laktobacila u

slepom crevu (10,2 x 10°1 8,8 x 10° CFU/g , respektivno) nego u debelom crevu (6,8 x 10°1 7,6

x 10° CFU/g, respektivno) pacova koji su hranjeni jogurtom.

2.4.1.2. Bioaktivna jedinjenja u napitku

Kontrolisana hidroliza proteina surutke dovodi do sinteze bioaktivnih peptida, od kojih
vecina jos uvek nije okarakterisana u istoj meri kao peptidi poreklom iz kazeina. Svejedno,
bioaktivni peptidi poreklom iz surutke imaju potencijal da igraju vaznu ulogu u nekoliko vaznih
oblasti, 1 to kao deo preventivnhog i terapijskog zdravstvenog pristupa, zbog povoljne
kombinacije razlicitth biohemijskih i fizioloskih karakteristika. Do sada postoje brojni
eksperimentalni dokazi da odredeni bioaktivni peptidi mogu biti poreklom iz a-La, f-Lg, BLF i

BSA pa tako neki od ovih peptida nose i posebne oznake: a- i f-laktorfin, p-laktotensin,
serofin, albutensin A, laktofericin B, i laktoferampin (iako postoje i mnogi drugi). Osim $to
podlezu neorganskoj (kiseloj ili baznoj) hidrolizi, proteini surutke mogu biti hidrolizovani

putem zeludacénih, pankreasnih i mikrobioloskih proteaza i na taj nacin obrazovati peptide koji
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. T 274275276
mogu da imaju odredenu fiziolosku ulogu™ = ™

, ali sa akcentom na njihove nutritivnhe
karakteristike.
Peptidi sa antihipertenzivnom i antikoagulantnom aktivnoscu

Mlecni proteini su identifikovani kao izvori ACE inhibitornih peptida koji su trenutno
najpoznatija klasa bioaktivnih peptida.

Peptidi iz a-Laktalbumina i f-Laktoglobulina

Peptidi sa ACE-inhibitornom aktivnoséu izvedeni iz kazeina se nazivaju kazokinini,

dok se oni izvedeni iz surutke (a-La , f-Lg) nazivaju laktokinini” . Inhibicija ACE enzima se

obicno meri kao koncentracija nekog jedinjenja potrebna da inhibira 50,0% prvobitne ACE

aktivnosti enzima” . Heptapeptid ALPMHIR poreklom iz f-Lg je do danas najsnazniji ACE-
inhibitor (IC;,=43,0 uM) izolovan iz surutke. Tripsin je najrasprostranjeniji enzim za
proizvodnju hidrolizata sa ACE-inhibitornom aktivno$¢u. Trenutno, glavni izazov u
proizvodnji bioaktivnih peptida enzimskom hidrolizom 7 vitro je pronalazenje odgovarajuéeg
enzima 1 uslova hidrolize koji pri proizvodnji poboljsavaju bioaktivnost i prinos peptida.
Razlaganje arLa i f-Lg razlicitim enzimima (npr. pepsin, o-himotripsina, pankreatin, elastaze ili
karboksipeptidaze A 1 B) ukazuje da je tripsin neophodan za proizvodnju peptida visoke ACE-
inhibitorne aktivnosti iz ovih proteina surutk6279, npr. peptidi f (104-108) 1 f (142-148),
dobijeni iz a-La i1 f-Lg pomocu tripsina, poseduju ACE inhibitornu aktivnost 77,0 1 43,0 uM,

respektivno. Sa druge strane, gastrointestinalna proteaza elastaza je povezana sa losim

28027

prinosom ACE-inhibitornih peptida iz o-La i f-Lg ? Proteaza N Amano (EK 3.4.24.28) je

komercijalna proteoliticka mesavina proizvedena fermentacijom pomocu Bacillus subtilis, koja

proizvodi veoma slozenu meSavinu peptida. Treba naglasiti da visoka ACE-inhibitorna

aktivnost zz vitro ne podrazumeva visoku antihipertenzivnu aktivnost 7 vivo; nazalost, samo

281282283 .
’ ? 1 one

b

nekoliko 7z vivo studija obuhvatilo je ispitivanje hidrolizata proteina surutke
shodno tome pruzaju samo ogranicenu potvrdu te tvrdnje. Postojanje (negativne) korelacije

izmedu in vitro ACE inhibitorne aktivnosti i 7z »zvo smanjenja krvnog pritiska je ilustrovano u
. .284 . . . o . . . . . . .
literaturi™ . Hidrolizati dobijeni dejstvom tripsina i aktinaze (proteinaze iz .Actinomyces spp.)

poseduju relativno visoku 7z vitro ACE inhibitornu aktivnost (141,0 uM), ali prouzrokuju
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relativno veliki pad krvnog pritiska kod spontano hipertenzivnih pacova, dok hemijski

sintetisan laktozin B (APLM) pokazuje visoku IC,, vrednost (928,0 uM), ali veoma slabu ACE-

inhibitornu aktivnost284. Pored inhibicije ACE, tacan molekularni mehanizam kojim bioaktivni
peptidi vrse svoj antihipertenzivni efekat nije u potpunosti jasan, ali se sve uglavnom svodi na
povecanje vaskularnog opustanja. Trenutno se za proteinski izolat, poznat kao BioZate
(Danisco Foods International, Le Sueur, MN,) koji ¢ine fragmenti f-Lg dobijeni hidrolizom
surutke, tvrdi da smanjuje krvni pritisak. Studija koja je sprovedena za BioZate proizvod na 30
granicno hipertenzivnih osoba u okviru 6 nedelja, u kojoj je placebo proizvod bio

nehidrolizovani izolat proteina iz surutke, dala je za rezultat smanjenje krvnog pritiska od 8,0

mmHg stuba kod osoba koje su ga konzumirale, u poredenju sa placebo glrupom285

Peptidi sa antimikrobnom i imunomodulatornom aktivnoséu

Peptidi iz a-Laktalbumina i f-Laktoglobulina

Peptidi  proizvedeni  proteolitickom  razgradnjom o-la 1 f-Lg pomocu
endopepddaza286’287 poseduju baktericidna svojstva, uglavhom prema Gram pozitivhim
bakterijama. Hidroliza proteina surutke takode menja biolosku aktivnost proteina u pogledu
njihove sposobnosti da promene imunoloski sistem (imunomodulacija).

Dva sinteticka peptida, YG 1 YGG, koja odgovaraju frakcijama £(50-51) i £(18-20) iz o~
La, respektivno, poboljsavaju 7z vitro proliferaciju i sintezu proteina A-stimulisanih humanih
limfocita periferne krvi. Nedavno, odredene peptidne frakcije surutke dobijene hidrolizom
pomocu tripsina i himotripsina su pokazale sposobnost modulacije imunog odgovora kod

nezarazenih miSeva 1 miSeva zarazenih E. coli, izazivanjem povecanja IgA u odsustvu

. .. 288 . .. . .. . . . . .
infekcije™ . Antibakterijska aktivnost i imunostimulatorna aktivnost hidrolizata a-La i f-Lg

L .y . 289 S 1 . . .y c v s .
imaju sinergisticko dejstvo™ ~. Ovi hidrolizati ne samo da stimuliSu autoliticki sistem prirodno
autoliziraju¢ih 1 nekih prirodno neautoliziraju¢ih sojeva mikroorganizama, ve¢ povecéavaju
fagocitnu sposobnost peritonealnih makrofaga kod miseva posle oralne primene.

Peptidi iz x-kazeina

Glikomakropeptid se nalazi u slatkoj (ali ne u kiseloj) surutki i oslobada se kada

himozin (glavni enzim sirila) deluje na x-kazein u primarnoj fazi proizvodnje sira koja dovodi

do talozenja ag-kazeina i f-kazeina. Glikomakropeptid se sastoji od 64 AA ostataka, sa
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ukupnom molekulskom masom od 6,7 kDa. Unutar GMP nalazi se jedinstvena AA sekvenca u
kojoj aromaticne AA nisu prisutne, ali je sekvenca bogata AA razgranatog lanca. Stepen
glikozilacije GMP je promenljiv i pod uticajem je faze laktacije 1 genetskog fenotipa x-
kazeina® . Metabolicka aktivnost GMP zavisi od sadrzaju i strukture Secernih ostataka, koji

ucestvuju u stabilizaciji celog x-kazein kompleksa. Najvaznije ugljenohidratne komponente su

N-acetilneuraminska  kiselina i N—acetﬂgalaktozaminzm. Put razgradnje zavisi od
ugljenohidratnih grupa koje odreduju biolosku funkciju GMP, jo§ uvek nije dovoljno
razjasnjen; u stvari, manji peptidi bez secernih jedinica koji se oslobadaju hidrolozom pomocu
tripsina 1 himotripsina ne mogu sacuvati biolosku funkciju originalnog GMP. Ix vitro postupci
su pokazali da GMP sprecava lepljenje kariogenih bakterija na povrsinu zuba, sto ukazuje da je

ovaj peptid surutke sposoban da inhibira nastanak dentalnog plaka i karijesa'292. Ovaj

glikoprotein ispoljava antivirusnu aktivnost prema hemaglutininu iz virusa gripaZ%. Osim toga,
razgradnja GMP dejstvom pepsina dovodi do povecanja fagocitne aktivnosti, Sto ukazuje da
povecanje imunostimulatornog efekta usled stvaranja fragmenata GMP tokom procesa
razgradnje pepsinom. Li 1 Mine (2004)294 su takode pokazali da je 1 ugljenohidratna i
polipeptidna kompozicija lanca GMP neophodna za ispoljavanje takvog stimulativhog efekta.
Ostali bioaktivni peptidi

Za razliku od osnovnih proteina surutke, malo se zna o mogucim prednostima kiselih

proteina surutke. Kisela (tj. sa niskom izoelektri¢cnom tackom) proteinska komponenta surutke

.. . . . .4 .295 .. . . .
sadrzi fosforilisane proteine i peptide” ~, od kojih neki mogu igrati ulogu u apsorpciji
kalcijuma. Pored toga, kisela proteinska komponenta surutke sadrzi osteopontin 1 njegove

.. " . . . T .. 296 . .
fragmente koji su od suStinske vaznosti za mineralizaciju kostiju” . Kisela proteinska

komponenta surutke izolovana iz koncentrata proteina surutke ima antiresorptivni efekat 7

., 297 .. . \ . . Lo .. ... . .298
vitro”, 1ispoljava kostanu bioaktivnost 7z vive kod pacova kod kojih su uklonjeni jajnici

Proteoza-pepton komponenta 3 (PP3) je fosforilovan glikoprotein izolovan iz kravljeg
mleka, ali obi¢no u slobodnom obliku samo u surutk1295, takode je poznat kao laktoforicin.
Sastoji se iz polipeptidnog lanca sa 135 AA ostataka. Tacna iz vivo funkcija PP3 jos nije

dovoljno istrazena, medutim, nekoliko studijzlz99 je pokazalo da PP3 ima sposobnost da
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inhibira aktivnost lipoprotein lipaza, $to ukazuje na potencijalnu ulogu inhibitora spontane
lipolize u mleku. Prema nekim imunoloskim studijama, ostaci PP3 nadeni u globulama mlec¢ne
masti pokazuju da PP3 formira multimerne agregate u kravljoj surutki’". Obzirom na
sposobnost formiranja frakcije f (113-135) C-terminalnog peptida iz kravljeg PP3, moguce je
da je ovaj peptid u interakciji sa prirodnim lipidnim dvoslojem, koji je slican bakterijskoj
membrani. Na osnovu ovih saznanja izvedeni su 1 antimikrobni i hemoliticki testovi, koriste¢i
odgovarajuci sinteticki peptid koji su pokazali da on predstavlja inhibitor rasta Gram pozitivnih
1 Gram negativnih bakterija, ali nije dokazana njegova hemoliticka aktivnost u testiranom
koncentracijskom opsegu (<200,0 uM)?)m.

Hidroliza proteina, proteina surutke posebno, poboljsava svarljivost (regulise proces
varenja) i smanjuje nivo holesterola. Poboljsanje svarljivosti je korisno za pacijente koji boluju
od digestivnih poremecaja kao $to su cisticna fibroza, sindrom kratke utrobe ili pankreatitis, 1

poboljsanje stanja ovih pacijenata se moze lako posti¢i primenom hidrolizovanih proteina

302
surutke™ .
2.4.2. Senzorne karakteristike napitaka na bazi surutke

Senzorna svojstva probiotskih napitaka na bazi surutke predstavljaju kriterijum koji je
od presudnog znacaja za plasiranje proizvoda na trziSte 1 pridobijanje potrosaca. Prema
navodima iz literature, od senzornih svojstava neophodno je da napitak poseduje
zadovoljavajuci ukus, miris 1 izgled. Ukus ovih napitaka moze varirati od kiselog, preko slatkog,

do gorkog, izgled moze biti narusen pojavom taloga, dok miris moze biti svez, kiseo i
175 -y . . . .. R . .. .
sladak™ ~. Pri ¢uvanju proizvoda osnovni problem koji se moze javiti je post-acidifikacija koja

dovodi do narusavanja senzornih svojstava, kao i odumiranja Celija ¢ime proizvod moze

izgubiti svoj probiotski karakter. Prilikom post-acidifikacije, vrednost pH se moze spustiti
ispod 4,5 §to dovodi do odumiranja probiotskih bakterijalég’m), do pojave kiselog ukusa i
mirisa zbog novonastale mlecne kiseline. Takode, pH 4,5 predstavlja izoelektricnu tacku

. 303 . . . v . . . .
proteina surutke™ ~, pa postizanjem ove pH vrednosti moze doci do razgradnje proteina i

pojave taloga koji narusava izgled proizvoda.
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2.4.2.1. Ukus i miris

Miris 1 ukus fermentisanih proizvoda se karakteriSu prisustvom brojnih isparljivih
bakterijskih metabolita, od kojih su neki nusproizvodi mlecne fermentacije ili su proizvedeni

putem drugih reakcionih mehanizama. Sama mlecna kiselina je jedno od glavnih jedinjenja koje

znacajno doprinosi ukusu jogurta304. Miris 1 ukus jogurta uglavnom poticu od prisustva
neisparljivih ili isparljivih kiselina i karbonilnih jedinjenja, a posebno se smatra da funkcionalne
grupe karbonilnih jedinjenja imaju znacajan uticaj na finalnu aromu jogurta zbog njihovih
relativno  visokih koncentracija305. Najvaznije aromati¢ne komponente koje ucestvuju u
formiranju ukusa i mirisa su acetaldehid, aceton, acetoin i diacetil a takode tu spadaju siréetna,
mravlja, buterna 1 propionska kiselina. Tipi¢na aroma jogurta uglavnom potice od acetaldehida,

koji se smatra najznacajnijim jedinjenjem u formiranju ukusa. Prema navodima iz literature

acetaldehid je najvazniji sastojak jogurtne arome 1 visoke koncentracije acetaldehida su
neophodne za postizanje pozeljnog ukusa jogurta306’307. Visoke koncentracije acetaldehida (u
opsegu od 5,0 do 21,0 ppm) uglavnom postoje usled veoma niske stope iskoris¢avanja ovog
jedinjenja od strane mikroorganizama. Nedostatak enzima alkohol-dehidrogenaze kod
bakterija, koji je odgovoran za konverziju acetaldehida u etanol, je kako se pretpostavlja
osnovni razlog slabog koriééenja acetaldehida®”. Neki istrazivaci su pokazali da je netipicno
slaba aroma rezultat prisustva manje od 4,0 ppm acetaldehida, dok dobar ukus nastaje kada je
ovo jedinjenje prisutno u koli¢ini vecoj od 8,0 ppm309. Za najvazniju putanju u formiranju
acetaldehida smatra se razgradnja treonina i glicina do acetaldehida, i enzim odgovoran za

katalizu ove reakcije, treonin aldolaza, je prisutna kod oba mikroorganizma koji su sastavni deo

jogurtne kulture (L. bulgaricus 1 S. thermophilus). Aktivnost treonin aldolaze kod S. thermophilus je

S0 46k kod L.

znacajno smanjena pri vedim temperaturama rasta od 30,0 do 42,0 °C
bulgaricus njena aktivnost ostaje nepromenjena. Obzirom da se jogurt proizvodi na visim

temperaturama, ocekuje se da acetaldehid bude uglavnom proizveden od strane L. bulgaricus

312

Kasnijim istrazivanjima je takode utvrdeno da neki proizvodi sa niskim sadrzajem

acetaldehida jos uvek imaju tipi¢nu jogurtnu aromu, §to sugerise da je acetaldehid samo jedna

od komponenti jogurtne arome a ne njen jedini clement’ . Lindzi i sar. ( 965)314 su pokazali
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da je ostar ukus izazvan hiperprodukcijom acetaldehida u vezi sa produkcijom diacetila.

Uprkos kontraverzi oko uloge diacetila u ukupnoj aromi jogurta, diacetil je drugo glavno

T . \ . . . 315 . T

jedinjenje koje ucestvuje u formiranju arome™ . S. thermophilus se od strane pojedinih

. vy TN . . . ., 316 .. Vo

istrazivaca smatra kao iskljuc¢ivo odgovoran za proizvodnju diacetila” ~ dok neki istrazivaci
v . . . . . . . . . .. 317

podrzavaju tvrdnju da je L. bulgaricus glavni nosilac proizvodnje diacetila™ . Za prekursore u

proizvodnji diacetila uglavnom se smatraju laktoza i citrat’ *. Osim ovih jedinjenja utvrdeno je
da i mnoga druga jedinjenja doprinose aromi krajnjeg proizvoda, ukljucujuci 2,3-butandion,
2,3-pentandiona, dimetil-sulfid i benzaldehid”"”. Takode u istrazivanjima Ott i sar. (1997)°"
jedinjenja medu kojima 1-octen-3-on, 1-nonen-3-on, metional, 2-metil-tetrahidro-tiofen-3-on,
(2E)-nonenal i gvajakol su oznacena kao nosioci intenzivnog mirisa 1 jogurtne arome. Iz svega
navedenog moze se primetiti da acetaldehid znacajno doprinosi jogurtnoj aromi, ali nije jedini
sastojak arome vec¢ da je neto aromaticni efekat rezultat kombinacije svih prisutnih aromati¢nih
komponenti. Tokom ispitivanja ukusa i mirisa tradicionalnih kiselih i blagih jogurta, od strane
panela obucenih degustatora koris¢enjem opisnih skala, uoceno je postojanje bitnih razlika u
ukusu jogurta koje su poticale uglavnom od razlike u njthovoj kiselosti a ne od razlike u
koncentracijama prisutnih aromaticnih jedinjenja (acetaldehid, 2,3-butandion i 2,3-

. 320 v ¥ v . .. Ve oqe . .
pentandion) . Ovo zapazanje naglasava vaznost kiselosti jogurta u dozivljaju njegovog ukusa.

2.4.2.2. Tekstura - Sinerezis i viskozitet
Tekstura i senzorne karakteristike fermentisanih proizvoda (npr. oseéaj u ustima i

Ly v . . .. . . v 321
kremasta struktura) su od klju¢ne vaznosti za prihvatljivost proizvoda od strane potrosaca

. . T . . .y . 322323324
Glavni procesni parametri koji uticu na teksturu fermentisanih proizvoda ukljucuju™ """

* Primenjene materije i njihove kolicine;

* Tip i koli¢ina stabilizatora;

e Sadrzaj masti i uslovi homogenizacije;

* Uslovi termicke obrade;

e Starter kultura (tip, aktivnost i proizvodnja egzopolisaharida);

* Temperatura inkubacije (utice na rast starter kulture, agregaciju gela i &vrstocu);

* pH vrednost pri razbijanju ili secenju gela;
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* Uslovi hladenja;
* Postproizvodna obrada (npr. fizicka ili temperaturna).

Povecan sadrzaj kazeina i1 masti (homogenizovane) dovodi do veée cvrstine i
viskoznosti proizvoda. Matriks u vedini fermentisanih proizvoda se sastoji se od kazeinskih
Cestica, tako da poveéanje broja ovih cestica dovodi direktno do unapredenja Cvrstine i
viskoznosti proizvoda. Prirodne globule mle¢ne masti nisu u interakciji sa kazeinskim

matriksom ali pri homogenizaciji one dobijaju proteinsku membranu §to im omogucava da
. . . . 323
deluju kao "pseudo kazeinske cestice"

Poveéanje sadrzaja proteina surutke i smanjenje odnosa kazeina i proteina surutke
poveéava ¢vrstinu gela pri tretiranju visokim temperaturama (koje su potrebne radi denaturacije
proteina surutke i njihove asocijacije sa kazeinskim micelama). Prekomerni dodatak proteina
surutke (u zavisnosti od proizvoda i uslova obrade) moze dovesti do pojave zrnaste teksture
proizvoda322. Za proizvode tipa jogurta, primena nizih temperatura inkubacije (npr. 40,0 °C
umesto 45,0 °C) dovodi do nesto duzeg trajanja procesa geliranja ali i do stvaranja &vricih i
viskoznijih gelova koji su manje skloni izdvajanju surutke . I(oriééenje nizth temperatura
inkubacije moze omoguc'iti formiranje gelova sa nizim sadrzajem Cvrstih Cestica i/ili
stabilizatora. Tako npr. kod proizvodnje Svapskog sira, vrlo niske temperature (npr. 20,0 °C)
daju mekse gelove u poredenju sa nesto visim temperaturama (npr. 26,0 °C) sto je verovatno
posledica veoma sporog procesa geliranja. Pri smanjenju pH vrednosti od 5,1 do 4,6 do kog
dolazi tokom procesa proizvodnje fermentisanih proizvoda javlja se poveéanje ¢vrstoce gela.
Daljim snizavanjem pH vrednosti (npr. do 4,0) dolazi do obrnutog procesa koji se ogleda u
omeksavanju nastalog gela, a koji je posledica povecanja dejstva odbojnih sila medu
molekulima proteinskog matriksa.

Novi postupci koji se razvijaju u cilju poboljsanja teksture fermentisanih proizvoda
podrazumevaju primenu stabilizatora, raznih sastojaka izvedenih iz mleka, razlicitih tipova
koncentrata ili proteinskih frakcija, specificnih kultura mikroorganizama (npr. producenata
egzopolisaharida), razlicitth enzima npr. transglutaminaza za unakrsno povezivanje mlec¢nih
proteina, visokog hidrostatickog pritiska (>200 MPa) radi izazivanja denaturacije proteina

surutke i veoma visokog pritiska pri homogenizaciji proizvoda.
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2.5. Zdravstveni doprinos funkcionalnih napitaka na bazi surutke

2.5.1. Uloga surutke u prevenciji bolesti

Uticaj na metabolizam lipida 1 glukoze
U dosadasnjim istrazivanjima izneta je ¢injenica da dugorocni unos proteina surutke

(12 nedelja) ima uticaj na smanjenje koncentracije triglicerida kod gojaznih i osoba sa

325326327

prekomernom tezinom . lako mehanizmi uticaja proteina surutke na triacilglicerol nisu

do kraja razjasnjeni, Mortensen i sar.” > govore o tome da unosenje obroka koji sadrzi surutku
ima za rezultat smanjene proizvodnje hilomikrona i ubrzano uklanjanje hilomikrona, koje
proizilazi iz stimulacije lipoproteinskih lipaza. Pal i sar.”>* dodatno podrzavaju ovaj rezultat
navodeci da usled efekata surutke na varenje 1 apsorpciju dolazi do smanjenja kolicine
cirkuliSu¢ih hilomikrona bogatih triacilglicerolom Pored toga, McGregor i sar.329 isticu
pozitivan uticaj proteina surutke na nivo lipida, ukljuéujuéi smanjenje triglicerida, slobodnih

masnih kiselina i hilomikrona bogatih lipoproteinima posle obroka sa visokim sadrzajem masti

kod pacijenata sa dijabesom Tip 2. Brojne studije su takode pokazale da postoji uticaj proteina

surutke na metabolizam glukoze 1 insulina™ >, Vecina od ovih studija je pokazala da unos
proteina surutke smanjuje nivo glukoze i insulina u krvi, ukljuéujuéi 11,0% smanjenja nivoa
insulina posle 12 nedelja unosa proteina surutke (54,0 g/dan) kod odraslih ™. Sa druge strane,
McGregor 1 sar. ukazuju da proteini surutke poveéavaju nivo insulina kod osoba sa

.. . 329 . . Ve .. . . . .
dijabetesom Tip 27". Oni takode iznose ¢injenicu da su akutni efekti proteina surutke na nivo

glukoze u krvi uporedivi sa efektima lekova iz grupe sulfonilurea kao 1 farmaceutskih zamena
za insulin koje se koriste za kontrolu hiperglikemije kod obolelih od dijabetesa Tip 2. Nasuprot

tome, Hoppe i sar. prijavljuju da unos 10,5 g/dan surutkinih proteina tokom 7 dana povec'ava

nivo insulina za 7% kod mladih momaka, $to ukazuje na povec'anje otpornosti na insulin®"'
Proteini surutke, putem bioaktivnih peptida i aminokiselina koje nastaju tokom varenja,
pojacavaju oslobadanje nekoliko hormona koji dovode do smanjenog unosa hrane i poveéanja
sitosti, ukljuéujuéi holecistokinin, peptid II, glukoza-zavisni insulinotropni polipeptid (GIP),

glukagonu slican peptid-1 (GLP-1) i insulin. Sekrecija insulina je povezana sa smanjenjem
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koncentracije glukoze 1 kontrolom unosa hrane. Dobijeni rezultati povecanja sitosti,

termogeneze, i smanjenja glukoze u krvi, koji se mogu uporediti sa farmaceutskim tretmanom,

v . . e 1 . . . 332
podrzavaju upotrebu proteina surutke u regulaciji dijabetesa Tip 2 1 gojaznosti
Uticaj na metabolizam misi¢a
Po pitanju uticaja na misi¢ni metabolizam fokus se stavlja na izobilje aminokiselina

poreklom iz proteina surutke, korisnih za sportiste i pojedince koji naporno vezbaju, i njihovog
.. . .v., 333 . . . T .1 v .

uticaja na sintezu misica ~ . Unos proteina i neophodnih aminokiselina pre ili posle vezbanja

moze povecati sintezu miSicnih proteina 1 rezultirati pozitivhim neto proteinskim bilansom,
.. oy . . 334 N . . v . .

korisnim kod misicne hipertrofije™ . Naporno vezbanje nakon koga sledi unosenje proteina

. o . oy. e 335 .. . R .

surutke stimuli$e sintezu proteina u misicima™ i iskljucuje moguca osteéenja proteina nastala
v . 333 . 336 .- . . ..

vezbanjem™ . Lollo i sar.”" su poredili efekte 3 vrste proteinskih suplemenata (proteini

surutke, hidrolizat proteina surutke i kazein) na telesnu kompoziciju, biohemijske parametare, 1
performanse kod najboljeg brazilskog profesionalnog fudbalskog tima tokom sezone turnira.
Suplementacija proteina odmah nakon treninga tokom takmicarskog perioda bila je korisan 1
bezbedan nacin da fudbaleri zadrze ili cak poveéaju mi§i¢nu masu. Proteini surutke i hidrolizat

proteina surutke, posebno su favorizovali odrzavanje pocetnog sastava misicne mase.
329 \ . . v . v .
McGregor ™ predocava da unos proteina mleka u kombinaciji sa vezbanjem moze rezultirati
vecom hipertrofijom skeletnih miSica, iz cega proizilazi povecanje insulinske osetljivosti,
.y . . . . 337 . .
metabolicke kontrole i bazalnog metabolizma. Tipton i sar.” takode ukazuju da unos proteina

surutke rezultira povecanjem neto mase misica posle napornih treninga. Akutna, rana faza,

sinteze misicnih proteina posle vezbanja takode je bila veca nakon unosenja hidrolizata

. . 338
proteina surutke u odnosu na kazein
2.5.2. Uloga surutke u lec¢enju bolesti

Zahvaljujuci visokom sadrzaju bioaktivnih jedinjenja u surutki, ukljucujuci laktoferin,
imunoglobuline, glutamin i laktalbumin, proteini surutke su povezani sa smanjenjem rizika

nastanka metabolickih poremeéaja 1 drugih bolesti.
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Uloga surutke u leCenju raka

Brojne studije na Zivotinjama su se bavile ispitivanjem antikancerogenog potencijala
surutke, 1 veruje se da je prvenstveno povezan sa antoksidativnim, detoksikujuéim i
imunomodulatornim efekatom GSH i laktoferina™ . U prisustvu laktoferina, rak debelog creva

kod pacova je pokazao smanjenu ekspresiju, dok je metastaziranje primarnih tumora bilo

znatno inhibirano” . Rezultati in vitro studija su takode bili ohrabrujuci, demonstrirajuci
inhibiciju nekih od vaznih koraka u razvoju raka dojke koji je tretiran govedim proteinom BSA
(govedi serum albumin), iako mehanizmi nisu u potpunosti razjaénjeni342. Nekoliko klinickih
ispitivanja je pokazalo da visok nivo GSH u tumorskim celijama daje rezistenciju prema

hemoterapeutskim agensima. Jedna od studije je pokazala da je od 20 bolesnika u fazi IV

maligniteta koji su tretirani svakodnevno sa 40,0 g surutke u kombinaciji sa dodacima kao $to

je askorbinska kiselina i multivitaminske/mineralne formule343, 16 prezivelih imalo povec'anje
nivoa funkcije Celija prirodnih ubica, GSH, hemoglobina i hematokrita nakon 6 meseci
primene.

Uloga surutke u leCenju hepatitisa

Rezultati ispitivanja uticaja surutke na virus hepatitisa B su bili pozitivni, posebno oni iz

studije koja je obuhvatala 8 pacijenata tretiranih sa 12,0 g surutke/ dan™*. Pacijenti su imali
poboljsanje markera funkcije jetre, smanjenje nivoa lipid peroksidaze u serumu, i poveéanu

interleukin-2 aktivnost kao i aktivnost éelija prirodnih ubica. U pogledu hepatitisa C, postoji

nekoliko neubedljivih studija, iako je polazna 7 vitro studija u tim istrazivanjima pokazala da je
. . .. 345
govedi laktoferin delotvoran u prevenciji hepatitisa C™ .

Uloga u lecenju kardiovaskularnih bolesti

Prema rezultatima velikog broja studija, mleko i mle¢ni proizvodi mogu smanjiti krvni

pritisak i rizik od pojave hipertenzija® . Klinicka studija koja je trajala 8 nedelja u kojoj je
ucestvovalo 20 zdravih muskaraca koji su konzumirali kombinaciju fermentisanog mleka i
koncentrata proteina surutke dala je kao rezultat ispitivanja seruma veci sadrzaj lipoproteina
velike gustine, nizi sadrzaj triglicerida 1 nizi sistolni krvni pritisak346. Pal 1 sar. su takode
publikovali studiju uticaja proteina surutke na kardiometabolicke faktore rizika u kojoj su

mnogi od navedenih rezultata demonstrirali koristan efekat surutke na kardiovaskularne
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bolesti. Poboljsanje u pogledu smanjenja gojaznosti unosom surutke mozda najvise doprinose
snizavanju krvnog pritiska347.
Uloga surutke u leCenju hipertenzije

Hipertenzija je glavni problem po pitanju javnog zdravlja, a njen specifi¢ni tretman
verovatno utice na smanjenje rizika od razvoja kardiovaskularnih oboljenja. U velikom broju
istrazivanja zastupa se hipoteza da pojedini bioaktivni peptidi formirani nakon hidrolize

proteina prisutnih u hrani imaju sposobnost inhibicije ACE, a ova tema je detaljno razmatrana
. . .. 346 . . .. .o
u velikom broju studija” . Generalna tvrdnja se odnosi na to da je ishrana bogata namirnicama

koje sadrze antihipertenzivne peptide efikasno sredstvo za prevenciju i lecenje hipertenzije.

ACE inhibitorni peptidi se mogu dobiti iz prekursora proteina hrane putem enzimske

. . Vel e e . . . ey 348,349
hidrolize, upotrebom Zivih ili liziranih mikroorganizama ili specificnih proteaza .

Medutim, studije koje se odnose na peptide surutke sa ACE inhibitornom aktivhoséu su u
odredenoj meri ogranicene; uglavnom zbog krute strukture [-laktoglobulina, $to ga ¢ini
posebno otpornim na dejstvo enzima. ACE inhibitorni peptidi mogu smanjiti krvni pritisak u
procesu koji je delimic¢no regulisan od strane renin-angiotensin sistema. Renin je proteaza, koja
se lu¢i kao odgovor na razne fizioloske stimulanse, koja cepa protein angiotenzinogen

proizvodedi neaktivni dekapeptid angiotenzina I. Pored toga , ACE deluje na kalikrein-kinin

sistem, katalizujuéi razgradnju nonapeptida bradikinina, koji je vazodilatator350, a ACE
inhibitorni peptidi ispoljavaju hipotenzivni efekat sprecavanjem formiranja angiotenzin II i
degradacijom bradikinina.
Uloga surutke u leCenju osteoporoze

Caroli i sar.”” su u svojoj nedavno objavljenoj studiji objavili vezu izmedu unosa
mlecnih proizvoda i zdravlja kostiju, u kojoj naglasavaju postojanje slozene veze izmedu mleka
1 mlec¢nih proizvoda i osteoporoze. Osnovni protein mleka (milk basic protein-MBP) je
komponenta surutke koji demonstrira sposobnost ne samo suzbijanja resorpcije kostiju vec 1
stimulacije proliferacije i diferencijacije celija osteoblasta” . MBP pre svega sadrzi laktoferin i

laktoperoksidazu. Ispitivanja na zivotinjama sugeriSu da je laktoferin klju¢na aktivna

T .y . 352 .. . ey e L
komponenta, koji stimuliSe aktivnost osteoblasta™ . Unos kalcijuma je najkritic¢niji nutritivni

faktor u postizanju optimalnog pika kostane mase i uveéanje mineralne mase kostiju. Prema
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brojnim klinickim ispitivanjima dnevne doze od 40,0 mg MBP (ekvivalent 400-800 mL mleka)

. .. coL o . . .. 353,354,355,
su dovoljne za znacajno povecanje kostane gustine i smanjenje resorpcije kostiju

Uloga surutke u leCenju gastrointestinalnog sistema
Surutka se veoma Cesto koristi 1 kao podrska gastrointestinalnom zdravlju. Njena uloga

u zastiti sluzokoze je dokumentovana u nekoliko studija na Zivotinjama i pretpostavlja se da je
. . v . . 339 . . . .

povezana sa njenim GSH-stimuliSué¢im svojstvom™ . Osim njene uloge u sintezi GSH,

glutamat moze igrati dodatnu ulogu kada se konvertuje u glutamin, aminokiselinu koja se

koristi kao gorivo od strane crevne sluznice””®. Formule bazirane na peptidima surutke u
manjoj meri izazivaju dijareju od formula baziranih na kazeinu zbog bolje i1 brze resorpcije
(neobjavljeni podaci). Obzirom da je kod tesko obolelih pacijenata funkcija varenja znacajno
narusena, proteini surutke igraju znacajnu ulogu u zastiti od dijareje i pratecih komplikacija.
Uloga surutke u leCenju sarkopenije 1 trosenju misicne mase

Proteini surutke i esencijalne aminokiseline promovisu smanjenje masnog tkiva i
poveéavaju sintezu misicnih proteina tokom nisko kaloricnih dijeta kod starijih i gojaznih
osoba”. Sarkopenija je udruzena sa smanjenom sintezom misi¢nih proteina kao odgovorom

na unos hrane. Razlika u varenju i apsorpcionoj kinetici dijetetskih proteina ili njihovih
aminokiselina, ili oboje, modulira nagomilavanje proteina u migicima. Pennings i sar.”" su
poredili varenje proteina, apsorpcionu kinetiku i nagomilavanje proteina misica nakon uzimanja
surutke, kazeina i hidrolizata kazeina kod zdravih starijih osoba i zakljucili da proteini surutke
stimuliSu nagomilavanje proteina misica efikasnije nego kazein i hidrolizat kazeina kod starijih
muskaraca. Ovaj efekat se pripisuje kombinaciji brzeg varenja i apsorpcije surutke i vedim
sadrzajem leucine, $to doprinosi u prevenciji sarkopenije i trosenja miicne mase.

Pored svega navedenog, nekoliko studija naglasava da surutka moze biti indikovana kao
terapija kod alergija, dijabetesa, amiotroficne lateralne skleroze i opekotina. Medutim, dokazi za
klinicku efikasnost u ovim stanjima su ogranic¢eni, posebno po pitanju doza i duzine trajanja

terapije.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijali

3.1.1. Mikroorganizmi

Bakterije mlecne kiseline:

Lactobacillus acidophilus antibiophilus (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF, Beograd)
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF, Beograd)
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju
TMF, Beograd)

Lactobacillus casei ssp.casei NRRL B-441 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF,
Beograd)

Lactobacillus casei ssp.casei ATCC 27139 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF,
Beograd)

Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis NRRL B-1924 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF,
Beograd)

Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis NRRL B-4525 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF,
Beograd)

Lactobacillus gasseri NRRL B-14168 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF, Beograd)
Lactobacillus gassers NRRL B-4240 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF, Beograd)
Lactobacillus helveticus ATCC 15009 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF, Beograd)
Lactobacillus helveticns NRRL B-734 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF, Beograd)
Lactobacillus jobnsonii NRRL B-2178 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF, Beograd)
Lactobacillus paracasei ssp.paracasei NRRL B-4564 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF,
Beograd)

Lactobacillus renteri ATCC 23272 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF, Beograd)
Lactobacillus rbanmnosus ATCC 7469 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF, Beograd)
Lactobacillus rbamnosus TM1 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF, Beograd)
Propionibacterinm ~ frendenreichiz - ssp.  shermanii  NRRL B-3524  (Kolekcija laboratorije za
mikrobiologiju TMF, Beograd)
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Strptococeus thermophilus S2 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF, Beograd)

Strptococcus  thermophilus CNRZ S3 (389) (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF,
Beograd)

Strptococcus thermophilus S36 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF, Beograd)

Strptococeus thermophilus S39 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF, Beograd)
Bifidobacterium bifidum NRRL B-41410 (Kolekcija laboratorije za mikrobiologiju TMF, Beograd)
Komercijalna ABY-6 kultura:

Streptococens salivarius ssp. thermophilus (80,0%, m/m)

Lactobacillus acidophilus (13,0%, m/m)

Bifidobacterinm bifidum (6,0%, m/m)

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (1,0%, m/m)

3.1.2. Materijali

Antibiogram test tablete: Tetraciklin (30,0 pg), Ampicilin (30,0 pg), Streptomicin (30,0 pg),
Kanamicin (30,0 pg), Hloramfenikol (30,0 pg), Penicilin (10,0 IU), Eritromicin (15,0 pg),
Gentamicin (15,0 pg), Vankomicin (30,0 pg), Nalidiksi¢na kiselina (30,0 ng), Torlak, Srbija
Agar, Torlak, Beograd, Srbija

De Man, Rogosa, Sharpe (MRS) bujon, Torlak, Beograd, Srbija

Ekstrakt kvasca, Torlak, Beograd, Srbija

Goveda zuc, Torlak, Beograd, Srbija

Hranljivi bujon, Torlak, Beograd, Srbija

M17 bujon, Biolife, Italiana s.r.l., Viale Monza, Milano, Italija

Mesni ekstrakt, Torlak, Beograd, Srbija

Mleko 0,5% m.m., Imlek, Beograd, Srbija

Pepton-1, Torlak, Srbija

Pepton-4, Torlak, Beograd, Srbija

Polisorbat 80, Tween 80, DIFCO, BD, SAD

Sok od jabuke (Foodland d.o.o., Beograd, Srbija)

Sok od sargarepe (Foodland d.o.o., Beograd, Srbija)

Surutka u prahu, LENIC Laboratories, Beograd, Srbija
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Sveza surutka, Imlek a.d., Beograd, Srbija

Tripton soja, Torlak, Beograd, Srbija

Ugljenihidrati: Arabinoza (Fluka, Sigma-Aldrich, Gilligham, UK), Ksiloza (Acros Organics,
New Jersey, SAD), Ramnoza (Fluka, Sigma-Aldrich, Gilligham, UK), Galaktoza (Fluka, Sigma-
Aldrich, Gilligham, UK), Fruktoza (Centrohem, Beograd, Srbija), Manoza (Acros Organics,
New Jersey, SAD), Saharoza (Fluka, Sigma-Aldrich, Gilligham, UK), Celobioza (Sigma-
Aldrich, Gilligham, UK), Maltoza (Torlak, Bgd, Srbija), Laktoza (Torlak, Bgd, Srbija),
Trehaloza (Acros Organics, New Jersey, SAD), Rafinoza (Fluka, Sigma-Aldrich, Gilligham,
UK), Melobioza (Fluka, Sigma-Aldrich, Gilligham, UK), Riboza (Acros Organics, New Jersey,
SAD), Sorbitol (Fluka, Sigma-Aldrich, Gilligham, UK), Inulin (Sigma-Aldrich, Gilligham, UK),
Salicin (Sigma-Aldrich, Gilligham, UK).

