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1. UVOD

Posljednjih nekoliko godina, primijecen je povecéani trend potrosaca za prehranom koja se
zasniva na namirnicama biljnog porijekla poput mahunarki, zitarica, sjemenki, orasastih plodova,
voca | povréa. Veganstvo 1 vegetarijanstvo, zdravstveni razlozi i ekoloska svijest smatraju se
glavnim razlozima zasto potrosaci sve vise konzumiraju biljne napitke. Kao najces¢i zdravstveni
problemi koji se javljaju kod potrosaca su alergija na mlijeko i intolerancija na laktozu koji mogu
prouzro¢iti neke nepozeljne posljedice kod osjetljivih skupina potrosaca. Nadalje, alergija na
kravlje mlijeko jedna je od najces¢ih alergija kod dojencadi i djece (Santos i sur., 2010), dok
intolerancija na laktozu pogada oko 65 % svjetske populacije (Aydar i sur., 2020). S obzirom na

navedeno, potrosaci sve vise zamijenjuju mlijeko i mlije¢ne proizvode biljnim alternativama.

Fermentacija je prepoznata kao prirodan i ucinkovit biotehnoloski pristup u proizvodnji
mlijeka i mlije¢nih napitaka. Nedavna istrazivanja isticu da je fermentacija vazan korak u
proizvodnji biljnih napitaka (Adler i sur., 2013). Doprinosi uc¢inkovitoj proteolizi, pove¢anom
sadrzaju bioaktivnih spojeva i smanjenom utjecaju antrinutritivnih faktora, poboljsavajuci
senzorska, tehnoloska i funkcionalna svojstva proizvoda. Biljni fermentirani napici su proizvodi
koji imitiraju teksturu i senzorska svojstva konvencionalnog jogurta dok podrzavaju prisutnost
bakterija mlijecne kiseline za produljeni rok trajanja. Takve proizvode karakterizira visok udio

prehrambenih vlakana, proteina visoke vrijednosti i bioaktivnih spojeva (Gobetti i sur., 2020).

Nadalje, izazov u stvaranju fermentiranih biljnih napitaka lezi u postizanju proteinske
mreze gela sli¢ne jogurtu pomocu alternativnih biljnih sastojaka. Ovi sastojci ¢esto imaju razlicite
koagulacijske karakteristike, nizi udio proteina i zahtijevaju dodatak sredstava za strukturiranje i

emulgatora, §to moze biti skupo i ne u skladu s odrzivom proizvodnjom.

Cilj ovog istrazivanja bio je optimirati proces fermentacije biljnog napitka na bazi badema
kako bi dobili inovativni funkcionalni proizvod pozeljnih fizikalno-kemijskih i senzorskih
karakteristika. Za optimiranje okusa bademovog napitka dodavani su okara i rizin protein, te guar
guma, Skrob i pektin u funkciji stabilizatora. Na svim uzorcima provedene su analize kako bi se
odredile fizikalno-kemijske, mikrobioloske, reoloske i senzorske Kkarakteristike te je pracena

stabilnost proizvoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1.  BILJINI NAPICI

Probavljivost i intolerancija na laktozu, i malapsorpcija enzima laktaze smatraju se
primarnim razlozima koji potro$a¢i navode za poveéanom konzumacijom biljnih napitaka
(Schnepps i Meixner, 2019). Zdravlje je jedan od cestih razloga zasto potrosaci sve vise
konzumiraju biljne napitke. Biljni napici opéenito imaju manje zasi¢enih masti i kolesterola od
punomasnog kravljeg mlijeka (Lu i sur., 2015). Zabrinutost potrosaca takoder izaziva i izloZenost
kontaminantima u kravljem mlijeku (primjerice hormoni, ostatci pesticida, mikotoksini, metali i
antibiotici) osobito u konvencionalno proizvedenom mlijeku (Baldwin i Tan, 2021). Interes za
odrzivom proizvodnjom i povecana ekoloska svijest velika su motivacija potroSaca za zamjenom

kravljeg mlijeka biljnim alternativama.

Biljni napici su koloidni sustavi gdje se uglavnom masna faza, iako ovisno o pocetnoj
sirovini moze biti rije¢i o ukupnoj suhoj tvari, izolirana iz biljnih izvora koristi za formuliranje
biljnih napitaka, kao sto su sojin napitak, kokosov napitak i bademov napitak (Sethi i sur., 2016).
Masna faza se sastoji od masne jezgre (triacilglicerola) okruzene slojem fosfolipida i proteina
(Tzen i sur., 1993), stoga ima vrlo sli¢nu strukturu mlije¢noj masti. 1zolirana masna faza moze se
dispergirati u odgovarajucoj koli¢ini vode kako bi se formirala kremasta tekuc¢ina niske viskoznosti
koja ima mnoge senzorske karakteristike kravljeg mlijeka. Vodena faza ovih proizvoda takoder
sadrzi proteine, mineralne tvari i ugljikohidrate koji imaju doredenu prehrambenu vrijednost i
imaju okus slican mlijeku. S druge strane, proteini u biljnim napicima ¢vrsto su umotani u
kompaktne kuglaste strukture, koje tvore sasvim razliitu strukturu prilikom medusobnog
povezivanja (Queiros i sur., 2018). To je jedan od razloga zasto fermentirani napici od soje i
badema nemaju istu glatku teksturu kao konvencionalni jogurti. Biljni napici se mogu Koristiti
kako bi poboljsali nutritivnu vrijednost raznih konvencionalnih proizvoda kao sto su fermentirano

mlijeko, jogurt, sladoled, sir, cokolada i maslac (YYadav i sur., 2010).

Biljni napici mogu se proizvoditi i od zitarica (primjerice zob, riza, kukuruz, pir),
pseudoZitarica (primjerice kvinoja, amarant), sjemenki (primjerice lan, konoplja, suncokret,

sezam), mahunarki (primjerice soja, kikiriki, grasak) ili od orasastih plodova (primjerice kokos,



ljeSnjak, badem, orah) (Sethi i sur., 2017). Najcesce sirovine za proizvodnju biljnih napitaka su

soja, zob, riza, kokos i badem.

Zobeni napitak jedan je od najces¢e konzumiranih biljnih napitaka na trzistu zahvaljujuéi
visokoj nutritivnoj vrijednosti te visokom udjelu prehrambenih vlakana i fitokemikalija.
Potencijalna funkcionalna svojstva zobenog napitka povezana su sa prehrambenim vlaknima, kao
§to su B-glukan, proteini, lipidi i Skrobne komponente te fitokemikalije prisutne u zrnu zobi.
Takoder, zob je dobar izvor antioksidansa i polifenola. Zob sadrzi 60 % skroba, 11-15 % ukupnih
proteina, 5-9 % ukupnih lipida, 2,3-8,5 % dijetalnih vlakana i 0,54 % kalcija (Rasane i sur., 2015).

Sojin napitak dobar je izvor esencijalnih mononezasi¢enih i1 polinezasi¢enih masnih
kiselina koje se smatraju dobrima za zdravlje kardiovaskularnog sustava. lzoflavoni su
funkcionalno aktivna komponenta sojinog napitka, a genistein je najzastupljeniji (Cohen i sur.,
2000). Osim izoflavona, poznato je da proteini soje imaju terapeutske u€inke. Takoder je hrana
proizvedena od soje bogata fitokemikalijama kao Sto su fitosteroli, koji su poznati po tome da
snizavaju kolesterol (Fukui i sur., 2002). U prosjeku, suho zrno soje sadrzi 40 % proteina, 20 %
ulja, 35 % ugljikohidrata i 5 % pepela (Liu, 2004).

Kokosov napitak bogat je vitaminima i mineralima kao S§to su zeljezo, kalcij, cink 1
magnezij. Takoder sadrzi i znacajnu koli¢inu vitamina A 1 E (Seow 1 Gwee, 1997). Sadrzi laurinsku
kiselinu koja pomaze u ja¢anju imunoloskog sustava i odrzavanju krvozilnog sustava. Uporaba
kokosovog napitka povezuje se sa njegovim antikancerogenim, antimutagenim i antibakterijskim

djelovanjem (Belewu i Belewu, 2007).

Rizin napitak je najviSe hipoalergican napitak od ostalih biljnih napitaka na trziStu. Rizin
napitak ekstrahira se iz smede kuhane rize i Skroba smede rize, ima rijetku konzistenciju i nema
vlakna (Wongthaweewatana i sur., 2021). Unato¢ tome §to rizin napitak sadrzi manje proteina i
kalcija od kravljeg mlijeka, Cesto se na trziStu nalaze rizini napici obogaceni kalcijem i vitaminom
D (Bridges, 2018). Kemijski sastav rizinog napitka je slijedeci: proteini (0,6 %), ugljikohidrati
(10,6 %), Secer (4,0 %), masti (1,0 %) i natrij (0,051 %) (Abou-Dobara i sur., 2016).



2.1.1. Bademov napitak

Badem (Prunus amygdalus), je ¢lan obitelji Rosaceae, i ubraja se u najpopularnije orasaste
plodove u cijelom svijetu. Zajedno s orahom svrstan je u podrod Amygdalus, koji se od ostalih
podrodova razlikuje po valovitoj ljuski sjemena. Badem je porijeklom iz vruc¢ih klimatskih
podrucja, koji se najvise uzgaja u saharskim ravnicama, od Turske i Irana sve do Indije i Nepala
(Zohary i sur., 2012).

Bademi imaju visoku nutritivnu vrijednost buduc¢i da su izrazito bogati proteinima,
mineralnim tvarima i vitaminima. Vitamin E, jednostruko nezasi¢ene masne kiseline, visestruko
nezasi¢ene masne kiseline, argininin, RRR-a-tokoferol i kalij nazastupljeniji su u bademu (Berry
i sur., 1992). Pokozica badema bogata je flavonima, izoflavonima, antocijanima, procijanidinima

i fenolnim kiselinama (Frison-Norrie i Sporns, 2002).

Kako je prethodno navedeno, bademov napitak se na svjetskoj razini proizvodi i konzumira
kao jedna od tri najcesce alternative mlijeku. Bademov napitak je jedan od najées¢e konzumiranih
biljnih napitaka na trzistu zahvaljujuéi svojim nutritivnim i funkcionalnim svojstvima. U zadnje
vrijeme sve je veca upotreba bademovog napitka kao sirovine za proizvodnju analoga jogurtu kako
bi se razvio funkcionalni biljni fermentirani napitak s pozitivnim u¢incima na zdravlje, te za razvoj
nutritivnih karakteristika kona¢nog proizvoda. Bademov napitak moze se koristiti kao prirodni
sastojak u obogacivanju prehrambenih proizvoda umjesto upotrebe uvrijeZenih aditiva kao $to su
zasladivaci, arome i antioksidansi, a od kojih neki mogu imati stetne u¢inke na zdravlje ljudi. Osim
toga, bademov napitak moze se koristiti kao dodatak u proizvodnji nove generacije fermentiranih

mlije¢nih proizvoda (Topcuoglu i Yilmzan-Ersan, 2020).

