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1. UVOD

U zadnjih nekoliko desetaka godina zahtjevi potroSaca u podrudju proizvodnje hrane se
drasti¢no mijenjaju. Danasnja konzumacija hrane nije samo usmjerena ka utazivanju gladi,
ve¢ prema tome da osigura potrebne nutrijente za Covjeka, da djeluje preventivno na neke
vrste bolesti koje se povezuju sa hranom te da poboljsa fizicku i mentalnu dobrobit potrosaca.
Funkcionalna hrana moze pozitivno utjecati na opée stanje ¢ovjeka u smanjivanju rizika nekih

bolesti te ¢ak i u njihovom lije¢enju (Siro i sur, 2008).

Mlijeko sadrzava vecinu hranjivih tvari koje su potrebne u prehrani ljudi stoga se godinama
koristi kao osnovna sirovina za pripremu prehrambenih proizvoda, povecavajuéi tako njihovu
prehrambenu vrijednost. Unutar sastojaka mlijeka nalaze se brojne tvari razlicitih bioloSkih

ucinaka koje mlijeku daju epitet funkcionalne hrane (Marenjak i sur., 2006).

Soja i proizvodi od soje su u sve veéem porastu proizvodnje zbog toga Sto su dobar izvor
biljnih proteina i sadrZe niski udio masti te stoga imaju vaznu ulogu u ocuvanju zdravlja ljudi.
Neki od pozitivnih utjecaja su prevencija bolesti srca, raka, bubrega, dijabetesa, pretilosti,

osteoporoze i regulacije kolesterola u krvi (Garcia i sur., 1997).

Fermentacijom pozitivno utjeCemo na senzorska svojstva proizvoda od soje. Utjece se na
smanjenje okusa po grahoricama i nekih ne nutritivnih sastojaka poput fitinske Kiseline i
neprobavljivih ugljikohidrata. U odnosu na mlijeéne proizvode, sojini proizvodi poput sojinog
jogurta imaju neke prednosti kao $to su smanjen udio kolesterola, zasi¢enih masnih kiselina 1
potpuno su bez laktoze $to ih ¢ini prihvatljivima za konzumaciju kod osoba sa netolerancijom
na laktozu (Favaro Trindade i sur., 2001). Probiotici su prehrambeni proizvodi fermentirani s
pomocu bakterija mlije¢ne kiseline koji pruzaju pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje
(Ouwehand i sur., 2002).

Osnovna svrha ovog istrazivanja bila je odrediti omjere mjesavine kravljeg mlijeka i sojinog
napitka koji ¢e zadovoljiti uvjete za razvoj probiotickog proizvoda kao funkcionalne hrane.
Istrazivan je proces fermentacije mjeSavine kravljeg mlijeka i sojinog napitka u razlicitim
omjerima sa jogurtnom kulturom i probiotickim sojem Lactobacillus casei LC-Y. U
vremenskom slijedu od 1., 7., 14. i 21. dana pratilo se prezivljavanje probioti¢kog soja
Lactobacillus casei LC-Y i promjena senzorskih i fizikalnih (viskoznost, pH, titracijska

kiselost-°SH) svojstava uzoraka. Svi uzorci su se ¢uvali u hladnjaku pri temperaturi od 4°C.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Soja

Soja (Glycine max L.) je biljka koja pripada porodici leguminoza (Slika 1). Potjece iz istocne
Azije, no uzgaja se Sirom svijeta zbog svog visokog udjela proteina 1 masti. Zemlje isto¢ne
Azije koriste soju u pripremi tradicionalnih jela kao s§to su sojino mlijeko, sojin umak, pasta
od soje, tempeh, miso, tofu i natto. U zapadnoj kulturi soja se pretezito koristi u proizvodnji
sojinog braSna 1 sojinog ulja. Soja u sebi sadrZi brojne bioloski aktivne tvari koje imaju brojne
pozitivne ucinke na zdravlje covjeka. Pozitivni ucinci soje na zdravlje covjeka su
antikancerogena, antioksidativna i antihipertenzivna svojstva, te pozitivan utjecaj na
kardiovaskularni sustav, funkcije mozga (sposobnost ucenja i pamcenja), regulaciju
imunoloskog sustava, probavu hrane, regulaciju metabolizma lipida, estrogensku aktivnost,
prevenciju osteoporoze, prevenciju raka debelog crijeva i prevenciju nekih drugih vrsta raka.
Pozitivni ucinci soje su razlog njezine sve vece primjene u ljudskoj prehrani. Predvida se da
soja viSe nece biti primarno stocna hrana, ve¢ ¢e se primarno konzumirati u ljudskoj prehrani

(Medic 1 sur., 2014). Prosjec¢ni sastav sojinog zrna prikazan je u tablici 1.

-

Slika 1. Soja (Glycine max L.) (Anonymus 1, 2017)



Tablica 1. Prosje¢ni sastav sojinog zrna (USDA, 2016)

Voda 8,54
Proteini 36,49
Masti 19,94
Vlakna 9,30
Ugljikohidrati 30,16
Pepeo 4,87

2.1.1. Sojini proteini

Proteini soje igraju vaznu ulogu u prehrani Zivotinja, te sve veéu u samoj prehrani covjeka.
Nisu idealni proteini zbog toga §to im u aminokiselinskom sastavu nedostaje odreden udio
metionina. Zrno soje moze sadrzavati ¢ak i do 48% proteina, koji su uglavnom smjesa
skladi$nih (o-, B-, 1 y- konglicinin, glicinin i drugi globulini) i bioaktivnih proteina (B3-
amilaza, citokrom c, lektin, lipooksigenaza, ureaza, tripsin i kimotripsin inhibitori). Proteini
soje se u ljudskoj prehrani uglavnom konzumiraju u obliku formula za dojenéad, sojinog
brasna, proteinskih izolata i koncentrata te teksturiranih vlakana. U usporedbi s proteinima
mlijeka, sojini proteini su nutritivno slabije kakvoce zbog toga S$to imaju manje metionina,
slabija im je probavljivost, te zbog sadrzaja ne nutritivnih sastojaka poput inhibitora
probavljivih enzima i lektina. Klijanjem, djelomi¢nim frakcioniranjem sojinog zrna i
toplinskom obradom moze se povoljno utjecati na nutritivnu kakvocu proizvoda od soje. Kod
manjeg postotka dojencadi je uoCena netolerancija na sojine proteine prilikom prehrane
bazirane na proizvodima od soje. Vecina dojenéadi u tim slu¢ajevima gubi netoleranciju do 3.

godine svoga Zivota (Friedman i Brandon, 2001).

2.1.2. Sojine masti

Masti soje se u prosjeku uglavnom sastoje od 13% zasi¢enih, 30% jednostruko nezasicenih i
54% viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (2.9, 4.4 i 11.3 g zasi¢enih, jednostruko
nezasi¢enih i viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina na 100 g sojinog zrna). ViSestruko
nezasi¢ene masne kiseline u zrnu soje su omega-6 linolna i omega-3 a-linolenska kiselina.

Odnos tih dviju kiselina je u prosjeku 8:1. Sojino zrno i proizvodi od cjelovitog zrna soje su



dobri izvori ovih dviju esencijalnih masnih kiselina, te kao primjer, u SAD-u sojino ulje

predstavlja oko 40% od njihovog cjelokupnog unosa (Messina, 2016).

2.1.3. Sojini ugljikohidrati

Ugljikohidrati soje su pretezito polisaharidi 1 neprobavljiva vlakna. Vecina ugljikohidrata u
soji su hemiceluloza, celuloza, stahioza, rafinoza, arabinoza i glukoza (Garcia i sur., 1997).
Konzumiranje namirnica bogatih vlaknima je usko povezano s odrzavanjem optimalnog
zdravlja jer pomaze u stvaranju otpornosti na bolesti. Topljiva vlakna snizavaju LDL
kolesterol u krvnom serumu, a netopljiva vlakna imaju sveukupni zastitni utjecaj i smanjuju
rizik od pojave karcinoma (Bozani¢, 2006). Enzim a- galaktozidaza koji je odsutan u ljudskim
crijevima ne hidrolizira stahiozu i rafinozu koje su odgovorne za pojave nadutosti kod
Covjeka. Bakterije u tankom crijevu Koriste stahiozu i rafinozu kao izvor energije i nastaje
vodik, ugljikov dioksid i metan (Garcia i sur., 1997). Postoje odredene metode kojima se
uklanja ili smanjuje prisutnost stahioze i rafinoze u soji i proizvodima od soje. Neke od tih
metoda su ekstrakcija sa etanolom, klijanje sojinog zrna od 1 do 4 dana, fermentacija sojinog
mlijeka, tretiranje sa a- galaktozidazom, ultrafiltracija, te genetska manipulacija (Liener,
1994).

2.1.4. Sojini izoflavoni

Izoflavoni se nalaze u mnogim namirnicama biljnog porijekla. Njihova prisutnost u soji
doseze vrlo visoku razinu. U sojinom zrnu se pojavljuju u glikozidnom obliku, dok se
prilikom ingestije Secerna jedinica hidrolizira te se omogucava njihova apsorpcija. U
fermentiranim proizvodima od soje bakterijskom hidrolizom glikozidini oblici izoflavona
prelaze u anglikonski oblik koji se apsorbira brze i u vecoj koli¢ini. Najzastupljeniji
predstavnici izoflavona u soji su genistein (50%), daidzein (40%), glicitin (10%) i njihovi
glikozidni oblici. Jedan gram sojinog proteina odgovara u prosjeku 3,5 mg izoflavona, stoga
kao primjer jedno serviranje (250 mL) sojinog mlijeka je jednako unosu od 25 mg izoflavona
iako to znacajno ovisi o nacinu obrade namirnice. Kemijska struktura izoflavona je slicna
hormonu estrogenu. VeZzu se na estrogenske receptore i u odredenim uvjetima mogu
uzrokovati ucinke slicne onima koje uzrokuju sami estrogeni te se zbog toga izoflavoni

nazivaju jos 1 fitoestrogeni (Messina, 2016). Izoflavoni su komponente koje nemaju nutritivnu



vrijednost, ali se povezuju sa brojnim pozitivnim ucincima na ljudsko zdravlje. Brojna
istrazivanja pokazuju da se konzumacijom soje pozitivno utjeCe na smanjenje rizika nekih
kroni¢nih bolesti kao §to su dijabetes, pretilost, bolesti srca, osteoporoza, rak dojke i rak
prostate (Barbalho i Farinazzi-Machado, 2011). Prilikom nastajanja proizvoda od soje, neki
procesi poput termiCke obrade, namakanja, koagulacije, ekstrakcije, ispiranja 1 fermentacije

mogu smanyjiti ili ukloniti prisutnost izoflavona (Villares, 2011.).