Pektin, Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Zelatin (svinjski), Dr. Oetker, Janossomotja, Madarska.

Koncentrat proteina surutke WPC-80, LENIC Laboratories, Beograd, Srbija
3.1.3. Supstance p.a Cistoce

3,5-dinitrosalicilna kiselina (C.H,N,O,), Acros Organics, New Jersey, SAD
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (C,H;,N.O,), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Akrilamid (C;H;NO), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Amonijum-citrat (NH,);C;H.O,), Hemos, Beograd, Srbija
Amonijum-persulfat (H{N,O.S,) (APS), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Amonijum-sulfat (NH,),SO,), Hemos, Beograd, Srbija

f-Merkaptoetanol (C,HSO), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Bromfenol plavo (C,,H,,Br,O.S), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Cink-sulfat (ZnSO,), Hemos, Beograd, Srbija

Etilen-glikol (C,H,0,), Zorka Pharma a.d., Sabac, Srbija

Glicerol (C,H,(OH),), Zorka Pharma a.d., Sabac, Srbija

Glicin (NH,CH,COOH), Biochemica, Sigma-Aldrich Chemi GmBH, China
Gvozde-trihlorid (FeCls), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Hlorovodonic¢na kiselina (HCI), Zorka Pharma a.d., Sabac, Srbija
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Kalijum-dihidrogenfosfat (IKH,PO,), Kemika, Zagreb, Hrvatska
Kalijum-fericijanid (C FeK;N,), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Kalijum-natrijum tartarat (KNaC,H,Ox4H,0), Centrohem, Beograd, Srbija
Leucin (C.H;;NO,), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Magnezijum-sulfat (MgSO,X7H,0), Merck-Alkaloid, Skoplje, Makedonija
Mangan-sulfat (MnSO,), Hemos, Beograd, Srbija

Metanol (CH,O), Merck-Alkaloid, Skoplje, Makedonija
N,N'-Metilen-bis-akrilamid (C,H,,N,O,) (Bis-Akrilamid), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Natrijum-acetat (CH;COONax3H,0O), EuroHemija, Beograd, Srbija
Natrijum-hlorid (NaCl), Centrohem, Beograd, Srbija
Natrijum-hidrogen-karbonat (NaHCO;) Centrohem, Beograd, Srbija
Natrijumdodecil-sulfat (NaC,,H,,SO,), Centrohem, Beograd, Srbija
Natrijum-hidroksid (NaOH), Centrohem, Beograd, Srbija

Ortoftalaldehid (OPA) (C{H,O,), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Siréetna kiselina (CH;COOH), Centrohem, Beograd, Srbija
Tetrametiletilendiamin (C;H;(N,) (Temed), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Trihlor sir¢etna kiselina (C,HCL,O,), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Tris(hidroksimetil)aminometan (C,H,;NO,) (Ttis), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Vitamin B, (C,,H,,CIN,OS)(Tiamin), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Vitamin B, (C,;H,,N,O,) (Riboflavin), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Vitamin B (C,H,,NO;) (Pantotenska kiselina), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Vitamin B, (C;H,[NOP) (Piridoksin), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Vitamin I (C;H,,0,) (Inozitol), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Vitamin C (C(H,O,) (Askorbinska kiselina), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Vitamin H (C,H,,N,O,S) (Biotin), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Pronaza E, Calbiochem-Behring Corp.

3.1.4. Uredaiji

Analiticka vaga (Mettler AJ100, Svajcarska)
Autoklav (Sutjeska, Beograd)
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Centrifuga (Sigma model 2-16, Shropshire, Engleska)

Homogenizator (Yellowline, DI 25 basic, Ica Works Inc., Wilmington)

Elektricna pe¢ za zarenje (Instrumentaria (50-1200 °C), Hrvatska)

Elektri¢cni reSo Bauer GH-525 (JTD Ltd., Severna Koreja)

Uredaj za vertikalnu elektroforezu (LKB SE 600 Ruby, Power Supply EPS601, Amershom
Bioscience)

Laboratorijska susnica (Sutjeska (60-200 °C), Fabrika medicinskih uredaja, Beograd)
Magnetna mesalica (ARE Heating Magnetic Stirrer, Velp Scientifica stl, Italija)
Mikroskop (Axio Imager A1, Carl Zeiss Microlmaging GmbH., Nemacka)

pH-metar (inol.ab pH 720, Nemacka)

Tehnicka vaga (Chyo Balance Corp., MP-3000)

Termostat za rast mikroorganizama (Memmert, Nemacka)

Ultrazvucno kupatilo, tip USK 28, radna frekvencija 40 kHz (EI, Nis, Nis)

UV-VIS spektrofotometar (Ultrospec 3300 pro, Biochrom Ltd., Cambridge, Engleska)
Vakuum susnica (Binder VD 23, Binder GmBH, Nemacka)

Viskozimetar (Brookfield DV I1+Pro, Brookfield Engineering Lab Inc, Stoughton, MA)
Vodeno kupatilo sa mesanjem, model WB/OB 7-45 (Memmert, Nemacka)

Vorteks (REAX 7000, Heidolph, Schwabach, Nemacka)
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema mikroorganizama

3.2.1.1. Priprema sojeva bakterija mleCne kiseline (BMK)

Razliciti sojevi bakterija mlec¢ne kiseline su pre primene ¢uvani u obliku stok-kultura na
-18,0 °C, u kriotubama koje su sadrzale odgovarajuéi bujon i 50%-tni glicerol kao
krioprotektivni agens. Sojevi su pre eksperimentalne primene, nakon uzorkovanja iz stoka dva
puta presejavani u odgovarajuéi bujon. Oko 1,0% (v/v) baktetijske kulture je zasejavano u
odgovarajuci bujon nakon cega je kultura inkubirana 18,0 h na temperaturi 37,0 °C, pod
anaerobnim uslovima. Dobijena kultura (18,0 h stara) je nakon toga koriscena za inokulaciju

uzoraka.

3.2.1.2. Priprema komercijalne ABY-6 kulture

Komercijalna ABY-6 (DVS) kultura je pre primene aktivirana pripremom 1,0% (w/v)
rastvora kulture u mleku (0,5% m.m., Imlek, Beograd), nakon cega je vrsena inkubacija u
vodenom kupatilu u trajanju od 40,0 min na temperaturi 42,0 °C. Ovako aktivirana kultura

kori§éena je za inokulaciju uzoraka.
3.2.2. Priprema podloga za gajenje mikroorganizama

3.2.2.1. Priprema MRS bujona

51,0 g MRS bujona je rastvaran u destilovanoj vodi (1 L) nakon cega je vrSeno kuvanje
u kljucalom vodenom kupatilu u trajanju od 20,0 min. Podloga je nakon toga sterilisana u

autoklavu na 120,0° C i p=1,5 bar, 30,0 min.

3.2.2.2. Priprema M17 bujona

42,0 g M17 bujona je rastvarano u destilovanoj vodi (1 L) nakon ¢ega je vrSeno kuvanje
u kljucalom vodenom kupatilu u trajanju od 20,0 min. Podloga je nakon toga sterilisana u

autoklavu na 120,0° C 1 p=1,5 bar, 30,0 min.
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3.2.2.3. Priprema MRS agara
MRS bujon (51,0 g/L) i agar (18,0 g/L) su rastvoreni u destilovanoj vodi nakon cega je
vrseno kuvanje rastvora u kljucalom vodenom kupatilu u trajanju od 20,0 min. Podloga je

nakon toga sterilisana u autoklavu na 120,0° C i p=1,5 bar, 30,0 min.

3.2.2.4. Priprema MRS agara sa razliCitim izvorima ugljenika

MRS agar sa razlicitim izvorima ugljenika pripreman je mesanjem sledec¢ih sastojaka:
pepton 4 (1,0%, m/v), mesni ekstrakt (1,0%, m/v), ekstrakt kvasca (0,5%, m/v), tween (0,1%
v/v), di-kalijum hidrogenfosfat (IK,HPO,, 0,2%, m/v), natrijum acetat (Na(CH,COO) x 3
H,0, 0,55, m/v), amonijum citrat ((NH,);C,H;0O,), 0,2%, m/v), rastvor soli (0,5%, v/v), agat
(1,8%, m/v). Rastvor soli je sadrzao: mangan sulfat (MnSO, x 4H,0, 2,8%, m/v) i magnezijum
sulfat (MgSO, x 7H,0O, 11,5%, m/v). U zavisnosti od Zeljenog izvora ugljenika dodavano je
2,0% odgovarajuceg ugljenog hidrata. Sastojci su rastvoreni u destilovanoj vodi nakon cega je
vrseno kuvanje rastvora u kljucalom vodenom kupatilu u trajanju od 20,0 min. Podloga je

nakon toga sterilisana u autoklavu na 120,0° C 1 p=1,5 bar, 30,0 min.

3.2.2.5. Priprema M17 agara

M17 bujon (42,0 g/L) i agara (18,0 g/L) su rastvoreni u destilovanoj vodi nakon c¢ega je
vrseno kuvanje rastvora u kljucalom vodenom kupatilu u trajanju od 20,0 min. Podloga je

nakon toga sterilisana u autoklavu na 120,0° C i p=1,5 bar, 30,0 min.
3.2.3. Priprema sirovine

3.2.3.1. Priprema surutke u prahu

Surutka u prahu je neposredno pre koriséenja rekonstituisana do zeljenog sadrzaja suve
matetije (%, w/v), otapanjem praha surutke u destilovanoj vodi sterilisanoj u autoklavu 30,0
min na 120,0 °C. Pripremljena surutka je zatim termicki tretirana postupkom pasterizacije, 60,0
min na temperaturi 60,0 °C. Nakon termickog tretmana mesavina je hladena na odgovarajucu

temperaturu fermentacije.
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3.2.3.2. Priprema sveZe surutke

Sveza surutka je nakon sakupljanja cuvana na temperaturi -18,0£1 °C do primene (ne
duze od 7 dana). Neposredno pre koriS¢enja surutka je termicki tretirana postupkom
pasterizacije, 60,0 min na temperaturi 60,0 °C. Nakon termickog tretmana surutka je hladena

na odgovarajucu temperaturu fermentacije.

3.2.3.3. Priprema mesavine surutke i mleka

Mesavina surutke 1 mleka (0,5% m.m., Imlek, Beograd) u odgovaraju¢em procentnom
odnosu (%, v/v) je termicki tretirana postupkom pasterizacije, 60,0 min na temperaturi 60,0

°C. Nakon termickog tretmana mesavina je hladena na odgovarajucu temperaturu fermentacije.

3.2.3.4. Priprema mesavine surutke, mleka i vo¢nih sokova

Voéni sokovi (Sok od jabuke, Sok od Sargarepe, Foodland d.o.o., Beograd, Srbija)
korid¢eni u eksperimentima predstavljaju komercijalne pasterizovane sokove koji nakon
otvaranja pakovanja imaju rok trajanja do 3 dana. Svi sokovi su koris¢eni odmah nakon
otvaranja. Bez obzira na to, radi iskljuc¢ivanja mogucnosti kontaminacije sokovi su pre primene
termicki tretirani postupkom pasterizacije, 60,0 min na temperaturi 60,0 °C.

Nakon toga pripremana je mesavina surutke, mleka i voénog soka u procentnom
odnosu 40:30:30 (%, v/v), respektivno. Nakon pripreme vrseno je podesavanje pH vrednosti
mesavine primenom 2,0% (w/v) rastvora natrijum-hidrogen-karbonata (NaHCO;) na 6,2.
Pripremljena mesavina je zatim termicki tretirana postupkom pasterizacije, 60,0 min na
temperaturi 60,0 °C. Nakon termickog tretmana mesavina je hladena na odgovarajucu

temperaturu fermentacije.

3.2.4. Fermentacija

Pripremljena sirovina je zasejavana odgovaraju¢om kolicinom inokuluma ispitivane
vrste bakterija. Uzorci su zatim prenoseni u vodeno kupatilo u kome su inkubirani na
odgovarajucoj temperaturi sve do postizanja pH=4,6, nakon cega je fermentacija zaustavljana
naglim hladenjem uzoraka. Promena pH vrednosti je pracena sterilnim uzorkovanjem (2,0 mL)

medijuma na svakih 1,0 h.
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3.2.5. Parametri kvaliteta

3.2.5.1. Odredivanje hemijskog sastava surutke

.o . . . — 359 .
Hemijski sastav surutke odredivan je standardnim hemijskim metodama™ . Analize su
obuhvatale odredivanje sadrzaja suve materije, proteina, rastvornih Secera, masti, mineralnih
materija (ukupan Ca). Sadrzaj masnih kiselina odredivan je gasnom hromatografijom, pri ¢emu

je razdvajanje metilovanih masnih kiselina izvedeno na kapilarnoj koloni gasnog

360
hromatografa ™

3.2.5.2. Odredivanje pH vrednosti

Vrednost pH uzoraka odredivana je pomocu pH-metra. Merenje je izvodeno pod
apsolutno sterilnim uslovima koji su obezbedeni sterilnim uzorkovanjem fermentacionog

medijuma. Uzorak je prebacivan u kivete pH-metra u kojima je vrSeno merenje.

3.2.5.3. Odredivanje titracijske kiselosti

Titracijska kiselost uzoraka je odredivana metodom po Soxhlet-Henkelu”®'. U ¢asu od
100,0 mL uzorkovano je pod sterilnim uslovima 10,0 mL fermentacionog medijuma i dodat 1,0
ml 2% rastvora indikatora fenol-ftaleina u 70,0% etanolu. Ovako pripremljen uzorak titrisan je
standardnim rastvorom 0,1 M NaOH do promene boje iz bledo Zute u bledo ruzicastu. Za
zavrsnu tacku titracije je smatrano postizanje pH vrednosti uzorka 8,2, §to je prac¢eno pomocu
pH metra. Titracijska kiselost je izrazavana u stepenima Soxhlet-Henkela (°SH) a racunata je

prema jednacini:

‘SH=V x4 xf

utrosenog NaOH (ml) NaOH

gde je: f o -faktor 0,1 M rastvora NaOH dobijen pri standardizaciji.

3.2.5.4. Odredivanje sadrZaja suve materije

Za odredivanje suve materije (SM) koris¢ena je metoda susenja do konstantne mase u
susnici. Prazan vegeglas u kome je vrseno odredivanje je susen najmanje 1,0 h na 100,0-105,0
°C, hladen u eksikatoru na sobnu temperaturu i meren sa ta¢noséu +0,001g (Mv). U vegeglas je

brzo prenosena odredena koli¢ina uzorka, oko 10,0 g, vegeglas je pokrivan poklopcem nakon
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cega je merena ukupna masa (M). Poluotvoren vegeglas sa uzorkom je nakon toga susen na
105,0 °C u susnici do postizanja konstantne mase nakon cega je merena kona¢na masa (Mu).
Sadrzaj suve materije (SM) je izrazavan u %, a racunat je prema jednacini:
SM (%) =Mu - Mv )/( M - Mv) x 100
gde je:
SM - sadrzaj suve materije (%0).
Mu - masa vegeglasa sa osusenim uzorkom, g.
My - masa praznog vegeglasa, g.

M - masa vegeglasa sa odmerenim uzorkom, g.

3.2.5.5. Odredivanje sadrZaja Secera (DNS)
Sadrzaj Secera u ispitivanim uzorcima odredivan je spektrofotometrijskom metodom sa

3,5-dinitrosalicilnom kiselinom (DNS)362 uz minimalne modifikacije. Fermentisani uzorci su
mesani sa 10,0% trihlorsiréetnom kiselinom (TCA) u odnosu 1:1 i centrifugirani 10,0 min na
10 000 rpm. Nakon toga 1,0 mL. supernatanta se razblazi destilovanom vodom, u normalnom
sudu od 100,0 ili 250,0 mL u zavisnosti od ocekivane koncentracije $ecera. Iz normalnog suda
se prenese 3,0 mL razblazenog rastvora u epruvetu, a zatim se doda 3,0 mL rastvora DNS.
Istovetno se pripremi slepa proba u kojoj se koristi 3,0 ml destilovane vode umesto
ispitivanog razblazenog uzorka. Epruvete se zatvore i zagrevaju u vodenom kupatilu na 90,0
°C u trajanju od 5-15 minuta do pojave crveno-braon obojenja. Slepa proba zadrzava Zutu
boju. Zatim se u topao rastvor dodaje 1,0 mL rastvora kalijum-natrijum-tartarata i promesa.
Sadrzaj u epruvetama se ohladi do sobne temperature 1 zatim se meri apsorbanca na
spektrofotometru na 510 nm. Koncentracija Secera je racunata prema jednacini standardne
krive:
C,p=(021882 x A + 0,09498) x R x 2

gde je A - apsorbanca uzorka a R - faktor razblazenja

3.2.5.6. Odredivanje broja Zivih celija

Odredivanje broja zivih celija je vrseno mesanjem 1,0 mL fermentacionog medijuma sa

9,0 mL sterilnog 0,85% (w/v) rastvora NaCl, pod stetilnim uslovima, da bi se uzorak razblazio
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10 puta. Nakon toga vrseno je prenosenje po 1,0 mL prethodnog razblazenja u novih 9,0 mL
sterilnog 0,85% rastvora NaCl da bi se dobila serija od ukupno 8 razblazenja, pri ¢emu je svako
slede¢e razblazenje deset puta vece od prethodnog. U zavisnosti od pretpostavljene
koncentracije bakterija u fermentacionom medijumu birana su tri razblazenja iz kojih je po 1,0
mL prenosen u Petri Solje. Uzorci u Petri Soljama su zatim prelivani odgovaraju¢om hranljivom
podlogom. Po ocvrs¢avanju prvog sloja agara, u Petri Solje je nanosen jos jedan dodatni sloj
agara, radi obezbedivanja mikroaerofilnih uslova za rast bakterija. Nakon zasejavanja, Petri
solje su inkubirane u termostatu na optimalnoj temperaturi rasta bakterija (30,0 ili 37,0 °C) u
trajanju od 48,0 h, u zavisnosti od ispitivane vrste bakterija. Broj izraslih kolonija je odredivan
Kohovom metodom. Ukupan broj zivih ¢éelija u 1,0 mL fermentacionog medijuma racunat je
mnozenjem ukupnog broja kolonija izraslih na Petri Solji sa odgovaraju¢im razblazenjem. U
slucaju pojave kolonija na vise razlic¢itih razblazenja u Petri Soljama, broj celija je rac¢unat kao

srednja vrednost.

3.2.5.7. Odredivanje sinerezisa

. . . . . . o .. 3063 . .

Sinerezis fermentisanih uzoraka je odredivan metodom centrifugiranja™ . Fermentisani

uzorci (20,0 ml) su centrifugirani 10,0 min na 1000 rpm. Nakon centrifugiranja vrSeno je
merenje mase dekantovanog supernatanta (mL). Sinerezis je racunat prema jednacini:

M supernatanta (g)
M uzorka (g)

x 100

Sinerezis (%) =

gde je:
M supernatanta - masa supernatanta nakon centrifugiranja, g.

M uzorka - masa uzorka pre centrifugiranja, g.

3.2.5.8. Odredivanje viskoziteta

Odredivanje viskoziteta vrseno je primenom delimi¢no modifikovane metode .
Viskozitet ispitivanih uzoraka je meren na temperaturi 8,0 °C na dva nacina, pomocu
digitalnog Stabinger viskozimetra Anton Paar SVM 3000 i digitalnog DV-11+Pro viskozimetra,
primenom spindle SP N°61 pri brzini 10 rpm, i izrazavan je kao prividni viskozitet u cP.

Viskozitet svakog uzorka je meren u trajanju od 30 s sto je bilo dovoljno za prikupljanje oko 70
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vrednosti viskoziteta. Nakon toga je racunata srednja vrednost viskoziteta svakog uzorka.

Krajnja vrednost viskoziteta je racunata kao srednja vrednost tri ponavljanja za svaki uzorak.

3.2.5.9. Odredivanje sadrZaja aminokiselina (OPA)

Sadrzaj aminokiselina je odredivan OPA metodom™”. Fermentisani uzorci su megani
sa 0,75 M trihlorsiréetnom kiselinom (TCA) u odnosu 1:3 i inkubirani 30,0 min na 4,0 °C.
Ovako pripremljeni uzorci su centrifugirani 15,0 min na 5000 rpm. Nakon centrifugiranja 50,0
uL supernatanta je mesano sa 1,0 mLL OPA reagensa i nakon isteka 5,0 min vrSeno je merenje
apsorbance uzoraka na talasnoj duzini 340 nm. Uporedo sa pripremom uzoraka pripremana je i
slepa proba koja je umesto supernatanta sadrzala 50,0 pL destilovane vode. Sadrzaj
aminokiselina u uzorcima je odredivan na osnovu standardne krive za L-leucin, izrazavan je
kao ug ./ 2 racunat je prema jednacini:

HE (Le/mL) =4347826 x A +4,552

gde je A - apsorbanca uzorka

3.2.5.10. Odredivanje antioksidativne aktivnosti (DPPH)

U metodi”® odredivanja antioksidativne aktivnosti kao slobodan radikal koris¢en je 0,1
mM rastvor 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) u 95,0% metanolu. Uzorci su centrifugirani na
12000 rpm u trajanju od 30,0 min. Nakon centrifugiranja 500,0 uL. supernatanta je u epruveti
mesano sa 1,5 mL. metanola i 1,0 mL rastvora DPPH. Sadrzaj epruvete je snazno muckan i
ostavljan da stoji u mraku 30,0 min na sobnoj temperaturi, nakon cega je vrSeno merenje
apsorbance uzoraka na talasnoj duzini 517 nm. Kao kontrolni uzorak pripreman je rastvor koji
je sadrzao 1,5 mLL. DPPH i 1,5 mL metanola. Kao slepa proba koris¢en je metanol. Dobijeni
rezultat je izrazen kao procenat inhibicije DPPH radikala, koji zapravo predstavlja procenat
neutralizacije slobodnih DPPH radikala u odnosu na kontrolu i ra¢unat je pomocu jednacine:

Ak - Aa

Inhibicija DPPH radikala (%) = x 100

gde je:

Ak - apsorbanca kontrole, Aa - apsorbanca uzorka.

82



Doktorska disertacija Maja 1. Bulatovié

3.2.5.11. Odredivanje redukcione snage (FRAP)

U rnetodi367 odredivanja redukcione snage, 1,0 mL uzorka je mesan sa 2,5 mL 0,2 M
fosfatnog pufera (pH 6,6) i 2,5 mL kalijum-fericijanida (1,0%, w/v), smesa je inkubirana 30,0
min na 50,0 °C. Nakon inkubacije smesi je dodavano 2,5 mL TCA (10,0%, v/v) nakon cega je
vrSeno centrifugiranje na 10000 rpm u trajanju od 10,0 min. Nakon centrifugiranja 2,5 mlL
supernatanta je mesano sa 2,5 mL vode i 0,5 mL gvozde-(III)-hlorida (0,1%, w/v). Nakon 10,0
minuta je merena apsorbanca uzorka na talasnoj duzini 700 nm. Paralelno sa uzorkom
pripremana je i slepa proba koja je umesto 2,5 mL supernatanta sadrzala 2,5 mL vode.

Redukciona snaga je izrazavana kao A,

3.2.5.12. Odredivanje senzornih karakteristika
Senzorne karakteristike uzoraka su odredivane primenom delimi¢no modifikovane

metode "™, 55 netreniranih nasumicno odabranih ucesnika (35 zena 1 20 muskaraca izmedu 25 1
55 godina starosti) je pozvano da ucestvuje u ocenjivanju senzornih karakteristika uzoraka
procenom njihove ukupne prihvatljivosti. Svaki ucesnik je dobio anketni list sastavljen od 4
pitanja: Ime 1 prezime, godine, pol 1 ocena ukupne prihvatljivosti testiranog uzorka na
hedonistickoj skali od 9 tacaka (ocena).

Po 20,0 mL testiranih uzoraka je servirano na temperaturi 4,0 £ 1,0 “C, u zasebnim
plasticnim ¢asama oznacenim trocifrenim brojevima. Ucesnicima je davano najvise 4 razlicita
uzorka u jednom ispitivanju, olovka, anketni list i ¢asa hladne vode za ispiranje usta izmedu
dva uzorka. Ucesnici su zamoljeni da zaokruze ocenu, na skali u anketnom listu, koja na
najbolji nacin iskazuje meru koliko im se neki od uzoraka svida ili ne svida po pitanju ukupne
prihvatljivosti. Pri proceni prihvatljivosti koriS¢ena je hedonisticka skala od 9 tacaka (ocena)
koje su predstavljale sledece utiske: 1-ekstremno mi se ne svida, 5-niti mi se svida niti mi se ne
svida 1 9-ekstremno mi se svida. Senzorna analiza je obuhvatila 275 upitnika podeljenih u 5
serija. Pre serviranja svi uzorci su podvrgnuti mikrobioloskoj analizi radi procene higijenske i

sanitarne ispravnosti.
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3.2.5.13. Odredivanje probiotskih karakteristika
U ispitivanju prezivljavanja probiotskih bakterija u simuliranim uslovima u zelucu

kori§éena je delimi¢no modifikovana metoda Prasad i sar. (1 998)369.

Za ispitivanje uticaja kisele sredine na prezivljavanje bakterija kori§¢en je bujon
korigovane pH vrednosti 2,5. Korekcija pH vrednosti vriena je dodavanjem 2,0 M rastvora
HCI, nakon ¢ega je ovako pripremljen bujon sterilisan u autoklavu 30,0 min na 120,0 °C.

Za ispitivanje uticaja prisustva govede zuci na prezivljavanje bakterija, koriscen je
stetilni bujon u koji je dodat sterilni 10,0% (w/v) rastvor govede zudi, tako da je konacna
koncentracija govede zuci u bujonu iznosila 0,3% (w/v). pH vrednost ovako pripremljenog
bujona se kretala u opsegu 5,6 do 6,2.

Kao kontrolni uzorak je korisc¢en sterilni rastvor bujona pH vrednosti od 5,7-06,5.

Svaki od etlenmajera je zasejavan sa 2,0% (v/v) ispitivane kulture. Promena broja éelija
u uzorcima je pracena ukupno 4,0 h, sto odgovara maksimalnom zadrzavanju hrane u Zelucu,
uzorkovanjem nakon 1,0 h, 2,0 h, 3,0 h i 4,0 h. Broj ¢elija u svakom od uzoraka je odredivan
nakon serije razblazenja u fizioloskom rastvoru Kohovom metodom na agarnim plo¢ama
(postupak opisan u Odeljku 3.2.5.6). Petri Solje su inkubirane 48,0 h u termostatu na

temperaturi 37,0 °C, nakon ¢ega su brojane izrasle kolonije.

3.2.5.14. Odredivanje uzajamne antimikrobne aktivnosti bakterija

Za ispitivanje uzajamne antimikrobne aktivnosti bakterija koriscena je agar difuziona
metoda. Na Petri Solje sa slojem agara postavljani su plasticni bunarici, pre¢nika 5,0 mm, nakon
Cega je nanoSen sloj odgovarajuéeg otopljenog top agara (0,7%, m/v) zasejanog sa 2,0%
prekonocne kulture test bakterije (Tabela 3) na koju je testirana antimikrobna aktivnost

ispitivanih bakterija.
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Tabela 3. Test bakterije koriséene za ispitivanje antimikrobne aktivnosti primenjenih baktetija

Test bakterije Kolekcija
L. acidophilus ATCC 4356 ATCC ', Laboratorija za mikrobiologiju TMF
L. delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 ATCC, Laboratorija za mikrobiologiju TMF
L. delbrueckii ssp. lactis NRRL B-4525 NRRL ? Laboratorija za mikrobiologiju TMF
L. helveticus ATCC 15009 ATCC, Laboratorija za mikrobiologiju TMF
L. johnsonii NRRL B-2178 NRRL, Laboratorija za mikrobiologiju TMF
L. reuteri ATCC 23272 ATCC, Laboratorija za mikrobiologiju TMF
L. rhammnosus ATCC 7469 ATCC, Laboratorija za mikrobiologiju TMF
P. freudenreichii ssp. shermanii NRRL B-3524 NRRL, Laboratorija za mikrobiologiju TMF
S. thermophilus CNRZ S3 (389) NRRL, Laboratorija za mikrobiologiju TMF
B. bifidum NRRL B-41410 NRRL, Laboratorija za mikrobiologiju TMF

" ATCC - American Type Culture Collection
> NRRL - Northern Regional Research Laboratory

Nakon ocvrs¢avanja top agara plasticni bunari¢i su vadeni iz svog lezista i u formirane
otvore dodato je po 100,0 pl prekonocne kulture ispitivane vrste bakterija. U cilju ispitivanja
hemijske prirode prisutne antimikrobne supstance na rub svakog bunari¢a stavljan je kristal
pronaze E. Ukoliko je proizvedena supstanca proteinske prirode (bakteriocin) na zoni
inhibicije se uocava polumesecasta zona nastala usled razgradnje antimikrobnih supstanci
proteinske prirode pod dejstvom proteinaze. Petri Solje su inkubirane preko no¢i na 37,0 °C.
Pojava svetle (halo) zone oko bunari¢a bila je znak da ispitivana vrsta bakterije ima
antimikrobnu aktivnost prema odgovarajucoj test bakteriji. Merenjem prec¢nika zone inhibicije

kvantifikovana je osetljivost test bakterija na prisustvo ispitivane vrste bakterije.

3.2.5.15. Odredivanje antibiograma ispitivanih vrsta bakterija

Za odredivanje osetljivosti ispitivanih vrsta bakterija na razlicite antibiotike koris¢ena je
modifikovana agar difuziona metoda. Na Petri olje je nanosen sloj otopljenog top agara (0,7%
agara) zasejanog sa 2,0% prekonocne kulture ispitivane vrste bakterije. Nakon oc¢vrs¢avanja na
povrsinu top agara su postavljane test tablete antibiotika za antibiogram test, precnika 10,0
mm. Petri $olje su inkubirane 24,0 h na 37,0 °C, nakon cega je meren pre¢nik zone inhibicije
rasta oko svake od tableta test antibiotika. Prisustvo zone inhibicije rasta tumaceno je kao

osetljivost ispitivane vrste bakterije na odgovaraju¢i antibiotik. Za kvantifikaciju osetljivosti
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koris¢ena je vrednost precnika zone inhibicije rasta, koja je poredena sa precnicima datim u

Tabeli 4 koji sluze kao kriterijum za procenu osetljivosti.

Tabela 4. Kriterijumi za procenu osetljivosti mikroorganizama na razli¢ite antibiotike

T . Sadrzaj antibiotika u test Precnik zone inhibicije, Rzi (mm)
est antibiotik .
tableti S I R

Tetraciklin 30 pg =26 23-25 <22
Ampicilin 30 pug 226 23-25 <22
Streptomicin 30 pg =26 23-25 <22
Kanamicin 30 ug =26 23-25 <22
Hloramfenikol 30 pg =26 23-25 <22
Penicilin 101U 226 23-25 <22
Eritromicin 15 pg 226 23-25 <22
Gentamicin 15 pg =26 23-25 <22
Vankomicin 30 ug =12 10-11 <9
Nalidiksi¢na kiselina 30 ug 226 23-25 <22

Merenjem prec¢nika zone inhibicije i uporedivanjem sa vrednostima datim u Tabeli 4
utvrdeni su antibiotici koji deluju na ispitivane vrste bakterija, kao i oni na koje je ispitivana

vrsta bakterije rezistentna.

3.2.5.16. Odredivanje frakcija proteina gel-elektroforezom (SDS-PAGE)

U cilju odredivanja proteinskog sastava uzoraka vrSeno je razdvajanje proteina
primenom metode vertikalne SDS-PAGE gel-elektroforeze nakon cega je za procenu promene
proteinskog sastava koriscena tehnika denzitometrije pomocu programa Image].

Razdvajanje proteina vrseno na 12,5% akrilamidnom (AA) gelu za razdvajanje, dok je
kao gel za koncentrisanje koris¢en 4,0% akrilamidni (AA) gel. Priprema za izvodenje ove

metode se sastojala iz nekoliko faza:
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1. Priprema rastvora za pravljenje gelova

Tabela 5. Recepture za pripremu rastvora za pravljenje gelova

Rastvori za gelove

Tris (L5M) pH 8,8%  Tris (0.5M) pH 6,8%  Akrilamid, 30%  APS, 10%

Tris 18,7 ¢ 6,06 g / /
SDS 040 0,40 g / /
Akrilamid / / 292 ¢ /
Bis-Akrilamid / / 0,80 g /
APS / / / 0,10 ¢
dest. H.O do 100 mL do 100 mL do 100 mL do 1 mL

* pH podesavan sa konc. HCI

2. Priprema pufera

Tabela 6. Recepture za pripremu rastvora za pravljenje pufera

Pufer
Pufer za elektroforezu pH 8,3 Pufer za uzorke

Tris 30¢g /

Glicin 144 ¢ /

SDS 10g /
Tris (0,5M) pH 6,8 / 2,5 mL
10,0% SDS / 4,0 mL
Glicerol / 2,0 mL
S-Merkaptoetanol / 1,0 mL
0,1% Bromfenol plavo R-250 / 0,5 mL

dest. HO do 1000 mL do 10 mL

3. Priprema rastvora za fiksiranje, bojenje i obezbojavanje gelova

Tabela 7. Recepture za pripremu rastvora za fiksiranje, bojenje i ispiranje

Rastvor
Rastvor Rastvor Rastvor
za fiksiranje za bojenje za ispiranje
Metanol (40,0%) 500,0 mL. 500,0 mL 250,0 mL.
Siréetna kiselina (10,0%) 100,0 mL 100,0 mL 100,0 mL
Etilen-glikol / 30,0 mL 30,0 mL
Bromfenol plavo R-250 / 1,00 ¢ /
dest. H,O do 1000 mL do 1000 mL do 1000 mL

Nakon pripreme rastvora vrSeno je pravljenje gelova koji ¢e se nalivati u sistem za

elektroforezu. Gelovi su pripremani prema slede¢im recepturama:
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Tabela 8. Recepture za pripremu gelova

Gel
Gel za razdvajanje (12,5%) Gel za koncentrisanje (4,0%)

dest. H,O 9,40 mL 6,15 mL
Akrilamid (30,0%0) 12,50 mL 1,33 mL

Tris-pufer (1,5M) 7,50 ml. /
Tris-pufer (0,5M) / 2,50 mL
SDS (10,0%) 0,30 mL. 0,10 mLL
APS (10,0%) 0,60 mL 0,20 mL
TEMED 0,024 mL 0,01 mL

Nakon pravljenja svih potrebnih rastvora vrSena je priprema 12,5%-og gela za
razdvajanje jer se on prvi naliva u sistem za elektroforezu. Nakon nalivanja gel je ostavljan oko
60,0 min, da polimerizuje. Nakon toga pripreman je gel za koncentrisanje, koji se naliva u
preostali prostor sistema u koji se ubacuje cesalj koji ¢e napraviti prostor za nanosenje uzoraka.
Ovaj gel se takode ostavlja oko 60,0 min da polimerizuje.

Nakon toga vriena je priprema uzorka koja je podrazumevala mesanje uzorka sa
puferom za uzorke (PZU). Uzorak (20,0 pL) je mesan sa PZU (20,0 uL), kuvan 90,0 s na 100,0
°C i nakon toga ostavljan 5,0 min na -18,0 £ 1,0 °C. Ovako pripremljen uzorak je nanosen u
prostor predviden za nanosenje uzoraka u gelu za koncentrisanje. Sistem je zatim napunjen
puferom za elektroforezu i prikljucen na izvor struje. Parametri struje su podesavani na
vrednosti 35,0 mA 1 100,0 W. Proces razdvajanja proteina na gelu za razdvajanje je prekidan
kada se vidljivi trag boje nalazio na 1,5 cm od kraja gela. Po zavrSetku procesa razdvajanja gel
je potapan u rastvor za fiksiranje (15,0 min) a zatim u rastvor za bojenje (30,0 min). Posto je
gel obojen vrseno je njegovo ispiranje radi uklanjanja viska boje a u cilju uoc¢avanja proteinskih
traka. Ovako dobijene obojene proteinske trake su slikane kamerom visoke rezolucije i
dobijene slike su analizirane tehnikom denzitometrije primenom programskog paketa Image]
(Fiji 1.46, National Institutes of Health, Bethesda, MD). Na osnovu podataka dobijenih

primenom ovog programa odredivana je promena proteinskog sastava ispitivanih uzoraka.

3.2.5.17. Odredivanje stabilnosti proizvoda tokom procesa Cuvanja

Stabilnost proizvedenih napitaka procenjivana je odredivanjem klju¢nih parametara

kvaliteta (pH vrednost, titracijska kiselost, sinerezis, viskozitet, antioksidativna aktivnost,
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ukupan broj zivih Celija, senzorna ocena) tokom cuvanja na 4,0 = 1,0 °C u vremenskom
intervalu od 28 dana. Napici su pod sterilnim uslovima uzorkovani nakon 1, 7, 14, 21 1 28 dana
1 na osnovu vrednosti parametara procenjivan je maksimalni period u kome napitak zadrzava

zadovoljavajudi kvalitet.

3.2.5.18. Optimizacija procesa

Selekcija znacajnih faktora

U procesu selekcije znacajnih faktora procesa koriséeni su 247, 262 2603 209
frakcionalni faktorijalni i 2° puni faktorijalni dizajn. Primena dizajna daje informacije o uticaju
faktora kao i uticaju interakcija razlicitih faktora na zeljeni odziv sistema. Promenljive su
varirane na tri nivoa, izvedeno je 20 nezavisnih eksperimenata ukljucujuci dva ponavljanja i
cetiri centralne tacke. Svi eksperimenti su izvodeni po slucajnom redosledu da bi se smanjio
uticaj slucajne greske na odziv sistema. Za selekciju znacajnih faktora procesa koriséen je
softverski program Design Expert 7.0 (Statease Inc., Silicon Valley, CA, USA)
Optimizacija uslova fermentacije

U procesu optimizacije uslova fermentacije koris¢en je Box-Behnkenov faktorijalni
dizajn. Promenljive su varirane na tri nivoa, izvedeno je 15 nezavisnih eksperimenata
ukljucujudi tri ponavljanja u centralnoj tacki. Za optimizaciju uslova fermentacije koriscena je
metoda odzivnih povrsina (RSM-Response Surface Methodology) u okviru koje je primenjivan
koncept zeljene funkcije. Generalni pristup se sastoji u konvertovanju odziva u individualnu
zeljenu funkciju ¢ije se vrednosti krecu u intervalu od 0 do 1. Vrednost individualne Zeljene
funkcije "0" predstavlja najlosiju vrednost, dok vrednost "1" predstavlja najbolju vrednost
posmatranog odziva. Ukupna Zeljena funkcija jednaka je geometrijskoj sredini pojedinacnih
zeljenih funkcija. Svi eksperimenti su izvodeni po sluc¢ajnom redosledu da bi se smanjio uticaj
slucajne greske na odziv sistema. Za optimizaciju uslova fermentacije koriscen je softverski

program Design Expert 7.0 (Statease Inc., Silicon Valley, CA, USA)

3.2.5.19. Odredivanje nutritivnih karakteristika napitka

Nutritivni sastav proizvedenih napitaka je odredivan na osnovu analize hemijskog

sastava uz koriséenje faktora za preracunavanje energetskih vrednosti za osnovne komponente
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u napitku. Faktori za preracunavanje pojedinih komponenti hrane mogu se naci u pravilnicima

. . 370203
o deklarisanju™ " .

