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1UvOD

Tehnoloski razvoj i metabolicka aktivnost tradicionalnih 1 nekonvencionalnih starter kultura
omogucili su, na razli¢itim trziStima, postojanje Sirokog asortimana fermentiranih mlijecnih
proizvoda. Visoka nutritivna vrijednost, terapijska svojstva, primjena probiotika i prebiotika
doprinose stalnom povecanju potro$nje fermentiranih mlijecnih napitaka u svijetu 1 kod nas.
Rast ekonomske vrijednosti ovih proizvoda u svijetu, odraz je prihvacenosti od strane
potrosaca. Posebno su trazeni fermentirani proizvodi koji unaprjeduju zdravlje zahvaljujuci
prisustvu funkcionalnih sastojaka. Osim toga, ovi proizvodi su visoko profitabilni i iznimno
vazni u industriji mlijeka Sirom svijeta. Razvojem tehnologije fermentiranih mlijecnih
napitaka unaprjeduje se i prosiruje asortiman visokokvalitetne funkcionalne hrane. Poznato je
da tip starter kulture odreduje nutritivne, reoloSke i1 senzorske osobine fermentiranog

mlijecnog proizvoda.

Kombucha je simbioti¢ka zajednica gljivica i bakterija octene kiseline, koja metaboli¢kom
aktivno$éu na zasladenom c¢aju daje ugodan, blago kiseli napitak koji ima mnos$tvo
blagotvornih utjecaja na ljudsko zdravlje, a Sto je ve¢ znanstveno dokazano od mnostva
autora. Osim saharoze, kombucha moze konvertirati i koristiti i druge $eéere za svoj rast, kao

Sto su glukoza, fruktoza i laktoza.

Stvaranje gela tijekom proizvodnje fermentiranih mlijecnih napitaka posljedica je
destabilizacije kazeinskog kompleksa tijekom fermentacije zbog pada pH vrijednosti.
Teksturalna i reoloska svojstva fermentiranih mlije¢nih napitaka vazni su parametri u
odredivanju kvalitete proizvoda, a na njith mogu utjecati razni faktori kao $to su temperatura
inkubacije, termicki tretman mlijeka, kiselost te tip starter kulture. Zadnjih godina radilo se
mnogo istrazvanja o upotrebi kombuche za fermentaciju mlijeka kako bi se prosirio izbor
fermentiranih mlijecnih napitaka, a bila su usmjerena na ispitivanje tehnoloskih i1 nutritivnih

karakteristika proizvoda.

Cilj ovog diplomskog rada je ispitati razliitosti u nekoliko parametara kvalitete (pH,
vrijednost sinereze, reoloska svojstva) nakon fermentacije s obzirom na temperaturu
provodenja fermentacija te koncentraciju dodanog inokuluma kombuche. Za ispitivanje
promjena u mlijeku, kao starter kultura koristila se kombucha uzgajana na crnom ¢aju.
Fermentacija se provodila na dvije razliite temperature, 40 i 43 °C, te sa tri razliite
koncentracije inokuluma, 5, 10 i 15%. Osim toga, provela se i senzorska analiza svih uzoraka

kako bi se bolje uocile razlike izmedu razli¢itih uzoraka.



2 TEORIJSKI DIO

Primarna funkcija fermentacije bila je produljenje trajnosti mlijeka. Sa ovim su dosle brojne
prednosti kao $to su poboljSanje okusa i probavljivosti mlijeka, kao i proizvodnja Sirokog
spektra proizvoda. Povijesno gledano fermentacija mlijeka moze se pratiti unazad do oko 10
000 god. p.n.e., kada su ljudi prestali samo skupljati hranu ve¢ su je poceli 1 proizvoditi
(Pederson, 1979). Najvjerojatnije je fermentacija nastala spontano, djelovanjem prisutne
mikroflore u mlijeku. Veliki broj razli¢itih fermentiranih mlije¢nih proizvoda (od kojih je
najpopularniji jogurt), za koje postoji oko 400 naziva, proizvodi se Sirom svijeta. PotroSnja
ovih proizvoda, po glavi stanovnika u svijetu, izuzetno je porasla tijekom posljednjih nekoliko
desetljeca. Razliciti tipovi fermentiranih mlijecnih proizvoda klasificiraju se prema vrsti
fermentacije i/ili proizvodnje koja je povezana sa vrstama mikroorganizama koji se pri tome
koriste. Postoje brojne podijele ovih proizvoda, od kojih se mnoge, manje ili viSe, preklapaju.
Tamime 1 Deeth (1980) predlozili su klasifikaciju koja razvrstava tipove jogurta u Cetiri
kategorije u ovisnosti 0o njihovim fizikalnim karakteristikama (tekuci/viskozni, polucvrsti,

¢vrsti 1 praskasti).
Klasifikacija fermentiranih mlije¢nih proizvoda moze se izvrSiti i prema drugim kriterijima:

e porijeklu sirovine — mlijeko krave, ovce, koze, bivolje, devino i dr.;
e kemijskom sastavu mlijeka — punomasno, mlijeko standardizirano na odredeni
postotak masnoce, mlacenica;

e nacinu obrade mlijeka — pasterizirano, homogenizirano ili nehomogenizirano mlijeko;

e vrsti fermentacije — homofermentativna ili heterofermentativna;

e dodacima — proteini, vitamini, mineralne tvari, arome, voce, povrée i dr.
Fermentacija mlijeka podrazumijeva konverziju laktoze u mlijecnu kiselinu djelovanjem
bakterija mlijeCne kiseline. Fermentirani mlije¢ni proizvodi dobivaju se fermentacijom
mlijeka koriStenjem odgovaraju¢ih mikroorganizama (Tablica 1). Ovi mikroorganizmi u
proizvodu moraju biti prisutni u dovoljnom broju te biti Zzivi i aktivni. Pazljiva selekcija
mikroorganizama prisutnih u starter kulturi vazna je za formiranje osnovnih 1 specificnih

karakteristika svakog fermentiranog mlijecnog proizvoda uz temperaturu kao vazan faktor.



Tablica 1. Tipovi fermentiranih mlije¢nih proizvoda i njihove starter kulture (Surono i

Hosono, 2011)

Proizvod Starter kultura
Acidofilno mlijeko Lactobacillus acidophilus
Biogarde® Streptococcus thermophilus
Lb. acidophilus
Bifidobacterium bifidum
Bioghurt® Sc. thermophilus
Lb. acidophilus
Bifighurt® Bif. bifidum

Sc. thermophilus

Mlacenica (bugarska)

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

Mlacenica (kultivirana)

Komercijalna starter kultura ili kombinacija:
Lactococcus lactis subsp.

lactis, Lc. lactis subsp. cremoris, citratno—
pozitivne Lc. lactis, i Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris

Cultura

Lb. acidophilus
Bif. bifidum

Cultured cream

Kao za kultiviranu mlacenicu, ali najceSce
bez Leuconostoc spp.

Dahi Sc. thermophilus
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ili
Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp.
cremoris, citratno—pozitivne
Lc. lactis (krajnji izbor zavisi od zemlje u
kojoj se proizvodi)

Dadih Lb. casel subsp. casel, Ln.
paramesenteroides, Lb. plantarum, Lc.
lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris,
citratno—pozitivne Lc.
lactis, Enterococcus faecium (zavisi od
zemlje u kojoj se proizvodi)

Filmjolk Lc. lactis subsp. lactis

citratno—pozitivne Lc. lactis
Ln. mesenteroides subsp. cremoris




Kefir Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp.
cremoris, citratno—pozitivne

Lc. lactis, Ln. mesenteroides subsp. cremoris,
Ln. mesenteroides

subsp. dextranicum, Sc. thermophilus, Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus,

Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb. kefir, Lb.
kefiranofaciens,

Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces

Spp.

Njemacki kefir Lc. lactis subsp. lactis, citratno—pozitivne Lc.
lactis subsp. cremoris,

Sc. thermophilus, Lb. acidophilus, Lb. lactis,
Lb. brevis, Candida kefyr

Kumis Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, Saccharomyces
lactis, Torula koumiss

Tatmjolk Kao za Filmjolk

Viili Kao za Filmjolk plus Geotrichum candidum
Yakult Lb. casei subsp. casei

Jogurt Sc. thermophilus, Lb. delbrueckii subsp.
(uklju€ujuci labneh i sli¢ne proizvode) bulgaricus

2.1. STARTER KULTURE U PROIZVODNJI MLIJECNIH PROIZVODA

Starter kulture su selekcionirani mikroorganizmi izolirani na osnovi razliCitih karakteristika,
koji sloZzenim biokemijskim procesima proizvode dominantno mlijecnu kiselinu
(homofermentativni oblici — tipi¢no za jogurt i fermentirane mlije¢ne proizvode tipa jogurta)
ili pored mlije¢ne kiseline, laktozu transformiraju i u druge produkte: etanol, ugljikov dioksid
(heterofermentativni tip — tipi¢no za kefir i kumis). Starter kulture su bile nepoznate do 1878.
godine, kada je Joseph Lister izolirao Cistu kulturu bakterija mlijene kiseline. Pocetkom XX.
stolje¢a komercijalna proizvodnja i upotreba starter kultura dozivela je ekspanziju. Suvremena
proizvodnja kvalitetnih fermentiranih mlije¢nih proizvoda zahtijeva upotrebu starter kultura
koje najceS¢e sadrZze kombinaciju razliitith vrsta 1 sojeva mikroorganizama, uglavnom
bakterija mlijeCne kiseline. To su prirodni izolati selekcionirani na osnovi fizioloSkih
karakteristika, tj. sposobnosti da stvaraju odredene koli¢ine pozeljnih komponenata (laktata,
acetata, diacetila, acetaldehida, etanola, ugljikovog dioksida), kao i na osnovu rezistentnosti
na bakteriofage, sposobnosti da rastu u medusobnim kombinacijama, a u posljednjih nekoliko

godina naglasak je stavljen i na probioti¢ka svojstva (Tamime i Robinson, 2004; Tamime,
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2006). Kada je u pitanju primjena starter kultura u prehrambenoj industriji postoje opci

kriteriji koji se odnose na sigurnost, tehnoloske karakteristike i ekonomski aspekt primjene
(Buchenhuskes, 1993; Nauth, 2006):

1. Sigurnost:

e nepostojanje patogene aktivnosti,

e odsustvo toksicnog djelovanja;

2. Tehnoloske karakteristike:

e dominacija u odnosu na spontanu mikrofloru,
e otpornost na kontaminaciju tijekom tehnoloskog procesa,
e stabilna metaboli¢ka aktivnost;