2.1.5. Ne nutritivni sastojci soje

Soja sadrzi razli¢ite ne nutritivne sastojke koji imaju negativan u¢inak na njenu nutritivnu
kvalitetu. Glavni predstavnici su proteaza inhibitori i lektin, te manje znacajni goitrogeni,
tanini, fitoestrogeni, stahioza, rafinoza, fitati i saponini. Glavno negativno svojstvo proteaza
inhibitora je uc¢inak na gusteracu prilikom ¢ega dolazi do njene hipertrofije i hiperplazije, te u
konacnici do njene inhibicije rasta. Lektini su proteini koji se vezu na ugljikohidrate. Imaju
tendenciju aglutiniranja sa crvenim krvnim stanicama i drugim vrstama stanica $to je
negativna karakteristika jer time sprjeCava njihovu metabolicku ulogu. Postoje razliCite
metode pomocu kojih se smanjuju ili uklanjaju ne nutritivni sastojci soje, a neke od njih su

toplinska obrada, klijanje, ekstrakcija i kemijska obrada (Liener, 1994).

Fitinska kiselina sluzi kao izvor fosfora u leguminozama i zitaricama u kojima se akumulira
kroz period zrenja. Ljudski probavni sustav ne sadrzi enzim fitazu, stoga je fosfor iz fitinske
kiseline bioloski nedostupan za covjeka. Fitinska kiselina se u sojinom zrnu nalazi u obliku
razli¢itih mijesanih fitata i fitinskih soli. Fitinske soli keliraju metalne katione poput cinka,
kalcija, magnezija 1 Zeljeza €ineci ih tako bioloSki nedostupnima. Fitinska kiselina se moze
vezati sa skladiSnim proteinima soje pri ¢emu proteini gube svoje funkcionalno svojstvo

poput izoelektri¢ne tocke 1 topivosti (Medic 1 sur., 2014).

Goitrogeni su tvari koje mogu uzrokovati gusavost u ¢ovjeka. Toplinski neobradena zrna soje
mogu uzrokovati povecanje tiroidne zlijezde. Tocan uzrok jo$ nije poznat, no pretpostavlja se
da su uzrok tome niskomolekularni oligopeptid i1 sojasapogenol koji narusavaju unos joda i
njegovu koncentraciju u tiroidnoj zlijezdi. Goitrogenska aktivnost se moze smanjiti

toplinskom obradom i suplementacijom sa jodom.

Tanini su polifenolne molekule koje imaju molarnu masu vecu od 500 g/mol. Sastoje se od

polimera flavonoidnih jedinica koje su medusobno povezane ugljikovim vezama. Leguminoze



sadrze znacajan udio tanina koji varira od 45-2000 mg/100g. Glavno negativnho svojstvo
tanina je reakcija sa proteinima i ugljikohidratima prilikom cega nastaju oblici koji su
rezistentni na enzimsku hidrolizu ¢ime dolazi do smanjenja njihove probavljivosti. Ostale ne
nutritivne znacajke tanina su svojstvo o$teCivanja intestinalne mukoze, toksi¢nost tanina i
njegovih metabolita koji se apsorbiraju u intestinalnom traktu i interferencija u apsorpciji
zeljeza, glukoze i1 vitamina Bi,. Tanini su stabilni na visokim temperaturama, stoga toplinska
obrada neznacajno utjeCe na smanjenje njihove koncentracije. Nalaze se najvise u
sjemenskom sloju kojem daju boju, stoga je najjednostavnija metoda ljuStenje zrna soje.

Ostale metode za smanjenje udjela tanina su namakanje u vodi ili otopini soli i klijanje.

Fitoestrogeni pored svojih pozitivnih znacajki imaju 1 negativno svojstvo. Izoflavoni prisutni
u soji vrSe interferenciju sa reproduktivnim sustavom kod eksperimentalnih Zivotinja, no
njihov negativan znacaj kod ljudi je upitan. IstraZivanja pokazuju da je koli¢ina sojinih

fitoestrogena u ljudskoj prehrani niska Sto je nedovoljno za takav fizioloski odgovor.

Iako netoksicne, fenolne tvari imaju znantan negativan utjecaj na miris, okus i boju. Glavna
fenolna komponenta u soji je siringinska Kiselina dok su druge fenolne komponente prisutne u
manjim koli¢inama. Uklanjanjem fenolnih komponenata sa aktivnim ugljikom pozitivno

utjeCemo na miris i okus nekih sojinih proizvoda.

Saponini su molekule koje se sastoje od steroida ili sapogenina povezanih sa jednim ili vise
oligosaharida. Posjeduju hemoliti¢ku aktivnost, uzrokuju pjenjenje i uzrok su gorkog okusa i
osjecaja trpkosti. U sojinom zrnu je identificirano najmanje 5 saponina koji se mogu vezati sa
bilo kojim od sljedecih Secera: galaktoza, arabinoza, ramnoza, glukoza, ksiloza i glukuronska
kiselina. Udio saponina u proizvodima od soje uvelike ovisi o vrsti procesa kojima su
proizvedeni. Saponini su stabilni pri visokim temperaturama, stoga toplinska obrada ne utjece
znacajno na smanjenje njihove razine u proizvodima od soje. Saponini imaju slab, negativan

utjecaj na mukozne stanice tankog crijeva ¢ime utjecu na aktivni transport nutrijenata.

Rafinoza i stahioza su niskomolekularni oligosaharidi koji sadrze o- galaktozidnu i B-
fruktozidnu vezu. Njihovo glavno negativno svojstvo je uzrok nadutosti u ljudskoj prehrani
prilikom konzumacije soje i1 proizvoda od soje kod kojih nije izvrSeno uklanjanje
ugljikohidrata. Najefikasniji na¢in za smanjenje svojstva nadutosti kod ¢ovjeka je uklanjanje
sojinih ugljikohidrata iz proizvoda od soje ekstrakcijom sa 80%-tnim etanolom. Nadutost u
covjeka se javlja prilikom dospijeca rafinoze i stahioze u intestinalni trakt zbog odsutnosti

enzima o- galaktozidaze koji je nuzan za njihovu hidrolizu u jednostavnije apsorbirajuce
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Secere. Crijevna mikroflora metabolizira rafinozu i stahiozu te nastaje ugljikov dioksid, vodik
i u manjoj koli¢ini metan koji uzrokuju nadutost. Oligosaharidi odgovorni za nadutost u
covjeka su stabilni pri visokim temperaturama zbog ¢ega je njihova eliminacija usmjerena
prema enzimskoj hidrolizi. Neke od tih metoda ukljucuju klijanje, primjenu plijesni i
fermentaciju. Fermentacijom sojinog mlijeka sa bakterijama mlijecne kiseline koje sadrze
enzim o- galaktozidazu smanjuje se udio rafinoze i stahioze. Ostale enzimske metode
ukljucuju primjenu enzima a- galaktozidaze izoliranog iz razlicitih vrsta gljivica i kvasaca. U
slucaju kontinuirane obrade sojinih proizvoda enzimi se imobiliziraju na nosa¢. Metode poput
ultrafiltracije 1 genetske manipulacije su neenzimatske metode kojima se uspjeSno snizava

udio rafinoze i stahioze (Liener, 1994).

2.2. Kravlje mlijeko

Svjetska proizvodnja mlijeka ima izuzetan gospodarski znadaj. Koristi se u svrhu u
proizvodnje ljudske hrane i prehrane stanovniStva. Mlijeko se dobiva od krava, bivola, ovaca,
koza, deva i kobila, a dominantno je kravlje mlijeko. Mlijeko i proizvodi od mlijeka su
gospodarska djelatnost u poljoprivredi i u prehrambenoj mljekarskoj industriji koja koristi

sirovo mlijeko kao sirovinu (Bosni¢, 2003).

Prema definiciji sirovo mlijeko je “normalni sekret mlije¢ne Zljezde, dobiven redovnom i
neprekidnom muZznjom, jedne ili viSe zdravih muznih Zivotinja, pravilno hranjenih i drZanih,
kojem niSta nije dodano ili oduzeto, koje nije zagrijano na temperaturu visu od 40 °C niti je
bilo podvrgnuto nekom drugom postupku koji ima isti u¢inak, a namijenjeno je konzumaciji

kao tekuce mlijeko ili mlijeko za daljnju obradu odnosno preradu” (Pravilnik, 2007).

Kravlje mlijeko, kao i sve druge vrste mlijeka, slozen je bioloski proizvod raznolikog i
promjenjivog sastava, a ovisi o mnogim faktorima. Sadrzi niz fizikalno kemijskih sastojaka, a
neki od njih su sadrzaj vode, mlije¢ne masti, bjelancevina, mlije¢nog Secera (laktoze) i sadrzaj
pepela te ukupna bezmasna suha tvar. Mlijeko karakterizira gustoca, viskoznost, vreliste,
lediste 1 kiselost, te kao skupni podatak, sadrZaj bezmasne suhe tvari (BSH). SadrzZi prosjecno
87,40% vode. Mlije¢na mast je najviSe promjenjivi sastojak u mlijeku, a ima najvecu
energetsku vrijednost koja se uglavnom sastoji od triglicerida. Najvazniji sastojak mlijeka su
bjelancevine koje se sastoje od dvije grupe: kazein (78,5%) 1 bjelancevine sirutke (16,5%).

Laktoza (mlije¢ni $ecer) prisutna u mlijeku je prirodni Seéer (Bosni¢ 2003). Kravlje mlijeko



sadrzi razlicite minerale u obliku kationa i aniona poput kalcija, fosfora, magnezija, natrija,
kalija i klora. Vitamini prisutni u kravljem mlijeku su vitamin A, B6, B12, C, D, K, E, tiamin,
niacin,, biotin, riboflavin, folati i pantotenska kiselina (Fox, 1995). Imunoaktivni proteini u
mlijeku omogucavaju otpornost i zastitu ljudskog organizma od bakterija, virusa i drugih
uzro¢nika bolesti. Mineralne tvari prisutne u mlijeku, narocito kalcij, utjeCu na rast kostiju,
kontrakciju miSi¢a i1 prijenos ziv€anog impulsa. Prema nekim istrazivanjima unos vece
koli¢ine kalcija i vitamina D u organizam smanjuje rizik nastanka nekih vrsta karcinoma

(Tratnik, 1998).

2.3. Sojino mlijeko

Sojino mlijeko je zdravi prehrambeni napitak koji potjeCe iz Azije. Primarno se konzumira u
Kini i Japanu dok se u danaSnje vrijeme konzumacija sojinog mlijeka prosirila Sirom svijeta.
Sojino mlijeko se proizvodi od sojinog zrna putem odredenih procesa. Prvo se vr$i namakanje
sojinog zrna u vodi 12 sati na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se sojino zrno odvaja od tekuce
faze. Sojino zrno se potom ispire i usitnjava. Pri usitnjavanju nastaje kasa koja se kuha na
temperaturi od 100°C, te se potom hladi na sobnu temperaturu. Posljednji korak u pripremi
sojinog mlijeka je filtracija kojom se odvaja netopivi dio u vodi (okara) od sojinog mlijeka
(Villares i sur., 2011).

Najveci nedostatak tradicionalnog sojinog mlijeka okus po grahoricama. Taj nepozeljan okus
potje¢e od nekih aldehida i ketona, osobito heksanala i heptanala nastalih oksidacijom
viSenezasi¢enih masnih kiselina koju katalizira lipoksigenaza. Postoje odredene metode
kojima se rjeSava problem nepoZeljnog okusa u sojinom mlijeku, a neke od tih metoda su
toplinska inaktivacija lipoksigenaze, upotreba odmascenih pocetnih sirovina, deodorizacija,
prikrivanje gorcine i nepozeljnih okusa zasladivanjem i aromatiziranjem 1 razvoj geneticki

modificiranih sorti soje bez lipoksigenaze.