3.2.5.20. Deklarisanje gotovog proizvoda
Na osnovu analize hemijskog sastava, fermentisani napitak je deklarisan u skladu sa

. 370208 . . . . 203 . .. . ..
stpskim™ 7 1 evropskim pravilnicima™ ~ o deklarisanju, dok su nutritivne i zdravstvene izjave

02209

izabrane na osnovu evropskih Regulativa i Direktiva , jer je u Srbiji trenutno na snazi

samo Nacrt pravilnika o nutritivnim i zdravstvenim izjavama za prehrambene proizvode.
3.2.6. StatistiCka obrada eksperimentalnih podataka

Svi eksperimenti su izvedeni u triplikatu. Svi rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost T standardna devijacija za svako merenje. Prikom analize podataka, a u cilju procene
statistickog znacaja rezultata kori§¢ena je analiza varijanse (ANOVA). U zavisnosti od broja
parametara Ciji je uticaj ispitivan za poredenje aritmetickih sredina, koriS¢ena je jednostruka
(One-way ANOVA) ili dvostruka analiza varijanse (Two-way ANOVA) sa naknadnim Tukey
testom. Razlike u vrednostima su smatrane statisticki znacajnim ukoliko je p vrednost bila

manja od 0,05 (p < 0,05).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Preliminarna ispitivanja bakterija mleCne kiseline (BMK)

4.1.1. Ispitivanje sposobnosti rasta bakterija mleCne kiseline (BMK) na razli¢itim

izvorima ugljenika

U cilju selekcije bakterija mlec¢ne kiseline pogodnih za primenu u proizvodnji napitaka
na bazi surutke, izvrSeno je ispitivanje sposobnosti rasta 22 testirana soja (Odeljak 3.1.1.) na 17
razli¢itih izvora ugljenika. Svi sojevi su pripremani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.1.1.
1 gajeni na MRS agaru pripremanom prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.2.4. Rezultati

ispitivanja prikazani su u Tabeli 9.
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Tabela 9. Sposobnost rasta bakterija mle¢ne kiseline (BMK) na razlicitim izvorima ugljenika

Izvor ugljenika

Ispitivana bakterija

L. acidophilus antibiophilus

L. acidophilus ATCC 4356

L. delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842
L. casei ssp.casei NRRL B-441

L. casei ssp.casei ATCC 27139

L. delbrueckii ssp. lactis NRRL B-1924

L. delbrueckii ssp. Jactis NRRL B-4525

L. gasseri NRRL B-14168

L. gasseri NRRL B-4240 - -
L. helveticus ATCC 15009

L. helveticus NRRL B-734

L. jobnsonii NRRL B-2178

L. paracasei ssp.paracaset NRRL B-4564

L. reuteri ATCC 23272

L. rhamnosus ATCC 7469

L. rhamnosus TM1

P. freudenreichii ssp. shermanii NRRL B-3524
S. thermophilus S2

S. thermophilus CNRZ S3 (389)

S. thermophilus S36

S. thermophilus S39

B. bifidum NRRL B-41410

I+ 1+ [Arabinoza
+ + |Galaktoza

+ 1+ [Ksiloza

I+ 1+
I+ I+ I+ + 1+ + I+ I+ |Riboza

=+ I+ 1+ I+ I+
1

I+ 1+

I+ +
I+
+ 1+

I+
I+

+ I+ I+

-+
+ 4+ + + + + + I+ + I+ I+ + + + + +[Ramnoza

+ 4+ + + 4+ 4+ +++++++H+++ + + + + + +|Fruktoza
+ 4+ 4+ + 4+ 4+ ++++++HH++H+H++ + + + +Manoza
+ 4+ 4+ + 4+ ++++++++++H+ 1+ + + + + +[Saharoza
+ 4+ + + 4+ + 4+ ++++++1+++ + + + + + +|Celobioza
+ 4 + + 4+ 4+ + 4+ +++++H+H+H+ 4+ + + + +Maltoza
+ + 4+ + 4+ +++++++++++ + + + + + +|Laktoza
+ + 4+ + +++ 4+ +++++H+H++ + + 1+ + +|[Trehaloza
+ + 4+ + 4+ ++++++++H+H++ + + + + + +Rafinoza
+ + 4+ + 4+ H+ 4+ ++H++HH+H+ + + + + + +Melobioza
+ + + + + 4+ 4+ 4+ +++++H+H+H+H++ + 1+ + +[Sorbitol

+ + 4+ + + + + 4+ + + 4+ + + 1+ ++ + + + + + +[nulin
+ + 4+ + + + + 4+ + + 4+ 4+ + 4+ ++ + + + + +[Salicin

+ o+ o+
I T S T e S S S o S S

I+

Sposobnost BMK da metaboliSu razli¢ite ugljene hidrate je veoma znacajna
karakteristika po pitanju mogucnosti njihove primene u razlicitim procesima proizvodnje
hrane. Na osnovu sposobnosti da metaboliSu razlicite ugljene hidrate BMK se koriste kao
konzervansi ili pojacivaci aroma u prehrambenoj industriji, emulgatori u kozmetickoj industriji,

producenti opticki cistth farmaceutika i intermedijatori u razli¢itim procesima farmaceutske
. .. 371 T R Lo Yo
industrije” . Sa druge strane, pojedini uglieni hidrati imaju zastitnu ulogu u procesu

konzervisanja i cuvanja proizvoda koji sadrze BMK. Ugljeni hidrati kao $to su trehaloza,

sorbitol, manotol, saharoza, maltoza i manoza poboljsavaju prezivljavanje bakterija tokom

v . .. M . .. ...372
procesa susenja 1 zamrzavanja koji se veoma cesto koriste u prehrambenoj industriji” ~. Takode
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je dokazana i zaStitna uloga koju glukoza ima na prezivljavanje L. rhamnosus GG tokom

prolaska kroz gastrointestinalni trake’ ",

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 9 moze se uoditi da sojevi L. delbrueckii ssp.
bulgaricns ATCC 11842, L. gasseri NRRL B-4240, L. johnsonzi NRRL B-2178 nemaju sposobnost
metabolisanja ksiloze i arabinoze. Sojevi L. delbrueckii ssp. lactis NRRL B-1924, 1. helveticus
ATCC 15009 1 L. renter: ATCC 23272 nisu sposobni da metabolisu ksilozu dok soj L. bulgaricus
ATCC 11842 nema sposobnost metabolizma galaktoze. Sposobnost metabolisanja riboze
nemaju sojevi L. gasseri NRRL B-4240, L. johnsonii NRRL B-2178, L. reuteri ATCC 23272 kao i
sva Cetirl testirana soja vrste S. #hermophilus koja takode nisu u stanju da metabolisu ksilozu. Svi
ostali izvori ugljenika mogu biti metabolisani od strane ispitivanih sojeva pri cemu je na vecini
uocen veoma dobar rast sojeva (+). Medu ispitivanim sojevima najvecu selektivnost po pitanju
metabolizma ugljenih hidrata pokazali su sojevi L. delbrueckii ssp. lactis NRRL B-1924, L.
delbrueckii ssp. lactis NRRL B-4525, L. gasseri NRRL B-14168 i L. gasseri NRRL B-4240.
Sposobnost metabolizma laktoze zabeleZena je kod svih testiranih sojeva, s tim $to su vrste L.
delbrueckii i L. gasseri pokazale umereno smanjenu sposobnost rasta na ovom izvoru ugljenika.
Na osnovu analiziranih rezultata moze se zakljuciti da svi testirani sojevi mogu biti primenjeni
u procesu proizvodnje funkcionalnih fermentisanih napitaka na bazi surutke koji kao osnovni
secer sadrze laktozu. U slucaju primene razlicitih izvora ugljenika kao suplemenata neophodno
je obratiti paznju na sposobnost svakog pojedinacnog soja da metabolise odredeni izvor

ugljenika.

4.1.2. Ispitivanje sposobnosti proizvodnje egzopolisaharida bakterija mle¢ne kiseline

(BMK) na razli¢itim izvorima ugljenika

U cilju selekcije sojeva bakterija mlec¢ne kiseline pogodnih za primenu u proizvodniji
napitaka na bazi surutke, izvrSeno je ispitivanje sposobnosti proizvodnje egzopolisaharida 22
testirana soja (Odeljak 3.1.1.) na 17 razlicitih izvora ugljenika. Svi sojevi su pripremani prema
proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.1.1. i gajeni na MRS agaru pripremanom prema proceduri

opisanoj u Odeljku 3.2.2.4. Rezultati ispitivanja prikazani su u Tabeli 10.
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Tabela 10. Sposobnost proizvodnje egzopolisaharida kod bakterija mle¢ne kiseline (BMK) gajenih na

razli¢itim izvorima ugljenika

Izvor ugljenika

Ispitivana bakterija

+ [Ramnoza

+ Manoza
Saharoza

+ Maltoza

v [Laktoza

» [Trehaloza
Rafinoza

+ [Melobioza

' Riboza

' Sorbitol

¢ [Inulin
Salicin

 |Arabinoza
v Ksiloza
»|Galaktoza
v [Fruktoza
»|Celobioza

L. acidophilus antibiophilus

L. acidophilus ATCC 4356

L. delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842
L. casei ssp.casei NRRL B-441 S ..o o ..o
L. casei ssp.casei ATCC 27139 S
L. delbrueckii ssp. lactis NRRL B-1924 S oo oo
L. delbrueckii ssp. lactis NRRL B-4525 S o oo
L. gasseri NRRL B-14168 - - - - - - S - .-
L. gasseri NRRL B-4240 oL
L. helveticus ATCC 15009 oL Lol
L. helveticus NRRL B-734 ..o Lo
L. johnsonii NRRL B-2178 oL Lol
L. paracasei ssp.paracases NRRL B-4564 S
L. renter: ATCC 23272 .- oo
L. rhamnosus ATCC 7469 - - - S S -
L. rhanmosus TM1 - - - - - -
P. freudenreichii ssp. shermanii NRRL B-3524 - - - - - -
S. thermophilus S2 S oo oo oo
S. thermophilus CNRZ S3 (389) oL Lo
S. thermophilus S36 S oo oo oo
S. thermophilus S39 oL Lol
B. bifidum NRRL B-41410 - - - SS - - S - - S - - - -

Gde je: S - pozitivan rast u obliku sluzavih kolonija

w !
wn
w !
w !
wn
w !
'
'
w !
|
|

w
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

Sposobnost proizvodnje egzopolisaharida spada u veoma vazna funkcionalna
svojstva BMK koje se koriste u proizvodnji razli¢itih prehrambenih proizvoda374. Prava
uloga egzopolisaharida nije jos detaljno razjasnjena ali je uoc¢eno da egzopolisaharidi mogu
povoljno uticati na prezivljavanje bakterija u surovim uslovima gastrointestinalnog trakta,
doprineti adheziji mikroorganizama na epitel creva, a niSta manje znacajno nije ni njihovo
imunomodulatorno 1  antikancerogeno dejstvo375’376. Takode pojedine  vrste
egzopolisaharida proizvedenih od strane BMK imaju svojstvo prebiotika377, iako ova

svojstva veoma zavise od hemijskog sastava samog egzopolisaharida.
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Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 10 moze se uoditi da sposobnost proizvodnje
egzopolisaharida postoji kod 5 od ukupno 22 testirana soja. Medu sojeve koji su sposobni da
proizvode egzopolisaharide spadaju L. acidophilus antibiophilus, L. gassers NRRL B-14168, L.
rhamnosus ATCC 7469, P. freudenreichii ssp. shermanii NRRL B-3524 1 B. bifidurs NRRL B-41410.
Najveci potencijal u proizvodnji egzopolisaharida pokazuje soj L. rhamnosus ATCC 7469 tokom
rasta na galaktozi, saharozi, fruktozi, celobiozi, maltozi, laktozi, trehalozi, rafinozi i sorbitolu
kao izvorima ugljenika. Sposobnost proizvodnje egzopolisaharida je veoma vazna
karakteristika koja doprinosi unapredenju kako funkcionalnih tako i senzornih karakteristika
napitaka. Proizvedeni egzopolisaharidi povecavaju moguénost prezivljavanja bakterija tokom
tranzita kroz gastrointestinalni trakt, njthovim oblaganjem 1 stvaranjem svojevrsne zastitne
barijere. Prisustvo egzopolisaharida takode $titi bakterije povecanjem viskoziteta medijuma
¢ime sprecava direktan kontakt éelija sa slobodnim H" jonima prisutnim u velikoj koli¢ini u
zeludacnom soku. Zbog svoje rastegljivosti i sposobnosti vezivanja sa proteinima tokom
stvaranja proteinskog matriksa, egzopolisaharidi u znacajnoj meri doprinose gustini proizvoda
a time 1 unapredenju njihovih senzornih svojstava.

Na osnovu analiziranih rezultata moze se zakljuciti da, po pitanju sposobnosti
proizvodnje egzopolisaharida, L. rhamnosus ATCC 7469 spada u soj sa najvecim potencijalom

za primenu u procesu proizvodnje napitaka na bazi surutke.
4.1.3. Ispitivanje antimikrobnog dejstva bakterija mlecne kiseline (BMK)

U cilju selekcije bakterija mlecne kiseline pogodnih za primenu u proizvodnji napitaka
na bazi surutke, izvr$eno je ispitivanje unakrsnog antimikrobnog dejstva 10 testiranih sojeva.

Rezultati ispitivanja prikazani su u Tabeli 11.
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Tabela 11. Antimikrobno dejstvo razlicitih sojeva ispitivanih bakterija na test bakterije

Ispitivana bakterija

N
5 @.
=g <
3 3 2
M —
< 3 Z g
Y3 o 2 ~ Y T S
B EZS 503 Y83
20 E» L0 ] >~ > _3 N ql-
S X = I B - o)
S 20808 84
Test bakterija < 2 5 5 8 N 9, g
s 33 T4E e33%
X ¥ ¥ 8 x « % B =
28§ §§ 5§ § 38
I I N S ] ¥ ¥ & %S
S L T e S O < M e M-
L. acidophilus ATCC 4356 -
L. delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 + + 4+ -+ o+ o+ -+
L. delbrueckii ssp. lactis NRRL B-4525 -+ oo
L. helveticus ATCC 15009 - -

L. johnsonii NRRL B-2178
L. renter: ATCC 23272

L. vhamnosus ATCC 7469 - .-
P. freudenreichii ssp. shermanii NRRL B-3524 - - - - - - - - - -
S. thermophilus CNRZ S3 (389) -
B. bifidum NRRL B-41410 S

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 11, mozZe se uoditi da soj L. delbrueckii ssp.
bulgaricns ATCC 11842 nije sposoban da prezivi prisustvo vecine testiranih sojeva, dok soj L.
Jobnsonit NRRL B-2178 ispoljava antimikrobnu aktivnost prema sojevima L. de/brueckii ssp. lactis
NRRL B-4525 i L. helveticus ATCC 15009.

Na osnovu analize rezultata moze se zakljuciti da sojevi kod kojih je uoceno
antimikrobno dejstvo ne mogu biti primenjivani u kombinaciji sa sojevima osetljivim na
njthovo prisustvo. To je veoma znacajan parametar pri selekciji sojeva 1 analizi mogucnosti

njithove istovremene primene u proizvodnji napitaka pomocu mesanih kultura.
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4.1.4. Zakljucak

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da svi testirani sojevi mogu biti
primenjeni u procesu proizvodnje funkcionalnih fermentisanih napitaka na bazi surutke koji
kao osnovni Secer sadrze laktozu. Po pitanju sposobnosti proizvodnje egzopolisaharida, L.
rhamnosus ATCC 7469 spada u soj sa najve¢im potencijalom za primenu u procesu proizvodnje
napitaka na bazi surutke. Soj L. delbrueckii ssp. bulgariens ATCC 11842 nije sposoban da prezivi
prisustvo vecine testiranih sojeva, dok soj L. johnsonii NRRL B-2178 ispoljava antimikrobnu

aktivnost prema sojevima L. delbrueckii ssp. lactis NRRL B-4525 1 L. helveticus ATCC 150009.

4.2. Selekcija sojeva iz roda Lactobacillus pogodnih za proizvodnju

funkcionalnih fermentisanih napitaka na bazi surutke

4.2.1. Selekcija sojeva iz roda Lactobacillus na osnovu fermentacione aktivnosti

U procesu ispitivanja fermentacione aktivnosti sojeva iz roda Lactobacillus, u cilju
proizvodnju napitaka na bazi surutke, koris¢ena je rekonstituisana surutka u prahu sa
sadrzajem suve materije 8,0%, (w/v) koja je ptripremana prema proceduti opisanoj u Odeljku
3.2.3.1. Uzorci su zasejavani sa 2,0% (v/v) inokuluma testiranog mikroorganizma pripremanog
prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.1.1. i ferementisani 24,0 h na temperaturi 37,0 °C.

U cilju analize fermentacione sposobnosti ispitana je aktivnost 15 testiranih sojeva vrsti
roda Lactobacillus. Aktivnost je procenjivana odredivanjem produktivnosti testiranih sojeva na
osnovu koli¢ine mlecne kiseline proizvedene tokom 24,0 h rasta na surutki. Produktivnost je

iztazavana kao P (g/(I-h)) a dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 12.
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Tabela 12. Produktivnost testiranih bakterijskih sojeva nakon 24,0 h fermentacije surutke

Redni broj Ispitivani soj P (g/(L: h))
1 L. gasseri NRRL B-14168 0,124
2 L. gasseri NRRL B-4240 0,059
3 L. casei ssp.casei ATCC 27139 0,262
4 L. casei ssp. casei NRRL B-441 0,244
5 L. helveticus ATCC 15009 0,358
6 L. helveticus NRRL B-734 0,088
7 L. reuteri ATCC 23272 0,123
8 L. paracasei ssp. paracase: NRRL B-4564 0,083
9 L. rhamnosus TM1 0,239
10 L. rhamnosus ATCC 7469 0,280
11 L. acidophilus antibiophilus 0,262
12 L. acidophilus ATCC 4356 0,267
13 L. delbrueckii ssp. lactis NRRL B-1942 0,097
14 L. delbrueckii ssp. lactis NRRL B-4525 0,341
15 L. johnsonii NRRL B-2178 0,207

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 12 veci broj sojeva (62,5%) je pokazao
prihvatljiv nivo fermentacione aktivnosti. Najveca produktivnost od 0,358 g/L+h je postignuta
pri fermentaciji surutke sojem L. helveticus ATCC 15009, dok je najmanju produktivnost od
0,059 g/L-h ispoljio soj L. gassers NRRL B-4240.

Na osnovu dobijenih rezultata, po jedan soj svake vrste je izabran za dalju selekciju
baziranu na ispitivanju klju¢nih parametara fermentacije. Izabrani sojevi su L. gasseri NRRL B-
14168, L. casei ssp. caset ATCC 27139, L. helveticus ATCC 15009, L. rhamnosus ATCC 7469, L.
acidophilns ATCC-43506, L. delbrueckii ssp. lactis NRRL B-4525, L. johnsonii NRRL B-2178.

4.2.2. Selekcija sojeva na osnovu klju¢nih parametara fermentacije

U procesu selekcije sojeva pogodnih za proizvodnju napitaka na bazi surutke koris¢ena
je surutka sa sadrzajem suve materije 8,0% (w/v) koja je pripremana prema proceduti opisanoj
u Odeljku 3.2.3.1. Uzotci su zasejavani sa 2,0% (v/v) inokuluma testiranog mikroorganizma
pripremanog prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.1.1. i ferementisani prema proceduri
opisanoj u Odeljku 3.2.4. na temperaturi 37,0 °C.

Sedam preliminarno selektovanih sojeva (Odeljak 4.2.1.) je analizirano na osnovu
klju¢nih parametara fermentacije i to vremena trajanja fermentacije (h), ukupnog broja zivih

Celija (log (CFU/mL)). Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 6.
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Slika 6. Vreme fermentacije (h) i broj zivih éelija (log (CFU/mL)) postignuti tokom procesa
fermentacije surutke preliminarno selektovanim sojevima (1-L. gasseri NRRL B-14168; 3-L. casei ssp.casei
ATCC 271395 5-L.. helveticus ATCC 15009; 10-L.. rhanmosus ATCC 74695 12-L.. acidophilus ATCC 43505
14-1.. delbrueckii ssp. lactis NRRL B-4525; 15-1.. johnsonii NRRL B-2178)

U pogledu vremena trajanja fermentacije, bakterije mlecne kiseline rastu znatno sporije

u surutki nego u mleku. Posledica toga je dugo trajanje fermentacije surutke od oko 15,0 h i

., 167,168 378 . .. . .. v ..
vise "~ . Prema podacima iz literature vreme trajanja fermentacije moze da zavisi od vrste

primenjenih sojeva, koli¢ine inokuluma, prisustva prebiotika, kao i od toga da li se fermentacija

izvodi pojedinac¢nim ili mesanim starter kulturama. Uobicajeno vreme trajanja fermentacije

166,40

monokulturama je 11,0-17,0 h , dok se za mesane kulture ono krece u intervalu 6,0-8,0

36,167

. Vreme trajanja fermentacije monokulturama vrsti roda Lactobacillus je krace u odnosu

.. . . .40
na fermentaciju monokulturama vrsti roda Bifidobacterium .

Kao $to je prikazano na Slici 6, relativno kratko vreme trajanja fermentacije (5,0-6,5 h)
postignuto je primenom sojeva L. helveticus ATCC 15009, L. acidophilus ATCC-4356 i L.
delbrueckii ssp. lactis NRRL B-4525, od kojih je soj L. helveticns ATCC 15009 za najkrace vreme
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trajanja fermentacije (5,0 h) postigao najvedi broj zivih éelija koiji je iznosio 8,0 log (CFU/mL).
Ovako kratko vreme fermentacije je ocekivano za ovaj soj koji, prema navodima iz
literature379’380, spada u najefikasnije producente mlecne kiseline medu BMK.

Soj L. rhamnosus ATCC 7469 je postigao umereno kratko vreme trajanja fermentacije
(8,5 h) i broj ¢elija od oko 6,6 log (CFU/mL) dok su sojevi L. casei ssp. cases ATCC 27139 i L.
Jobnsonit NRRL B-2178 postigli vreme trajanja fermentacije od 10,51 10,0 h 1 broj ¢elija od oko
8,8 log (CFU/mL) i 6,8 log (CFU/mL), respektivno. Soj L. gasseri NRRL B-14168 je imao
veoma dugo vreme trajanja fermentacije od oko 18,0 h. Dobijeni rezultati su nesto bolji od
rezultata navedenih u literaturi prema kojima se vreme trajanja fermentacije najcesce
koris¢enim vrstama roda Lactobacillus u fermentaciji surutke, kao sto su L. acidophilus 1 L. casei do
postizanja pH=4,6 krece u intervalu 15,0-20,0 h' .

Ovde je veoma zanimljivo istaéi da je soj L. delbrueckii ssp. lactis NRRL B-4525 koji je u
prethodnom koraku selekcije (Odeljak 4.2.1.) imao veoma dobru produktivnost (0,341 g/L-h) i
kratko vteme trajanja fermentacije (6,0 h), postigao dosta nizak broj ¢elija (6,0 log (CFU/mL)).
Prema tome moze se reéi da kod ovog soja postoji veoma izrazena neusaglasenost izmedu
sposobnosti soja da proizvodi mle¢nu kiselinu i sposobnosti rasta.

Na osnovu rezultata dobijenih u ovom koraku selekcije, kao najoptimalniji sojevi

izabrani su L. casei ssp. case: ATCC 27139, L. helveticus ATCC 15009 i L. johnsonii NRRL B-2178.
4.2.3. Selekcija sojeva na osnovu optimalnih karakteristika napitka

U procesu selekcije sojeva pogodnih za proizvodnju napitaka na bazi surutke koris¢ena
je rekonstituisana surutka sa sadrzajem suve materije 8,0% (w/v) koja je pripremana prema
proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.1. Uzorci su zasejavani sa 2,0% (v/v) inokuluma
selektovanog mikroorganizma pripremanog prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.1.1. i
ferementisani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4. na temperaturi 37,0 °C.

Tri soja selektovana u prethodnom koraku (Odeljak 4.2.2.) su analizirana na osnovu
optimalnih karakteristika napitka i to titracijske kiselosti (°SH) i ocene senzornih karakteristika.

Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 7.
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Slika 7. Ocena senzornih karakteristika i titracijska kiselost (°SH) napitaka proizvedenih fermentacijom
surutke selektovanom sojevima (3-L. casei ssp.case; ATCC 27139; 5-L. helveticus ATCC 15009; 15-L.
jobnsonii NRRL B-2178)

Senzorna svojstva probiotskih napitaka na bazi surutke su kriterijum koji je od
presudnog znacaja za plasiranje proizvoda na trziste i pridobijanje potrosaca. Prema navodima
iz literature, od senzornih svojstava neophodno je da napitak poseduje zadovoljavajuci ukus,

miris i izgled. Ukus ovih napitaka moze varirati od kiselog, preko slatkog, do gorkog, izgled
. .. . . .. . .. v g . 173 .y .
moze biti narusen pojavom taloga, dok miris moze biti svez, kiseo i sladak ~. Pri cuvanju

proizvoda osnovni problem koji se moze javiti je post-acidifikacija koja dovodi do narusavanja
senzornih svojstava, kao i odumiranja celija ¢ime proizvod moze izgubiti svoj probiotski
karakter. Prilikom post-acidifikacije, vrednost pH se moze spustiti ispod 4,5 sto dovodi do

>

odumiranja probiotskih bakterija16 70, do pojave kiselog ukusa i mirisa zbog novonastale

mlecne kiseline. Takode, pH 4,50 predstavlja izoelektricnu tacku proteina surutke303, pa

postizanjem ove pH vrednosti moze do¢i do razgradnje proteina i pojave taloga koji narusava

izgled proizvoda.
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Kao $to je prikazano na Slici 7 soj L. helveticus ATCC 15009 je postigao veoma niske
ocene za senzorne karakteristike napitka, $to je uglavnom posledica ispoljavanja veoma
neprijatne arome koja je podsecala na aromu kiselog kupusa. Usled toga ovaj soj je eliminisan
iz daljeg razmatranja po pitanju primene u proizvodnji napitka.

Sa druge strane, sojevi L. casei ssp. cases ATCC 27139 1 L. jobnsonii NRRL B-2178 su
ocenjeni visokim ocenama (4 1 5, respektivno) po pitanju senzornih karakteristika. Ovi sojevi su
ostvarili titracijsku kiselost napitaka 8,8 1 9,2 °SH, respektivno, i moze se re¢i da su veoma
slicni po pitanju kvaliteta proizvodenog napitka na bazi surutke. Rezultati zabelezeni za
titracijsku kiselost napitaka proizvedenih primenom ovih sojeva su u skladu sa rezultatima
navedenim u literaturi prema kojima se pri fermentaciji surutke najc¢escée koris¢enim vrstama

roda Lactobacillus, kao sto su L. acidophilus i L. casei postize titracijska kiselost od oko 12,0-15,0

°SH173.

Nakon analize rezultata, soj L. johnsonzi NRRL B-2178, koji je postigao bolju ocenu
senzornih karakteristika (5), je odabran kao najbolji kandidat za proizvodnju napitka. U prilog
njegovom izboru idu i ¢injenice da ovaj soj spada u probiotske mikroorganizme i pokazuje

visok nivo prezivljavanja u prisustvu proteina surutke sto je veoma vazno za stabilnost broja

¢elija u napitaka tokom <‘fuvanja381
4.2.4. Zakljucak

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da sojevi L. casez ssp. casei ATCC
27139 1 L. jobnsonii NRRL B-2178 predstavljaju dobre kandidate za koris¢enje u procesu
proizvodnje napitaka na bazi surutke. Od 15 testiranih sojeva, soj L. jobnsonii NRRL B-2178 se
pokazao kao soj sa najboljim proizvodnim karakteristikama koji za 10,0 h fermentacije surutke
sa 8,0% suve materije, na temperaturi od 37,0 °C, primenom 2,0% inokuluma, postize
titracijsku kiselost od 9,2 °SH i broj zivih éelija od oko 6,80 log (CFU/mL). U cilju povecanja
efikasnosti procesa proizvodnje napitka primenom soja L. johnsonii NRRL B-2178 i1
unapredenja parametara kvaliteta proizvoda neophodno je izvrsiti naknadnu optimizaciju

uslova fermentacije Sto ¢e biti razmatrano u Odeljku 4.3.
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4.3. Proizvodnja napitaka na bazi surutke primenom soja L. johnsonii

NRRL B-2178

4.3.1. Optimizacija osnovnih parametara fermentacije surutke sojem L. johnsonii

NRRL B-2178

U procesu optimizacije osnovnih parametara fermentacije surutke sojem L. jobnsonii
koriséena je rekonstituisana surutka sa sadrzajem suve materije 3,0, 7,0 i 11,0% (w/v) koja je
pripremana prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.1. Uzorci su zasejavani sa 1,0, 5,5 1
10,0% (v/v) inokuluma testiranog mikroorganizma pripremanog prema proceduri opisanoj u
Odeljku 3.2.1.1. i ferementisani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4. na temperaturama
35,0, 39,0 1 43,0 °C. Nakon postizanja pH vrednosti 4,6 vrseno je odredivanje broja zivih Celija
u testiranim uzorcima metodom opisanom u Odeljku 3.2.5.6. primenom MRS agara (3.2.2.3.).

U cilju optimizacije osnovnih parametara fermentacije koris¢en je softverski program
Design Expert 7.0 u okviru koga je pripreman eksperimentalni plan, vrsena statisticka obrada
podataka na osnovu koje je vr$ena optimizacija vrednosti parametara.

Eksperimentalni plan i obrada podataka

U okviru ispitivanja koris¢en je Box-Behnken-ov eksperimentalni plan sa tri faktora na
tri nivoa 1 tri ponavljanja u centralnoj tacki. U Tabeli 13 prikazan je Box-Behnken-ov plan
eksperimenta sa variranim vrednostima za temperaturu (A), koncentraciju inokuluma (B) i
sadrzaj suve materije (C) kao ulaznih promenljivih i brojem Zivih celija (Y) koji predstavlja

odziv sistema.
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Tabela 13. Box-Behnken-ov plan eksperimenta sa variranim vrednostima parametara i brojem zivih

¢elija L. jobnsonii kao odzivom sistema

g g Varirane i (kodirane) vrednosti Odziv sistema
_'g 'g A B C Y
& & Temperatura Koncentracija inokuluma  SadrZaj suve materije Broj Zivih celija,
5 (°C) (%, v/v) (%, w/v) log (CFU/mL)
1 (0) 39,0 (1) 10,0 (-1) 3,00 6,70 £ 0,123
2 (-1) 35,0 (0) 5,50 (-1) 3,00 7,00 + 0,145
3 (-1) 35,0 0) 5,50 (1) 11,0 7,88 + 0,165
4 (0) 39,0 (-1) 1,00 (1) 11,0 6,85 + 0,124
5 (0) 39,0 (0) 5,50 0) 7,00 7,26 * 0,206
6 (0) 39,0 (1) 10,0 (1) 11,0 7,48 0,147
7 (1) 43,0 (0) 5,50 (-1) 3,00 5,95 £ 0,128
8 (0) 39,0 (0) 5,50 (0) 7,00 7,48 + 0,147
9 (1) 43,0 (0) 5,50 (1) 11,0 7,00 £ 0,214
10 (1) 43,0 (-1) 1,00 (0) 7,00 6,60 + 0,184
11 (-1) 35,0 (-1) 1,00 0) 7,00 7,48 + 0,166
12 (0) 39,0 (-1) 1,00 (-1) 3,00 6,04 + 0,143
13 (1) 43,0 (1) 10,0 0) 7,00 7,48 0,142
14 (-1) 35,0 (1) 10,0 0) 7,00 7,95 0,127
15 (0) 39,0 (0) 5,50 (0) 7,00 7,30 £ 0,114

Rezultati eksperimenata izvedenih u okviru Box-Behnken-ovog dizajna predstavljaju
srednje vrednosti dobijene iz tri ponovljena eksperimenta. Za opis odzivne funkcije Y (broj

zivih ¢elija L. johnsonii) primenjen je polinom drugog reda:

Y=0,+0,xA+ [, xB+3xC+ f,xAxB+ f,,xBxC

+ B x AxC+ B x A" + By xB = By xC’

U cilju odredivanja koeficijenata regresione jednacine i analize znacajnosti uticaja
svakog od parametara modela na broja zivih ¢elija L. johnsonii nakon 4,0 h fermentacije surutke,
sprovedena je analiza varijanse (ANOVA) i dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 14.
Znacajnost uticaja svakog od parametra kao i njihovih interakcija odredivana je analizom p
vrednosti za svaki od koeficijenata u regresionoj jednacini. Regresioni koeficijenti, pri nivou
znacajnostt od 95,0%, su znacajni ukoliko je njihova p-vrednost manja od 0,05 i takvi su u

Tabeli 14 naglaseni zvezdicom.
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Tabela 14. Koeficijenti regresione jednacine i njithova znacajnost za broj zivih Celija L. johnsonii NRLL

B-2178
Parametar Koeficijent Standardna devijacija  t-vrednost  p-vrednost? Nivo znacajnosti, %
A -0,4100 0,04594 79,65 0,0002942* 99,97
B 0,3300 0,04594 51,60 0,0008137* 99,91
C 0,4400 0,04594 91,74 0,0002102* 99,98
AB 0,1025 0,06497 2,489 0,1755 82,45
AC 0,04250 0,06497 0,4279 0,5419 45,81
BC -0,007500 0,06497 0,01333 0,9126 8,740
A2 0,1104 0,06762 2,666 0,1634 83,66
B2 -0,07958 0,06762 1,385 0,2922 70,78
(o) -0,4996 0,06762 54,58 0,0007145* 99,93

Za opis odzivne funkcije Y (broj zivih Celija) u okviru Box-Behnken-ovog dizajna

moze se primeniti polinom drugog reda:

Y=7347-0,41x A4+ 0,33xB+0,44xC+0,1025x Ax B—-0,0075x BxC

+0,0425%x AxC+0,1104x A° —0,07958x B> —0,4996 x C”

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 14 dobijenih regresionom analizom, na
osnovu p-vrednosti svakog od faktora u okviru Box-Behnken-ovog dizajna, interakcijski
¢lanovi AB, AC i BC kao i kvadratni ¢lanovi A” i B* nemaju statisti¢ki znacajan uticaj (p> 0,05)
na broj zivih ¢elija (Y) L. johnsonii. Shodno tome, ova tri ¢lana su iskljucena iz modela tako da je

za opis odzivne funkcije Y (broj zivih Celija) primenjen prilagodeni model opisan

modifikovanim polinom drugog reda:

Y:7,364—0,41><A+0,33><B+0,44><C—0,518><C2

U cilju odredivanja znacajnosti prilagodenog modela sprovedena je analiza varijanse

(ANOVA), i dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 15.
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Tabela 15. Odredivanje znacajnosti modela analizom varijanse Box-Behnken-ovog modela

primenjenog za predvidanje broja zivih Celija L. jobnsonii nakon 4,0 h fermentacije surutke

vl;?ilizlzli;)e Suma kvadrata  Stepeni slobode Sredlil‘];:g;:inost f-vrednost  p-vrednost
Model 4,705 4 1,176 56,62 < 0,0001%*
Rezidual 0,2077 10 0,02077
Odstupanje 0,1803 8 0,02253 1,641 0,4329
Cista greska 0,02747 2 0,01373
Ukupno 4,913 14

R2=0,96

Kao $to je prikazano u Tabeli 15 prilagodeni model je statisticki znacajan (p<<0,0001).
Koeficijent determinacije od 0,96, potvrduje da 96,0% varijacija odgovora sistema moze biti
predvideno prilagodenim modelom.

Kako bi se razumeo uticaj parametara fermentacije na broj zivih éelija L. jobnsonii crtane
su odzivne povrsine (Slika 8, 9 1 10). Svaka odzivna povrsina prikazuje modelom predviden
uticaj dva parametra na broj zivih Celija L. jobnsonii pri konstantnoj vrednosti treceg, i pruza
mogucénost procene optimalne vrednosti parametara za postizanje maksimalnog broja zivih

celija L. jobhnsonii.
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Slika 8. Uticaj koncentracije inokuluma i temperature na broj zivih Celija L. johnsonii NRRL B-2178 pri

konstantnoj vrednosti sadrzaja suve materije (7,0%)

Slika 8 ilustruje modelom predviden uticaj koncentracije inokuluma i temperature na
broj zivih Celija L. johnsomii pri konstantnom sadrzaju suve materije (7,0%). Analizom
prikazanih rezultata se uocava da se maksimalni broj ¢elija postize nakon 9,0 h fermentacije
surutke na temperaturi 35,0 °C pri koncentraciji inokuluma od 10,00%. Relativno visok broj
¢elija se postize u opsegu temperature od 35,0-37,0 °C, i opsegu koncentracija inokuluma od

7,0-10,0%.
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Slika 9. Uticaj sadrzaja suve materije i temperature na broj zivih éelija L. johnsonzi NRRL B-2178 pri

konstantnoj vrednosti koncentracije inokuluma (5,5%)

Slika 9 ilustruje modelom predviden uticaj sadrzaja suve materije i temperature na broj
zivih Celija L. jobnsonii pri konstantnoj koncentraciji inokuluma (5,5%). Analizom prikazanih
rezultata se uocava da se maksimalni broj celija nakon 9,0 h fermentacije surutke postize na
temperaturi 35,0 °C i sadrzaju suve materije od oko 9,0%. Visok broj ¢elija moze se posti¢i i pri

temperaturama u opsegu od 35,0-37,0 °C i sadrzaju suve materije u opsegu od 7,0-11,0%.
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Slika 10. Uticaj sadrzaja suve materije i koncentracije inokuluma na broj zivih éelija L. jobnsonii NRRL

B-2178 pri konstantnoj vrednosti temperatute (39,0 °C)

Slika 10 ilustruje modelom predviden uticaj sadrzaja suve materije 1 koncentracije
inokuluma na broj zivih Celija L. jobnsonii pri konstantnoj temperaturi (39,0 °C). Analizom
prikazanih rezultata se uocava da se maksimalni broj éelija postize pri koncentraciji inokuluma
10,0% 1 sadrzaju suve materije 9,0%, dok se relativno visok broj celija dobija u opsegu
koncentracije inokuluma 8,0 -10,0% i sadrzaja suve materije 8,0-11,0%.

Nakon analize uticaja parametara fermentacije izvrSena je optimizacija uslova
fermentacije sa ciljem podesavanja uslova pri kojima bi bilo moguce posti¢i maksimalni broj
¢elija u napitku na bazi surutke.

Za optimizaciju procesa u okviru postupka odzivnih povrsina koriscen je koncept
zeljene funkcije. U prvom ciklusu optimizacije sa ogranicenjima definisanim minimizacijom ili
maksimizacijom nekog od faktora ili odziva dobijeni su slede¢i rezultati koji podrazumevaju
najvecu mogucu vrednost ukupne zeljene funkcije (1): Maksimalni broj zivih ¢elija L. jobnsonii
od 8,13 log (CFU/mL) se postize nakon 9,0 h fermentacije surutke sa sadrzajem suve materije

10,0% na temperaturi 35,07 °C, primenom 9,82% inokuluma.
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Obzirom da je tokom eksperimenata uoceno da pri sadrzajima suve materije veéim od
9,0% dolazi do pojave taloga koji znacajno narusava izgled konacnog proizvoda, kao i
nemoguénosti odrzavanja temperature na zadatih 35,07 °C (nedovoljna preciznost uredaja),
izveden je jos jedan ciklus optimizacije u kome su kao pojedinacne Zzeljene funkcije zadati
minimalni sadrzaj suve materije od 8,0% i temperatura 35,0 °C, pri kojima se postize
maksimalni broj zivih éelija L. jobnsonii od 8,04 log (CFU/mL). Rezultat drugog ciklusa

optimizacije prikazani su na Slici 11.

Broj Zivih celija, log (CFU/mL)

1000 —

Eroj zivih celijy, logicFIT fml) 504

TemperatiraC 350

Eoncentracija inokuluma, % a.42
=
oS 7T ]
g
= T.838TE
=
o
o
:= 7 ASO6ZE
= sAD :
T 736378
o]
4
4
o
[
r
= 711128
v 325

f.86578
1.00
35.00 37.00 3000 .00 43 .00
Temperatura,C

Slika 11. Uticaj koncentracije inokuluma i temperature na broj Celija L. jobnsonii NRRL B-2178 nakon

9,0 h fermentacije surutke sa sadrzajem suve materije 8,0%

Kao sto se moze uociti na Slici 11 za postizanje maksimalnog broja Celija, pri sadrzaju
suve materije od 8,0%, neophodno je da koncentracija inokuluma i temperatura budu podeseni
na 8,42% i 35,0 °C, respektivno. Podesavanjem ovih uslova, nakon 9,0 h fermentacije surutke

moguce je posti¢i broj éelija L. jobnsonii od 8,04 log (CFU/mL).
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Poredenjem rezultata sa rezultatima zabelezenim u prethodnom ispitivanju (Odeljak
4.2.2)) moze se uociti da se smanjenjem temperature sa 37,0 na 35,0 °C i povecanjem
koncentracije inokuluma sa 2,0 na 8,42%, pri istom sadrzaju suve materije (8,0%), vreme
fermentacije skracuje za 1,0 h (sa 10,0 na 9,0 h), a ukupan broj zivih ¢elija L. johnsonii povecava
sa 0,80 log (CFU/mL) na 8,04 log (CFU/mL).

Dobijeni rezultati su u skladu sa navodima iz literature prema kojima kolicina
inokuluma utice na skradenje vremena trajanja fermentacije u proseku za oko 2,0 h kod

monokultura vrsti roda Lactobacillus, dok kod monokultura vrsta roda Bifidobacterinm uglavnom
v e .. 40 . . .
nema znacajnijeg uticaja . Sa druge strane, primenjena koncentracija inokuluma odgovara

koncentracijama inokuluma koje se najcesée koriste u fermentaciji surutke vrstama roda

173,174 38,167

Lactobacillus a koje iznose 2,0% . 2.5%°17 4 ne retko 1 4,0%° 1 10,0%°

4.3.2. Ispitivanje uticaja razli¢itih nutrijenata na rast soja L. johnsonii NRRL B-2178

U procesu ispitivanja uticaja razli¢itih nutrijenata na rast soja L. jobnsonii koriscena je
surutka sa sadrzajem suve materije 8,0% (w/v) koja je pripremana prema proceduti opisanoj u
Odeljku 3.2.3.1. Uzorci su nakon toga obogacivani odgovarajuéim nutrijentom, zasejavani sa
8,42% (v/v) inokuluma testitanog mikroorganizma pripremanog prema proceduti opisanoj u
Odeljku 3.2.1.1. 1 ferementisani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4. na temperaturi 35,0
°C. Nakon postizanja pH vrednosti 4,6, vrseno je odredivanje broja zivih Celija u testiranim
uzorcima metodom opisanom u Odeljku 3.2.5.6. primenom MRS agara (3.2.2.3.).

