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1. UvOD

Posljednjih nekoliko godina, zbog znatnog porasta broja onih koji su se okrenuli
vegetarijanstvu, veganstvu i drugim srodnim na¢inima prehrane, sve je veca potraznja za
proizvodima biljnog porijekla. Ono ¢emu se, posebno danas, tezi je o¢uvanje sveukupnog
zdravlja uravnotezenom i raznolikom prehranom bogatom hranjivim tvarima, makro- i
mikronutrijentima, posebno vaznim i potrebnim esencijalnim aminokiselinama i masnim
kiselinama, prehrambenim vlaknima, vitaminima, mineralnim tvarima i fitokemikalijama.
Shodno tome, sve su veci izazovi u prehrambenoj industriji za proizvodnjom tzv. plant-based
proizvoda kojima bi se zadovoljili zahtjevi potroSaca, a da su pritom osnovne sirovine — voce,
povrée, zitarice, sjemenke ili orasasti plodovi. Takvi proizvodi c¢esto se nazivaju i
funkcionalnim s obzirom da uz, visoku hranjivu vrijednost, imaju i pozitivan utjecaj na
zdravlje. Najcesc¢i tip proizvoda prema kojima se mogu formulirati veganske inaCice Su
mlijecni proizvodi ¢ija je brojnost i raznolikost itekako vidljiva na svjetskom, ali i naSem
trziStu. Medutim, zbog osjetljivosti na pojedine komponente, kao §to su alergije na mlijecne
pribjegava se alternativama koje ¢e potroSacu pruziti isto zadovoljstvo uz eliminiranje
navedenih problema. To su biljni napitci i njihove fermentirane verzije, najces¢e dobiveni iz
zitarica i/ili orasastih plodova. U usporedbi s proizvodnjom biljnih napitaka, njihova
fermentacija odabranim starter kulturama jo$ uvijek predstavlja veliki pothvat s obzirom na
otezano formiranje konzistencije svojstvene takvom tipu proizvoda. Dosadasnja istrazivanja
pokazala su niz mogucénosti 1 utjecaj razliitih funkcionalnih dodataka kojima se postizu
odgovarajuca fizikalno-kemijska svojstva, ali i Zeljeni senzorski profil. lako su na stranom
trziStu zastupljeni dugi niz godina tijekom kojih su stekli znatnu popularnost, u Republici

Hrvatskoj proizvodnja takvih proizvoda tek je u zacetku.

Cilj ovog istrazivanja bio je optimirati proizvodnju i fermentaciju zobenog napitka,
bez upotrebe sintetskih dodataka, s ciljem dobivanja proizvoda biljnog porijekla pozeljnih
fizikalno-kemijskih i senzorskih svojstava. Odredivanjem kiselosti i utvrdivanjem udjela
ugljikohidrata, soli, suhe tvari 1 mineralnih tvari te reoloskih 1 mikrobioloskih parametara

pracena je stabilnost krajnjih proizvoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1.ZOB

Zob, kao i sve druge vrste zitarica, svrstava se u porodicu pravih trava (lat. Poaceae) i
rod Avena L. Poznato je oko 70 vrsta zobi diljem svijeta, a naj¢eS¢e uzgajane su Avena sativa
L., Avena nuda L. i Avena byzantina L. (Angelov i sur., 2018). Primarna kultivirana vrsta je
Avena sativa ili obi¢na zob, za koju se smatra da potjeCe od svojih predaka A. sterilis i A.
fauta, divlje zobi koja se S$irila kao korov pSenice i jeCma na podru¢ju od Plodnog
polumjeseca (regija od lzraela do zapadnog Irana) pa sve do Europe. Pripitomljena je prije
otprilike 3 000 godina u vlaznijim i hladnijim uvjetima, na rubnim dijelovima Europe.

Samostalno je postala vrlo vazna Zitarica tog podrucja (POWO, 2019).

U ukupnoj proizvodnji na svjetskoj razini, zauzima $esto mjesto i to iza kukuruza, rize,
pSenice, jeCma i sirka. Primarno raste u umjereno hladnoj klimi pa tako oko 67 % svjetske
proizvodnje ¢ine Rusija, Kanada, SAD, Finska i Poljska. Uzgaja se i na jugu gdje je vodeci

proizvodaé Australija, a slijede ju Argentina, Cile i Brazil.

Zob je jednogodisnja zeljasta biljka, visokog ili niskog rasta. Na svakoj biljci je
otprilike pet stabljika, ovisno o sezoni rasta, a svaka stabljika ima oko pet do Sest listova na
niskim biljkama te osam do deset ukoliko je rast visoki. Svaka stabljika odnosno njezin vrh
stvara terminalnu metlicu u kojoj se razvijaju zrna. Rastom biljke, veli¢ina i tezina zrna
povecéavaju se konverzijom Secera u Skrob. Zrelo zrno zobi ¢vrsto je prekriveno ljuskom koja
okruzuje 1 Stiti nezreli plod, a potjece od para listica nalik na pljevu, tzv. lemma i palea
(Serna-Saldivar, 2010) te &ini 30 — 40 % ukupne teZine zrna (Zwer, 2004). Cine ju celuloza,
hemiceluloza 1 lignin. Za razliku od drugih Zitarica, zrno zobi je ispod ljuske prekriveno
trihomima (gré¢. trikhoma = dlaka) (Zwer, 2004). Na unutarnjoj povrsini nalazi se brazda koja
se proteze Citavom duzinom zrna. Postojanje brazdice i njezina dubina utjeCu na
kompleksnost daljnje prerade zrna. Kao i veéina Zzitarica, sastoji se od tri glavna dijela:
omotaca (perikarpa), endosperma i klice (embrio). Nekoliko slojeva tkiva i aleuronske stanice
¢ine perikarp koji je smjeSten na vanjskim dijelovima zrna. Aleuronske stanice ¢ine najveci
dio ovog dijela i igraju vaznu ulogu u klijanju sjemena. Endosperm ¢ini najveéi dio ukupnog
zrna (oko 80 %), a sastoji se od Skroba, proteina, lipida i osobito -glukana te tako osigurava

nutrijente za rast klice, bioloski najvaznijeg dijela. Klica predstavlja vazan dio zrna jer



omogucuje prezivljavanje vrste. Sastoji se od rudimentarnog korjencica i listica iz kojih se
razvija mlada biljka te skuteluma koji, kao provodno tkivo, opskrbljuje klicu tijekom klijanja

hranjivim tvarima iz endosperma.

Prema boji klasificira se na bijelu ili Zutu zob, crvenu, sivu, crnu i kombiniranu zob.
Bijela ili zuta zrna najéeSce se dobiju iz vrste Avena sativa L. uzgajane tijekom proljeca dok
crvena zrna potjecu od vrste Avena byzantina L. koja se uglavnom uzgaja tijekom zime. Za
prehrambenu industriju, najpozeljnija su bijela i crvena, najbolje kvalitete (Serna-Saldivar,
2010).

Zob se prvenstveno koristi kao sto¢na hrana (vrste Avena byzantina i Avena strigosa),
ali i za ljudsku prehranu i u neprehrambene namjene. Stolje¢ima se tradicionalno koristila kao
hrana konjske zaprege dok danas ¢ak 50 — 90 % svjetske proizvodnje otpada isklju¢ivo na
stoénu hranu. Zob za ljudsku potro$nju upotrebljava se za proizvodnju tradicionalnih,
funkcionalnih proizvoda i lijekova. Njezina raznolikost od svih drugih zitarica ocituje se u
tome S$to se za proizvodnju upotrebljava cijelo zrno zobi, nakon uklanjanja ljuske, iz kojeg se
potom dobivaju razni prehrambeni proizvodi kao §to su kruh, konditorski i instant proizvodi,
ali i zobeni napitak, jogurt i sladoled kao tzv. ne-mlije¢ni proizvodi. Neprehrambeni i
industrijski proizvodi zobi variraju od onih koji se primjenjuju u kozmeticke svrhe pa do
proizvodnje furfurala i furana koji se koriste kao otapala, adhezivi, pomoé¢na sredstva za
filtriranje i sl. (Zwer, 2004).

Slika 1. Zob (Anonymous, 2021)



2.1.1. Prerada zrna

Obradom zobi, za prehranu ljudi, uobicajeno se uklanja ljuska ili pljeva koja obavija
zrno nakon berbe te se takvo dobiveno golo zrno konzumira kao cjelovito dok se kod ostalih
zitarica uklanjaju i klica i perikarp (Zwer, 2004). Avena nuda L. je jedina sorta zobi koja daje
zrno bez ljuske 1 zbog povecanog interesa njezinih povoljnih svojstava, ocekuje se da ¢e u
blizoj buducnosti zauzeti trziste. Jedini izazov prerade cjelovitog zrna zobi i njezinih dijelova
je visok udio masti sklon oksidaciji (Serna-Saldivar, 2010) te visoka aktivnost lipoliti¢kih
enzima (Lehtinen i Laakso, 2004). Zbog toga zob ima drugaciji postupak prerade, od svih

drugih Zitarica.

Osnovne faze procesiranja zobi su: ¢is¢enje, ljustenje, toplinski tretman koji ukljucuje
susenje ili obradu na pari, presanje ili mljevenje kako bi se dobila presana zob ili brasno koji

se pretezno koriste za proizvodnju Zitarica za dorucak, konditorskih proizvoda ili kruha.

U postupku ¢iséenja, upotrebom magneta, zraka, gravitacijskih stolova, sita ili disk
separatora uklanjaju se praSina, pljeva, strana zrna, metal i druge necistoc¢e. Nakon toga se
zrna klasificiraju prema $irini ili debljini u rotiraju¢em horizontalom cilindru s perforacijama i
tako se razdjele na dva toka: tanja i deblja zrna. Ocis¢ena i klasificirana zrna se potom
toplinski obraduju s ciljem inaktivacije enzima lipaza i lipooksigenaza u svrhu sprjecavanja
nastanka nepozeljnih okusa i mirisa, ali i oCuvanja stabilnosti krajnjeg proizvoda. lako se
primjenjuje sa svrhom inaktivacije enzima, termicki tretman izaziva i druge fizikalno-
kemijske promjene s posljedicom izmjene nutritivnog sastava i senzorskih karakteristika
(Angelov i sur., 2018). Toplinska obrada je klju¢na faza prerade i uobicajeno se provodi na
temperaturama izmedu 88 °C 1 93 °C pri ¢emu se uklanja viaga (s 14 % na 7 — 9 %) i
inaktivira oko 60 % lipaza, a ujedno se potpomaze boljem odvajanju ljuske tijekom sljedece
faze. Ovisno o vremenu toplinske obrade, lipaze mogu biti reverzibilno inhibirane ili trajno
deaktivirane. Tretiranje toplinom mora biti tako ucinkovito da se inaktiviraju lipoliticki
enzimi 1 dovoljno blago da se zasStite od degradacije svi prirodno prisutni 1 vrijedni bioaktivni
spojevi (Angelov i sur., 2018; Lampi i sur., 2015). Nakon hladenja, ljustenje se provodi u
brzo-rotiraju¢im uredajima (1400 — 2000 o/min) za ljustenje koji potiskuju zrna zobi prema
abrazivnom materijalu smjestenom u kucistu stroja. Brzina rotora optimira se kako bi se zrno
odvojilo od ljuske, a da se pritom minimizira samo lomljenje zrna. LjuStenjem se dobiju
oljustena zrna, ljuska, neoljustena zob, slomljena zrna i vrlo sitni dijelovi zrna. Ljuska i sitni

dijelovi odvode se zrakom dok se neoljustena zrna uklanjaju i odvode ponovno na uredaj za
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ljustenje. U pravilu, na kraju ljustenja, omjer oljustenih zrna i ljuske je 75:25. Zrna se potom
usitnjavaju na dva ili Cetiri dijela pomocu rotacijskih granulatora s tim da se nastoji dobiti $to
manji udio vrlo sitnih dijelova zrna (koriste se kao sto¢na hrana) i valjaju kako bi se proizvela
preSana zob koja predstavlja glavni krajnji proizvod ili se pak odvode na jedinicu za

mljevenje s ciljem dobivanja brasna (Serna-Saldivar, 2010).

2.1.2. Nutritivna vrijednost

Zitarice, ukljuéujuéi i zob, prepoznate su kao funkcionalna hrana s obzirom na njihov
blagotvoran uc¢inak na zdravlje pojedinca te smanjenja rizika mnogih bolesti. Zbog toga se
potraznja za zobi u svrhu prehrane ljudi neprestano povecava (Serna-Saldivar, 2010). Cijelo
zrmo zobi, nakon uklanjanja vanjske ljuske, sadrzi sva tri dijela zrna — klicu, endosperm i
perikarp — bogate svim vrijednim hranjivim tvarima. U usporedbi s drugim zitaricama, zrno
zobi karakterizira znacajan udio kvalitetnih proteina (15 — 17 %), ali i ugljikohidrata (59 — 70
%), lipida (~4,5 %), osobito prehrambenih vlakana (~12 %), jedinstvenih antioksidansa te
vitamina i mineralnih tvari (Usman i sur., 2010). Visok udio proteina (albumina, globulina,
prolamina, glutelina) i uravnotezen sastav aminokiselina, od kojih su najzastupljenije
glutaminska i asparaginska kiselina, leucin, arginin, valin (Serna-Saldivar, 2010), daju zobi
visoku hranjivu vrijednost. Za proteine koji se nalaze u zobi poznato je da su nutritivno
dominatniji u odnosu na npr. pSenicu zbog viseg sadrzaja lizina koji je limitirajuca
aminokiselina u Zitaricama opcenito (Angleov i sur., 2018; Kedia i sur., 2009). Prema Uredbi
Europske komisije (European Commission, EC) br. 41/2009 sluzbeno je zakljuceno da zob ne
sadrzi gluten pa je pogodna u prehrani osoba oboljelih od celijakije (Rasane i sur., 2015).
Sadrzaj ukupnih ugljikohidrata, ukljuc¢ujuci celulozu i neskrobne polisaharide, moze doseci 75
— 80 % na suhu tvar dok je primarna komponenta zobi Skrob ¢iji sadrzaj ipak ovisi o vrsti i
uvjetima uzgoja (Khanna, 2016). Skrob zobi karakteriziraju granule male veli¢ine ovalnog ili
nepravilnog oblika, ugradene u mrezu proteina i drugih neproteinskih komponenata
endosperma (Angelov i sur., 2018; Shah i sur., 2016). Taj visok udio Skroba predstavlja
problem u pripremi stabilne emulzije te tijekom toplinske obrade zobenog napitka. Nadalje,
zob odlikuje povoljan omjer nezasicenih i zasi¢enih masnih kiselina (Zwer, 2004), a posebno
su dobar izvor esencijalnih (nezasi¢enih) masnih kiselina kao $to je, primjerice, linolna masna
kiselina (18:2) zastupljena u udjelu ~35,5 % (Rosentrater i Evers, 2018). Trigliceridi ¢ine
glavnu komponentu masti zobi, ali i fosfolipidi, glikolipidi i steroli takoder su prisutni u

znatnim koli¢inama (Khanna, 2016). Niz fenolnih spojeva u zobi i nusproduktima ima



neophodan antioksidativni potencijal, inhibicije reaktivnih kisikovih spojeva. Avenantramidi
su jedinstveni i vazni fenolni spojevi pronadeni samo u vanjskom dijelu zrna zobi, perikarpu.
Njihova antioksidacijska aktivnost je 10 — 30 puta veéa nego U uobicajenih antioksidansa
pronadenih u drugim zitaricama, kao §to su fenolne kiseline; ferulinska, gentizi¢na, p-
hidroksibenzojeva kiselina i dr. (Verardo i sur., 2011). Druga skupina bioaktivnih spojeva sa
sposobnos¢u eliminacije slobodnih radikala su tokoli (skupina tokoferola i tokotrienola)
poznati i kao vitamin E (Angelov i sur., 2018). Dominanti homolog je a-tokoferol kao glavna
antioksidativna komponentna u zobi koja ostaje nepromijenjena tijekom prerade (Sterna i sur.,
2016). Osim vitamina E, u zobi su od vitamina najviSe zastupljeni pantotenska kiselina
(vitamin B kompleksa), niacin i tiamin dok su kalij i fosfor najvise dostupni kao dio
mineralnih tvari. U aleuronskom sloju endosperma, zob sadrzi znaajnu koli¢inu
antinutrijenta fitinske kiseline i fitata (soli fitinske Kiseline) na koje je vezana vecina
esencijalnog fosfora, ali i drugih mineralnih tvari ¢ime se smanjuje njihova bioraspoloZivost.
Aktivnost prirodno prisutnog enzima fitaze povecava se prilikom klijanja ili hidrotermicke
obrade i fermentacije (Serna-Saldivar, 2010). U proizvodnji se uglavnhom dodaju fitaze zbog

poboljsanja mineralnog sastava kona¢nog proizvoda.