Sojino i kravlje mlijeko imaju vrlo malo zajedni¢kih osobina, osim velikog udjela
visokovrijednih proteina (Tablica 2). Sojini proteini sadrze gotovo sve esencijalne
aminokiseline, dok su manjkavi na aminokiselinama koje sadrze sumpor, kao §to su metionin
i cistein. U odnosu na kravlje mlijeko, sojino mlijeko ima odredene prednosti. Sojini proteini
povoljno utjeCu na smanjivanje razine kolesterola u krvi, ublazavanje simptoma menopauze,

umanjivanje rizika oboljenja od raznih bolesti kao §to su karcinomi, osteoporoza i Zuc¢ni



kamenac. Ugljikohidrati u sojinom mlijeku su oligosaharidi stahioza i rafinoza. Sojino
mlijeko ne sadrzi kolesterol i laktozu, te je prikladno za gotovo svaciju prehranu. Koli¢ina
zeljeza je oko 10 puta veéa u odnosu na kravlje mlijeko, ali je njegova bioiskoristivost manja
zbog prisutnih fitata. S obzirom na povecani interes za sojine proizvode i njihove pozitivne
uc¢inke na ljudsko zdravlje, proizvodaci traze Sto viSe naCina za razvoj proizvoda od soje

(Bozani¢, 2006.).

Tablica 2. Usporedba sastava sojinog i kravljeg mlijeka (Berk, 1992)

Djelomicno
Punomasno
obrano

Proteini 3449 3549 3,69
Masti 3,50 159 2,30
Ugljikohidrati 46 549 3440
Kcal 64 49 49
Kolesterol 10 mg 5mg 0 mg

Sastav masnih Kiselina
Zasicene 63,5% 63,5% 14,0%
Jednostruko nezasi¢ene 3,0% 3,0% 63,5%
ViSestruko nezasic¢ene 33,5% 33,5% 21,6%

2.4. Probiotici

Probiotik se moze definirati kao pojedinacna ili mjeSovita kultura zivih mikroorganizama
koji, primijenjen u ljudi ili Zivotinja blagotvorno djeluje na domacina poboljsavaju¢i mu
svojstva autohtone mikroflore (Suskovi¢ i sur., 1997). Najées¢e koristeni probioticki
mikroorganizmi koji ujedno spadaju i u grupu bakterija mlijeCne kiseline su laktobacili,
enterokoki i bifidobakterije. Laktobacili su glavni predstavnici ove skupine, a vrste iz ovog
roda koje imaju zabiljezene pozitivne utjecaje na ljudsko zdravlje su Lactobacillus
acidophilus, L. casei, L. crispatus, L. fermentum, L. johnsonii, L. paracasei, L. plantarum, L.

reuteri, L. rhamnosus i L. salivarus.

Glavna svojstva probiotickih bakterija su otpornost na niske pH vrijednosti, Zu¢ 1 enzime
gusteraCe, adhezija na intestinalnu mukozu, ljudsko porijeklo, dokumentirani zdravstveni
ucinci, sigurnost za ljudsku uporabu 1 dobra tehnoloSka svojstva. Koristi navedenih svojstva

su brojne, a one ukljucuju prezivljavanje puta do gastrointestinalnog trakta, imunomodulaciju,



smanjenje broja patogenih vrsta, povecano lijecenje oStecenog mukoznog tkiva, interakciju
probiotika i domacina, istinite zdravstvene tvrdnje, iskljucenje rizika na zdravlje za potrosaca,
stabilnost soja, proizvodnju na industrijskoj razini i toleranciju na kisik. Razvoj probiotika je
kroz zadnjih nekoliko desetaka godina pokazao vaznu prednost u prehrambenim industrijama
koje razvijaju proizvodnju funkcionalne hrane. Probiotici imaju brojne pozitivne ucinke na
ljudsko zdravlje, a neki od tih u¢inaka su zamjena potencijalno Stetnih koliformnih bakterija i
klostridija sa probiotickim vrstama, utjecaj na imunoloski sustav, prevencija nekih vrsta
alergija, omogucenost konzumacije kod ljudi sa netolerancijom na laktozu, lijecenje dijareje,
ublazavanje simptoma Kronove bolesti i1 ulcerativnog kolitisa. Naj¢es¢i nacin konzumiranja
probiotika je putem fermentiranih mlije¢nih proizvoda, te se u sluaju nefermentiranih
namirnica probiotici konzumiraju kao dodaci prehrani u obliku kapsula i prahova (Ouwehand
i sur., 2002).

Jedna od definicija koja na jednostavan na¢in obja$njava pojam funkcionalne hrane je ta da se
hrana moze nazvati funkcionalna ako pored svoje osnovne nutritivne vrijednosti na pozitivan i
zadovoljavajuéi nacin utjece na jedan ili vise ciljanih funkcija tijela smanjujuéi rizike razvoja
pojedinih bolesti (Cali¢ i sur., 2011). Dodatkom probiotika u hranu ona postaje funkcionalna,
a koristi se u pripremi sira, deserata na mlijecnoj bazi, mlijeka u prahu za dojencad, maslaca,
majoneza, praskastih prehrambenih proizvoda i kapsula te fermentirane hrane biljnog
porijekla. Mlije¢ni proizvodi se smatraju idealnim sredstvom za distribuciju probiotika u
ljudski gastrointestinalni trakt. Visok udio masti inhibira rast nekih probiotickih vrsta, dok se
dodatkom nekih vitamina, proteina sirutke i prebiotika njihov rast i aktivnost stimuliraju.
Postoje neka ogranicenja prilikom distribucije probiotika u mlije¢nim proizvodima kao S$to su
prisutnost alergena i nuznost hladnog okruzenja Sto dovodi do razvoja proizvoda koji nisu
bazirani na mlije¢noj osnovi poput voca, povr¢a, leguminoza 1 Zitarica. Voce 1 povrée se zbog
sadrzaja minerala, vitamina, dijetalnih vlakana 1 antioksidansa smatraju dobrim osnovama.
Prilikom fermentacije Zitarica i leguminoza probiotickim vrstama dolazi do degradacije
neprobavljivih ugljikohidrata, povecanja kvalitete i razine lizina, poviSenja dostupnosti
vitamina B grupe te degradacije fitata i otpuStanja minerala poput mangana, Zeljeza, cinka i

kalcija (Soccol i sur., 2010).
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2.4.1. Probioti¢ke bakterije

Najcesce koriStene probioticke bakterije u proizvodnji probiotika su bakterije iz rodova
Lactobacillus, Bifidobacterium i Enterococcus. Da bi se zadovoljilo trziSte, probioticke
kulture moraju imati visok stupanj prezivljavanja i visoku fermentacijsku aktivnost. U
gotovom probiotiCkom proizvodu, najniza vrijednost gustoce zivih mikroorganizama mora
biti 10° cfu/mL (Grajek i sur., 2005). Kod proizvodnje takvih proizvoda problem moZe biti i
spor rast nekih probiotickih vrsta, loSe prezivljavanje tijekom skladiStenja proizvoda te
siromaSan okus i aroma proizvoda nakon fermentacije. Zbog toga se probioticke bakterije

Cesto koriste u mjesovitim kulturama, najcesce sa jogurtnom (Rogelj i sur., 1998).

Lactobacillus

Laktobacili su nesporogene, gram pozitivne bakterije. Vazan su dio ljudske bakterijske flore,
a naj¢es$¢e se mogu pronaci u ustima, gastrointestinalnom traktu i genitourinalnom traktu kod
zena. To su nepokretne bakterije Stapicastog oblika ¢ija duzina moze varirati od dugackih do
kratkih oblika (Slika 2). Veéina roda iz ove vrste su fakultativno anaerobni mikroorganizmi
koji rastu u prisustvu ili odsustvu anaerobnog okruzenja. Oko 20% vrsta izoliranih iz ¢ovjeka
su obligatni anaerobi. Mlije¢na kiselina je glavni metabolicki produkt laktobacila u
fermentaciji glukoze dok octena i jantarna kiselina nastaju u malim koli¢inama.
Gastrointestinalni trakt sisavaca je naj¢es¢e koloniziran laktobacilima, a najcesce vrste koje se
u njemu mogu pronaci su Lactobacillus brevis, L. casei, L. acidophilus, L. plantarum, L.
fermentum i L. salivarius. Laktobacili se takoder mogu izolirati i sa zubne stijenke, sline i
vaginalnog trakta ljudi i drugih sisavaca. S obzirom na sve vecu popularnost "prirodnih"
proizvoda u tretmanu bolesti, suplementi sa Lactobacillus sp. dobivaju na sve vecoj
pozornosti. Takvi proizvodi se nazivaju probiotici. Prilikom Kkori§tenja, probiotici imaju

pozitivne ucinke na zdravlje djelujuci preventivno ili u lijeenju nekih vrsta bolesti.

11



Slika 2. Lactobacillus spp. (Anonymus 2, 2017)

Laktobacili djeluju preventivno na infekcije uzrokovane patogenim vrstama. Proizvode
supstance slicne bakteriocinima i time reguliraju rast potencijalnih patogenih vrsta.
Laktobacili su vrlo vazni mikroorganizmi koji se koriste u industrijskoj proizvodnji
prehrambenih proizvoda. Naj¢eSce se koriste u proizvodnji jogurta, sira, Kiselih krastavaca,
kiselog kupusa i kruha od kiselog tijesta. Fermentacijom proizvodi mlije¢nu kiselinu koja
uzrokuje pad pH vrijednosti okoline u kojoj se nalazi. Pri tom padu pH vrijednosti dolazi do
inhibicije patogenih vrsta i vrsta bakterija koje izazivaju truljenje. Laktobacili takoder podizu
1 nutritivnu vrijednost fermentiranih proizvoda prilikom ¢ega proizvode esencijalne
aminokiseline i vitamine te povecavaju biodostupnost nekih minerala. Kroz zadnje stoljece,
prehrambena i mikrobioloska industrija su intenzivno proucili laktobacile i smatraju ih

sigurnima za ljudsku konzumaciju (Slover i Danziger, 2008).

Enterococcus

Enterokoki su gram pozitivne, nesporogene, Kkatalaza negativne, oksidaza negativne,
fakultativno anaerobne bakterije u obliku koka koje se mogu pojaviti zasebno, u paru ili u
lancima (slika 3). Optimalna temperatura za njihov rast je 35°C, dok neke vrste rastu u
temperaturnom intervalu od 10 do 45°C. Mogu rasti i u prisustvu soli u koncentraciji od 6,5%
pri pH 9,6 1 prezivjeti temperaturu od 60°C kroz 30 minuta. Enterokoki igraju vaznu ulogu u
zrenju sireva preko svoje proteoliticke i lipoliticke aktivnosti te razgradnje citrata Cime
pridonose njihovom tipiénom okusu i aromi. Prisutne su jo$ i u drugim fermentiranim
namirnicama poput kobasica i maslina. Proizvode bakteriocine koji imaju antimikrobnu

aktivnost prema gram pozitivnim bakterijama kao §to su vrste iz roda Listeria. Enterococcus
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faecium je jedna od probioti¢kih vrsta ovog predstavnika koja djeluje preventivno na dijareju
uzrokovanu antibioticima 1 u lijeCenju dijareje kod djece. Neke vrste se koriste i u
veterinarskoj praksi kroz suplementaciju. Enterokoki se prvenstveno nalaze u
gastrointestinalnom traktu ljudi i Zivotinja u kojima je brojéano najprisutniji E. faecalis iako u
nekih individualaca moze prevladavati E. faecium. Prisutni su jo§ i na povrSini voda,
biljkama, povréu, insektima i u tlu. U prehrambenoj industriji se koriste u proizvodnji sireva
(Manchego, Mozzarela, Kefalotiry, Picante de Beira Baixa, Serra, Cebreiro...), mesnih
proizvoda (Chorizo, Espetec...), fermentiranih maslina i fermentiranog povréa (Folquie
Moreno i sur., 2006).