2.1.2. Proizvodnja bademovog napitka

Za proizvodnju napitka se obi¢no koriste plodovi badema zrelosti od 6 do 8 mjeseci.

Plodovi se sortiraju kako bi se uklonili pokvareni i/ili zarazeni plodovi. Time se osigurava

proizvodnja napitka bogatog nutritivnog profila i jedinstvenog okusa.



Nakon sortiranja, plodovi se peru i gule, a pulpa se struze nozem kako bi se dobila jezgra
badema. Takoder, vazan proces koji se koristi u proizvodnji bademovog napitka je przenje.
Przenjem se povecava indeks stabilnosti emulzije i topljivost proteinskog izolata (Zaaboul i sur.,
2019). Bademov napitak se zatim estrahira iz oljustenih plodova badema natapanjem u
deioniziranoj vodi nakon ¢ega se bademi samelju u mlinu. Kao rezultat nastaje kasa koja se filtrira.
Filtrirani bademov napitak se zatim homogenizira i toplinski obraduje na 121 °C/15 min prije
hladenja i skladistenja (Alozie i Udofia, 2015).

Tehnoloska shema proizvodnje bademovog napitka prikazana je na slici 1.

Badem

|

Ljustenje 1 CiS¢enje

|

Sortiranje i pranje

|

Mljevenje

'

Filtracija

|

Toplinska obrada

|

Hladenje 1 skladistenje

Slika 1. Shema tehnoloskog procesa proizvodnje bademovog napitka

(prema Alozie i Udolfia, 2015)



2.1.3. Kemijski i nutritivni sastav bademovog napitka

Bademov napitak je emulzija mastiu vodi, koji sadrzi 0ko 25 % proteina, od kojih je vecina
prisutna u obliku adenozin monofosfata (AMP-a) ili amandina (Sathe i sur., 2002). U usporedbi s
drugim biljnim napicima, bademov napitak prirodni je izvor vitamina E koje ljudsko tijelo ne moze
sintetizirati i potrebno ga je unijeti prehranom. a-tokoferol je funkcionalno aktivna komponenta
vitamina E i jak je antioksidans koji ima klju¢nu ulogu od reakcija slobodnih radikala (Burton i
Ingold, 1989).

Bademov napitak bogat je izvor i drugih mikronutrijenata kao sto su kalcij, magnezij, selen,
kalij, cink, fosfor i bakar. Takoder posjeduje potencijalna prebioticka svojstva zahvaljujuci
arabinozi koja je prisutna u pektinskim tvarima stanicne stijenke koji doprinosi njegovoj

funkcionalnosti snizavanjem kolesterola u krvnom serumu (Mandalari i sur., 2008).

Tablica 1. Usporedba nutritivne vrijednosti kravljeg mlijeka i bademovog napitka (prema Clegg
i sur., 2021)

Proizvod Energijska vrijednost (kcal) | Proteini (g) | Ugljikohidrati (g) Masti (g)
Kravlje 50,27 £ 1,783 3,49 £ 0,017 4,77 + 0,025 1,91 £ 0,207
mlijeko

Bademov 30,20 £ 2,196 0,74 £ 0,077 2,61+0,444 1,83 +£0,126
napitak

Bademov napitak ima gotovo dvostruko nizu energetsku vrijednost od kravljeg mlijeka sto
se moze pripisati znatno nizem udjelu ugljikohidrata, masti i proteina u bademovom napitku
(tablica 1). Od svih alternativa mlijeku, bademov napitak ima najnizi udio ugljikohidrata (Pointke
i sur., 2022).

Najveci nedostatak bademovog napitka je manjak mikro- i makro- nutrijenata kao sto su

vitamini topljivi u vodi i proteini. Bademov napitak u prosjeku osigurava samo oko 10 %




preporucene dnevne doze proteina dok kravlje mlijeko osigurava vise od 50 % preporucenog

dnevnog unosa (Verduci i sur., 2019).

Unato¢ navedenim nedostatcima bademovog napitka, on se smatra najboljom alternativom
mlijeku kao niskokalori¢ni napitak. Takoder, sadrzava i razne spojeve koji promicu zdravlje

ukljucujuéi antioksidanse i bioaktivne spojeve (Sethi i sur., 2016).

2.2. USPOREDBA PREHRAMBENE VRIJEDNOSTI BILINIH NAPITAKA |
KRAVLJEG MLIJEKA

Kravlje mlijeko smatra se cjelovitom namirnicom, $to ga ¢ini vaznim izvorom mikro- i
makronutrijenata kao §to su kalcij, vitamin B12 1 jod (Host 1 sur., 2007). Proteini kravljeg mlijeka
imaju visoku bioloSku vrijednost, s obzirom da sadrZe sve esencijalne aminokiseline 1 imaju visoku
probabljivost (FAO, 2013). Medutim, sve vise ljudi se okrecée biljnim alternativama mlijeka zbog
zdravstvenih problema (kao $to su alergija na kravlje mlijeko i intolerancija na laktozu) ili zbog
promjene nacina zivota (kao S$to su veganstvo i vegeterijanstvo). Sve vise potroSaca vidi biljne
napitke kao zdravu alternativu kravljem mlijeku. Kravlje mlijeko sadrzi lipidnu frakciju koja ima
visok udio zasi¢enih masnih kiselina te znacajne koli¢ine kolesterola Sto potroSaci cesto povezuju
S negativnim utjecajem na zdravlje (Jeske i sur., 2017). Nasuprot tome, biljni napici nemaju

kolesterol, a ve¢ina ima povoljniji omjer zasi¢enih i nezasi¢enih kiselina (Thorning i sur., 2016).

Zitarice, mahunarke, oragasti plodovi i sjemenke sadrzavaju mikro- i makronutrijente koji
imaju pozitivan uéinak na zdravlje. Biljne matrice bogate su prehrambenim vlaknima,
izoflavonoidima i antioksidansima. Kravlje mlijeko je bogat izvor energije s obzirom da 100 g
proizvoda predstavlja 64 kcal. Stoga, biljni napici moraju imati visoku energetsku vrijednost kako
bi bili dostojna zamjena kravljem mlijeku. Kravlje mlijeko sadrzi visok udio kolesterola i
ugljikohidrata. Biljni napici na bazi soje, badema i kokosa imaju manji udio ugljikohidrata dok
napitak na bazi rize sadrzi viSe ugljikohidrata od kravljeg mlijeka (Chalupa-Krebzdak i sur., 2018).
Takoder, kravlje mlijeko ima ve¢i udio mineralnih tvari od biljnih napitaka. Stoga se korak
obogacivanja mineralnim tvarima provodi u proizvodnji biljnih napitaka. Biljni napici na bazi soje

pokazali su visoku dostupnost iona magnezija, bakra, zeljeza i bakra dok je biljni napitak na bazi



ljeSnaka dobar izvor natrija (Astolfi i sur., 2020). Takoder, biljni napici sadrze fitinsku kiselinu,
oksalate, lecitin i saponine koji smanjuju apsorpciju i dostupnost minerala. Glavni nedostatak kod
biljnih napitaka je mali udio proteina. Kravlje mlijeko je izvor proteina koji sadrze sve esencijalne
aminokiseline 1 ima visoku probavljivost. Kako bi povecali udio proteina, biljni napici se ¢esto
proizvode upotrebom razli¢itih biljnih matrica. Unato¢ tome, biljni napici sadrze manji udio
esencijalnih aminokiselina od kravljeg mlijeka kao $to su metionin, cistein i lizin (Thorning i sur.,
2016). Stoga, medu biljnim napicima, napitak na bazi soje sadrzava najbolji udio mikro- i makro
nutrijenata. Medutim, sojin napitak ima visok udio antinutrijenata i proteina koji mogu izazvati
alergijske reakcije. Osim sojinog napitka, bademov napitak smatra se jednim od boljih alternativa

mlijeka na trziStu. Bademov napitak ima dobar nutritivan sastav 1 senzorsku prihvatljivost.

2.3. FERMENTIRANI BILINI NAPICI

Fermentacija biljnih napitaka povecava nutritivnu vrijednost i poboljsava okus. Pektinaze
koje oslobodaju Lactobacillus i Streptococcus tijekom fermentacije, povec¢avaju udio proteina,
aminokiselina te probavljivost proteina (Amini i sur., 2019). Starter kulture kao S$to su
Bifidobacterium i Lactobacillus, poveéavaju sadrzaj i dostupnost minerala, kao i antioksidativna
svojstva (Tangyju i sur., 2019). Takoder, aktivnost B-glukozidaze povecala je sadrzaj izoflavona,
Sto je pridonijelo poboljsanju probave biljnih napitaka (Anino i sur., 2019). Utvrdeno je da
bakterije mlije¢ne kiseline ublazavaju djelovanje antinutrijenata kao $to su stahioza, rafinoza, fitat,
oligosaharidi, tanini i inhibitori proteaze $to zauzvrat poveéava bioraspoloZivost minerala (Castro-
Alba i sur., 2019).

Okus graha povezan sa n-heksanolom, n-heksanalom, acetatom, izovaleratom i 2-
metilbutiratom smanjen je upotrebom bakterija mlije¢ne kiseline roda Lactobacillus $to je
rezultiralo u smanjenoj gor¢ini biljnih napitaka. S druge strane, fermentacija je pogodovala
nastajanju pozeljnih hlapljivih aroma kao §to su acetoin, diacetil i acetaldehid, ovisno o vrsti

mikroorganizma (Emkani i sur., 2022).

Proizvodnja fermentiranih napitaka slijedi iste korake kao i proizvodnja ne-fermentiranih

biljnih napitaka, ali uz dodatak dva dodatna koraka, kondicioniranje (kako bi se postigla optimalna



temperatura za rast mikroorganizama) i fermentaciju (pod odgovaraju¢im uvjetima za upotrebljene
mikroorganizme) (Mefleh i sur., 2022). Veéina biljnih napitaka fermentira se pomocu bakterija
mlijeéne kiseline, uglavnom Lactobacillus (Lactobacillus spp., L.casei, L.helveticus, L.fermentum,
L.reuteri, L.acidophilus, L.rhamnosus i L.johnsonii), Bifidobacterium (Bifidobacterium animalis
ssp. Lactis) i Enterococcus (Enterococcus faecium) (Cichonska i Ziarno, 2022). Supstrati na biljnoj
bazi pogoduju visokom prezivljavanju fermentirajué¢ih mikroorganizama, a posljedi¢no rezultiraju
ne-mlije¢nim probiotickim proizvodima (Valero-Cases i sur., 2020). Trajanje fermentacije biljnih
napitaka obi¢no je 12-24 h, ovisno o svojstvima sirovine biljnog materijala, vrsti mikroorganizama
I svojstvima kona¢nog proizvoda (Navaz i sur., 2020). Predugo vrijeme fermentacije (>24 h) moze
rezultirati stvaranjem nepozeljnih spojeva koji mogu negativno utjecati na nutritivne i

organoleptic¢ke karakteristike (Cichonska i Ziarno, 2022).