3. Ekonomski aspekt:

e primjena kulture mora biti isplativa,
e 0snovna svojstva se ne smiju mijenjati tijekom roka trajanja,
e rukovanje mora biti jednostavno,
e kulture moraju biti smrznute ili liofilizirane.
Poznato je da starter kulture imaju visestruku ulogu u formiranju fizikalno—kemijskih i

senzorskih karakteristika fermentiranih mlije¢nih proizvoda:

e tijekom procesa fermentacije formira se mlijecna kiselina koja ima konzervirajuci
ucinak i doprinosi produzetku roka trajanja, tj. produZava trajnost proizvoda;
e proizvode se bakteriocini koji takoder mogu imati konzervirajuce djelovanje;
e poboljSavaju senzorske karakteristike wuslijed proizvodnje organskih kiselina,
karbonilnih komponenata i djelomi¢ne hidrolize proteina 1 masti;
e poboljSavaju reoloska svojstva fermentiranih mlijeCnih proizvoda (viskoznost,
cvrstoca i dr.);
e doprinose dijetetskim/funkcionalnim 1 nutritivnim svojstvima fermentiranih mlijecnih
proizvoda, posebno u proizvodima sa probioticima.
Razli¢iti mikroorganizmi (bakterije, kvasci i1 plijesni — pojedina¢no ili u odabranim
kombinacijama) mogu se Koristiti za proizvodnju fermentiranih mlije¢nih proizvoda. Vrsta,
udio 1 odnos pojedinih grupa mikroorganizama u starter kulturi utjeCe na proces i tip
fermentacije — homo ili heterofermentacija. Bakterije mlijecne kiseline koje se koriste kao

starter kulture u odnosu na tolerantnost prema temperaturi opcenito se dijele na:



e mezofilne (optimalna temperatura rasta 20-30°C) — koriste se za proizvodnju
fermentiranih mlijeka, velikog broja sireva, sirnih namaza, maslaca;

e termofilne (optimalna temperatura rasta 37-45°C) — koriste se za proizvodnju
fermentiranih napitaka tipa jogurta i nekih sireva.

2.1.1. Mezofilne starter kulture

Mezofilne kulture bakterija mlije¢ne kiseline za proizvodnju fermentiranih mlije¢nih napitaka
sastavljene su od homofermentativnih vrsta bakterija Lactococcus, te heterofermentativnih
bakterija vrste Leuconostoc. Mezofilne bakterije mlije¢ne kiseline utjeCu na konzistenciju
fermentiranih napitaka, na okus, miris i svojstvenu aromu, Kkoji nastaju pri procesu
fermentacije laktoze i limunske Kiseline. Trajanje fermentacije djelovanjem mezofilnih
bakterija mlijeCne kiseline ovisi o temperaturi inkubacije, ali i o aktivnosti i udjelu
uporabljene sirovine (Tratnik, 1998). Mezofilne starter kulture su Siroko rasprostranjene u
industriji fermentiranih mlije¢nih proizvoda kao $to su "filmjolk" i "lactofil" (u Svedskoj) i
"ymer" (u Danskoj). Mezofilna starter kultura gotovo sigurno sadrzi Lactococcus lactis subsp.
cremoris, ali ¢e rijetko ova vrsta biti sama. Mlaéenica, "langfil", i "villi", koji su popularni u
Norveskoj, Svedskoj i Finskoj, pored Lactococcus lactis subsp. cremoris sadrze i vrste roda
Leuconostoc. Ostali fermentirani mlije¢ni proizvodi sa mezofilnim starter kulturama su i

kiselo vrhnje, kefir i dr.
2.1.2. Termofilne starter kulture

Termofilne kulture bakterija mlijecne kiseline, obi¢no su sastavljene od sojeva
homofermentativnih bakterija Lactobacillus i Streptococcus. Upotrebljavaju se i kao
monokulture, ali najée$¢e kao mjeSovite kulture, uglavnom u proizvodnji jogurta i slicnih
tipova fermentiranth mlijenth  napitaka. Klasi¢na, najstarija mljekarska kultura —
,jogurtna kultura®, sastoji se od bakterija Streptococcus thermophilus i Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, u omjeru 1:1. U zajednickom rastu tih bakterija razvoj
kiseline u mlijeku puno je brzi i ve¢i, nego djelovanjem svake bakterije kao monokulture.
Pojedinacni  sojevi  bakterija  jogurtne kulture rastu pri razli¢itim optimalnim
temperaturama, ali se za zajednicki rast u mlijeku (simbioza) preporuca temperatura od 42 °C,
mjeSovita kultura obiju vrsta bakterija u omjeru 1:1, te udio inokuluma oko 2,0%. Gotovi
jogurt tada sadrzava oko 0,9 do 0,95% mlije¢ne kiseline (Tratnik, 1998). Termofilne starter
kulture se dijele u dvije osnovne grupe, sa nedefiniranim i definiranim vrstama

mikroorganizama u svom sastavu. Primjeri definiranih termofilnih starter kultura su:



Streptococcus thermophilus i Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, gdje su njihov rast
I proizvodnja mlije¢ne kiseline poboljsani uzajamnim odnosom ove dvije vrste; Lb.
acidophilus, koristi se u proizvodnji acidofilnog mlijeka i Lb. paracasei subsp. paracesei

koristi se u proizvodnji "yakulta".
2.2. FAKTORI KOJI INHIBIRAJU STARTER KULTURE

Brojni ¢imbenici mogu negativno utjecati na aktivnost starter kultura i dovesti do loSe
kvalitete fermentiranog mlije¢nog proizvoda. Kad se mlijecna kiselina ne proizvodi zeljenom
brzinom i u potrebnim koli¢inama, starter se naziva "sporim". Sporost u djelovanju startera
moze biti izazvana genetskim sklopom ili vanjskim faktorima. Vanjski faktori, izmedu
ostalog, ukljucuju: bakteriofage, rezidue antibiotika i agenasa za sanitaciju, inhibitorne
supstance prirodno prisutne u mlijeku, varijacije u sastavu mlijeka zbog mastitisa ili sezonskih

faktora, i metabolite bakterija koje izazivaju kvarenje.

Bakteriofagi su virusi koji napadaju bakterije 1 izazivaju autolizu stanice. Nije moguce
eliminirati ulaz bakteriofaga u mljekaru, ali njihov rast moze biti kontroliran efikasnom
sanitacijom. Opcenito, termofilne starter kulture su manje ugrozene od mezofilnih. U
proizvodnji jogurta, fermentacija traje relativno kratko (3—4h) pa je malo vjerojatno da ¢e
bakteriofagi simultano dijelovati na sve komponente starter kulture. U slucaju dijelovanja
bakteriofaga na jednu vrstu u starter kulturi, proizvodnja kiseline od strane vrste na koju
bakteriofagi ne dijeluju ¢e se nastaviti, uzrokuju¢i malo ili nimalo problema u proizvodnji.
Mijere koje se poduzimaju da bi se minimalizirao rizik od djelovanja faga su: upotreba starter
kultura koje sadrze viSe vrsta mikroorganizama (mijeSane kulture), striktno pridrzavanje
asepti¢nih uvjeta, 1 odgovarajuci termicki tretman medija za rast startera (npr. na 85°C, 30

min.).

Rezidue antibiotika i agensi za sanitaciju kao §to su kvatenarna amonijeva sol, hipokloriti i
vodikov peroksid takoder inhibiraju rast starter kultura. Oni mogu kontaminirati mlijeko kao
rezultat ljudske greske. Antibiotici se koriste u tretiranju mastitisa dok se deterdzenti i
dezificijensi koriste za ¢iS¢enje i sanitaciju pogona. Starter kulture koje su u upotrebi razlikuju

se prema osjetljivosti na ove agense.

Inhibitorne supstance prirodno prisutne u sirovom mlijeku, kao S§to su laktoni,

laktoperoksidaza/ vodikov peroksid/tiocijanat spoj (LPS), aglutinini, i lizozim se opcenito



uniStavaju odgovaraju¢im termickim tretmanom mlijeka koji prethodi proizvodnji

fermentiranih mlije¢nih proizvoda (Obradovi¢, 2003).

Sezonske varijacije u sastavu mlijeka rezultiraju nizim sadrzajem mikronutrijenata (elementi
u tragovima, neproteinski azotni spojevi) i utjecu na aktivnost starter kultura. Progresivna
inhibicija proizvodnje kiseline i opadanje stope proizvodnje kiseline od strane starter kulture
ispitana je u jogurtu proizvedenom uz dodatak saharoze, koja podize osmotski tlak u sustavu.
Sposobnost proizvodnje kiseline djelovanjem jogurtne starter kulture je sasvim uobicajena u
sustavu koji sadrzi 4-7% saharoze. Komercijalni starteri koji su relativno osmotolerantni
mogu omoguciti visi udio koriStenja saharoze bez kaSnjenja u proizvodnji kiseline tijekom

proizvodnje jogurta (Marshall, 1993; Frank i Hassan, 1998).
2.3. VRSTE FERMENTIRANIH MLIJECNIH PROIZVODA

Fermentirani mlije¢ni proizvodi do sada dostupni na trziStu se prema vrsti i sastavu

upotrijebljenog startera mogu sumarno podijeliti na:

e proizvode u kojima je zastupljena mlije¢no kisela fermentacija uslijed prisustva
bakterija mlijecne kiseline (jogurt);
e proizvodi gdje fermentaciju mlijeka uzrokuju kvasci i bakterije mlijecne kiseline (kefir
i kumis) i
e proizvodi u kojima je fermentacija izazvana kombinacijom plijesni 1 bakterija mlijecne
kiseline ("villi™).
Mlije€no kisela fermentacija mlijeka u ovisnosti o temperaturi inkubacije moZe biti mezofilna

(djelovanjem mezofilnih starter kultura) i termofilna (djelovanjem termofilnih starter kultura).