Ono $to zob posebno odlikuje su, kombinacija u vodi topivih (B-glukan) i netopivih,
prehrambenih vlakana (neskrobni polisaharidi) koja su najvise sadrzana u vanjskom omotacu
zrna i to u udjelu 14 — 15 % od kojih samo linearni polisaharid visokofunkcionalnih svojstava,
B-glukan, zauzima 5 — 20 % (Usman i sur., 2010). Svjetska zdravstvena organizacija (World
Health Organization, WHO) preporuca dnevni unos prehrambenih vlakana najmanje 25 g/dan
kao dio uravnotezene prahrane s ciljem poboljSanja cjelokupnog zdravlja. Pokazalo se da unos
vlakana doprinosi prevenciji kardiovaskularnih bolesti snizavanjem kolesterola u krvi i
visokog krvnog tlaka. B-glukan opsezno je istrazen i dokazano je da ima fizioloske ucinke.
Jedan je od samo nekoliko spojeva, koje su odobrile Europska agencija za sigurnost hrane
(European Food Safety Authority, EFSA) i Americka Agencija za hranu i lijekove (U.S. Food
and Drug Administration, USFDA) sa svojstvom snizavanja kolesterola. Pove¢ava luminalnu
viskoznost Sto rezultira sporijom apsorpcijom ugljikohidrata (Angelov 1 sur., 2018). Time
dolazi do snizavanja razine glukoze u krvi i regulacije inzulina ¢ime se prevenira nastanak
dijabetesa. Unos vlakana i njihov djelotvoran u¢inak ocituje se i U Smanjenju moguénosti
nastanka nekih oblika raka (posebno raka debelog crijeva), poboljsavanju kratkorocnih i
dugoroc¢nih funkcija pamcenja (Sterna i sur, 2016), pomoci u odrzavanju tezine i preveniranju

pretilosti, a svojim prebiotickim djelovanjem odrzavaju zdravlje crijeva i raznolikost



autohtone mikroflore (Khanna, 2016). B-glukan je prebiotik, stimulira rast korisnih bakterija
debelog crijeva, kao §to su bifidobakterije, s obzirom da ostaje enzimski nepromijenjen
prolaskom kroz probavni sustav (Angelov i sur., 2006). Shodno svemu tome, razlog sve vece
zastupljenosti zobi u prehrani ljudi je neupitan, a to je uslijed njezinih zdravstvenih dobrobiti
koja potje¢u od prvenstveno prehrambenih vlakana kao $to je specifiéni B-glukan, ali i od

funkcionalnih proteina, lipida, komponenti skroba i fitokemikalija (Syed i sur., 2020).

2.2. ZOBENI NAPITAK

Biljni napitci su pripravci koji nastaju smanjenjem veliCine biljnog materijala (zitarica,
pseudozitarica, mahunarki, oraSastih plodova), ekstrakcijom u vodi uz daljnju homogenizaciju
S§to rezultira raspodjelom veli¢ine Eestica u rasponu od 5 do 20 um i tako izgledom i
konzistencijom podsjecaju na kravlje mlijeko (Sethi i sur., 2016). Prema literaturi, nije jo$
priznata utvrdena definicija biljnih alternativa no opca klasifikacija dijeli napitke u 5

kategorija, i to:
. na bazi zitarica: napitak od zobi, rize, kukuruza, pira
na bazi mahunarki: napitak od soje, kikirikija, lupina, graha

1
2
3. na bazi oraSida: napitak od badema, kokosa, ljeSnjaka, pistacija, oraha
4. na bazi sjemenki: napitak od sezama, lana, konoplje, suncokreta

5

. na bazi pseudozitarica: napitak od kvinoje, tefa, amaranta.

Biljni napitci su jedna od skupina hrane koja je nezamjenjiva u proizvodnji veganskih
proizvoda jer se koriste kao osnovni sastojak u mnogim drugim ne-mlije¢nim proizvodima;
jogurtu, siru, kefiru, maslacu, sladoledu i dr., a osim toga posebno su prihvatljivi osobama

intolerantnim na laktozu ili osobama osjetljivim na mlije¢ne proteine (alergije).

Postoji nekoliko metoda za proizvodnju biljnih napitaka, ali s obzirom da su koraci
identi¢ni, uobicajene glavne faze proizvodnje svih biljnih napitaka (zobi, badema, kokosa,
soje, rize...) su: mokro mljevenje, filtracija, dodatak drugih sastojaka (stabilizatori, Secer, sol),

sterilizacija, homogenizacija, asepti¢no pakiranje i hladno skladistenje.

U slucaju proizvodnje napitka od zobi, prvi korak je susenje ukoliko je pocetni ulazni
materijal sirova svjeza zob bez ljuske, ili s ljuskom koja se uklanja prije samog procesiranja.

Potom slijedi namakanje u deioniziranoj vodi ¢ime se postize bubrenje i mekSanje samog
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zrna. Omjer zrna i vode je 1:2, a namakanje se provodi 8 h na 30 °C. Nakon $to se ocijedi
viSak vode, zrna odlaze na mokro mljevenje. Na konacni proizvod utjecat ¢e koli¢ina dodane
vode pri mljevenju, temperatura, pH, brzina i na¢in mljevenja. Istodobno, koli¢ina dodane
vode definirat ¢e koncentraciju zobi u dobivenom napitku. U ovom koraku, prilikom
proizvodnje isklju¢ivo zobenog napitka, dodaju se enzimi a-amilaza i fitaza. Primjenom
topline u daljnjim koracima, skrob Zzelatinizira pa tekuci napitak tezi formiranju nepozeljne
gel konzistencije, visoke viskoznosti. Da bi se rijesio taj problem te da bi se dobio prihvatljiv
proizvod, nuzno je provesti enzimsku hidrolizu Skroba, a-amilazom. Enzim fitaza dodaje se s
ciljem poboljSanja nutritivne vrijednosti I mineralnog sastava proizvoda, oslobadanjem
anorganskog fosfata iz fitinske Kkiseline, antinutrijenta (Sethi i sur., 2016). Slijedi filtracija
kojom se postize izdvajanje napitka od krutog zaostalog dijela zobi pri ¢emu se koriste
razli€iti filterski materijali, npr. dvoslojna gaza, muslin tkanina (25 pm), filter papir razli¢itih
veli¢ina pora u izvedbi sa sitom. Moguce je kombiniranje razli¢itih dodataka, ovisno o kojem
tipu napitka se radi i ovisno o Zeljenim karakteristikama krajnjeg proizvoda. U industrijskoj
primjeni, lecitin suncokreta, karuba guma (brasno sjemenki rogaca) i gelan guma koriste se
kao stabilizatori dok se askorbinska kiselina dodaje kao sastojak koji prevenira oksidaciju.
Dodatak ksantan gume od 0,05 g/100 mL prije toplinskih tretmana posluZit ¢e kao zgusnjivac,
sprijecit ¢e talozenje Cestica na dno i povecat ¢e se koloidna stabilnost kona¢nog proizvoda.
Upotrebljavaju se razni poboljsivaci okusa — Secer Secerne trske, saharoza ili Seerni sirup kao
zasladivaci, morska sol, vanilija ili kakao. S ciljem dobivanja svilenkastog izgleda krajnjeg
proizvoda, dodaje se ulje — suncokretovo ili maslinovo. S obzirom da su proteini te vitamini i
mineralne tvari vazan Kkriterij pri odabiru biljnih proizvoda, mogu se dodati. Da bi se povecao
udio proteina, moguce je kombiniranje vise razlicitih sirovina pa bi se u tom slu¢aju 0sim
viSeg unosa proteina, poboljsala i senzorska svojstva. Druga moguénost za proizvodnju
visokoproteinskog napitka je upotreba sirovine s visokim udjelom proteina kao §to je leéa Cija
su senzorska svojstva vrlo slicna sojinom napitku. Kalcij (kalcijev citrat), vitamini A, B4, By,
B2, D2 1 E mogu se takoder dodavati kako bi se pobolj$ao vitaminski i mineralni profil.
Nakon dodatka odgovaraju¢ih sastojaka, potrebno je provesti toplinski tretman kako bi se
zadrzala visoka kvaliteta proizvoda te kako bi se produzio sami vijek trajanja. Moguce je
izvrSiti pasterizaciju, sterilizaciju ili UHT sterilizaciju. Iako jo$§ uvijek nema istraZivanja
primjenjenih na napitke biljnog porijekla, mikrofiltracija, kao netermalna metoda sterilizacije,
mogu¢ je izbor za eliminaciju mikroorganizama 1 produljenja roka trajanja. Uobicajno se
provodi sterilizacija pri 121 °C, 15 — 20 min. Homogenizacija se provodi nakon sterilizacije

kako bi se poboljsala fizikalna stabilnost proizvoda. Moze se provesti niskim, visokim ili
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ultravisokim tlakom. Kako primjenjeni tlak raste, stabilnost, ujednacenost i indeks bjeline
povecavaju Se, a istodobno nema utjecaja na viskoznost i stabilnost samih proteina. Ukoliko
se primjenjuje ultravisoki tlak, smanjuje se veli¢ina zaostalih ¢estica. Osim homogenizacije,
za duzi rok trajanja i visoku stabilnost proizvoda, nuzno je napitak puniti u ambalazu
(najces¢e viSeslojna) pri asepticnim uvjetima te skladistiti u hladnom. Temperatura
skladistenja mora biti +4 °C (Aydar i sur., 2020). Opéenito, cijena biljnih zamjena za mlijeko

je veéa nego u slucaju kravljeg mlijeka zbog visih troskova proizvodnje.

Tijekom proizvodnje biljnih napitaka, nuzno je primjeniti metodu koja ¢e ocuvati
primjerenu razinu makro- i mikronutrijenata te stabilnost krajnjeg proizvoda, $to je uvijek
jedan od glavnih problema u prehrambenoj industriji. Osim toga, nastoji se odabrati metoda
koja ¢e minimizirati upotrebu aditiva kao $to su hidrokoloidi i emulgatori. Ponekad se, iz tih
razloga, pribjegava primjeni novih tehnologija, a to su: ultrazvuk, pulsirajuce elektri¢no polje,
omsko zagrijavanje i, ve¢ spomenuta, homogenizacija visokim i ultravisokim tlakom. Cilj
upotrebe ovih tehnologija je inaktivacija mikroorganizama i njihovih enzima, smanjenje
veli¢ine Cestica 1 viskoznosti kako bi se povecala sveukupna stabilnost. Preporuca se
kombinacija tehnologija, primjerice omsko zagrijavanje i homogenizacija visokim tlakom s
ciljem dobivanja bolje kvalitete kona¢nog proizvoda. Netoplinske tehnologije uvijek imaju
prednost 1 povoljnije ucinke na zaStitu nutritivnih 1 senzorskih svojstava, u odnosu na

toplinske tehnologije (Aydar i sur., 2020).

Industrija, pa tako i prehrambena, ima mnoge utjecaje na okolis, ukljucujuci visoku
potrosnju vode i iskoristavanje obradivih povrSina, izazivanje ekotoksi¢nosti i pojave
eutrofikacije, smanjenje bioraznolikosti i posljedi¢no ubrzavanje klimatskih promjena. Prema
istrazivanju iz 2016. (R66s i sur.) i usporedbom proizvodnje zobenog napitka i prerade
kravljeg mlijeka te njihovog utjecaja na okolis, uvidjelo se da proizvodnja zobenog napitka
ima vrlo velik potencijal u smanjenju negativnih utjecaja na okolis, a u isto vrijeme osigurava
resurse za ocuvanje bioraznolikosti. Dokazano je da su proizvodnjom napitka na bazi zobi
uc¢inci na klimu smanjuju za 10 — 20 %. lzravna emisija stakleni¢kih plinova i potrosnja
energije znatno je manja (16 — 41 %) nego u slucaju obrade i proizvodnje kravljeg mlijeka.
Utjecaji na ekotoksi¢nost puno su nizi u odnosu na kravlje zbog veée kultivacije, gospodarski
vazne, djeteline. Uz sve navedeno, biljni otpad pruza visoke razine bioaktivnih spojeva,
antioksidansa, esencijalnih ulja i vlakana pa upravo takva reciklacija otpadnih proizvoda

biljnog porijekla pomaze u smanjenju ekoloskih problema (Aydar i sur., 2020).



2.3. FERMENTACUA BILINIH NAPITAKA

Razvoj fermentiranih proizvoda na bazi zobi zapoceo je u Europi prije 30 godina,
porastom dostupnosti funkcionalne hrane na trzistu. Danas je trziSte funkcionalne hrane u
znatnom rastu zbog sve vece osvjeStenosti 0 opéem zdravlju i sveukupnoj kvaliteti zivota. Da
bi se proizveli funkcionalni fermentirani proizvodi, nuzno je izabrati one starter kulture koje
¢e biti sposobne rasti i dominirati mikroflorom kona¢nog proizvoda te razviti Zeljena svojstva
kao $to su tekstura ili okus (Alcorta i Pilar Vaquero, 2021). Smatra se da funkcionalna hrana,
pored svoje nutritivne vrijednost, ima u¢inke na poboljSanje zdravlja koji se pripisuju sadrzaju

bioloski aktivnih komponenata u odgovaraju¢im koli¢inama (Angelov i sur., 2018).