Tijekom fermentacije biljnih napitaka, proteini se destabiliziraju stvarajuci slab,
nekontinuirani gel sto rezultira odvajanjem faza (Bernat i sur., 2015). 1z tog razloga, hidrokoloidi
se koriste u proizvodnji fermentiranih biljnih napitaka kako bi stabilizirali ¢estice u suspenziji,
pridonoseci formiranju strukture fermentiranih biljnih napitaka (Guo i Yang, 2015). Kombinacija
zgu$njivaca i emulgatora kao Sto su $krob, pektin, prirodne gume i ekstrakti proteina se koriste
kako bi se dobili fermentirani biljni napici prihvatljive konzistencije (Banarjee i Bhattacharya,
2012).

24. HIDROKOLOIDI

Hidrokoloidi su grupa dugolancanih polimera koji se lako rasprSuju u vodi, te su potpuno
ili djelomi¢no topivi u vodi i skloni su bubrenju u vodi. Prisutnost velikog broja hidroksilnih
skupina povecava njihov afinitet vezanja vode ¢ine¢i ih hidrofilnim spojevima. Nadalje, oni
proizvode disperziju, koja je posredna izmedu prave otopine i suspenzije, sto ih ¢ini koloidima. S

obzirom na ova dva svojstva nazivaju se hidrokoloidi.

Glavni razlog $iroke uporabe hidrokoloida u prehrambenoj industriji je njihova sposobnost
modificiranja reoloskih svojstava sloZzenog sustava hrane. To ukljucuje dva osnovna svojstva

prehrambenog sustava, viskoznost i teksturu. Modifikacija teksture i/ili viskoznosti prehrambenog
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sustava pomaze modificirati senzorska svojstva prehrambenih proizvoda stoga se ¢esto koriste kao
aditivi u hrani. Razni prehrambeni proizvodi poput juha, umaka, preljeva za salate i umaka koriste
hidrokoloide kao aditive za postizanje viskoznosti i zeljenog okusa u ustima. Takoder, koriste se
jos u proizvodnji sladoleda, dZzemova, zelea, deserta i bombona kako bi se postigla zeljena tekstura

(Saha i Bhattacharya, 2010).

Hidrokoloidi imaju S$irok spektar funkcionalnih svojstava u hrani. To ukljucuje
zgus$njavanje, Zeliranje, emulgiranje 1 stabiliziranje. Vecina hidrokoloida klasificirana je kao
polisaharidi. Stoga se, karya guma, tragant guma, gati guma i arapska guma, te druge biljne gume
svrstavaju u skupinu eksudata stabala iz koje se proizvode ove gume. Agar, alginat, karagenan,
forceseran, fosuidan spadaju u skupinu hidrokoloida morskih algi, a Zelatina 1 hitin u kategoriju

hidrokolida Zivotinjskog podrijetla (Pirsa 1 Hafezi, 2023).

Tijekom fermentacije bademovog napitka, proteini se destabiliziraju stvarajuci
nekontinuirano gel stanje gdje dolazi do odvajanje faza. Dodatak hidrokoloida, kao §to su Skrob,
pektin i guar guma rjesavaju problem, proizvedeci Cvrstu teksturu fermentiranog napitka (Grasso

i sur., 2020).

2.4.1. Skrob

Skrob je prirodni polimer koji se sastoji od monomera glukoze medusobno povezanih a-
1,4 i a-1,6 glikozidnim vezama (Jobling, 2004). Dvije su glavne vrste makromolekula prisutne u
Skrobu: amilopektin i amiloza. Amiloza se sastoji od a-D monomera glukoze povezanih a-1,4
glikozidnom vezom u obliku dugih linearnih lanaca (Bertoft i sur., 2008). Amilopektin je visoko
razgranata molekula koje se sastoji od 18-31 glukoznih ostataka povezanih a-1,4- glikozidnim
vezama i bo¢nim lancima sa a-1,6- glikozidnim vezama na mjestima grananja (Tester i sur., 2004).

Skrob sadrzi prosje¢no oko 25-28 % amiloze i 72-75 % amilopektina.

Skrob je vazan izvor energije u ljudskoj prehrani, kao i funkcionalni sastojak hrane koji
pruza pozeljna fizikalno-kemijska i senzorska svojstva, kao §to su izgled proizvoda, tekstura i

osje¢aj u ustima (Chen i sur., 2019). Kao rezultat toga, ima mnoge potencijalne primjene u
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prehrambenoj industriji: sredstvo za zguS$njavanje u umacima i preljevima, sredstvo za zeliranje i
vezivno sredstvo u proizvodnji bombona i stabilizator u mlije¢nim proizvodima (Delcour i sur.,
2010).

2.4.2. Pektin

Pektin je slozeni strukturni polisaharid koji se uglavnom dobiva iz prirodnih izvora i
strukturna je komponenta biljne stanice. S kemijskog gledista, pektin je polisaharid koji uglavnom
sastoji od metoksiesterificiranih jedinica a-1,4-galakturonske kiseline. Strukturno, pektin se moze
podijeliti u tri glavne regije: glatke (takoder se nazivaju 1 linearne regije), dlakave i razgranate
regije. Stupanj esterifikacije ostataka galakturonske kiseline pektina je najvazniji parametar koji
utjeCe na topljivost pektina 1 njegovu sposobnost Zeliranja. Stupanj esterifikacije varira ovisno o
podrijetlu biljnog izvora, kada 1 gdje je biljka ubrana i uvjetima obrade kao S§to su izolacija,

procis¢avanje, skladistenje i ekstrakcija (Liu 1 sur., 2007).

Pektin se prvenstveno u prehrambenoj industriji koristi kao sredstvo za Zeliranje i koristi
se Cesto u proizvodnji dzemova i zelea, vo¢nih sokova, konditorskih proizvoda i nadjeva za
pekarske proizvode (May, 1997). Druga vazna primjena pektina je stabilizacija acidificiranih
mlije¢nih napitaka i jogurta (Willats i sur., 2006). Pektin koji se koristi u prehrambenoj industriji
vecinom se ekstrahira iz citrusa ili kore jabuke. Vazan je sastojak topivih vlakana voca i povréa
Sto je osobito vazno za prehranu bogatu vlaknima koja je pogodna za ljudsko zdravlje. Razna
istrazivanja su utvrdila da pektin smanjuje razinu kolesterola i moze imati antikancerogeno

djelovanje (Yamada, 1996).

2.4.3. Guar guma
Guar guma je poligalaktomanan dobiven iz endosperma biljke mahunarke Cyamopsis

tetragonolubus. Strukturno, sastoji se od okosnice (1-4) povezanih B-D-manopiranozilnih jedinica

sa pojedina¢nim a-D-galaktopiranozilnim jedinicama na svaku drugu jedinici glavnog lanca.
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Omogucuje visoku viskoznost ¢ak i pri niskim koncentracijama (< 1 % w/v) u vodenim otopinama

(Miyazawa i Funazukuri, 2006).

Zahvaljuéi ovim svojstvima, guar guma se koristi kao sredstvo za Zeliranje, zgusnjivac,
stabilizator, emulgator i stabilizator pjene u prehrambenoj industriji. Nadalje, u djelomi¢no
hidroliziranom obliku koristi se i kao topljivo prehrambeno vlakno, a njegovo dokazano
prebioticko djelovanje rezultira snizavanjem glukoze i kolesterola u krvi (Butt 1 sur., 2007). Guar
guma takoder se koristi za proizvodnju prehrambenih proizvoda niskog glikemijskog indeksa zbog
svoje primjene kao prehrambeno vlakno. Takoder, guar guma se koristi u proizvodnji
biorazgradivih filmova za pakiranje hrane (Das i sur., 2011) i kao materijal stijenke za

inkapsulaciju komponenta okusa (Sarkar i sur., 2013).

oW M

HO

Slika 2. Guar guma ( prema Abdulraheim i Manar, 2018)

2.5. OKARA

Prehrambena industrija godiSnje proizvede oko 190 milijuna tona nusproizvoda kao $to su
oStecene sirovine, komine, uljne pogace, sjemenke, melasa i drugi nusproizvodi procesa prerade
(Kumari 1 sur., 2018). Vecina ovih nusproizvoda moze biti od iznimnog znacaja za industriju,

ovisno o podrijetlu i koli¢ini nusproizvoda (Cecilia i sur., 2019).

Pulpa, kora, sjemenke, kozica i peteljke primjeri su nusproizvoda u proizvodnji voca i
povréa. Nusproizvodi u proizvodnji voca i povréa, koji se lako stvaraju u velikim koli¢inama,

mogu se koristiti kao proizvodi sa dodanom vrijednos¢u. Vec¢ina ovih nusprodukata imaju znacajan
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udio prehrambenih vlakana i bioaktivnih spojeva (polifenola, karotenoida, glukozinata, itd.) (Sadh
i sur., 2018).

Biljni nusproizvodi bogati su ugljikohidratima, proteinima, fitokemikalijama i/ili
antioksidansima u usporedbi s ostalim agroindustrijskim otpadom (Ratu i sur., 2023). Proteini,
ugljikohidrati, lipidi i drugi bioaktivni sastojci kao $to su prehrambena vlakna, fenoli, alkaloidi i
pigmenti prisutni su u znac¢ajnim koli¢inama u nizu prehrambenih nusproizvoda. Uporaba velikih
koli¢ina biljnih nusproizvoda ekonomicna je za industrije, zahtijeva odlaganje manje otpada 1
prosiruje raspon dostupnih proizvoda, kao §to je funkcionalna hrana i razvoj spojeva visoko

dodane vrijednosti (De Los i sur., 2018)

Okara je nusproizvod proizvodnje sojinog napitka i tofua. Odlikuje se svijetlozutom bojom,
blagim i neutralnim okusom te niskim energetskim potencijalom (Ostermann-Porcel i sur., 2017).
Globalna proizvodnja okare iznosi oko 1,4 milijardi tona godiSnje (Kamble 1 Rani, 2020), ali je
nedovoljno iskoriStena s obzirom na nutritivne prednosti okare uzrokujuci znacajno onecis¢enje
okolisa (Colletti i sur., 2020). Otprilike 40 % okare proizvedene okare koristi se za prehranu

Zivotinja, a samo 10 % za prehranu ljudi dok 50 % okare zavrsi kao prehrambeni otpad.

Okara sadrzi 15-40 % proteina (Kumar i sur., 2016), 32-53 % ugljikohidrata (56-58 %
prehrambenih vlakana, od ¢ega 42-55 % netopivih prehrambenih vlakana, te 0,17-4,11 % otpada
na monosaharide, a 1,61-4,35 % na disaharide) (Stanojevic i sur., 2013). Osim toga, okara sadrzi
6-22 % lipida, ovisno o nadinu proizvodnje sojinog napitka (Kumar i sur., 2016). Bogata je
bioaktivnim spojevima kao $to su izoflavoni i fitoestrogeni, vitamini B skupine i vitamin K, i
minerali (Stanojevic i sur., 2013). Osim toga, ne sadrzi gluten, laktozu i kolesterol, §to moZe imati

znacajan ucinak za zdravstveno ugrozene potrosace.