Kultivirana mlacenica, kiselo vrhnje, "lactofil", "filmj6lk", nordijska fermentirana mlijeka,
"ymer", "shrikhand" i "chakka" su proizvodi dobiveni mezofilnom fermentacijom mlijeka dok
su jogurt, "laban", "zabady", "labneh", "skyr", "yakult", acidofilno mlijeko i bugarska

mlacenica proizvodi dobiveni kao rezultat termofilne fermentacije mlijeka.
2.3.1. Mezofilna fermentacija
2.3.1.1. Kiselo vrhnje

Kiselo vrhnje je ekstremno viskozan proizvod sa okusom i aromom mlacenice. Krajnji pH pri
proizvodnji iznosi 4,5. Najces¢e ne sadrzi manje od 18% masti. Lactococcus lactis subsp.

cremoris i Lc. lactis subsp. lactis su odgovorni za proizvodnju Kiseline, dok su citratno

8



pozitivni sojevi Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis i Leuconostoc mesenteroides
subsp. cremoris primarni izvori okusa i arome, zbog njihove sposobnosti da proizvedu
diacetil, vaznu hlapljivu komponentu koja proizvodu daje specificnu aromu. Temperatura

inkubacije iznosi 21-24°C.
2.3.1.2. Nordijska fermentirana mlijeka

Glavne karakteristike nordijskih fermentiranin mlijeka su visok viskozitet i rastezljiva
struktura. One su rezultat snaznog rasta kapsularnih laktokoka uglavnom Lc. lactis subsp.

cremoris. Rastezljiva struktura je posljedica formiranja egzopolisaharida od strane laktokoka.
2.3.2. Termofilna fermentacija
2.3.2.1. Jogurt

Jogurt je proizvod koji se dobiva mlije¢no kiselom fermentacijom i djelovanjem bakterija
Streptococcus thermophilus i Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, iz mlijeka ili
proizvoda od mlijeka (pasterizirano mlijeko, koncentrirano mlijeko, pasterizirano djelimi¢no
obrano mlijeko, koncentrirano djelimi¢no obrano mlijeko, pasterizirano vrhnje i kombinacija
dva ili vise prethodno navedenih proizvoda sa dodacima ili bez). Karakterizira ga glatka,
viskozna struktura i delikatan oraSast okus. Inkubacija se odvija na 42-45°C dok se ne
dostigne titracijska kiselost od 0,9-1,2% (pH oko 4,5). Prepoznatljiv okus jogurta se postize
uzajamnim odnosom S$tapic¢a i koka, a zavisi i od temperature fermentacije i proizvodnji
kiseline. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus proizvodi aminokiseline i peptide koji su
neophodni za rast Streptococcus thermophilus, dok folate proizvodi Sc. thermophilus i tako
podrzava rast Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus. Hlapljive aromatske komponente ukljucuju
male koli¢ine octene kiseline, diacetila i acetaldehida koje proizvodi Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus. Jogurt i proizvodi tipa jogurta proizvode se Sirom Mediterana, Azije, Afrike i
srednje Europe. "Zabady" ili egipatski jogurt se tradicionalno proizvodi od ov¢jeg mlijeka.
Mlijeko bizona se Cesto koristi u proizvodnji ovih proizvoda, pretezno u kombinaciji sa

kravljim mlijekom.
2.3.2.2. Probioticki fermentirani mlijecni proizvodi

Inkorporiranjem probiotickih mikroorganizama u startere za fermentaciju ili u veé
fermentirano mlijeko, stvorena je nova vrsta proizvoda koji pokazuju brojna profilakticka 1/ili

tarapeutska svojstva (Milanovi¢, 1997). Probiotici su zivi mikroorganizmi izolirani iz



humanog intestinalnog trakta koji kada se unesu u ljudski organizam putem fermentiranog
mlijeCnog proizvoda u adekvatnom broju, doprinose zdravlju istog (FAO/WHO, 2002).
Kriterije izbora probiotickih mikroorganizama za komercijalnu proizvodnju fermentiranih
mlije¢nih proizvoda detaljno su opisali Marshal 1 Tamime (1997), a neki od aspekata su
primjerice otpornost na Zeluc¢anu kiselinu 1 proteoliticke enzime; stabilnost na brzu promjenu
pH vrijednosti tijekom proizvodnje i tijekom perioda skladiStenja; otpornost prema zuc¢nim
kiselinama te da ne utjecu negativno na okus i teksturu proizvoda. S obzirom da potjecu iz
humanog probavnog trakta, probiotickim bakterijama mlijeko Cesto nije pogodan supstrat za
rast, pa su brzina rasta i proizvodnja kiseline veoma spore te se javlja nepozeljan okus, kao na
primjer pri proizvodnji velike koli¢ine octene kiseline (Mattila—Sandholm i sur., 2002). Da bi
se to izbjeglo, probioticke bakterije u komercijalnoj upotrebi Cesto se kombiniraju sa
tradicionalnim kulturama kao §to je jogurtna ili kulturama za proizvodnju sireva (Van de
Casteele 1 sur., 2006). Zdravstveni znacaj probiotickih mikroorganizama se prema literaturnim

podacima ogleda u (Tamime, Robinson, 2004; Tamime, 2006):

e aktivnom djelovanju protiv Helicobacter pylori i povecanju probavljivosti laktoze;
e stimulaciji probavnog imuniteta i crijevne peristaltike;
e poboljSanju ravnoteze izmedu mikrobne populacije;
e smanjenju fekalne enzimske aktivnosti i mogucnosti rasta Salmonella spp.;
e prevenciji/tretmanu akutnih, virusnih dijareja, kao i dijareja uzrokovanih
antibioticima;
e poboljSanju imuniteta prema razli¢itim bolestima;
e smanjenju poviSenog tlaka;
e stabilnosti intestinalne mikroflore;
e sniZenju sadrZaja kolesterola.
Vazno je napomenuti da samo svakodnevno konzumiranje moZe imati utjecaja na sastav

crijevne flore jer zivotni vijek stanica iznosi oko 7 dana nakon kolonizacije (Obradovi¢ 1 sur.,

2001).

Najcesc¢e koristeni probiotici su razli¢iti sojevi rodova Lactobacillus i Bifidobacterium.
Saccharomyces boulardii je jedina vrsta kvasaca za koju je dokazano da posjeduje svojstva
probiotika. Temperaturni optimum za rast i metabolicke aktivnosti mu je 37°C. Pokazalo se
da djeluje inhibitorno na brojne patogene mikroorganizme. Navedena vrsta nadena je u

kulturama kombuche i kefira, pa su napravljeni prvi pokusaji u pogledu primjene ove vrste u
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proizvodnji fermentiranih mlijecnih napitaka u zajednici sa bakterijama mlije¢ne kiseline.
Iako nema moguénost iskoristavanja laktoze, Saccharommyces boulardii Kkoristi prisutne
organske kiseline, galaktozu i glukozu nastalu tijekom metabolizma bakterija mlijecne
kiseline. Glavni problem za daljnju primjenu ove vrste predstavlja pojava CO; i alkohola, ali
istraZivanja treba nastaviti jer se potencijalno mogu dobiti proizvodi sa visokom nutritivnom
vrijednos¢u (Obradovi¢ i sur.,, 2009). Da bi se stimulirao rast i metabolicka aktivnost
probiotickih bakterija, fermentiranim mlije¢nim proizvodima se dodaju prebiotici. Danas,
koncept prebiotika podrazumijeva neprobavljive sastojke hrane koji stimuliraju crijevnu
mikrofloru (Aryana i sur., 2007). Prema Tamime (2005) prebiotici su opéenito oligosaharidi,
polimeri sa dva do dvadeset monomera, koji povoljno djeluju na rast i/ili aktivnost jedne ili
viSe bakterijskih vrsta i time stimuliraju humani imunoloski sustav da se bori protiv patogenih
organizama. U najznacajnije prebiotike ubrajaju se: laktuloza, fruktooligosaharidi,
galaktooligosaharidi, ostali neprobavljivi oligosaharidi 1 neprobavljivi skrob (Gregurek, 2001;
Obradovi¢ i sur., 2001). Nedavna istrazivanja pokazala su da obogacivanje obranog mlijeka
inulinom, ¢ak i u malim koncentracijama, znacajno poboljSava rast i razvoj Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus i Bifidobacterium lactis u nemasnom fermentiranom
mlijeku (Oliveira i sur., 2011). Na ovaj nacin, inulin moze zamijeniti mast u nemasnom
funkcionalnom mlije€nom proizvodu, dajuéi mu gotovo identicne senzorske karakteristike

(Akin 1 sur., 2007; Cruz 1 sur., 2010).
2.3.2.3. Acidofilno mlijeko

Acidofilno mlijeko je proizvod blagog okusa, tekuce konzistencije i kiselosti 44-46 °SH,
maksimalno 55°SH (Sipka, 1972). Fermentacija se odvija djelovanjem kulture Lactobacillus
acidophilus. S obzirom da ovaj mikroorganizam raste sporo i razgraduje laktozu, a pri tome je
osjetljiv na prisustvo drugih mikroorganizama, vrSi se sterilizacija mlijeka (ili visoka
pasterizacija). Fermentacija se odvija na 37°C uz dodatak 2-5% kulture i proces traje 8-10h
do postizanja pH 4,5. Proizvod se zatim bez mijeSanja puni u ambalazu i ¢uva na 4-5°C.
Tijekom skladistenja kiselost proizvoda ne raste, jer se Lactobacillus acidophilus ne razvija
na temperaturama nizim od 5°C. U nekim zemljama, lijje¢nici preporucuju acidofilno mlijeko
pacijentima sa razli¢itim poremecajima gastrointestinalnog trakta koji ukljuc¢uju konstipaciju,

neulcerativni kolitis i dijareju.

2.3.3. Fermentacija kvascima i bakterijama mlije¢ne kiseline

2.3.3.1. Kefir
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Kefir je porijeklom sa Kavkaza. Ovaj pjenusavi napitak specificnog okusa sadrzi 0,9-1,1%
mlijene kiseline i 0,3—1% alkohola i jako je popularan u isto¢noj Europi dok je njegova
potrosnja u drugim dijelovima svijeta ograni¢ena zbog problema sa pakiranjem i distribucijom
(ukoliko nije omogucena niska temperatura, kvasci prisutni u kefiru ¢e nastaviti proizvoditi
alkohol i ugljikov dioksid tijekom skladiStenja). Kefir se uobi¢ajeno proizvodi od
punomasnog mlijeka koje se podvrgava termiCkom tretmanu na 95°C u trajanju od 5 min
kako bi se izvrSila denaturacija proteina sirutke i time poboljsala viskoznost gotovog
prozvoda. Tzv. kefirna zrnca, mjeSavina bakterija (octene i mlijecne kiseline) i kvasaca
okruzenih polisaharidnim matriksom (kefiran), ¢ine inokulum. Starter kultura se priprema iz
kefirnih zrnaca. Lactobacillus kefiri, i vrste rodova Leuconostoc, Lactococcus i Acetobacter
rastu u snaznoj medusobnoj povezanosti. Kefirna zrnca sadrze i kvasce (Kluyveromyces
marxianus) koji fermentiraju i koji ne fermentiraju laktozu (Saccharomyces unisporus,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces exiguus) (Tamime, 2006). Kefir se moze smatrati
izvorom probiotika jer, pored dobrog nutritivnog sastava povoljno utjeCe na citav niz
zdravstvenih stanja. Postoje brojne studije koje ispituju imunomodulatorni i digestivni uc¢inak
uzrokovan konzumiranjem kefira (Schneedorf i Anfiteatro, 2004). Digestivne ucinke kefira
istrazivali su Cardoso 1 sur. (2003) koji su dokazali poboljSanje peristalticke aktivnosti
intestinalnog trakta Stakora koji su tretirani Se¢ernim kefirom 15 dana. Liu 1 sur. (2005) su
pokazali da kefir (dobiven iz mlijeka) posjeduje znacajnu koli¢inu DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) radikala koji nam pokazuje antikosidativnu aktivnost. Kefir takoder, pokazuje
antimikrobnu aktivnost protiv Sirokog spektra bakterija i gljivica. Patogena barijera stvorena
od strane kefira potvrdena je u vise studija na pili¢ima i ljudima, ukljuc¢ujuci rezistentnost na
enterohemoragi¢nu Escherichia coli (Ota, 1999), Helicobacter pylory (Bohmler, 1996) i
Staphylococcus aureus (Rodrigues i sur., 2005). Stimulacija imunoloskog sustava
konzumiranjem kefira i1 izolacija sfingomijelina iz njegovih lipida takoder je demonstrirana

(Osada, 1993).
2.3.3.2. Kumis

Kumis je sli¢an kefiru jer se pri njegovoj proizvodnji pored mlije¢ne odvija i alkoholna
fermentacija. Tradicionalno se proizvodi od mlijeka kobile. Ovaj proizvod je rezultat
fermentacije mlijeka djelovanjem Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus i kvasaca koji
fermentiraju laktozu kao npr. Saccharomyces lactis i Kluyveromyces marxianus. Ugljikov
dioksid je odgovoran za pjenusav izgled proizvoda i1 doprinosi okusu. Prilikom proizvodnje

kumisa povecava se udio duSicnih komponenata, u prvom redu slobodnih esencijalnih
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aminokiselina, $to doprinosi nutritivnoj vrijednosti gotovog proizvoda. Mikroflora starter
kulture kumisa pokazuje baktericidno i bakteriostatsko djelovanje protiv mnogih patogena,
kao $to su Escherichia coli, Bacillus cereus i Mycobacterium spp. (Tamime, 2006).