—

Slika 3. Enterococcus sp. (Anonymus 3, 2017)

Bifidobacterium

Bifidobakterije su anaerobni mikroorganizmi $tapicastog oblika. To su gram pozitivni,
nesporogeni, nepokretni, katalaza negativni anaerobni mikroorganizmi. Pojavljuju se u
razli¢itim oblicima poput kratkih i zaobljenih Stapica, duguljastih Stapica i dvokrakog Y (slika
4). Glavni produkti bifidobakterija su octena i mlije¢na kiselina pri ¢emu ne nastaje CO, plin
osim u prisustvu glukonata. Sve bifidobakterije ljudskog porijekla koriste glukozu, galaktozu,
laktozu i fruktozu kao izvor ugljika. Mogu fermentirati i neke kompleksne ugljikohidrate
poput D-galaktozamina, D-glukozamina, amiloze i amilopektina. Optimalni pH interval za
rast bifidobakterija je 6-7, dok je optimalni temperaturni interval 37-41°C. Bifidobakterije
igraju vaznu ulogu u intestinalnom traktu ljudi, ostalih toplokrvnih Zivotinja i pcela. Nalaze se
u gastrointestinalnom 1 genitourinarnom traktu kod ljudi u omjeru koji je prvenstveno odreden
sa dobi Covjeka i njegovim individualnim nac¢inom prehrane. Njihova populacija prevladava
kod dojencadi koja se uspostavlja nedugo nakon rodenja. Broj kod Covjeka se smanjuje sa

starenjem te postaje treca po redu zastupljena bakterijska vrsta. NajeS¢e koriStene vrste iz
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roda Bifidobacterium u proizvodnji probioti¢kih proizvoda su Bifidobacterium adolescentis,
B. bifidum, B. breve, B. infantis i B. longum. Bifidobakterije proizvode octenu i mlije¢nu
kiselinu u omjeru 3:2, stoga njihov pretjerani rast u prehrambenim proizvodima uzrokuje okus
po octu Sto za potrosaca nije pozeljna karakteristika. Znanstvena istrazivanja koja ukljucuju
primjenu bifidobakterija u prehrambene svrhe su usmjerena prema odredenim prehrambenim
proizvodima kao $to su fermentirana mlijeka, jogurti, smrznuti jogurti, deserti, sladoledi,

sirevi, fermentirana sojina mlijeka i sojini jogurti (Gomes i Malcata, 1999).

Slika 4. Bifidobacterium sp. (Anonymus 4, 2017)

2.4.1.1. Lactobacillus casei

Lactobacillus casei je bakterijska vrsta koja pripada rodu Lactobacillus. Ona je mezofilna,
gram pozitivna, nesporogena bakterija Stapicastog oblika. Nepokretna je i ne sadrzi citokrom
(Holzapfel i sur., 2001). Moze se pronaci u razliitim staniStima poput fermentiranih i
nefermentiranih mlije¢nih proizvoda, intestinalnog trakta ljudi i Zivotinja i fermentiranih 1
nefermentiranih biljnih namirnica (Cai i sur., 2007). Optimalna pH vrijednost za rast L. casei
je 5.5. L. casei proizvodi mlije¢nu kiselinu prilikom fermentacije $to je vazna stavka u
proizvodnji sireva i jogurta, snizavanju razine kolesterola, podizanju imuniteta, kontroliranju
dijareje, ublaZzavanja netolerancije na laktozu, sprjeCavanja razvoja patogena u ljudskom
traktu (Mishra i Prasad, 2005). L. casei je fakultativno anaeroban mikroorganizam koji dobiva
energiju putem fermentacije. Vecina sojeva L. casei fermentira galaktozu, fruktozu, manozu,
manitol, N-acetilglukozamin i tagatozu. Svojstvo fermentacije laktoze je uoceno kod sojeva

izoliranih iz sireva i ljudskog gastrointestinalnog trakta u odnosu na sojeve izolirane sa biljnih
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namirnica kod kojih svojstvo fermentacije laktoze nije ucestalo (Cai 1 sur., 2007). Najvaznije
svojstvo L. casei je sposobnost proizvodnje mlije¢ne kiseline koja se u industrijskoj praksi
koristi za proizvodnju organskih kiselina, kao pojaciva¢ okusa, u proizvodnji kozmetickih
preparata i u proizvodnji biorazgradivih plasti¢nih materijala (Chan-Blanco i sur, 2003). U
gastrointestinalnom traktu, L. casei se natjeCe za nutrijente i mjesta vezanja, proizvodi octenu,
propionsku i mlije¢nu kiselinu ¢ime dolazi do snizavanja pH vrijednosti, proizvodi vodikov
peroksid i bakteriocine ¢ine¢i tako nepovoljne uvjete za rast patogena (Millette i sur., 2007;

Sauvageot i sur., 2006).

2.5. Probioticki sojin jogurt

Sojin jogurt se proizvodi s pomoc¢u mijeSane Starter kulture koja se sastoji od bakterija
Streptococcus termophilus 1 Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus. Dodatkom
probiotickih kultura poput bakterija Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium sp. i
Lactobacillus casei u fermentirane proizvode povoljno utjeéemo na kvalitetu proizvoda i na
zdravlje potroSaca. Mlijecni i sojini proizvodi se smatraju idealnim medijima za distribuciju
probiotickih bakterija u ljudski gastrointestinalni trakt zbog toga S§to pruzaju idealne uvjete
koji poticu njihov rast i prezivljavanje. Fermentacija poboljSava svojstva proizvoda djelujuci
pozitivno na biodostupnost izoflavona, probavljivost proteina, dostupnost kalcija, zdravlje
intestinalnog trakta i podizanju imuniteta. Probioticki mikroorganizmi u sojinom jogurtu
pokazuju proteoliticku aktivnost koja je razlog nastajanja ACE inhibitora. ACE inhibitori su
bioaktivni peptidi koji imaju svojstvo sniZzavanja krvnog tlaka kod ljudi sa 1 bez dijabetesa.
Sojini peptidi se istrazuju u svrhu proizvodnje novih lijekova i funkcionalne hrane za zdravlje
crijeva i povecanja apsorpcije nutrijenata. U odnosu na proteine animalnog porijekla, sojini
proteini snizavaju koncentraciju ukupnog kolesterola, LDL kolesterola 1 triglicerida u serumu
bez znacajnog utjecaja na HDL kolesterol. S obzirom na hipertenzivna svojstva sojinih
proteina, FDA je odobrila znanstvenu tvrdnju povezujuéi hranu koja je prirodno bogata
sojinim proteinima sa smanjenjem koronarne bolesti srca. Antioksidansi genistein i daidzein
spadaju u skupinu izoflavona koji se nalaze u sojinom jogurtu. Stite stanice od djelovanja
slobodnih radikala koji uzrokuju starenje 1 koji su ukljuc¢eni u nastanak brojnih bolesti kao $to
su ateroskleroza, upala zglobova i komplikacije u dijabetesu. lzoflavoni u sojinom mlijeku su
u formi glukozida $to ih u odnosu na aglikonsku formu Ccini slabije apsorbiraju¢ima.

Fermentacijom se glukozidna forma prevodi u aglikonsku i tako povecava svojstvo apsorpcije
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izoflavona za gotovo 4 puta viSe u odnosu na nefermentirano sojino mlijeko. U
fermentiranom sojinom napitku je takoder uoceno i antikancerogeno svojstvo sojinih proteina,
peptida 1 izoflavona. Peptidi soje i1 izoflavoni utjeu pozitivno na imunitet cCovjeka.
Polisaharidi soje reguliraju koncentraciju glukoze u krvi nakon obroka te time povoljno utjecu
na metabolizam glukoze kod ljudi sa naruSenom tolerancijom glukoze. Sojini izoflavoni
posjeduju estrogensku aktivnost ¢ime povoljno utjeCu na postprandijalnu hiperglikemiju.
Sojino zrno djeluje preventivno na dijabetes 2, te odgada njegov progresivni napredak.
Izoflavoni soje takoder pozitivno utjecu na ocuvanje kostanog tkiva djelujuci preventivno na
osteoporozu. Genistein i sojini proteini uspjeSno smanjuju udio adipoznog tkiva, ukupni i
LDL kolesterol. Probioti¢ki sojin jogurt ima brojne pozitivne nutritivne vrijednosti i time se
otvara velika prilika za suradnju probioticke industrije i industrije soje. U svrhu toga da se
ovaj proizvod priblizi potroSaima provode se brojna istraZzivanja za proizvodnju na

industrijskoj razini (Vij i sur., 2011).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
3.1.1. Uzorci kravljeg mlijeka, sojinog napitka i bakterijske kulture

Mjesavina koristena za fermentaciju se sastojala od trajnog kravljeg mlijeka s 2,5% mlijecne
masti proizvodaca Meggle (Osijek, Hrvatska) i sojinog napitka s 1,9% masti robne marke
dmBio (GmbH + Co.KG, Njemacka). Za fermentaciju mjesavine kravljeg mlijeka 1 sojinog
napitka koriStena je termofilna jogurtna kultura YF-L811 (Christian Hansen, Horsholm,
Danska), te probioticka kultura Lactobacillus casei LC-Y (Christian Hansen, Horsholm,
Danska).

3.2. Metode rada
3.2.1. Postupak pripreme inokuluma

2,5% probioticke kulture se nacijepilo u sve pokuse mjeSavine kravljeg mlijeka i sojinog
napitka. Inokulum je pripremljen na nacin da se 0,1204 g probioticke kulture (LC-Y,
Christian Hansen, Horsholm, Danska) i 0,0751 g jogurtne kulture (YF-L811, Christian
Hansen, Horsholm, Danska) nacijepilo u 100 ml mlijeka. Za svaki od pet uzoraka se nacinio
poseban inokulum koji se stavljen na inkubaciju 30 minuta na 43°C da bi se bakterije
adaptirale na medij. Nakon inkubacije, inokulum se nacijepio u odredene omjere uzoraka
mlijeka i sojinog napitka. Omijeri su iznosili A 100%, B 100%, A:B 25:75%, A:B 50:50% i

A:B 75:25% pri ¢emu A oznacava udio kravljeg mlijeka, a B udio sojinog napitka.