Okara sadrzi izoflavone kao bioaktivne komponente koji Stite od osteoporoze, smanjuju
protuupalne procese i kontroliraju razvoj kardiovaskularnih bolesti. Unos hrane proizvedene od
soje povezan je sa smanjenjem kolesterola u plazmi, smanjenim rizikom od raka, kognitivnih
sposobnosti i simptomima menopauze (Kamble i Rani, 2020). Fermentirana okara koristi se kao

nutraceutik poput fukoksantina i ekosapentaenske kiseline (EPA) (Kim i sur., 2023).

Takoder, okara ima veliki potencijal primjene kao aditiva u prehrambenoj industriji s

obzirom da moze vezati vlagu i ulje. Moze se Koristiti kao funkcionalni dodatak mesu i mesnim
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proizvodima jer obogacuje nutritivna svojstva finalnog proizvoda, a ne utjece negativno na okus i
teksturu proizvoda. Dodatak okare (5 %) u ¢okoladne kolac¢ice produljio je rok trajanja i smanjio
sinerezu tijekom smrzavanja i odmrzavanja (Mateos-Aparicio i sur., 2010). Ibrahim i sur. (2022)
dosli su do zakljucka da dodatak 2 % i 3 % okare obogacene probioticima (L. plantarum) u
sladoledu poboljsala njegova nutritivna, senzorska, kemijska i fizikalna svojstva. U isto vrijeme,
Roslan i suradnici promatrali su dodatak okare (1 %, 2 % i 3 %) u proizvodnji probiotickog jogurta.
Takoder, zakljucili su da prehrambena vlakna okare poboljsavaju broj probiotika i kemijska
svojstva jogurta tijekom skladistenja. Stoga, okara se moze koristiti u prehrambenoj industriji kao

hrana s dodanom vrijednos¢u ili dodatak hrani.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Za proizvodnju fermentiranog napitka od badema koristen je nezasladeni bademov napitak
(Nutrigold, Zagreb) iz kontroliranog organskog uzgoja, a njegova nutritivna vrijednost prikazana
je u tablici 2.

Tablica 2. Nutritivna vrijednost bademovog napitka Nutrigold (Zagreb)

Nutritivna vrijednost u 100 mL napitka

Energija 64,7 kJ / 15,5 kcal
Masti 1,359
Od kojih zasi¢ene masne 019

kiseline

Ugljikohidrati 0,449
Od kojih Seceri 01g
Vlakna 0,29
Proteini 059
Sol 0,1¢g

Od ostalih materijala koristili su se bijeli kristal Se¢er (Viro, Virovitica), okara (PBF,
Zagreb), rizin protein (Nutrigold, Zagreb), smjesa Skroba i pektina komercijalnog naziva GRIND
(Danisco, Danska) i guar guma. U preliminarnim eksperimentima isprobani su i drugi stabilizatori
poput organskog psilijuma u prahu (Nutrigold, Zagreb), proteinski prah od konoplje (Nutrigold,
Zagreb), inulin (Naturmind, Zagreb), brasno sjemenki rogaéa (OPG Goravica, otok Sipan) i

ksantan guma (Doves Farms Foods Ltd., Berkshire).

Za fermentaciju organskog napitka od badema koristile su se jogurtne starter kulture
(Danisco, Kopenhagen) koje sluze za inokulaciju i fermentaciju hrane i napitaka na biljnoj bazi.

Sve kulture koristene su u obliku liofiliziranog praha.
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VEGE 033 LYO sadrZava:

« Streptococcus thermophilus

« Lactobacillus delbrueck:i subsp. Bulgaricus

VEGE 053 LYO sadrzava: Streptococcus thermophilus

« Lactobacillus delbrueck:i subsp. bulgaricus

s Lactobacillus delbrueckri subsp. lactis

« Bifidobacterium lactis (HNO19tm)

« Lactobacillus acrdophilus (NCFMe)

3.1.1.

Otapala i reagensi

S| jedeca otapala i reagensi koji su koriSteni u ovom radu:

Destilirana voda

Luffova otopina

Priprema: 25 g CuS04x 5H-O otopi se u 100 mL destilirane vode. Zatim se 50 g limunske
Kiseline otopi u 50 mL destilirane vode, a 388 g kristalnog Na.COs x 10 H20 u 300-400
mL tople destilirane vode. U odmijernu tikvicu od 1 L prvo se ulije otopina natrijevog
karbonata, a zatim se doda otopina limunske kiseline. Toj dobivenoj smjesi doda se otopina
bakrovog (1) sulfata, a ostatak se nadopuni do oznake destiliranom vodom.

Kalijev jodid, 20 %

Sumporna Kiselina, 25 %

Otopina skroba, 2 %

Hranjive podloge za odredivanje prisutnosti kvasaca i plijesni (Sabouraud Dextrose Agar

CAF 50, Biolife, Italija), enterobakterija (Violet red bile glucose agar, Biolife, Italija),
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3.1.2.

3.1.3.

bakterija mlije¢ne kiseline (Biolife, Italija) i ukupan broj bakterija (Tryptic Glucose Yeast
Agar, Biolife, Italija)

Fizioloska otopina

Priprema: Na laboratorijskoj vagi odvaze se 9 g NaCl te se kvantitativno prenese u tikvicu

od 1000 mL, a zatim se do oznake nadopuni destiliranom vodom.

Aparatura

pH-metar (ProfiLine pH 3110, Xylwm Analytics, Njemacka)

Analiticka vaga (Mettler Toledo, AB 104, Svicarska)
Eksikator sa sredstvom za izvlaéenje vlage

Susionik (ST.01/02, Instrumentaria, Zagreb)

Pe¢ za zarenje (Mufovapec), (LP-08, Instrumentaria, Zagreb)

Tehni¢ka vaga (KB 3600-2N, Kern & Sohn GmbH, Njemacka)
Centrifugalni separator (IKA, Rotina 380 R, Njemacka)
Rotacijski viskozimetar (Rheometric, Inc., Piscataway, SAD)

Kolorimetar (CM-700d, Konica Minolta, Japan)

Vodena kupelj (WNE 45 Waterbath, Memmert, Njemacka)

Grija¢ sa magnetskom mijesalicom (Rotamix SHP-10, Tehtnica,Slovenija)
Termostat (Inko, Zagreb)

Vorteks (MS2 Minishaker, IKA, Njemacka)

Grija¢ sa magnetskom mijesalicom (Rotamix SHP-10, Tehtnica,Slovenija)

Centrifuga (Rotina 380R, Hettich Zentrifugen GmbH, Njemacka)

Pribor

Erlenmeyerove tikvice (1000 mL, 2000 mL)
Mikropipete (100 PL, 1000 uL)
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e Infuzijske boce s cepovima

e Laboratorijske ¢ase (200 mL )
e Staklene epruvete

e Plastigne kivete (50 mL)
e Porculanski lon¢i¢i za zarenje
e Huvataljke

e Posudice sa ravnim dnom
e Pipete (1 mL, 20 mL)

e Trbu3aste pipete (25 mL)
e Stoperica

e Magnetni stapi¢

e Petrijeve zdjelice

e Plasti¢ne Zlice

e Bocice za fermentaciju

e Stakleni stapici

e Ladice za vaganje

3.2. METODE

3.2.1. Preliminarna istrazivanja

Svrha preliminarnih istrazivanja bila je utvrditi optimalno trajanje fermentacije, kao i
recepturu kona¢nog proizvoda konzistencije sli¢ne jogurtu, koji bi istodobno bio senzorski

prihvatljiv potrosa¢ima, s obzirom na razli¢ite dodatke.

Prije samog pocetka procesa fermentacije, bilo je potrebno osigurati sterilnost aparature i
pribora. Laboratorijske ¢ase, bocCice za fermentaciju, menzure i stakleni Stapici sterilizirani su

suhom sterilizacijom na 200 °C kako bi se dobio mikrobioloski prihvatljiv proizvod.
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U prethodno sterilizirane ¢ase od 1 L dodalo se 300 mL uzorka. U svrhu zgu$njivanja u
uzorke su dodani ksantan guma, psilijum, brasno od sjemenki rogaca, inulin te Skrob i pektin u
koncentracijama od 0,5 %, 1 % i 1,5 %. Rizin protein, okara i protein od konoplje dodavani su u
koncentracijama od 1 %, 1,5 % i 3 % s ciljem obogacivanja funkcionalnog proizvoda. Kao
zasladivac Koristila se saharoza u koncentraciji od 3 %. Nakon toga, svi sastojci su bili izmijesani
staklenim stapicem kako bi se sprijecilo stvaranje grudica. Smjesa je dobro homogenizirana
Stapnim mikserom prije pasterizacije. Zatim se smjesa zagrijavala uz neprestano mijesanje na 73

°C/15 s na grijacoj ploci kako ne bi doslo do zagaranja napitka na dnu case.

Uzorci su potom ohladeni na 43 °C kako bi se stvorili idealni uvjeti za rast starter kulture.
Starter kultura je stavljena u posudice za vaganje. Koli¢ina jogurtne starter kulture precizno je
izvagana na analiti¢koj vagi (0,0129 g za VEGE 053 LYO, 0,0117 g za VEGE 033 LYO). Nakon
dodavanja starter kulture, uzorci su postavljeni na fermentaciju na termostat pri temperaturi od 42
°C. Tijekom razli¢itih vremenskih intervala (obi¢no 1-2 h) uzimani su uzorci kako bi se pratilo
trajanje fermentacije. Kraj fermentacije oznacavala je pH vrijednost manja ili jednaka 4,65.
Fermentacija se prekinula brzim hladenjem uzoraka u hladnoj vodi, nakon ¢ega su uzorci

pohranjeni u hladnjaku na temperaturi od +4 °C.

Preliminarna istrazivanja provodila su se s ciljem pronalaska optimalne koncentracije
razli¢itih dodataka i vrste starter kulture koja ¢e se koristiti za fermentaciju. Senzorskom analizom
odredivala se kiselost uzoraka. Nakon utvrdivanja kona¢ne recepture fermentiranog bademovog
napitka, provedene su fizikalno-kemijske metode s ciljem odredivanja karakteristika proizvoda:
udio suhe tvari, udio mineralnih tvari, udio ugljikohidrata, Kiselost (pH vrijednost), indeks boje,
sinereza, kapacitet zadrzavanja vode te reoloska svojstva. Takoder, provodila se mikrobioloSka
analiza i senzorska procjena u svrhu ispitivanja stabilnosti uzoraka. Usporedena je prihvatljivost

fermentiranih bademovih napitaka s i bez dodataka, te su rezultati obradeni statisticki.