2.3.4. Plijesni u mlije¢no kiseloj fermentaciji
2.3.4.1. "Viili"

Opcenito, fermentirani mlijeCni proizvodi se ne proizvode djelovanjem plijesni kao
komponentom starter kulture. lzuzetak je finski proizvod "viili". Starter kultura za njegovu
proizvodnju ukljucuje citrat pozitivne bakterije Lc. lactis i Ln. mesenteroides subsp. cremoris,
zajedno sa plijesni Geotrichum candidum. Karakteristicna rastezljiva struktura ovog

proizvoda rezultat je formiranja kapsula od strane laktokoka.
2.4. KOMBUCHA
2.4.1. Mikrobioloski sastav

Do sada se smatralo da kombucha predstavlja simbiotsku zajednicu bakterija octene kiseline
(BOK) i autohtonih vrsta kvasaca. Samo nekoliko rodova BOK izolirano je iz kombuche i to
najéeSce Acetobacter (Chen i Liu, 2000; Dutta i Gachhui, 2006; Zhang i sur., 2011; EI-Salam,
2012), te vrste Gluconacetobacter i Lactobacillus (Wu i sur., 2004; Yang i sur., 2010;
Trovatti i sur., 2011; Zhang i sur., 2011). Najbolje proucena vrsta je Komagataeibacter
xylinus, koji je ujedno i najefikasniji proizvoda¢ bakterijske celuloze koja se u vidu pelikule
formira na povrsini tekucine za kultivaciju kombuche (Strap i sur., 2011). Komagataeibacter
xylinus je nedavno reklasificiran iz Gluconacetobacter xylinus (Yamada i sur., 2012), takoder,
ranije poznat kao Acetobacter xylinum (Yamada i sur., 1997). Mikroskopskom analizom
celulozne pelikule utvrdeno je da se na njenoj povrsini nalazi veliki broj Stapicastih bakterija
koje kao striktni aerobi zauzimaju polozaj prema atmosferskom kisiku, dok se s donje strane
pelikule mogu vidjeti nakupine stanica kvasaca, fakultativnho anaerobnih mikroorganizama
(Greenwalt i sur., 2000). Populacija kvasaca u kombuchi je raznovrsnija (Teoh i sur., 2004).
Identificirane su vrste rodova Zygosaccharomyces, Candida, Kloeckera/Hanseniaspora,
Torulaspora, Pichia, Brettanomyces/Dekkera, Saccharomyces and Saccharomycoides (Chen i
Liu, 2000; Markov i sur., 2001; Teoh i sur., 2004). Uloga kvasaca je da pretvaraju saharozu u
organske kiseline, ugljikov dioksid i etanol, koje ¢e zatim upotrijebiti BOK za proizvodnju
acetaldehida i octene kiseline. BOK takoder koriste glukozu (stanice kvasaca fermentativno

metaboliziraju glukozu i fruktozu) za sintezu celuloze i glukonske kiseline (Greenwalt i sur.,
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1998; Dufresne i Farnworth, 2000). Ukupan broj bakterija i kvasaca dostize 10*-10° CFU/mL
u kombuchi nakon otprilike deset dana fermentacije. Broj kvasaca blago nadmasuje broj
bakterija (Chen i Liu, 2000; Teoh i sur., 2004; Goh i sur., 2012). Utvrdeno je da broj
mikroorganizama polako opada tijekom procesa fermentacije zbog nedostatka kisika i
ekstremno kiselih (pH 2,5) uvjeta sredine (Chen i Liu, 2000). U radu Radulovi¢ i sur. (2010)
utvrdeno je prisustvo laktobacila (3,8 x 10 CFU/mL) i laktokoka (7 x 10° CFU/mL) u
inokulumu kombuche. Najnovija istrazivanja potvrduju prisustvo bakterija mlije¢ne kiseline,
roda Lactobacillus u mikrobnim populacijama kombuche (Marsh i sur., 2014). Marsh i
suradnici (2014) su utvrdili u analiziranim uzorcima kombucha napitka da je dominantan rod
bakterija Gluconacetobacter (>85%) sa tragovima populacije Acetobacter (<2%). Sto se
populacije kvasaca tiCe, spomenuti autori su ustanovili da je rod Zygosaccharomyces

dominantan (>95%).
2.4.2. Primjena kombuche u proizvodnji napitaka

Metaboli¢kom aktivnos¢u kombuche na razli¢itim supstratima (Reiss, 1994; Malbasa i sur.,
2008a; 2008b) narocito na crnom ¢aju zasladenom saharozom dobiva se blago gazirani, blago
kiseli 1 blago karbonizirani napitak, nutritivno jako vrijedan (Greenwalt 1 sur., 2000; Ili¢i¢,
2010). Postoji mogucénost kultivacije kombuche i na supstratima kao §to su: coca—cola, pivo,
vino, razni aromati¢ni napici, ekstrakti biljnih mjeSavina, ekstrakt topinambura, melasa,
mlijeko, sirutka i dr. (Malbasa, 2000; Belloso—-Morales i Hernandez—Sanches, 2003; Malbasa i
sur., 2008a; 2008b; 2009a; 2012). Kombucha se kultivira u aerobnim uvjetima na temperaturi
od 25-30°C u posudi od stakla ili porculana sa Sirokim otvorom, kako bi se omogucilo
dovoljno kisika iz zraka. Kvalitativni i kvantitativni sastav napitka od kombuche varira u
ovisnosti o porijeklu kombuche, klimatskim faktorima, kao i o prisutnim sojevima kvasaca i

bakterija. Glavni metaboliti identificirani u napitku od kombuche su:

Seceri (saharoza, glukoza, fruktoza),

e kiseline (glukonska, glukuronska, mlije¢na, vinska, jabuc¢na, limunska, oksalna,
malonska, octena),

e vitamini (C, B1, B2, B3, B6, B12),

e enzimi (invertaza, amilaza, katalaza, citokrom oksidaza),

e alkoholi (etanol),

e ioni esencijalnih elemenata (Cu®*, Fe?*, Mn**, Ni**, Zn®").
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Osim nabrojanih, utvrdeno je i prisustvo 14 aminokiselina, biogenih amina, vitamina E u
tragovima, kofeina, antibiotski aktivnih spojeva, fenolnih kao i drugih spojeva (Malbasa,
2009). Od fenolnih spojeva najzastupljeniji su flavonoidi, posebno epigalokatehin galat
(EGCG), epigalokatehin (EGC), epikatehin galat (ECG) i epikatehin (EC) (Friedman i sur.,
2005). Sadrzaj i sastav fenolne frakcije u kombucha napitku znacajno varira u ovisnosti od
vrste Caja 1 postupka njegove prerade. Kallel i sur. (2012) pratili su razgradnju saharoze
tijekom fermentacije kombuche na crnom i zelenom c¢aju tijekom 15 dana. Sadrzaj saharoze
kontinuirano se smanjivao tijekom dva tjedna fermentacije i brzina nestajanja saharoze bila je
niza u zelenom c¢aju u usporedbi sa crnim $to je u skladu sa istrazivanjima drugih autora
(Chen i Liu, 2000). Mikroflora kombuche preferira glukozu kao izvor ugljika, osim ako se u
fermentacijskom mediju ne dogodi substitucijska izomerizacija glukoze u fruktozu (Seto i
sur., 1997). Tijekom fermentacije pH vrijednost napitka opada, a najznacajnije su promjene
izrazene do tre¢eg dana fermentacije. Nakon toga, do kraja fermentacije, ukupna promjena pH
vrijednosti je za 0,46 pH jedinica, Sto ukazuje na to da ugljikov (IV) oksid koji se stvara
tijekom fermentacije moze imati puferski u¢inak (Kallel i sur., 2012). U radu Jayabalan i sur.
(2007) koncentracija octene kiseline bila je visa u zelenom c¢aju fermentiranim kombuchom
nego u crnom (9,5 1 6,2 g/L, respektivno, 15. dana fermentacije). SadrZaj octene kiseline
varira od 5 do 10 g/L u fermentacijskim tekucinama (zeleni ili crni ¢aj fermentiran
kombuchom) i ovisi o sastavu i/ili aktivnosti prisutnih bakterija octene kiseline. Koncentracija
etanola (u granicama izmedu 1,7 i 5,5 g/L (Chen i Liu, 2000)) naglo raste nakon tre¢eg dana u
fermentiranim napitcima, ranije i brze u crnom ¢aju u usporedbi s zelenim, kao posljedica

intenzivnog metabolizma kvasaca.