Fermentacija je jedan od najstarijih procesa koji se koristi za konzerviranje hrane i uz
nju vezuju se mnoge koristi kao §to je niz biokemijskih promjena koje rezultiraju
poboljsanom nutritivnom vrijedno$éu, poboljSanim senzorskim svojstvima i duzim vijekom
trajanja (Angelov i sur., 2018). Tradicionalno se primjenjuje diljem svijeta za dobivanje
brojnih pripravaka od razli¢itih sirovina. Zitarice su posebno prikladne za fermentaciju zbog
svojeg sastava i fermentabilnih tvari, pogodnih i iskoristivih za rast poZeljnih
mikroorganizama. Sirom svijeta dostupna je raznolikost tradicionalnih pripravaka na bazi
Zitarica, a najviSe se konzumiraju na africkom kontinentu za prehranu opce populacije i
dojencadi. Pripremaju se iz kukuruza, prosa i/ili sirka uz spontanu fermentaciju mijesanih
mikrobnih kultura, bakterija mlije¢ne kiseline i kvasaca. Mikroorganizmi ukljuceni u
fermentacije Zitarica uglavnom pripadaju rodu Lactobacillus (Lb. plantarum, Lb. fermentum,
Lb. casei, Lb. reuteri, Lb. rhamnosus, Lb. Acidophilus, Lb. brevis i dr.), Pediococcus,
Bifidobacterium te Candida, Debaryomyces, Endomycopsis, Hansenula, Pichia,

Saccharomyces i Trichosporon.

Prvih nekoliko fermentiranih proizvoda na bazi zobi koji su se nasli na trzistu Europe
su: proizvod Proviva, Svedske kompanije Skane Dairy, fermentiran starter kulturom
Lactobacillus plantarum 299v, zatim finski proizvod Yosa fermentiran sojevima
Lactobacillus acidophilus LA5 i Bifidobacterium lactis Bbl12 te $vedski, s jogurtom
usporediv, proizvod Adavena M40 (Angelov i sur., 2018; Martensson i sur., 2001) formuliran
na bazi zobi uz fermentaciju uobi¢ajenom jogurtnom kulturom (Lactobacillus bulgaricus i
Streptococcus thermophilus) upotpunjenom Lactobacillus acidophilus sojem (Oste
Triantafyllou i sur., 2016).
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Biljni napitci fermentiraju se kako bi se proizveli fermentirani ne-mlije¢ni proizvodi,
sli¢ni jogurtu ili kefiru, zadovoljavajuéi potrebe onih intolerantnih na laktozu, ali i onih koji
ne konzumiraju hranu animalnog porijekla. Zbog znanstvenih spoznaja o nutritivnom sastavu
zobi, koje je istaknuto u podpoglavlju 2.1.2., sve je veca potraznja proizvoda koji se baziraju
na upravo toj zitarici. Zrno zobi ima visoki funkcionalni potencijal i za razliku od drugih
Zitarica, osigurava vise proteina, vlakana, kalcija, Zeljeza, cinka i esencijalnih aminokiselina.
Sadrzaj zobi u fermentiranom proizvodu c¢ini proizvod prebiotickim zbog zastupljenosti
prehrambenih vlakana koja se ne metaboliziraju probavnim enzimima ve¢ ih intestinalna
mikroflora koristi kao izvor energije (Sukhova i sur., 2020). Takoder, fermentirani zobeni
napitci nazivaju se i funkcionalnim zbog simbioti¢kog uc¢inka probiotickih starter kultura i
prebiotika — B-glukana (El-Batawy i sur., 2019). lako se napitak od zobi konzumira kao
alternativa za mlijeko ili kao sastojak u drugim proizvodima na bazi zobi (kruh, keksi,
Zitarice, napitci) koji su sve viSe zastupljeni, proizvodnja fermentiranog zobenog proizvoda
joS uvijek je izazov. To je ve¢inom iz razloga Sto fermentirani zobeni napitak ne moze sam po
sebi tvoriti mrezu gela koja je svojstvena tradicionalnom jogurtu, a to je ono Sto je zbog
senzorskih i teksturalnih svojstava uvelike prihvaceno i ve¢ ocekivano kod potrosaca.
Najcesce koristene tehnike, kojima bi se nadvladala ta barijera s ciljem unaprijedenja
konzistencije i/ili teksture jogurta, ukljuuju povecanje ukupne suhe tvari u napitku ili
dodatak funkcionalnih sastojaka koja djeluju kao sredstva za zgus$njavanje. Danas se Koristi
veliki broj dodataka koji pruzaju stabilnost i poboljsavaju teksturu ne-mlije¢nih proizvoda. To
su najcesce hidokoloidi od kojih svaka vrsta ima svoje prednosti i nedostatke (Raikos i sur.,
2020). Fermentacija biljnih alternativa poboljSava senzorska svojstva s obzirom da smanjuje
okus sirovog biljnog materijala 1 osigurava pozeljene hlapive spojeve arome. Uz to,
fermentacija s dvije ili vise vrste mikroorganizama moze poboljsati topivost biljnih proteina te
sastav i raspolozivost aminokiselina. Za primjer, Bifidobacterium znatno povecava sadrzaj
proteina u sojinom napitku. Povrh toga, fermentacija soje s Lactobacillus plantarum rezultira
povecanjem esencijalnih aminokiselina kao $to je limitirajuci lizin dok fermentacija napitka
od kikirikija sa sojevima Lactobacillus acidophilus i Lactobacillus plantarum znacajno
povecava sadrzaj ukupnih proteina i udio lizina, metionina i triptofana, usporedujuéi s
provedenim fermentacijama sa samo jednom vrstom bakterija (Alcorta i Pilar Vaquero, 2021).
S druge strane, vazno je istaknuti da proizvodni procesi i njihovo optimiranje imaju znacajan

utjecaj na funkcionalne uc¢inke probiotic¢kih sojeva (Angelov 1 sur., 2018).
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U industrijskoj proizvodnji, fermentacija se uglavnhom provodi nakon pasterizacije,
zagrijavanja zobenog napitka na 95 °C uz mijeSanje te njegovog hladenja na 37 °C i
inokulacije odabranom starter kulturom, bakterijama mlije¢ne kiseline. Uz inokulaciju
startera, prije ili poslije pasterizacije, dodaju se i drugi sastojci poput jednostavnih Secera,
vitamina, enzima ili tvari arome. Studije su pokazale da je koli¢ina zobi i dodanog Secera
faktor koji potpomaze rastu upotrebljene mikrobne kulture (Gupta i sur., 2010). U pravilu,

vrijeme trajanja fermentacije nije definirano ve¢ ono ovisi 0 izabranoj starter kulturi.

Fermentacija bakterijama mlije¢ne kiseline poboljsava nutritivnu vrijednost i
senzorska svojstva obogac¢ivanjem medija mikrobnim metabolitima, a istodobno produljuje
rok trajanja snizavanjem pH vrijednosti. Mikroorganizmi ukljuceni u fermentaciju produciraju
enzime i druge bioaktivne spojeve; kratkolancane masne Kiseline, vitamine, folate,
aminokiseline, egzopolisaharide i bakteriocine. Utvrdeno je da se fermentacijom zobi
povecava udio fenola, avenantramida i flavonoida koji imaju protektivnu ulogu, a ujedno se
povecava i dostupnost antioksidansa i drugih mikroelemenata sto za posljedicu ima smanjenje
razine antinutrijenata (fitata i tripsin inhibitora). Fermentacija rezultira boljom teksturom,

okusom i aromom zobenih napitaka (Angelov i sur., 2018).

2.4. UTJECAJ PROIZVODA BILINOG PORIJEKLA NA ZDRAVLIJE

U novije vrijeme, potrosai sve viSe teze nacinu prehrane koji se bazira na
namirnicama biljnog podrijetla (eng. plant-based diet) ukljucujuéi zitarice, mahunarke,
sjemenke, oraSaste plodove, vo¢e i povrce, | t0 iz raznih razloga kao Sto su primjerice
odbojnost zbog povrede Zivotinja, ekoloska svijest ili teZznja za zdravim i uravnoteZenim
na¢inom Zzivota. Posljedica toga je nastanak niza trendova poput veganstva, vegetarijanstva,

laktovegetarijanstva, ovovegetarijanstva koji su danas u sve ve¢em porastu.

Namirnice i proizvodi biljnog podrijetla prvi su izbor odabira zbog pozitivnih utjecaja
na opce zdravlje 1 smanjenja rizika od obolijevanja ucestalih bolesti danasnjice pa se kao takvi
svrstavaju u funkcionalnu i nutraceuticku hranu. Ono pozitivno o€ituje se u bogatstvu i
raznolikosti proteina, vitamina, mineralnih tvari, prehrambenih vlakana, sastavu masnih
kiselina (posebno nezasi¢enih masnih kiselina) te ponajvise fenolnim spojevima i drugim
fitokemikalijama. Antioksidativnom aktivnos¢u sprjecavaju se lancane reakcije oksidacije
nukleinskih kiselina, proteina i lipida slobodnim radikalima i posljedi¢ni upalni procesi.
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Posebna vaznost odrazava se u tome da se visokim unosom biljnih namirnica u prehrani
smanjuje rizik od nastanka kardiovaskularnih bolesti, hipertenzije, raznih oblika raka,
ateroskleroze i dijabetesa, najcesc¢ih bolesti modernog doba. Osim toga, prehrana bogata
namirnicama biljnog podrijetla smanjuje rizik i od neurodegenerativnih bolesti kao Sto su
Alzheimerova bolest i Parkinsonova bolest te stimulira sveukupni imunoloski sustav. Poblize,
esencijalne masne kiseline pruzaju neuroprotektivni ucinak, uklju¢ujuéi podupiranje
aksonskog i dendritickog rasta neurona. Konkretno, oleinska masna kiselina inhibira aktivnost
enzima prolil-endopeptidaze za koju se pokazalo da ima poviSenu aktivnost u mozgu
pojedinaca oboljelih od Alzheimerove bolesti. Dok konzumacija namirnica Zzivotinjskog
podrijetla u velikim koli¢inama uzrokuje povecanje kolesterola i bolesti srca i krvnih zila, u
raznim biljnim namirnicama i proizvodima zastupljeni su glikozidni fitosteroli koji
sprjeavaju njegovu apsorpciju u tankom crijevu i time pridonose smanjenju LDL kolesterola.
Uz to, fitosteroli pomazu u proizvodnji kolagena pa tako Stite koZu od preuranjenog starenja.
Najvisa koncentracija [-sitosterola zastupljena je u zobenom napitku i to 5 mg/100 mL.
Pretilost je neovisan ¢imbenik rizika za razvoj koronarnih bolesti. Klini¢ki podaci sugeriraju
da prehrambena vlakna mogu pomoc¢i u odrzavanju tjelesne mase, a time i prevenciji
pretilosti. Obroci bogati vlaknima povisuju koncentraciju hormona kolecistokinina u plazmi

za kojeg se smatra da inducira osjecaj sitosti (Khanna, 2016).

S obzirom na dokazane pozitivne u¢inke namirnica biljnog porijekla na zdravlje,
globalno raste potraznja pa prehrambene proizvode biljnog porijekla sa sigurno$¢u ocekuje
svijetla buducnost. Time prehrambena industrija podlijeze sve ve¢im izazovima proizvodnje

alternativa pozeljnih svojstava uzimajuéi u obzir sve vece zahtjeve potrosaca.

Potrosnja svake vrste biljnih napitaka povecava se iz godine u godinu. U razdoblju od
6 godina (2009. — 2015.) prodaja se udvostrucila. Konkretno, volumen prodaje od 2017. do
2018. za zobeni napitak povecao se za 71 %, za bademov napitak 10 %, a za napitak od
kokosa 16 %. Prema usporedivanim podacima o potrosnji iz 2018. i 2019. godine,
konzumacija biljnih napitaka povecala se za 19 % u samo tri mjeseca. Zdravstvene tvrdnje
koje se vezuju uz biljne napitke, koriste i mladoj i starijoj populaciji pa je kao rezultat toga,
konzumacija porasla sveukupno za 60 — 70 % dok su drugi proizvodi biljnog podrijetla
(sladoled, jogurt, maslac, preljevi za salate), prema podacima iz 2018. ostvarili profit u iznosu

od nekoliko stotina milijuna dolara (Aydar i sur., 2020).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERUALI

Pocetak eksperimentalnog dijela zapoCeo je uporabom organskog napitka od zobi
proizvodaca Dennree (Njemacka) (slika 2) sljedeceg sastava: voda, zob cjelovitog zrna 12 %,
suncokretovo ulje, morska sol. Nutritivna vrijednost napitka prikazana je u tablici 1. U
nastavku eksperimenta pa sve do kraja glavnog pokusa koristile su se sitho mljevene zobene

pahuljice grupe proizvoda Nutrigold.

Tablica 1. Nutritivna vrijednost napitka od zobi

i Masti 08¢
od kojih zasi¢ene masne 01g
kiseline
Ugljikohidrati 7,849
od kojih Seceri 45¢
Bjelancevine 0,79
Soli 0,08 ¢

Slika 2. Napitak od zobi

(vlastita fotografija)

Za fermentaciju napitka od zobi prvo je koristena liofilizirana jogurtna kultura YoMix
(Danisco, Danska) 20, 25 i 30 DCU te potom starter kulture namijenjene za fermentaciju
biljnih napitaka: VEGE 033, VEGE 053 i VEGE 081 (Danisco, Danska).
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3.2. PRELIMINARNI EKSPERIMENTI

3.2.1. Fermentacija Dennree zobenog napitka

U prethodno toplinski sterilizirane Cetiri laboratorijske ¢ase odmjerilo se po 0,5 L
napitka od zobi proizvodaca Dennree kojemu je odredena kiselost, mjerenjem pH vrijednosti.
Napitak je zagrijan na grijacoj plo¢i (Rotamix 550 MMH, Rotamix SHP-10, Tehtnica,
Slovenija) na priblizno 40 °C. Potrebna koli¢ina starter kultura za fermentaciju, paZzljivo je
odvagana na analiti¢koj vagi (Mettler Toledo, AB 104, Svicarska). S obzirom da je po uzorku
namijenjeno 0,5 L biljnog napitka, u manje laboratorijske ¢aSe odvagano je 0,0098 g jogurtne
kulture 20 DCU, 0,01225 g jogurtne kulture 25 DCU i 0,0147 g jogurtne kulture 30 DCU.
Priblizno 20 mL napitka od zobi dodano je u svaku ¢aSu s odvaganom kulturom s ciljem
aktivacije mikroorganizama kroz vremenski period od 15 minuta, na 40 °C u termostatu
(INKO 1935., Zagreb). Aktivirana mikrobna kultura dodana je u pripremljene ¢ase s 0,5 L
napitka i dobro promijesana. S obzirom da se nastojalo uvidjeti utjecaj glukoze na aktivnost i
rast upotrebljene kulture, u Cetvrtu od pripremljenih ¢aSa s napitkom dodana je odvaga
jogurtne kulture 25 DCU i 1 % glukoze. Sadrzaj svake ¢ase — napitak u kombinacijama s 20,
25 1 30 DCU jogurtne kulture te napitak s 25 DCU jogurtne kulture i 1 % glukoze
raspodjeljen je u Sest manjih steriliziranih bocica za fermentaciju. Pokrivene aluminijskom

folijom, bocice su stavljene u termostat na 40 °C ¢ime je zapocela fermentacija.