3.2.2. Proizvodnja fermentiranog bademovog napitka s dodatkom GRIND-a/ guar gume i okare/
rizinog proteina

Za poboljsanje teksture dodani su GRIND (smjesa skroba i pektina) i guar guma, a okara i

rizin protein su dodani s ciljem obogacivanja funkcionalnog proizvoda. Saharoza je dodana u svrhu
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postizanja zeljenog okusa napitka. Kona¢ne recepture bademovih fermentiranih napitaka s i bez

dodataka prikazane su u tablici 3.

U laboratorijske ladice odvagani su skrob i pektin te guar guma u koncentracijama od 0,5
% 11,5 %, okara i rizin protein u koncentraciji od 1 % te saharoza u koncentraciji od 3 %. Nakon
toga, izvagani sastojci su dodani u 1 L bademovog napitka. Svi sastojci su dobro homogenizirani
Stapnim mikserom kako bi postigli homogenost smjese i sprijec¢ili formiranje grudica. Tako
dobivena smjesa se pasterizira na 75 °C na 15 sekundi na grijacoj plo¢i sa magnetskim mijesacem.
Nakon toga se uzorci postupno hlade na 43 °C kako bi se mogla dodati starter kultura. Nakon sto
su svi sastojci pomijesani, smjesa se raspodijeli u prethodno sterilizirane bocice. Zatim se odredi
kiselost mjerenjem pH vrijednosti i te se bocice prekriju aluminijskom folijom i stave na
fermentaciju u termostat. Svaka 1-2 h mjeri se pH vrijednost uzoraka kako bi se odredio kraj
fermentacije koju oznacava pH vrijednosti blizu 4,65. Fermentacija se prekida naglim hladenjem,

a uzorci su pohranjeni u hladnjaku na +4 °C tijekom 21 dana.

Tablica 3. Fermentirani bademovi napici s razli¢itim dodacima

Uzorak Dodaci

K1-33 Fermentirani bademov napitak bez dodataka
inokuliran starter kulturom VEGE 033

K1-53 Fermentirani bademov napitak bez dodataka
inokuliran starter kulturom VEGE 053

Fermentirani bademov napitak sa dodatkom 0,5
E % guar gume, 3% saharoze i 1% rizinog

proteina inokuliran starter kulturom VEGE 053

Fermentirani bademov napitak sa dodatkom 1,5
F % smjese skroba i pektina, 3 % saharoze i 1%
okare inokuliran starter kulturom VEGE 033

3.2.3. Odredivanje Kiselosti
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Kiselost bademovog napitka odredivala se mjerenjem pH vrijednosti tijekom 1., 7., 14. i
21. dana hladnog skladistenja. Prije mjerenja pH vrijednosti, pH-metar se kalibrira ispiranjem

elektrode destiliranom vodom. Nakon uranjanja pH elektrode u uzorak, &eka se dok se

pH vrijednost ne stabilizira na zaslonu uredaja te se onda oGita vrijednost.

3.2.4. Odredivanje ugljikohidrata

Metoda za odredivanje ukupnih ugljikohidrata u mlijeku i mlijeénim
proizvodima metodom prema Loof— Schoorlu temelji se na njihovoj sposobnosti da
reduciraju metale iz alkalnih otopina njihovih soli, zahvaljujuéi slobodnoj

aldehidnoj ili keto skupini.

U tikvicu s bruSenim dnom otpipetira se 1 mL uzorka. Zatim se otpipetira
24 mL destilirane vode i 25 mL Luffove otopine. Tikvica se prikljuéi na povratno
hladilo i kuha uz lagano vrenje 10 minuta. Nakon toga se tikvica hladi pod
mlazom tekuée vode, te se u smjesu otpipetira 15 mL 20 %-tne otopine kali ]
jodida. Potom se oprezno u smjesu otpipetira 25 mL 25 %-tne otopine sumporne

kiseline.

Suvi8ak bakra (II) u otopini odreden je jodometrijskom titracijom s 0,1
M Na.S0s. Tijekom titracije, kada se pojavi blijedoZuta boja otopine, doda se 1
mL svjeZe pripreml jene 2 %—tne otopine Skroba i nastavi se titracija Na.S.0; do

promjene boje iz plave u putenastu boju.

Usporedno se radi i slijepa proba gdje se umjesto 1 mL uzorka i 24 mL
destilirane vode otpipetira 25 mL destilirane vode, a dal je se ponavl ja postupak

kao i s uzorkom (BoZani¢ i sur., 2010).
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[zradun:

Slijepa proba troSi:

Uzorak troSi:

Iz tablice 4 se za Z mL o6itaju mg glukoze u 1 mL uzorka

(X-Y) X f(Na28203) =7 mL 0,1 mol/L Na>S>03

XmL 0,1 mol/L Na.S.0s

Y mL 0,1 mol/L Na.SO;

[1]

Tablica 4. Izratunavanje 3eGera po Shoor|- Luffu (prema BoZanié¢ i sur., 2010)
0,1N- 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
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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

3.2.5. Odredivanje udjela suhe tvari

/a odredivanje udjela suhe tvari fermentiranih bademovih napitaka
koristila se direktna metoda za odredivanje ukupne suhe tvari koja se temelji
na isparavanju vode iz uzorka suSenjem u suSioniku pri konstantnoj temperaturi

od 105 °C do postizanje konstantne mase.

U aluminijske posudice s ravnim dnom dodaje se kvarcni pijesak. Zatim se posudice,
zajedno sa svojim poklopcem, postave jedna pored druge u susionik na konstantnu temperaturu od
105 °C. Nakon toga, poklopljene posudice se premijeste u eksikator te se hlade na sobnu

temperaturu. Zatim se posudice precizno izvazu na analitickoj vagi.

U osusene i ohladene aluminijske posudice sa kvarcnim pijeskom doda se 10 mL uzorka
za analizu. Posudice sa uzorke se postave na suSenje dva sata na konstantnoj temperaturi od 105
°C. Nakon susenja, posudice se poklope i izvade iz susionika u eksikator da se ohlade do sobne
temperature (barem 30 minuta) i vazu na analiti¢koj vagi. Postupak se ponovlja dok razlika izmedu
dva uzastopna mjerenja ne prijede 0,5 mg. Za izracun se koristila najniza zabiljeZzena masa uzorka

(BozZani€ i sur., 2010).

Izracun udjela suhe tvari vrsi se prema formuli:
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zadnja odvaga—prazna posudica

x 100 = % suhe tvari [2]

odvaga uzorka

3.2.6. Odredivanje udjela mineralnih tvari (pepela)

Za odredivanje ukupnih mineralnih tvari, odnosno pepela, Zario se uzorak pri 550 °C do

postizanje konstantne mase.

Porculanski lonc¢i¢i uzare se su u Mufovoj peéi pri temperaturi od 550 °C, a zatim se ohlade
u eksikatoru do sobne temperature. U uzarene porculanske lonéice izvaze se 10 g uzorka na
analitickoj vagi. Uzorci se stave u susionik pri konstantnoj temperaturi od 105 °C dok se sasvim
ne osuse. Zatim se loncic¢i stave na zarenje u Mufovu pe¢ na temperaturu od 550 °C dok sadrzaj
ne pobijeli. Potom se lon¢i¢i hlade u eksikatoru do sobne temperature, vazu i ponovno zare do

konstantne mase. Za izraun se koristi najniza zabiljezena masa uzorka (Bozani¢ 1 sur., 2010).

Izracun udjela mineralnih tvari odnosno pepela racuna se prema formuli:

zadnja odvaga—prazan loncic¢

x 100 = % pepela [3]

odvaga uzorka

3.2.7. Odredivanje sinereze i kapaciteta zadrzavanja vode

Na laboratorijskoj vagi izvagano je 20 g jogurta u kivete od 50 mL. Nakon
1.,7., 14. i 21. dana hladnog skladistenja uzorci se centrifugiraju na brzini
od 5000 rpm pri 4 °C tijekom 10 minuta. Nakon centrifugiranja, tekuéi supernatant
se odvoji pipetom, dok se zaostali talog u kiveti odvaZe. Razlika u masama
predstav! ja masu izdvojenog supernatanta, a izdvojeni supernatant se koristi za

izradun % sinereze (Feng i sur., 2018).
Kapacitet zadrZavanja vode (WHC) izradunava se prema slijedecéoj formuli:
WHC (%) = (mtalog/ muzorak) x 100 [4]

24



Mialog = Masa taloga nakon uklanjanja supernatanta (g)

Muzorak = Masa uzorka prije centrifugiranja (g)

Iz dobivenih vrijednosti preracunava se i Sinereza kao postotak prema sljedecoj formuli:

S (%) = (Msupernatant/ Muzorak) X 100 [5]

3.2.8. Odredivanje reoloskih svojstava

Za odredivanje reoloskih svojstava koristio se rotacijski viskozimetar (Rheometric, Inc.,
Piscataway, SAD). Rotacijski viskozimetar omogucéuje mjerenje vrijednosti smi¢nog napona i

prividne viskoznosti. Viskoznost je fizikalna veli¢ina koja opisuje otpor tekucine prema tecenju.

Mjerenje napona i prividne viskoznosti provedeno je u rasponu brzina smicanja od 100 do
1290 s™. Rotacijski viskozimetar koristen je radi odredivanja napona i prividne viskoznosti pri
brzinama smicanja od 100, 270, 440, 660, 780, 950, 1120 i 1290 s '.Temperatura uzorka je bila
oko 20 °C. Rotacijski viskozimetar sam odreduje brzine i prikazuje vrijednosti napona smicanja

(T) dane u Pa i prividne viskoznosti (J) dane u Pa na zaslonu uredaja.

U Excel tablici se linearnom regresijom iz odnosa logaritama brzine i napona smicanja
odreduju parametri kao sto su koeficijent konzistencije (mPas), indeks tecenja (n), te koeficijent
regresije. Parametri se odreduje iz jednadZzbe linearne regresije. Indeks tecenja je broj uz x u
dobivenoj jednadzbi, a koeficijent konzistencije je antilog drugog ¢lana jednadzbe. Koeficijent

regresije je R2 te predstavlja to¢nost metode.

3.2.9. Odredivanje indeksa boje

Boja bademovog napitka odredena je CIELAB metodom koju je ustanovila Comission
Internationale de L Eclairage (Lancaster i sur., 1997). Metoda se temelji na mjerenju 3 dimenzije
u prostoru boja. Mjerenje indeksa boja izrazava se vrijednostima L* (svjetlost), a* (crveno/zeleno),

i b* (zuto/plavo) za uzorke fermentiranih bademovih napitaka. CIELAB ljestvica boja koristi
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indeks boja L, od 0 do 100, za mjerenje svjetline od crne do boje. Indeks a varira od -100 (zelena
boja) do +100 (crvena boja), a indeks b varira od -100 (plava boja) do +100 (zuta boja). Ukupna

promjena boje izmedu fermentiranih bademovih napitaka izratunava se po formuli:

AE= \[ (L = Lo)? + (@ — ag)? + (b* — byy? [6]

e L* a* b*- vrijednosti odredene za uzorke fermentiranih bademovih napitaka sa
dodacima

e Ly, ay, by- vrijednosti odredene za uzorke fermentiranih bademovih napitaka bez
dodataka

Tablica 5. Znacenje razlika medu odredenim AE* vrijednostima (prema Mokrzycki i Tatol, 2011)

AE* Znacenje

0-0,5 Razlike u tragovima
0,5-15 Mala razlika
1,5-3,0 Primjetna razlika
3,0-6,0 Znacajna razlika
6,0-12,0 Velika razlika

>12,0 Vrlo velika razlika

3.2.10. Mikrobioloska analiza

Mikrobioloska analiza provodila se sa ciljem odredivanje trajnosti proizvoda pra¢enjem
prezivljavanja mikroorganizama (kvasci i plijesni, bakterije mlije¢ne Kiseline, enterobakterije i

ukupan broj bakterija).