Mnoga istraZivanja su proucavala fenolne frakcije kombucha napitaka iz zelenog i crnog ¢aja.
Nisu utvrdene znacajnije razlike u sadrzaju ukupnih fenola i detektiranih monomera na kraju
fermentacijskog perioda izmedu crnog i zelenog ¢aja (Jayabalan i sur., 2008; Kallel i sur.,
2012). Nasuprot tome, sadrzaj teaflavina umjereno raste, a tearubigina izrazito opada tijekom
fermentacije kombuche (Jayabalan i sur., 2007; Kallel i sur., 2012). Malbasa (2004) je objavio
prve rezultate istrazivanja antioksidativne aktivnosti kombucha napitka pracenjem
sposobnosti transformacije i stabilizacije slobodnih radikala. Uzroci antioksidativne aktivnosti
kombucha napitka mogu biti dvojaki. Jedan od uzroka je utjecaj flavonoidnih antioksidanata,
koji potjecu iz crnog i zelenog ¢aja, u prvom redu polifenolnih komponenata (EGCG, EGC,
ECG, EC, TFs i TRs). Drugi uzrok antioksidativne aktivnosti kombucha napitka je nastanak

metabolita, koji imaju svojstva antioksidansa, prvenstveno vitamina C, vitamina B grupe
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(naroCito B2 1 B6), zatim purina i pirimidina, katalaze 1 nekih organskih kiselina itd.
Jayabalan i sur. (2008) takoder su utvrdili visoku antioksidativnu aktivnost kombucha napitka
na hidroksi (OH) i 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalima kao i djelovanje na
superoksid radikal i utjecaj na anti—lipidnu peroksidaciju. Malbasa i sur. (2011) objavili su
rezultate istrazivanja utjecaja starter kulture kombuche na antioksidativnu aktivnost
tradicionalnog kombucha napitka na hidroksi i DPPH radikale. Vitas i sur. (2013) ispitivali su
antioksidativnu aktivnost fermentiranih mlije¢nih proizvoda dobivenih pomocéu kombuche
kultivirane na ¢aju od koprive i1 na ¢aju vrijeska. Ustanovljen je sinergisti¢ki u¢inak mlije¢ne
masti i temperature fermentacije na antioksidativnu aktivnost prema hidroksi radikalima za
oba tipa dobivenih fermentiranih mlije¢nih proizvoda. U radu Hrnjez i sur. (2014) analiziran
je antioksidativni kapacitet, aktivnost inhibitora angiotenzin konvertiraju¢eg enzima (ACE) i
stupanj proteolize fermentiranih mlijeénih proizvoda dobivenih pomocu kombuche i
usporeden je sa fermentiranim mlije¢nim proizvodima dobivenim primjenom probioticke i
jogurtne starter kulture. Fermentirani mlije¢ni proizvodi dobiveni primjenom kombuche imali
su najvisu ACE aktivnost (63,43%) na kraju perioda skladistenja od 14 dana u usporedbi sa
fermentiranim mlije¢nim proizvodima dobivenim primjenom probioti¢ke i1 jogurtne starter
kulture. Antimikrobna aktivnost kombuche ispitana je prema velikom broju patogenih
mikroorganizama (Sreeramulu i sur., 2000). Utvrdeno je da su: Staphylococcus aureus,
Shigella sonnei, Escherichia coli, Aeromonas hydrophila, Yersinia enterocolitica,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Staphylococcus epidermis, Campylobacter
jejuni, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, Helicobacter pylori i
Listeria monocytogenes osjetljivi na kombuchu. Prema brojnim radovima, octena kiselina se
smatra odgovornom za inhibitorni u¢inak prema mikroorganizmima (Greenwalt i sur., 1998;
Sreeramulu 1 sur., 2000; Steinkraus i sur., 1996). Medutim, Sreeramulu i sur. (2000; 2001) su
utvrdili da kombucha ima antimirobni u¢inak prema E. coli, S. sonnei, S. typhimurium, S.
enteritidis, i C. jejuni cak i pri neutralnoj pH vrijednosti i nakon termicke denaturacije
kombuche. Ovo ukazuje na prisustvo i drugih antimikrobnih komponenti u kombucha napitku
osim octene kiseline i proteina velike molekulske mase. Battikh i sur. (2012) ispitivali su i
usporedili antibakterijsku i antifungalnu aktivnost kombuche fermentirane na crnom caju
prema Gram (+) i Gram (-) patogenim bakterijama i Candida kvascima koriste¢i difuzijsku
agar metodu sa kombucha analozima proizvedenim fermentacijom kombuche na biljnim
ekstraktima: Thymus vulgaris L., Lippia citriodora, Rosmarinus officinalis, Foeniculum
vulgare i Mentha piperita. Utvrdeno je snazno antifungalno djelovanje kombucha analoga,

narocito onih proizvedenih fermentacijom na L. citriodora i F. vulgare, kao i antibakterijsko
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djelovanje prema nekim patogenim bakterijama. Sinergija antimikrobnih komponenata i niske
pH vrijednosti (zahvaljuju¢i produkciji organskih kiselina) vjerojatno pojacava inhibitorni

ucinak kombucha napitka.
2.5. REOLOGIJA

Reologija je znanstvena disciplina koja se bavi te¢enjem i deformacijom kako krutih (¢vrstih),
tako 1 teku¢ih materijala. Kod prehrambenih proizvoda, osim pri odredivanju procesnih
uvjeta, reologija se Kkoristi i za definiranje parametara kakvoce. Osim kemijskog sastava, na
stanje nekog reoloskog sustava utjeCu jos neki ¢imbenici, kao Sto su: temperatura, udio suhe
tvari, pH, brzina smicanja, vrijeme smicanja, uvjeti pripreme i drzanja materijala, kao 1
primijenjena metoda odredivanja reoloSkih znacajki. Viskoznost se moZze jednostavno
definirati kao unutrasnje trenje koje djeluje unutar fluida (tekucine), tj. kao otpor tecenju.
Odnos smi¢nog naprezanja i brzine smicanja, prikazan graficki, predstavlja pravac koji
prolazi kroz ishodiste. Prema tome Newtonski sustavi (fluidi, tekucine) su oni kod kojih
postoji linearni odnos izmedu smi¢nog naprezanja i brzine smicanja, pri ¢emu se konstanta
proporcionalnosti naziva koeficijent viskoznosti ili jednostavno viskoznost. Medutim, mnogi
prehrambeni proizvodi odstupaju svojim reoloskim znacajkama od zakonitosti opisanih
Newtonovim izrazom. Takve nazivamo neNewtonovskim tekué¢inama (fluidima). Svojstva ne-
Newtonskih teku¢ina mogu se svrstati u dvije skupine, zavisno o tome da li se s vremenom
smicanja ta svojstva mijenjaju ili ne, na vremenski zavisne i nezavisne sustave. Sustavi
(fluidi) ¢ija svojstva ne ovise o vremenu smicanja su sustavi kod kojih je brzina smicanja
ovisna samo o lokalnom smi¢nom naprezanju. U ovu skupinu spadaju ovi sustavi (tekucine):
pseudoplasti¢ni sustavi (smi¢no naprezanje mnogo brze raste pri nizim brzinama smicanja
nego pri viSim), dilatantni sustavi (pri povecanju brzine smicanja naglo raste smic¢no
naprezanje) i binghamski plasti¢ni sustavi (kretanje (teCenje) pocinje tek kada je postignut
odredeni prag naprezanja to)(Viswanth i sur., 2007). Sustavi (fluidi) ¢ija svojstva ovise o
vremenu smicanja su sustavi kod kojih smi¢no naprezanje ne ovisi samo o brzini smicanja
nego i o vremenu. U tu skupinu spadaju ovi sustavi: tiksotropni sustavi (unutarnji otpor ovisi
0 primijenjenom naprezanju, trajanju naprezanja i prethodnim deformacijama, pri ¢emu dolazi
do narusavanja strukture, a viskoznost se smanjuje s trajanjem naprezanja. Kada prestane
djelovanje naprezanja, dolazi do ponovnog uspostavljanja po- Cetne strukture i porasta
viskoznosti), reopekticki sustavi (pokazuju suprotno ponasanje od tiksotropnih, tj. s
vremenom naprezanja povecava se konzistencija) i1 viskoelasticni sustavi (pri primjeni

(smi¢nog) naprezanja ovi sustavi pokazuju 1 elasticno i1 plasticno ponasanje. Medutim, od
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plasticnih fluida se razlikuju u tome, §to se oba navedena svojstva javljaju istovremeno, s
time, da nakon prestanka naprezanja, smicanje u materijalu u potpunosti ne prestaje)
(Viswanth i sur., 2007).

3 EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

3.1.1 Mlijeko za fermentaciju

Za sve pokuse koristeno je UHT mlijeko, marke Pilos s 2,8 % m.m. Mlijeko je prije samog
postupka inokulacije bilo termostatirano na temperaturu od 40 °C. Za svaki pokus koristen je
jednak volumen mlijeka od 250 mL. U tablici 2 prikazan je prosje¢ni sastav mlijeka u 100

mL.

Tablica 2. Prosjecan sastav mlijeka u 100 mL prema deklaraciji

Energetska vrijednost 238 kJ (57 kcal)
Proteini 3,20
Ugljikohidrati 4,79
Masti 2,80

3.1.2 Kultura za fermentaciju

Za fermentaciju je koriStena kultura kombuche koja je uzgajana na crnom ¢aju. Svakih tjedan
dana kultura kombuche je precijepljivana na svjezi crni ¢aj te je taj inokulum koriSten za
nacijepljivanje na mlijeko u razli¢itim koncentracijama (5%, 10% 1 15%). Precijepljivanje na
svjezi ¢aj se izvodi tako da se prvo skuha ¢aj na nain da se u litru crnog ¢aja doda 70 g
rafiniranog Secera (saharoza). Kada se ¢aj ohladi na 25-27°C dodaje se 10% inokuluma
kombuche (100 mL na 1 L ¢aja) i ostavi se u termostatu (29+1°C) tjedan dana do ponovnog
precijepljivanja.

18




3.2. METODE RADA
3.2.1 Postupak fermentacije

Fermentacija je zapocela termostatiranjem mlijeka na 40°C. Zatim se pripremio inokulum
procijedivanjem crnog ¢aja na kojem je uzgajana kombucha tjedan dana. Ukupno je koriSteno
3 litre mlijeka za jedan pokus koje se razdijelilo u 12 ¢asa od 250 mL. Za svaku temperaturu
fermentacije 1 za svaku koncentraciju inokuluma korisStene su 2 paralele (jedna u kojoj se
mjerio pH, a druga za analize). Proces pripreme za fermentaciju provodio se u sterilnim
uvjetima. Nacijepljena su tri uzorka mlijeka sa 5%, 10% i 15% inokuluma te stavljena u
termostat na temperaturu od 40 i 43°C. Svakih nekoliko sati mjerila se pH vrijednost, a kada
se ista spustila ispod 4,6 naglim je hladenjem ispod mlaza hladne vode zaustavljena
fermentacija. Na uzorcima su provedene analize odredivanja kiselosti po Soxhlet-Henkelu,
odredivanje suhe tvari, sinereza te su odredivana reoloska svojstva i provedeno je senzorsko
ocjenjivanje uzoraka. Fermentacija i analize su ponavljane tri puta u razmacima od tjedan

dana.
3.2.2 Odredivanje kiselosti

Osim aktivne kiselosti koja je sluzila kao pokazatelj zavrsetka fermentacije (pH 4,6) i koja je
odredena potenciometrijski pomoc¢u pH-metra (Multi 340i, WTW, Wellheim, Germany),

kiselost se odredivala i titracijski (°SH) metodom prema Soxhlet-Henkel-u.