Tijekom fermentacije, prvi put nakon protekla 2 h, izuzimani su uzorci s ciljem
mjerenja Kiselosti i vremenskog trajanja fermentacije, mjerenjem pH vrijednosti na pH-metru.
Kraj fermentacije oznacavao je vrijednost pH od 4,6, a fermentacija se prekinula naglim

hladenjem uzoraka koji su potom ostavljeni u hladnjaku preko noc¢i na +4 °C.

3.2.2. Proizvodnja zobenog napitka iz zobenih pahuljica i njegova fermentacija

Zobeni napitak proizveden je iz sitno mljevenih zobenih pahuljica grupe proizvoda
Nutrigold. Koristen je uredaj za proizvodnju razli¢itih biljnih napitaka, Vegan Star, VR100
Perfect (slika 3), koji se sastoji od dva dijela: donji dio ¢ini spremnik za dodavanje Zeljenih

sastojaka te gornjeg dijela na kojem se nalaze noz za obradu sadrzaja povezan s kuciStem
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motora. Uredaj se spaja na izvor elektriéne energije, a za pokretanje rada bira se, prema

uputama o odabranoj sirovini, jedan od ukupno Sest dostupnih programa.

<

Selec!

G SR

Slika 3. Vegan Star, VR100 perfect — uredaj za proizvodnju biljnih napitaka (vlastita
fotografija)

Proizvodnja napitka od zobi provela se na tri na¢ina. U prvom postupku odvagano je
(KB 3600-2N, Kern & Sohn GmbH, Njemacka) 60 g zobenih pahuljica i odmjereno je 1400
mL vode. Nakon stavljanja u uredaj, za proizvodnju napitka iz suhih zobenih pahuljica, prema
uputama proizvodaCa, odabran je program 5 koji usitnjavana i zagrijava sadrzaj. Nakon
otprilike 7 minuta, program zavrSava s proizvodnjom. Dobiveni napitak procijeden je kroz
kuhinjsko cjedilo i postupak s procijedenim napitkom ponovljen je jo§ jednom. Drugi nacin
proizvodnje obuhvacéao je odvagu zobenih pahuljica od 40 g i dodatak 1350 mL vode uz
odabir istog programa. Ovoga puta cijedenje je provedeno dva puta: jednom kroz uobicajeno
kuhinjsko cjedilo i1 drugi puta kroz tzv. svileno cjedilo za jo$ finije izdvajanje sitnih dijelova
zobi. Za trec¢i postupak upotrebljeno je 40 g zobenih pahuljica koje su odredeno vrijeme
stajale u 300 mL vode. Za proizvodnju napitka iz namakanih pahuljica, dodano je jos 1000
mL vode 1 uredaj je zapoCeo s radom odabirom programa 6 kojim se postize usitnjavanje

sadrzaja bez zagrijavanja. Nakon otprilike 1 minute i 40 sekundi, ciklus je zavrSen i postupak
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je ponovljen jo§ jednom uz krajnje procjedivanje napitka. Svi dobiveni napitci (slika 4)

stavljeni su u hladnjak na +4 °C.

Slika 4. Zobeni napitci dobiveni razli¢itim postupcima (vlastita fotografija)

Za fermentaciju proizvedenih napitaka koriStena je jogurtna kultura 30 DCU. Za 0,5 L
svakog napitka, odvagano je 0,0147 g mikrobne kulture i dodano u prethodno, na 40 °C,
zagrijane napitke. Uz dobro mijeSanje, napitci su raspodijeljeni U pet sterilnih bocica za
fermentaciju, za svaki uzorak. Prekriveni aluminijskom folijom, stavljeni su u termostat na 40

°C. Fermentacija se takoder pratila uzastopnim mjerenjem kiselosti.

3.2.3. Fermentacija zobenog napitka starter kulturom namijenjenom za zob

Za proizvodnju napitka odabrana je nova formulacija tako da omjer zobi i vode bude
otprilike jednak omjeru 4:100. U uredaj za proizvodnju dodano je odvaganih 55 g zobenih
pahuljica 1 odmjerenih 1400 mL vode. Rad je zapoceo odabirom programa 5 ponovljen u dva
ciklusa. Preciznije, nakon zavrSetka prvog ciklusa, napitak je procijeden preko uobicajnog
cjedila. Usitnjavanje i zagrijavanje ponovilo se jo§ jednom (u opranom uredaju) i napitak je
procijeden kroz svileno cjedilo. Ovim postupkom dobilo se 1260 mL zobenog napitka iz
pocetnih koli¢ina zobi i vode dok gubici predstavljaju krute ostatke zobi zaostale tijekom

procijedivanja.
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Dobiveni zobeni napitak fermentiran je kombinacijom definiranih sojeva bakterija
mlijecne kiseline namijenjenih za izravno nacjepljivanje i fermentaciju namirnica i napitaka
biljnog porijekla. Na raspolaganju su bile tri vrste mikrobnih kultura u obliku liofiliziranog

praha:

1. DANISCO VEGE 033 LYO 100 DCU - Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

2. DANISCO VEGE 053 LYO 200 DCU - Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactic, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus

3. DANISCO VEGE 081 LYO 250 DCU - Lactobacillus plantarum,

Pediococcus pentosaceus

Napitak je zagrijan u loncu na 40 — 45 °C i u laboratorijske ¢ase je odmjereno po 500
mL napitka. Za svaku od tri ¢ase s napitkom odvagana je na analiti¢koj vagi jedna vrsta starter
kulture, i to: 0,005 g kulture oznake 033 LYO 100 DCU, 0,0065 g kulture 053 LYO 200 DCU
te 0,03 g kulture 081 LYO 250 DCU. S napitkom su dobro promijeSane i raspodjeljene u Sest
steriliziranih bocica za fermentaciju. Prekriveni aluminijskom folijom, uzorci su stavljeni u

termostat na 40 °C za pocetak fermentacije (slika 5).

Slika 5. Uzorci prije po¢etka fermentacije (vlastita fotografija)
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3.3. PROIZVODNJA FERMENTIRANOG NAPITKA — NATUR ZOBENI DESERT

Zobeni napitak proizveden je prema omjeru zobenih pahuljica i vode 4:100
(potpoglavlje 3.2.3.). Za fermentaciju i proizvodnju natur zobenog deserta koriStena je
mikrobna kultura VEGE 053 (Danisco, Danska) i dodatci za poboljsanje okusa i teksture.

Udjeli dodanih sastojaka korigirani su kroz slijed od nekoliko formulacija:

1 % Skroba, 1 % pektina, 0,5 % soli
1. receptura 1 % skroba, 1 % pektina, 1 % soli

1 % brasna od sjemenki rogaca, 1 % soli

1 % skroba, 1 % pektina, 0,1 % soli

2. receptura 1 % $kroba, 1 % pektina, 0,25 % soli

3. receptura 1 % Skroba, 1 % pektina, 0,2 % soli

4. receptura 1 % skroba, 1 % pektina, 0,15 % soli

Zobeni napitak zagrijan je na 40 — 45 °C. Skrob (1 %), pektin (1 %) i sol (0,15 %)
odvagani su u laboratorijske ¢aSe i dodani u 2,5 L napitka. KoriSten je Stapni mikser radi
lakSeg postizanja ujednacenosti i raspodjele sastojaka te razbijanja grudica. Homogena smjesa
pasterizirana je na 73 °C, 15 sekundi uz neprestano mijesanje po dnu. Nakon hladenja na
priblizno 40 °C dodano je 0,03225 g mikrobne kulture prethodno pazljivo odvagane na
analiti¢koj vagi. Napitak sa svim sastojcima i kulturom je dobro promijesan i raspodijeljen u
12 steriliziranih bocica za fermentaciju. Prekrivene aluminijskom folijom, bocice su stavljene
u termostat na 40 °C ¢ime je zapocela fermentacija. Prije i tijekom trajanja fermentacije

uzorku je uzastopno mjerena kiselost do krajnje vrijednosti pH 4,6.

Fermentacija je prekinuta naglim hladenjem natur zobenog deserta koji je ostavljen u
hladnjaku na +4 °C.
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Slika 6. Natur zobeni desert (vlastita fotografija)

Potpuno isti postupak je ponovljen s ciljem dobivanja usporednog uzorka potrebnog za

daljnje analize.

Na temperaturi hladnjaka, tijekom 28 dana, ¢uvana je serija natur zobenog deserta bez
provedenog postupka pasterzacije tijekom proizvodnje te dvije serije usporednih
pasteriziranih proizvoda. Osim toga, u steriliziranim boc¢icama cuvan je u hladnjaku i
proizvedeni zobeni napitak (prema potpoglavlju 3.2.3.) dok je dio istoga, Cuvan na sobnoj
temperaturi. Svim uzorcima su svakih 7 dana (1., 7., 14., 21., 1 28.) mjereni sljedeci parametri
kvalitete: kiselost, udio ugljikohidrata, udio soli, udio suhe tvari i pepela te reoloski parametri,

mikrobioloSka analiza i senzorska procjena.
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3.4. ANALITICKE METODE

3.4.1. Odredivanje pH vrijednosti

Odredivanje kiselosti provedeno je mjerenjem pH vrijednosti uzorka pomocu
laboratorijskog pH-metra (WTW-ProfiLine pH 3110, Xylem Analytics, Njemacka)
kalibriranog prije prvog koriStenja, na nacin da se destiliranom vodom isprana elektroda

pazljivo uroni u uzorak. Nakon ustaljenja, pH vrijednosti se ocita na zaslonu uredaja.

3.4.2. Odredivanje udjela ugljikohidrata

Udio ugljikohidrata odredivan je metodom prema Loof-Schoorlu. Reducirajuci
ugljikohidrati, zbog slobodne aldehidne tj. keto-skupine, imaju sposobnost redukcije metala iz
alkalnih otopina njihovih soli (Luffova otopina — alkalna otopina bakra). Kao posljedica te
reakcije nastaje crveno-smedi, netopljivi talog bakrenog oksidula (Cu,0O). Koli¢ina,
konkretno, mlijeCnog Secera laktoze moze se odrediti, nakon nastanka taloga, titracijom
suviska nereduciranih iona bakra (Cu®") ili titracijom istaloZenog i otopljenog bakrenog

oksidula.

Dodatkom otopine kalijevog jodida u suvisku, u kiseloj sredini koja se postize
dodatkom sumporne kiseline, dolazi do reakcije joda 1 suviska bakrenih iona pri ¢emu se
oslobada molekularni jod koji se titrira otopinom natrijevog tiosulfata uz Skrob kao indikator

(Bozani¢ i sur., 2010).

S obzirom da je po literaturi u zobi najviSe zastupljena maltoza, krajnji rezultati

analize uzoraka prera¢unavani su na udio tog disaharida.
Koristeni pribor:

laboratorijska vaga (KB 3600-2N, Kern & Sohn GmbH, Njemacka)
povratno hladilo

grijac

tikvica s okruglim dnom i brusenim grlom od 300 mL

pipete od 1 mL, 20 mL

o a0k~ wbnh PP

trbusaste pipete od 25 mL
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7. Stoperica

Potrebni reagensi:

1. Luffova otopina
Priprema: 25 g CuSQO,4 x 5 H,0 otopi se u 100 mL destilirane vode. Zatim se 50 g limunske
kiseline otopi u 50 mL destilirane vode, a 388 g kristalnog Na,CO3 x 10 H,0 u 300 — 400 mL
tople destilirane vode. U odmjernu tikvicu od 1 L prvo se ulije otopina natrijevog karbonata
kojoj se doda otopina limunske kiseline. Toj dobivenoj smjesi doda se otopina bakrenog (I1)
sulfata te se ostatak do oznake nadopuni destiliranom vodom.

2. 0,1 M NazS;03

3. 20 % otopina kalijevog jodida

4. 25 % otopina sumporne kiseline

5

. 2 % otopina Skroba
Postupak:

U tikvicu s okruglim dnom i nekoliko staklenih kuglica, otpipetira se 1 mL uzorka
zobenog napitka odnosno izvaze se 1 g fermentiranog natur deserta. U tikvicu se potom doda
24 mL destilirane vode i 25 mL Luffove otopine. Tikvica se priklju¢i na povratno hladilo i
kuha uz lagano vrenje to¢no 10 minuta, nakon $to prva kap padne natrag u tikvicu. Nakon
isteka vremena, tikvica se ohladi pod mlazom hladne vode i u smjesu se otpipetira 15 mL 20
%-tne otopine kalijevog jodida. Zatim se oprezno, uz mijesanje, u smjesu otpipetira 25 mL

25%-tne otopine sumporne kiseline.

IzIugeni jod titrira se s 0,1 mol L™ Na-tiosulfatom dok boja uzorka ne prijede u tonove
Zute boje, a zatim se otpipetira 1 mL svjeZe pripremljene 2 %-tne otopine skroba i titracija se
nastavi do prijelaza tamnoplave boje u putenastu koja se mora zadrzati nekoliko minuta. U

racun se uzima u obzir zbroj utroSenih mililitara u obje titracije.

Usporedno se radi i slijepa proba za koju se umjesto 1 mL uzorka i 24 mL destilirane

vode otpipetira 25 mL destilirane vode, a dalje se ponavaljaju koraci kao i s uzorkom.

Izracun:
Slijepa proba trosi: X mL 0,1 mol L™ Na,S,03
Uzorak trosi: Y mL 0,1 mol L Na,S,05
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(X-Y) - f (NaszO;;) =ZmLO0,1 mol |_-1 Na,S,03 [1]
Iz tablice 2 se za Z mL Na,S,03 ocitaju mg maltoze u 1 mL uzorka.