3.2.2 Postupak pripreme uzoraka

Kako bi se izbjegla naknadna kontaminacija, priprema za fermentaciju se provodila u
aseptiénim uvjetima. U menzuru se odmjerilo 1200 ml uzoraka sastavljenog od kravljeg
mlijeka 1 sojinog napitka u odredenim omjerima koji se ulijevao u c¢aSu od 2000 ml i
promijesao staklenim Stapi¢em. Nakon mjeSanja caSa se zatvorila aluminijskom folijom.
Pripremljeno je pet razli¢itih omjera kravljeg mlijeka i sojinog napitka (Tablica 3), a

fermentacija mjeSavine je izvrSena u tri pokusa.
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Tablica 3. Prikaz koristenih omjera kravljeg mlijeka i sojinog napitka za fermentaciju

Uzorak 1 A 100% 1200
Uzorak 2 B 100% 1200
Uzorak 3 A:B 25:75% 300:900
Uzorak 4 A:B 50:50% 600:600
Uzorak 5 A:B 75:25% 900:300

3.2.3. Cuvanje fermentirane mjefavine kravljeg mlijeka i sojinog napitka

Nakon fermentacije, uzorci mjeSavine mlijeka i1 sojinog napitka su se ohladili i stavljali u
hladnjak na temperaturu od 4°C u kojem su se ¢uvali 21 dan. Promjene pH, °SH, reoloskih i
senzorskih svojstava, te prezivljavanje soja L. casei LC-Y su se pratile 1., 7., 14. i 21. dan

cuvanja za sva tri pokusa.

Slika 2. Cuvanje fermentirane mjesavine kravljeg mlijeka i sojinog napitka (vlastita

fotografija)

3.2.4. Odredivanje Kiselosti probiotickog jogurta mjeSavine kravljeg mlijeka i sojinog napitka
razlic¢itih omjera

Kiselost fermentiranih proizvoda odreduje se pH- metrom i titracijskom kiselosti.
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3.2.4.1. Odredivanje kiselosti pH- metrom

Elektroda pH- metra je isprana destiliranom vodom i posusena stani¢evinom. Provedena je
kalibracija elektrode pH- metra prema uputama proizvodaca nakon cega slijedi daljnje
provodenje analize. Elektroda je uronjena u ¢asu s uzorkom i ustaljena pH vrijednost je
ocitana na zaslonu pH- metra. Postupak ispiranja i posusivanja elektrode se ponavljao prije
svakog ispitivanja uzoraka. Cista elektroda se do slijedece upotrebe Euvala uronjena u otopinu

KCI (Bozani¢ 1 sur., 2010.)

3.2.4.2. Odredivanje Kiselosti po Soxhlet-Henkelu

Metoda po Soxhlet-Henkelu predstavlja sluzbenu (referentnu) i titracijsku metodu za
odredivanje stupnja kiselosti mlijeka i mlije¢nih proizvoda u Republici Hrvatskoj.
Princip:

Uzorak mlijeka se titrira ¢etvrtmolarnom NaOH, a rezultati se izraZzavaju u stupnjevima po
Soxhlet-Henkelu (°SH). Stupnjevi °SH odgovaraju broju mililitara 0,25 M NaOH utro$enih za
neutralizaciju 100 mL mlijeka uz fenolftalein kao indikator.

1 mL 0,25 mol/L =1 °SH

Medutim, prema naSem pravilniku postoji modifikacija te metode:
Smjesa 20 mL mlijeka + 1 mL fenolftaleina se titrira sa 0,1 M NaOH do crvenkaste boje koja

je stabilna 1 minutu. Pri tome se izracunava kiselost prema sljedecoj formuli:
mL NaOH x 2 x f=°SH

Postupak:

20 g fermentiranog napitka se u dvije Erlenmeyerove tikvice razrijedilo sa 20 mL destilirane
vode. Prva tikvica je sluzila kao standardna boja do koje se morao titrirati analizirani uzorak,
a pripremljena je tako da je u nju otpipetirano 1 mL 5%-tne otopine kobaltova sulfata (CoSO4
X 7TH20). U drugu Erlenmeyerovu tikvicu je otpipetirano 2 mL otopine fenolftaleina i titriralo
se s 0,1 M NaOH. Rezultat je oCitan kada je postignuta boja otopine jednake onoj u prvoj

tikvici, a koja je morala biti stabilna 1 minutu. Izracun kiselosti se provodi prema izrazu:

ax?2xf=°SH
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gdje je
a- 0,1 M NaOH mL utro$enih za neutralizaciju 20 mL mlijeka;

f- faktor otopine natrijeve luzine (NaOH) 0,1 M=1 (Sabados, 1998)

3.2.5. Mikrobioloske analize mlijeka i mlije¢nih proizvoda

MikrobiolosSka analiza se provodila za sva tri pokusa u ovom istrazivanju, a pratilo se

prezivljavanje probioti¢kih bakterija tijekom 1., 7., 14., 1 21. dana ¢uvanja u hladnjaku.

3.2.5.1. Priprema hranjivih podloga

Postupak:

MRS podloga je pripremljena u skladu s uputama proizvodaca, te je odreden ukupan broj
probiotic¢kih bakterija. U 1000 mL destilirane vode je postupno otopljeno 70 g MRS agara u
prahu. Otopina destilirane vode i MRS agara je zagrijana na magnetskoj mjesalici do tocke
vreliSta. Podloga je razdijeljena i sterilizirana na temperaturi od 121°C u trajanju od 15

minuta. (Bozanic¢ i sur., 2010.)

3.2.5.2. Priprema antibiotika klindamicina

Klindamicin je antibiotik koji se koristi kako bi sprjecavao (inhibirao) rast koristene jogurtne
kulture tijekom procesa fermentacije. Dodaje se u steriliziranu MRS podlogu neposredno prije

ulijevanja iste u Petrijevu zdjelicu.
Potrebni reagensi:

e Klindamicin hidroklorid likosamid, Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Njemacka

e Destilirana voda, PBF, Zagreb

Postupak:
U sterilnoj casi je otopljeno 2 mg antibiotika u 10 mL destilirane vode. Neposredno prije

izlijevanja podloge u Petrijeve zdjelice pomocu sterilne injekcije dodavalo se 0,5 mL otopine
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klindamicina u MRS agar. Ako se tako pripremljena otopina antibiotika ne koristi odmah ulije

se u sterilne kivete i cuva u hladnjaku na -20 °C u razdoblju od maksimalno Sest tjedana (ISO

20128:2006).

3.2.5.3. Priprema fizioloSke otopine za decimalna razrjedenja

Postupak:

Izvagano je 9 g NaCl-a i otopljeno u 1000 mL destilirane vode, te je na taj nacin pripremljena
0,9%-tna otopina natrijevog klorida. Po 9 mL pripremljene fizioloSke otopine se pomocu
akupensera raspodijelilo u epruvete koje su se potom zaCepile te poredale u koSaru za
sterilizaciju. Sterilizacija je provedena u autoklavu pri 121°C kroz 20 minuta (Bozani¢ 1 sur.,

2010).

3.2.5.4. Sterilizacija posuda

Za koristeno posude provela se suha sterilizacija u susioniku (Uniblok 3U1, Inko, Zagreb) pri
temperaturi od 170°C kroz 20 minuta. Za kontrolu uspjesnosti sterilizacije koristene su gotove

indikatorske trake ¢ija je promjena boje oznacila da je proces sterilizacije gotov.

3.2.5.5. Priprema uzoraka jogurta za mikrobiolo$ku analizu

U Erlenmeyerovu tikvicu sa staklenim zrncima je izvagano 20 g uzorka jogurta, dodano 180
mL fizioloSke otopine, te homogenizirano muckanjem. Na taj nacin je pripremljeno osnovno

razrjedenje.

3.2.5.6. Priprema decimalnih razrjedenja

U epruvetu s 9 mL sterilne fizioloSke otopine je sterilnom pipetom preneseno 1 mL uzorka.
Na taj nacin je nastalo razrjedenje koje je homogenizirano pomocu Vvortex mjesaca. Iz
epruvete je novim sterilnim nastavkom za mikropipetu preneseno 1 mL homogeniziranog
razrjedenja u epruvetu sa 9 mL sterilne fizioloSke otopine. Postupak prenoSenja i razrjedivanja

se ponavljao dok nije dobiven Zeljeni broj decimalnih razrjedenja.
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3.2.5.7. Nacjepljivanje i inkubacija ploca

Za svako razrjedenje su radene po dvije paralele u asepticnim uvjetima uz dva plamenika
kako ne bi doslo do kontaminacije ploca. Na sterilnu i1 oznacenu Petrijevu plocu
mikropipetom je naneseno po 1 mL decimalnog razrjedenja uzorka. Hranjivi agar je rastopljen
u vodenoj kupelji zagrijanoj na 100°C, te odrzavan na 43-45 °C. Na svaku plocu je ukapljano
10-12 mL tako pripremljenog hranjivog agara. Nakon ukapljavanja mijesanje je obavljeno
kruznim i blagim pokretima, te slabim nagibanjem zatvorene ploce. Nakon 15 minuta podloga
je u potpunosti kruta, te su plo¢e okrenute dnom prema gore i stavljene u termostat na
temperaturu od 37 °C kroz 72 h.

3.2.5.8. Ocitavanje rezultata

Nakon inkubacije u termostatu izbrojane su porasle kolonije kulture Lactobacillus casei LC-
Y. Za brojanje su odabrane plo¢e na kojima je naraslo 30-300 kolonija. Brojao se broj
kolonija na paralelnim plo¢ama za isti uzorak i isto razrjedenje pri cemu se odstupanje u broju
kolonija nije smjelo razlikovati vise od £10%. Izracunata je aritmeticka sredina broja naraslih

kolonija i CFU (colony forming unit)/mL prema formuli:

broj kolonija
CFU/mL =

nasaden volumen * decimalno razrjedenje =1

3.2.6. Odredivanje reoloskih svojstava fermentiranim mlije¢nim napicima

Viskoznost je svojstvo tekucine da se opire promjeni poloZaja svojih molekula, odnosno
trenje koje djeluje unutar tekuc¢ine kao otpor tecenju. Deformacija izazvana djelovanjem sile
moze se izraziti kao gradijent brzine izmedu dviju ploha, a izraz koji to opisuje je poznat kao

Newtonov zakon:

gdje je:

22



T = smi¢no naprezanje (Pa)

u = viskoznost (Pa s)

y = brzina smicanja (s'l) (Lovri¢, 2003).
Potrebni pribor:

e c(aSaod 100 mL
e rotacijski reometar (Rheometric Scientific RM-180, Rheometric, Inc., Piscataway,
SAD)

Postupak:

Mijerenje viskoznosti provedeno je na rotacijskom reometru koji se sastoji od cilindri¢nog
vretena (br. 1 ¢ 30 mm, 1 = 45 mm) i vanjskog plasta (br. 1, ¢ 32,54 mm) u koji se stavi
uzorak od 32 mL. Za tijelo uredaja pricvrsti se cilindricno vreteno s vanjskim plastom u
kojem se nalazi uzorak jogurta. Time se omoguci da tijekom rotiranja konstantnom brzinom
vreteno bude uronjeno u uzorak. Za mjerenje obrnutog momenta koji se javlja na rotiraju¢em
vretenu koristeno je relativno obrtanje mjerne osovine u odnosu na pogonsku osovinu. Uredaj
potenciometar vezan je na dinometar, prima podatke o realativnom obrtanju, pri ¢emu se
obrtni moment pretvara u elektri¢ni signal koji se prevodi u digitalnu vrijednost koja se ocita
na zaslonu uredaja. Mjerenje viskoznosti provedeno je prvi, sedmi, Cetrnaesti i dvadeset i prvi

dan &uvanja u podru&ju brzine smicanja od 100 do 1290 s™.