3.2.2.1. Odredivanje kiselosti fermentiranog mlijeka pH metrom (BoZani¢ 1 sur., 2010)

Postupak:

pH se mjerio uranjanjem elektrode u uzorak fermentiranog mlijeka u odredenim vremenskim
intervalima. Kada se ustabilila, vrijednost pH je o€itana na pH-metru. Elektroda se izmedu
dva mjerenja isprala destiliranom vodom 1 posuSila stani¢evinom. pH vrijednost je mjerena
kako bi pratili tijek fermentacije, a kada je pH pao ispod 4,6 fermentacija je zaustavljena

hladenjem ispod mlaza hladne vode.
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3.2.2.2. Odredivanje titracijske kiselosti metodom po Soxhlet-Henkelu (Bozani¢ i sur., 2010)

Metoda po Soxhlet-Henkelu je u Republici Hrvatskoj sluzbena (referentna) titracijska metoda
za odredivanje stupnja kiselosti mlijeka i mlije¢nih proizvoda. Titracijska kiselost predstvlja

broj mL 0,1 M NaOH koji se utro$i za neutralizaciju 100 mL uzorka uz indikator fenolftalein.

Postupak:

Prvo se pripremi standardna boja koja sluzi kao orijentacija za boju do koje je potrebno
titrirati fermentirano mlijeko sa NaOH. Ta standardna boja je dobivena mijesanjem 20 mL
uzorka i 1 mL 5%-tne otopine kobaltovog sullfata. Zatim su svi ostali uzorci pripremljeni tako
da je u 20 mL uzorka dodano je 1 mL 2%-tne alkoholne otopine fenolftaleina. Smjesa je
nakon toga promijesana i titrirana s 0,1 mL NaOH do postizanja boje koja je kao standardna

boja i koja je kao takva bila stabilna 2 minute (blijedo ruzicasta).

Izracun:

°SH=ax2xf

gdje je:

a=mL 0,1 M NaOH utroSenih za neutralizaciju 20 mL mlijeka

f= faktor otopine natrijeve luZine (NaOH)=0,1 mol/L=1

3.2.3. Odredivanje sinereze mlijeka fermentiranog kombuchom

Sinereza predstavlja izdvajanje sirutke na povrSinu proizvoda (Tratnik i Bozani¢, 2012).

Aparatura i pribor:

1) Zlica

2) digitalna vaga (KERNKB, Balingen, Njemacka)
3) filter papir

4) lijevak

5) menzura od 25 mL
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Postupak:

30 g fermentiranog mlijeka, odvaganog na filter papiru, zajedno s lijevkom, postavljeno je na
grlo menzure volumena od 25 mL. Potom je sve skupa stavljeno u hladnjak na stajanje, pri
temperaturi od +4°C, tijekom pet sati, nakon Cega je zabiljeZen volumen sirutke koja se

skupila u menzuri (Riener i sur., 2010).
3.2.4. Odredivanje udjela suhe tvari u mlijeku fermentiranog kombuchom

3.2.4.1 Direktna metoda za odredivanje ukupne suhe tvari (susenje u susioniku) (Bozani¢ i

sur., 2010)

Udio ukupne suhe tvari odreden je direktnom metodom susenjem u susioniku pri 105°C do
konstantne mase. Ta metoda je referentna metoda za odredivanje udjela ukupne suhe tvari u

uzorcima, a udio suhe tvari je izra¢unat prema slijede¢em izrazu:

zadnja odvaga — prazna posudica .
X 100 = % suhe tvari

odvaga uzorka

Postupak:

U aluminijske posudice prvo se stavlja zliica pijeska te se takve stavljaju susiti u suSionik na
2 sata. Nakon toga se vade u eksikator i puStaju oko sat vremena da se dobro ohlade. Nakon
hladenja se vazu te to predstavlja odvagu prazne posudice. Zatim se u takve posudice odvaze
5 g fermentiranog uzorka i vraca na susenje na 2 sata, nakon ¢ega se vadi u eksikator, pusta da
se ohladi, vaze se uzorak s posudicom te se takav postupak ponavlja dok se masa uzorka ne

ustabili.
3.2.5 Odredivanje reoloskih svojstava mlijeka fermentiranog kombuchom

Mjerenja reoloSkih svojstava provedena su na rotacionom reometru Rheometric Scientific
RM-180, Rheometric, Inc., Piscataway, SAD uz pomo¢ mjernog sistema koji se sastoji od
cilindriénog vretena (br.1; ¢ 30 mm; 1=45 mm) i vanjskog plasta (br.1; ¢ 32,54 mm) u koji se
stavljao uzorak od 32 mL.

Aparatura i pribor:

1) menzura
2) rotacioni reometar (Rheometric Scientific RM-180, Rheometric, Inc., Piscataway,
SAD)
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Postupak:

Cilindri¢no vreteno pri¢vrséeno je za tijelo uredaja zajedno s vanjskim plastem u kojem se
nalazio uzorak, ¢ime se omogucilo da tijekom rotiranja konstatnom brzinom vreteno biva
uronjeno u uzorak. Za mjerenje obrtnog momenta koji se javlja na rotirajuéem vretenu
koriSteno je relativno obrtanje mjerne osovine u odnosu na pogonsku osovinu. Potenciometar
uredaja, koji je vezan na dinamometar, prima podatke o relativnom obrtanju, pri ¢emu se
obrtni moment pretvara u elektricni signal, koji se na kraju prevodi u digitalnu vrijednost koja
se oCitavala na zaslonu uredaja. Smi¢no naprezanje i viskoznost mjereni su na brzinama

smicanja u rasponu od 100 m/s do 1290 m/s.

Karakteristike mreze: 100/120 Volt, 50/60 Hz.

3.2.6 Senzorska analiza mlijeka fermentiranog kombuchom

Postupak:

Senzorsko ocjenjivanje provedeno je nakon svakog pokusa na uzorcima fermentiranog
mlijeka. Senzorsku procjenu provelo je 5 senzorskih analiti€ara pri ¢emu je ocjenjivano 5
svojstava svakog uzorka (izgled, boja, konzistencija, miris i okus) na obrascu za ocjenjivanje
(Prilog 1). Svakom svojstvu dodijeljena je odredena ocjena: za izled i boju od 0 do 1, za
konzistenciju maksimalna ocjena je 4, za miris 2, a za okus 12. Pri ocjenjivanju pojedini je

uzorak mogao posti¢i maksimalno 20 bodova.

22



4 REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je pratiti promjene u uzorcima dobivenim fermentacijom mlijeka pomoc¢u
kombuche obzirom na razli¢ite koncentracije inokuluma te razliite temperature provodenja

fermentacije.

Provedena su tri uzastopna pokusa u razmacima od tjedan dana, koliko je bilo potrebno za
ponovni uzgoj kombuche na crnom ¢aju. Uzorci mlijeka nacijepljivani su s tri (5, 10 i 15%)
razli¢ite koncentracije inokuluma kombuche, a fermentacija se provodila na dvije razlicite
temperature (40 i 43°C). Za sve uzorke je praceno trajanje fermentacije (tablica 3) odnosno
promjena pH vrijednosti (slike 1 i 2). Po zavrSetku fermentacije odredivana je titracijska
kiselost, vrijednost sinereze, udio suhe tvari (tablice 4 i 5) te reoloska svojstva (tablice 6 i 7).
Ovisnosti smi¢nog naprezanja o brzini Smicanja prikazani su na slikama 3 i 5, a ovisnost
viskoznosti o brzini smicanja na slikama 4 i 6. Provedeno je i senzorsko ocijenjivanje od
strane panela (tablice 8 i 9 i slike 7 i 8). Na temelju svih parametara doneseni su zakljucci o
razlikama izmedu uzoraka fermentiranih razliitim koncentracijama inokuluma te na

razli¢itim temperaturama.

Svi rezultati su prikazani u obliku tablica i slika kao srednja vrijednost tri uzastupna pokusa sa

standardnom devijacijom.
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4.1. TIIEK I TRAJANJE FERMENTACIJE

Tijek i trajanje fermentacije pratio se mjerenjem pada pH do vrijednosti od 4,6 (tablica 3,
slike 11 2).

Tablica 3. Prosje¢ne vrijednosti trajanja fermentacije (h) sa standardnom devijacijom za

uzorke s dodatkom inokuluma kombuche od 5, 10 i 15% fermentacijom pri 40°C i 43°C

Uzorci 5% 10% 15%

trajanje fermentacije (h) pri 40°C 16,72 (16h i 43 16,67 (16hi40 | 16,59 (16 hi 35
min)+1,31 min)+1,32 min)+1,38

trajanje fermentacije (h) pri 43°C 16,65 (16h i 39 16,61 (16hi37 | 16,55 (16hi 33
min)+1,31 min)+1,33 min) +1,36
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Slika 1. Ovisnost promjene pH o trajanju fermentacije (h) za prosje¢ne vrijednosti svih

pokusa fermentacijom pri 40°C
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Slika 2. Ovisnost promjene pH o trajanju fermentacije (h) za prosje¢ne vrijednosti svih

pokusa fermentacijom pri 43°C

Iz tablice 3 moze se uociti da fermentacija pri 43°C traje nesto krac¢e u odnosu na fermentaciju
pri 40°C i takvu su zavisnost primijetili Milanovic¢ i sur. (2012) koji su vodili fermentaciju na
3 razlicite temperature (37, 40 i 43°C) i konstatirali da se povecanjem temperature smanjilo
vrijeme fermentacije, ali i Kanuri¢ i sur. (2011) te Malbasa i sur. (2009a). Osim toga postoji
ovisnost duljine trajanja o koncentraciji inokuluma, pa je dodatkom inokuluma od 15%
fermentacija trajala najkrace, dok je za inokulum od 5% trajala najdulje jer se povecanjem

koncentracije inokuluma skracuje vrijeme fermentacije.

Iz slika 1 i 2 vidljivo je da u pocetku dolazi do slabe, gotovo zanemarive promjene pH, te
nakon toga do postupnog smanjenja kiselosti. Sli¢ne rezultate sa sigmoidalnom krivuljom
promjene pH u ovisnosti o trajanju fermentacije su dobili Malbasa i sur. (2009a; b i 2014) te
Milanovi¢ i sur. (2012), §to se objasnjava koriStenjem tradicionalnog inokuluma (iz ¢aja) pa

su se mikroorganizmi morali adaptirati na novi supstrat.

Takoder, iz slika 1 i 2 moze se uocCiti da se nesto ranije postize zeljeni pH kod najvece
koncentracije inokuluma (15%), zatim kod 10 % 1 na kraju od 5%, Sto bi znacilo da se
povecanjem koncentracije inokuluma smanjuje trajanje fermentacije, a $to se uocilo iz tablica

za srednju vrijednost trajanja fermentacije (tablica 3).

Medutim, generalno gledaju¢i moze se reci da istrazivana temperatura fermentacije i koli¢ina
inokuluma zanemarivo utjeCu na njeno trajanje jer je razlika izmedu najdulje i najkrace

fermentacije 10 minuta, a sama fermentacija je trajala oko 17 sati.
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4.2. UDIO SUHE TVARI, TITRACIJSKA KISELOST | SINEREZA

Dvadeset i Cetiri sata nakon proizvodnje, uzorcima je odredena suha tvar, titracijska kiselost i

sinereza (tablica 41 5).