Tablica 2. Izracunavanje Secera po Loof-Schoorlu

0,1 N- Glukoza, fruktoza ili
Laktoza Maltoza
tiosulfat invertni Secer

mL mL razlika mg razlika mg razlika
1 2,4 3,6 3,9

2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9
3 7,2 2,4 11,0 3,7 11,7 3,9
4 9,2 2,5 14,7 3,7 15,6 3,9
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0
7 17,2 2,5 25,8 3,7 27,5 4,0
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0
9 22,4 2,6 33,2 3,7 35,5 4,0
10 25,0 2,6 37,0 3,8 43,5 4,0
11 27,6 2,6 40,8 3,8 43,5 4,0
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,0
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1
14 35,7 2,7 52,2 3,8 55,7 4,1
15 38,5 2,8 56,0 3,8 59,8 4,1
16 41,5 2,8 59,9 3,9 63,9 4,1
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,1
18 47,1 2,9 67,7 3,9 72,2 4,2
19 50,0 2,9 71,7 4,0 75,5 4,3
20 53,0 3,0 75,7 4,0 80,9 4.4
21 56,0 3,0 79,8 4,1 85,4 4,5
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6
23 62,2 3,1 88,0 4,1 94,6 4,6

3.4.3. Odredivanje udjela soli

Odredivanje udjela soli provedeno je metodom po Mohru koja odreduje koli¢inu
Kloridnih iona titracijom sa srebrovim (I) nitratom. Iz analitickih podataka za titraciju
utroSenog volumena otopine AgNOs;, izracuna se maseni udio natrijevog klorida u

ispitivanom uzorku.
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Koristeni pribor:

laboratorijska ¢asa od 100 mL

odmjerna tikvica od 100 mL

vodena kupelj

filter papir

lijevak

pH-metar (WTW-ProfiLine pH 3110, Xylem Analytics, Njemacka)
Erlenmeyerova tikvica od 100 mL

© N o o~ w DN PE

trbusasta pipeta od 25 mL
Potrebni reagensi:

1. 0,1 M otopina srebrovog (I) nitrata, AGQNO3
2. zasi¢ena otopina indikatora, Ko,CrO4

3. 0,1 M otopina natrijevog hidroksida, NaOH

Postupak:

U ¢asu od 100 mL izvaze se 2 g uzorka, doda se 2 — 3 mL tople vode i dobro se
promijeSa staklenim Stapicem da se dobije homogena smjesa. Kvantitativno se prenese u
odmjernu tikvicu od 100 mL, uz ispiranje ¢ase vodom. Tikvica se dopuni destiliranom vodom
do oznake, zatvori ¢epom, dobro promijesa i drzi u kljucaloj vodenoj kupelji 15 minuta od
trena kada sadrzaj tikvice zavrije. Tijekom kljucanja, tikvica mora biti poklopljena uz
povremeno otvaranje ¢epa. Nakon 15 minuta, tikvica s otopinom se djelomi¢no ohladi,
promijesa i filtrira preko filter papira. Dobivenom filtratu izmjeri se pH (mora biti oko 10) i
ukoliko je potrebno, neutralizira otopinom natrijevog hidroksida. Otpipetira se 25 mL filtrata
u Erlenmeyerovu tikvicu, dodaju se 2 do 3 kapi indikatora (K,CrQ,) i titrira se 0,1 M

otopinom AgNOj3 do prve promjene boje.

Izracun:

M1go (NaCl) =4 - ¢ (AgNO3) - V (AgNO3) - M (NaCl) [2]

w (NaCl) = [ mygo (NaCl) / m (uzorka) ] - 100 [3]

24



3.4.4. Odredivanje udjela suhe tvari

Ukupna suha tvar je masa koja ostane po zavrSetku odredenog postupka susenja na
konstantnoj temperaturi do konstantne mase, a izrazava se kao maseni udio. Suhu tvar ¢ine svi
sastojci osim vode i plinova. Za odredivanje suhe tvari u zobenom napitku i fermentiranom
natur desertu provedena je direktna metoda — susenje u suSioniku. Temelji se na isparavanju

vode iz uzorka susenjem pri konstantnoj temperaturi od 102 + 2 °C.
Koristeni pribor:
analiticka vaga (Mettler Toledo, AB 104, Svicarska)

eksikator sa sredstvom za izvlacenje vlage

1
2
3. aluminijska posudica s poklopcem
4. hvataljka

5

susionik (ST-01/02, Instrumentaria, Zagreb)
Postupak:

Aluminijska posudica i poklopac zagriju se jedno pored drugoga u suSioniku na
temperaturi odrzavanoj na 102 + 2 °C, barem 30 minuta. Posudica s poklopcem odmah se

premjesti u eksikator, ohladi do sobne temperature te odvaze s to¢noséu od 0,1 mg.

U aluminijsku posudicu doda se kvarcni pijesak da prekrije dno i odmah se izvaze 3
do 5 g fermentiranog proizvoda odnosno otpipetira 10 mL zobenog napitka. Posudica s
poklopcem pored nje, zagrijava se u suSioniku dva sata na konstantnoj temperaturi. Poklopac
se stavi na posudicu, izvadi iz suSionika i ostavi U eksikatoru. Nakon hladenja, izvaze se S

to¢noscu od 0,1 mg.

Postupak suSenja ponavlja se dok razlika u masi izmedu dva uzastopna mjerenja ne

prelazi 0,5 mg pri ¢emu se zabiljeZi ona najniZza masa.
IzraCun:

% suhe tvari = [(zadnja odvaga — prazna posudica) / odvaga uzorka] - 100 [4]

3.4.5. Odredivanje pepela (udjela mineralnih tvari)
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Udio mineralnih tvari odreduje se zarenjem (uparavanjem i mineralizacijom) uzorka

do konstantne mase na 550 °C.

Koristeni pribor:
analiticka vaga (Mettler Toledo, AB 104, Svicarska)
. pec¢ za zarenje (Mufova pec), (LP-08, Instrumentaria, Zagreb)
susionik (ST-01/02, Instrumentaria, Zagreb)

1

2

3

4. porculanski lonci¢ za zarenje

5. eksikator sa sredstvom za izvlacCenje vlage
6

hvataljka
Postupak:

Porculanski lon¢i¢ izari se u Mufovoj peci pri temperaturi od 550 °C i ohladi u
eksikatoru do postizanja sobne temperature. Nakon hladenja, izvaze se, a zatim se u lon¢i¢ na
analitickoj vagi izvaze 10 g napitka odnosno fermentiranog proizvoda. Uzorak se stavi u
susionik na 102 + 2 °C dok se sasvim ne osusi, a zatim se stavi na zarenje u Mufovu pe¢ i
temperaturu od 550 °C dok sav sadrzaj ne pobijeli. Nakon hladenja u eksikatoru, porculanski

lon¢i¢ s pepelom se vaze. Postupak Zarenja ponavlja se do postizanja konstantne mase.
Izracun:

% pepela = [(zadnja odvaga — prazan lon¢i¢) / odvaga uzorka] - 100 [5]

3.4.6. Odredivanje reoloskih karakteristika

Reoloska svojstva zobenog napitka i fermentiranog natur deserta ispitana su na
rotacijskom reometru RM-180 tvrtke Rheometric Scientific (Rheometric, Inc., Piscataway,
SAD) (slika 7). To je prijenosni, za upotrebu jednostavni viskozimetar koji se prvenstveno
koristi za kontrolu kvalitete 1/ili razvoj novog proizvoda, kao u ovom slucaju. MozZe se
koristiti manualnim radom, tj. ru¢no pomocu jednostavnih gumba na tipkovnici ili pomocu

osobnog racunala i dodatne programske podrske.

Sastoji se od cilindricnog vretena koje se rotira unutar nepomi¢nog vanjskog plasta (u
koji se stavlja uzorak do oznake, priblizno 32 mL) pri¢vrscenih s tijelom uredaja i kuciStem

motora. Pri brzinama (D) od 100, 270, 440, 610, 780, 950, 1120 i 1290 s™ i temperaturi
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uzorka od priblizno 20 °C, reometar odreduje vrijednosti napona smicanja, T (Pa) i prividne

viskoznosti () u Pa s ocitane na zaslonu uredaja.

Slika 7. Rotacijski reometar RM-180, Rheometric Scientific (vlastita fotografija)

Primjenom metode linearne regresije i dobivene jednadzbe, iz odnosa logaritama
izmjerenih vrijednosti, brzine (logD) i napona smicanja (logT), odrede se reoloski parametri:
indeks teCenja (n) — broj uz x tj. prvi ¢lan jednadzbe, koeficijent konzistencije u mPa s kao

antilog drugog ¢lana jednadzbe i koeficijent regresije (R?) koji predstavlja tocnost metode.

3.4.7. Mikrobioloska analiza
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MikrobioloSka analiza provodila se s ciljem odredivanja trajnosti proizvoda pracenjem

prisutnosti i rasta mikroorganizama (kvasci i plijesni, enterobakterije — posebno rod

Salmonella, koagulaza pozitivni stafilokoki) na hranjivim podlogama.

Koristeni pribor:

Reagensi:

© © N o gk~ wbhPE

e o =
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Bunsenov plamenik

laboratorijska vaga (KB 3600-2N, Kern & Sohn GmbH, Njemacka)
Erlenmeyerova tikvica od 2000 mL

Erlenmeyerova tikvica od 1000 mL

grija¢ s magnetskom mjesalicom (Rotamix SHP-10, Tehtnica, Slovenija)
infuzijske boce s cepovima

autoklav (Inko, Zagreb)

vodena kupelj

epruvete 1 cepovi

. sterilne Petrijeve ploce

. vorteks mjesa¢ (MS2 Minishaker, IKA, Njemacka)
. termostat (INKO 1935., Zagreb)

. mikropipeta i tipsevi

. Stapi¢ po Drigalskom

1. hranjive podloge za odredivanje prisutnosti kvasaca i plijesni (Sabouraud Dextrose

Agar CAF 50), enterobakterija (Violet red bile glucose agar), koagulaza pozitivnih
stafilokoka (Baird Parker Agar Base + Egg Yolk) proizvodaca Biolife (Italija) i
gotova hranjiva podloga za detekciju bakterija iz roda Salmonella (Salmonella
Shigella agar) proizvodaca BD (Njemacka)

. fizioloSka otopina

3. 2 % otopina natrijevog citrata

4.

Priprema:

96 % etanol

Prema uputi proizvodaca, odvagana koli¢ina hranjive podloge otopi se u destiliranoj

vodi i1 zagrijava na magnetskom grijacu dok se sav sadrzaj ne otopi. Ravnomjerno se

raspodjeli u infuzijske boce s cepom.
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Pripremljena 0,9 %-tna otopina natrijevog klorida akupenserom se otpipetira po 9 mL

u epruvete s cepom.

Radi nuznosti sprjeCavanja kontaminacije, mikrobioloSka analiza provodi se u
sterilnim uvjetima. Potrebno laboratorijsko posude i pribor unaprijed se pripremi i sterilizira,
uz samoljepljivu indikator traku, suhom sterilizacijom, a pripremljeni reagensi steriliziraju se
u autoklavu, postupokom mokre sterilizacije. Analiza se provodi pod otvorenim plamenom

Bunsenovih plamenika.

Postupak:

Za detektiranje prisutnosti ciljanih mikroorganizama provodila se direktna analiza
nacjepljivanja decimalnih razrjedenja. U Erlenmeyerovu tikvicu sa staklenim kuglicama,
odvaze se 20 g fermentiranog proizvoda te doda 180 mL prethodno pripremljene i
temperirane otopine natrijevog citrata. Uzorak se, zbog svoje guste konzistencije, razrijedi i
homogenizira na vorteks mje$acu. Zobeni napitak nije potrebno razrijediti. Iz
homogeniziranog uzorka sterilnom mikropipetom prenese se 1 mL u epruvetu s 9 mL sterilne
fizioloSke otopine. Razrjedenje se dobro homogenizira te se Cistim nastavkom mikropipete
uzme 1 mL razrjedenja i prenese u drugu epruvetu s 9 mL fizioloSke otopine. Postupak se

ponavlja do Zeljenog decimalnog razrjedenja.

Mikropipetom uzme se 1 mL decimalnog razrjedenja i pazljivo pod kutem od 45°
otpusti u prethodno oznacenu Petrijevu ploc¢u. Potom se u svaku plocu ulije prethodno
otopljena hranjiva podloga odabrana za rast specificnog mikroorganizma. Poklopljena ploca
se jednoli¢no promijesa kruznim pokretima 1 polozi na vodoravnu podlogu dok se potpuno ne
skrutne. Zatim se okrene poklopcem prema dolje i stavi u termostat na 37 °C. Podloge za
analizu prisutnosti kvasaca i plijesni, Cuvane su na sobnoj temperaturi. Mikrobioloska analiza
kvasaca i plijesni te enterobakterija provodila se svakih 7 dana dok je za koagulaza pozitivne

stafilokoke ona provedena samo 1. i 28. dan analiza.

Za analizu bakterija iz roda Salmonella, samo na 1. dan analize tj. na kraju
proizvodnog procesa, koristena je gotova hranjiva podloga u Petrijevim plo¢ama ¢uvana u
hladnjaku na +4 °C. Nakon temperiranja, sterilnom mikropipetom uzme se 100 uL
homogeniziranog uzorka i pazljivo prenese na podlogu. Stapiéem po Drigalskom, prethodno
uronjenim u etanol i spaljenim u plamenu, uzorak se ravnomjerno razmaze po podlozi te

ostavi u termostatu pri temperaturi od 37 °C.
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Porasle kolonije broje se na brojacu kolonija uz pomo¢ povecala, a rezultat se izrazava

kao broj kolonija u 1 mL (eng. Colony - forming Unit, CFU).

Izracun:

CFU mL™ = broj kolonija / (nacijepljen volumen - recipro¢na

vrijednost decimalnog razrjedenja) [6]

Slika 8. Nacjepljivanje Petrijevih ploca (vlastita fotografija)

3.4.8. Senzorska analiza

Senzorsko ocjenjivanje proizvedenog zobenog napitka cuvanog u hladnjaku i sobnoj
temperaturi te proizvedenog fermentiranog natur deserta provela su 3 ocjenjivaca i to 1., 7.,
14., 21. i 28. dan. Za svaki uzorak ocjenjivana su sljedeCa svojstva: izgled, boja,

konzistencija, miris i okus. Primjer obrasca za senzorsko ocjenjivanje prikazan je u tablici 3.
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Tablica 3. Obrazac za senzorsko ocjenjivanje

Datum:

Ime i prezime

Svojstvo i opis
svojstva

Maksimalan
broj bodova

Izgled
(homogena
povrsina, bez
izdvajanja faza,
bez vidljivih
grudica, prljavo
bijela do siva
boja)

Boja
(prljavo bijela
do siva boja)

Konzistencija
(homogena,
glatka, bez
grudica, bez
razdvajanja

faza)

Miris
(blago i
ugodno

kiselkast, miris
po Zitaricama)

Okus
(blago kiselo,
po zitaricama i
orasastim
plodovima, bez
grudica, fine
konzistencije u
ustima)

12

Ukupno

20

Komentari:
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3.5. OBRADA REZULTATA
Rezultati su obradeni u programu Microsoft Excel 2010, a prikazani su kao

aritmeticka sredina usporednih serija uzoraka (napitak temperature hladnjaka, napitak sobne

temperature, pasterizirani natur desert) s pripadaju¢im standardnim devijacijama.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je optimiranje proizvodnje zobenog napitka i njegove fermentacije s
krajnjim ciljem dobivanja proizvoda sli¢nog jogurtu, ali biljnog porijekla i bez upotrebe
sintetskih dodataka. Kroz razdoblje od 28 dana bilo je potrebno pratiti i odrediti fizikalno-
kemijske, reoloske, mikrobioloske i senzorske karakteristike na sljede¢im uzorcima: zobeni
napitak temperature hladnjaka, zobeni napitak sobne temperature, fermentirani zobeni napitak

(natur desert) te pasterizirani i fermentirani zobeni napitak (pasterizirani natur desert).

4.1. PRELIMINARNA ISPITIVANJA

Cilj preliminarnih eksperimenata bio je odrediti trajanje fermentacije zobenog napitka
i dobivanje konac¢nog proizvoda, za potrosaca, pozeljnih senzorskih svojstava s obzirom na

razli¢ite udjele upotrijebljenih poboljsivaca okusa i teksture.