Prema uputi proizvodaca, u Erlenmeyerovoj tikvici od 500 mL otopi se odredena koli¢ina
hranjive podloge u destiliranoj vodi. Erlenmeyerova tikvica zagrijavala se na magnetskom grijacu

dok se cijeli sadrZaj nije otopio i nakon toga se razlio u infuzijske boce.
Infuzi jske boce sa hranjivom podlogom sterilizirane su u autoklavu pri 121 °C

na 20 minuta.

26



U 1000 mL destilirane vode otopilo se 9 g natrijevog klorida kako bi se
pripremila fizioloS8ka otopina. Tako pripremljena fizioloSka otopina razdijelila
se u epruvete (9 mL). Epruvete su zatim zadepl jene i stavljene u sterilizacijsku

koSaru kako bi se sterilizirale u autoklavu pri 121 °G na 10 minuta.

U prethodno sterilizirane Erlenmeyerove tikvice sa staklenim zrncima
otpipetira se 20 mL uzorka, prethodno steriliziranom pipetom, doda se 180 mL
fizioloSke otopine te se dobro homogenizira vorteksom &ime se dobije osnovno
razr jedenje. 1z homogeniziranog uzorka osnovnog razrjedenja sterilnom
mikropipetom 1 mL uzorka se prenese u epruvetu sa 9 mL sterilne fizioloSke
otopine. Nastalo razr jedenje se dobro homogenizira, te se sterilnom mikropipetom
uzme 1 mL homogeniziranog razrjedenja i prenese u epruvetu sa 9 mL sterilne
fizioloSke otopine. Postupak se ponavlja dok se ne dobije Zel jeno razrijedenje

(BoZani¢ i sur., 2010).

Prilikom nacijepljivanja ploGa, potrebno je osigurati sterilne uvjete
koriStenjem Bunsenovog plamenika koji je treba biti upaljen cijelo vrijeme.
Mikropipetom se uzme 1 mL uzorka i otpusti u Petrijevu ploGu. Pri tom se digne
jedan kraj poklopca Petrijeve ploge pod kutem od 45 °C kako bi mikropipeta usla
do sredine dna plote. Potrebno je pripaziti da mikropipeta ne dira vrhom ni
poklopac ni rub ploge. U svaku Petrijevu plodu izliju se hranjive podloge, a
zatim se poklopl jene Petrijeve ploGe promijeSaju jednolicnim kruZnim pokretima
5-10 sekundi. Petrijeve plote hlade se na sobnoj temperature dok se podloga
potpuno ne skrutne. Zatim se ploGe okrenu dnom prema gore kako bi se sprijedila
kondenzaci ja pare i stavljaju se na inkubaciju u termostat (BoZanié¢ i sur.

2010) .

Po zavrSetku inkubacije proveden je postupak brojanja izraslih koloni ja.

Za brojanje se izaberu ploGe na kojima je naraslo izmedu 30 i 300 koloni ja.
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Izradun broj naraslih kolonija provodi se prema formuli, a rezultat se
mora izraziti kao CFU mL7%:

CFU mL'= broj kolonija / (nacijepljen volumen x recipro&na vri jednost

decimalnog razr jedenja)

[7]

Slika 3. Nacjepljivanje Petrijevih ploc¢a (vlastita fotografija)

3.2.11. Senzorska analiza

Senzorska analiza ¢esto se koristi u prehrambenoj industriji, prvenstveno u razvoju novih
proizvoda, poboljsanju kvalitete postoje¢ih proizvoda te pri ispitivanju kvalitete proizvoda

prilikom skladistenja (BoZani¢ i sur., 2010).

Pri senzorskoj analizi mlijeka i mlije¢nih proizvoda, te njihovih analoga cesto se koristi
metoda bodovanja s ponderiranim bodovima. Kod svih uzoraka ocijenjivalo se 5 svojstava: izgled,

boja, okus, miris i konzistencija. Svako svojstvo ocijenjuje se ocjenom od 1 do 5, a nedostatak
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takve procjene korigira se faktorom znacajnosti (Fv). Mnozenjem faktora znacajnosti i ocjena

dobiju se ponderirani bodovi.

Tablica 6. Ocjene senzorskih analiticara

Datum:

Ime i prezime

Svojstvo i opis svojstva Maksimalan
broj bodova

Izgled (homogena povrSina, vez 1
izdvajanja faza, bez vidljivih
grudica, prljavo bijela do sivo —

bez boja)

Boja (prljavo bijela do sivo-bez 1
boja)

Konzistencija 4

(homogena,glatka, bez grudica,
bez razdvajanja faza)

Miris (blago 1 ugodno kiselkasti, 2
miris po kokosu, po kiselom)

Okus (blago kiselo, po zitaricama
1 orasastim plodovima, bez 12
grudica, fine konzistencije u

ustima)

Ukupno

Komentari:
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3.2.12. Prihvatljivost kod potrosaca

Kada se proizvod plasira na trziste, od iznimne je vaznosti procijeniti njegovu prihvatljivost
medu potroSacima. U tu svrhu provodi se ocjena prihvatljivosti potrosaca, koja ukljucuje veliku
skupinu ispitanika — potencijalnih potrosaca, koji nisu posebno educirani, ali pripadaju ciljnoj
skupini za koju je proizvod namijenjen. Pri ocjenjivanju koriStena je hedonisticka skala prema
Peryamu, koja pruza devet moguéih odgovora i jednostavna je za primjenu, te pruza velike

mogucnosti za statistiCku interpretaciju rezultata (Tratnik i Bozanic, 2012).

Hedonisticka skala ima 9 mogucih izrazavanja dojmova o ispitivanom proizvodu:

narocito visoko pozeljan (9)
- Visoko pozeljan (8)

- osrednje pozeljan (7)

- neznatno pozeljan (6)

- neutralan (5)

- neznatno nepozeljan (4)

- osrednje nepozeljan (3)

- Visoko nepozeljan (2)

- narocito Visoko nepozeljan (1)

Rezultati svih ispitanika zbrajaju se te se izraCunava prosje¢na Vvrijednost, mjera disperzije

i postotak nepozeljnosti. Dobiveni rezultati su statisticki obradeni.

3.2.13. Statisti¢ka obrada podataka

Rezultati su obradeni u programu Microsoft Excel 2007, a prikazani su kao srednje

vrijednosti. Takoder su provedene analiza varijance (one-way ANOVA) i Duncanov test podataka

dobivenih analizom prihvatljivosti kod potrosaca.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je optimiranje fermentacije bademovog napitka s krajnjim ciljem
dobivanjem analoga mlijecnom fermentiranom napitku koji ¢e po konzistenciji odgovarati jogurtu,
te biti senzorski prihvatljiv sirokoj skupini potrosaca. U skladu s tim provedena su preliminirana
istrazivanja proizvodnje bademovog napitka, formulacije proizvoda i njegove fermentacije. Na
temelju preliminarnih istrazivanja odabrana je optimalna koli¢ina i vrsta dodataka kao sto su
saharoza, rizin protein, guar guma, Skrob, pektin i okara. Nakon odabrane formulacije proizvoda,
provedena je fermentacija pomocu starter kultura koje su takoder odabrane putem preliminarnih
istrazivanja. Rezultati preliminarnih istrazivanja koji su doveli do kona¢ne formulacije proizvoda

prikazani su na tablicama 7 i 8.

Sukladno tim rezultatima za daljnje istrazivanje su odabrane slijedece recepture uzoraka
koji su fermentirani: pasterizirani bademov napitak bez dodataka fermentiran kulturom VEGE-
033 (oznaka K1-33) i bademov pasterizirani napitak bez dodataka fermentiran kulturom VEGE-
053 (oznaka K1-53), pasterizirani bademov napitak sa dodatkom saharoze (3 %), guar gume (0,5
%) | rizinog proteina (1 %) fermentiran kuluturom VEGE 053 (0znaka E) te pasterizirani bademov
napitak sa dodatkom saharoze (3 %), GRIND (smjesa skroba i pektina- 1,5 %) i okare (1 %)
fermentiran kulturom VEGE 033 (oznaka F).

Svim navedenim uzrocima odredivani su slijedeci parametri kvalitete tijekom tijekom 21
dana hladnog skladistenja: fizikalno-kemijska svojstva (tablice 9 i 10/ slike 5 i 6), mikrobioloski
parametri (tablica 15), reoloska svojstva (tablica 13/ slika 7) i senzorska svojstva (tablica 16/
tablica 17). U okviru prihvatljivosti kod potrosaca napravljena je statisticka obrada podataka
(tablica 18/ tablica 19).
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4.1 PRELIMINARNA ISTRAZIVANJA

Cilj preliminarnih istrazivanja bio je odrediti vrijeme trajanja fermentacije bademovog
napitka i dobiti funkcionalni proizvod pozeljnih senzorskih karakteristika s obzirom na razli¢itu
koli¢inu dodanih poboljsivaca okusa i teksture, a pri tom dobiveni rezultati su prikazani u

tablicama 7 i 8.

Prvi pripremni uzorci odnosili su se na fermentaciju bademovog napitka proizvodaca
Nutrigold VEGE kulturom 053 i VEGE kulturom 033. Prema tablicama 7 i 8 vidljivo je da
fermentacija u prosjeku trajala 6 sati.

Optimalna koli¢ina poboljsivaca okusa i teksture ispitivana je u preliminarnim
istrazivanjima uzimajué¢i u obzir pH vrijednost, duljinu trajanja fermentacije i senzorska svojstva

fermentiranog bademovog napitka.