Tablica 4. Prosje¢ne vrijednosti sa standardnom devijacijom za udio suhe tvari (%),

vrijednosti titracijske kiselost (°SH) i sinereze (mL) za uzorke s dodatkom inokuluma od 5%,

10% i 15% kulture kombuche iz crnog ¢aja fermentacijom pri 40°C

uzorak udio suhe tvari (%) titracijska kiselost sinereza (mL)
(°SH)
5% 11,44+0,19 33,87+2,78 12,67+0,94
10% 11,33+0,27 32,20£1,02 13,67+0,47
15% 11,3940,17 32,00£1,82 13,67+0,47

Tablica 5. Prosje¢ne vrijednosti sa standardnom devijacijom za udio suhe tvari (%),
vrijednosti titracijske kiselosti (°SH) i sinereze (mL) za uzorke s dodatkom inokuluma od

5%, 10% i 15% kulture kombuche iz crnog ¢aja fermentacijom pri 43°C

uzorak udio suhe tvari (%) titracijska kiselost sinereza (mL)
(°SH)
5% 12,06+0,31 33,33%£1,76 13,00+0,82
10% 11,34+0,21 33,60+3,22 13,67+0,47
15% 11,66+0,26 32,93+0,81 13,33+0,47

Udio suhe tvari se odredivao susenjem uzorka pri 105°C do konstantne mase. 1z tablica 4 i 5
vidljivo je da su vrijednosti udjela suhe tvari (%) za uzorke fermentirane na 43°C nesto vise,
ali ne znacajno. Najvece vrijednosti udjela suhe tvari imaju uzorci s dodatkom inokuluma od

5% nakon Cega slijedi uzorak s inokulumom od 15 % 1 na kraju od 10%.

Titracijska kiselost odredivana je titracijom uzorka otopinom NaOH, odredene molarnosti, uz
dodatak indikatora fenolftaleina, a vrijednosti za jogurt, koji je po svojstima najslicniji
proizvodu s kombuchom, kre¢e se ispod 55 °SH (Bozani¢ i sur., 2010) $to odgovara

dobivenim vrijednostima za uzorke. Vrijednosti titracijske kiselosti se ne razlikuju mnogo
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izmedu dviju fermentacija na razli¢itim temperaturama (tablice 4 i 5), ali je vidljivo da

vrijednosti padaju poveéanjem inokuluma $to su u svom radu pokazali i Ili¢i¢ i sur. (2012).

Sinereza predstavlja izdvajanje sirutke na povrSinu proizvoda (Tratnik i Bozanié, 2012).
Vrijednosti sinereze nesto su bile nize pri nizoj temperaturi fermentacije (tablice 4 i 5) osim
kod uzorka s dodatkom 15% inokuluma. Isto tako vrijednosti sinereze su bile najnize za

inokulum od 5%, nakon ¢ega slijedi inokulum od 15% (tablice 4 i 5).

Prema svim dobivenim vrijednostima za kemijske karakteristike koje su odredivane moze se
zaklju¢iti da postoje vrlo mali, gotovo zanemarivi utjecaj temperature fermentacije i
koncentracije inokuluma sto je dokazano i u radovima Kanuri¢ i sur. (2011) te Milanovi¢ i
sur. (2012) i Malbasa i sur. (2012a) koji su pokazali da razliite temperature fermentacije nisu

utjecale znacajno na kemijske karakteristike.
4.3. REOLOSKA SVOJSTVA

Reologija se bavi proucavanjem deformacija 1 protjecanja krutih i tekucih tvari podvrgnutih
djelovanju sile te definira i opisuje teksturalna svojstva prehrambenih proizvoda (Stijepi¢ i
sur., 2011). To je posebice vazno kod fermentiranih mlije¢nih proizvoda, §to ukljucuje
sloZzenu analizu veceg broja svojstava, kao $to su ¢vrstoca, stabilnost 1 viskoznost gela, te
intenzitet sinereze. Na vrijednost ovih parametara znacajno utjecu: sastav mlijeka (Yumabh i
sur., 2001), struktura proteinskog kompleksa i omjera pojedinih frakcija proteina u mlijeku
(Tamime 1 Marshall, 1997), udio masti 1 stabilnost emulzije mlije¢ne masti u mlijeku (Tratnik,

1998).

Iz tablice 6 i slike 3 vidljivo je da vrijednosti smi¢nog naprezanja u ovisnosti o brzini
smicanja u pocetku (pri niZim brzinama smicanja) rastu, a zatim se ponovno vracaju na
pocetne vrijednosti. Najvece vrijednosti smicnog naprezanja pokazuje uzorak s 5% inokuluma
kombuche, a najnize vrijednosti uzorak s 15% inokuluma. Vrijednosti viskoznosti padaju sa
porastom brzine smicanja (slika 4), te najvecu vrijednost viskoznosti pokazuje uzorak s 5%
inokuluma s time da su vrijednosti viskoznosti za uzorak s 5 i 10% inokuluma vrlo bliske, a

najnize vrijednosti pokazuje uzorak s 15% inokuluma fermentacijom pri 40°C.
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Tablica 6. Prosje¢ne vrijednosti za smi¢no naprezanje (T) i viskoznost (1) u ovisnosti o brzini

smicanja (D) sa standardnom devijacijom za uzorke s dodatkom inokuluma od 5%, 10% i

15% kulture kombuche iz crnog ¢aja fermentacijom pri 40°C

5% 10% 15%

D(s™ T (Pa) n (Pa*s) T (Pa) n (Pa*s) T (Pa) n (Pa*s)
100 38,07+0,82 | 0,38+0,01 | 31,57+1,84 |0,32+0,02 | 29,13+5,53 | 0,29+0,06
270 40,90+0,45 | 0,15+0,00 | 36,80+3,96 |0,14+0,02 | 31,93+5,09 | 0,12+0,02
440 40,90+0,73 | 0,09+0,00 | 34,97+1,48 | 0,08+0,00 | 28,37+4,06 | 0,07+0,01
610 40,47+1,41 | 0,07+0,00 |34,97+1,97 |0,06+0,00 |31,20+4,32 | 0,05+0,01
780 37,63+1,39 | 0,05+0,00 | 32,40+1,72 | 0,04+0,00 |29,13+3,35 | 0,04+0,00
950 37,17+1,37 | 0,04+0,00 | 31,60+1,15 | 0,03+0,00 |28,93+3,21 | 0,03+0,00
1120 | 37,20+1,56 | 0,03+0,00 | 31,97+1,18 | 0,03+0,00 |29,20+3,20 | 0,03+0,00
1290 | 37,70+1,50 | 0,03+0,00 | 31,90+0,80 | 0,03+0,00 |29,37+3,04 | 0,02+0,00
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Slika 3. Ovisnost smicnog naprezanja T 0 brzini smicanja (1/s) za uzorke s dodatkom

inokuluma od 5%, 10% i 15% kulture kombuche iz crnog ¢aja fermentacijom pri 40°C
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Slika 4. Ovisnost viskoznosti (Pa*s) o brzini smicanja (1/s) za uzorke s dodatkom inokuluma

od 5%, 10% i 15% kulture kombuche iz crnog ¢aja fermentacijom pri 40°C

Iz tablice 7 vidljivo je kao i u prethodnoj tablici da vrijednosti smi¢nog naprezanja pri nizim
brzinama smicanja rastu, a zatim se povecanjem brzine vrac¢aju u pocetne vrijednosti (slika 5),
dok vrijednosti viskoznosti padaju porastom brzine smicanja (slika 6) $to se moze objasniti
promjenama u kazeinskim micelama tijekom fermentacije. Poznato je da se aktivnos$cu starter
kultura stvara mlijecna kiselina koja uzrokuje smanjenje povrSinskog naboja (zeta potencijal)
kazeinskih micela iz pocetnog visokog net negativnog naboja pri pH 6,7 do bez naboja
priblizavanjem izoelektricnoj tocki (4,6) kazeina. Ta promjena u povrSinskom naboju
omogucava kazeinskim micelama da se spajaju pomoc¢u hidrofobnih (vodikovih 1 Van der
Waalsovih sila) i elektrostatskih interakcija. Snizavanjem pH smanjujuju se odbojne sile i
omogucavaju hidrofobne interakcije uzrokujuci koagulaciju kazeinskih micela (Tamime i sur.,
2007). Najvecée vrijednosti smi¢nog naprezanja pokazuje uzorak s 5% inokuluma, a najnize
vrijednosti uzorak s 15% inokuluma fermentacijom pri 43°C. Vrijednosti viskoznosti su vrlo
slicne za uzorke s 10 i 15% inokuluma, iako su nesto vise za uzorak s 10%, dok najnize

vrijednosti viskoznosti pokazuje uzorak s 15% inokuluma fermentacijom pri 43°C.
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Tablica 7. Prosje¢ne vrijednosti za smi¢no naprezanje (T) i viskoznost (1) u ovisnosti o brzini

smicanja (D) sa standardnom devijacijom za uzorke s dodatkom inokuluma od 5%, 10% i

15% kulture kombuche iz crnog ¢aja fermentacijom pri 43°C

5% 10% 15%

D(s™ T (Pa) n (Pa*s) T (Pa) n (Pa*s) T (Pa) n (Pa*s)
100 31,07+3,34 | 0,34+0,02 | 29,23+1,60 | 0,29+0,02 | 24,93+4,10 | 0,25+0,04
270 33,37+2,88 | 0,12+0,01 | 33,10+3,73 | 0,12+0,01 | 27,80+4,17 | 0,10+0,01
440 34,23+2,50 | 0,08+0,01 |32,43+2,10 | 0,07+0,00 | 28,70+4,09 | 0,07+0,01
610 33,03+2,70 | 0,05+0,00 | 32,10+2,50 |0,05+0,00 |27,70+3,72 | 0,05+0,01
780 31,50+1,75 | 0,04+0,00 | 30,33+1,60 |0,04+0,00 | 26,67+2,96 | 0,03+0,00
950 31,23+1,55 | 0,03+0,00 | 29,93+1,31 | 0,03+0,00 | 26,63+2,89 | 0,03+0,00
1120 31,63+1,61 | 0,03+0,00 | 30,03+1,24 | 0,03+0,00 | 27,00+2,99 | 0,02+0,00
1290 32,00+1,42 | 0,03+0,00 |30,43+1,19 | 0,02+0,00 | 27,27+2,92 | 0,02+0,00
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Slika 5. Ovisnost smicnog naprezanja T o brzini smicanja (1/s) za uzorke s dodatkom

inokuluma od 5%, 10% i 15% kulture kombuche iz crnog ¢aja fermentacijom pri 43°C
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Slika 6. Ovisnost viskoznosti (Pa*s) o brzini smicanja (1/s) za uzorke s dodatkom inokuluma

od 5%, 10% i 15% kulture kombuche iz crnog ¢aja fermentacijom pri 43°C

Usporedbom tablice 6 i 7 moze se uoditi da su dobivene dosta nize vrijednosti za smi¢no
naprezanje i viskoznost u ovisnosti o brzini smicanja za uzorke pri fermentaciji na 40°C u
odnosu na viSu temperaturu fermentacije. Sli¢no su zakljucili i Malbasa i sur. (2012a) kako
najbolju ¢vrstocu, konzistenciju i indeks viskoznosti imaju uzorci fermentirani na nizoj
temperaturi (fermentacija vodena pri 37, 40 i 43°C). Milanovi¢ i sur. (2009) su takoder
pokazali kako veca koli¢ina inokuluma utjece na smanjenje ¢vrsto¢e uzoraka $to je vjerojatno

posljedica brze fermentacije.