3.2.7. Senzorska ocjena mlijeka i mlije¢nih proizvoda

Senzorski parametri koji su se odredivali u ovom istrazivanju su bili: izgled, boja,
konzistencija, miris, te okus jogurta. Skupina sastavljena od 5 panelista je procjenjivala
uzorke jogurta mjeSavine kravljeg mlijeka i sojinog napitka 1., 7., 14., 1 21. dan tijekom

Cuvanja u hladnjaku. U tablici 4 je prikazano ocjenjivanje svakog pojedinog uzorka jogurta.
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Tablica 4. Primjer obrasca za senzorsku ocjenu fermentiranih mlije¢nih proizvoda (Pravilnik,

2004)

Izgled 1
Boja 1
Konzistencija 4
Miris 2
Okus 12
Ukupno 20

3.2.8. Prihvatljivost potrosaca

Testiranje potroSaca se provodi u svrhu ocjene prihvatljivosti novog proizvoda. Potrosaci koji
sudjeluju u ispitivanju su vece grupe ispitanika koji nemaju potrebnu izobrazbu niti su veé
prethodno testirani. Prilikom takvog ocjenjivanja koristi se hedonisticka skala po Peryamu s
devet mogucih odgovora, ima jednostavnu primjenu i omogucuje statisticku obradu rezultata

(Vahc¢ic¢ i sur., 1993; Lim i sur., 2009).

Cilj testiranja prihvatljivosti je bio vidjeti kako potrosaci ocjenjuju uzorke (uzorak 1-5) kao
novog probiotickog proizvoda na trzistu. U ocjenjivanju prihvatljivosti uzoraka jogurta
sudjelovali su studenti PBF-a u Zagrebu. Pet uzoraka jogurta razli¢itih omjera kravljeg
mlijeka i sojinog napitka je ¢uvano u hladnjaku pri 4 °C do pocetka analiza. Uzorci su bili

oznaceni oznakom od 1 do 5, a analiza je provedena na PBF-u.

3.2.9. Statisticka obrada podataka

Da bi se podaci statisti¢ki obradili potrebno ih je unesti u kompjuterski sustav, te obraditi
(Windows 7, Excel, Descriptive Statistics). Obrada ukljucuje racunanje srednje vrijednosti tri
paralelnih mjerenja ispitivanih vrijednosti uzoraka, te standardne devijacije kao mjere

rasprSenosti rezultata oko srednje vrijednosti.
i

Srednja vrijednost: X = 2";

2
Standardna devijacija: 62 = ¥, —(xnf;)

24



4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada je bio proizvesti prehrambeni funkcionalni proizvod s probiotickim svojstvima
te ispitati zadovoljava li proizvod uvjete prihvatljivosti od strane potrosaca. Pripremilo se 5
uzoraka razli¢itih omjera kravljeg mlijeka i sojinog napitka; uzorak 1 (100% kravlje mlijeko +
0% sojin napitak), uzorak 2 (0% kravlje mlijeko + 100% sojin napitak), uzorak 3 (25%
kravlje mlijeko + 75% sojin napitak), uzorak 4 (50% kravlje mlijeko + 50% sojin napitak) i
uzorak 5 (75% kravlje mlijeko + 25% sojin napitak). Pripremljeni uzorci su se podvrgnuli
fermentaciji s pomoc¢u probioti¢ke kulture Lactobacillus casei LC-Y i jogurtne kulture.
Jogurtna kultura se koristi u svrhu skra¢ivanja vremena fermentacije. Sva ispitivanja su
provedena u 3 pokusa, a prikazane vrijednosti u tablicama i slikama su srednje dobivene
vrijednosti. Nakon fermentacije uzorci su razdijeljeni i spremljeni u hladnjak na temperaturu

od 4°C ¢&iji je period Cuvanja bio 21 dan.

Prezivljavanje soja Lactobacillus casei LC-Y se odredivalo u svrhu pracenja broja stanica
zivih mikroorganizama u vremenskom slijedu od 1., 7., 14. 1 21. dana cuvanja. Ocitane

vrijednosti se nalaze u tablici 5.

Fizikalno-kemijski parametri koji su se pratili su pH vrijednost i titracijska kiselost (°SH).
Vrijednosti su o€itavane 1., 7., 14. 1 21. dan Cuvanja, a oCitani rezultati se nalaze u tablicama 6
7.

Reoloske vrijednosti uzoraka su prikazane na slikama 3, 4, 51 6, a o¢itavane su 1., 7., 14. 1 21.

dan ¢uvanja u hladnjaku.

Senzorsko ocjenjivanje 1., 7., 14. 1 21. dana Cuvanja su vrsili izu¢eni panelisti. Ocjenjivani su
izgled, boja, konzistencija, miris i okus, a vrijednosti su zajedno sa ukupnom ocjenom
prikazane u tablicama 8, 9, 10 1 11. Na slici 7 je prikazana usporedba prosje¢nih postignutih

ocjena svih uzoraka.

Prihvatljivost proizvoda je ocjenjena nakon 21. dana ¢uvanja. Ocjene su graficki prikazane na

slikama 8, 9, 10 i 11.
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4.1. MikrobioloSka analiza proizvedenih fermentiranih napitaka

Da bi se neki proizvod smatrao probiotickim, mora sadrzavati minimalno 10° CFU/mL
(Ashraf i Shah, 2011). Mikroorganizmi koji mogu Koristiti saharozu, rafinozu ili stahiozu kao
izvor ugljika mogu znac€ajno narasti u sojinom mlijeku te proizvesti velike koli¢ine kiseline.
Takvi mikroorganizmi se mogu koristiti kao starter kulture u proizvodnji fermentiranih
proizvoda od soje (Garro i sur., 1999). Sojino mlijeko je dobar medij za rast nekih
probiotickih kultura poput L. casei. Probioticke kulture koje posjeduju svojstvo proizvodnje
a- galaktozidaze mogu hidrolizirati oligosaharide rafinozu i stahiozu $to im ide u korist
vezano za njihov rast (Donkor i Shah, 2008). Rafinoza i stahioza su uzrok pojave nadutosti u
covjeka. Fermentacijom sa laktobacilima koli¢ina stahioze i rafinoze se smanjuju. Njihovim
metaboliziranjem dolazi saharoze, fruktoze i

do povecanja koli¢ine galaktoze u

fermentiranom sojinom mlijeku (Abraham i sur., 2014).

U tablici 5 su prikazani rezultati broja poraslih kolonija probiotickog soja L. casei LC-Y u

pripravljenim uzorcima tijekom 21 dan ¢uvanja (n=3).

Tablica 5. Broj poraslih kolonija (log CFU mL™) probioti¢kog soja Lactobacillus casei LC-Y
u uzorcima (uzorak 1-5) jogurta od mjesavine kravljeg mlijeka i sojinog napitka u razli¢itim

omjerima tijekom 21 dan ¢uvanja (n=3)

Uzorak 1* 3,76 £ 0,93 5,49+ 0,18 5,71 £ 0,69 5,04 +£ 0,60 4,85 +0,43
Uzorak 2* 2,71 £0,65 5,70+ 1,13 5,09+ 1,16 4,94 £ 0,56 6,23 £ 0,74
Uzorak 3* 2,98 £1,27 4,97 + 0,63 5,05+ 0,58 5,78 £ 1,45 5,70+ 1,72
Uzorak 4* 2,82 +0,73 5,68 1,40 5,62 +1,24 4,57+0,62 4,86+ 1,52
Uzorak 5* 3,52+ 1,20 4,84 £ 0,56 6,30+ 0,61 6,45+ 0,21 5,74 £ 0,08

*Uzorak 1= 100% kravlje mlijeko + 0% sojin napitak
*Uzorak 2= 0% kravlje mlijeko + 100% sojin napitak
*Uzorak 3= 25% kravlje mlijeko + 75% sojin napitak
*Uzorak 4= 50% kravlje mlijeko + 50% sojin napitak
*Uzorak 5= 75% kravlje mlijeko + 25% sojin napitak
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Najveci porast L. casei LC-Y nakon 21. dana Cuvanja je zabiljezen u uzorku 2 koje se
sastojalo od 0% kravljeg mlijeka i 100% sojinog napitka. Nakon 1. dana ¢uvanja u uzorku 2 je
zabiljezen visok porast. Garro i sur. (1999) u svom radu navode kako probioti¢ka kultura L.
casei pokazuje veliki afinitet prema iskoriStenju saharoze u sojinom mlijeku u pocetnoj fazi
rasta $to se podudara sa dobivenim rezultatima za uzorak 5 u odnosu na uzorak 1 koji se
sastoji od 100% kravljeg mlijeka. Prilikom 7. i 14. dana zabiljezen je pad broja
mikroorganizama. Nakon pada, broj mikroorganizama opet krece rasti i 21. dan doseze svoj

vrhunac te zadovoljava probioticki minimum.

Uzorci 1 1 4 imaju vrlo sli¢nu tendenciju rasta. Nakon 7. dana ¢uvanja broj mikroorganizama
kre¢e opadati. U odnosu na uzorak 3, kod uzorka 4 nakon 14. dana Cuvanja je zabiljezen
ponovni rast L. casei LC-Y. Kod uzoraka 1 i 4 zabiljeZzene su najnize vrijednosti nakon 21.

dana ¢uvanja.

Kod uzorka 5 se moze ocitati najveci broj zivih stanica i to nakon 14. dana cuvanja pri cemu
taj broj pocinje opadati do 21. dana Cuvanja. Izmedu 7. i 14. dana Cuvanja zabiljezene

vrijednosti su na najvisoj razini te zadovoljavaju probioti¢ki minimum.

Uzorak 3 pokazuje rast tijekom cijelih 21 dan ¢uvanja. Nakon 21. dana ¢uvanja broj naraslih

mikroorganizama ne zadovoljava probioticki minimum.

Nakon pikova, u uzorcima 1, 2, 4 i 5 je uocen pad rasta L. casei LC-Y. Uzrok pada je
vjerojatno iskoristenje nutrijenata u mediju potrebnih za rast laktobacila poput L. casei
(Donkor i Shah, 2008). Ponovni rast koji je uo¢en u uzorcima 2 i 4 je vjerojatno nastao uoci

adaptacije L. casei LC-Y na novonastale nutrijente potrebne za njezin rast.