U cilju optimizacije parametara fermentacije kori§¢en je softverski program Design
Expert 7.0 u okviru koga je pripreman eksperimentalni plan, vrSena statisticka obrada podataka

1 selekcija klju¢nih parametara na osnovu dobijenih rezultata.

4.3.2.1. Uticaj razli¢itih izvora ugljenika na rast soja L. johnsonii NRRL B-2178

Ispitivani izvori ugljenika su korisceni u obliku rastvora koncentracije 0,333 g/mlL..
Rastvori su pastetizovani 20,0 min na 90,0 °C. Pripremljeni uzorci rekonstituisane surutke sa
8,0% suve materije, su obogaceni odgovarajucom kolicinom izvora ugljenika, dodatkom

rastvora prema definisanom eksperimentalnom planu.
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Eksperimentalni plan i obrada podataka

U okviru ispitivanja koriséen je 2“7 frakcionalni faktorijalni dizajn (FFD) sa Sest
faktora na tri nivoa, dva ponavljanja i cCetiri centralne tacke. U Tabeli 16 prikazan je plan
cksperimenata sa variranim vrednostima za inulin (A), sorbitol (B), manitol (C), fruktozu (D),
laktulozu (E) i saharozu (F) kao ulaznih promenljivih 1 brojem Zivih ¢celija (Y) koji predstavlja

odziv sistema.

. . .1 - ~(6-3 . . . . .
Tabela 16. Frakcionalni faktorijalni 26 plan eksperimenata sa variranim vrednostima parametara i

brojem zivih Celija L. jobnsonii kao odzivom sistema

g g Varirane i (kodirane) vrednosti Odziv sistema
E % A B C D E F Y
o .M%( Inulin Sorbitol Manitol  Fruktoza Laktuloza Saharoza Broj Zivih celija,
o (Y, w/v) (Y, w/v) (Y, w/v) (%, w/v) (%, wW/V) (%, w/v) log (CFU/mL)
1 10,5 1,5 10,5 -1)0,5 1,5 10,5 8,30 £ 0,114
2 1,5 10,5 10,5 -1)0,5 -1)0,5 1,5 8,00 £ 0,263
3 0) 1,0 0) 1,0 ©) 1,0 ) 1,0 ) 1,0 ©) 1,0 7,81 £ 0,152
4 1,5 10,5 M 1,5 -1)0,5 1,5 -1)0,5 7,25 £ 0,112
5 1,5 10,5 10,5 -1)0,5 -1)0,5 1,5 7,66 £ 0,098
6 D15 1,5 1,5 11,5 1,5 1,5 7,80 £ 0,124
7 10,5 1,5 1,5 -1)0,5 -1)0,5 1,5 8,25+ 0,214
8 1,5 1,5 10,5 11,5 -1)0,5 10,5 7,66 £ 0,164
9 1,5 1,5 10,5 11,5 -1)0,5 10,5 7,70 £ 0,187
10 0) 1,0 0) 1,0 0) 1,0 0 1,0 0 1,0 0) 1,0 7,78 £ 0,163
11 1) 0,5 1) 0,5 11,5 1,5 -1)0,5 1) 0,5 8,00 £ 0,142
12 11,5 1) 0,5 11,5 -1)0,5 M 1,5 -1)0,5 6,68 £ 0,086
13 1) 0,5 11,5 11,5 -1)0,5 -1)0,5 11,5 8,00 £ 0,178
14 1) 0,5 1) 0,5 1) 0,5 1,5 1,5 11,5 7,38 £ 0,101
15 1) 0,5 -1)0,5 -1)0,5 1,5 1,5 11,5 7,54 £ 0,124
16 0) 1,0 0) 1,0 0) 1,0 0 1,0 0 1,0 0) 1,0 7,80 £ 0,082
17 0) 1,0 0) 1,0 0) 1,0 0 1,0 0 1,0 0) 1,0 7,83 £ 0,216
18 11,5 11,5 11,5 1,5 1,5 11,5 7,81 £ 0,159
19 1) 0,5 1) 0,5 11,5 1,5 -1)0,5 1) 0,5 8,00 £ 0,164
20 1) 0,5 11,5 -1)0,5 -1)0,5 1,5 -1)0,5 8,00 £ 0,159

Rezultati eksperimenata izvedenih u okviru 206 frakcionalnog faktorijalnog dizajna

predstavljaju srednje vrednosti dobijene iz tri ponovljena eksperimenta.
U cilju selekcije parametara koji ostvaruju najveci uticaj na broj zivih éelija L. jobnsonii

kao odziv sistema sprovedena je analiza varijanse (ANOVA) pomocu koje su odredeni
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koeficijenti regresione jednacine, crtani Pareto dijagrami i analizirane znacajnosti uticaja svakog
od parametara modela na broj zivih Celija L. jobnsonii nakon 8,0 h fermentacije surutke, i

dobijeni rezultati su prikazani na Slici 12.

Pareto dijg,grg,m

afz | i E N A Inulin

Inl E: Sorbitol
Z: Ianitol
I Fruktoza
3.47 _| E: Laktuloza

F: Saharora

o
m Megative Effects

o

Fualue Lmll 2 200

-n

1.16

ﬂ :

Parametar

t-wrednost | parametra |

Slika 12. Pareto dijagram sa uticajima razlicitih izvora ugljenika na broj zivih Celija L. jobnsonii nakon

8,0 h fermentacije surutke

Rezultati dobijeni analizom p-vrednosti svakog od faktora u okviru 2 “” FFD pokazali
su da na broj zivih celija (Y) statisticki znacajno uticu tri parametra 1 to inulin (A), sorbitol (B) i
laktuloza (E). Osim pojedinac¢nih parametara na broj zivih celija (Y) statisticki znacajno utice i
jedna interakcija (AF) koja je rezultat udruzenog dejstva inulina (A) i saharoze (E). Dakle, sa
povecanjem koncentracije inulina u kombinaciji sa saharozom 1 sorbitola dolazi do znacajnog
povecanja broja zivih Celija L. johnsonzi. Sa druge strane povecanje koncentracije inulina i
laktuloze dovodi do smanjenja broja zivih éelija.

Obzirom da je u slucaju proizvodnje napitaka na bazi surutke neophodno voditi racuna

o interesu potrosaca primena inulina i saharoze ima ogromne prednosti u odnosu na primenu
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sorbitola, to je pri selekciji izvora ugljenika kao najuticajniji parametar izabrana kombinacija
inulina 1 saharoze koja prema dobijenim rezultatima u najvecoj meri dovodi do povecanja broja
zivih ¢elija L. johnsonit.

Stoga su, na osnovu izracunatih regresionih koeficijenata, tj. njihove apsolutne
vrednosti (Slika 12), iz daljeg ispitivanja eliminisani parametri sa manjim uticajem na broj zivih

¢elija (Y) L. jobnsonii kao odgovor sistema.

4.3.2.2. Uticaj razli¢itih izvora azota na rast soja L. johnsonii NRRL B-2178

Ispitivani izvoti azota su koriséeni u obliku rastvora koncentracije 0,50 g/mL. Rastvori
su pasterizovani 20,0 min na 90,0 °C. Pripremljeni uzorci rekonstituisane surutke sa 8,0% suve
materije, su obogaceni odgovaraju¢om kolicinom izvora azota dodatkom rastvora prema
definisanom eksperimentalnom planu.

Eksperimentalni plan i obrada podataka

U okviru ispitivanja koriséen je 2 frakcionalni faktorijalni dizajn (FFD) sa pet
faktora na tri nivoa, dva ponavljanja i Cetiri centralne tacke. U Tabeli 17 prikazan je plan
cksperimenata sa variranim vrednostima za pepton 1 (A), pepton 4 (B), mesni ekstrakt (C),
ekstrakt kvasca (D) i tripton soju (E) kao ulazne promenljive i brojem zivih celija (Y) koji

predstavlja odziv sistema.
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2)

Tabela 17. Frakcionalni faktorijalni 2 plan eksperimenata sa variranim vrednostima parametara i

brojem zivih Celija L. jobnsonii kao odzivom sistema

—'g % Varirane i (kodirane) vrednosti Odziv sistema
_g 'g A B C D E Y
& &« Peptonl Pepton4 Mesniekstakt  Ekstrakt kvasca Tripton soja  Broj Zivih celija,
% %, w/v) (%, w/v) (%, w/v) (%o, w/v) (%o, w/v) log (CFU/mL)
1 (-1) 0,0 1) 1,0 (-1)0,0 (-1) 0,0 (1) 1,0 8,60 = 0,124
2 11,0 (-1) 0,0 -1 0,0 -1 0,0 -1)0,0 8,90 £ 0,163
3 0) 0,5 0 0,5 ) 0,5 0) 0,5 0) 0,5 8,90 £ 0,112
4 11,0 (-1) 0,0 (1) 1,0 (-1) 0,0 (1) 1,0 8,50 = 0,182
5 11,0 (-1) 0,0 -1 0,0 -1 0,0 -1)0,0 8,85 £ 0,078
6 1) 1,0 11,0 (1) 1,0 1) 1,0 (1) 1,0 8,90 = 0,224
7 (-1 0,0 1) 1,0 11,0 (-1) 0,0 1) 0,0 8,00 + 0,144
8 M 10 1) 1,0 (-1 0,0 1,0 1) 0,0 8,85+ 0,164
9 M 10 1) 1,0 (-1 0,0 1,0 1) 0,0 8,80 + 0,137
10 © 0,5 ) 0,5 © 0,5 © 0,5 0) 0,5 8,95+ 0,163
11 (-1 0,0 (-1) 0,0 11,0 1,0 1) 0,0 8,85+ 0,167
12 M 1,0 (-1) 0,0 11,0 (-1) 0,0 11,0 8,45 + 0,072
13 (-1 0,0 1) 1,0 11,0 (-1) 0,0 1) 0,0 8,03 + 0,128
14 (-1 0,0 (-1)0,0 (-1 0,0 1,0 11,0 8,62+ 0,113
15 (-1 0,0 (-1) 0,0 (-1 0,0 1,0 11,0 8,60 + 0,174
16 © 05 0) 0,5 0)0,5 © 05 0) 0,5 8,90 + 0,092
17 © 0,5 ) 0,5 © 0,5 © 0,5 0) 0,5 8,95 0,143
18 M 10 1) 1,0 11,0 1,0 11,0 8,90 0,149
19 (-1) 0,0 (-1) 0,0 (1) 1,0 1) 1,0 -1)0,0 8,87 £ 0,134
20 (-1) 0,0 1) 1,0 -1 0,0 -1 0,0 (1) 1,0 8,62 £ 0,169

Rezultati eksperimenata izvedenih u okviru 262 frakcionalnog faktorijalnog dizajna
predstavljaju srednje vrednosti dobijene iz tri ponovljena eksperimenta.

U cilju selekcije parametara koji ostvaruju najvedi uticaj na broj zivih éelija L. jobnsonii
kao odziv sistema sprovedena je analiza varijanse (ANOVA) pomocu koje su odredeni
koeficijenti regresione jednacine, crtani Pareto dijagrami i analizirane znacajnosti uticaja svakog
od parametara modela na broj zivih Celija L. jobnsonii nakon 8,0 h fermentacije surutke, 1

dobijeni rezultati su prikazani na Slici 13.
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Slika 13. Pareto dijagram sa uticajima razlicitih izvora azota na broj zivih Celija L. johnsonii nakon 8,0 h

fermentacije surutke

Rezultati dobijent analizom p-vrednosti svakog od faktora u okviru 202 FFD pokazali

su da na broj zivih Celija (Y) statisticki znacajno uti¢u dva parametra i to ekstrakt kvasca (D) i

pepton 1 (A). Osim pojedinacnih parametara na broj zivih celija (Y) statisticki znacajno utice 1

jedna interakcija (BE) koja je rezultat udruzenog dejstva dva parametra i to peptona 4 (B) 1

tripton soje (E). Dakle, sa povecanjem koncentracije kvascevog ekstrakta, peptona 1, peptona

4 1 tripton soje dolazi do znacajnog povecanja broja zivih ¢elija L. jobnsonii.

Obzirom da je u slucaju proizvodnje napitaka na bazi surutke neophodno voditi racuna

o senzornim karakteristikama napitka pozeljno je da broj dodataka bude sveden na najmaniji

mogudi, $to je takode bitno 1 sa aspekta isplativosti procesa proizvodnje. Prema tome pri
gudi, §to je takode bit kta isplativosti dnje. P t

selekciji izvora azota kao najuticajniji parametar izabran je ekstrakt kvasca koji prema

dobijenim rezultatima u najvecoj meri dovodi do povecanja broja zivih ¢elija L. jobnsonii.
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Stoga su, na osnovu izracunatih regresionih koeficijenata, tj. njihove apsolutne
vrednosti (Slika 13 ), iz daljeg ispitivanja eliminisani parametri sa manjim uticajem na broj zivih

celija (Y) L. johnsonii kao praceni odgovor sistema.

4.3.2.3. Uticaj razlic¢itih izvora minerala na rast soja L. johnsonii NRRL B-2178

Ispitivani izvori minerala su koti$éeni u obliku rastvora koncentracije 0,15 g/mlL.
Rastvori su pasterizovani 20,0 min na 90,0 °C. Pripremljeni uzorci rekonstituisane surutke sa
8,0% suve materije, su obogaceni odgovaraju¢om kolicinom minerala dodatkom rastvora
prema definisanom eksperimentalnom planu.

Eksperimentalni plan i obrada podataka

U okviru ispitivanja koriséen je 2% frakcionalni faktorijalni dizajn (FFD) sa sedam
faktora na tri nivoa, dva ponavljanja i cetiri centralne tacke. U Tabeli 18 prikazan je plan
eksperimenata sa variranim vrednostima za KH,PO, (A), Na(CH,COO) (B), (NH,),CH,0O,
(©), MgSO, (D), MnSO, (E), ZnSO, (F) 1 (NH,),SO, (G) kao ulaznih promenljivih i brojem

zivih ¢éelija (Y) koji predstavlja odziv sistema.
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4

Tabela 18. Frakcionalni faktorijalni 2 plan eksperimenata sa variranim vrednostima parametara i

brojem zivih Celija L. jobnsonii kao odzivom sistema

= g Varirane i (kodirane) vrednosti Odziv sistema
-

= E

k= 5 A B C D E F G Y

é’ E“ KH2P04 Na(CH3COO) (NH4)3C6H507 MgSO4 MnSO4 ZnSO4 (NH4)2504 Broj Zivih éelija,

o (Y, w/v) (%, w/V) (%, w/v) %, w/v) (%, w/v) (%, w/v) (%, w/v) log (CFU/mL)

1 ) 0,55 0) 0,55 0) 0,55 0)0,55 (0)0,55 (0)0,55  (0)0,55 7,07 £ 0,154
2 (-1) 0,10 11,0 11,0 (-1 0,10 (-1)0,10 (1)1,0 (-1)0,10 7,87 £ 0,148
3 (-1) 0,10 (-1) 0,10 11,0 110 (106,10 (-1Ho,00 (1)1,0 7,22 £ 0,123
4 ) 0,55 0) 0,55 0) 0,55 0)0,55 (0)0,55 (0)0,55  (0)0,55 7,02 £ 0,148
5 11,0 (-1) 0,10 11,0 -1)0,10 (1)1,0 (-1)0,10 (-1)0,10 7,24 £ 0,098
6 (-1) 0,10 (-1) 0,10 (-1) 0,10 1) 1,0 Mmoo 1MH1,0  (-1)0,10 7,88 £ 0,162
7 ) 0,55 0) 0,55 0) 0,55 0)0,55 (0)0,55 (0)0,55  (0)0,55 7,04 = 0,121
8 11,0 (-1) 0,10 (-1) 0,10 (-1)0,10 (-1)0,10 (1)1,0 11,0 7,89 £ 0,145
9 ) 0,55 0) 0,55 0) 0,55 0)0,55 (0)0,55 (0)0,55  (0)0,55 7,05 % 0,187
10 11,0 (-1) 0,10 11,0 -1)0,10 (1)1,0 (-1)0,10 (-1)0,10 7,14 £ 0,112
11 11,0 11,0 11,0 1) 1,0 H1o 110 11,0 7,87 = 0,084
12 11,0 11,0 (-1) 0,10 110 (10,10 (-1)0,10 (-1) 0,10 7,37 £ 0,183
13 M1 1,0 11,0 11,0 1) 1,0 H10  1)1,0 11,0 7,80 = 0,141
14 (-1) 0,10 11,0 11,0 (-1) 0,10 (-1)0,100 (1)1,0 (-1)0,10 7,57 £ 0,148
15 (-1) 0,10 (-1) 0,10 (-1) 0,10 11,0 H10 11,0 (-1)0,10 7,79 £ 0,194
16 M1 1,0 (-1) 0,10 (-1) 0,10 -1)0,10 (-1)0,00 (1)1,0 11,0 7,90 £ 0,161
17 (-1) 0,10 11,0 (-1) 0,10 o1 @10 (1010 (A)10 7,23 £ 0,157
18 (-1) 0,10 11,0 (-1) 0,10 o1 @M1, (1o A)10 7,13 £ 0,136
19 (-1) 0,10 (-1) 0,10 11,0 110 (10,10 (-1)0,00 (1)1,0 7,25 £ 0,149
20 M1 1,0 11,0 (-1) 0,10 110 (10,10 (-1)0,10 (-1) 0,10 7,29 £ 0,111

Rezultati eksperimenata izvedenih u okviru 204 frakcionalnog faktorijalnog dizajna

predstavljaju srednje vrednosti dobijene iz tri ponovljena eksperimenta.

U cilju selekcije parametara koji ostvaruju najvedi uticaj na broj zivih Celija L. jobnsonii
kao odziv sistema sprovedena je analiza varijanse (ANOVA) pomocu koje su odredeni
koeficijenti regresione jednacine, crtani Pareto dijagrami i analizirane znacajnosti uticaja svakog
od parametara modela na broj zivih Celija L. jobnsonii nakon 8,0 h fermentacije surutke, i

dobijeni rezultati su prikazani na Slici 14.
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Slika 14. Pareto dijagram sa uticajima razlicitih izvora minerala na broj zivih Celija L. johnsonii nakon

8,0 h fermentacije surutke

Rezultati dobijeni analizom p-vrednosti svakog od faktora u okviru 29 FFD pokazali
su da na broj zivih celija (Y) statisticki znacajno uti¢e samo jedan parametar 1 to ZnSO, (F).
Dakle, sa povecanjem koncentracije ZnSO, dolazi do znacajnog povecanja broja zivih celija L.
_Jobnsoni.

Obzirom da je u slucaju primene izvora minerala uoc¢eno da broj zivih Celija L. jobnsonii
ne prelazi vrednost 7,90 + 0,161 log (CFU/mL) $to je priblizno jednako broju zivih éelija koji
je dobijen nakon optimizacije procesa fermentacije surutke bez primene dodataka iz daljeg
ispitivanja eliminisani svi izvori minerala. Dobijeni rezultat se moze objasniti ¢injenicom da

surutka verovatno ve¢ sadrzi dovoljnu koli¢inu minerala neophodnih za rast soja L. johnsonii.

4.3.2.4. Uticaj razli¢itih izvora vitamina na rast soja L. johnsonii NRRL B-2178

Ispitivani izvoti vitamina su koriséeni u obliku rastvora koncentracije 0,50 mg/mL.

Rastvori su sterilisani primenom filtera velicine pora 20,0 um. Pripremljeni uzorci
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rekonstituisane surutke sa 8,0% suve materije, su obogaceni odgovarajuéom kolicinom
vitamina dodatkom rastvora prema definisanom eksperimentalnom planu.
Eksperimentalni plan i obrada podataka

U okviru ispitivanja korii¢en je frakcionalni 2 faktorijalni dizajn (FFD) sa sedam
faktora na tri nivoa, dva ponavljanja i cCetiri centralne tacke. U Tabeli 19 prikazan je plan
cksperimenta sa variranim vrednostima za vitamin H (A), vitamin B, (B), vitamin B (C),
vitamin I (D), vitamin C (E), vitamin B; (F) 1 vitamin B, (G) kao ulaznih promenljivih i brojem
zivih ¢éelija (Y) koji predstavlja odziv sistema.

4

Tabela 19. Frakcionalni faktorijalni 2 plan eksperimenata sa variranim vrednostima parametara i

brojem zivih éelija L. jobnsonii kao odzivom sistema

Varirane i (kodirane) vrednosti .OleV
sistema
Y
A B C D E F G Broj Zivih

Vitamin H VitaminB; Vitamin B¢ Vitamin I Vitamin C Vitamin Bs Vitamin B,  ¢elija,
o, w/v) (Yo, w/V) Y, w/v) (Yo, w/v) (Y,w/v) (%, w/v) (%, w/V) log
(CFU/mL)

Redni broj
eksperimenta

1 (1) 0,001 (-1)0,0 (10,001  (1)0,0 (1)0,001  (-1)0,0 (1)0,0 8,30+ 0,126
2 (0) 0,0005  (0) 0,0005  (0) 0,0005  (0) 0,0005 (0)0,0005 (0)0,0005 (0) 0,0005 7,89 + 0,145
3 (0) 0,0005  (0) 0,0005  (0) 0,0005  (0) 0,0005 (0)0,0005 (0)0,0005 (0) 0,0005 7,92 + 0,165
4 (1) 0,001 (-1)0,0 (-1) 0,0 )00 ()00  (1)0,001  (1)0,001 7,00 % 0,072
5 ()00 (10,001 (10,001 (D00 (100 (10,001  (-1)0,0 800+ 0,064
6 (1)0,001  (1)0,001  (1)0,001  (1)0,001 (1)0,001 (1)0,001  (1)0,001 8,30 + 0,143
7 1) 0,0 (-1) 0,0 (10,01  (1)0,000 (10,0 (100  (1)0,001 8,000,184
8 (1)0,0  (1)0,001 (-1) 0,0 (10,0 (1)0,001  (1)0,0  (1)0,001 7,56 % 0,168
9 1) 0,0 (-1) 0,0 (1)0,0  (1)0001 (1)0,001 (1)0,000 (10,0 7,61 +0,192
10 (1)0,001 (10,0 (-1) 0,0 (D00 (100  (1)0,001  (1)0,001 7,30 % 0,147
11 (1)0,001  (1)0,001  (1)0,001  (1)0,001 (1)0,001  (1)0,001  (1)0,001 8,18 + 0,162
12 (1) 0,001 (1) 0,001 (0,0 (10001 (100  (-1)0,0 (1)0,0 8,00+ 0,045
13 (1) 0,001 (-1)0,0 (10,001  (1)0,0 (1)0,001  (-1)0,0 (1)0,0 8,00+ 0,158
14 1) 0,0 (-1) 0,0 (1)0,0  (1)0,001 (1)0,001 (1)0,000  (-1)0,0 7,59 + 0,124
15 (0)0,0005 (0)0,0005  (0)0,0005 (0)0,0005 (0)0,0005 (0)0,0005 (0)0,0005 7,95+ 0,136
16 (0)0,0005 (0)0,0005  (0)0,0005 (0)0,0005 (0)0,0005 (0)0,0005 (0)0,0005 7,87 % 0,137
17 (1) 0,001 (1) 0,001 (0,0 (10001 (D00  (-1)0,0 (1)0,0 8,00 + 0,124
18 1)0,0  (1)0,001 (-1) 0,0 )00  (1)0,001  (-1)0,0  (1)0,001 809+ 0,111
19 1) 0,0 (-1) 0,0 (1)0,001  (1)0,000 ()00 (100  (1)0,001 800+ 0,121
20 ()00 (10,001 (10,001 (D00  (1)00  (1)0,001  (-1)0,0 800+ 0,132
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Rezultati eksperimenata izvedenih u okviru frakcionalnog 209 faktorijalnog dizajna
predstavljaju srednje vrednosti dobijene iz tri ponovljena eksperimenta.

U cilju selekcije parametara koji ostvaruju najvedi uticaj na broj zivih Celija L. jobnsonii
kao odziv sistema sprovedena je analiza varijanse (ANOVA) pomocu koje su odredeni
koeficijenti regresione jednacine, crtani Pareto dijagrami i analizirane znacajnosti uticaja svakog
od parametara modela na broj zivih Celija L. jobnsonii nakon 8,0 h fermentacije surutke, 1

dobijeni rezultati su prikazani na Slici 15.
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Slika 15. Pareto dijagram sa uticajima razlicitih izvora vitamina na broj zivih ¢elija L. johnsonii nakon

8,0 h fermentacije surutke

Rezultati dobijeni analizom p-vrednosti svakog od faktora u okviru 29 FFD pokazali
su da na broj zivih celija (Y) statisticki znacajno utiCe pet parametara i to: vitamin B, (B),
vitamin Bg (C), vitamin I (D), vitamin C (E), vitamin B, (F). Dakle, sa povecanjem

koncentracije vitamina B, vitamina B, vitamina I i vitamina C, dolazi do znacajnog povecanja
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broja zivih celija L. jobnsoniz, dok povecanje koncentracije vitamina B, dovodi do smanjenja
broja zivih celija.

Obzirom da je u slucaju proizvodnje napitaka na bazi surutke neophodno voditi racuna
o isplativosti procesa proizvodnje, pri selekciji izvora vitamina kao najuticajniji parametar
izabran je vitamin B, koji prema dobijenim rezultatima u najvecoj meri dovodi do povecanja
broja zivih Celija L. johnsonii. Na osnovu regresionih koeficijenata, tj. njihove apsolutne
vrednosti (Slika 15), iz daljeg ispitivanja eliminisani su parametri sa manjim uticajem na broj

zivih Celija (Y) L. johnsonii kao prac¢enim odgovorom sistema.

4.3.2.5. Selekcija klju¢nih nutrijenata u proizvodnji napitka na bazi surutke primenom

soja L. johnsonii NRRL B-2178

Nutrijenti selektovani u prethodnim ispitivanjima su koris¢eni u obliku rastvora
slede¢ih koncentracija: ekstrakt kvasca 0,50 g/mL; inulin 0,333 g/ml,; saharoza 0,333 g/ml,;
vitamin B 0,50 mg/mL. Rastvori su pastetizovani 20,0 min na 90,0 °C, osim rastvora vitamina
B, koji je sterilisan primenom filtera velicine pora 20,0 um. Pripremljeni uzorci rekonstituisane
surutke sa 8,0% suve materije, su obogaceni odgovaraju¢om koli¢cinom nutrijenata dodatkom
rastvora prema definisanom eksperimentalnom planu.

Eksperimentalni plan i obrada podataka

U okviru ispitivanja koriséen je 2% frakcionalni faktorijalni dizajn (FFD) sa Cetiri
faktora na tri nivoa, dva ponavljanja i cetiri centralne tacke. U Tabeli 20 prikazan je plan
eksperimenata sa variranim vrednostima za ckstrakt kvasca (A), inulin (B), saharozu (C) 1
vitamin B, (D) kao ulazne promenljive i brojem zivih celija (Y) koji predstavlja odziv sistema.

Na osnovu prethodnih istrazivanja maksimalne koncentracije ekstrakta kvasca, inulina,
1 saharoze su povecane sa 1,0% na 1,50%. Obzirom na relativno manje izrazen uticaj vitamina
na broj celija L. jobnsonii u odnosu na izvore azota i ugljenika, koncentracija vitamina By je

zadrzana na istom nivou.
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. . s A4 . . . . .
Tabela 20. Frakcionalni faktorijalni A plan eksperimenata sa variranim vrednostima parametara i

brojem zivih Celija L. jobnsonii kao odzivom sistema

g g Varirane i (kodirane) vrednosti Odziv sistema

_g % A B C D Y

& 2“ Kvascev ekstrakt Inulin Saharoza Vitamin Bg Broj Zivih celija,

B (%, w/v) (%, w/v) (%, w/v) (%, w/v) log (CFU/mL)

1 0) 0,75 0) 0,75 0) 0,75 (0) 0,0005 7,95+ 0,183
2 (1) 1,50 (-1) 0,00 (1) 1,50 (-1) 0,0000 8,42 + 0,283
3 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (1) 1,50 (1) 0,0010 7,81 + 0,219
4 (-1) 0,00 (1) 1,50 (1) 1,50 (-1) 0,0000 7,65 + 0,257
5 (1) 1,50 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (1) 0,0010 8,45 + 0,277
6 (1) 1,50 (-1) 0,00 (1) 1,50 (-1) 0,0000 8,40 + 0,261
7 (1) 1,50 (1) 1,50 (1) 1,50 (1) 0,0010 8,10 + 0,350
8 (1) 1,50 (1) 1,50 (-1) 0,00 (-1) 0,0000 8,00 + 0,087
9 0) 0,75 0) 0,75 0) 0,75 (0) 0,0005 7,98 + 0,220
10 (1) 1,50 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (1) 0,0010 8,50 + 0,229
11 0) 0,75 0) 0,75 0) 0,75 (0) 0,0005 7,92 £ 0,106
12 (1) 1,50 (1) 1,50 (-1) 0,00 (-1) 0,0000 8,12 £ 0,485
13 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (-1) 0,0000 7,81 + 0,265
14 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (-1) 0,0000 7,75 0,130
15 (-1) 0,00 (1) 1,50 (-1) 0,00 (1) 0,0010 7,60 0,182
16 0) 0,75 0) 0,75 0) 0,75 (0) 0,0005 7,95 0,218
17 (-1) 0,00 (1) 1,50 (-1) 0,00 (1) 0,0010 7,65 = 0,062
18 (-1) 0,00 (-1) 0,00 (1) 1,50 (1) 0,0010 7,80 + 0,095
19 (1) 1,50 (1) 1,50 (1) 1,50 (1) 0,0010 8,05 + 0,131
20 (-1) 0,00 (1) 1,50 (1) 1,50 (-1) 0,0000 7,70 £ 0,046

Rezultati eksperimenata izvedenih u okviru P frakcionalnog faktorijalnog dizajna

predstavljaju srednje vrednosti dobijene iz tri ponovljena eksperimenta.

U cilju selekcije parametara koji ostvaruju najvedi uticaj na broj zivih Celija L. jobnsonii
kao odziv sistema sprovedena je analiza varijanse (ANOVA) pomocu koje su odredeni
koeficijenti regresione jednacine 1 analizirane znacajnosti uticaja svakog od parametara modela
na broja zivih celija L. jobnsonii nakon 8,0 h fermentacije surutke, i dobijeni rezultati su
prikazani u Tabeli 21. Znacajnost uticaja svakog od parametra kao i njthovih interakcija
odredivana je analizom p-vrednosti za svaki od koeficijenata u regresionoj jednacini. Regresioni
koeficijenti, pri nivou znacajnosti od 95,0%, su znacajni ukoliko je njithova p-vrednost manja

od 0,05 i takvi su u Tabeli 21 oznaceni zvezdicom.
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Tabela 21. Koeficijenti regresione jednacine i znacajnost njihovog uticaja u 2%V frakcionalnom

faktorijalnom modelu primenjenom za predvidanje broja zivih Celija L. johnsonii nakon 4,0 h

fermentacije surutke

Parametar  Koeficijent Standardna devijacija  t-vrednost p-vrednost? Nivo znacajnosti, %

A 0,267 0,00955 27,9 < 0,0001* >99.9
B -0,129 0,00955 13,5 < 0,0001%* >99,9
C 0,00312 0,00955 0,326 0,750 25,0
D 0,00687 0,00955 0,719 0,487 51,3

AB -0,0581 0,00955 6,08 < 0,0001* >99.9

AC -0,0156 0,00955 1,63 0,130 87,0

AD 0,0131 0,00955 1,37 1,97 80,3

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 21 dobijenih regresionom analizom, na
osnovu p-vrednosti svakog od faktora u okviru 2%V FED na broj zivih celija (Y) statisticki
znacajno uticu dva parametra i to ekstrakt kvasca (A) 1 inulin (B) i interakcija (AB) koja je
rezultat udruzenog dejstva ova dva parametra. Dakle, sa povecanjem koncentracije kvascevog
ekstrakta odnosno smanjenjem koncentracije inulina dolazi do znacajnog povecanja broja zivih
celija L. jobnsonii.

Dobijeni rezultati su u skladu sa navodima iz literature prema kojima dodatak
kvascevog ekstrakta i inulina pozitivho utice na rast vrsti roda Lactobacillus”>>. Na osnovu
visoke vrednosti koeficijenta determinacije R* od 0,98 moze se smatrati da 98,0% varijacija
odgovora sistema moze biti predvideno modelom. Obzirom na p-vrednosti > 0,05 dobijene za
saharozu i vitamin Bg ovi dodaci su iskljuceni iz daljeg ispitivanja. Ovo ukazuje da surutka
verovatno ve¢ sadrzi dovoljnu koli¢inu vitamina neophodnih za rast celija. Takode, ovaj
rezultat se moze delimicno pripisati vitaminima eventualno prisutnim u ekstraktu kvasca.
Obzirom da saharoza nije ostvarila znacajan uticaj na rast celija L. jobnsonii moze se

pretpostaviti da ovaj soj nije sposoban da sa visokom efitkasnosc¢u metaboliSe druge ugljene
. . . . 383 R . . . .. .
hidrate u prisustvu inulina™ . Zanimljivo je napomenuti da je fermentacija surutke sojem L.

Johnsonii u prisustvu odabranih nutrijenata trajala 4,0 h, do postizanja pH 4,6. Ovaj rezultat je u

skladu sa navodima iz literature prema kojima vreme fermentacije surutke uz dodatak 50,0%

384,385

mleka iznosi oko 4,0-4,5 h , dok vreme fermentacije u prisustvu 1,0-3,0% prebiotika

. . S . . . v . 386 .
iznosi oko 3,0-3,25 h. Priblizno isti rezultat dobijen je u istrazivanju™  pri fermentaciji mleka u
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prisustvu prebiotika (1,0% inulin i 5,0% oligofruktoza), u kome je fermentacija prosecno trajala

oko 6,0 h. Sa druge strane, rezultat se razlikuje od rezultata prijavljenih od strane Dave i Shah

(1998)387 za fermentaciju mleka primenom probiotskih mikroorganizama prema kojima vreme
fermentacije iznosi oko 7,0-9,5 h.

Obzirom da je u ovom segmentu istrazivanja ekstrakt kvasca ostvario pozitivan uticaj
na rast Celija L. jobnsonii u nastavku istrazivanja neophodno je izvrsiti povecanje koncentracije
ovog nutrijenta. S druge strane, obzirom na znacajan (p<0,05) negativan uticaj inulina, u

nastavku istrazivanja je neophodno da koncentracija ovog nutrijenta bude smanjena.

4.3.3. Optimizacija procesa proizvodnje napitka na bazi surutke primenom soja L.

johnsonii NRRL B-2178 uz dodatak selektovanih nutrijenata

Nutrijenti selektovani u prethodnom ispitivanju su koris¢eni u obliku rastvora sledec¢ih
koncentracija: ekstrakt kvasca 0,50 g/mL; inulin 0,333 g/mL. Rastvoti su pasterizovani 20,0
min na 90,0 °C.

U procesu optimizacije proizvodnje napitaka na bazi surutke sojem L. johnsonii
koriséena je surutka sa sadrzajem suve materije 8,0% (w/v) koja je ptipremana prema
proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.1. Pripremljeni uzorci surutke su obogaéeni odgovaraju¢om
kolicinom nutrijenata definisanom prema eksperimentalnom planu. Nakon toga uzorci su
zasejavani sa 8,42% (v/v) inokuluma testitanog mikroorganizma pripremanog prema proceduti
opisanoj u Odeljku 3.2.1.1. i ferementisani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4. na
temperaturama 35,0, 39,0 i 43,0 °C. Nakon postizanja pH vrednosti 4,6 vrseno je odredivanije
broja zivih celija u testiranim uzorcima metodom opisanom u Odeljku 3.2.5.6. primenom MRS
agara (3.2.2.3.).

Eksperimentalni plan i obrada podataka

U okviru ispitivanja koris¢en je Box-Behnken-ov eksperimentalni plan sa tri faktora, na
tri nivoa 1 tri ponavljanja u centralnoj tacki. U Tabeli 22 prikazan je Box-Behnken-ov plan
cksperimenta i varirane vrednosti za temperaturu (A), ekstrakt kvasca (B) i inulin (C) kao

ulaznih promenljivih i brojem zivih celija (Y) koji predstavlja odziv sistema.
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Na osnovu prethodnog istrazivanja maksimalne koncentracije ekstrakta kvasca su
povecane sa 1,5% na 3,0%, dok je koncentracija inulina smanjena sa 1,5% na 1,0%. Vrednosti

temperature su varirane u opsegu odgovarajucem za rast probiotskih mikroorganizama.

Tabela 22. Box-Behnken-ov plan eksperimenta sa variranim vrednostima parametara i brojem Zivih

¢elija L. jobnsonii kao odzivom sistema

s
g é Varirane i (kodirane) vrednosti Odziv sistema
£ 5 A B C Y
~ .M% Temperatura Kvascev ekstrakt Inulin Broj Zivih celija,
o (%, w/v) (%, w/v) (%, w/v) log (CFU/mL)
1 0) 39,0 (-1) 0,00 (-1) 0,00 8,00 £ 0,295
2 0) 39,0 0) 1,50 ©0) 0,50 7,80 £ 0,196
3 (0) 39,0 0) 1,50 (0) 0,50 7,85 £ 0,058
4 (1) 43,0 0) 1,50 (-1) 0,00 7,14 £ 0,252
5 (0) 39,0 0) 1,50 (0) 0,50 7,90 £ 0,221
6 (1) 43,0 0) 1,50 (1) 1,00 7,50 £ 0,166
7 (1) 43,0 (-1) 0,00 (0) 0,50 7,10 £ 0,219
8 (1) 43,0 (1) 3,00 (0) 0,50 7,70 £ 0,180
9 (0) 39,0 (1) 3,00 (-1) 0,00 8,50 £ 0,173
10 (-1) 35,0 (1) 3,00 (0) 0,50 7,88 £ 0,072
11 (0) 39,0 (1) 3,00 (1) 1,00 8,70 £ 0,104
12 (-1) 35,0 0) 1,50 (-1) 0,00 7,81 £ 0,165
13 (0) 39,0 (-1) 0,00 (1) 1,00 8,08 £ 0,154
14 (-1) 35,0 (-1) 0,00 (0) 0,50 7,85 £ 0,115
15 (-1) 35,0 0) 1,50 (1) 1,00 7,80 £ 0,156

Rezultati eksperimenata izvedenih u okviru Box-Behnken-ovog dizajna predstavljaju
srednje vrednosti dobijene iz tri ponovljena eksperimenta.

Prema rezultatima prikazanim u Tabeli 22 najveéi broj zivih éelija, od 8,70 log
(CFU/mL), postignut je na temperaturi 39,0 °C u prisustvu 3,0% ckstrakta kvasca i 1,0%
inulina (Tabela 22, eksp. 11). Postignuti broj ¢elija je statisticki znacajno (p<<0,05) veéi u
odnosu na broj zivih Celija postignut na istoj temperaturi bez prisustva nutrijenata, kao i na
temperaturama 35,0 °C (Tabela 22, eksp. 10) i 43,0 °C (Tabela 22, eksp. 8), u prisustvu oba
nutrijenta. Shodno tome moze se re¢i da temperatura od 39,0 °C zajedno sa nutrijentima, u

znacajnoj meri doprinosi rastu soja L. jobnsonii. Povecanje broja zivih celija u odnosu na
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pocetni broj je iznosilo oko 1,70 log (CFU/mL) $to se moze smatrati umetrenim do visokim

rastom™ " u poredenju sa sojevima koji poseduju izrazenu proteoliticku aktivnost.

Takode, interesantno je primetiti da je rast éelija direktno povezan sa koncentracijom
ckstrakta kvasca pri uslovima konstantne koncentracije inulina (1,0%) i temperature 39,0 °C.
Sadrzaj nukleotida, peptida i proteina u ekstraktu kvasca direktno utice na rast éelija. Potrebna

kolicina ekstrakta kvasca direktno zavisi od sadrzaja ovih komponenti sto takode moze da

varira u zavisnosti od proizvodaéa389. Povecanje koncentracije ekstrakta kvasca sa 0,0 na 3,0%
dovodi do povecanja broja zivih éelija za oko 0,70 log jedinica (Tabela 22, eksp. 11 1 13).
Medutim dodatak ovog nutrijenta u fermentisane mlecne proizvode moze dovesti do promene

boje proizvoda ili pojave neprijatne arome. Ovaj problem se na osnovu nasih ranijih
istraiivanja390 moze reSiti obogacivanjem napitaka razlicitim voénim bazama koje imaju
kapacitet da maskiraju negativan uticaj ekstrakta kvasca na senzorne karakteristike napitka.