Karakteristike teenja fluida uglavnom ovise o viskoznosti. Viskoznost newtonskih fluida
konstantna je vrijednost pri odredenoj temperaturi 1 tlaku odreden Newtonovim zakonom
(Viswanth i sur., 2007). Iz slika 5 i 6 koje prikazuju ovisnost viskoznosti o brzini smicanja,

moze se zakljuciti da su to pseudoplasti¢ni sustavi §to su i pokazali Vuki¢ i sur. (2014).
4.4. SENZORSKO OCIJENJIVANJE

Senzorsku analizu proveo je panel od 5 ispitivaca koji su prema obrascu za senzorsko
ocijenjivanje  (Prilog 1) ocjenjivali karakteristike dobivenih uzoraka. Senzorska
(organolepticka) analiza je znanstvena disciplina koja se koristi u svrhu mjerenja, analize i
interpretacije reakcija na karakteristicna svojstva namirnica koja se odreduju uz pomoc
osjetila vida, mirisa, okusa, dodira i sluha (BoZzani¢ i sur., 2010). Tekstura gotovih proizvoda

vrlo je vazna za senzorsku prihvatljivost kod potroSaca.
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Svi uzorci su imali blag i ugodan okus bez separirane sirutke te ujednacene boje. Boja im je
bila nesto tamnija nego kao Sto je kod jogurta, ali to je zbog koristenja inokuluma kombuche
koja je rasla na crnom ¢aju. Prema senzorskim karakateristikama, najbolje ocijenjen izgled i
boju ima uzorak s 5% inokuluma pri fermentaciji od 40°C, a najlosiji izgled i boju uzorak s
15% inokuluma (tablica 8 i slika 7). Za konzistenciju su jednake ocjene kod uzorka s 5 i 10%
inokuluma, a nesto niza ocijena je za uzorak s 15%. Miris, okus i ukupna ocjena najveca je za
uzorak s 5% inokuluma, a najniza za uzorak s 15% inokuluma kombuche (tablica 8). Malbasa
i sur. (2009a; b) i Milanovi¢ 1 sur. (2008) su dosli do zaklju¢ka da su pri nizim

koncentracijama inokuluma bolje ocijenjene senzorske karakteristike.

Tablica 8. Prosjecne ocjene za karakteristike pri senzorskom ocjenjivanju sa standardnim
devijacijama za uzorke s dodatkom inokuluma od 5%, 10% i 15% kulture kombuche iz crnog

¢aja fermentacijom pri 40°C

prosjecne ukupne ocjene
uzorci
senzorske karakteristike 5% 10% 15%
izgled 1,0040,00 0,9940,02 0,9740,03
boja 1,0040,00 0,9940,02 0,9140,07
konzistencija 3,67+0,14 3,67+0,14 3,55+0,18
miris 1,8740,08 1,6440,09 1,45%+0,19
okus 10,77+0,17 9,9040,08 8,53140,31
ukupno 18,31+0,36 17,214+0,15 15,424+0,62
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Slika 7. Usporedba prosje¢nih ocjena za karakteristike pri senzorskom ocjenjivanju za uzorke

s dodatkom inokuluma od 5%, 10% i 15% kulture kombuche iz crnog ¢aja fermentacijom pri

40°C

Najvecu ocjenu za senzorske karakteristike izgleda i boje vidljivo iz tablice 9 i slike 8 dobio

je uzorak s 5% inokuluma, dok je najloSije ocijenjen uzorak s 15% inokuluma fermentacijom

pri 43°C. Takoder, takav se trend nastavlja i za konzistenciju, miris, okus te ukupnu ocjenu.

Tablica 9. Prikaz prosjeénih ocjena za karakteristike pri senzorskom ocjenjivanju sa

standardnim devijacijama za uzorke s dodatkom inokuluma od 5%, 10% i 15% kulture

kombuche iz crnog ¢aja fermentacijom pri 43°C

prosjecne ukupne ocjene

uzorci
senzorske karakteristike 5% 10% 15%
izgled 1,00+0,00 0,98+0,02 0,95+0,03
boja 1,00+0,00 0,98+0,02 0,92+0,07
konzistencija 3,65+0,14 3,59+0,16 3,41+0,31
miris 1,79+40,15 1,66+0,10 1,451+0,17
okus 10,2340,61 9,70+0,22 8,8340,45
ukupno 17,67+0,69 16,91+0,23 15,57+0,99
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Slika 8. Usporedba prosje¢nih ocjena za karakteristike pri senzorskom ocjenjivanju za uzorke
s dodatkom inokulum od 5%, 10% i 15% kulture kombuche iz crnog ¢aja fermentacijom pri
43°C

Na slikama 7 i 8 vidljivo je da su najveée razlike u ocjenama za karakteristiku mirisa i okusa.
Tako je za tu karakteristiku najloSije ocijenjen uzorak u kojeg je dodano 15% inokuluma pri

obje temperature fermentacije radi jakog mirisa na kvasac.

Takoder, za uzorak sa 15% inokuluma, pri obje temperature fermentacije, konzistencija je bila
najrjeda §to se moze povezati i s dobivenim najnizim vrijednostima za viskoznost (slika 4 i 6,
tablica 6 i 7), a objasnjava se time da se ve¢im dodatkom inokuluma sam uzorak razrijedio.
Osjet konzistencije jogurta, koji je najsli¢niji proizvodu od kombuche, u ustima rezultat je
proteinske mreze koja nastaje povezivanjem kazeina. U tu mrezu su uklopljeni serum

(tekucinski dio) i masne globule (Kalab i sur., 1983).

Usporedujuéi ocjene uzoraka na dvije razlicite temperature fermentacije, iz tablica 8 i 9,
vidljivo je da nize ocjene za sve karakteristike pa onda samim time i ukupnu ocjenu imaju
uzorci fermentirani na viSoj temperaturi (43°C). Ali utjecaj koncentracije inokuluma za sve
senzorske karakteristike je puno veéi (Sto je visa koncentracija, loSije je ocijenjen uzorak)

nego temperatura fermentacije.
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Cilj ovog diplomskog rada bilo je ispitati razli¢itosti u nekoliko parametara kvalitete (pH,
vrijednost sinereze, reoloSka svojstva, senzorska svojstva) nakon fermentacije s obzirom na
razliCite temperature provodenja fermentacije (40 1 43°C) te razli¢ite koncentracije inokuluma

(5,10 i 15%).

Usporedbom svih dobivenih vrijednosti moglo bi se opéenito zakljuciti da je optimalna
fermentacija s 5% inokuluma pri 40°C jer je tada sinereza najmanja, a senzorska ocjena
najvisa, te su dobivene najbolje vrijednosti za viskoznost i smi¢no naprezanje u ovisnosti o

brzini smicanja, dok je najlosija fermentacija s 15% inokuluma pri 43°C.
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5 ZAKLJUCAK
Na temelju prikazanih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti:

1. Fermentacijska krivulja je sigmoidalnog oblika, odnosno na pocetku dolazi do vrlo
spore, gotovo zanemarive promjene pH dok na kraju fermentacije dolazi do naglog
pada pH.

2. Fermentacija je bila najbrza koristenjem najvec¢eg inokuluma kombuche (15 %) te
provodenjem fermentacije na viSoj temperaturi (43°C) iako je opcenito utjecaj
koncentracije inokuluma i temperature bio vrlo mali.

3. Titracijska kiselost se ne razlikuje s obzirom na temperaturu fermentacije, ali neznatno
pada povecanjem koncentracije inokuluma.

4. Najmanja sinereza bila je kod fermentacije provedene na nizoj temperaturi (40°C).

5. Najvece vrijednosti smi¢nog naprezanja i viskoznosti u ovisnosti o brzini smicanja
pokazuje uzorak s 5% inokuluma fermentiran na nizoj temperaturi. Dobiveni mlije¢ni
kombucha napitak spada u pseudoplasti¢ni sustav.

6. Najbolje senzorske ocjene dobio je uzorak s 5% inokuluma fermentiran na 40 °C, dok
je najlosije ocijenjen uzorak s 15% inokuluma fermentiran na 43°C koji je imao aromu
na kvasac.

7. Najve¢i utjecaj na senzorsku ocjenu ima koncentracija inokuluma (najvisa
koncentracija inokuluma dala je naloSije ocijenjene uzorke), a utjecaj temperature
fermentacije je znacajno slabiji (viSa temperatura fermentacije dala je slabije
ocijenjene uzorke).

8. Opcenito moze se zakljuciti da je optimalna fermentacija s 5% inokuluma pri 40°C jer

je tada sinereza najmanja, a senzorska ocjena najvisa.
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7 PRILOZI

Prilog 1

Obrazac za senzorsko ocjenjivanije

DATUM:

OCJENJIVAC:

TABLICA ZA SENZORSKO OCJENJIVANJE KISELOG MLIEKA, JOGURTA, KEFIRA,
ACIDOFILA | DRUGIH VRSTI FERMENTIRANOG MLIJEKA

OSOBINE | NAJVISI POSTIGNUT BROJ BODOVA NAPOMENA
BROJ 5% 10% 15%
BODOVA

Izgled 1

Boja 1

konzistencija | 4

miris 2

okus 12

ukupno 20

Termini koji odreduju kvalitetu fermentiranih mlije¢nih proizvoda:

Izgled:

prepunjeno, premalo punjeno, skvréen, heterogene povrSine, netipi€ne boje, smede boje,

nejednoliCne boje, mramoran, zracni mjehuriéi, strana tvar, odvojenost sirutke, pljesniv,

pjenusav, odvojene faze, sedimentacija, slaba distribucija sastojaka

Konzistencija:

grudice ili pahuljice, kapljice, nejednak, pjeskovit, ljepljiv, prejak, gust, previse tekué,

vlaknast ili ljepljiv, suha, Zelatinozna
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Okus:

vodenast, jednoli¢an, gorak, kuhan, izgoren, dimljen, uljast, kemijski okus, hranjiv, stran
okus, lose aromatiziran, losi sastojci, sirast, po sladu, metalik, pljesniv, oksidiran, kiseo, ostar,
hrapav, mastan, pjenusav, uzezen, pokvaren, koji se skuplja, necist, presladak, preslan,

sapunast

47