Prvi pripremni rezultati odnosili su se na fermentaciju organskog zobenog napitka
proizvodaca Dennree jogurtnom kulturom YoMix 20, 25 i 30 DCU. Prema tablici 4 vidljivo je

da je fermentacija vecine uzoraka trajala u prosjeku 3 sata.

Tablica 4. pH vrijednosti mjerene tijekom fermentacije organskog zobenog napitka
proizvodaca Dennree jogurtnom kulturom YoMix 20 DCU (20), 25 DCU (25), 30 DCU (30) i
25 DCU uz dodatak 1 % glukoze (25 + 1 % glu)

20 25 30 25+1 % qglu
5,97 571 5,09 5,81
5,13 4,79 4,54 4,93

4,54 4,64

Nakon prekida fermentacije i naglog hladenja, uoceno je odvajanje faza; u uzorku
oznake 30, ono je bilo najviSe izrazeno dok je u uzorku oznake 25, ono bilo najmanje
primjetno. Nakon ¢uvanja u hladnjaku (slika 9) bilo je vrlo uo€ljivo odvajanje faza u svim

uzorcima §to bi kod potrosaca bilo posebno neprihvatljivo.
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Slika 9. Odvajanje faza u uzorcima nakon prekono¢nog ¢uvanja u hladnjaku (vlastita

fotografija)

Iz tog razloga, sljede¢a faza eksperimentalnih ispitivanja odnosila se na proizvodnju
vlastitog zobenog napitka koriStenjem uredaja za proizvodnju biljnih napitaka te njihove
fermentacije. Prvi na¢in proizvodnje dao je vrlo gusti zobeni napitak iz ¢ega je zakljuceno da
je upotrijebljeno previse zobenih pahuljica pa je postupak ponovljen, ali uz izmjenu koli¢ina
sastojaka i1 nacina cijedenja. Kao rezultat, dobiven je rjedi napitak, svjetlije boje. Treéi tip
napitka proizveden je bez zagrijavanja iz namakanih zobenih pahuljica pa je time dobiven
najbjelji napitak. Nakon nekoliko dana ¢uvanja u hladnjaku, opaZeno je odvajanje faza u
napitcima (slika 10) sto je ipak ocekivano u takvoj vrsti proizvoda ukoliko se ne dodaju

stabilizatori.
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Slika 10. Odvajanje faza u zobenim napitcima nakon nekoliko dana ¢uvanja u

hladnjaku (vlastita fotografija)

Proizvedeni zobeni napitci fermentirani su jogurtnom kulturom i prema mjerenim pH
vrijednostima iz tablice 5 fermentacija nije i$la o¢ekivanim konstantnim padom pH ni nakon 4

dana od pocetka stavljanja uzoraka na fermentaciju.

Tablica 5. pH vrijednosti mjerene tijekom fermentacije (jogurtnom kulturom) zobenih
napitaka proizvedenih usitnjavanjem i zagrijavanjem (1C, P5), ponovljenim usitnjavanjem i
zagrijavanjem (2C, P5) te usitnjavanjem sadrzaja bez zagrijavanja (2C, P6)

1C, P5 2C, P5 2C, P6
Oh 7,15 7,41 7,24
2h 6,90 7,05 7,17
4 dana od ferm. 6,4 6,1 6,4
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Senzorskim ocjenjivanjem fermentiranih uzoraka uoceno je odvajanje faza u uzorku
oznake 1C, P5. Uzorak oznake 2C, P5 bio je vrlo rijedak uz prisustvo sluzavih tvari §to se
pripisuje svojstvu kulture dok je uzorak oznake 2C, P6 sadrzavao najvise vodene faze i
okusom bio je ,,najkiseliji*. S obzirom da fermentacija nije dosla do kraja, odnosno, nije
postignut pH od 4,6 ni nakon nekoliko dana, pretpostavlja se da mikroorganizmi nisu imali
dovoljno raspolozivih ugljikohidrata pogodnih za metaboliziranje. Zbog toga ni jedan uzorak
nije bio dovoljno kiseo. Zakljuceno je da je mikrobnoj kulturi, u ovom slucaju jogurtnoj

kulturi, potreban jednostavniji izvor ugljika.

Shodno tome, sljedec¢i pokus bio je fermentacija odabirom druge starter kulture, ovoga
puta onom koja je namijenjena fermentaciji biljnih napitaka. Prema rezultatima dobivenim
mjerenjem pH vrijednosti (tablica 6), ali i senzorske procjene, odluc¢eno je da ¢e se u nastavku
ovih inicijalnih ispitivanja koristiti samo jedna vrsta starter kulture (VEGE 053). Po
senzorskoj ocjeni, uzorci su bili ugodno kiseli, ali rijetki po konzistenciji pa je u ovoj fazi
odluceno da ¢e se dodati Skrob i1 pektin kao prirodna sredstva za uguséivanje te sol radi

poboljsanja okusa.

Tablica 6. pH vrijednosti mjerene tijekom fermentacije proizvedenog zobenog napitka Vege

kulturama namijenjenim za fermentaciju biljnog napitka

Vege 033 Vege 053 Vege 081
8,04 7,92 8,05
7,34 7,22 7,58
6,16 5,75 7,00
5,68 5,61 5,84
5,57 5,53 5,68
5,57 5,54 5,61
5,02 4,50 4,42
4,96

Prva receptura pokazala je da dodatak uguséivaca i poboljSivaca uvelike ubrzava
vrijeme fermentacije (tablica 7). Uzorak 1 sadrzavao je 1 % Skroba, 1 % pektina i 0,5 % soli,
uzorak 2 u svom sastavu imao je 1 % Skroba, 1 % pektina te 1 % soli dok je za uzorak 3

odabrano brasno sjemenki rogaca (1 %) kao sredstvo za zgusnjavanje i 1 % soli. Senzorskom
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ocjenom zakljuceno je da je uzorak 3 nezadovoljavaju¢ po izgledu i po okusu dok su uzorci 1

I 2 bili fine konzistencije, homogeni, ali preslani.

Tablica 7. pH vrijednosti mjerene tijekom fermentacije za uzorak s 1 % $kroba, 1 % pektina i
0,5 % soli (1), uzorak s 1 % Skroba, 1 % pektinai 1 % soli (2) te uzorak s 1 % braSna

sjemenki rogaca i 1 % soli (3)
1 2 3
Oh 5,60 5,30 6,42
2h 5,34 4,97 5,49
4 h 5,00 4,75 4,76

5h 4,63 4,69 4,53
6h 4,54

vrijeme

U krajnjoj fazi eksperimentalnih ispitivanja, bilo je potrebno korigirati jedino udio soli
u fermentiranom proizvodu. Definiralo se uz jos dvije izmjene recepture dok se nije postigla
ona konacna. U tablici 8 prikazane su vrijednosti mjerenja pH tijekom fementacije uzorka s
0,1 % i 0,25 % koji su i dalje rezultirali preslanim okusom, a u tablici 9 prikazane su

vrijednosti tijeka fermentacije za uzorak s 0,2 % soli.

Tablica 8. pH vrijednosti mjerene tijekom fermentacije za uzorak s 0,1 (1) i 0,25 % (2)
dodane soli

vrijeme
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5,66
4,60

Iz dobivenih rezultata vidi se da je manji udio soli omogué¢io mikroorganizmima brze
metaboliziranje fermentabilnih sastojaka, odnosno, vrijeme trajanja fermentacije ubrzalo se za

1 sat u slucaju kada je dodan udio soli ispod 0,5 % na koli¢inu zobenog napitka.

Posljednju recepturu s udjelom soli od 0,2 % isprobali su potrosaci koji u
svakodnevnom Zzivotu konzumiraju sli¢ne proizvode pa je preporuceno dodatno smanjenje
slanosti. Odluceno je da konac¢ni sastav natur fermentiranog deserta sadrzi 1 % Skroba, 1 %
pektina i 0,15 % soli te da se njime ulazi u glavni pokus. Tablica 10 prikazuje pH vrijednosti
dobivene tijekom fermentacije uzorka s 0,15 % soli (oznake 1) te usporednih uzoraka s 0,15
% soli uz provedeni postupak pasterizacije (oznake 1P i 1P/2). Korak pasterizacije (73 °C/15
s) uveden je zbog mikrobioloskih rezultata (vidi poglavlje 4.8.) provedene analize na uzorku

1.

Tablica 10. pH vrijednosti uzoraka s 0,15 % soli (1) te usporednih uzoraka s 0,15 % soli uz

provedeni postupak pasterzacije (1P i 1P/2)

1 1P 1P/2
6,28 6,06 6,85
5,95 5,72 6,20
4,64 4,64 4,80

4,62

4.2. ODREDIVANIJE KISELOSTI

Kiselost zobenog napitka i fermentiranog zobenog napitka odredivana je, svakih 7
dana, mjerenjem tzv. aktivne kiselosti koja se izrazava koncentracijom vodikovih iona tj. pH
vrijednoscu. Osim analiza provedenih na zobenim napitcima i fermentiranim proizvodima
tijekom 28 dana, pH vrijednost mjerena je i tijekom samog postupka fermentacije, do
postizanja vrijednosti 4,6. Rezultati istrazivanja (Angelov i sur., 2006) fermentacije zobenog

napitka bakterijama mlije¢ne kiseline Lactobacillus plantarum uz dodatak saharoze i drugih
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zasladivaca (saharin, aspartam) u razli¢itim koncentracijama, pokazali su da je optimalno
vrijeme formiranja mlije¢ne kiseline 8 h. Fermentacija zobenog napitka prema Tsetsegmaa i
Tsetsegee (2016), uz dodatak saharoze kao izvora energije za upotrijebljenu mjesovitu starter
kulturu (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus i Lactobacillus acidophilus),
trajala je takoder 8 h. Martensson i sur. (2002) inokulirali su zobeni napitak razli¢itim
probiotickim sojevima (Lactobacillus reuteri, Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium
bifidum) u kombinaciji s jogurtnom kulturom §to je rezultiralo trajanjem fermentacije od ¢ak
16 h. U ovom radu, kraj fermentacije i pH vrijednost od 4,6 postignuti su za samo 4 h
upotrebom kombinacije definiranih sojeva bakterija mlijecne kiseline (Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactic, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus) i poboljsivaca okusa i konzistencije.
Prema inicijalnim ispitivanjima, dokazalo se da je dodatak soli, Skroba i pektina utjecao na
krace trajanje fermentacije. Visi udio soli usporavao je fermentabilnu aktivnost dok je dodatak
ispod 0,5 % u krajnjoj recepturi ubrzao fermentaciju za 1 h. S obzirom da rodovi
Lactobacillus i Streptoccocus imaju amiloliticku aktivnost (Panda i Ray, 2016) odnosno
produciraju enzime amilaze koji konvertiraju Skrob u jednostavnije Seere pogodnije za
metaboliziranje, moze se pretpostaviti da je dodatak Skroba u recepturu krajnjeg proizvoda,
pogodovao vecoj dostupnosti jednostavnih ugljikohidrata, vecoj aktivnosti mikroorganizama,
§to je rezultiralo brzom fermentacijom. Prema istrazivanju Chatterjee i sur. (2016) utvrdeno je
da pektin svojim prebiotickim djelovanjem koristi bakterijama mlije¢ne kiseline
(Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus casei) stimuliraju¢i njihov
rast i aktivnost. Iako su potrebna dodatna istrazivanja utjecaja pektina na preostale sojeve
bakterija mlije¢ne kiseline koriStenih u ovom radu (osim Lactobacillus acidophilusa) moze se
pretpostaviti da je pektin, dodan u svrhu poboljsanja konzistencije zbog svoje sposobnosti

tvorbe gela, pripomogao kra¢em trajanju fermentacije.

Razli¢ite brzine fermentacije mogu se pripisati specifi¢nostima odabranih sojeva i
razliCitih sastava polaziSnog medija za fermentaciju. Pozeljno je kratko vrijeme fermentacije

kako bi se rizik kontaminacije proizvoda sveo na minimum.

Prema tablici 11 i rezultatima Cuvanja tijekom 28 dana, vidljivo je da su oba uzorka
proizvedenih zobenih napitaka, onaj ¢uvan u hladnjaku na +4 °C i onaj Cuvan na sobnoj
temperaturi (20 °C) odrzavali pH oko 8, tijekom prva dva tjedna. Nakon 14. dana analize
doslo je do laganog zakiseljavanja uzoraka, odnosno sniZzavanja za jednu pH jedinicu. Time je

potvrdeno da je u uzorcima doSlo do promjena zbog kojih analiza 28. dana nije viSe bila
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moguca (kvarenje). Proizvedeni natur desert te pasterizirani natur desert, inokulirani
mjeSavinom starter kultura namijenjenih za fermentaciju biljnih napitaka, tijekom svih 28
dana Cuvanja zadrzali su podruc¢je niskog pH, u rasponu 4,3 — 4,6 sto je u korelaciji s
provedenim istrazivanjem Tsetsegmaa i Tsetsegee (2016) u kojem su rezultati mjerenja kroz
21 dan dali vrijednosti pH od 4,50 + 0,05 za fermentirani zobeni proizvod inokuliran gotovo
identicnom mjeSovitom starter kulturom (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus

bulgaricus i Lactobacillus acidophilus) kao i u ovom diplomskom radu.

Tablica 11. pH vrijednosti mjerene tijekom 28 dana ¢uvanja uzoraka

4 °C napitak 20 °C napitak natur desert pasterizirani

natur desert

1. 8,16 + 0,15 8,26 + 0,01 4,51 4,29 £ 0,08
7. 7,96 + 0,11 8,17 £ 0,14 4,37 4,37 £ 0,03
14. 6,97 + 1,15 6,92 + 0,99 4,56 4,38 + 0,06
21. 6,90 + 1,38 7,68 + 0,64 4,53 4,42 +£0,17
28. / / 4,61 4,37 +0,25

4.3. ODREDIVANIJE UDJELA UGLJIKOHIDRATA

Od sadrzaja ugljikohidrata, svakih sedam dana u svim uzorcima odredivan je udio
disaharida maltoze. Prema rezultatima prikazanim u tablici 12 vidljivo je da je udio maltoze
(%) za zobeni napitak ¢uvan u hladnjaku i na sobnoj temperaturi na pocetku analiza bio
priblizno isti. U oba uzorka ve¢ nakon jednog tjedna udio maltoze smanjio se za 2 %, a
smanjenje se nastavilo do kraja ispitivanja. U fermentiranim zobenim napitcima, udio maltoze
na kraju fermentacije iznosio je oko 2 % Sto je ocekivano s obzirom da je supstrat na
metabolickom putu do mlijeéne kiseline. Isti udio odreden je i nakon protekla tri tjedna
Cuvanja. Kao i u slucaju napitaka, doslo je do smanjenja udjela maltoze, pri kraju ¢uvanja od
ukupnih 28 dana. Moze se pretpostaviti da je uzrok smanjenja daljnja aktivnost bakterija
mlije¢ne kiseline i moguc¢ih drugih mikroorganizama koji jednostavne ugljikohidrate koriste

kao izvor energije.