Takode je neophodno ista¢i da se povecanje broja zivih celija od 1,70 log jedinica
nakon 4,0 h fermentacije moze smatrati znacajnim unapredenjem u poredenju sa rezultatima
navedenim u literaturi”1 prema kojima se u fermentaciji mleka povecanje broja celija od 2,0
log jedinice registruje tek nakon 24,0 h.

Za opis odzivne funkcije Y (broj zivih Celija) u okviru Box-Behnken-ovog dizajna

primenjen je polinom drugog reda:

Y=0,+[ xA+ [, xB+3xC+f,xAxB+ f,,xBxC

+ B x AxC+ B x A" + By xB = By xC’

U cilju selekcije parametara koji ostvaruju najvedi uticaj na broj zivih celija L. jobnsonii
kao odziv sistema, sprovedena je analiza varijanse (ANOVA). Analizom varijanse odredeni su
koeficijenti regresione jednacine 1 analizirane znacajnosti uticaja svakog od parametara modela
na broj zivih ¢elija L. johnsonii nakon 4,0 h fermentacije surutke. Dobijeni rezultati su prikazani
u Tabeli 23. Znacajnost uticaja svakog od parametra kao i njihovih interakcija odredivana je

analizom p-vrednosti za svaki od koeficijenata u regresionoj jednacini. Regresioni koeficijenti,
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pri nivou znacajnosti od 95,0%, su znacajni ukoliko je njihova p-vrednost manja od 0,05 1 takvi

su u Tabeli 23 obelezeni zvezdicom.

Tabela 23. Koeficijenti regresione jednacine i znacajnost njihovog uticaja u Box-Behnken-ovom

modelu primenjenom za predvidanje broja zivih ¢elija L. johnsonii nakon 4,0 h fermentacije surutke

Parametar Koeficijent  Standardna devijacija t-vrednost p-vrednost? Nivo znacajnosti, %
A -0,238 0,0299 7,96 0,000512* 99,95
B 0,219 0,0299 7,32 0,000751* 99,92
C 0,0787 0,0299 2,63 0,0468* 95,32
AB 0,143 0,0423 3,38 0,0200* 98,00
AC 0,0925 0,0423 2,19 0,0805 91,95
BC 0,0300 0,0423 0,71 0,510 49,00
A2 -0,488 0,0441 11,1 0,000105* 99,98
B2 0,270 0,0441 6,12 0,00168* 99,83
(o) 0,200 0,0441 4,54 0,00617* 99,38

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 23, za opis odzivne funkcije Y (broj zivih

¢elija) u okviru Box-Behnken-ovog dizajna moze se primeniti polinom drugog reda:

Y =785-0238xA+0219%xB+0.0787xC +0.143x Ax B+0.0925x Ax C
+0.03xBxC—0488x A" +0270x B’ +0.200xC"

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 23, analizom p-vrednosti svakog od faktora u
okviru Box-Behnken-ovog dizajna, interakcija ekstrakta kvasca 1 inulina (BC) kao 1 temperature
1 inulina (AC) nema statisticki znacajan uticaj (p> 0,05) na broj zivih ¢elija (Y) L. jobnsonii.
Shodno tome ova dva ¢lana su iskljucena iz modela tako da je za opis odzivne funkcije Y (broj

zivih Celija) primenjen prilagodeni model opisan modifikovanim polinom drugog reda:

Y =7.85-0238x A+0.219 x B+0.0787 xC +0.143 x Ax B
—0.488x 4> +0270x B> +0.200 xC"

U cilju odredivanja znacajnosti prilagodenog modela sprovedena je analiza varijanse

(ANOVA) i dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 24.
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Tabela 24. Odredivanje znacajnosti modela analizom varijanse Box-Behnken-ovog modela

primenjenog za predvidanje broja zivih Celija L. jobnsonii nakon 4,0 h fermentacije surutke

vI;?igzlzli?e Suma kvadrata Sslt;?:(rilei Sredlil‘];zgr:jtc;nost f-vrednost  p-vrednost
Model 2,37 7 0,338 32,1 < 0,0001*
Rezidual 0,0736 7 0,0105
Odstupanje 0,0686 5 0,0137 5,49 0,161
Cista greska 0,005 2 0,00250
Ukupno 2,44 14
R2 =097

Kao sto je prikazano u Tabeli 24 prilagodeni model je statisticki znacajan (p<0,0001).
Koeficijent determinacije od 0,97, potvrduje da 97,0% varijacija odgovora sistema moze biti
predvideno prilagodenim modelom.

Kako bi se razumeo uticaj parametara na broj zivih Celija L. johnsonii nacrtana je
odzivna povrsina (Slika 16) koja prikazuje modelom predviden uticaj dva parametra na broj
zivih Celija L. johnsonii pri konstantnoj vrednosti tre¢eg (koncentracija inulina 1,0%). Sa odzivne
povrsine moguce je proceniti optimalne vrednosti parametara pri kojima se postize najveci broj

zivih Celija L. jobnsonii.
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Slika 16. Uticaj koncentracije ekstrakta kvasca i temperature na broj zivih Celija L. johnsonii pri

konstantnoj koncentraciji inulina (1,0%).

Kao $to je prikazano na Slici 16, sa povecanjem koncentracije ekstrakta kvasca 1
temperature dolazi do povecanja broja zivih celija L. johnsonit.

Za optimizaciju procesa u okviru postupka odzivnih povrsina koris¢en je koncept
zeljene funkcije. U prvom ciklusu optimizacije sa ogranic¢enjima definisanim minimizacijom ili
maksimizacijom nekog od faktora ili odziva dobijeni su sledeci rezultati koji podrazumevaju
najvecu mogucu vrednost ukupne zeljene funkcije (1): Maksimalni broj zivih ¢elija L. jobnsonii
od 8,65 log (CFU/mL) se postize nakon 4,0 h fermentacije surutke na temperaturi 39,0 °C pri
koncentraciji inulina od 1,0% i koncentraciji ekstrakta kvasca od 3,0%.

Radi validacije modela izveden je eksperiment u kome je surutka fermentisana 4,0 h
sojem L. jobnsonzi u prisustvu 1,0% inulina 1 3,0% ekstrakta kvasca na temperaturi 39,0 °C.

Dobijeni broj zivih ¢elija iz validacionog eksperimenta je iznosio 8,70 £ 0,159 log
(CFU/mL) sto se nije statisticki znacajno (p>0,05) razlikovalo od broja éelija predvidenog

prilagodenim modelom.
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Poredenjem rezultata sa rezultatima zabeleZzenim u prethodnom ispitivanju (Odeljak
4.3.1.) moze se uociti da se, pri istoj koncentraciji inokuluma (8,42%) i istom sadrzaju suve
matetije (8,0%), sa povecanjem temperature sa 35,0 na 39,0 °C, dodatkom 1,0% inulina i 3,0%
ekstrakta kvasca vreme fermentacije skracuje za 5,0 h (sa 9,0 na 4,0 h) a ukupan broj Zivih celija
L. jobnsonii povecava sa 8,04 log (CFU/mL) na 8,70 log (CFU/mL).

Znacajno smanjenje vremena trajanja fermentacije moze biti objasnjeno ¢injenicom da
su vrste roda Lactobacillus, po pitanju fermentativnih sposobnosti, aktivnije u nutritivho
bogatijim supstratima. Prema podacima navedenim u literaturi, fermentacija surutke vrstama

roda Lactobacillus moze trajati 15,0-17,0 h, a da se ne postigne pH vrednost niza od 5,0
jedinicalm, dok fermentacija mleka probiotskim sojem L. acidophilus 1.a-5 do postizanja pH

vrednosti 4,6 jedinica traje oko 10,5 h, sto je ¢ak 5,0 h krace u odnosu na fermentaciju surutke.
Uzrok tako duge fermentacije je slabija aktivnost bakterija na surutki koja nije njihovo prirodno
staniSte 1 u svom sastavu ima znatno manji sadrzaj nutrijenata neophodnih za rast BMK, za

koje je poznato da zahtevaju jako slozene medijume jer nisu u stanju da same sintetiSu sve

.. .. . .40
nutrijente koji su im neophodni .

4.3.4. Zakljutak

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da se maksimalni broj Zivih celija L.
Jobnsonii od 8,70 log (CFU/mL) u napitku postize nakon 4,0 h fermentacije surutke sa 8,0%
suve materije primenom 8,42% inokuluma, na temperaturi 39,0 °C, pri koncentraciji inulina od

1,0% 1 koncentraciji ekstrakta kvasca od 3,0%.
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4.4. Proizvodnja napitaka na bazi surutke primenom komercijalne ABY-6

kulture

4.4.1. Ispitivanje uticaja osnovnih parametara fermentacije na proces proizvodnje

napitaka na bazi surutke primenom ABY-6 kulture

Pri ispitivanju uticaja osnovnih parametara fermentacije na proces proizvodnje napitaka
na bazi surutke primenom ABY-6 kulture koris¢ena je sveza surutka. Tokom ispitivanja pracen
je uticaj koncentracije inokuluma, temperature, sadrzaja mleka, dodatka ekstrakta kvasca i
inulina na ukupan broj zivih ¢elija ABY-6 kulture.

Uzorci su pripremani prema procedurama opisanim u Odeljku 3.2.3., zasejavani
odgovaraju¢om kolicinom inokuluma ABY-6 kulture pripremljenog prema proceduri opisanoj
u Odeljku 3.2.1.2. 1 ferementisani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4.

Nakon postizanja pH vrednosti 4,6 vrseno je odredivanje ukupnog broja zivih celija
(log (CFU/mL)) u testiranim uzorcima metodom opisanom u Odeljku 3.2.5.6., sabiranjem
broja izraslih kolonija L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. acidophilus 1 B. bifidum na MRS agaru
(Odeljak 3.2.2.3.) 1 8. thermophilus na M17 (Odeljak 3.2.2.5.) agaru.

4.4.1.1. Uticaj koncentracije inokuluma na rast komercijalne ABY-6 kulture

Pri ispitivanju uticaja koncentracije inokuluma uzorci su pripremani prema proceduri
opisanoj u Odeljku 3.2.3.2. Uzortci su zatim zasejavani sa 2,0; 4,0: 6,0; 8,0; 10,0 i 12,0% (v/v)
inokuluma ABY-6 kulture i fermentisani na temperaturi 42,0 °C (preporuka proizvodaca).
Rezultati ispitivanja uticaja koncentracije inokuluma na ukupan broj zivih celija ABY-6 kulture

prikazani su na Slici 7.
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Slika 17. Uticaj koncentracije inokuluma na ukupan broj zivih Celija ABY-6 kulture

Tokom ispitivanja uticaja koncentracije inokuluma vreme trajanja fermentacije do
postizanja pH vrednosti 4,6 u svim uzorcima se kretalo u intervalu 3,5-4,5 h. Najvec¢i ukupan
broj zivih ¢elija ABY-6 kulture koji je iznosio 8,47 £ 0,031 log (CFU/mL) je postignut
primenom 6,0% inokuluma nakon 4,0 h fermentacije, dok je najmanji ukupan broj zivih celija
od 7,29 * 0,036 postignut primenom 2,0% inokuluma nakon 4,5 h fermentacije (Slika 17)

Zanimljivo je ista¢i da su koncentracije inokuluma veée od 6,0% bez obzira na
relativno brzo (3,5 h) postizanje pH vrednosti 4,6, dovele do sporijeg rasta ABY-6 kulture ciji
se ukupan broj zivih éelija kretao u intervalu 8,09-8,26 log (CFU/mL). Sa slike se jasno moze
uociti da sa porastom koncentracije inokuluma preko 6,0% dolazi do smanjenja ukupnog broja
zivih celija ABY-6 kulture. Ovo moze biti objasnjeno sporijim razmnozavanjem celija usled
nedostatka hranljivih materija u kasnijim fazama fermentacije kao posledice prisustva visoke

pocetne koncentracije celija.
— . . .. 40 ..
Dobijeni rezultati su u skladu sa navodima iz literature = prema kojima sa porastom
koncentracije inokuluma dolazi do porasta ukupnog broja zivih celija probiotskih

. . . T 392 . .
mikroorganizama. Sa druge strane prema navodima iz literature” ~ indeks rasta probiotske
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kulture moze biti obrnuto proporcionalan koncentraciji inokuluma pa primena visokih
koncentracija inokuluma ABY kulture moze dovesti do pojave da je brzina rasta celija znatno
manja od brzine odumiranja celija

Obzirom da je za proizvodnju napitaka na bazi surutke primarno bitan faktor broj zivih
¢elija prisutnih u napitku, u daljem istrazivanju kao optimalna koncentracija inokuluma za rast
komercijalne ABY-6 kulture koris¢ena je koncentracija od 6,0% kojom se u uzorku sa 0,0%

mleka za 4,0 h fermentacije postize ukupan broj zivih ¢elija od 8,47 £ 0,031 log (CFU/mL).

4.4.1.2. Uticaj sadrZaja mleka na rast komercijalne ABY-6 kulture

Pri ispitivanju uticaja sadrzaja mleka uzorci su pripremani prema proceduri opisanoj u
Odeljku 3.2.3.3. mesanjem surutke sa 0,0; 10,0; 20,0 i 30,0% (v/v) mleka. Uzorci su zatim
zasejavani sa 6,0% (v/v) inokuluma ABY-6 kulture i fermentisani na temperaturi 42,0 °C
(preporuka proizvodaca). Rezultati ispitivanja uticaja sadrzaja mleka na ukupni broj zivih celija

ABY-6 kulture prikazani su na Slici 18.
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Slika 18. Uticaj sadrzaja mleka na ukupan broj zivih ¢elija ABY-6 kulture nakon 4,0 h fermentacije

surutke

Tokom ispitivanja uticaja sadrzaja mleka ukupan broj zivih éelija ABY-6 kulture kretao
se u intervalu 8,47 £ 0,042 do 8,65 + 0,037 log (CFU/mL). Najnizi broj ¢elija zabelezen je u
uzorku koji je sadrzao 0,0% mleka dok je najveci broj zivih celija zabelezen u uzorku koji je
sadrzao 30,0% mleka (Slika 18). Ovo moze biti objasnjeno ¢injenicom da se dodatkom mleka
surutka, koja u svom sastavu ima nizak sadrzaj nutrijenata40 neophodnih za rast ove vrste
mikroorganizama, na najprirodniji nacin obogacuje $to doprinosi unapredenju rasta primenjene
kulture. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima iz literature” prema kojima dodatak
12,0% mleka u prahu dovodi do povecanja broja zivih éelija ABY-2 kulture u jogurtu za oko
1,0 log jedinicu.

Zanimljivo je takode ista¢i da bi dodatak 40,0 ili 50,0% mleka verovatno jos izrazenije
uticao na rast ABY-6 kulture, medutim, koli¢ina od 30,0% je izabrana kao maksimalna koli¢ina

¢ijim se dodatkom tezi formulisanju supstrata €iji je sastav veoma slican sastavu humanog

mlekaw4 koje ima odnos kazein/proteini surutke oko 30,0 : 70,0%. Na ovaj nacin se, osim

izbegavanja prekomernih troskova obogaéivanjem otpadne sirovine relativno skupim
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dodatkom, dobija brzo i lako svarljiv napitak koji je pogodan cak i za osobe sa osetljivim
intestinalnim traktom.

U daljem istrazivanju kao optimalni sadrzaj mleka za rast komercijalne ABY-6 kulture
koriscéen je sadrzaj od 30,0% mleka pri kojem se sa 6,0% inokuluma za 4,0 h postize broj éelija

od 8,78 * 0,031 log (CFU/mL).

4.4.1.3. Uticaj temperature fermentacije na rast komercijalne ABY-6 kulture

Pri ispitivanju uticaja temperature fermentacije uzorci su pripremani prema proceduri
opisanoj u Odeljku 3.2.3.3. mesanjem surutke sa 0,0% i 30,0% (v/v) mleka. Uzorci su zatim
zasejavani sa 6,0% (v/v) inokuluma ABY-6 kulture i fermentisani na temperaturama 39,0; 42,0
1 45,0 °C prema proceduti opisanoj u Odeljku 3.2.4. Rezultati ispitivanja uticaja temperature

fermentacije na ukupni broj zivih celija ABY-6 kulture prikazani su na Slici 19.

9.0
I 0.0% mleka

[ 30.0% mleka

Ukupan broj zivih celija, log (CFU/mL)

42.0
Temperatura, °C

Slika 19. Uticaj temperature fermentacije na ukupan broj zivih éelija ABY-6 kulture nakon 4,0 h

fermentacije surutke

Tokom ispitivanja uticaja temperature fermentacije ukupan broj Zivih celija ABY-6
kulture kretao se u intervalu 7,51 £ 0,046 do 8,65 + 0,039 log (CFU/mL). Najnizi broj ¢éelija

zabeleZen je u uzorku sa 0,0% mleka koji je fermentisan na 39,0 °C dok je najveéi broj zivih
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Celija zabelezen u uzorku sa 30,0% mleka koji je fermentisan na 42,0 °C (Slika 19). Kao $to se
moze uociti na Slici 19 najvedi broj Celija je zabelezen na temperaturi 42,0 °C (8,47 £ 0,038 i

8,65 + 0,039 log (CFU/mL) u obe vrste uzoraka (0,0 i 30,0% mleka, respektivno). Dobijeni

rezultati su nesto bolji od rezultata navedenih u literaturi> prema kojim se za 8,0 h
fermentacije surutke na temperaturi 40,0 °C postize ukupan broj zivih ¢elija od oko 8,0 log
(CFU/mL).

Ono $to je neophodno istaci pri tumacenju rezultata prikazanih na Slici 19 je ¢injenica
da je temperatura od 42,0 °C, optimalna temperatura rasta soja S. thermophilus koji je
dominanatan soj komercijalne ABY-6 kulture, sa zastupljeno$¢u od 80,0% (Odeljak 3.1.1.), dok
je temperatura od 45,0 °C optimalna temperatura rasta soja L. delbrueckii ssp. bulgaricus koji je u
ABY-6 kulturi zastupljen u koli¢ini od oko 1,0%.

Obzirom da se soj L. delbrueckii ssp. bulgariens odlikuje izrazitom proteolitickom
aktivnos$cu kojom obezbeduje dodatnu kolicinu aminokiselina neophodnih za rast soja S.
thermophilus, ukupan broj zivih Celija (7,87 £ 0,041 1 8,13 £ 0,032 log (CFU/mL)) zabelezen na
temperaturi 45,0 °C je statisticki znacajno (p<<0,05) veci od broja (7,51 + 0,046 1 7,71 £ 0,045
log (CFU/mL)) zabelezenog na temperaturi 39,0 °C u obe vrste uzoraka 0,0 i 30,0% mleka,
respektivno. Sa druge strane broj Celija zabelezen na temperaturi 45,0 °C je znacajno manji od

broja Celija zabelezenog na 42,0 °C koja predstavlja optimalnu temperaturu rasta dominantnog
soja u ABY-6 kulturi. Dobijeni rezultati su u skladu sa navodima iz literature™ > prema kojima

inkubacijom jogurtnih i probiotskih kultura na 44,0 °C umesto na 40,0 °C dolazi do razvijanja
antagonizma izmedu soja L. delbrueckii ssp. bulgaricus 1 ostalih sojeva. Na temperaturama 44,0-
45,0 °C soj L. delbrueckii ssp. bulgaricus postaje dominantan proizvodi veliku koli¢inu mle¢ne
kiseline, vodonik-peroksida i verovatno bakteriocine ¢ime inhibira rast ostalih

mikroorganizama. Sojevi prisutni u kulturama tipa ABY su, prema navodima iz

. 396397 398 399 400
literature™ 7" 7T

, veoma osetljivi na dejstvo vodonik-peroksida koji proizvodi L.
delbrueckii ssp. bulgaricus.

Ono $§to se takode moze uociti jeste da je ukupan broj zivih Celija zabelezen na
temperaturi 42,0 °C u uzorku sa 30,0% mleka statisticki znacajno (p<0,05) veci od broja

zabelezenog u uzorku sa 0,0% mleka, sto potvrduje pozitivan uticaj mleka na rast ABY-6

kulture.
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U daljem istrazivanju kao optimalna temperatura za rast komercijalne ABY-6 kulture
korisé¢ena je temperatura od 42,0 °C na kojoj se pri sadrzaju mleka od 30,0% i koncentraciji

inokuluma od 6,0% za 4,0 h postize ukupan broj zivih ¢éelija od 8,65 £ 0,031 log (CFU/mL).

4.4.1.4. Uticaj dodatka inulina i ekstrakta kvasca na rast komercijalne ABY-6 kulture

Pri ispitivanju uticaja inulina i ekstrakta kvasca na rast komercijalne ABY-6 kulture
uzorci su pripremani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.3. mesanjem surutke sa 0,0% i
30,0% (v/v) mleka. Pripremljeni uzorci su obogaceni dodatkom 3,0% (w/v) ekstrakta kvasca i
1,0% (w/v) inulina. Uzorci su zatim zasejavani sa 6,0% (v/v) inokuluma ABY-6 kulture
pripremljenog prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.1.2., i fermentisani na temperaturi 42,0
°C prema proceduti opisanoj u Odeljku 3.2.4.

Ispitivani izvori inulina i ekstrakta kvasca su koriS¢eni u obliku rastvora sledecih
koncentracija: ekstrakt kvasca 0,50 g/mL i inulin 0,333 g/mL. Rastvori su pasterizovani 20,0
min na 90,0 °C. Rezultati ispitivanja uticaja inulina i ekstrakta kvasca na ukupni broj zivih éelija

ABY-06 kulture prikazani su na Slici 20.
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Slika 20. Uticaj dodatka inulina i ekstrakta kvasca na ukupan broj zivih ¢elija ABY-6 kulture nakon

4,0 h fermentacije surutke

Tokom ispitivanja uticaja dodatka inulina 1 ekstrakta kvasca broj zivih celija ABY-6
kulture u kontrolnom uzorku bez dodataka je iznosio 8,47 £ 0,045 u uzorku sa 0,0% mleka i
8,65 + 0,047 log (CFU/mL) u uzorku sa 30,0% mleka. Dodatak inulina, ekstrakta kvasca kao i
kombinacije inulina i ekstrakta kvasca statisticki znacajno (p<<0,05) uti¢e na smanjenje ukupnog
broja zivih ¢elija ABY-6 kulture (Slika 20). Najizrazeniji negativan uticaj na rast celija zabelezen
je u uzorcima sa dodatkom 1,0% inulina u kojima je ukupan broj zivih ¢elija iznosio 8,16 *

0,042 1 8,36 + 0,048 log (CFU/mL) za uzotrke sa 0,0 i 30,0% mleka, respektivno. Ovakav
rezultat se razlikuje od rezultata navedenih u literaturi> prema kojima ekstrakt kvasca utice na
rast termofilnih mikroorganizama pri fermentaciji surutke. Sa druge strane, prema navodima iz
literature' " inulin kao prebiotik ne mora imati uticaj na rast probiotskih kultura. Takode,

obzirom na relativno kratko vreme fermentacije moze se pretpostaviti da primena slozenih
ugljenih hidrata (inulin) i dodatnih izvora proteina (ekstrakt kvasca) usporava metabolizam
primenjene kulture, a obzirom da se radi o komercijalnoj kulturi specijalno dizajniranoj za

fermentaciju laktoze i proteina mleka to verovatno dovodi do usporavanja njenog rasta.
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Obzirom da su ispoljili negativan uticaj na rast ABY-6 kulture, oba dodatka su iskljucena iz

daljeg istrazivanja.

4.4.2. Uticaj temperature fermentacije i sadrZaja mleka na proteoliticku aktivnost

komercijalne ABY-6 kulture

Pri ispitivanju uticaja temperature fermentacije i sadrzaja mleka na proteoliticku
aktivnost komercijalne ABY-6 kulture koris¢ena je sveza surutka.

Uzorci su pripremani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.3. meSanjem surutke sa
0,0 1 30,0% mleka. Uzorci su zatim zasejavani sa 6,0% inokuluma ABY-6 kulture pripremljenog
prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.1.2., i fermentisani na temperaturama 39,0; 42,0 1 45,0
°C prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4.

Nakon postizanja pH vrednosti 4,6 vrseno je odredivanje proteoliticke aktivnosti
komercijalne ABY-6 kulture pri opisanim uslovima, pra¢enjem sadrzaja aminokiselina izrazenih
kao pgle/ml, prema metodi opisanoj u Odeljku 3.2.5.9. Rezultati ispitivanja uticaja
temperature fermentacije 1 sadrzaja mleka na proteoliticku aktivhost ABY-6 kulture prikazani

su na Slici 21.
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Slika 21. Uticaj temperature fermentacije i sadrzaja mleka na sadrzaj aminokiselina u napitku dobijenom

nakon 4,0 h fermentacije surutke primenom ABY-6 kulture

Tokom ispitivanja uticaja temperature 1 sadrzaja mleka na proteoliticku aktivnost
komercijalne ABY-6 kulture maksimalan sadrzaj aminokiselina od 97,59 + 1,26 pgle/mL

zabelezen je u uzorku fermentisanom na temperaturi 45,0 °C koji je sadrzao 30,0% mleka
(Slika 21). Dobijeni rezultati su znacajno bolji od rezultata prijavljenih u literaturi' " prema

kojima se slican sadrzaj aminokiselina dobija nakon 12,0 h fermentacije surutke, na osnovu
¢ega se sojevi u primenjenoj ABY-6 kulturi mogu smatrati izrazitim proteoliticima.

Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 21, sadrzaj aminokiselina zabelezen u uzorku sa
30,0% mleka fermentisanom na temperaturi 42,0 °C (95,86 + 1,32 pgle/mL) je statisticki
znacajno (p<0,05) veéi od sadrzaja aminokiselina koji je zabelezen u istom uzorku pri
temperaturi fermentacije 39,0 °C (92,58 * 1,24 pgl.e/mL). Sa druge strane, razlika u sadrzaju
aminokiselina u uzorku fermentisanom na temperaturi 45,0 °C (97,59 + 1,26 pgle/mL) ne

razlikuje se znacajno (p>0,05) od sadrzaja aminokiselina zabelezenog pri temperaturi

. . . . T 401 ..
fermentacije 42,0 °C. Dobijeni rezultati su u skladu sa navodima iz literature ~ prema kojima

temperatura nema znacajan uticaj na proteoliticku aktivhost ove vrste mikroorganizama.
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Potpuno isti trend u pogledu razlike u sadrzaju aminokiselina na razlicitim
temperaturama (Slika 21), zabelezen je 1 u uzorcima koji su sadrzali 0,0% mleka, s tim Sto je
sadrzaj aminokiselina zabelezen ovim uzorcima statisticki znacajno (p<0,05) manji od sadrzaja
aminokiselina zabelezenih u uzorcima sa 30,0% mleka na svim temperaturama.

Zanimljivo je napomenuti da se na osnovu ovih rezultata i rezultata prikazanih u
Odeljku 4.4.1.3. koji se odnose na uticaj temperature na ukupan broj zivih ¢elija, sada moze
zakljuciti da se bez obzira na poveéan sadrzaj aminokiselina na temperaturi 45,0 °C koji potice
od aktivnosti soja L. bulgaricus, maksimalan ukupan broj zivih celija ipak postize na optimalnoj
temperaturi rasta (42,0 °C) soja S. thermophilus kao dominantnog soja u ABY-6 kulturi (koji je
zastupljen 80,0%). Drugim rec¢ima, soj S. thermophilus na temperaturi 45,0 °C nije u stanju da
iskoristi dostupne aminokiseline §to za posledicu ima zaostajanje odredene kolic¢ine (oko 1,73
ugle/mL) aminokiselina u uzorku.

Na osnovu prikazanih rezultata kao i1 rezultata koji se odnose na ukupan broj zivih
Celija moze se zakljuciti da se pri temperaturi fermentacije od 42,0 °C i sadrzaju mleka od
30,0% ostvaruje adekvatan sadrzaj aminokiselina od 95,86 * 1,32 pgle/mL fermentisanog

napitka.

4.4.3. Uticaj sadrZaja mleka na viskozitet i sinerezis napitka na bazi surutke

proizvedenog primenom ABY-6 kulture

Pri ispitivanju uticaja sadrzaja mleka na viskozitet i sinerezis napitka na bazi surutke
proizvedenog primenom ABY-6 kulture koris¢ena je sveza surutka.

Uzorect su pripremani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.3. mesanjem surutke sa
0,0 1 30,0% mleka. Uzorci su zatim zasejavani sa 6,0% inokuluma ABY-6 kulture pripremljenog
prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.1.2., i fermentisani na temperaturi 42,0 °C prema
proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4.

Nakon postizanja pH vrednosti 4,6 vrSeno je odredivanje viskoziteta 1 sinerezisa
proizvedenih napitaka prema metodama opisanim u Odeljku 3.2.5.7. 1 Odeljku 3.2.5.8.
Rezultati ispitivanja uticaja sadrzaja mleka na viskozitet 1 sinerezis napitaka na bazi surutke

prikazani su na Slici 22.
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Slika 22. Uticaja sadrzaja mleka na viskozitet napitka dobijenog nakon 4,0 h fermentacije surutke

primenom ABY-6 kulture

Tokom ispitivanja uticaja sadrzaja mleka na viskozitet napitka na bazi surutke
maksimalna vrednost viskoziteta od 2,7023 * 0,0123 cP zabeleZena je nakon 4,0 h fermentacije
u uzorku koji je sadrzao 30,0% mleka. Vrednost viskoziteta zabeleZzena u uzorku sa 0,0% mleka
(1,554 £ 0,0388 cP) je nakon 4,0 h fermentacije bila statisticki znacajno (p<<0,05) manja od
vrednosti zabelezene u uzorku sa 30,0% mleka. Na osnovu prikazanih rezultata moze se
zakljuciti da prisustvo mleka znacajno uti¢e na povecéanje viskoziteta fermentisanog napitka na

bazi surutke. Dobijeni rezultati koji ukazuju na veoma izrazen uticaj mleka na teksturu napitka

. .. 402 .. .. . . ..
su u skladu sa rezultatima iz literature ~ prema kojima sadrzaj kazeina ima veoma pozitivan
uticaj na teksturu fermentisanih mleka. Proizvedena mlec¢na kiselina snizava pH vrednost
mleka na izoelektricnu tacku (pH=4,6) kazeina dovodeéi do formiranja proteinskog gela. U

skladu sa tim, obogacivanje napitaka na bazi surutke dodatnom kolicinom kazeina dovodi do

v ¥z . . . . . Ty 403 404 .
¢vrséeg povezivanja proteina u matriksu gela 1 formiranja ¢vrsce teksture ' napitaka.
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Slika 23. Uticaja sadrzaja mleka na sinerezis napitka dobijenog nakon 4,0 h fermentacije surutke

primenom ABY-6 kulture

Kao sto je prikazano na Slici 23 minimalna vrednost sinerezisa od 67,5 £ 0,70 cP
zabelezena je nakon 4,0 h fermentacije u uzorku koji je sadrzao 30,0% mleka. Vrednost
sinerezisa zabelezena u uzorku sa 30,0% mleka je nakon 4,0 h fermentacije bila statisticki
znacajno (p<0,05) manja od vrednosti sinerezisa zabeleZzene u uzorku sa 0,0% mleka (88,3 £
0,91 cP). Dobijeni rezultati su u korelaciji sa gore navedenim rezultatima dobijenim za
viskozitet. Formiranje gela koje je praceno povecanjem viskoziteta, dovodi do stvaranja
matriksa u ¢iju se strukturu ugraduje visak surutke dovodedi tako do smanjenja sinerezisa

napitka.

4.4.4. Uticaj sadrZaja mleka na antioksidativnu aktivnost i redukcionu snagu napitka

na bazi surutke proizvedenog primenom ABY-6 kulture

Pri ispitivanju uticaja sadrzaja mleka na antioksidativnu aktivnost i redukcionu snagu
napitka na bazi surutke proizvedenog pomocu komercijalne ABY-6 kulture koris¢ena je sveza

surutka.
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Uzorci su pripremani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.3. mesanjem surutke sa
0,0 1 30,0% mleka. Uzorci su zatim zasejavani sa 6,0% inokuluma pripremljenog prema
proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.1.2., i fermentisani na a temperaturi 42,0 °C prema proceduri
opisanoj u Odeljku 3.2.4.

Nakon postizanja pH vrednosti 4,6 vrieno je odredivanje antioksidativne aktivnosti i
redukcione snage napitaka na bazi surutke proizvedenih pomocu komercijalne ABY-6 kulture
pri opisanim uslovima, prema metodama opisanim u Odeljku 3.2.5.10. i Odeljku 3.2.5.11,,
respektivno. Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti i redukcione snage napitka na bazi

surutke proizvedenog primenom ABY-6 kulture prikazani su na Slici 24.

60 0.37
1 0,0% mleka

| | 30,0% mleka o036

0.35
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Slika 24. Uticaj sadrzaja mleka na antioksidativnu aktivnost i redukcionu snagu napitka dobijenog

nakon 4,0 h fermentacije surutke primenom ABY-6 kulture

Tokom ispitivanja uticaja sadrzaja mleka na antioksidativhu aktivnost i redukcionu
snagu napitka na bazi surutke maksimalna vrednost inhibicije DPPH radikala od 47,2 + 0,70%
zabelezena je nakon 4,0 h fermentacije u uzorku koji je sadrzao 0,0% mleka. Dobijeni rezultati
su u saglasnostima sa rezultatima iz literature™ prema kojima fermentacija znacajno doprinosi

povecanju antioksidativne aktivnosti surutke. Vrednost inhibicije DPPH radikala zabelezena u
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uzorku sa 0,0% mleka je nakon 4,0 h fermentacije se nije znacajno razlikovala (p>0,05) od
vrednosti inhibicije zabeleZzene u uzorku sa 30,0% mleka (46,0 = 0,87%). Postojanje razlike u
vrednostima procenta inhibicije DPPH radikala izmedu napitaka mogla bi biti objasnjena

prisustvom kazeina u uzorcima sa 30,0% mleka, ¢ije proteinske frakcije, prema navodima iz

. 406407 . . .. . Sy . . . .. ye
literature imaju manji antioksidativni kapacitet od proteinskih frakcija surutke cijom

>
razgradnjom verovatno nastaju peptidi sa izrazenijim antioksidativnim potencijalom.

Surutka je bogat izvor sulthidrilnih aminokiselina kao $to je cistein, ¢ije oslobodenje
tokom fermentacije moze povecati redukcionu snagu napitka. Pored toga, formiranje
reduktanata tokom fermentacije moze biti jos jedan razlog za povecanje redukcione snage. Oni

mogu da reaguju sa slobodnim radikalima, stabilizuju ih i suzbiju radikalsku lancanu reakciju. U

literaturi postoje podaci o uticaju mnogih bakterija mlecne kiseline na povecanje redukcione

.. .. 408 L. .
snage fermentacionth medijuma . Sa druge strane, povecanju redukcione snage mogu takode

da doprinesu i unutarcelijski antioksidansi i peptidi starter organizama 1 njthova hidrogen

409
donorska sposobnost
Rezultati zabelezeni za redukcionu snagu napitaka su u skladu sa navedenim

rezultatima koji se odnose na antioksidativhu aktivhost ¢ime je potvrdeno prisustvo

antioksidativnih materija izvedenih iz proteina surutke odnosno mleka. Dobijeni rezultati su u

. . 410 .. .. v . . .
skladu sa navodima iz literature’ = prema kojima fermentacija u znacajnoj meri doprinosi

redukcionoj snazi napitka.
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4.4.5. Ispitivanje probiotskih svojstava komercijalne ABY-6 kulture

Pri ispitivanju probiotskih karakteristika ABY-6 kulture koris¢ena je sveza surutka.
Uzorci su pripremani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.2., zasejavani sa 6,0%
inokuluma pripremljenog prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.1.2,, i fermentisani na
temperaturi 42,0 °C prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4. Fermentisani uzorci su zatim
korisc¢eni kao bakterijski inokulum za odredivanje probiotskih svojstava ABY-6 kulture prema
metodi opisanoj u Odeljku 3.2.5.13. Rezultati ispitivanja probiotskih svojstava soja .

thermophilus su prikazani na Slici 25.
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Slika 25. Probiotska svojstava soja S. thermophilus poreklom iz ABY kulture nakon njene primene u

fermentaciji surutke

Kao $§to je prikazano na Slici 25, u kontrolnom uzorku tokom 4,0 h ispitivanja
zabelezen je rast soja S. thermophilus, ¢ime je potvrdeno prisustvo i aktivnost testiranog soja.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja soja S. hermophilus u prisustvu 0,3%
govede zuci tokom 2,0 h zabelezeno je blago odumiranje éelija u odnosu na pocetni broj (6,15

+ 0,123 log (CFU/mL)), praceno procentom prezivljavanja od oko 94,5% nakon ¢ega u
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naredna 2,0 h dolazi do intenzivnog odumiranja celija. Ukupan broj zivih celija nakon 4,0 h
inkubacije u prisustvu 0,3% govede zudi je iznosio 3,90 £ 0,132 log (CFU/mL), $to predstavlja
procenat prezivljavanja od oko 63,4%. Na osnovu dobijenih rezultata proizilazi da je 63,4% od
ukupnog broja zivih Celija soja S. hermophilus sposobno da prezivi 4,0 h izlaganja uslovima
prisustva 0,3% govede Zuci.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja soja S. #hermophilus pri uslovima pH 2,5
pocevsi od nultog sata zabelezeno je intenzivno odumiranje celija u odnosu na pocetni broj
(6,0 £ 0,111 log (CFU/mL)). Nakon 1,0 h inkubacije procenat prezivljavanja je iznosio 33,3%
da bi ve¢ nakon 2,0 h bio zabelezen procenat prezivljavanja od 0,0% koji je zatim zadrzan do
kraja procesa inkubacije (4,0 h). Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da soj S.
thermophilus nije sposoban da prezivi u zadovoljavajuéem procentu, ni najkrace (1,0 h) izlaganje
uslovima pH 2,5.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja soja S. thermophilus pri uslovima pH 3,0
tokom 1,0 h zabeleZeno je veoma blago odumiranje celija u odnosu na pocetni broj (6,69 *
0,124 log (CFU/mL)), praceno procentom prezivljavanja od 97,6%. Trend blagog odumiranja
¢elija nastavljen je sve do kraja procesa inkubacije (4,0 h) kada je zabeleZzen ukupan broj zivih
Celija od 5,05 £ 0,128 log (CFU/mL), $to predstavlja procenat prezivljavanja od oko 75,5%.
Na osnovu dobijenih rezultata proizilazi da je 75,5% od ukupnog broja zivih ¢elija soja .
thermophilus sposobno da prezivi 4,0 h izlaganja uslovima pH 3,0.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja soja S. thermophilus pri uslovima pH 4,0
tokom 1,0 h zabeleZeno je veoma blago odumiranje Celija u odnosu na pocetni broj (6,71 *
0,123 log (CFU/mL)), praceno procentom prezivljavanja od 97,8%. Trend blagog odumiranja
¢elija nastavljen je sve do kraja procesa inkubacije (4,0 h) kada je zabelezen ukupan broj zivih
Celija od 6,22 £ 0,126 log (CFU/mL), $to predstavlja procenat prezivljavanja od oko 92,7%.
Na osnovu dobijenih rezultata proizilazi da je 92,7% od ukupnog broja zivih celija soja S.
thermophilus sposobno da prezivi 4,0 h izlaganja uslovima pH 4,0.