Tijekom preliminiranih istrazivanja pracen je utjecaj dodatka razli¢itih stabilizatora kao sto
su inulin, roga¢, ksantan guma, guar guma, pektin, Skrob, psilijum na tijek fermentacije
bademovog napitka te funkcionalnih sastojaka kao sto su protein od konoplje, rizin protein i okara
koji bi povecali vrijednost funkcionalnog proizvoda. Stabilizatori su se dodavali u koli¢inama od
0,5 do 1,5 %, a aditivi od 0,5 do 3 %. Slijede¢i metodu po Dhakala i sur. (2014), u nezasladeno
bademovo mlijeko dodani su saharoza i svi ostali sastojci te je sve dobro homogenizirano. Nakon
homogenizacije, smjesu je potrebno pasterizirati pri 73 °C/15 s uz konstantno magnetsko mijesanje
i ohladiti na 40 °C. Napitak od badema inokuliran je starter kulturama VEGE-033 i VEGE-053 te

su uzorci stavljeni na inkubaciju od 40 °C tijekom 6-8 h.
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Tablica 7. Prosjecne pH vrijednosti tijekom fermentacije bademovog napitka s razliCitim
dodacima i VEGE kulturama* V033 i V053

Pofetak | 2h | 3h 4h 5h 55h | 6h 7h
K1-V053 | 7,15 551 | 472 453 | - - :
K1-V033 | 7,08 531 |457 | - i ; ;

PSY-V053 | 6,81 533 4,40 - - - -

(0,5 %)

PSY-V033 | 7,29 563 | 491 470 | 4,66 | - -

(0,5 %)

XAN-V053 | 7,11 542 507 505 504 | 502 5,03
(1 %)

XAN-V033 | 7,36 546 | 4,75 480 472 480 | 4,80
(1 %)

R-V053 (0,5 7,37 717 | - 662 | - 5,29 489 | 467
%0)

R-V033 (0,5 | 7,34 721 | - 639 |- 5,09 472 464
%0)

INU-V053 | 7,70 6,63 | - 520 | - 473 | 4,66
(0,5 %)

INU-V033 | 7,68 6,40 | - 499 466 | - -

(0,5 %)

PSY-V053 | 7,28 7,09 | - 601 - 4,59 -

(1 %)

PSY-V033 | 7,25 662 |59 |- 498 | - 472 4,68
(1 %)

INU- V033 | 7,71 627 491 | 463 | - - - -
(1 %)

INU-VO053 | 7,73 6,29 | 504 | 467 | - - - -
(1 %)

R-V033 7,18 6,74 542 | - 469 | - - -
(1 %)

R-V053 7,20 671 539 |- 475 | 4,66 - -
(1 %)

XAN-V033 | 7,69 746 | 675 | - - 6,10 - -
(1 %)

XAN-V053 | 7,81 749 721 |- - 6,93 - -
(1 %)

OKA-V033 | 7,78 597 | 473 458 | - - - -
(1 %)
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Nastavak tablice 7. Prosje¢ne pH vrijednosti tijekom fermentacije bademovog napitka s razli¢itim
dodacima i VEGE kulturama* V033 i V053

OKA- 774 638 48 - 468 - - -
V053

(1 %)

K-V033 7,77 639 476 478 478 - 478 478
K-V053 7,75 683 506 476 475 - 476 476
PSY- 746 720 598 - - 479 468 -
V033

(0,5 %)

PSY- 744 717 539 - - 4,69 - -
V053

(0,5 %)

K1-V033- fermentirani bademov napitak bez dodataka inokuliran starter kulturom VEGE
033

K1-V053- fermentirani bademov napitak bez dodataka inokuliran starter kulturom VEGE
053

PSY-V033 (0,5 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 0,5 % psilijuma i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

PSY-V053 (0,5 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 0,5 % psilijuma i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053

XAN-V033 (1 %) - fermentirani bademov napitak sa dodatkom 1 % ksantan gume i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

XAN-V053 (1 %) - fermentirani bademov napitak sa dodatkom 1 % ksantan gume i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053

R-V053 (0,5 %) - fermentirani bademov napitak sa dodatkom 0,5 % rogaca i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053

INU-V033 (0,5 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 0,5 % inulina i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

INU-V053 (0,5 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 0,5 % inulina i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053

PSY-V033 (1 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 1 % psilijuma i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

PSY-V053 (1 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 1 % psilijuma i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053

INU-V033 (1 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 1 % inulina i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

INU-V053 (1 %)-fermentiranibademovnapitaksadodatkom 1 % inulina i 3 % saharoze
inokuliran starter kulturom VEGE 053
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e R-V033 (1 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 1 % rogaca i 3 % saharoze
inokuliran starter kulturom VEGE 033

e R-V053 (1 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 1 % rogaca i 3 % saharoze
inokuliran starter kulturom VEGE 053

e OKA-V033 (1 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 1 % okare i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

e OKA-V053 (1 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 1 % okare i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053

Tablica 8. Prosje¢ne pH vrijednosti tijekom fermentacije bademovog napitka s razli¢itim
dodacima* i VEGE kulturama - V033 i V053

Poéeta | 2h 4h 5h 5,5h | 6h 6,5h | 7h 7,5h | 8h

K
XAN (1%)+ 7,80 7,59 7,43 | - - 575 | - 524 494 | -
INU (0,5%) -
V033
XAN-INU 786 | 7,63 689 |- - 561 |- 4,95 | 468 |-

(1%) - V033

GRIND - V033 | 7,52 6,38 4,95 460 | - - - - - -

(1%0)
GRIND-V053 | 7,37 659 513 |4,74 | 4,66 | - - - - -
(1%6)
INU (1%) +K 6,77 | 615 528 484 |- 458 | - - - -

(0,5%) - V053
INU-K (1%) - | 6,86 6,67 517 461 |- - - - - -

V033
GUAR-V033 | 7,64 7,24 662 - - 676 | - - 506 | -
(0,5%)
GUAR-V053 | 7,74 569 582 |- - - - - - -
(0,5%)
GRIND-V033 | 7,44 624 487 460 | - - - - - -
(1,5%)
GRIND-V053 | 7,44 | 655 518 |- 4,68 | - - - - -
(1,5%)
INU-R-V033 | 6,30 | 628 599 | - - 544 | - - 524 | -
(1%0)
INU-R-V0O53 | 6,30 | 6,30 | 6,07 |- - 549 | - - 522 |-
(1%0)
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Nastavak tablice 8. Prosjec¢ne pH vrijednosti tijekom fermentacije bademovog napitka s
razli¢itim dodacima i VEGE kulturama* V033 i V053

OKA-R-V033 628 6,28 574 |- - 528 491 | - 528 |- 4,91
(1%6)

OKA-K-V053 | 6,76 6,28 4,69 | - - - - - - - -
(1%0)

e XAN (1 %) + INU (0,5 %)-V033 — fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 %
ksantan gume, 0,5 % inulina i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

e XAN-INU (1 %)- V033 — fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % ksantan gume,
1 % inulina i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

e GRIND-V033 (1 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 1 % GRIND-a
(smjesa skroba i pektina) i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

e GRIND-V053 (1 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 1 % GRIND-a
(smjesa skroba i pektina) i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053

e INU (1 %) + K (0,5 %)-V033 — fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % inulina,
0,5 % proteina od konoplje i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

e INU-K (1 %)-V033 — fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % inulina, 1 %
proteina od konoplje i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

e GUAR-V033 (0,5 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 0,5 % guar gume i 3
% saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

e GUAR-V053 (0,5 %) — fermentirani bademov napitak sa dodatkom 0,5 % guar gume i 3
% saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053

e INU-R-V033 (1 %) — fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % inulina, 1 % rogaca
i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

e INU-R-V053 (1 %) — fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % inulina, 1 % rogaca
i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053

e OKA-R-V033 (1 %) — fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % okare, 1 % rogaca
i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

e OKA-K-V053 (1 %) — fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % okare, 1 %
proteina od konoplje i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053

Nakon prekida fermentacije i naglog hladenja, uoceno je odvajanje faza kod pojedinih
uzoraka, $to je najvise bilo vidljivo u uzorku gdje je dodan inulin i protein od konoplje (INU-K-
V033), a najbolja tekstura bila je kod uzorka gdje je dodan inulin i ksantan guma. Senzorskim
ocjenjivanjem fermentiranih napitaka odluc¢eno je koja je finalna receptura krajnjeg proizvoda.

Uzorak oznake PSY-V053 bio je rijedak i sluzave teksture sto se moze pripisati maloj koli¢ini
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vlage zbog koje se nije mogao uklopiti u strukturu fermentiranog napitka. Na slici 4 jasno je
vidljivo da dodatkom proteina konoplje dolazi do promjene boje iz bijele u zelenu, $to je senzorski
neprihvatljivo za potroSaca kod ovakvog tipa proizvoda. S obzirom da je vecina uzoraka bila
rijetka po konzistenciji, odlué¢eno je da ¢e se kao stabilizatori dodati guar guma, skrob i pektin koji

povecéavaju viskoznost fermentiranog napitka te saharoza kao izvor ugljika za mikroorganizme.

Finalna receptura fermentiranih napitaka na bazi badema pokazuje da dodatak stabilizatora
znacajno umanjuje vrijeme fermentacije. Uzorak E sadrzava 0,5 % guar gume, 3 % saharoze i 1
% rizinog proteina, dok uzorak F sadrzava 1,5 % smjese $kroba i pektina, 3 % saharoze i 1 %
okare. Kontrolni uzorci K1-33 i K1-53 fermentirani su bez ikakvih dodataka. Preliminarnim
istrazivanjem utvrdeno je da ¢e se u uzorku E koristiti vege kultura V053, a u uzorku F vege kultura
V033, dok ¢e se u kontrolnim uzorcima koristiti obje kulture.

Slika 4. Odvajanje faze i promjena boje u uzorcima nakon naglog hladenja (vlastita

fotografija)
4.2. ODREDPIVANJE KISELOSTI
Postotak konverzije laktoze u mlije¢nu Kiselinu ubraja se u najvaznije tehnoloske
parametre u proizvodnji fermentiranih mlije¢nih napitaka. U skladu s tim, i u proizvodnji njihovih

analoga ovaj podatak je vazan buduci da utjee na vrijeme inkubacije i cuvanja proizvoda. Kiselost

fermentiranih napitaka odredivana je mjerenjem pH vrijednosti tijekom 21 dana skladiStenja
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uzoraka u hladnjaku na 4 °C, kao sto je prikazano u tablici 9. Nakon 7. dana fermentacije
primjecuje se povecanje pH vrijednosti u svim uzorcima, osim kod uzorka K1-33. Tijekom 14.
dana skladistenja moze se uociti lagani pad pH vrijednosti $to se moze pripisati naknadnom
zakiseljavanju djelovanjem vege kultura V033 i V053 tijekom skladiStenja uzoraka. Naknadno
zakiseljavanje smatra se nepozeljnim procesom u fermentiranim mlijeCnim napicima jer skracuje
rok trajanja i moze uzrokovati neke nedostatke ukljucujuci jaku kiselost i sinerezu (Deshwal i sur.,
2021). pH vrijednosti kontrolnih uzoraka tijekom 21 dana skladistenja su znatno varirale, od 4,96
do 5,11, $to se moze pripisati tome da prilikom fermentacije kontrolnih uzoraka nije postignut pH
od 4,6, vrlo vjerojatno radi nedostatnog izvora ugljika koji je mikroorganizmima potreban za
daljnji rast. pH-vrijednosti uzoraka E i F tijekom 21 dana skladistenja bile su gotovo jednake,
srednja vrijednost bila je 4,55. Razlike izmedu 7. i 14.dana pH vrijednosti bile su gotove
neznacajne. Uzorak E zadrZao je nisko podru¢je pH, u rasponu 4,3-4,5, sto je u skladu s
provedenim istrazivanjem Bernat i sur. (2015) u kojem su pH vrijednosti iznosile 4,6 £ 0,05 za
probioticki bademov napitak. Kod uzorka F vidljiv je blagi porast pH vrijednosti, a daljnjim
Cuvanjem uzorka pH ostaje u rasponu 4,5 do 4,6. Do sli¢nih rezultata dosli su i Mudgil i sur. (2016)

gdje je jogurtu bila dodana parcijalno hidrolizirana guar guma.