Martensson 1 sur. (2002) analizirali su udio mono- i disaharida u razli¢itim
fermentiranim proizvodima na bazi zobenog napitka, bez drugih dodataka, prije i poslije

fermentacije. U maltozom bogatom proizvodu svi primjenjeni bakterijski sojevi bili su u
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stanju iskoristiti znacajnu koli¢inu tog disaharida. Kontrolni uzorak sadrzavao je oko 6,5 %
dok je nakon fermentacije u veéini uzoraka s definiranim mikrobnim sojevima udio maltoze
iznosio 5,5 %. Sli¢na koli¢ina fermentabilnih ugljikohidrata, u ovom slucaju maltoze i
glukoze, utvrdena je u proizvodu druge zobene baze. Kontrolni uzorak tog proizvoda
sadrzavao je 7 % maltoze i glukoze, a raspon izmedu 5 i 6 % odnosio se na uzorke nakon
provedene fermentacije. Prema tim rezultatima mogu se usporediti rezultati ovog diplomskog
rada uzimajuci zobeni napitak kao uzorak prije fermentacije i natur desert kao uzorak dobiven
poslije fermentacije. Kao i prema rezultatima Martensson i sur. (2002) za uzorak prije
fermentacije, napitak od zobi Cuvan u hladnjaku i napitak ¢uvan na sobnoj temperaturi,
sadrzavali su udio maltoze od priblizno 6 %. Nakon fermentacije udio fermentabilnih Secera
smanjio se za 1 % u odnosu na kontrolni uzorak dok se u ovom istrazivanju utvrdilo da je pad
udjela maltoze otprilike 4 %, usporedujuci s ishodisnim zobenim napitkom. To odstupanje u
rezultatima (3 %) ovih ispitivanja moze se pripisati razlikama u samom odabiru sirovina,
nacinu proizvodnje i trajanju fermentacije, upotrijebljenim mikrobnim kulturama te dodanim
poboljsivacima i kona¢nim formulacijama proizvoda koje se moguce utjecale na nutritivni

profil.

Tablica 12. Udio maltoze (%) u uzorcima tijekom 28 dana ¢uvanja

4 °C napitak 20 °C napitak natur desert pasterizirani

natur desert

1. 5,55+ 1,80 6,10 + 0,45 2,16 1,60 + 0,28
7. 3,75+ 0,00 4,09 + 0,34 2,47 1,98 + 0,53
14. 3,81 + 0,90 4,02+131 2,12 1,41 +£ 0,75
21. 2,50 + 0,74 2,05+ 1,46 1,21 0,80 + 0,29
28. / / 1,52 0,21+0,10

4.4. ODREDIVANIJE UDJELA SOLI

Udio soli odredivan je u svim uzorcima 1. i 28. dan ¢uvanja, titracijskom metodom po
Mohru. Prema tablici 13 dobiveni su rezultati koji potvrduju ocekivanje da je u
fermentiranom zobenom napitku udio soli visi zbog dodatka natrijevog klorida kao
poboljsivaca okusa u udjelu od 0,15 % na koli¢inu upotrijebljenog napitka. Tijekom perioda
Cuvanja od 28 dana nije dosSlo do znacajne promjene % soli u natur desertima, ali ni u

napitcima. U zobenom napitku cuvanom u hladnjaku i onom ¢uvanom na sobnoj temperaturi,
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analizom je 1. dana utvrden udio soli od, u prosjeku, 0,89 % koji se o¢uvao i kroz sljedeca
Cetiri tjedna. U fermentiranom natur desertu, definiran je udio soli u rasponu 1,5 — 2,3 % na
pocetku i na kraju provedenih analiza. 1z navedenog moze se zakljuciti da proizvod na bazi
zobi ima neznatan udio soli, manji od 1 %, ukoliko se ne dodaje kao funkcionalni sastojak. To
potvrduju Grasso i sur. (2020) koji su usporedili nutritivni sastav nekoliko vrsta biljnih
jogurta. Udio soli u proizvodu od soje iznosio je 0,07 %, indijskog oras¢i¢a 0,10 %, badema
0,36 %, konoplje 0,03 %. Za proizvode na bazi zobi i usporedbu sastava i konkretno udjela

soli, potrebna su dodatna istrazivanja.

Tablica 13. Udio soli (%) u uzorcima 1. i 28. dana ¢uvanja

4 °C napitak 20 °C napitak natur desert pasterizirani
natur desert

1. 1,05+ 0,12 0,81 £0,11 1,51 2,33 + 0,35
28. 0,82 + 0,12 0,88 + 0,05 1,63 1,52 £ 0,24

4.5. ODREDIVANIJE UDJELA SUHE TVARI

Suha tvar je ostatak koji zaostane nakon izdvajanja vode odnosno postupka susenja
materijala. U ovom radu, udio suhe tvari (%) odredivan je prvi 1 posljednji dan analiza,
suSenjem u suSioniku na 102 + 2 °C. Rezultati 1. dana za napitak ¢uvan u hladnjaku i1 napitak
¢uvan na sobnoj temperaturi bili su priblizno isti, 2,70 % odnosno 2,53 %. Nakon 28. dana
cuvanja rezultati su pokazali blago smanjenje udjela suhe tvari, na 2,32 % odnosno 1,57 %. S
druge strane, rezultati dobiveni suSenjem uzorka fermentiranih natur deserata dali su
ocekivane visSe vrijednosti za 1. dan analize §to se pripisuje dodatku Skroba, pektina i1 soli u
sami zobeni napitak. Nakon Cetiri tjedna, udio suhe tvari za natur desert bio je takoder

neznatno nizi (4,49 %) dok je za pasterizirani uzorak iznosio 4,77 % (tablica 14).

Pregledom dosadasnjih radova, rezultati su se pokazali raznolikim. U radu Pacala i sur.
(2012) ispitana su osnovna fizikalno-kemijska svojstva mjeSavina zitarica 0dnosno
pripremljenih kasa viSe razli¢itih kombinacija pSenice, prosa, jecma i zobi uz dodatak
kristalnog Secera (saharoze). Takvim slatkim kaSama odredena je suha tvar prije 1 poslije

fermentacije. Udio suhe tvari u svim kombinacijama prije fermentacije, iznosio je oko 12 %, a
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nakon zabiljezen je raspon 10 — 12 %. El-Batawy i sur. (2019) su u svojem istrazivanju dobili
udio suhe tvari u zobenom napitku, proizvedenom iz zobenog brasna, 21,51 % dok je u
uzorku istog napitka, ali fermentiranog, iznosio 21,63 % =+ 0,95. Suha tvar prema

Tsetsegmma i Tsetsegee (2016) za fermentirani proizvod od zobi uz dodatak saharoze, iznosi
10,0 % + 0,1.

Udjeli suhe tvari dosadasnjih istrazivanja i ovog diplomskog rada nisu usporedivi, a
razlikuju se zbog koli¢ina upotrijebljenih sirovina (zobi i/ili zobenog brasna i vode) i nacinu
proizvodnje te zbog drugih izabranih sastojaka poput Skroba, saharoze ili koncentrata proteina
¢ijim se dodatkom povecava suha tvar kona¢nog proizvoda. Prema dobivenom, u sastavu

proizvoda ovog rada voda zauzima priblizno 95 %.

Tablica 14. Udio suhe tvari (%) u uzorcima 1. i 28. dan ¢uvanja

4 °C napitak 20 °C napitak natur desert pasterizirani

natur desert

1. 2,70 + 0,06 2,53 + 0,08 4,59 4,45+ 0,17
28. 2,32 + 0,60 1,57 £ 0,80 4,49 4,77 £ 0,01

4.6. ODREDIVANIJE PEPELA (UDJELA MINERALNIH TVARI)

Udio mineralnih tvari odredivan je spaljivanjem uzoraka na 550 °C na samo 1. 1 28.
Cuvanja, a dobiveni ostatak tog postupka naziva se pepeo. Iz tablice 15 i dobivenih rezultata,
moze se uvidjeti da udio mineralnih tvari svih uzoraka ne prelazi 0,5 % $to je u korelaciji s
radovima drugih autora. EI-Batawy i sur. (2019) navode da je udio pepela zobenog napitka u
njihovom istrazivanju iznosi 0,342 %, a u istom uzorku nakon fermentacije udio pepela iznosi
0,34 + 0,02. Tsetsegmma i Tsetsegee (2016) su u svojem istrazivanju procjenjivali svojstva

fermentiranog zobenog napitka pa je kao rezultat dobiven udio pepela od 0,4 %.

Tablica 15. Udio mineralnih tvari (%) u uzorcima 1. i 28. dan ¢uvanja

4 °C napitak 20 °C napitak natur desert pasterizirani

natur desert

1. 0,05 + 0,002 0,04 + 0,01 0,21 0,20 + 0,02
28. 0,05 £+ 0,02 0,08 + 0,02 0,18 0,22 + 0,01
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4.7. ODREDIVANJE REOLOSKIH KARAKTERISTIKA

Reoloska svojstva materijala odredivana su na rotacijskom reometru definiranjem
vrijednosti viskoznosti (u) u odnosu na brzinu smicanja (D) materijala. Viskoznost je
fizikalna veli¢ina koja opisuje otpor tekuéine prema teCenju. Utjecajem medumolekularnih
sila molekule tekuéine medusobno se privlade i time opiru smicanju susjednih slojeva. Sto je
tekucina vise pokretljiva, manje je viskozna i ima nizu vrijednost pu. Na slici 11 a-e prikazana
je ovisnost viskoznosti (u, Pa s) o brzini smicanja (D, s™) uzoraka zobenog napitka (¢uvanih
na temperaturi hladnjaka i sobnoj temperaturi) te uzoraka fermentiranih napitaka (¢uvanih na
temperaturi hladnjaka) za 1. (a), 7. (b), 14. (c), 21. (d) i 28. (e) dan ¢uvanja.

a)
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Slika 11. Ovisnost viskoznosti (p, Pa s) o brzini smicanja (D, s™*) uzoraka zobenog napitka i
fermentiranih zobenih napitaka 1. (a), 7. (b), 14. (c), 21. (d) i 28. (e) dan ¢uvanja

Na viskoznost uglavnom utjeu temperatura, koncentracija i stupanj usitnjavanja

izabranog materijala. Takoder, sirovine bogate vlaknima (B-glukan u zobi) pridonose
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viskoznosti krajnjeg proizvoda zbog svoje sposobnosti stvaranja viskoznih otopina
(Sobiechowska i sur., 2020; Zarzycki i sur., 2011). Tijekom razvoja novih proizvoda,
viskoznost ima veliku ulogu u definiranju teksture i opéenito postizanju zeljenih senzorskih
svojstava. S obzirom da je zobeni napitak viSe tekuéi materijal, prije samog mjerenja i
provodenja analiza mogla se ocekivati niza vrijednost viskoznosti U odnosu na gotovi
fermentirani proizvod. Pocetak analiza dao je rezultate mjerenja viskoznosti u prosjeku od 17
mPa s za napitke te 55 mPa s za fermentirane natur deserte pri najveéim brzinama od 1290 s™.
Ono §to vrijedi za sve mjerene uzorke i za sve dane Cuvanja je Smanjenje viskoznosti s
povecanjem brzine s tim da se nagli pad postigao prvim porastom brzine, sa 100 na 270 s™.
Dobiveni rezultati ne podudaraju se s dosadas$njim ispitivanjima u kojima su vrijednosti
viskoznosti bile puno vise. U radu Tsetsegmaa i Tsetsegee (2016) nije bilo znacajnih
promjena u viskoznosti fermentiranog zobenog napitka tijekom 21 dan, a ona je iznosila 400
+ 30 mPa s dok su Gupta i sur. (2010) u svojemu radu dobili jo§ viSu vrijednost
fermentiranog zobenog napitka. Iznosila je 1000 mPa s i nije bilo znac¢ajnih promjena tijekom
21 dan hladnog ¢uvanja. Ove nepodudarnosti mogu se pripisati razli¢itim koli¢inama drugih

dodanih sastojaka i posljedi¢no razli¢itim udjelima vode i suhe tvari tih proizvoda.

Usporedujuci napitke Cuvane na razli¢itim temperaturama, potvrduje se ovisnost
viskoznosti i temperature. Napitak ¢uvan u hladnjaku na +4 °C imao je na poCetku mjerenja
viSu viskoznost nego napitak ¢uvan na 20 °C. Nakon 14. dana ¢uvanja napitci su imali vrlo
malu viskoznost (pri najniZzoj brzini reometar nije biljezio vrijednost) koja je padala do
posljednjeg dana cuvanja. To sniZzenje viskoznosti objaSnjava se nastalim fizikalnim
promjenama u uzorcima koji su potvrdeni mikrobioloSkom analizom (poglavlje 4.8.).
Viskoznost fermentiranih proizvoda razlikuje se izmedu pojedinih zbog kljuénog koraka
toplinske obrade. Pasterizirani natur desert imao je viSu viskoznost u odnosu na uzorak kod
kojeg pasterizacija nije provedena. To se pripisuje svojstvu Skroba (prirodno prisutnog i
naknadno dodanog) koji zelatinizira pri povisenoj temperaturi. Viskoznost raste kako $krob

bubri pritom stvarajuci pastu koja se hladenjem pretvara u kruti gel (Serna-Saldivar, 2010).

4.8. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

Dokazivanje prisutnosti pojedinih vrsta mikroorganizama predstavlja najsigurniji

na¢in za odredivanje mikrobioloske 1 higijenske kvalitete krajnjeg proizvoda. Broj
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mikroorganizama odreden je indirektnim brojanjem kolonija naraslih iz uzorka napitka i
fermentiranog napitka nacijepljenih na odabrane hranjive podloge, a prisutnost se odredivala
za kvasce i plijesni, koliformne bakterije (Enterobacteriaceae) i koagulaza pozitivne
stafilokoke. Kvasci su od manjeg znacaja u odnosu na bakterije. Dobro podnose niske
temperature i niski pH, a posebno karakteristi¢no je da proizvode velike koli¢ine enzima i
vitamina B skupine. Plijesni razgraduju ugljikohidrate, masti i neke proteine, a preferiraju
vlaznu 1 kiselu sredinu. Njihova prisutnost je vrlo Stetna. Koliformne bakterije
(enterobakterije) su nepozeljne i njihova prisutnost najéeS¢e ukazuje na nepravilnosti pri
proizvodnji i nehigijenske uvjete (Bozani¢ i sur, 2010). Namirnice u kojima se ustanovi
prisutnost enterobakterija smatraju se zdravstveno neispravnima. Koagulaza pozitivni
stafilokoki je zajednicki naziv za bakterije roda Staphylococcus koje, kao i enterobakterije, u
slucaju neadekvatne higijene u proizvodnom procesu otvaraju mogucénost kontaminacije hrane

i izazivanje tzv. stafilokoknog trovanja.