Na Slici 26 su prikazani rezultati ispitivanja probiotskih svojstava mesane kulture sojeva

L. acidophilus 1 B. bifidum poreklom iz ABY kulture nakon njene primene u fermentaciji surutke.
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Slika 26. Probiotska svojstva mesane kulture sojeva L. acidophilus i B. bifidum poreklom iz ABY kulture

nakon njene primene u fermentaciji surutke

Kao $to je prikazano na Slici 26, u kontrolnom uzorku tokom 4,0 h ispitivanja
zabelezen je rast mesane kulture sojeva L. acidophilus i B. bifidum, ¢ime je potvrdeno prisustvo i
aktivnost testirane kulture.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja mesane kulture sojeva L. acidophilus 1 B.
bifidum u prisustvu 0,3% govede Zuci zabelezen je blagi rast celija tokom citavog procesa
inkubacije (4,0 h) u odnosu na pocetni broj (3,00 £ 0,112 log (CFU/mL)). Ukupan broj zivih
¢elija zabelezen nakon 4,0 h inkubacije u prisustvu 0,3% govede zudi je iznosio oko 3,92 *
0,142 log (CFU/mL). Na osnovu dobijenih rezultata proizilazi da mesana kultura sojeva L.
acidophilus 1 B. bifidum osim $to je sposobna da prezivi 4,0 h izlaganja uslovima prisustva 0,3%
govede zuci, ona zadrzava i sposobnost rasta u datim uslovima.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja mesane kulture sojeva L. acidophilus 1 B.
bifidum pri uslovima pH 2,5 pocevsi od nultog sata zabeleZeno je intenzivno odumiranje celija u
odnosu na pocetni broj (3,60 £ 0,131 log (CFU/mL)). Nakon 1,0 h inkubacije procenat

prezivljavanja je iznosio 66,7% da bi ve¢ nakon 2,0 h bio zabelezen procenat prezivljavanja od
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0,0% koji je zatim zadrzan do kraja procesa inkubacije (4,0 h). Na osnovu dobijenih rezultata
moze se zakljuciti da mesana kultura sojeva L. acidophilus 1 B. bifidum nije sposobna da prezivi u
zadovoljavaju¢em procentu, ni najkrace (1,0 h) izlaganje uslovima pH 2,5.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja mesane kulture sojeva L. acidophilus 1 B.
bifidum pri uslovima pH 3,0 tokom 1,0 h zabeleZeno je veoma blago odumiranje ¢elija u odnosu
na pocetni broj (4,26 * 0,126 log (CFU/mL)), praceno procentom prezivljavanja od 95,1%.
Nakon 1,0 h dolazi do blagog rasta celija koji se nastavlja do kraja procesa inkubacije (4,0 h)
kada je zabelezen ukupan broj zivih celija od 4,16 + 0,124 log (CFU/mL), $to predstavlja
procenat prezivljavanja od oko 97,6%. Na osnovu dobijenih rezultata proizilazi da je 97,6% od
ukupnog broja zivih ¢elija mesane kulture sojeva L. acidophilus i B. bifidum sposobno da prezivi
4,0 h izlaganja uslovima pH 3,0.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja mesane kulture sojeva L. acidophilus 1 B.
bifidum pri uslovima pH 4,0 tokom 1,0 h zabeleZeno je veoma blago odumiranje ¢elija u odnosu
na pocetni broj (4,15 + 0,122 log (CFU/mL)), praceno procentom prezivljavanja od 96,3%.
Nakon 1,0 h dolazi do blagog rasta celija koji se nastavlja do kraja procesa inkubacije (4,0 h)
kada je zabelezen ukupan broj zivih Celija od 4,15 + 0,123 log (CFU/mL), sto predstavlja
procenat prezivljavanja od oko 100,0%. Na osnovu dobijenih rezultata proizilazi da je mesana
kultura sojeva L. acidophilus 1 B. bifidum sposobno u potpunosti da prezivi 4,0 h izlaganja
uslovima pH 4,0.

Veoma je bitno istac¢i da na pH vrednost u digestivnom traktu moze uticati prisustvo

411
hrane

b

narocito proteina sa znacajnim puferskim kapacitetom. Na osnovu zapazanja

Kathwer i sar. (2010) 1 Sanchez i sar. (2010), dodatak proteina u vidu kazeina ili mleka znacajno

, Vo1 . . . .. 412413
povecava procenat prezivljavanja probiotskih bakterija = ™" 7.

U cilju simulacije uticaja dodate kolicine fermentisane surutke na pH vrednost
zeluda¢nog soka vrSeno je mesanje bujona (pH=2)5) koji se primenjuju za ispitivanje
probiotskih svojstava sojeva i fermentisane surutke u razlicitom odnosu. Rezultati su prikazani

u Tabeli 25.
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Tabela 25. Uticaj dodate koli¢ine fermentisane surutke na promenu pH vrednosti bujona primenjenih

u ispitivanju probiotskih svojstava ispitivanih sojeva

Procentni odnos (v/v)

pH vrednost

Bujon (M17, MRS) Surutka
0,0 1,0 4,60
1,0 0,0 2,50
10,0 1,0 2,73
5,0 1,0 2,86
4,0 1,0 2,90
3,0 1,0 3,00
2,0 1,0 3,16
1,0 1,0 3,55

Ako se uzme da se tokom konzumacije mesane hrane u Zelucu izluéi oko 750,0 mL

zeludacnog soka' ! koji ima pH=2,5, onda se na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 25 moze
pretpostaviti da bi unosenje 250,0 mL surutke koja ima pH=4,6 dovelo do podizanja pH
vrednosti zeludacnog soka na =3,00.

Na osnovu rezultata ispitivanja probiotskih svojstava 1 rezultata vezanih za uticaj
fermentisanog napitka na bazi surutke na pH vrednost bujona, proizilazi da bi nakon
konzumacije 250,0 mL napitka na bazi surutke koji u sebi sadrzi ukupan broj zivih celija od
8,65 + 0,031 log (CFU/mL) prolazak kroz zeludac prezivelo 75,5% delija. To znaci da bi do
creva stiglo oko 6,50 log (CFU/mL.) odnosno 3,4 x 10° bakterija, $to je broj neophodan da

dospele bakterije ispolje svoje probiotsko delovanje.

4.4.6. Promena parametara kvaliteta tokom procesa proizvodnje i ¢uvanja napitaka na

bazi surutke proizvedenih primenom komercijalne ABY-6 kulture

Pri ispitivanju promene parametara kvaliteta tokom procesa proizvodnje i cuvanja
napitaka na bazi surutke proizvedenih primenom komercijalne ABY-6 kulture, formulisana su
dva napitaka:

N1: koji je sadrzao svezu surutku pripremanu prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.2.
N2: koji je sadrzao meSavinu sveze surutke i 30,0% mleka, pripremanu prema proceduri

opisanoj u Odeljku 3.2.3.3.
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Uzorci su zatim zasejavani sa 6,0% inokuluma ABY-6 kulture pripremljenog prema
proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.1.2., 1 fermentisani na temperaturi 42,0 °C prema proceduti
opisanoj u Odeljku 3.2.4.

Ispitivanje stabilnosti parametara kvaliteta proizvedenih napitaka tokom procesa
cuvanja vrseno je metodom opisanom u Odeljku 3.2.5.17. odredivanjem: pH vrednosti
(Odeljak 3.2.5.2.), titracijske kiselosti (Odeljak 3.2.5.3.), sinerezisa (Odeljak 3.2.5.7.), viskoziteta
(Odeljak 3.2.5.8.), antioksidativne aktivnosti (Odeljak 3.2.5.10.), ukupnog broj zivih celija
(Odeljak 3.2.5.6.) 1 senzornih ocena (Odeljak 3.2.5.12.) napitaka.

U Tabeli 26 1 Tabeli 27 dat je pregled parametara kvaliteta kao i rezultati ispitivanja
stabilnosti parametara kvaliteta napitaka na bazi surutke, proizvedenih primenom ABY-6

kulture, tokom 28 dana ¢uvanja.

Tabela 26. Promena parametara kvaliteta tokom procesa proizvodnje i ¢uvanja napitka proizvedenog

fermentacijom surutke pomocu komercijalne ABY-6 kulture

Napitak N1 (0,0% mleka)

Vreme merenja

Patametar kvaliteta fermzr‘:aciie 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 28. dan
pH vrednost 6,19+ 001 451003 421+0,04 416+0,02 410+0,03 3,89 + 0,01
Titracijska kiselost, °SH 3,19 0,01 16,1 0,10 2153+0,11 227+010 2303 +0,06 232+ 0,17
Sinerezis, % 100,0 £ 0,00 883 +091 901+ 061 912+0,75 879+0,68 850+ 0,73
Viskositet. <P 1,1677 + 1,5537 + 1,6689 + 1,6563 + 1,5836 + 1,5518 +
g 0,0214 0,038 0,052 0,050 0,030 0,052

Antioksidativna
aktivnost, %
Ukupan broj zivih Celija,
log (CFU/mL)
Senzorna ocena, ocena 3,25+ 1,56 6,20+ 1,22 6,08+ 1,08 596+ 1,17 580*1,19 552=*1,16

151 +0,08 472+1,03 421+0,09 383+0,07 40,1 +0,08 41,6+0,08

6,68+ 0,123 847 0,148 845+0,127 820+0,136 7,960,112 7,58 + 0,129
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Tabela 27. Promena parametara kvaliteta tokom procesa proizvodnje i ¢uvanja napitka proizvedenog

fermentacijom mesavine surutke i mleka pomocéu komercijalne ABY-6 kulture

Napitak N2 (30,0% mleka)

Vreme merenja

Patametar kvaliteta fermffl‘:aciie 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 28. dan
pH vrednost 6,50+ 001 440+ 004 422+006 410+0,01 402+002 3,88 +0,03
Titracijska kiselost, °SH 443 £ 0,06  232+020 294 +040 30,6+030 31,1 +006 31,2+020
Sinerezis, % 100,0 £ 0,00 67,5+ 070 7234097 751+075 76,1+1,10 783+ 0,76
Viskoitet. <P 1,3534 + 27023 + 27491 + 2,8350 + 2893+ 29530 +
g 0,0223 0,0122 0,0482 0,0232 0,0099 0,0264

Antioksidativna
aktivnost, %
Ukupan broj zivih Eelija, ¢ o) 4 153 g65+0132 853 +0147 846+ 0143 835 +0122 819+ 0,116

log (CFU/mL)

Senzorna ocena, ocena 6,51+ 1,01 852+ 101 852+100 840+1,15 832+114 812+1,13

15,0 £ 0,07 46,0*0,07 41,8%£0,08 381*£1,09 392%0,09 39,8* 0,08

Poredenjem rezultata prikazanih u Tabelama 26 1 27, uocava se postojanje znacajnih
razlika u vrednostima parametara kvaliteta napitaka, u zavisnosti od njihove formulacije, izuzev
pH vrednosti za koju je u oba napitka zabelezena priblizno ista vrednost tokom citavog
ispitivanja.

Titracijska kiselost napitka N2 je statisticki znacajno (p<<0,05) vec¢a u odnosu na napitak
N1, tokom Ccitavog perioda ispitivanja (Tabela 27). Veca titracijska kiselost napitka N2
doprinosi njegovoj izrazenijoj jogurtnoj aromi, §to se odrazava i na bolje senzorne ocene ovog
napitka (koje se kre¢u u intervalu 8,52 £ 1,01-8,12 * 1,13) tokom ¢itavog perioda ispitivanja.
Ravnomerno povecanje titracijske kiselosti tokom 28,0 dana u oba napitka, predstavlja
pokazatelj ocuvanja aktivnosti primenjene ABY-6 kulture, Sto za rezultat ima odrzanje
ukupnog broja zivih ¢éelija na zadovoljavajué¢em nivou (= 6,0 log (CFU/mL)). Sa druge strane,
obzirom da napitak N2 prema formulaciji predstavlja nutritivho bogatiji supstrat, jer u svom
sastavu ima 30,0% mleka, ukupan broj zivih ¢elija koji se tokom ispitivanja kretao u intervalu
8,65 £ 0,132-8,19 * 0,119 log (CFU/mL) je znacajno veéi od broja ¢éelija u napitku N1 koji se
kretao u intervalu 8,47 + 0,148-7,58 £ 0,129 log (CFU/mL).

Pozitivan uticaj dodatka 30,0% mleka pri formulisanju napitka N2 ogleda se takode u

vrednostima sinerezisa i viskoziteta. Vrednost sinerezisa koja se tokom ispitivanja kretala u
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intervalu od 67,5 £ 0,70 - 78,3 £ 0,76% je znacajno manja (p<<0,05) od vrednosti sinerezisa
napitka N1, dok je vrednost viskoziteta koja se tokom ispitivanja kretala u intervalu od 2,7023
10,0122 - 2,9530 * 0,0264 cP znacajno veca (p<<0,05) od vrednosti viskoziteta napitka N1.

Vrednost antioksidativne aktivnosti napitaka N1 i N2 se razlikuje u korist napitka N1,
mada zabeleZena razlika nije u velikoj meri izrazena, te se po pitanju ovog parametra napici
mogu smatrati relativno slicnim.

Na osnovu svega navedenog moze se zakljuciti da dodatak 30,0% mleka pri
formulisanju napitka N2, znacajno utice na unapredenje parametara kvaliteta kao i njthovu

stabilnost tokom cuvanja.
4.4.7.Zakljucak

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da se dodatkom 30,0% mleka pri
formulaciji napitka N2 proizvodi napitak zadovoljavajucih vrednosti parametara kvaliteta 1 to:
pH vrednost 4,40, titracijska kiselost, 23,2 °SH, sinerezis 67,5%, viskozitet 2,7023 cP
antioksidativna aktivnost 46,0%, ukupan broj zivih ¢elija 8,65 log (CFU/mL), senzorna ocena

8,52, koiji je stabilan tokom 28 dana ¢uvanja.
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4.5. Proizvodnja napitaka na bazi surutke primenom mesane ABY-6 : L.

rhamnosus ATCC 7469 kulture

4.5.1. Ispitivanje uticaja osnovnih parametara fermentacije na proces proizvodnje

napitaka na bazi surutke primenom mesane ABY-6 : L. rhamnosus ATCC 7469 kulture

Pri ispitivanju uticaja osnovnih parametara fermentacije na proces proizvodnje napitaka
na bazi surutke primenom mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture koriscena je sveza surutka.
Tokom ispitivanja pracen je uticaj sastava inokuluma, temperature, sadrzaja mleka, dodatka
ekstrakta kvasca 1 inulina na ukupan broj zivih éelija mesane ABY-6 : L. rhammnosus.

Uzorci su pripremani prema procedurama opisanim u Odeljku 3.2.3., zasejavani
odgovaraju¢om koli¢cinom inokuluma ABY-6 kulture 1 soja L. rbamnosu ATCC 7469
pripremanih prema procedurama opisanim u Odeljku 3.2.1.1. 1 Odeljku 3.2.1.2., i ferementisani
prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4.

Nakon postizanja pH vrednosti 4,6 vrseno je odredivanje ukupnog broja zivih celija
mesane kulture (log (CFU/mL)) u testiranim uzorcima metodom opisanom u Odeljku 3.2.5.6.
sabiranjem broja izraslih kolonija L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. acidophilus, 1.. rhamnosus 1 B.

bifidum na MRS agaru (Odeljak 3.2.2.3.) 1 S. thermophilus i na M17 (Odeljak 3.2.2.5.) agaru.

4.5.1.1. Uticaj sastava inokuluma na rast mesane ABY-6 : L. rhamnosus ATCC 7469

kulture

Pri ispitivanju uticaja sastava inokuluma uzorci su pripremani prema proceduri opisanoj
u Odeljku 3.2.3. Uzorci su zatim zasejavani sa 6,0% (v/v) inokuluma mesane ABY-6 :
L.rhamnosus mesane ABY-6 : L. rhammnosus kulture sastavljenog od mikroorganizama u odnosima
2:4, 3:3 1 4:2 pripremanih prema procedurama opisanim u Odeljku 3.2.1.2. i Odeljku 3.2.1.1.
Uzorci su zatim fermentisani na temperaturi 42,0 °C (preporuka proizvodaca), prema
proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4.. Rezultati ispitivanja uticaja sadrzaja inokuluma na ukupan

broj zivih ¢elija mesane ABY-6 : L.rbamnosus kulture prikazani su na Slici 27.
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Slika 27. Uticaj sastava inokuluma na ukupan broj zivih Celija mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture

Tokom ispitivanja uticaja sastava inokuluma vreme trajanja fermentacije do postizanja
pH vrednosti 4,6 u svim uzorcima se kretalo u intervalu 3,5-4,0 h. Najveci ukupan broj Zivih
Celija koji je iznosio 8,61 £ 0,032 log (CFU/mL) je postignut, nakon 4,0 h fermentacije,
primenom 6,0% inokuluma mesane kulture koja je sadrzala ABY-6 : L. rhamnosus u odnosu 4 :
2, dok je najmanji ukupan broj zivih ¢elija od 8,09 & 0,045 postignut, nakon 4,5 h fermentacije,
primenom 6,0% inokuluma mesane kulture koja je sadrzala ABY-6 : L. rhamnosus u odnosu 2 :
4 (Slika 27)

Zanimljivo je istaci da je pri odnosu ABY-6 : L. rhamnosus od 2 : 4 doslo do nesto duzeg
trajanja fermentacije iz cega se moze zakljuciti da je S. #hermophilus kao dominantni soj u ABY-6
kulturi nosilac fermentacije. Sa Slike 27 se jasno moze uociti da sa porastom udela ABY-6
kulture dolazi do povecéanja ukupnog broja zivih ¢elija prisutnih u napitku.

Obzirom da je za proizvodnju napitaka na bazi surutke primarno bitan faktor broj zivih
¢elija prisutnih u napitku, u daljem istrazivanju kao optimalni sastav inokuluma za proizvodnju

napitaka na bazi surutke primenom mesane kulture koriséen je odnos ABY-6 : L. rhamnosus od
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4 : 2 kojim u koli¢ini od 6,0% se u uzorku sa 0,0% mleka za 4,0 h fermentacije postize ukupan

broj Zivih éelija od 8,61 + 0.032 log (CFU/mL).

4.5.1.2. Uticaj sadrZaja mleka na rast meSane ABY-6 : L. rhamnosus ATCC 7469 kulture

Pri ispitivanju uticaja sadrzaja mleka uzorci su pripremani prema proceduri opisanoj u
Odeljku 3.2.3.3. mesanjem surutke sa 0,0; 10,0; 20,0 i 30,0% (v/v) mleka. Uzotci su zatim
zasejavani sa 6,0% (v/v) inokuluma mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture sastavljenog od
mikroorganizama (odnos 4 : 2) pripremanih prema procedurama opisanim u Odeljku 3.2.1.2. 1
Odeljku 3.2.1.1. i fermentisani na temperaturi 42,0 °C (preporuka proizvodaca), prema
proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4. Rezultati ispitivanja uticaja sadrzaja mleka na ukupni broj

zivih Celija mesane ABY-6 : L. rhamnosus prikazani su na Slici 28.
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Slika 28. Uticaj sadrzaja mleka na ukupan broj zivih Celija mesane ABY-6 : L. rhamnosus nakon 4,0 h

fermentacije surutke

Tokom ispitivanja uticaja sadrzaja mleka ukupan broj zivih Celija mesane ABY-6 : L.
rhammosus kretao se u intervalu 8,61 £ 0,045 do 8,85 £ 0,032 log (CFU/mL). Najnizi broj zivih
¢elija zabelezen je u uzorku koji je sadrzao 0,0% mleka dok je najveci broj zivih éelija zabelezen

u uzorku koji je sadrzao 30,0% mleka (Slika 28). Dodatkom mleka, surutka koja u svom
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. . .. .. 40 . . .
sastavu ima nizak sadrzaj nutrijenata  neophodnih za rast ove vrste mikroorganizama se na

najprirodniji naéin obogacuje, §to doprinosi unapredenju rasta primenjene mesane kulture.

Dodatkom 30,0% mleka formulisan je supstrat ¢iji je sastav veoma slican sastavu humanog
mleka (koje ima odnos kazein : proteini surutke oko 30,0 : 70,0%)394 pri cemu je dobijen brzo 1

lako svarljiv napitak koji je pogodan cak i za osobe sa osetljivim intestinalnim traktom. U
daljem istrazivanju kao optimalni sadrzaj mleka za rast meSane ABY-6 : L. rhamnosus koriséen je
sadrzaj od 30,0% mleka pri kojem se sa 6,0% inokuluma mesane ABY-6 : L. rhamnosus za 4,0 h

postize broj ¢elija od 8,85 + 0,032 log (CFU/mL).

4.5.1.3. Uticaj temperature na rast meSane ABY-6 : L. rhamnosus ATCC 7469 kulture

Pri ispitivanju uticaja temperature fermentacije uzorci su pripremani prema proceduri
opisanoj u Odeljku 3.2.3.3. mesanjem surutke sa 0,0% i 30,0% (v/v) mleka. Uzorci su zatim
zasejavani sa 6,0% (v/v) inokuluma mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture sastavljenog od
mikroorganizama (odnos 4:2) pripremanih prema procedurama opisanim u Odeljku 3.2.1.2. 1
Odeljku 3.2.1.1. i fermentisani na temperaturama 39,0; 42,0 1 45,0 °C prema proceduri opisanoj
u Odeljku 3.2.4. Rezultati ispitivanja uticaja temperature fermentacije na ukupan broj Zivih

celija mesane ABY-6 : L. rhamnosus prikazani su na Slici 29.
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Slika 29. Uticaj temperature fermentacije na ukupan broj zivih Celija mesane ABY-6 : L. rbamnosus

nakon 4,0 h fermentacije surutke

Tokom ispitivanja uticaja temperature fermentacije ukupan broj Zivih celija mesane
ABY-6 : L. rhamnosus kretao se u intervalu 7,91 + 0,037 do 8,85 = 0,032 log (CFU/mL).
Najnizi broj Celija zabelezen je u uzorku sa 0,0% mleka koji je fermentisan na 39,0 °C dok je
najvisi broj zivih Celija zabeleZzen u uzorku sa 30,0% mleka koji je fermentisan na temperaturi
42,0 °C (Slika 29). Kao $to se moze uociti na Slici 29, najveci broj celija je zabelezen na
temperaturi 42,0 °C (8,62 £ 0,041 i 8,85 £ 0,032 log (CFU/mL) u obe vtste uzoraka (0,0 i
30,0% mleka, respektivno).

Ono sto je neophodno istaéi pri tumacenju rezultata prikazanih na Slici 29 je ¢injenica
da je temperatura 42,0 °C optimalna temperatura rasta soja S. thermophilus koji je dominanatan

soj komercijalne ABY-6 kulture sa zastupljenoséu od 80,0%, dok je temperatura od 45,0 °C

optimalna temperaturu rasta soja L. bulgaricus koji je u ABY-6 kulturi zastupljen u kolic¢ini od

oko 1,0% kao i soja L. rhamnosus. Obzirom da se sojevi L. bulgaricus i L. rhammnosus® odlikuju
izrazitom proteolitickom aktivhoséu kojom obezbeduje dodatnu kolicinu aminokiselina

neophodnih za rast soja S. thermophilus, ukupan broj zivih ¢éelija (8,03 £ 0,031 1 8.21 *+ 0,047 log
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(CFU/mL)) zabelezen na temperaturi 45,0 °C je statisticki znacajno (p<0,05) veéi od broja
(7,91 £ 0,036 1 8,11 £ 0,041 log (CFU/mL)) zabelezenog na temperaturi 39,0 °C u obe vrste
uzoraka (0,0 1 30,0% mleka, respektivno). Sa druge strane broj celija zabelezen na temperaturi
45,0 °C je znacajno manji od broja Celija zabelezenog na 42,0 °C koja predstavlja optimalnu
temperaturu rasta sojeva S. thermophilus kao dominantnog soja u ABY-6 kulturi 1 soja L.
rhamnosus. Ono $to se takode moze uoditi jeste da je ukupan broj zivih celija zabelezen na
temperaturi 42,0 °C u uzorku sa 30,0% mleka statisticki znacajno (p<0,05) veci od broja
zabelezenog u uzorku sa 0,0% mleka, sto govori o veoma pozitivhom uticaju mleka na rast
ABY-06 kulture.

U daljem istrazivanju kao optimalna temperatura za rast mesane ABY-6 : L. rhammnosus
kulture koris¢ena je temperatura od 42,0 °C na kojoj je pri sadrzaju mleka od 30,0% i

koncentraciji inokuluma od 6,0% za 4,0 h postize broj ¢elija od 8,85 £ 0,032 log (CFU/mL).

4.5.1.4. Uticaj dodatka inulina i ekstrakta kvasca na rast meSane ABY-6 : L. rhamnosus

ATCC 7469 kulture

Pri ispitivanju uticaja dodatka inulina i ekstrakta kvasca na rast mesane ABY-6 : L.
rhamnosus kulture uzorci su pripremani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.3. mesanjem
surutke sa 0,0% i 30,0% (v/v) mleka. Pripremljeni uzorci su obogaceni dodatkom 3,0% (w/v)
ckstrakta kvasca i 1,0% (w/v) inulina. Uzorci su zatim zasejavani sa 6,0% (v/v) inokuluma
mesane ABY-6 : L. rbammnosus kulture sastavljenog od mikroorganizama (odnos 4 : 2)
pripremanih prema procedurama opisanim u Odeljku 3.2.1.2. 1 Odeljku 3.2.1.1., 1 fermentisani
na temperaturi 42,0 °C prema proceduti opisanoj u Odeljku 3.2.4.

Ispitivani izvori inulina i ekstrakta kvasca su koriS¢eni u obliku rastvora sledecih
koncentracija: ekstrakt kvasca 0,50 g/mlL i inulin 0,333 g/mlL. Rastvori su pasterizovani 20,0
min na 90,0 °C. Rezultati ispitivanja uticaja inulina i ekstrakta kvasca na ukupni broj zivih éelija

mesane ABY-6 : L. rhammnosus kulture prikazani su na Slici 30.
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Slika 30. Uticaj dodatka inulina i ekstrakta kvasca na ukupan broj zivih Celija mesane ABY-6: L.
rhamnosus nakon 4,0 h fermentacije surutke

Tokom ispitivanja uticaja dodatka inulina i ekstrakta kvasca ukupan broj zivih celija
mesane ABY-6 : L. rbamnosus kulture u kontrolnom uzorku bez dodataka je iznosio 8,62 *
0,041 u uzorku sa 0,0% mleka i 8,85 £ 0,032 log (CFU/mL) u uzorku sa 30,0% mleka.
Dodatak inulina, ekstrakta kvasca kao i kombinacije inulina i ekstrakta kvasca statisticki
znacajno (p<<0,05) utice na smanjenje ukupnog broja zivih Celija meSane ABY-6 : L. rhamnosus
(Slika 30). Najizrazeniji negativan uticaj na rast Celija zabelezen je u uzorcima sa dodatkom
1,0% inulina u kojima je ukupan broj zivih celija iznosio 8,25 * 0,036 i 8,42 = 0,028 log
(CFU/mL) za uzorke sa 0,0 i 30,0% mleka, respektivno. Ovakav rezultat se razlikuje od

. . 395 o . . .
rezultata navedenih u literaturi” ™ prema kojima izvori proteina kao i razne vrste prebiotika

doprinose rastu sojeva koji se koriste u fermentaciji mleka. Medutim, obzirom na relativho
kratko vreme fermentacije moze se pretpostaviti da primena slozenih ugljenih hidrata (inulin) 1
dodatnih izvora proteina (ekstrakt kvasca) usporava metabolizam primenjene kulture, a
obzirom da se radi o komercijalnoj kulturi specijalno dizajniranoj za fermentaciju laktoze i
proteina mleka to verovatno dovodi do usporavanja njenog rasta. Obzirom da su ispoljili

negativan uticaj na rast ABY-6 kulture, oba dodatka su iskljucena iz daljeg istrazivanja.
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4.5.2. Uticaj temperature i sadrZaja mleka na proteoliticku aktivhost meSane ABY-6 : L.

rhamnosus ATCC 7469 kulture

Pri ispitivanju uticaja temperature fermentacije i sadrzaja mleka na proteoliticku
aktivnost mesane ABY-6 : L. rhammnosus kulture koris¢ena je sveza surutka.

Uzorect su pripremani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.3. mesanjem surutke sa
0,0 1 30,0% mleka. Uzorci su zatim zasejavani sa 6,0% inokuluma mesane ABY-6 : L. rbamnosus
kulture sastavljenog od mikroorganizama (odnos 4:2) pripremanih prema procedurama
opisanim u Odeljku 3.2.1.2. 1 Odeljku 3.2.1.1., 1 fermentisani na temperaturama 39,0; 42,0 1 45,0
°C prema proceduti opisanoj u Odeljku 3.2.4.

Nakon postizanja pH vrednosti 4,6 vrseno je odredivanje proteoliticke aktivnosti
komercijalne ABY-6 kulture pri opisanim uslovima, pracenjem sadrzaja aminokiselina izrazenih
kao pgle/mL, prema metodi opisanoj u Odeljku 3.2.5.9. Rezultati ispitivanja uticaja
temperature fermentacije 1 sadrzaja mleka na proteoliticku aktivhost mesane ABY-6 : L.

rhammnosus kulture prikazani su na Slici 31.
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Slika 31. Uticaj temperature fermentacije i sadrzaja mleka na sadrzaj aminokiselina u napitku dobijenom

nakon 4,0 h fermentacije surutke primenom ABY-6 mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture

Tokom ispitivanja uticaja temperature 1 sadrzaja mleka na proteoliticku aktivnost
mesane ABY-6 : L. rbamnosus kulture maksimalan sadrzaj aminokiselina od 107,32 + 1,27
mgle/mL zabeleZen je u uzorku fermentisanom na temperaturi 45,0 °C koji je sadrzao 30,0%
mleka (Slika 31). Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 31 sadrzaj aminokiselina zabelezen u
uzotku sa 30,0% mleka fermentisanom na temperaturi 42,0 °C (105,46 £ 1,34 ugle/mL) je
statisticki znacajno (p<<0,05) veéi od sadrzaja aminokiselina koji je zabeleZzen u istom uzorku pri
temperatuti fermentacije 39,0 °C (103,49 £ 1,43 pygle/mL). Sa druge strane, razlika u sadrzaju
aminokiselina u uzorku fermentisanom na temperaturi 45,0 °C (107,32 £ 1,27 pgle/mL) ne

razlikuje se znacajno (p>0,05) od sadrzaja aminokiselina zabelezenog pri temperaturi
. . . . .. 174 .
fermentacije 42,0 °C. Dobijeni rezultati su u skladu sa navodima iz literature . Potpuno isti

trend u pogledu razlike u sadrzaju aminokiselina na razli¢itim temperaturama, zabelezen je i u
uzorcima koji su sadrzali 0,0% mleka, s tim Sto je sadrzaj aminokiselina zabelezen ovim
uzorcima statisticki znacajno (p<<0,05) manji od sadrzaja aminokiselina zabelezenih u uzorcima

sa 30,0% mleka na svim temperaturama. Na osnovu prikazanih rezultata kao i rezultata koji se
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odnose na ukupan broj zivih éelija mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture moze se zakljuciti da
se pri temperaturi fermentacije od 42,0 °C i sadrzaju mleka od 30,0% ostvaruje adekvatan

sadrzaj aminokiselina od 105,46 £ 1,34 ugl.e/mL fermentisanog napitka.

4.5.3. Uticaj sadrZaja mleka na viskozitet i sinerezis napitka na bazi surutke

proizvedenog primenom mesSane ABY-6 : L. rhamnosus ATCC 7469 kulture

Pri ispitivanju uticaja sadrzaja mleka na viskozitet i sinerezis napitka na bazi surutke
proizvedenog primenom mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture koris¢ena je sveza surutka.

Uzorect su pripremani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.3. mesanjem surutke sa
0,0 1 30,0% mleka. Uzorci su zatim zasejavani sa 6,0% inokuluma mesane ABY-6 : L. rbamnosus
kulture sastavljenog od mikroorganizama (odnos 4:2) pripremanih prema procedurama
opisanim u Odeljku 3.2.1.2. 1 Odeljku 3.2.1.1., i fermentisani na temperaturi 42,0 °C prema
proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4.

Nakon postizanja pH vrednosti 4,6 vrSeno je odredivanje viskoziteta 1 sinerezisa
proizvedenih napitaka prema metodama opisanim u Odeljku 3.2.5.7. i Odeljku 3.2.5.8.
Rezultati ispitivanja uticaja sadrzaja mleka na viskozitet i sinerezis napitaka na bazi surutke

prikazani su na Slici 32.
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Slika 32. Uticaj sadrzaja mleka na viskozitet napitka dobijenog nakon 4,0 h fermentacije surutke

primenom ABY-6 mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture

Tokom ispitivanja uticaja sadrzaja mleka na viskozitet napitka na bazi surutke
maksimalna vrednost viskoziteta od 2,6984 + 0,0122 cP zabelezena je nakon 4,0 h fermentacije
u uzorku koji je sadrzao 30,0% mleka. Vrednost viskoziteta zabeleZzena u uzorku sa 0,0% mleka
(1,4969 £ 0,0376 cP) je nakon 4,0 h fermentacije bila statisticki znacajno (p<0,05) manja od
vrednosti zabelezene u uzorku sa 30,0% mleka. Na osnovu prikazanih rezultata moze se
zakljuciti da prisustvo mleka znacajno uti¢e na povecéanje viskoziteta fermentisanog napitka na

bazi surutke. Dobijeni rezultati koji ukazuju na veoma izrazen uticaj mleka na teksturu napitka

402,403,404

su u skladu sa rezultatima iz literature prema kojima sadrzaj kazeina ima veoma

pozitivan uticaj na teksturu fermentisanih mleka. Proizvedena mlecna kiselina snizava pH
vrednost mleka na izoelektricnu tacku (pH=4,0) kazeina dovodedi do formiranja proteinskog
gela. U skladu sa tim, obogacivanje napitaka na bazi surutke dodatnom kolicinom kazeina

>

. Y . . . . Ty 403,404 .
dovodi do ¢vrséeg povezivanja u matriksu gela i formiranja ¢vrsée teksture napitaka.
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Slika 33. Uticaj sadrzaja mleka na sinerezis napitka dobijenog nakon 4,0 h fermentacije surutke

primenom ABY-6 mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture

Tokom ispitivanja uticaja sadrzaja mleka na sinerezis napitka na bazi surutke minimalna
vrednost sinerezisa od 50,6 = 0,67 cP zabelezena je nakon 4,0 h fermentacije u uzorku koiji je
sadrzao 30,0% mleka. Vrednost sinerezisa zabelezena u uzorku sa 30,0% mleka je nakon 4,0 h
fermentacije bila statisticki znacajno (p<0,05) manja od vrednosti sinerezisa zabelezene u
uzorku sa 0,0% mleka (78,5 £ 0,81 cP). Dobijeni rezultati su u korelaciji sa gore navedenim
rezultatima dobijenim za viskozitet. Formiranje gela koje je pra¢eno povecanjem viskoziteta,

dovodi do stvaranja matriksa u ¢iju se strukturu ugraduje visak surutke dovodedi tako do

smanjenja sinerezisa napitka.
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4.5.4. Uticaj sadrZaja mleka na antioksidativhu aktivnost i redukcionu snagu napitka
na bazi surutke proizvedenog primenom mesane ABY-6 : L. rhamnosus ATCC 7469

kulture

Pri ispitivanju uticaja sadrzaja mleka na antioksidativnu aktivnost 1 redukcionu snagu
napitka na bazi surutke proizvedenog pomocu mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture koris¢ena
je sveza surutka.

Uzorci su pripremani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.3. meSanjem surutke sa
0,01 30,0% mleka. Uzorci su zatim zasejavani sa 6,0% inokuluma mesane ABY-6 : L. rhammnosus
kulture sastavljenog od mikroorganizama (odnos 4:2) pripremanih prema procedurama
opisanim u Odeljku 3.2.1.2. 1 Odeljku 3.2.1.1., 1 fermentisani na temperaturama 39,0; 42,0 1 45,0
°C prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4.

Nakon postizanja pH vrednosti 4,6 vr$eno je odredivanje antioksidativne aktivnosti i
redukcione snage napitaka na bazi surutke proizvedenih pomocu mesane ABY-6 : L. rhammnosus
kulture pri opisanim uslovima, prema metodama opisanim u Odeljku 3.2.5.10. 1 Odeljku
3.2.5.11., respektivno. Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti i redukcione snage napitka

na bazi surutke proizvedenog primenom ABY-6 kulture prikazani su na Slici 34.
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Slika 34. Uticaj sadrzaja mleka na antioksidativnu aktivnost i redukcionu snagu napitka dobijenog

nakon 4,0 h fermentacije surutke primenom mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture

Tokom ispitivanja uticaja sadrzaja mleka na antioksidativhu aktivnost i redukcionu
snagu napitka na bazi surutke maksimalna vrednost inhibicije DPPH radikala od 51,2 & 0,87%
zabelezena je nakon 4,0 h fermentacije u uzorku koji je sadrzao 0,0% mleka. Vrednost
inhibicije DPPH radikala zabelezena u uzorku sa 30,0% mleka je nakon 4,0 h fermentacije se
nije znacajno razlikovala (p>0,05) od vrednosti inhibicije zabeleZzene u uzorku sa 0,0% mleka
(49,2 + 0,87%). Postojanje razlike u procentu inhibicije DPPH radikala izmedu napitaka mogla

bi biti objasnjena prisustvom kazeina u uzorcima sa 30,0% mleka c¢ijom razgradnjom nastaju
. L . Sy .. 406
peptidi sa manje izrazenim antioksidativnim potencijalom
Rezultati zabelezeni za redukcionu snagu napitaka su u skladu navedenim rezultatima

koji se odnose na antioksidativhu aktivnost ¢ime je potvrdeno prisustvo antioksidativnih

materija izvedenih iz proteina surutke odnosno mleka.
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4.5.5. Ispitivanje probiotskih svojstava meSane ABY-6 : L. rhamnosus ATCC 7469

kulture

Pri ispitivanju probiotskih karakteristika mesane ABY-6 : L. rhammnosus kulture koris¢ena
je sveza surutka.

Uzorci su pripremani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.2., zasejavani sa 6,0%
inokuluma mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture, sastavljenog od mikroorganizama (odnos 4:2)
pripremanih prema procedurama opisanim u Odeljku 3.2.1.2. 1 Odeljku 3.2.1.1., i fermentisani
na temperaturi 42,0 °C prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4. Fermentisani uzorci su
zatim kori$ceni kao bakterijski inokulum za odredivanje probiotskih svojstava mesane ABY-6 :
L. rhamnosus kulture prema metodi opisanoj u Odeljku 3.2.5.13. Rezultati ispitivanja

probiotskih svojstava kombinacije sojeva S. #hermophilus 1 L. rhamnosus prikazani su na Slici 35.
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Slika 35. Probiotska svojstava kombinacije sojeva S. thermophilus i L. rhammosus nakon njihove primene u

fermentaciji surutke

Kao $to je prikazano na Slici 35 u kontrolnom uzorku tokom 4,0 h ispitivanja
zabelezen je rast kombinacije sojeva S. thermophilus i L. rhamnosus, ¢ime je potvrdeno prisustvo i

aktivnost testiranih sojeva.
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Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja kombinacije sojeva S. thermophilus 1 L.
rhamnosus u prisustvu 0,3% govede zuci tokom 2,0 h zabelezeno je blago odumiranje ¢celija u
odnosu na pocetni broj (6,32 £ 0,131 log (CFU/mL)), praceno procentom prezivljavanja od
oko 73,4% nakon cega se odumiranje ¢elija nastavlja nesto blazim intenzitetom. Ukupan broj
zivih Celija nakon 4,0 h inkubacije u prisustvu 0,3% govede zuci je iznosio 4,13 £ 0,127 log
(CFU/mL), sto predstavlja procenat prezivljavanja od oko 65,3%. Na osnovu dobijenih
rezultata proizilazi da je 65,3% od ukupnog broja zivih Celija S. thermophilus 1 L. rhamnosus
sposobno da prezivi 4,0 h izlaganja uslovima prisustva 0,3% govede zuci.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja kombinacije sojeva S. thermophilus 1 L.
rhamnosus pri uslovima pH 2,5 pocevsi od nultog sata zabelezeno je odumiranje ¢elija u odnosu
na pocetni broj (6,83 + 0,121 log (CFU/mL)). Nakon 2,0 h inkubacije procenat prezivljavanja
je iznosio 90,0% da bi nakon 4,0 h bio zabelezen procenat prezivljavanja od 67,5%. Na osnovu
dobijenih rezultata proizilazi da je 67,5% od ukupnog broja zivih celija S. thermophilus 1 L.
rhamnosus sposobno da prezivi 4,0 h izlaganja uslovima pH 2,5.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja kombinacije sojeva S. thermophilus 1 L.
rhamnosus pri uslovima pH 3,0 tokom 1,0 h zabelezeno je veoma blago odumiranje celija u
odnosu na pocetni broj (6,93 £ 0,114 log (CFU/mL)), pra¢eno procentom prezivljavanja od
95,8%. Trend blagog odumiranja celija nastavljen je sve do kraja procesa inkubacije (4,0 h)
kada je zabelezen ukupan broj zivih celija od 6,22 + 0,136 log (CFU/mL), $to predstavlja
procenat prezivljavanja od oko 89,75%. Na osnovu dobijenih rezultata proizilazi da je 89,75%
od ukupnog broja zivih Celija S. thermophilus 1 L. rhamnosus sposobno da prezivi 4,0 h izlaganja
uslovima pH 3,0.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja kombinacije sojeva S. thermophilus 1 L.
rhamnosus pri uslovima pH 4,0 tokom 1,0 h zabelezeno je veoma blago odumiranje celija u
odnosu na pocetni broj (6,85 + 0,123 log (CFU/mL)), pradeno procentom prezivljavanja od
99,8%. Trend blagog odumiranja celija nastavljen je sve do kraja procesa inkubacije (4,0 h)
kada je zabelezen ukupan broj zivih Celija od 6,75 * 0,116 log (CFU/mL), $to predstavlja
procenat prezivljavanja od oko 98,5%. Na osnovu dobijenih rezultata proizilazi da je 98,5% od
ukupnog broja zivih Celija S. thermophilus 1 L. rhammnosus sposobno da prezivi 4,0 h izlaganja

uslovima pH 4,0.
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Na Slici 36 su prikazani rezultati ispitivanja probiotskih svojstava kombinacije sojeva L.

acidophilus, B. bifidum 1 L. rhamnosus.
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Slika 36. Probiotska svojstava kombinacije sojeva S. thermophilus i L. rbammosus nakon njihove primene u

fermentaciji surutke

Kao $to je prikazano na Slici 36 u kontrolnom uzorku tokom 4,0 h ispitivanja
zabelezen je rast kombinacije sojeva L. acidophilus, B. bifidum 1 L. rhamnosus ¢ime je potvrdeno
prisustvo i aktivnost testiranih sojeva.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja kombinacije sojeva L. acidophilus, B.
bifidum 1 L. rhamnosus u prisustvu 0,3% govede zuci zabelezen je blagi rast Celija tokom citavog
procesa inkubacije (4,0 h) u odnosu na pocetni broj (5,60 £ 0,122 log (CFU/mL)). Ukupan
broj zivih ¢elija zabelezen nakon 4,0 h inkubacije u prisustvu 0,3% govede Zuci je iznosio oko
6,33 £ 0,152 log (CFU/mL). Na osnovu dobijenih rezultata proizilazi da kombinacije sojeva L.
acidophilus, B. bifidum 1 L. rbamnosus osim §to je sposobna da prezivi 4,0 h izlaganja uslovima
prisustva 0,3% govede Zuci, ona zadrzava i sposobnost rasta u datim uslovima.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja kombinacije sojeva L. acidophilus, B.

bifidum 1 L. rhammosus pri uslovima pH 2,5 pocevsi od nultog sata zabelezeno je blago
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odumiranje ¢elija u odnosu na pocetni broj (5,77 £ 0,121 log (CFU/mL)). Nakon 1 h
inkubacije procenat prezivljavanja je iznosio 82,8% da bi nakon 2,0 h bio zabelezen procenat
prezivljavanja od 72,9% da bi nakon 4,0 h bio zabelezen procenat prezivljavanja od 57,9%. Na
osnovu dobijenih rezultata proizilazi da je 57,9% od ukupnog broja zivih celija sojeva L.
acidophilus, B. bifidum 1 1. rbamnosus sposobno da prezivi 4,0 h izlaganja uslovima pH 2,5.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja kombinacije sojeva L. acidophilus, B.
bifidum 1 L. rhamnosus pri uslovima pH 3,0 tokom 1,0 h nije zabelezeno odumiranje celija u
odnosu na pocetni broj (5,65 + 0,128 log (CFU/mL)). Nakon 1,0 h dolazi do blagog rasta
¢elija koji se nastavlja do kraja procesa inkubacije (4,0 h) kada je zabelezen ukupan broj zivih
Celija od 5,71 *+ 0,134 log (CFU/mL). Na osnovu dobijenih rezultata proizilazi da kombinacija
sojeva L. acidophilus, B. bifidum 1 L. rbhamnosus osim $to je sposobna da prezivi 4,0 h izlaganja
uslovima pH 3,0 ona zadrzava i sposobnost rasta u datim uslovima.