4.2. Aktivna i titracijska kiselost uzoraka fermentiranih napitaka tijekom 21 dan
skladiStenja

U tablicama 6 1 7 su prikazane vrijednosti kiselosti probiotickog jogurta kroz 21 dan ¢uvanja.
Prvo je provedena fermentacija uzoraka, a izmjerene pH vrijednosti za sve uzorke se nisu
znatno razlikovale (tablica 6). Za uzorak 2 (100% sojino mlijeko) je dobivena pH vrijednost
4,68. Nakon fermentacije, pH vrijednost za sve uzorke kroz 21 dan Cuvanja je pocela opadati.
Autori Donkor i Shah (2008) navode kako prilikom fermentacije sojinog mlijeka nastaju
organske kiseline kao glavni metabolic¢ki produkti. Nastale organske kiseline uzrokuju pad pH

vrijednosti u sojinom mlijeku. 1zmjerene pH vrijednosti za uzorke 1, 3, 4 i 5 nakon 21. dana
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Cuvanja se nisu bitno razlikovale. pH vrijednost za uzorak 1 (100% kravlje mlijeko) je
iznosila 4,22. Uzorak 2 pokazuje najvisu pH vrijednost nakon 21. dana ¢uvanja u odnosu na
ostale uzorke, a iznosi 4,51. Titracijska kiselost za uzorke 3, 4 i 5 pokazuje povecanje
vrijednosti kroz Citavih 21 dan ¢uvanja, dok se kod uzoraka 1 i 2 nakon najviSe vrijednosti

moze uociti blagi pad izmedu 14. 1 21. dana ¢uvanja (tablica 7).

Nastajanje mlijecne kiseline prilikom procesa fermentacije je proporcionalna katabolizmu
Se¢era. Ukupna koli¢ina SeCera koja se utroS$i u mediju prilikom fermentacije odgovara
koli¢ini nastale mlije¢ne kiseline. Varijacija pH vrijednosti stoga moze posluziti kao

predstavljanje utroSka Secera tijekom fermentacije (Abraham i sur., 2014).

Tablica 6. Pra¢enje pH vrijednosti probiotickog jogurta mjesavine kravljeg mlijeka i sojinog

napitka u razli¢itim omjerima kroz 21 dan cuvanja na 4°C (n=3)

Uzorak 0. dan 1. dan 7. dan 14. dan 21. dan

Uzorak 1* 4,65 + 0,02 4,49 £+ 0,04 4,33 +0,02 427+ 0,03 4,22 +0,03
Uzorak 2* 4,68 £ 0,03 4,64 £ 0,03 4,65+0,03 4,66 + 0,06 4,51 +0,19
Uzorak 3* 4,66 + 0,02 4,50 £ 0,02 4,36 + 0,07 4,33 £ 0,05 4,26 0,05
Uzorak 4* 4,67 £0,02 4,48 £ 0,02 4,30+ 0,03 4,26 + 0,06 4,21 +£0,05
Uzorak 5* 4,63 £ 0,02 4,49 + 0,02 4,37 +£0,03 4,27 £ 0,06 4,24 + 0,04

*Uzorak 1= 100% kravlje mlijeko + 0% sojin napitak
*Uzorak 2= 0% kravlje mlijeko + 100% sojin napitak
*Uzorak 3= 25% kravlje mlijeko + 75% sojin napitak
*Uzorak 4= 50% kravlje mlijeko + 50% sojin napitak
*Uzorak 5= 75% kravlje mlijeko + 25% sojin napitak
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Tablica 7. Pracenje titracijske kiselosti (°SH) probioti¢kog jogurta jesavine kravljeg mlijeka i

sojinog napitka razli¢itih omjera kroz 21 dan ¢uvanja na 4°C (n=3)

Uzorak 0. dan 1. dan 7. dan 14. dan 21. dan

Uzorak 1* 34,27+ 1,33 37,53+ 1,30 41,93 £ 1,68 45,60 £ 1,74 4427 £ 0,31
Uzorak 2* 21,80 +£2,43 20,67 £ 0,99 22,00 £2,08 23,07 £2,19 20,67 + 6,66
Uzorak 3* 24,67 £1,42 26,80 £2,23 31,73 £ 4,47 34,73 + 3,03 35,87 £2,84
Uzorak 4* 28,13 +2,14 31,73 £2,02 36,80 + 3,50 40,20 + 3,82 40,53 £ 3,44
Uzorak 5* 32,20+ 1,25 33,73+ 1,62 38,87+ 1,10 41,87 £2,39 42,73 £ 1,79

*Uzorak 1= 100% kravlje mlijeko + 0% sojin napitak
*Uzorak 2= 0% kravlje mlijeko + 100% sojin napitak
*Uzorak 3= 25% kravlje mlijeko + 75% sojin napitak
*Uzorak 4= 50% kravlje mlijeko + 50% sojin napitak
*Uzorak 5= 75% kravlje mlijeko + 25% sojin napitak

4.3. ReoloSka svojstva proizvedenih fermentiranih napitaka

Viskozitet je fizikalni parametar koji igra vaznu ulogu u fermentiranim mlije¢nim
proizvodima. Koristi se u svrhu odredivanja konzistencije i osjecaja u ustima. Prilikom
skladiStenja jogurta stabilnost vrijednosti viskoznosti je vrlo vazna kvalitativna karakteristika.
Streptococcus thermophilus ima vaznu ulogu u proizvodnji eksocelularnih tvari koje mogu
vrsiti interakciju sa proteinima mlijeka. Takve tvari se nazivaju eksopolisaharidi, a rezultat im

je povecanje viskoznosti i reoloSke kvalitete proizvoda (Stijepic¢ i sur., 2013).

U ovom istraZzivanju se pratila promjena viskoznosti uzoraka probiotickog jogurta tijekom
pohrane u hladnjaku pri temperaturi od 4°C, a rezultati su prikazani graficki na slikama 3, 4, 5
1 6. Odredivala se promjena viskoznosti pri razli€itim brzinama smicanja: 100, 270, 440, 610,
780, 950, 1120 i 1290 s™. Nakon 1. dana Guvanja vrijednost viskoznosti pri brzini smicanja od
100 s™ je bila izmedu 0,25-0,56 Pa s. Vrijednost viskoznosti uzorka 2 (100% sojino mlijeko)
je bila manja u odnosu na uzorak 1 (100% kravlje mlijeko) $to je u skladu sa istrazivanjem
skupina autora Stijepi¢ i sur. (2013). Kako se brzina smicanja povecavala, tako su se
vrijednosti viskoznosti smanjivale. Postoje odredena odstupanja pri manjim brzinama

smicanja kod analiziranih uzoraka, no kako se brzina smicanja sve viSe povecava tako se
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smanjuju 1 odstupanja vrijednosti uzoraka. Znacajan pad vrijednosti je uocen pri pocetnim

promjenama brzine smicanja.

Vrijednosti viskoznosti su se mijenjale kroz period Cuvanja. Zabiljezena su smanjenja

vrijednosti za sve uzorke sa sve veéim brojem dana ¢uvanja.
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Slika 3. Viskoznost (Pa s) uzoraka (1-5) jogurta od mjesavine kravljeg mlijeka i sojinog

napitka 1. dan nakon fermentacije

30



0,50

0,45

0,40

0,35

0,30 \\ —aA— Uzorak 1
0,25 \\ —&— Uzorak 2
0,20 K —#A— Uzorak 3

—aA— Uzorak 4

0,15

Viskozitet (Pa s)

—aA— Uzorak 5

0,10 -

0,05

0,00 T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

D (1/s)
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Slika 6. Viskoznost (Pa s) uzoraka (1-5) jogurta od mjeSavine kravljeg mlijeka i sojinog

napitka 21. dan nakon fermentacije

4.4. Senzorsko ocjenjivanje proizvedenih fermentiranih napitaka

Rezultati ocjenjivanja senzorskih karakteristika probiotickog jogurta od mjeSavine kravljeg
mlijeka i sojinog napitka su prikazani u tablicama 8, 9, 10 i 11. Usporedba prosjecno
postignutih ocjena razli¢itih uzoraka (uzorak 1-5) probiotickog jogurta je graficki prikazana
na slici 7. Senzorsku analizu uzoraka su ocijenjivali izu¢eni panelisti. Ocjenjivao se izgled,

boja, konzistencija, miris i okus proizvoda tijekom 21 dan c¢uvanja u hladnjaku na 4°C.
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Tablica 8. Prosjecne ocjene postignute pri senzorskoj analizi uzoraka probiotickog jogurta od

mjesavine kravljeg mlijeka i sojinog napitka (uzorci 1-5) 1. dan ¢uvanja (n=3)

Uzorak

Uzorak 1*

Uzorak 2*

Uzorak 3*

Uzorak 4*

Uzorak 5*

Izgled
(max 1)

1,00 £+ 0,00
0,91 + 0,09
0,92 + 0,08
0,94 + 0,07

0,96 + 0,05

Boja
(max 1)

1,00 £ 0,00
0,93 £ 0,04
0,93 £ 0,04
0,97 £0,03

1,00 + 0,00

Konzistencija

(max 4)

3,64 + 0,40
3,57+ 0,37
3,66 + 0,27
3,68 + 0,02

3,76 £ 0,20

*Uzorak 1= 100% kravlje mlijeko + 0% sojin napitak

*Uzorak 2= 0% kravlje mlijeko + 100% sojin napitak

*Uzorak 3= 25% kravlje mlijeko + 75% sojin napitak

*Uzorak 4= 50% kravlje mlijeko + 50% sojin napitak

*Uzorak 5= 75% kravlje mlijeko + 25% sojin napitak

Miris
(max 2)
1,92 +£0,10
1,74 +£ 0,20
1,76 £ 0,15

1,83 £ 0,00

1,93 £ 0,06

Okus
(max 12)

10,86 £ 0,41
8,39+ 0,54
8,74 + 0,69
9,61 +0,32

9,75+ 0,52

Ukupno
(max 20)

18,41 + 0,72
15,54+ 1,16
16,01 + 1,12
17,03+ 0,25

17,40 £ 0,74

Tablica 9. Prosjecne ocjene postignute pri senzorskoj analizi uzoraka probiotickog jogurta od

mjesavine kravljeg mlijeka i sojinog napitka (uzorci 1-5) 7. dan ¢uvanja (n=3)

Uzorak

Uzorak 1*

Uzorak 2*

Uzorak 3*

Uzorak 4*

Uzorak 5*

Izgled
(max 1)

0,99 +0,01

0,88 + 0,08

0,94 + 0,03

0,96 +0,03

0,95+ 0,06

Boja
(max 1)
1,00 + 0,00
0,90+0,11
0,94 +£ 0,07

0,94 +0,04

0,97 +£ 0,06

Konzistencija

(max 4)

3,81+£0,20
3,28 + 0,46
3,64 + 0,37
3,47 +£ 0,47

3,26 £ 0,64

*Uzorak 1= 100% kravlje mlijeko + 0% sojin napitak

*Uzorak 2= 0% kravlje mlijeko + 100% sojin napitak

*Uzorak 3= 25% kravlje mlijeko + 75% sojin napitak

*Uzorak 4= 50% kravlje mlijeko + 50% sojin napitak

*Uzorak 5= 75% kravlje mlijeko + 25% sojin napitak

Miris
(max 2)

1,93+ 0,07

1,54 £0,24

1,85+0,14

1,78 £ 0,06

1,88+0,15

Okus
(max 12)

10,12 + 0,47
8,09 + 0,62
8,48 £ 0,57
8,52 +0,74

8,82+ 1,02

Ukupno
(max 20)