Rezultati mikrobioloSke analize prikazani su u tablicama 16, 17 i 18. U svim uzorcima
identificirana je samo prisutnost kvasaca €iji se broj povecavao s danima skladistenja Sto je
oc¢ekivano s obzirom da im uvjeti niske temperature pogoduju. Sli¢ni rezultati prikazani su za
uzorke u radu Elsanhoty i Ramadan (2018). Svi uzorci jogurta pokazali su znacajan porast
kvasaca 1 plijesni tijekom razdoblja skladiStenja. Takoder, sli¢ni rezultati objavljeni su u
radovima Tamime i Robinson (2001) te Ifeanyi i sur. (2013) koji su ustanovili da pocetni broj
kvasaca i plijesni nije bio veé¢i od 1 CFU mL™, ali kako je vrijeme skladistenja odmicalo, broj
kvasaca i plijesni se povecao. U uzorku napitka cuvanog na sobnoj temperaturi druge serije
paralelnih uzoraka utvrden je najvisi broj kvasaca i pretpostavljeno drugih mikroorganizama
koji su izazvali neugodan ostar miris 21. dan ¢uvanja. Za napitak ¢uvan u hladnjaku, takoder
druge serije ¢uvanja 21. dana odreden je neprihvatljivo velik broj enterobakterija ¢ime je

odluc¢eno da se taj proizvod vise ne analizira kao ni napitak ¢uvan na sobnoj temperaturi.

Uzorak koji se posebno isti¢e u ovim analizama je natur desert, odnosno fermentirani
zobeni napitak bez prethodno provedenog toplinskog tretmana. Nakon prvog dana
mikrobioloske analize i inkubacije, na Petrijevim plo¢ama je izbrojan velik broj kolonija
enterobakterija (tablica 17) i posebno stafilokoka (tablica 18) te prisutne plijesni. Zakljucak je
bio da je doslo do kontaminacije ploca zrakom, dugim stajanjem ili pak dodanim sastojcima.
Nakon toga je odluceno da je formulaciju nuzno pasterizirati. Toplinskom obradom osigurava
se dulja trajnost proizvoda uniStenjem patogenih mikroorganizama, Sto veceg broja drugih

mikroorganizama i njihovih spora te inaktivacijom prisutnih enzima (Tratnik i Bozanic,
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2012). To je potvrdeno pracenjem trajnosti pasteriziranog natur deserta koji je imao najmaniji
broj kvasaca od prvog dana dok druge vrste mikroorganizama nisu opazene. Rod Salmonella

nije identificiran ni u jednom uzorku nakon procesa proizvodnje.

Tablica 16. Broj kvasaca i plijesni poraslih na hranjivoj podlozi izrazen kao log CFU mL™ u

uzorcima napitka ¢uvanih na razli¢itim temperaturama i fermentiranim natur desertima

4 °C napitak 20 °C napitak natur desert pasterizirani

natur desert
1. 1,68 1,75 2,31 1,41
7. 1,95 2,47 1,30 1,66
14. 2,61 2,83 2,43 2,11
21. 2,64 3,29 1,48 2,00
28. 2,94 3,96 1,65 2,00

Tablica 17. Broj enterobakterija poraslih na hranjivoj podlozi izrazen kao log CFU mL™ u

uzorcima napitaka ¢uvanih na razli¢itim temperaturama i fermentiranim natur desertima

4 °C napitak 20 °C napitak natur desert pasterizirani

natur desert
1. 0 0 1,60 0
7. 0 0 0 0
14, 0 0 0 0
21. 2,93 0 0 0
28. / / 0 0

Tablica 18. Broj koagulaza pozitivnih stafilokoka na hranjivoj podlozi izrazen kao log CFU

mL™" u uzorcima napitaka ¢uvanih na razli¢itim temperaturama i fermentiranim natur

desertima
4 °C napitak 20 °C napitak natur desert pasterizirani
natur desert
1. 0 0 1,87 0
28. 0 0 0,30 0

4.9. SENZORSKA ANALIZA
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U prehrambenoj industriji senzorska ocjena kvalitete proizvoda nalazi svoju primjenu
prvenstveno u razvoju novih proizvoda, pri poboljsanju kvalitete postojecih proizvoda, pri
procjeni kvalitete proizvoda tijekom skladiStenja, pri ispitivanju ukusa potroSaca. Od svih
metoda ispitivanja najcesce se koriste metode bodovanja (Tratnik i Bozani¢, 2012). Za ocjenu
zobenih napitaka i fermentiranih natur deserata koriStena je bodovna skala s ukupnih 20
bodova koje proizvodi mogu dobiti ocjenjivanjem karakteristika izgleda, boje, konzistencije,

mirisa i okusa.

Na slici 12 a-e prikazani su svi ocijenjeni uzorci usporedni s maksimalnim moguéim
brojem bodova, za 1. (a), 7. (b), 14. (c), 21. (d) i 28. (¢) dan ¢uvanja. Tijekom svih 28 dana,
ocjenjivana svojstva svih uzoraka postigla su najvisi broj bodova za svojstvo izgleda
(homogena sjajna povrsina, bez udubljenja ili pukotina), boje (bijela do blijedozuta) i mirisa
(neutralan, blagi miris po zobi za napitak i blago kiseo miris za desert). Prvi dan senzorske
procjene dao je neSto nizi broj bodova za zobene napitke dok su fermentirani proizvodi
postigli maksimalan broj bodova u svim kategorijama. Zobeni napitak ¢uvan na sobnoj
temperaturi imao je najnizu ocjenu za okus i jedini je imao ne$to nizu ocjenu za sSvojstvo
konzistencije. Napitak ¢uvan u hladnjaku dobio je viSe ocjene za svojstvo okusa zbog punijeg
okusa (po biljnom, po zitaricama) nego §to je zapazeno u napitku sobne temperature. To Se po
komentarima ocjenjivaa moze pripisati upravo razlikama u temperaturi i subjektivnom

oc¢ekivanju da se takav tip proizvoda konzumira hladan.

a)
12
11
10
9
© 8 Maksimum
o
5 7 B Napitak temp. hladnjaka
26
o m Napitak sobne temp.
2 5
4 m Natur desert
3 B Pasterizirani natur desert
2
1 -
O .
izgled boja konzistencija miris okus
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Cuvanjem uzoraka narednih 7 dana, u napitcima je uo¢eno odvajanje faza §to je
rezultiralo nizom ocjenom od maksimalne (4). lako je razdvajanje faza u ovakom tipu
proizvoda ocekivano, ukoliko se ne dodaju stabilizatori, obi¢cnom potrosacu bi takav izgled
moguce bio neprihvatljiv. U tom slucaju, ,,protresti prije upotrebe* bi bilo potrebno istaknuti
na ambalaZi proizvoda. Sto se tie okusa, sedmi dan senzorske procjene dao je nizu
sveukupnu ocjenu i za natur desert dok je pasterizirani natur desert po svim kategorijama
dobio najvise ocjene; ugodno kiselkasti okus, homogene i1 glatke konzistencije. 14. dan
¢uvanja i ocjenjivanjem svojstva okusa, svi ocjenjivaci dali su nizi broj bodova za natur desert
zbog znacajnog smanjenja kiselosti u okusu dok su ostala svojstva svih uzoraka bila identi¢na

kao i sedam dana prije.

b)
12
11
10
9
8 Maksimum
@®
_§ 7 B Napitak temp. hladnjaka
86 .
_ B Napitak sobne temp.
25
< 4 W Natur desert
3 M Pasterizirani natur desert
2
1 -
0 .
izgled boja konzistencija miris okus
c)
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12
11
10
9
8 Maksimum
§ 7 B Napitak temp. hladnjaka
% 6 M Napitak sobne temp.
5
< 4 B Natur desert
3 B Pasterizirani natur desert
2
1 -
0 -
izgled boja konzistencija miris okus

21. dan ¢uvanja doSlo je do najveéih promjena. Paralelna serija napitka cuvanog na
sobnoj temperaturi nije vise bilo moguée ocijeniti. Zbog neugodnog mirisa ocijenjenog s 0
bodova, vrlo tekuce konzistencije S pahuljastim nakupinama na povrSini i ni ne ocijenjenog
okusa, napitak je eliminiran iz daljnjih analiza. S obzirom da prva serija istog uzorka nije
pokazala svojstva koja bi bila ocijenjena s 0 bodova, daljnji rezultati (28. dan cuvanja)
prikazani su prema samo toj seriji. U napitku cuvanom u hladnjaku nije bilo takvih zapazanja.
Po svojstvu okusa, zobeni napitci zadrzali su ocjene dobivene prije tjedan dana dok je natur
proizvod osim ve¢ smanjene kiselosti, izgubio 1 slanost. Ovaj 21. dan u pasteriziranom natur
desertu je opazeno smanjenje kiselosti, dakle sedam dana kasnije nego u uzorku koji nije bio

pasteriziran.
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12
11
10
9
8 Maksimum
% 7 Napitak temp. hladnjaka
g 6 Napitak sobne temp.
_g > B Natur desert
: M Pasterizirani natur desert
2
1 .
0 .
izgled boja konzistencija miris okus

Posljednji dan c¢uvanja u zobenim napitcima (temperature hladnjaka i sobne
temperature) bilo je uo¢eno vrlo izrazeno odvajanje faza (vidljiv vodeni dio) §to je moguce
upucivalo na pocetak promjena koje su rezultirale kvarenjem (potvrdeno drugom serijom
uzorka ¢uvanog na sobnoj temperaturi). Fermentirani deserti, nepasterizirani i pasterizirani,
nisu dali promjene u vidu mirisa i konzistencije §to upucuje na njihovu duzu stabilnost. Do

manjih promjena doslo je jedino u svojstvu okusa, zbog daljnjeg smanjenja kiselosti i slanosti.
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12
11
10
9
8 Maksimum
é 7 W Napitak temp. hladnjaka
§, 6 B Napitak sobne temp.
Je-'* > B Natur desert
: B Pasterizirani natur desert
2
1 -
0 -

izgled boja konzistencija miris okus

Slika 12. Senzorska ocjena kvalitete uzoraka zobenih napitaka i fermentiranih zobenih
napitaka 1. (a), 7. (b), 14. (¢), 21. (d) i 28. (¢) dan ¢uvanja

Procjenom senzorskih svojstava utvrdeno je da se svojstva kvalitete okusa i
konzistencije postupno smanjuju s duzim vremenom skladiStenja proizvoda §to su potvrdili i
El-Batawy i sur. (2019) u istrazivackom radu usporedbe fermentiranog zobenog napitka i
kravljeg mlijeka. To smanjenje moze biti posljedica formiranja kiseline (u ovom slucaju u
napitku) ili produkcije drugih mikrobnih produkata metabolizma koji mogu utjecati na
senzorska svojstva, navode u istraZivanju. Takvi rezultati potvrdeni su i u radu Wang 1 sur.
(2017) u kojemu su od ukupnog broja bodova uzorci fermentirane zobene baze s razli¢itim
dodacima dobili ocjenu 9 na pocetku senzorske procjene dok je do 21. dana ¢uvanja ocjena

pala na 7, a do kraja sedmog tjedna cuvanja broj bodova bio je 5 od ukupnih 10.

Prema svemu navedenom, trajnost zobenih napitaka svodi se na 21 dan s tim da je
pozeljno hladno skladistenje. Fermentirani zobeni napitci pokazali su puno bolju stabilnost
koja se objaSnjava samim sniZzenjem pH medija i prisustvu mlije¢ne kiseline kao prirodnog
konzervansa koja usporava aktivnost i rast drugih mikroorganizama. Prema sveukupnim

ocjenama, pasterizirani natur desert pokazao je najbolju kvalitetu.
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5. ZAKLJUCCI

1. Proizvodnjom zobenog napitka pozeljnih fizikalnih svojstava potvrdeno je da optimalan
omjer zobi i vode iznosi 4:100. Optimiranjem fermentacije dobivenog zobenog napitka s
mikrobnom kulturom namijenjenom za fermentaciju biljnih napitaka utvrdeno je da se
vrijeme fermentacije znatno skracuje nego u slucaju upotrebe jogurtne kulture ili drugih
definiranih kombinacija bakterija mlije¢ne kiseline. Uz to, dodatak poboljSivaca okusa (sol) i

konzistencije (Skrob, pektin) utje¢u na vrijeme trajanja fermentacije.

2. Aktivna kiselost zobenih napitaka (sobne temperature i temperature hladnjaka) izrazena
kao pH iznosila je oko 8 s blagim snizavanjem tijekom perioda ¢uvanja. Fermentirani natur
deserti zadrzali su istu vrijednost Kiselosti (oko pH 4) bez znatnih promjena tijekom perioda

cuvanja.

3. Udio maltoze u napitku i fermentiranom natur desertu smanjuje se tijekom vremena
skladistenja Sto se pripisuje daljnjoj aktivnosti mikroorganizama. U zobenim napitcima udio
maltoze je visi (5 — 6 %) s obzirom da se znacajna koli¢ina utros$i u procesu fermentacije na

kraju koje proizvod sadrzi oko 2 % maltoze.

4. Na udio soli ne utjece vrijeme ¢uvanja. U zobenim napitcima zabiljezen je udio do 1 % dok
je u fermentiranim natur desertima udio bio nesto visi (1,5 — 2 %) zbog namjernog dodatka

soli kao poboljivaca okusa.

5. Udio suhe tvari ovisan je o dodatku drugih sastojaka. To potvrduje udio suhe tvari napitka
oko 2 % dok je u fermentiranom natur desertu dvostruko visi zbog poboljSivaca konzistencije,

Skroba 1 pektina. Prema dobivenom, udio vode u ovim proizvodima je 95 % 1 viSe.

6. Udio mineralnih tvari i u zobenom napitku i u fermentiranom natur desertu je malen, ispod

0,5 % 1 ostaje nepromijenjiv tijekom vremena Cuvanja.

7. Viskoznost svih uzoraka pada s vremenom ¢uvanja. lako je, ocekivano, viskoznost napitka
manja nego fermentiranog deserta, viskoznost napitka cuvanog u hladnjaku je ipak bila nesto
viSa u pocetku u odnosu na napitak ¢uvan na sobnoj temperaturi, ¢cime se potvrduje ovisnost
viskoznosti o temperaturi. NajviSa viskoznost zabiljeZena je u fermentiranom natur desertu s
provedenim postupkom pasterizacije koja je doprinijela bubrenju prirodnog i dodanog Skroba

I formiranja gel teksture.
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8. Broj kvasaca raste u svim uzorcima tijekom svih 28 dana ¢uvanja. U zobenim napitcima
zabiljeZen je porast broja enterobakterija 21. dan ¢uvanja ¢ime se potvrduje trajnost proizvoda
do 20 dana. Za produljenje roka valjanosti, napitak je potrebno toplinski obraditi. Najbolju
trajnost i mikrobiolosku stabilnost ima pasterizirani fermentirani natur desert u kojem tijekom

svih dana Cuvanja nije identificirana ni jedna od ispitivanih vrsta bakterija.

9. Senzorskom procjenom utvrdeno je da se svojstva kvalitete okusa i konzistencije smanjuju
s vremenom ¢uvanja. Sveukupno, zobeni napitci definirani su kao neutralni, ugodnog mirisa i
blagog okusa ,,po biljnom* dok su fermentirani natur deserti opisani kao ugodno slani, blago
kiselog mirisa, homogene i glatke konzistencije. Od svih uzoraka, najbolju kvalitetu i najvisu

senzorsku ocjenu ima pasterizirani natur desert.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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