Tokom ispitivanja sposobnosti prezivljavanja kombinacije sojeva L. acidophilus, B.
bifidum 1 L. rhamnosus pri uslovima pH 4,0 tokom 1,0 h nije zabelezeno odumiranje celija u
odnosu na pocetni broj (5,67 + 0,131 log (CFU/mL)). Nakon 1,0 h dolazi do blagog rasta
¢elija koji se nastavlja do kraja procesa inkubacije (4,0 h) kada je zabelezen ukupan broj zivih
Celija od 5,81 + 0,143 log (CFU/mL). Na osnovu dobijenih tezultata proizilazi da kombinacija
sojeva L. acidophilus, B. bifidum 1 L. rhamnosus osim $to je sposobna da prezivi 4,0 h izlaganja

uslovima pH 4,0 ona zadrzava i1 sposobnost rasta u datim uslovima.
— . . . . 416 ..
Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa navodima iz literature =~ prema kojima L.

rhamnosus ATCC 7469 spada u probiotike i ima sposobnost prezivljavanja u ekstremnim

uslovima gastrointestinalnog trakta.

4.5.6. Promena parametara kvaliteta tokom procesa proizvodnje i ¢uvanja napitaka na

bazi surutke proizvedenih primenom mesSane ABY-6 : L. rhamnosus ATCC 7469

Pri ispitivanju parametara kvaliteta tokom procesa proizvodnje i ¢uvanja napitaka na
bazi surutke proizvedenih primenom mesane ABY-6 : L. rhammnosus kulture, formulisana su dva
napitka:

R1: koji je sadrzao svezu surutku pripremanu prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.2.
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R2: koji je sadrzao mesavinu sveze surutke i 30,0% mleka, pripremanu prema proceduri
opisanoj u Odeljku 3.2.3.3.

Uzorci su zatim zasejavani sa 6,0% inokuluma mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture
sastavljenog od mikroorganizama (odnos 4:2) pripremanih prema procedurama opisanim u
Odeljku 3.2.1.2. 1 Odeljku 3.2.1.1., i fermentisani na temperaturi 42,0 °C prema proceduti
opisanoj u Odeljku 3.2.4.

Ispitivanje stabilnosti parametara kvaliteta proizvedenih napitaka tokom procesa
cuvanja vrseno je metodom opisanom u Odeljku 3.2.5.17. odredivanjem: pH vrednosti
(Odeljak 3.2.5.2), titracijske kiselosti (Odeljak 3.2.5.3.), sinerezisa (Odeljak 3.2.5.7.), viskoziteta
(Odeljak 3.2.5.8.) , antioksidativne aktivnosti (Odeljak 3.2.5.10.), ukupnog broj zivih celija
(Odeljak 3.2.5.6.) 1 senzornih ocena (Odeljak 3.2.5.12.) napitaka.

U Tabeli 28 1 Tabeli 29 dat je pregled parametara kvaliteta kao 1 rezultati ispitivanja
stabilnosti parametara kvaliteta napitaka na bazi surutke, proizvedenih primenom mesane

ABY-6 : L. rhamnosus kulture, tokom 28 dana cuvanja.

Tabela 28. Promena parametara kvaliteta tokom procesa proizvodnje i ¢uvanja napitka proizvedenog

fermentacijom surutke pomocu mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture

Napitak R1 (0,0% mleka)

Vreme merenja

Parametar kvaliteta Pre
.. 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 28. dan
fermentacije

pH vrednost 6,20 £ 0,01 4,37 £0,02 42£0,02 4,07 £ 0,03 4,03 £ 0,01 3,84 £ 0,02
Titracijska kiselost, °SH 3,19 £ 0,04 20,1 £0,11 223 +0,15 28,8 £ 0,06 30,1 £ 0,16 30,2 £ 0,12
Sinerezis, % 100,0 £ 0,00 78,5+0,95 82,5 £ 0,82 84,3 £ 0,74 81,2 £ 0,58 80,2 + 0,53

Viskozitet. cP 1,1677 = 1,4969 + 1,5293 + 1,6281 £ 1,5594 + 1,4852 =

’ 0,0214 0,0516 0,0112 0,0437 0,0129 0,034

Antioksidativna
aktivnost, %
Ukupan broj zivih celija,

6,68+ 0,123 8,62+ 0,13 8,55+ 0,117 8,40 £ 0,142 8,21 +0,12 8,03 £ 0,119
log (CFU/mL)

Senzotrna ocena, ocena 3,25+ 1,56 6,92+ 125 6,80 + 1,08 6,60 = 1,13 5,52 + 1,21 516+ 1,14

151 +0,08 51,240,090 441+0,06 403+005  41,1+0,04 423 +0,07
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Tabela 29. Promena parametara kvaliteta tokom procesa proizvodnje i ¢uvanja napitka proizvedenog

fermentacijom mesavine surutke i mleka pomocu mesane ABY-6 : L. rhammnosus kulture

Napitak R2 (30,0% mleka)

Vreme merenja

Parametar kvaliteta Pre
.. 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 28. dan
fermentacije

pH vrednost 6,50 £ 001 434+0,02 415+005 403+004 398+006 3,82+ 0,01
Titracijska kiselost, °SH 446 + 0,04 242+0,10 275+037 282+041 335+016 354 +0,28
Sinerezis, % 100,0 £ 0,00 50,6+ 0,60 64,9 +087 70,0+ 095 67,9+ 1,00 659 + 0,46

Vickogitet. <P 1,3534 + 2,6984 + 27351+ 27732+ 2,5251 + 2,3755 +

skoztet, € 0,0223 0,0137 0,0481 0,0212 0,0129 0,0224

Antioksidativna
aktivnost, %
Ukupan broj zivih ¢elija,
log (CFU/mL)
Senzorna ocena, ocena 6,51 1,01 820+ 1,04 8,12+1,09 800x1,12 748x1,17 720116

15,0 £ 0,07 49,2 % 0,08 46,7 £ 0,04 441+1,01 4511005 46,2%0,07

6,61 0,123 885+ 0,136 8,63+ 0,127 856+ 0,123 845+0,142 831 + 0,136

Poredenjem rezultata prikazanih u Tabelama 28 1 29, uocava se postojanje znacajnih
razlika u vrednostima parametara kvaliteta napitaka, u zavisnosti od njihove formulacije, izuzev
pH vrednosti za koju je u oba napitka zabelezena priblizno ista vrednost tokom citavog
ispitivanja.

Titracijska kiselost napitka R2 je statisticki znacajno (p<0,05) veca u odnosu na napitak
R1, tokom citavog perioda ispitivanja (Tabela 29). Veca titracijska kiselost napitka R2 se
odrazava i na bolje senzorne ocene ovog napitka (koje se kre¢u u intervalu 7,20 £ 1,16-8,20 +
1,04) tokom citavog perioda ispitivanja. Ravnhomerno povecanje titracijske kiselosti tokom 28
dana u oba napitka, predstavlja pokazatelj ocuvanja aktivnosti primenjene ABY-6 kulture, $to
za rezultat ima odrzanje ukupnog broja zivih celija na zadovoljavaju¢em nivou (= 6,0 log
(CFU/mL)). Sa druge strane, obzitrom da napitak R2 prema formulaciji predstavlja nutritivho
bogatiji supstrat, jer u svom sastavu ima 30,0% mleka, ukupan broj zivih éelija (8,85 £ 0,136-
8,31 £ 0,136 log (CFU/mL)) zabelezen tokom ¢itavog ispitivanja je znacajno veéi od broja
Celija u napitku R1 (8,62 £ 0,132-8,03 £ 0,119 log (CFU/mL)).

Pozitivan uticaj dodatka 30,0% mleka pri formulisanju napitka R2 ogleda se takode u
vrednostima sinerezisa i viskoziteta. Vrednost sinerezisa koja se tokom ispitivanja kretala u

intervalu od 50,6 * 0,60-65,9 £ 0,46% je znacajno manja (p<<0,05) od vrednosti sinerezisa

174



Doktorska disertacija Maja 1. Bulatovié

napitka R1, dok je vrednost viskoziteta koja se tokom ispitivanja kretala u intervalu od 2,6984
+ 0,0137-2,3755 * 0,0224 cP znacajno veéa (p<0,05) od vrednosti viskoziteta napitka R1.
Vrednost antioksidativne aktivnosti napitaka R1 1 R2 se razlikuje u korist napitka R2,
mada zabelezena razlika nije u velikoj meri izrazena, te se po pitanju ovog parametra napici
mogu smatrati relativno slicnim.
Na osnovu svega navedenog moze se zakljuciti da dodatak 30,0% mleka pri
formulisanju napitka R2, znacajno utice na unapredenje parametara kvaliteta kao i njihovu

stabilnost tokom cuvanja.
4.5.7. Zakljucak

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da se dodatkom 30,0% mleka pri
formulaciji napitka R2 proizvodi napitak zadovoljavaju¢ih vrednosti parametara kvaliteta i to:
pH vrednost 4,34, titracijska kiselost 24,2 °SH, sinerezis 50,6%, viskozitet 2,6984 cP,
antioksidativna aktivnost 49,2%, ukupan broj zivih celija 8,85 log (CFU/mL), senzorna ocena

8,20 koji je stabilan tokom 28 dana cuvanja.
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4.6. Analiza kvaliteta napitaka na bazi surutke proizvedenih primenom

ABY-6 kulture i meSane ABY-6 : L. rhamnosus ATCC 7469 kulture

Pri analizi kvaliteta napitaka na bazi surutke proizvedenih primenom ABY-6 kulture i

mesane ABY-6 : L. rhammnosus kulture formulisana su Cetiri napitka:
N1: formulisan primenom surutke pripremane prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.2.
R1: formulisan primenom surutke pripremane prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.2.
N2: formulisan mesanjem surutke sa 30,0% mleka prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.3.
R2: formulisan mesanjem surutke sa 30,0% mleka prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.3.

Uzorci N1 1 N2 su zatim zasejavani sa 6,0% inokuluma ABY-6 kulture pripremljenog
prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.1.2.

Uzorci R1 i1 R2 su zatim zasejavani sa 6,0% inokuluma mesane ABY-6 : L.rbamnosus
kultutre sastavljenog od mikroorganizama (odnos 4:2) pripremanih prema procedurama
opisanim u Odeljku 3.2.1.2. 1 Odeljku 3.2.1.1.

Svi uzorci su fermentisani na temperaturi 42,0 °C prema proceduri opisanoj u Odeljku
3.2.4. Nakon postizanja pH vrednosti 4,6 vrsena je detekcija i analiza proteinskih frakcija

prisutnih u navedenim napicima prema metodi opisanoj u Odeljku 3.2.5.16.

4.6.1. Odredivanje promene sastava proteinskih frakcija prisutnih u napicima na bazi
surutke proizvedenim primenom ABY-6 kulture i mesane ABY-6 : L. rhamnosus ATCC

7469 kulture

Rezultati analize proteinskih frakcija prisutnih u napicima na bazi surutke proizvedenim
primenom komercijalne ABY-6 kulture i meSane ABY-6 : L. rbamnosus ATCC 7469 kulture

prikazani su na Slici 37.
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Slika 37. Promena sastava proteinskih frakcija prisutnih u napicima na bazi surutke proizvedenim

primenom ABY-6 kulture(N1 i N2) i mesane ABY-6 : L. rbamnosus ATCC 7469 kulture (R1iR2)

Pri analizi proteinskih frakcija u svim napicima je detektovano prisustvo -

laktalbumina, lizozima, Blaktoglobulina, razli¢itih frakcija kazeina, imunoglobulina, govedeg
serum albumina (BSA) i laktoferina (Slika 37).

U cilju odredivanja uticaja sadrzaja mleka i primenjene kulture na procenat razgradnje

proteina tokom procesa fermentacije, sa akcentom na razgradnji B-laktoglobulina i kazeina kao
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najznacajnijih alergena u mleku, tehnikom denzitometrije odredena je promena sastava ovih
proteinskih frakcija u napicima N1, N2, R1 1 R2.

Poredenjem napitaka N1 i R1 dobijenih fermentacijom surutke (0,0% mleka) uoceno je
da je procenat razgradnje fB-laktoglobulina od strane mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture koji
je iznosio 9,51%, znacajno (p<0,05) veéi od procenta razgradnje ostvarenog primenom ABY-6
kulture koiji je iznosio 8,38%.

Poredenjem napitaka N2 1 R2 dobijenih fermentacijom mesavine surutke i 30,0%
mleka uoceno je da je procenat razgradnje S-laktoglobulina od strane mesane ABY-6 : L.
rhamnosus kulture od 29,13% znacajno (p<<0,05) veci od procenta razgradnje ostvarenog
primenom ABY-6 kulture a koji je iznosio 21,93%.

Dakle, u napicima koji sadrze 0,0% mleka dodatkom soja L. rhamnosus moguée je
ostvariti povecanje procenta razgradnje S-laktoglobulina za 1,13%. Sa druge strane, u napicima
koji sadrze 30,0% mleka dodatkom soja L. rhamnosus moguce je ostvariti povecanje procenta
razgradnje f-laktoglobulina za 7,20%.

Poredenjem napitaka N1 i R1 dobijenih fermentacijom surutke (0,0% mleka) uoceno je
da je procenat razgradnje dominantnih frakcija kazeina (&S, 1 aS,) od strane mesane ABY-6 :
L. rhamnosus kulture koji je iznosio 31,79% znacajno vedéi od procenta razgradnje ostvarenog
primenom ABY-6 kulture a koji je iznosio 28,80%.

Poredenjem napitaka N2 1 R2 dobijenih fermentacijom mesavine surutke i 30,0%
mleka uoceno je da je procenat razgradnje dominantnih frakcija kazeina (a,1 o) od strane
mesane ABY-6 : L. rbamnosus kulture koji je iznosio 30,62% znacajno veéi od procenta
razgradnje ostvarenog primenom ABY-6 kulture a koji je iznosio 25,18%.

Dakle, u napicima koji sadrze 0,0% mleka dodatkom soja L. rhamnosus moguce je
ostvariti povecanje procenta razgradnje dominantnih frakcija kazeina (&, 1 &) od 2,99%. Sa
druge strane, u napicima koji sadrze 30,0% mleka dodatkom soja L. rbamnosus moguce je
ostvariti povecanje procenta razgradnje dominantnih frakcija kazeina (oS, 1 &) za 5,44%.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da obogaéivanje surutke dodatkom
30,0% mleka zajedno sa dodatkom proteolitickog soja L. rbamnosus dovodi do znacajnije
razgradnje [-laktoglobulina i kazeina. Ovo moze biti objasnjeno time da se u prisustvu

dodatnih nutrijenata (Sto je ostvareno obogacivanjem surutke sa 30,0% mleka), povecava
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metabolicka aktivnost primenjenih mikroorganizama, narocito soja L. rhamnosus, usmerena na
razgradnju f-laktoglobulina i kazeina kao glavnih alergena u mleku. Na ovaj naé¢in dobija se
napitak sa smanjenom koli¢inom P-laktoglobulina i kazeina, odnosno smanjenim alergijskim

potencijalom.

4.6.2. Poredenje parametara kvaliteta napitaka na bazi surutke i mleka proizvedenih

primenom ABY-6 kulture i meSane ABY-6 : L. rhamnosus ATCC 7469 kulture

Poredenje parametara kvaliteta napitaka na bazi surutke proizvedenih primenom
komercijalne ABY-6 kulture i mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture viSeno je na osnovu
vrednosti parametara kvaliteta napitaka N2 i R2 prikazanih u Tabeli 27 1 Tabeli 29.

Dodatkom 30,0% mleka pri formulaciji napitka N2 proizvodi se napitak sa
vrednostima parametara kvaliteta: pH vrednost 4,40, titracijska kiselost 23,2 °SH, sinerezis
67,5%, viskozitet 2,7023 cP antioksidativna aktivnost 46,0%, ukupan broj zivih ¢elija 8,65 log
(CFU/mL), senzorna ocena 8,52 koji je stabilan tokom 28 dana cuvanja. Procenat razgradnje
Paktoglobulina iznosi 21,93%, dok procenat razgradnje dominantnih frakcija kazeina (&S, i
as) iznosi 25,18%.

Dodatkom 30,0% mleka pri formulaciji napitka R2 proizvodi se napitak sa vrednostima
parametara kvaliteta: pH vrednost 4,34, titracijska kiselost 24,2 °SH, sinerezis 50,6%, viskozitet
2,6984 cP, antioksidativna aktivnost 49,2%, ukupan broj zivih celija 8,85 log (CFU/mL),
senzorna ocena 8,20 koji je stabilan tokom 28 dana cuvanja. Procenat razgradnje f-

laktoglobulina iznosi 25,18%, dok procenat razgradnje dominantnih frakcija kazeina (&, 1 o)
iznosi 30,62%.

Na osnovu analize rezultata moze se uociti da dodatak soja L. rhamnosus znacajno utice
na smanjenje sinerezisa (za 16,9%) napitka R2 u odnosu na napitak N2. Dobijeni rezultat moze
biti objasnjen prisustvom vece kolicine mlecne kiseline u napitku R2 (Sto se vidi iz vrednosti
titracijske kiselosti 1 pH napitka) kao i egzopolisaharida proizvedenih od strane soja L.
rhamnosus. Prema navodima iz literature4l7, proteinski gelovi su pH osetljivi pa niza pH

vrednost kao i prisustvo egzopolisaharida koji dovode do stvaranja protein-polisaharid veza

koje su znatno slabije od protein- protein Veza418, dovode do slabljenja strukture gela. Usled
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ova dva uticaja polipeptidne veze u gelu slabe, dolazi do hidratacije gela a samim tim i do
. .. .. . ... 419
opadanja vrednosti sinerezisa 1 viskoziteta napitka .
Dodatak soja L. rhamnosus takode utice na povecanje antioksidativne aktivnosti napitka
. . . . . . .. 420
R2 verovatno usled sposobnosti proizvodnje egzopolisaharida. Prema navodima iz literature
egzopolisaharidi mogu delovati kao stimulatori sojeva prisutnih u ABY-6 kulturi koji u tom
slucaju mogu proizvoditi metabolite kao §$to su bioaktivni peptidi 1 time doprineti
antioksidativnoj aktivnosti napitka. Sa druge strane soj L. rbamnosus kao soj izrazene
Sy . .415 . . . . . v .
proteoliticke aktivnosti =~ razgradnjom proteina prisutnih u napitku takode u znacajnoj meri
moze doprineti povecanju antioksidativne aktivnosti napitka. Ove pretpostavke su potvrdene i
znacajno vedim procentom razgradnje f-laktoglobulina i dominantnih frakcija kazeina (&S, i

aS) kao 1 brojem zivih ¢elija prisutnih u napitku R2 u odnosu na napitak N2.
4.6.3. Ispitivanje osetljivosti primenjenih kultura na antibiotike

Pri ispitivanju osetljivosti primenjenih kultura na antibiotike, mikroorganizmi su
pripremani prema procedurama opisanim u Odeljku 3.2.1.1. 1 Odeljku 3.2.1.2. Osetljivost
mikroorganizama na antibiotike je odredivana prema metodi opisanoj u Odeljku 3.2.5.15.
Rezultati ispitivanja bazirani na precnicima zone inhibicije testiranih mikroorganizama u

prisustvu 10 ispitivanih antibiotika prikazani su u Tabeli 30.
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Tabela 30. Precnici zona inhibicije i osetljivost testiranih kultura na prisustvo razli¢itih antibiotika.

Preénik zone inhibicije .. . e
J Osetljivost soja na antibiotik

(mm)
Antibiotik \g < \§ < § \g < \g < §
T S T $53 N
S SR E SRR
< ~ ~ “ ~ ~
Tetraciklin 22 41 30 R S S
Ampicilin 24 35 23 R S I
Streptomicin 14 + 0 R S R
Kanamicin - - 0 R R R
Hloramfenikol 19-20 + 22 R S R
Penicilin 25 + 28 I S S
Eritromicin 22 +/35 30 R S N
Gentamicin - - 0 R R R
Vankomicin 12 - 0 S R R
Nalidiksic¢na kiselina - - 0 R R R

Svetska zdravstvena organizacija je u okviru svojih preporuka za upotrebu odredenih

mikroorganizama u ljudskoj ishrani kroz ispitivanje i procenu probiotskih svojstava uvela 1
.. . . . .. . . .y . 1 374
ispitivanje prisustva rezistencije mikroorganizama na razlicite vrste antibiotika

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 30 moze se zakljuciti da je koriséeni soj L.
rhamnosus pokazao osetljivost na prisustvo eritromicina (15,0 pg), tetraciklina (30,0 pg) i
penicilina (10,0 IU). Na prisustvo ampicilina (30,0 pg) ispitivani soj je pokazao delimi¢nu
osetljivost, dok je na antibiotike iz grupe aminoglikozida (gentamicin, streptomicin, kanamicin),
vankomicin 1 nalidiksi¢nu kiselinu rezistentan. U prisustvu hloramfenikola je uocena uza zona
inhibicije pa se moze zakljuciti da je na dejstvo ovog antibiotika ispitivani soj delimi¢no
rezistentan. Uocava se da je L. rbamnosus rezistentan na sve ispitane antibiotike iz grupe
aminoglikozida $to je u skladu sa navodima iz literature ™ prema kojima je 95,0% sojeva ove
vrste osetljivo na penicin G, 100% rezistentno na vankomicin i gotovo sve antibiotike iz grupe
aminoglikozida dok je samo 2% sojeva je pokazalo osetljivost na gentamicin. Takode veoma
izrazenu rezistenciju na antibiotike ispoljio je soj S. thermophilus koji je pokazao osetljivost
isklju¢ivo na vankomicin i penicilin, dok su sojevi L. bulgaricus, 1. acidophilus 1 B. bifidum ispoljili

rezistenciju samo na kanamicin, gentamicin, vankomicin 1 nalidiksi¢nu kiselinu.
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Buducdi da je rezistencija mikroorganizama na antibiotike danas siroko rasprostranjena,

veoma je Cest slucaj da se za probiotske sojeve utvrdi prisustvo gena odgovornih za rezistenciju

422,423 . . .y . .
. Medu bakterijama Lactobacillus sp. veoma je Cesta rezistencija na

na vise antibiotika
penicillin 1 tetraciklin, dok su mnoge vrste BMK prirodno otporne na vankomicin i
. . ., 424 . . . T .
aminoglikozide © mada, se prenos prirodnih plazmida veoma retko javlja kod vrsti roda
., 425 . . . . . .. . ..
Lactobacillus™. Prema navodima iz literature geni odgovorni za rezistenciju na klindamicin,
streptomicin, eritromicin i tetraciklin kod vrste I. /Jactis uglavnom su bili locirani na

.. .4 424 . . v . ..
bakterijskom hromozomu, a ne na prenosnom plazmidu = ¢ime je otezan prenos rezistencije

izmedu vrsta. Ovakvi rezultati delimi¢no opravdavaju upotrebu probiotskih sojeva sa
dokazanom rezistencijom ukoliko se pokaze da ne dolazi do prenosa ovih gena izmedu vrsta.
U slucaju ispitivanih sojeva bilo bi neophodno izvrsiti detaljna geneticka ispitivanja u cilju

utvrdivanja potencijala za Sirenje konkretnih gena odgovornih za rezistenciju na antibiotike.
4.6.4. Zakljucak

Analizom vrednosti parametra kvaliteta napitaka N2 1 R2 ali uz postavljanje senzornih
ocena kao kljuénog parametra za plasiranje proizvoda, moze se zakljuciti da se napitak

optimalnog kvaliteta dobija ferementacijom surutke 1 30,0% mleka primenom komercijalne
ABY-6 kulture (N2). Tokom proizvodnje ovog napitka procenat razgradnje [S-laktoglobulina

iznosi 21,93%, dok procenat razgradnje dominantnih frakcija kazeina (af, 1 af,) iznosi

25,18%.
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4.7. Unapredenje kvaliteta napitka na bazi surutke proizvedenog

primenom ABY-6 kulture

4.7.1. Uticaj dodatka stabilizatora na kvalitet napitka na bazi surutke proizvedenog

pomocu ABY-6 kulture

Pri ispitivanju uticaja dodatka stabilizatora na kvalitet napitka na bazi surutke
proizvedenog pomocéu ABY-6 kulture uzorci su pripremani prema proceduri opisanoj u
Odeljku 3.2.3.3. mesanjem surutke sa 30,0% (v/v) mleka. Pripremljeni uzorci su obogaceni
odgovaraju¢om kolicinom stabilizatora definisanom prema eksperimentalnom planu (Tabela
31). Nakon toga uzotci su zasejavani sa 6,0% (v/v) inokuluma ABY-6 kulture pripremljenog
prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.1.2.; i fermentisani na temperaturi 42,0 °C prema
proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.4.

Ispitivani stabilizatori su kotiséeni u obliku rastvora sledecih koncentracija: pektin 5,0% (w/v),
zelatin 5,0% (w/v) i KPS 25,0% (w/v). Rastvori su pastetizovani 20,0 min na 90,0 °C.

Nakon postizanja pH vrednosti 4,6, vrseno je odredivanje sinerezisa (Odeljak 3.2.5.7.),
viskoziteta (Odeljak 3.2.5.8.) 1 senzornih karakteristika (Odeljak 3.2.5.12.)

Eksperimentalni plan i obrada podataka

U okviru ispitivanja koriséen je puni (2°) faktorijalni eksperimentalni plan sa tri faktora,
na tri nivoa i dva ponavljanja i Cetiri centralne tacke. U Tabeli 31 prikazan je puni faktorijalni
plan eksperimenta sa variranim vrednostima za pektin (A), zelatin (B) i koncentrat proteina
surutke (C) kao ulaznim promenljivim 1 vrednostima sinerezisa (Y1), viskoziteta (Y2) i

senzornih ocena (Y3) kao odzivima sistema.
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Tabela 31. Puni (2%) faktorijalni plan eksperimenata sa variranim vrednostima parametara i vrednostima

sinerezisa, viskoziteta i senzornih ocena kao odziva sistema

Varirane i (kodirane) vrednosti

Odziv sistema

Redni broj
eksperimenta

A 5 B C Y1 Y2 Y3
Pektin Zelatin KPS Sinerezis, Viskozitet, Senzorna ocena,
(%, w/v) (%, w/v) (%, w/v) % cP ocena
1 00,3 0 0,5 0) 6,0 12,0 £ 0,7 160,8 + 3,23 7,12+ 1,01
2 1) 0,4 10,3 (1) 8,0 21,0 £ 0,4 346,0 £ 2,89 6,14 + 0,98
3 1) 0,4 (1) 0,7 (-1) 4,0 18,0 £ 0,2 3492 + 245 5,21 + 0,94
4 1) 0,4 10,3 (-1) 4,0 14,7 + 0,6 335,1 £ 3,12 414+ 1,12
5 -1 0,2 (1) 0,7 (-1) 4,0 15,0 £ 0,6 159,6 + 2,96 8,24 + 0,72
6 00,3 0) 0,5 0) 6,0 13,5+ 0,2 159,0 + 3,42 7,18 + 0,76
7 -1 0,2 (1) 0,7 (1) 8,0 1,50 + 0,4 174,0 + 3,25 8,17 + 0,78
8 1) 0,4 10,3 (1) 8,0 20,0 £ 0,5 3458 + 3,14 6,16 + 0,65
9 1) 0,4 (1) 0,7 (-1) 4,0 17,1 £ 0,6 348,5 £ 2,68 5,23 + 0,95
10 -1)0,2 -1)0,3 (1) 8,0 5,40 £ 0,8 202,2 £ 2,45 8,27 + 0,68
1 1) 0,4 (1) 0,7 (1) 8,0 15,0 £ 0,8 379,1 £ 2,14 522 + 0,23
12 (1) 0,4 -1)0,3 (-1) 4,0 15,0 £ 0,5 335,0 + 324 426 + 0,45
13 10,2 -1)0,3 (-1) 4,0 12,0 £ 0,3 149,7 £ 297 7,18 £ 1,01
14 00,3 (0) 0,5 0) 6,0 12,0 £ 0,3 160,4 + 3,65 7,14 £ 0,95
15 0)0,3 (0) 0,5 0) 6,0 12,6 £ 0,2 161,0 + 1,24 7,24 £ 091
16 10,2 (1) 0,7 (-1) 4,0 1,50 = 0,4 1582 + 1,45 8,11 £ 0,92
17 -1)0,2 (1) 0,7 (1) 8,0 1,50 0,6 1743 + 2,41 8,14 = 0,94
18 -1)0,2 -1)0,3 (-1) 4,0 10,5 = 0,4 150,0 + 1,89 7,24 £ 0,12
19 1) 0,4 (1) 0,7 (1) 8,0 15,0 £ 0,5 379,1 £ 124 5,28 + 0,18
20 -1)0,2 -1)0,3 (1) 8,0 4,50 £ 0,6 202,7 £ 2,13 8,17 £ 0,18

Rezultati eksperimenata izvedenih u okviru punog (2°) faktorijalnog dizajna
predstavljaju srednje vrednosti dobijene iz tri ponovljena eksperimenta.
Za opis odzivnih funkcija Y1 (Sinerezis), Y2 (Viskozitet) 1 Y3 (Senzorna ocena) u okviru punog

(2) faktorijalnog dizajna primenjen je polinom treéeg reda:

Y=0,+F,xA+ B, xB+ [, xC+ f,x AxB+ f,, x BxC

+ B x AxC+ By x AxBxC

U cilju selekcije parametara koji ostvaruju najveéi uticaj na Y1 (Sinerezis), Y2
(Viskozitet) 1 Y3 (Senzorna ocena) sprovedena je analiza varijanse (ANOVA) pomocu koje su

odredeni koeficijenti regresione jednacine, konstruisani Pareto dijagrami 1 analizirane
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znacajnosti uticaja svakog od parametara modela na navedene odzive sistema. Dobijeni

rezultati su prikazani na Slikama 38, 39 1 40.

Pareto dijagram

[
L — A Pektin
E: “elatin
- KPS
= o
-
o .76 m Megative Effects
=
o
-
o
i)
IR
(]
=
2]
‘E ABC
=
= 1058 AB AL
J_I — ] S
| |:| t BC
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Slika 38. Pareto dijagram sa uticajima stabilizatora na sinerezis napitka na bazi surutke
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tvrednost | parametra |

Fareto dyagram

A
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KPS
]
10228 m Megative Effects
£5.1% _|
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Slika 39. Pareto dijagram sa uticajima stabilizatora na viskozitet napitka na bazi surutke
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FPareto dyagram
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Slika 40. Pareto dijagram sa uticajima stabilizatora na senzornu ocenu napitka na bazi surutke

Rezultati dobijeni analizom t-vrednosti svakog od faktora u okviru punog (2°)
faktorijalnog dizajna ukazuju na to da pektin ostvaruje znacajan (p<0,05) pozitivan uticaj na
sinerezis 1 viskozitet napitka, kao 1 znacajan (p<<0,05) negativan uticaj na senzornu ocenu
napitka. Obzirom da znacajan pozitivan uticaj na sinerezis podrazumeva da sa povecanjem

sadrzaja pektina dolazi do poveéanja sinerezisa, ovaj parametar je predstavljao klju¢nu tacku
.. .. .. . . . . 168 v .
optimizacije sadrzaja stabilizatora. Prema navodima iz literature sadrzaj KPS-a u

proizvodima ove vrste ne bi trebao da prelazi vrednost od 3,0% usled cega je vrednost ovog
parametara tokom procesa optimizacije ogranicena na zadatu vrednost 3,5%.

Za optimizaciju sadrzaja stabilizatora u okviru postupka odzivnih povrsina korisc¢en je
koncept zeljene funkcije. U prvom ciklusu optimizacije vrSeno je ogranicenje ulaznih
promenljivih definisano minimizacijom kolicine pektina, ogranicenjem kolicine KPS-a na
vrednosti 3,5%, uz ogranicenje odziva definisano ogranicenjem vrednosti viskoziteta na 150,0-

300,0 cP, minimizacijom vrednosti sinerezisa, maksimizacijom vrednosti senzornih ocena.
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Nakon prvog ciklusa optimizacije dobijeni su slede¢i rezultati koji podrazumevaju najvecu
mogucu vrednost ukupne zeljene funkcije:

Maksimalna vrednost senzorne ocene (5) uz minimalnu vrednost sinerezisa (1,5%) i
zadovoljavajucu vrednost viskoziteta (158,9 cP) se postize nakon 4,0 h fermentacije mesavine

surutke 1 30,0% mleka na temperaturi 42,0 °C pri koncentraciji pektina 0,2%, Zzelatina 0,7% i

. . . .. 426 . v ..
KPS-a 2,0%. Dobijeni rezultati su u skladu sa navodima iz literature = prema kojima zelatin i

pektin u znacajnoj meri utice na sinerezis i viskozitet jogurta.

4.7.2. Uticaj dodatka vo¢nih sokova na kvalitet napitka na bazi surutke i mleka

proizvedenog pomoc¢u ABY-6 kulture

Pri ispitivanju uticaja dodatka voénih sokova na kvalitet napitaka na bazi surutke
proizvedenih primenom ABY-6 kulture koris¢ena je sveza surutka i voéni sokovi od Sargarepe
(V1) 1 jabuke (V2).

Uzorci su pripremani prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.3.4. meSanjem surutke sa
30,0% mleka 1 30,0% vocénog soka. Uzorci su zatim zasejavani sa 6,0% inokuluma ABY-6
kulture pripremljenog prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.1.2,, i fermentisani na
temperaturi 42,0 °C prema proceduti opisanoj u Odeljku 3.2.4.

Nakon postizanja pH vrednosti 4,6 vrSeno je odredivanje osnovnih parametara
kvaliteta: pH vrednosti (Odeljak 3.2.5.2.), titracijske kiselosti (Odeljak 3.2.5.3.), sinerezisa
(Odeljak 3.2.5.7.), viskoziteta (Odeljak 3.2.5.8.), antioksidativne aktivnosti (Odeljak 3.2.5.10.),
ukupnog broj zivih ¢elija (Odeljak 3.2.5.6.) i senzornih ocena (Odeljak 3.2.5.12.) napitaka kao 1
pracenje njihove stabilnosti tokom 28 dana cuvanja metodom opisanom u Odeljku 3.2.5.17.
Na osnovu dobijenih rezultata izabran je napitak optimalnog kvaliteta ¢iji su parametri zatim
poredeni sa parametrima kvaliteta napitka N2 koji je formulisan u Odeljku 4.6.5.

U Tabelama 32 i 33, dat je pregled parametara kvaliteta kao 1 rezultati ispitivanja
stabilnosti parametara kvaliteta napitaka na bazi surutke, proizvedenih primenom ABY-6

kulture, tokom 28 dana cuvanja.
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Tabela 32. Promena parametara kvaliteta tokom procesa proizvodnje i ¢uvanja napitka proizvedenog

fermentacijom mesavine surutke, mleka i soka od Sargarepe pomocu ABY-6 kulture

Napitak V1 (30,0% mleka, 30,0% sok od Sargarepe)

Vreme merenja

Pre
Parametar kvaliteta fermentacije 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 28. dan
pH vrednost 6,50 0,02 460+ 006 452+0,04 449+0,03 447+001 447 +0,05
Titracijska kiselost, °SH 4,80 0,04 20,0 £ 0,10 21,4+020 226+050 228+009 252+ 0,10
Sinerezis, % 90,0 £ 0,00 66,7 +0,70 683+0,86 72,1+0,72 751+141 753+0,68
Vidkositet. <P 1,5534 + 2,6932 + 27191+ 279350+ 2,813 + 2,9812 +
skoztet, € 0,0113 0,0142 0,0651 0,0425 0,0147 0,0193
Antioksidativna 76,1 £ 0,05 90,5+009 89,8+0,04 872+1,03 929+ 004 94,6+ 0,07
aktivnost, %
Ukupan broj zivih Celija, ¢ 1) 4 154 86640182 8730162 8.80 0187 832 +0112 820 + 0134
log (CFU/mL)
Senzorna ocena, ocena 7,41 £ 1,45 897 1,21 892+x1,10 851132 846*x136 828+ 1,41

Tabela 33. Promena parametara kvaliteta tokom procesa proizvodnje i ¢uvanja napitka proizvedenog

fermentacijom mesavine surutke, mleka i soka od jabuke pomoc¢u ABY-6 kulture

Napitak V2 (30,0% mleka, 30,0% soka od jabuke)

Vreme merenja

Pre
Parametar kvaliteta fermentacije 0. dan 7. dan 14. dan 21. dan 28. dan
pH vrednost 653+0,02 4621006 456+005 449+0,04 441+0,01 448+0,05
Titracijska kiselost, °SH 1,60 0,04  188+010 194+030 201 +04 208+009 21,1 0,30
Sinerezis, % 850+ 0,00 647+040 659+087 70,1+085 71,1 +132 733+0,89
Viskositer. <P 1,4514 + 2,7922 + 27931+ 28135+ 28915+ 29812+
Iskozitet, ¢ 0,0243 0,0131 0,0542 0,0312 0,0247 0,0334
Antioksidativna 7211008  913+006 883+008 862%004 939+103 956 0,06
aktivnost, %
Ukupan broj zivih Celija, ¢ 5o 4 (117 §03+ 0142 882+ 0157 878+ 0163 845+0112 827 + 0126
log (CFU/mL)
Senzorna ocena, ocena 7,41 +12  901+1,03 954+105 891+100 876+1,15 858+1.23

Poredenjem rezultata prikazanih u Tabelama 32 1 33, uocava se postojanje znacajnih

razlika u vrednostima parametara kvaliteta napitaka u zavisnosti od njihove formulacije, izuzev
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pH vrednosti za koju je u oba napitka zabelezena priblizno ista vrednost tokom citavog
ispitivanja.