17,85+ 0,36

14,70 + 1,33

15,85+ 0,82

15,68 £ 0,78

15,88 + 1,63
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Tablica 10. Prosjecne ocjene postignute pri senzorskoj analizi uzoraka probiotickog jogurta

od mjeSavine kravljeg mlijeka i sojinog napitka (uzorci 1-5) 14. dan ¢uvanja (n=3)

Uzorak

Uzorak 1*

Uzorak 2*

Uzorak 3*

Uzorak 4*

Uzorak 5*

Izgled
(max 1)

0,96 = 0,05
0,84 + 0,06
0,88 + 0,03
0,87 £0,02

0,86 + 0,02

Boja
(max 1)

0,98 £ 0,03
0,87 +£0,05
0,91 £+ 0,05
0,92 £ 0,04

0,94 + 0,01

Konzistencija

(max 4)

3,48 + 0,49
3,09+0,59
3,28 £ 0,42
3,30+0,33

3,29+ 0,32

*Uzorak 1= 100% kravlje mlijeko + 0% sojin napitak

*Uzorak 2= 0% kravlje mlijeko + 100% sojin napitak

*Uzorak 3= 25% kravlje mlijeko + 75% sojin napitak

*Uzorak 4= 50% kravlje mlijeko + 50% sojin napitak

*Uzorak 5= 75% kravlje mlijeko + 25% sojin napitak

Miris
(max 2)
1,80 + 0,24
1,41+0,34
1,67 £ 0,20

1,71+0,18

1,75+0,24

Okus
(max 12)

9,89 + 0,89
7,42 + 0,44
7,73+ 0,46
8,72+ 0,03

9,10+ 0,65

Ukupno
(max 20)

17,10 £ 1,66
13,63+ 1,41
14,48 + 1,08
15,51 + 0,47

1594+ 1,18

Tablica 11. Prosjecne ocjene postignute pri senzorskoj analizi uzoraka probiotickog jogurta

od mjesavine kravljeg mlijeka 1 sojinog napitka (uzorci 1-5) 21. dan ¢uvanja (n=3)

Uzorak

Uzorak 1*

Uzorak 2*

Uzorak 3*

Uzorak 4*

Uzorak 5*

Izgled
(max 1)

0,95+ 0,02
0,68 +0,15
0,87 +0,07
0,89+0,10

0,94 + 0,02

Boja
(max 1)
0,96 + 0,02
0,75+0,10
0,90 + 0,05

0,93 +0,04

0,95+ 0,02

Konzistencija

(max 4)

3,31+0,70
2,23+0,15
3,08+ 0,43
3,27+0,47

3,38 £0,47

*Uzorak 1= 100% kravlje mlijeko + 0% sojin napitak

*Uzorak 2= 0% kravlje mlijeko + 100% sojin napitak

*Uzorak 3= 25% kravlje mlijeko + 75% sojin napitak

*Uzorak 4= 50% kravlje mlijeko + 50% sojin napitak

*Uzorak 5= 75% kravlje mlijeko + 25% sojin napitak

Miris
(max 2)
1,64 £0,38
1,28+ 0,31
1,55+ 0,28

1,78 £ 0,05

1,86+ 0,11

Okus
(max 12)

9,51 +0,78
6,91 + 0,69
8,07 = 0,90
9,19 + 0,80

9,39+0,74

Ukupno
(max 20)

16,37 + 1,87
11,86 + 1,20
14,46 + 1,55
16,06 = 1,36

16,53+ 0,57
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*Uzorak 1= 100% kravlje mlijeko + 0% sojin napitak
*Uzorak 2= 0% kravlje mlijeko + 100% sojin napitak
*Uzorak 3= 25% kravlje mlijeko + 75% sojin napitak
*Uzorak 4= 50% kravlje mlijeko + 50% sojin napitak
*Uzorak 5= 75% kravlje mlijeko + 25% sojin napitak

Slika 7. Usporedba prosjecnih ukupno postignutih ocjena prilikom senzorske analize razlicitih

uzoraka (Uzorak 1-5) probioti¢kih jogurta od mjesavine kravljeg mlijeka i sojinog napitka

Pri ocjenjivanju izgleda, boje, konzistencije 1 mirisa ocjene se nisu znac¢ajno mijenjale kroz
period ¢uvanja, osim za uzorak 2 (100% sojino mlijeko) u kojemu se sa porastom broja dana
¢uvanja znatno smanjuju ocijenjene vrijednosti. Ocjena mirisa proizvoda se smanjuje za sve
uzorke kroz period Cuvanja, dok je kod uzorka 2 zabiljezena najniZza vrijednost nakon 21.
dana Cuvanja (1,28/2). Ocjene okusa za uzorke 1 1 2 takoder opadaju kroz period ¢uvanja, dok
je kod uzorka 2 zabiljeZena najniza vrijednost nakon 21. dana ¢uvanja (6,91/12). Kod ukupne
ocjene senzorskih svojstava najnize vrijednosti su zabiljezene za uzorak 2 koji kroz period
cuvanja jo§ viSe opada, te na kraju 21. dana cuvanja iznosi 11,86 (max 20). Najvise
vrijednosti su zabiljezene za uzorak 1 (100% kravlje mlijeko). Na kraju ¢uvanja vrijednost

uzorka 1 iznosi 16,36.

Sojin jogurt ima losa organolepti¢ka svojstva u odnosu na mlije¢ne proizvode. Glavni uzrok
tome je okus po grahoricama koji potjece od neprihvatljivih komponenata arome kao $to su n-
heksanal i pentanal Kkoji su prisutni u sojinom mlijeku, a nastaju prilikom razgradnje
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nezasi¢enih masnih kiselina. Da bi proizvod bio prihvatljiv od strane potroSaca, on mora imati
dobra senzorska svojstva. Senzorska svojstva se mogu poboljsati dodatkom razlicitih
proizvoda od voca ili dodatnim okusima. Procjena senzorskih svojstava novih prehrambenih
proizvoda je vrlo vazan korak u razvoju prihvatljivosti i privlaénosti proizvoda. Proizvodi na
trziStu koji su okarakterizirani kao novi poput sojinog jogurta mogu sadrzavati nepoznate
komponente okusa i arome §to bi moglo odbiti potrosaca. Suplementacijom okusa i arome sa
poznatim komponentama okusa kao $to su voéni okus i okus slatkog, mozemo pozitivno
utjecati na sveukupnu senzorsku kvalitetu jogurta (Dalev 1 sur., 2006). Danasnji jogurti su
obogaceni aromom vanilije, jagode, ¢okolade, dok neke industrije dodaju voce u obliku
konzerviranog voca, zamrznutog voc¢a i nekih drugih proizvoda od voca. Voce je bogat izvor
vitamina i minerala koji dodatno obogacuju kravlje i sojino mlijeko prilikom njihovog

dodavanja (Farinde i sur., 2010).

4.5. Ocjena prihvatljivosti proizvedenih fermentiranih napitaka

U ocjenjivanju prihvatljivosti uzoraka probiotickog jogurta je sudjelovala 51 osoba (studenti

PBF-a). Ocjene prihvatljivosti uzoraka su graficki prikazane na slikama 8, 9, 10, 111 12.

0%
0% 0%

m lzuzetno mi se svida

m Veoma mi se svida

m Umjereno mi se svida

m Malo mi se svida

m Neutralan

m Malo mi se ne svida

m Umjereno mi se ne svida
m Veoma mi se ne svida

Izuzetno mi se ne svida

Slika 8. "Hedonisticka skala" prihvatljivosti uzorka 1 (100% kravlje mlijeko)
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2%

m lzuzetno mi se svida

m Veoma mi se svida

= Umjereno mi se svida
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H Neutralan

m Malo mi se ne svida

m Umjereno mi se ne svida
m Veoma mi se ne svida

Izuzetno mi se ne svida

Slika 9. "Hedonisti¢ka skala" prihvatljivosti uzorka 2 (100% sojin napitak)

m lzuzetno mi se svida
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m Malo mi se svida

H Neutralan

m Malo mi se ne svida

m Umjereno mi se ne svida
m Veoma mi se ne svida

Izuzetno mi se ne svida

Slika 10. "Hedonisticka skala" prihvatljivosti uzorka 3 (25% kravlje mlijeko + 75% sojin
napitak)
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m lzuzetno mi se svida

m Veoma mi se svida
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m Malo mi se svida

H Neutralan

m Malo mi se ne svida

m Umjereno mi se ne svida
m Veoma mi se ne svida

Izuzetno mi se ne svida

Slika 11. "Hedonisticka skala" prihvatljivosti uzorka 4 (50% kravlje mlijeko + 50% sojin
napitak)
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m Izuzetno mi se svida

m Veoma mi se svida
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B Neutralan

m Malo mi se ne svida

= Umjereno mi se ne svida
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Izuzetno mi se ne svida

Slika 12. "Hedonisticka skala" prihvatljivosti uzorka 5 (75% kravlje mlijeko + 25% sojin
napitak)
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Najbolje ocijenjeni uzorci su uzorak 1 1 uzorak 5. Prema hedonistickoj skali, ve¢ina ispitanika
je ocjenila uzorak 1 kao "izuzetno mi se svida". Uzorak 5 je vecinski ocjenjen kao "izuzetno

mi se svida" 1 "veoma mi se svida".

Uzorak 4 je vecinski dobio ocjenu kao "veoma mi se svida", a uzorak 3 kao "malo mi se

svida".

Uzorak 2 je dobio najnizu ocjenu prihvatljivosti proizvoda. Ocjenjen je kao "veoma mi se ne

svida" te ne zadovoljava standarde potencijalnih kupaca.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja te dobivenih rezultata fizikalno-kemijskih,
mikrobioloskih i1 senzorskih analiza proizvedenog jogurta mjeSavine kravljeg mlijeka i

sojinog napitka mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Nakon fermentacije niti jedan uzorak nije zadovoljio probioti¢ki minimum od 10°

CFU/mL, stoga uzorci nemaju karakteristike probiotickog proizvoda.

2. Najbolji rast probioticke kulture L. casei LC-Y je zabiljezen u uzorku 2 koji se sastoji od
0% kravljeg mlijeka i 100% sojinog napitka.

3. pH vrijednost opada u svim uzorcima kroz 21 dan cuvanja. U uzorku 2 (100% sojin

napitak) je uo€ena najniza pH vrijednost u odnosu na druge uzorke.

4. Vrijednosti viskoznosti su se mijenjale kroz period Cuvanja. Zabiljezena su smanjenja
vrijednosti za sve uzorke sa sve veéim brojem dana ¢uvanja. ZnacCajan pad vrijednosti je

uocen pri pocetnim promjenama brzine smicanja.

5. Kod ukupne ocjene senzorskih svojstava najnize vrijednosti su zabiljezene za uzorak 2
(100% sojino napitak) koji kroz period ¢uvanja jo$ viSe opada. NajviSe vrijednosti su

zabiljeZene za uzorak 1 (100% kravlje mlijeko).

6. Uzorak 2 (100% sojin napitak) je dobio najnizu ocjenu prihvatljivosti proizvoda. Ocjenjen
je kao "veoma mi se ne svida" te ne zadovoljava standarde potencijalnih kupaca. Uzorci sa

vec¢im udjelom kravljeg mlijeka pokazuju vecu prihvatljivost ispitanika.
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