Titracijska kiselost napitka V2 je statisticki znacajno (p<<0,05) manja u odnosu na
napitak N1, tokom citavog perioda ispitivanja (Tabela 33). Manja titracijska kiselost napitka V2
verovatno doprinosi izrazenijem ukusu voca, $to se odrazava i na bolje senzorne ocene ovog
napitka (koje se krecu u intervalu 8,58 = 1,23-9,01 * 1,03) tokom c¢itavog perioda ispitivanja.
Ravnomerno povecanje titracijske kiselosti tokom 28 dana u oba napitka, predstavlja pokazatel]
ocuvanja aktivnosti primenjene ABY-6 kulture, §to za rezultat ima odrzanje ukupnog broja
zivih Celija na zadovoljavajuéem nivou (= 6,0 log (CFU/mL)). Ukupan broj zivih éelija u
napitku V2 (8,93 + 0,142 log (CFU/mL)) zabelezen nakon fermentacije je znacajno vedi
(p<0,05) od ukupnog broja zivih éelija u napitku V1 (8,66 + 0,182 log (CFU/mL)). Sa druge
strane, ukupan broj zivih éelija u napitku V2 (8,27 £ 0,126 log (CFU/mL)) zabelezen nakon 28
dana cuvanja je vedi od ukupnog broja zivih ¢elija u napitku V1 (8,20 *+ 0,134 log (CFU/mL))
mada razlika nije statisticki znacajna (p>0,05).

Pozitivan uticaj dodatka soka od jabuke pri formulisanju napitka V2 ogleda se takode u
vrednostima sinerezisa i viskoziteta. Vrednost sinerezisa napitka V2 je znacajno manja (p<<0,05)
od vrednosti sinerezisa napitka V1, dok je vrednost viskoziteta napitka V2 znacajno veca
(p<0,05) od vrednosti viskoziteta napitka V1. Veca vrednost viskoziteta pracena manjom
vrednoscu sinerezisa napitka V2 je verovatno posledica prisustva pektina koji igra ulogu
stabilizatora koji se u industriji veoma Cesto koristi za uguséivanje razlicitih formulacija.

Vrednost antioksidativne aktivnosti napitaka V1 i V2 se razlikuje u korist napitka V1
mada zabelezena razlika nije u velikoj meri izrazena, te se po pitanju ovog parametra napici
mogu smatrati relativno slicnim.

Na osnovu svega navedenog moze se zakljuciti da voéni sok od jabuke koriS¢en pri
formulisanju napitka V2, znacajnije unapreduje vrednosti parametara kvaliteta kao i njihovu
stabilnost tokom c¢uvanja u poredenju sa sokom od sargarepe. Dodatkom soka od jabuke pri
formulaciji napitka V2 proizvodi se napitak zadovoljavajuceg kvaliteta koiji je stabilan tokom 28
dana cuvanja.

Poredenjem parametara kvaliteta napitka V2 (surutka, 30,0% mleka i 30,0% sok od
jabuke) 1 parametara kvaliteta napitka N2 (surutka 1 30,0% mleka) formulisanog u Odeljku 4.4.6

moze se uociti da dodatak 30,0% soka od jabuke znacajno utice na unapredenje kvaliteta

190



Doktorska disertacija Maja 1. Bulatovié

napitka. Uporedivanjem parametara kvaliteta nakon fermentacije (0. dan) moze se uociti da
napitak V2 ima manju titracijsku kiselost i sinerezis (18,8 * 0,10 °SH 1 64,7 + 0,40%,
respektivno) u odnosu na napitak N2 (23,2 + 0,20 °SH 1 67,5 * 0,70%, respektivno). U prilog
tome stoji i ¢injenica da su viskozitet, antioksidativna aktivnost, ukupan broj zivih ¢elija kao i
senzorne ocene (2,7922 + 0,0131 cP, 91,3 + 0,06%, 8,93 £ 0,142 log (CFU/mL) i 9,01 £ 1,03,
respektivno) napitka V2 znacajno vece u odnosu na vrednosti istih parametara zabelezene u
napitku N2 (2,7023 £ 0,0122 cP, 46,0 + 0,07%, 8,65 £ 0,132 log (CFU/mL) i 8,52 + 1,01,
respektivno). Potpuno isti trend razlika u vrednostima parametara kvaliteta u korist napitka V2
zabelezen je tokom citavog ispitivanja. Dakle, tokom svih 28 dana cuvanja napitka V2 ispoljava
1 zadrzava bolji kvalitet u odnosu na napitak N2.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da dodatak 30,0% soka od jabuke u formulaciju
koja sadrzi surutku i 30,0% mleka dovodi do znacajnog unapredenja vrednosti parametara

kvaliteta napitka.
4.7.3. Zakljucak

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da dodatak 30,0% soka od jabuke u
formulaciju koja sadrzi surutku i 30,0% mleka dovodi do znacajnog unapredenja vrednosti
parametara kvaliteta napitka. Dodatkom voénog soka od jabuke proizvodi se napitak ¢ije su
vrednosti parametara kvaliteta: pH vrednost 4,62, titracijska kiselost 18,8 °SH, sinerezis 64,7%,
viskozitet 2,7922 cP, antioksidativna aktivnost 91,3%, ukupan broj zivih celija 8,93 log
(CFU/mL), senzorna ocena 9,01 koji je stabilan tokom 28 dana ¢uvanja.

Dodatno unapredenje kvaliteta moze se posti¢i primenom stabilizatora koji u znacajnoj
meri unapreduju kvalitet napitka proizvedenog fermentacijom surutke i mleka primenom ABY -
6 kulture. Dodatkom 0,2% pektina, 0,7% zelatina i 2,0% koncentrata proteina surutke
proizvodi se napitak odlicnih senzornih karakteristika sa vrednoséu sinerezisa od 1,5% i

optimalnom vrednoscu viskoziteta od 158,9 cP.
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4.8. Analiza sastava i deklarisanje napitaka na bazi surutke proizvedenih

primenom ABY-6 kulture

4.8.1. Analiza sastava proizvedenih napitaka na bazi surutke

Sastav i svojstva surutke zavise od kvaliteta mleka i tehnologije proizvodnje sira tj.
nacina koagulacije mleka. Proteini surutke u celosti prelaze u surutku jer su neosetljivi na
dejstvo kiselina 1 primenjenih enzima u proizvodnji sira, dok su znacajna variranja moguca u
sadrzaju minerala, narocito kalcijuma i fosfora.

Sastav napitka dobijenog fermentacijom surutke 1 30,0% mleka prikazan je u Tabeli 34,
dok je sastav napitka dobijenog fermentacijom surutke, 30,0% mleka i 30,0% soka od jabuke

prikazan u Tabeli 35.

Tabela 34. Sastav napitka dobijenog fermentacijom surutke i 30,0% mleka primenom ABY-6 kulture

Parametar Vrednost
pH vrednost 4,60 £ 0,12
Suva materija, % 9,80 £ 0,14
Proteini, % 2,30 = 0,03
Masti, % 0,88 £ 0,04
Seceri, % 3,30 £ 0,04
Kalcijum, g/L 1,940 £ 0,27

Tabela 35. Sastav napitka dobijenog fermentacijom surutke i 30,0% mleka i 30,0% soka od jabuke

primenom ABY-6 kulture

Parametar Vrednost
pH vrednost 4,60 £ 0,12
Suva matetija, % 10,2 = 0,12
Proteini, % 2,30 £ 0,03
Masti, % 0,50 + 0,04
Seceri, % 7,57 + 0,02
Kalcijum, g/L 1,378 £ 0,19

Kao sto je prikazano u Tabelama 34 i 35 sadrzaj suve materije u fermentisanim

napicima N2 1 V2 se kretao u intervalu 9,8-10,2%, $to je u skladu sa sadrzajem suve materije
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polaznih sirovina. Zanimljivo je napomenuti da je polazna sirovina imala nesto veci sadrzaj
suve materije od uobicajenih vrednosti za surutku navedenih u literaturi koje se krecu u

intervalu 6,0-8,0%. Povecan sadrzaj suve materije uslovljen je sadrzajem proteina u surutki, koji
. . iy .. . . . .402 ..
je oko 2,5 puta veci od uobicajenih vrednosti navedenih u literaturi ~ koje iznose oko 1,0%.

Ovako visok sadrzaj proteina ukazuje da su tokom procesa prerade mleka i nastanka surutke
primenjeni tehnoloski postupci koji nisu znacajno uticali na smanjenje sadrzaja proteina. Visok
sadrzaj suve materije surutke rezultirao je takode visokim sadrzajem kalcijuma u napitku
proizvedenom fermentacijom surutke i 30,0% mleka.

Zbog kvalitetnog hemijskog sastava, deklaracija napitaka na bazi surutke moze da
sadrzi veliki broj nutritivnih 1 zdravstvenih izjava. Uslov za navodenje nutritivnih 1

zdravstvenih izjava je da se na ambalazi proizvoda nalazi nutritivni sastav.

4.8.2. Deklarisanje napitka na bazi surutke i mleka proizvedenog primenom ABY-6

kulture

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 34 moze se predstaviti nutritivna informacija

(nutritivna tablica) o fermentisanom napitku, koja je data u Tabeli 30.

Tabela 36. Nutritivna tablica napitka dobijenog fermentacijom surutke i 30,0% mleka primenom ABY-

6 kulture
Hranljiva vrednost Porcija od 100 mL Porcija od 250 mL* % PDU**, po porciji

Energetska vrednost 100 kJ /32 kcal 335 kJ /80 kcal 4,00
Masti 0,88 g 220 ¢ 3,10
- Od toga zasicene masne kiseline 0,66 g 1,65¢ 8,25
Ugljeni hidrati 330¢g 825¢g 3,20
- Od toga seceri 330¢g 825¢ 9,20
Proteini 230¢g 575¢ 11,5
Soli 0,11¢g 0,27 g 4,50
Minerali

-Kalcijum 194,0 mg 485,0 mg 60,0

* Porcija: 250 ml; Broj porcija u pakovanju: 1, ¥¥ PDU- Preporuceni dnevni unos za proseé¢nu odraslu osobu

(8400 kJ /2000 keal)
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Kao §to je prikazano u Tabeli 30, sadrzaj proteina u 100 mL fermentisanog napitka

. . v . . .. . . 202 .
iznosi 2,3 g. Prema vaze¢im pravilnicima o hrani 1 evropskim regulativama™ ~, proizvod koji

ima najmanje 20% energetske vrednosti koja potice od proteina, moze da ima nutritivau izjavu
"Bogat proteinima".
U 100 mL proizvoda se nalazi 194,0 mg kalcijuma, $to zadovoljava 24,2% dnevnih

. . v . . 202 . .. .y
potreba za ovim mineralom. Prema vaze¢im standardima za hranu™ ", proizvod koji ima vise

od 15,0% dnevnih potreba na 100 mL moze poneti nutritivne i zdravstvene izjavezog. Od

nutritivnih izjava za kalcijum biramo izjavu "Prirodan izvor kalcijuma", a od zdravstvenih

izjava "Kalcijum je potreban za odrzavanje normalnih kostiju".

Zbog kolicine proteina, ovaj proizvod moze da ima i zdravstvenu izjavu koja se odnosi
. .. . . . .. . . .209
na proteine: "Proteini doprinose normalnom odrzavanju kostiju". Prema EU Direktivi™ ~ uslov

za ovu izjavu je da fermentisani napitak ima viSe od 12,0% energije koja potice od proteina.
Napitak ima ¢ak 29,0% energije koja potice od proteina.

Ukoliko proizvod sadrzi najmanje 10° (CFU/g ili CFU/mL) zivih mikroorganizama
(Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus i Streptococcus thermophilus) a fermentisani napitak ispunjava
ovaj zahtev nakon fermentacije 1 minimum do 14. dana ¢uvanja-proizvod moze na deklaraciji

da ima i zdravstvenu izjavu "Zive kulture u jogurtu ili fermentisanom mleku poboljsavaju
L 209 .

probavu laktoze kod osoba koje imaju problem sa probavom laktoze"™ . Takode, ukoliko na

proizvodu postoji bar jedna zdravstvena izjava, mora se navesti i izjava "Proizvod treba

L. . . . .- .- 202
koristiti kao deo uravnotezene ishrane i zdravog nacina zivota"

4.8.3. Deklarisanje napitka na bazi surutke, mleka i voénog soka proizvedenog

primenom ABY-6 kulture

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 35 moze se predstaviti nutritivna informacija

(nutritivna tablica) o fermentisanom napitku, koja je data u Tabeli 37.
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Tabela 37. Nutritivna tablica napitka dobijenog fermentacijom surutke, 30,0% mleka i 30,0% soka od

jabuke primenom ABY-6 kulture

Hranljiva vrednost Porcija od 100 mL Porcija od 250 mL* % PDU** po porciji
Energetska vrednost 181 kJ /43,3 kcal 4525 kJ /109,95 kcal 5,49

Masti 0,50 g 1,25¢ 1,76

- Od toga zasi¢ene masne kiseline 0,38 g 095¢g 4,72

Ugljeni hidrati 7,57 ¢ 189 ¢ 7,26

- Od toga Seceri 7,57 g 189 ¢ 21,0

Proteini 1,61 ¢ 402 ¢ 8,05

Soli 0,11 ¢ 0,27 g 4,50

Minerali

Kalcijum 137,8 mg 3446 mg 42,6

* Porcija: 250 ml,; Broj porcija u pakovanju: 1, ¥¥ PDU-Preporuceni dnevni unos za proseénu odraslu osobu

(8400 kJ /2000 keal)

Kao sto je prikazano u Tabeli 37, 100 mL proizvoda sadrzi 0,5 g masti $to zadovoljava

0,7% dnevnih potreba za mastima. Prema pravilniku o deklarisanju i oznacavanju upakovanih
namirnica” " koji je uskladen za SRB i EU trziste, proizvod moze na deklaraciji da ima
nutritivnu izjavu "Light" ili "Smanjen sadrzaj masti".

U 100 mL proizvoda se nalazi 137,8 mg kalcijuma, $to zadovoljava 17,0% dnevnih

. . v . . 202 . .. .y
potreba za ovim mineralom. Prema vaze¢im standardima za hranu™ ~, proizvod koji ima vise

od 15,0% dnevnih potreba na 100 mL moze poneti nutritivne i zdravstvene izjavezog. Od

nutritivnih izjava za kalcijum biramo izjavu "Prirodan izvor kalcijuma", a od zdravstvenih
izjava "Kalcijum je potreban za odrzavanje normalnih kostiju".

Ukoliko proizvod sadrzi najmanje 10° (CFU/g ili CFU/mL) zivih mikroorganizama
(Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 1 Streptococcus thermophilus), a napitak od surutke, mleka i
voénog soka ispunjava ovaj zahtev nakon fermentacije i minimum do 14. dana cuvanja,

proizvod moze na deklaraciji da ima i zdravstvenu izjavu "Zive kulture u jogurtu ili

fermentisanom mleku poboljsavaju probavu laktoze kod osoba koje imaju problem sa
1209 . . .. . ..

probavom laktoze" . Takode, ukoliko na proizvodu postoji bar jedna zdravstvena izjava,

mora se navesti i izjava "Proizvod treba koristiti kao deo uravnotezene ishrane i zdravog nacina

.. 202
zivota"
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4.8.4. Finalni izgled napitka na bazi surutke, mleka i soka od jabuke proizvedenog

primenom ABY-6 kulture

Active drink je proizvod namenjen ljudskoj ishrani. Po svojim svojstvima je veoma
slican vo¢nom jogurtu na koji su domaci potrosaci ve¢ prilicno naviknuti. Slicnost sa voénim
jogurtom, po pitanju senzornih karakteristika, zapravo predstavlja prednost u pogledu
implementacije napitka Active drink u svakodnevnu ishranu ljudi. Obzirom da se radi o
unapredenom i inovativnom proizvodu ovaj proizvod je sposoban da probudi znatizelju
potrosaca koja nece biti izneverena jer se radi o proizvodu sa starim dobrim ukusom voénog
jogurta ali sa mnogo vecom koli¢cinom korisnih hranljivih materija.

Preradom surutke u fermentisani napitak u okviru samo jednog procesa iskoris¢avaju
se svi potencijali surutke kao sirovine, a iz Zivotne sredine se uklanja materijal koji predstavlja
bioloski opasan zagadiva¢, a sa druge strane dobija se jeftin, potpuno prirodan proizvod

prikazan na Slici 41.

Fermentisani
Jpital od surutke

\~ '?H"::;Pwn\u« kati

Slika 41. Finalni izgled napitka proizvedenog fermentacijom surutke, 30,0% mleka i 30,0% soka od

jabuke primenom ABY-6 kulture
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Ovakav nacin prerade surutke podrazumeva proces nakon koga ne zaostaje ni najmanja
kolicina otpada i1 predstavlja alternativu procesima prerade surutke u proizvode kao $to su
mlecna kiselina, etanol, mikrobni proteini, f-D-galaktozidaza i vitamini koji nose sa sobom
velike zahteve u pogledu energije i tehnoloske opreme. Ovim postupkom prerade surutke
ostvaruje se velika usteda energija u odnosu na komplikovanije procese prerade surutke koji
zahtevaju precis¢avanje finalnog proizvoda $to dovodi do generisanja nove koli¢ine otpada koji

je neophodno dalje obradivati.
4.8.5. Zakljucak

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da dodatak soka od jabuke, osim $to
u velikoj meri doprinosi unapredenja senzornih karakteristika, utice 1 na smanjenje kolic¢ine
masti u napitku sa 0,88 na 0,50 g, sto dodatno unapreduje kvalitet napitka i omogucava
jednostavnije pridobijanje potrosaca.

Napitak Active drink poseduje najvisi stepen finalizacije proizvoda. Obzirom da je
postupak proizvodnje prakticno isti kao postupak koji se ve¢ primenjuje u proizvodnji jogurta,
ne postoje posebni zahtevi za implementaciju ovog procesa u postojece pogone mlecne
industrije. Receptura, postupak proizvodnje, ambalaza, deklaracije i nacin skladistenja su
definisani §to znaci da je proizvod potpuno spreman za proizvodnju i distribuciju.

Napitak dobijen fermentacijom surutke, 30,0% mleka 1 30,0% soka od jabuke moze na
ambalazi imati:

- Nutritivnu izjavu: "Ligh?" ili "Smanjen sadraj masti"

- Nutritivnu izjavu: " Prirodan izvor kalcijuma"

- Zdravstvenu izjavu "Kalcijum je potreban za odriavanje normainib kostiju"

- Zdravstvenu izjavu: " Zive kulture u jogurtu ili fermentisanom mileku poboljsavaju probavu laktoze kod
osoba koje imaju problem sa probavom laktoze"

- Izjavu: "Proizvod treba koristiti kao deo nravnotezene ishrane i dravog nacina Zivota"
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4.9. Pilot studija o uticaju proteina surutke na apetit/sitost

Ispitivanje uticaja proteina surutke na apetit/sitost vtSeno je primenom vizuelno

analogne skale (VAS)427. U okviru pilot studije o uticaju proteina surutke na apetit/sitost za
pripremu proteinskog napitka koriS¢en je koncentrat proteina surutke WPC-80. Napitak
zapremine 250,0 mL koiji je sadrzao 25,0 g proteina surutke, pripreman rastvaranjem WPC-80
u vodi, je odmah nakon pripreme serviran ispitanicima.

26 zdravih nasumi¢no odabranih ispitanika, od ¢ega 13 sa BMI < 30,0 kg/m” i 13 sa
BMI > 30,0 kg/m? Zenskog pola starosti 25-45 godina, je pozvano da ucestvuje u ispitivanju
uticaja proteina surutke na apetit/sitost. Ispitanici su zamoljeni da na kliniku dodu u ranim
jutarnjim c¢asovima (8 h i 15 min) i da pre ispitivanja ne konzumiraju hranu. Pre ispitivanja
svaki ispitanik je dobio pisano obavestenje o vrsti i cilju ispitivanja, nakon cega je bio zamoljen
da na osnovu svoje odluke potpise izjavu o pristanku za ucesée u ispitivanju koje je odobreno
od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta u Beogradu.

Za procenu uticaja proteina surutke na apetit/sitost koris¢ena je vizuelno analogna
skala (VAS) koja se sastojala od tri pitanja: 1) Koliko ste gladni? 2) Koliko ste siti? i 3) Sta
mislite koliko hrane biste sada mogli da pojedete?

Za procenu senzornih karakteristika napitka koris¢ena je vizuelno analogna skala (VAS)
koja se sastojala od tri pitanja: 1) Kakav je ukus? 2) Kakav je miris? 3) Ukupna
ukusnost/jestivost?

Ispitanici su zamoljeni da na skali od 0,0 do 10,0 cm oznace tacku koja najvise
odgovara jacini osecaja za svaki mereni parametar u ta¢no odredenim vremenskim intervalima:
1) 0,0 min - neposredno pre ispijanja napitka; i nakon isteka 30,0 min; 60,0 min; 120,0 min;
180,0 min; 210,0 min i 240,0 min. Ispitanici su zamoljeni da tokom ispitivanja (4,0 h) ne
konzumiraju hranu.

Nakon prikupljanja popunjenih upitnika vrSena je statisticka obrada podataka
primenom jednostruke (One-way ANOVA) analize varijanse sa naknadnim Tukey testom za
procenu znacajnosti razlike u vrednostima parametara. Razlike u vrednostima su smatrane
statisticki znacajnim ukoliko je p vrednost bila manja od 0,05 (p < 0,05).

Dobijeni rezultati su prikazani na Slikama 42, 43 i 44.
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Na Slici 42 prikazan je uticaj proteina surutke na osecaj gladi kod osoba sa BMI < 30,0 kg/m” i
BMI > 30,0 kg/m”.

—m— BMI < 30 kg/m”
BMI > 30 kg/m’

VAS, stednja vrednost

0 T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 210 240

Vreme, min

Slika 42. Uticaj proteina surutke na osecaj gladi kod osoba sa BMI < 30,0 kg/m? i BMI > 30,0 kg/m?

Pri ispitivanju uticaja proteina surutke na osecaj gladi vizuelno analogna skala (VAS) je
prezentovana tako da je vrednost 0,0 cm predstavljala osecaj "Uopste nisam gladna" dok je

vrednost 10,0 cm predstavljala osecaj "Gladna sam kao sto nikad nisam bila".

Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 42 moze se uociti da si ispitanici sa BMI < 30,0
kg/m” tokom ¢itavog ispitivanja imali izrazeniji ose¢aj gladi od ispitanika sa BMI > 30,0 kg/m’.
Razlika u osecaju gladi zabeleZzena je samo u 0,0 min (pre ispijanja napitka) 1 to u korist
ispitanika sa BMI > 30,0 kg/m” koji su u tom trenutku bili statisticki znac¢ajno (p=0,00167)
manje gladni od ispitanika sa BMI < 30,0 kg/m>

U prvih 30,0 min kod dve grupe ispitanika osecaj gladi menjao se na razli¢it nacin. Kod
ispitanika sa BMI < 30,0 kg/m® u prvih 30,0 min dolazi do statisticki znacajnog (p<0,001)

suzbijanja osecaja gladi, dok se kod ispitanika sa BMI > 30,0 kg/m’ oseéaj gladi u istom
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intervalu povecava mada bez statisticke znacajnosti (p>0,05). Nakon 30,0 min osecaj gladi
ravnomerno raste kod obe grupe ispitanika pri cemu medu grupama ne postoji znacajna razlika
u osecaju gladi.

Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima navedenim u literaturi*> prema kojima cak
1 20,0 g proteina surutke doprinosi smanjenju osecaja gladi u prvih 30,0 min nakon
konzumacije, kod zdravih Zena sa BMI < 30,0 kg/m”.

Na osnovu svega navedenog moze se zakljuciti da unos 25,0 g proteina surutke u
znacajnoj meri uti¢e na suzbijanje osecaja gladi kod ispitanika sa BMI < 30,0 kg/m* dok kod
ispitanika sa BMI > 30,0 kg/m” nema znacajan uticaj.

Na Slici 43 prikazan je uticaj proteina surutke na osecaj sitosti kod osoba sa BMI < 30,0

kg/m” i BMI > 30,0 kg/m”
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Slika 43. Uticaj proteina surutke na oseéaj sitosti kod osoba sa BMI < 30,0 kg/m?2 i BMI > 30,0 kg/m?

Pri ispitivanju uticaja proteina surutke na osecaj sitosti vizuelno analogna skala (VAS) je
prezentovana tako da je vrednost 0,0 cm predstavljala osecaj "Uopste nisam sita" dok je

vrednost 10,0 cm predstavljala osecaj "Potpuno sam sita".
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Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 43 moze se uociti da su ispitanici sa BMI > 30,0
kg/m® tokom ¢itavog ispitivanja imali izrazeniji osecaj sitosti od ispitanika sa BMI < 30,0
kg/m?’. Razlika u osecaju sitosti zabelezena je nakon 120,0 i 180,0 min i to u korist ispitanika sa
BMI > 30,0 kg/m” koji su u tom trenutku bili statisticki znacajno (p (120 min)=0,0236, p (180
min)=0,0410) vise siti od ispitanika sa BMI < 30,0 kg/m”.

U prvih 30,0 min kod dve grupe ispitanika osecaj sitosti se menja na razli¢it nacin. Kod
ispitanika sa BMI < 30,0 kg/m” u prvih 30,0 min dolazi do statisticki znacajnog (p<0,001)
povecanja osecaja sitosti, dok se kod ispitanika sa BMI > 30,0 kg/m® ose¢aj sitosti povecéava
mada bez statisticke znacajnosti (p>0,05). Nakon 30,0 min osecaj sitosti ravnhomerno opada
kod obe grupe ispitanika pri cemu medu grupama ne postoji znacajna razlika u osecaju sitosti.
Dobijent rezultati su u skladu sa rezultatima zabeleZenim pri ispitivanju uticaja proteina surutke

na osecaj gladi, kako u prvih 30,0 min tako i do kraja ispitivanja a takode su u skladu sa
rezultatima navedenim u literaturi' prema kojima unos 20,0 g proteina surutke doprinosi
povecanju osecaja sitosti nakon konzumacije, kod zdravih Zena sa BMI < 30,0 kg/m”.

Na osnovu svega navedenog moze se zakljuciti da unos 25,0 g proteina surutke u
znacajnoj meri uti¢e na povecanje osecaja sitosti kod ispitanika sa BMI < 30,0 kg/m” dok kod

ispitanika sa BMI > 30,0 kg/m” nema znacajan uticaj.
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Na Slici 44 prikazan je uticaj proteina surutke na kolicinu hrane koja bi ispitanik mogao da

pojede u datom trenutku kod osoba sa BMI < 30,0 kg/m” i BMI > 30,0 kg/m”.
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Slika 44. Uticaj proteina surutke na koli¢inu hrane koja bi ispitanik mogao da pojede kod osoba sa

BMI < 30,0 kg/m? i BMI > 30,0 kg/m?

Pri ispitivanju uticaja proteina surutke na koli¢inu hrane koju bi ispitanik mogao da
pojede u datom trenutku, vizuelno analogna skala (VAS) je prezentovana tako da je vrednost
0,0 cm predstavljala osecaj "Ba$ nista" dok je vrednost 10,0 cm predstavljala osecaj "Bas puno".

Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 44 moze se uociti da su ispitanici sa BMI < 30,0
kg/m” tokom ¢itavog ispitivanja ispoljili potrebu za ve¢om koli¢inom hrane od ispitanika sa
BMI > 30,0 kg/m’. T pored svega navedenog razlika u koli¢ini hrane koju bi obe grupe
ispitanika mogle da pojedu u datom trenutku nije bila statisticki znacajna (p>0,05) tokom
c¢itavog ispitivanja.

Zanimljivo je istaéi da bi ispitanici sa BMI < 30,0 kg/m” nakon 30,0 min mogli da
pojedu statisticki znacajno (p<<0,001) manju koli¢cinu hrane u odnosu na 0,0 min. Isto
ponasanje je uoceno i kod ispitanika sa BMI > 30,0 kg/m” s tim da kod ove grupe ispitanika

razlika u kolic¢ini hrane u 0,0 i 30,0 min nije bila statisticki znacajna (p>0,05). Nakon 30,0 min
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koli¢ina hrane koju bi obe grupe mogle da pojedu ravnomerno raste pri cemu medu grupama
ne postoji znacajna razlika u kolic¢ini hrane koju bi mogli da pojedu tokom citavog ispitivanja.
Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima zabelezenim pri ispitivanju uticaja proteina surutke
na osecaj gladi i osecaj sitosti, kako u prvih 30,0 min tako i tokom ¢itavog procesa ispitivanja.
Na osnovu svega navedenog proizilazi da unos 25,0 g proteina surutke u znacajnoj
meri uti¢e na smanjenje koli¢ine hrane koju bi ispitanici sa BMI < 30,0 kg/m” mogli da pojedu
dok kod ispitanika sa BMI > 30,0 kg/m’ nije zabelezen znacajan uticaj. Rezultati su u skladu sa
navodima iz literature > prema kojima 20,0 g proteina surutke doprinosi smanjenju kolicine
hrane koju bi ispitanici sa BMI < 30,0 kg/m’ mogli da pojedu u prvih 30,0 min nakon
konzumacije. Sliéni rezultati zabelezeni su i u istrazivanju Zafar i sar.” (2013) u kome je

prikazano da unos 25,0 g proteina surutke znacajno utice na smanjenje apetita. Pozitivan uticaj

proteina  surutke na  povecanje  osecaja  sitosti  zabelezen je u  mnogim

. .. .. 430431330432 v . S . . .
istrazivanjima’~ ° 7, a moze se objasniti time da brzo varenje proteina surutke dovodi

do naglog povecanja koncentracije aminokiselina u plazmi a samim tim i koncentracije

. .. 431433 . . . .
aminokiselina u mozgu 7, S§to zatim dovodi do oslobadanja nekoliko hormona

.434 435 436 437
st

sito , a time 1 suzbijanja osecaja gladi.
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Na Slici 45 prikazana je senzorna ocena napitka koji sadrzi proteine surutke od strane osoba sa

BMI < 30,0 kg/m? i BMI > 30,0 kg/m”.

I BMI < 30 kg/m”
[ BMI > 30 kg/m”

VAS, srednja vrednost

Ukus Miris Jestivost

Parametar

Slika 45. Senzorna ocena napitka koji sadrzi proteine surutke od strane osoba sa BMI < 30,0 kg/m? i

BMI > 30,0 kg/m?

Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 45 moze se uociti da kod ispitanika ne postoje
statisticki znacajne razlike u percepciji ukusa, mirisa i jestivosti napitka. Sa druge strane u
okviru grupe ispitanika sa BMI < 30,0 kg/m’, postoji statisticki znacajna razlika u percepciji
ukusa u odnosu na miris 1 jestivost. Ocena dobijena za ukus napitka je bila statisticki znacajno
(p<0,05) veca od ocena dobijenih za miris i jestivost. U okviru grupe ispitanika sa BMI > 30,0
kg/m?® razlike u percepciji ukusa, mirisa i jestivosti nisu bile statisticki znacajne. Iz navedenih
rezultata moglo bi se zakljuciti da su ukusom ispitivanog napitka u najvecoj meri zadovoljni

ispitanici sa BMI < 30,0 kg/m? $to u velikoj meri olaksava njegovu primenu.
4.9.1. Zakljucak

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da unos 25,0 g proteina surutke u

znacajnoj meri utice na suzbijanje osecaja gladi, povecanje osecaja sitosti kod ispitanika sa
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BMI < 30,0 kg/m” kao i na smanjenje koli¢ine hrane koju bi ispitanici sa BMI < 30,0 kg/m?
mogli da pojedu. Ispitanici sa BMI < 30,0 kg/m” su zadovoljni ukusom ispitivanog napitka, $to

znacajno olaksava njegovu primenu.
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5. ZAKLJUCAK

U radu je ispitana mogucnost primene razlicitih sojeva u proizvodnji funkcionalnih

fermentisanih napitaka na bazi surutke. Predstavljeno je nekoliko unapredenih formulacija

napitaka, koji su zatim ispitani po pitanju sastava i deklarisani u skladu sa vaze¢im Pravilnikom

o deklarisanju 1 oznacavanju upakovanih namirnica. Za proizvedeni napitak, koji predstavlja

najbolju formulaciju, dizajnirano je originalno pakovanje. U okviru rada je takode sprovedena

pilot studija o uticaju proteina surutke na apetit/sitost na osnovu koje je su izneti zakljuéci o

ulozi ovih proteina u ishrani konzumenata. Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj doktorskoj

disertaciji:

¢

Pri ispitivanju moguénosti proizvodnje funkcionalnih fermentisanih napitaka
na bazi surutke primenom razli¢itih sojeva bakterija mle¢ne kiseline izvedeni su
sledeci zakljucci:

* Svi sojevi bakterija mlecne kiseline (ukupno 15) testirani u ovom radu mogu biti
primenjeni u procesu proizvodnje funkcionalnog fermentisanog napitaka na bazi
surutke koji kao osnovni Secer sadrzi laktozu.

* Najvedi potencijal za primenu u procesu proizvodnje napitaka na bazi surutke
po pitanju sposobnosti proizvodnje egzopolisaharida kao funkcionalnih nutrijenata, od
svih testiranih sojeva ispoljio je soj L. rhamnosus ATCC 7469.

* Soj L. delbrueckii ssp. bulgaricns ATCC 11842 nije sposoban da prezivi prisustvo
vecine testiranih sojeva, tako da se pri formulaciji mesanih kultura ne moze koristiti u
kombinaciji sa ostalim sojevima.

* Soj L. jobnsonii NRRL B-2178 ispoljava antimikrobnu aktivnost prema
sojevima L. delbrueckii ssp. lactis NRRL B-4525 1 L. helveticus ATCC 15009, tako
da se ovi sojevi ne mogu koristiti za formulaciju mesanih kultura koje u sebi sadrze soj
L. jobnsonii NRRL B-2178 .

* Sojevi L. casei ssp. casei ATCC 27139 1 L. jobnsonii NRRL B-2178 predstavljaju
najbolje kandidate za koriscenje u procesu proizvodnje napitaka na bazi surutke, pri
cemu soj L. jobnsonii NRRL B-2178 ispoljava najbolje proizvodne karakteristike.

Primenom 2,0% inokuluma ovog soja, nakon 10,0 h fermentacije surutke sa 8,0% suve
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materije, na temperaturi 37,0 °C, proizvodi se napitak cija titracijska kiselost iznosi
9,2 °SH, a broj zivih ¢elija oko 6,80 log (CFU/mL).
* Nakon optimizacije procesa proizvodnje napitka na bazi surutke sojem L.
Jobnsoniz NRRL B-2178, primenom 8,42% inokuluma, nakon 4,0 h fermentacije surutke
sa 8,0% suve matetije, na temperaturi 39,0 °C u prisustvu 1,0% inulina i 3,0% ekstrakta
kvasca, proizvodi se napitak Cija titracijska kiselost iznosi 22,6 °SH a broj zivih ¢elija
oko 8,70 log (CFU/mL).

¢ Pri ispitivanju moguénosti proizvodnje funkcionalnih fermentisanih napitaka
na bazi surutke primenom komercijalne ABY-6 kulture izvedeni su sledeci
zakljucci:
* Pri fermentaciji surutke primenom komercijalne ABY-6 kulture uz dodatak
30,0% mleka, proizvodi se napitak (N2) zadovoljavajucih vrednosti parametara
kvaliteta i to: pH vrednost 4,40, titracijska kiselost 23,2 °SH, sinerezis 67,5%, viskozitet
2,7023 cP antioksidativna  aktivhost  46,0%, ukupan broj zivih  celija
8,65 log (CFU/mL), senzorna ocena 8,52 koji je stabilan tokom 28 dana cuvanja.
* Pri fermentaciji surutke primenom mesane ABY-6 : L. rhamnosus kulture uz
dodatak 30,0% mleka, proizvodi se napitak (R2) zadovoljavajucih vrednosti parametara
kvaliteta i to: pH vrednost 4,34, titracijska kiselost 24,2 °SH, sinerezis 50,6%, viskozitet
2,0984 cP, antioksidativna aktivnost 49,2%, wukupan broj zivih celija

8,85 log (CFU/mL), senzorna ocena 8,20 koji je stabilan tokom 28 dana cuvanja.

* Postavljanjem senzorne ocene kao klju¢nog parametra za plasiranje proizvoda,

moze se zakljuciti da se napitak optimalnog kvaliteta dobija ferementacijom surutke uz

dodatak 30,0% mleka primenom komercijalne ABY-6 kulture (N2). Tokom
proizvodnje ovog napitka procenat razgradnje f-laktoglobulina iznosi 21,93%, dok

procenat razgradnje dominantnih frakcija kazeina (a, 7 o) iznosi 25,18% cime se
dobija napitak smanjenog alergijskog potencijala.
* Napitak dobijen fermentacijom surutke 1 30,0% mleka primenom komercijalne
ABY-6 kulture moze na ambalazi imati:

- Nutritivnu izjavu: "Bogat proteinima"

- Nutritivnu izjavu : " Prirodan izvor kalcijuma"
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- Zdravstvenu izjavu: "Proteini doprinose normalnom odriavanju kostiju "

- Zdravstvenu izjavu "Kalcijum je potreban za odrgavanje normalnib kostiju"

- Zdravstvenu izjavu: " Zive kulture u jogurin ili fermentisanom mileku poboljsavaju

probavu laktozekod osoba koje imaju problem sa probavom laktoze"

- Izjavu: "Proizvod treba koristiti kao deo nravnotegene ishrane i zdravog naiina $ivota"
* Dodatkom stabilizatora vrednosti parametara kvaliteta napitka proizvedenog
ferementacijom surutke uz dodatak 30,0% mleka primenom komercijalne ABY-6
kulture (N2) mogu se znacajno unaprediti. Dodatkom 0,2% pektina, 0,7% zelatina i
2,0% koncentrata proteina surutke proizvodi se napitak odlicnih senzornih
karakteristika sa vrednoscu sinerezisa od 1,5% 1 vrednoscu viskoziteta od 158,9 cP.
* Dodatkom soka od jabuke vrednosti parametara kvaliteta napitka proizvedenog
ferementacijom surutke uz dodatak 30,0% mleka primenom komercijalne ABY-6
kulture (N2) mogu se znacajno unaprediti. Dodatkom 30,0% soka od jabuke proizvodi
se napitak (V2) ¢ije su vrednosti parametara kvaliteta pH vrednost 4,62, titracijska
kiselost 18,8 °SH, sinerezis 64,7%, viskozitet 2,7922 cP, antioksidativna aktivnost
91,3%, ukupan broj zivih ¢elija 8,93 log (CFU/mL), senzorna ocena 9,01 koji je
stabilan tokom 28 dana c¢uvanja.
* Dodatak soka od jabuke, osim §to u velikoj meri doprinosi unapredenju
senzornih karakteristika, utice i na smanjenje koli¢ine masti u napitku sa 0,88 na 0,5 g,
§to dodatno unapreduje kvalitet napitka i omogucava jednostavnije pridobijanje
potrosaca.
* Napitak dobijen fermentacijom surutke, 30,0% mleka i 30,0% soka od jabuke

primenom komercijalne ABY-6 kulture moze na ambalazi imati:

- Nutritivnu izjavu: "Ligh?" ili "Smanjen sadraj masti"

- Nutritivnu izjavu: "Prirodan izvor kalcijuma"

- Zdravstvenu izjavu "Kalcijum je potreban za odrgavanje normalnib kostijn"

- Zdravstvenu izjavu: " Zive kulture u jogurtn ili fermentisanom milekn poboljsavajn

probavu laktoze kod osoba koje imaju problem sa probavom laktoze"

- Izjavu: "Proizvod treba koristiti kao deo nravnotegene ishrane i zdravog naiina $ivota"
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¢ Na osnovu rezultata pilot studije o uticaju proteina surutke na apetit/sitost
izvedeni su sledeci zakljucci:
* Unos 25,0 g proteina surutke u znacajnoj meri uti¢e na suzbijanje osecaja gladi,
povecanje osecaja sitosti 1 smanjenje kolicine hrane koju bi ispitanici sa
BMI < 30,0 kg/m’ mogli da pojedu.
* Ispitanici sa BMI < 30,0 kg/m” su zadovoljni ukusom ispitivanog napitka $to

znacajno olaksava njegovu primenu.

Na osnovu pregleda dosada objavljenih eksperimentalnih podataka u literaturi i
rezultata prikazanih u okviru ove doktorske disertacije ostvaren je znacajan doprinos u pogledu
iskori§¢avanja 1 prerade surutke primenom procesa proizvodnje funkcionalnih fermentisanih
napitaka na bazi surutke. U okviru ove disertacije soj L. jobnsonii 1 komercijalna ABY-6 kultura
su prvi put uspesno primenjeni u procesu proizvodnje napitaka na bazi surutke uz potpuno
definisanje optimalnih parametara procesa. Proizvedeni napitak je nutritivho okarakterisan i
deklarisan u skladu sa vazeéim Pravilnikom o deklarisanju i oznac¢avanju upakovanih namirnica.
Finalni rezultat disertacije je napitak u originalno dizajniranom pakovanju, koji je kao takav
spreman za plasman na trziste. Rezultati 1 zakljucci izneti u ovoj disertaciji predstavljaju bazu za

dalji razvoj funkcionalnih fermentisanih napitaka na bazi surutke.
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