Tablica 9. pH vrijednosti mjerene tijekom 21 dana ¢uvanja uzoraka

pH
1.dan 7.dan 14.dan 21.dan
K1-V033 5,07 +0,00 4,99 + 0,00 5,08 + 0,00 5,11 + 0,00
K1-V053 4,96 + 0,00 5,03 +0,00 5,02 + 0,00 5,07 + 0,00
E 4,38 + 0,08 4,58 + 0,04 4,55 + 0,02 4,53 +0,01
F 4,53 + 0,00 4,55 + 0,00 4,56 + 0,01 4,53 + 0,00
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4.3. ODREDIVANJE UDJELA UGLJIKOHIDRATA

Udio ukupnih ugljikohidrata odredivao se 1. i 21. dan hladnog skladiStenja u svim

uzorcima, a prikazan je u tablici 10. Prema rezultatima prikazanima u tablici 10 vidljivo je da udio

ugljikohidrata odnosno ukupni invert iznosio manje od 2 % na kraju fermentacije u bademovim

napitcima bez obzira je li rije¢ o kontrolnim uzorcima (K1-33, K1-53) ili o uzrocima s dodatcima

(E, F). Takve vrijednosti vrlo vjerojatno su rezultat koristenja bademovog nezasladenog napitka

kao pocetne sirovine, a koji je prema deklaraciji sadrzavao 0,1 g Se¢era na 100 mL, ali i aktivnosti

bakterija mlije¢ne kiseline koje koriste secer kao izvor ugljika za daljnji rast.

Tablica 10. Udjeli ukupnog invertnog Secera nakon fermentacije bademovog napitka

Oznaka uzorka

E 1)

E (21)

F (1)

F (21)

K1-33 (1)

K1-33 (21)

K1-53 (1)

K1-53 (21)

Masa (g)

10,0360
10,0954
10,0303
10,0162
10,0247
10,0466

10,0070
10,0073

10,0512

10,0181

10,1790

10,0510

utroSak mL 0,1 M

Na:S:0s
24,5
24,4
24,5

24,35
24,3
24,3
24,5
24,6

25,0

25,0

25,0

25,0

Secer
<2
<2
<2
<2
<2
<2
<2
<2

<2

<2

<2

<2

% ukupni invertni
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Zhao i sur. (2021) analizirali su udio ugljikohidrata i njihovih derivata u fermentiranim
napicima na bazi badema sa razli¢itim udjelima dodataka bademovog proteina, Secera i vode.
Uzorak u kojem je dodano 3 % Secera sadrzavao je nakon fermentacije 2,97 % ukupnih
ugljikohidrata. Slican udio ukupnih ugljikohidrata utvrdili su Topcouglu i Yilmaz-Ersan (2020)
gdje je udio ukupnih ugljikohidrata iznosio 2,53 % u istrazivanju provedenom na probiotickom
jogurtu obogacenog bademovim napitkom. Usporedno s tim rezultatima, mogu se usporediti i
rezultati ovog diplomskog rada uzimajuci u obzir bademov napitak skladisten u hladnjaku tijekom
21 dana. Fermentirani bademovi napici ¢uvani na temperaturi hladnjaka, sadrzavali su udio
ukupnog inverta manji od 2 % za razliku od rezultata koji su dobili Zhao i sur. (2021). To se moze
pripisati odabiru sirovine, na¢inu i trajanju fermentacije, vrsti mikrobnih kultura, razli¢itim

stabilizatorima i razli¢itim formulacijama proizvoda.

4.4, ODREDIVANJE UDJELA SUHE TVARI
Udjel suhe tvari odredivao se 1.1i21. dan hladnog skladiStenja uzorka, a dobiveni rezultati

su prikazani na slici 5. Suha tvar je koli¢ina tvari zaostala nakon uklanjanja vode iz uzorka, a

odredivala se direktnim susenjem pri konstantnoj masi na konstatnoj temperaturi.

40



[any
(o]

[uny
[e)]

[y
Y

[uny
N

[y
o
I

% suha tvar

H o)) 0o
I

B m1.dan
1 [ 21.dan
2 . I
0 .

K1-33 K1-53 E F

Slika 5. Prosje¢ni udjeli suhe tvari uzoraka pri 1. i 21. danu hladnog skladis§tenja
(K1-33 - bez dodataka, K1-53 - bez dodataka, E - 1 % riZin protein, 3% saharoza
i 0,5% guar guma, i F- 1 % okara, 1 % GRIND (smjesa Skroba i pektina) i 3 %

saharoze)

U svim uzorcima vidljiv je porast suhe tvari tijekom 21 dana skladi8tenja,
osim u uzorku E. Najveéi udio suhe tvari imao je uzorak F, s dodanom saharozom,
okarom i GRIND-om (smjesa Zkroba i pektina) koji je iznosio 16,19 %, dok su

ostali uzorci imali sli¢ne udjele suhe tvari od 12-13 %.

Prema istraZivanju Zhao i sur. (2021), primijeéene su znadajne razlike u
udjelu ukupne suhe tvari s obzirom na razliGite formulacije fermentiranih
bademovih napitaka u iznosu od 10-15 %, §to se poklapa sa rezultatima dobivenim
u ovom radu. Do istog zakl jutka prethodno su do3li i Rinaldoni i sur. (2012)
koji su wuoCili wvarijacije u ukupnoj suhoj tvari razli¢itih mlijednih

fermentiranih napitaka uglavnom zbog standardizaci je sirovog mli jeka.

45. ODREDIVANJE UDJELA MINERALNIH TVARI (PEPELA)
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Pepeo se odnosi na anorganski (mineralni ostatak) nastao spaljivanjem
uzorka te se odredivao tijekom 1. i 21. dana skladiStenja, a dobiveni rezultati

su prikazani na slici 6.

Prvog dana skladistenja, najveé¢i udio mineralnih tvari imao je uzorak Ki1-
33 (0,19 %) bez ikakvih dodataka, dok je uzorak K1-53 imao najmanji udio
mineralnih tvari koji iznosi 0,17 %. Prema rezultatima prikazanim na slici 9,
moZe se primjetiti da kontrolni uzorci imaju blagi pad udjela mineralnih tvari,
dok wuzorci E i F imaju jednaki iznos udjela mineralnih tvari tijekom
skladistenja. Prema istraZivanju Topcuoglu i Yilmaz-Ersan (2020) udio mineralnih
tvari iznosio je 0,39 % 8to je vi8a vrijednost u odnosu na rezultate dobivene
u ovom radu, medutim treba uzeti u obzir da je probioti¢ki jogurt proizveden od
75 % bademovog napitka i 25 % rekonstituiranog mlijeka. Takoder, Shi i sur.
(2020) istrazivali su udio mineralnih tvari u bademovom napitku koji je iznosio

0,22 % 8to je slicno rezultatima dobivenim u ovom radu.
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Slika 6. Prosjecni udjeli mineralnih tvari 1. i 21. dana hladnog skladistenja
(K1-33 - bez dodataka, K1-53 - bez dodataka, E - 1 % riZin protein, 3% saharoza
i 0,5% guar guma, i F- 1 % okara, 1% GRIND (smjesa 3kroba i pektina) i 3 %

saharoze)
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4.6. ODREDPIVANJE SINEREZE I KAPACITETA ZADRZAVANJA VODE

Sinereza i kapacitet zadrzavanja vode su se odredivali tijekom 21 dana hladnog skladistenja

uzoraka, a rezultati su prikazani u tablicama 11 i 12.

Kako se mlije¢na kiselina proizvodi mlije¢no-kiselom fermentacijom, smanjenjem pH
mijenja se naboj proteina sto dovodi do koagulacije proteina. Ako su koagulumi stvoreni procesom
koji ima nisku strukturalnu stabilnost, to dovodi do pojacane Sinereze, a to je proces gdje se
tekucina (sirutka) odvoji i ekstrahira iz gela (Garcia-Perez i sur., 2005). Sa stajaliSta potrosaca,
pojava sinereze i promjena pH izmedu koaguluma narusava kvalitetu proizvoda. Stoga, sinereza
je jedan od znacajnih pokazatelja kvalitete fermentiranih mlije¢nih proizvoda i njihovih analoga
koje treba uzeti u obzir prilikom same proizvodnje. Stoga se stabilizatori kao skrob, pektin i guar
guma koriste kako bi stabilizirali strukturu i viskoznost jogurta. Tijekom skladiStenja uzoraka,
mozemo primjetiti znacajan porast sinereze kod svih uzoraka. Kontrolni uzorci K1-33 i K1-53
pokazali su znacajne razine sinereze nakon fermentacije i tijekom skladiStenja uzoraka. Uzorak E
nije pokazao sinerezu tijekom 1. dana nakon fermentacije, medutim tijekom daljnjeg skladistenja
pokazao je znacajnu Sinerezu u odnosu na uzorak F, od 0 do 84,85 %. Sli¢ne rezultate dobili su
Zhao i sur. (2021) gdje je dodatak rizinog proteina u fermentiranom napitku od soje uzrokovao
znacajnu sinerezu. Medutim, uzorak F je imao manju sinerezu za razliku od uzorka E, gdje se kao
sredstvo za zgu$njivanje koristila smjesa Skroba i pektina, $to je u skladu s rezultatima dobivenima
u istrazivanju koje su proveli Grasso i sur. (2020) na kokosovom fermentiranom napitku gdje su

se takoder Skrob i pektin koristili kao sredstva za zgusnjivanje i zeliranje.

Tablica 11. Sinereza tijekom 21 dana ¢uvanja uzoraka

Sinereza (%) 1.dan 7.dan 14.dan 21.dan
K1-V033 (1) 82,02 90,96 97,41 98,47
K1-V0O33(2) 82,57 99,36 95,91 93,71
K1-V053 (1) 84,36 84,12 97,86 98,5
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K1-V053 (2) 89,51 98,15 82,88 95,81

E (1) 0 84,85 81,1 85,5
E (2) 0 89,4 83,56 85,48
F (1) 58,97 56,12 63,02 63,44
F(2) 58,82 55,12 56,56 60,13

Za razliku od sinereze, kapacitet zadrzavanja vode smanjivao se tijekom skladistenja. Kapacitet
zadrZavanja vode (WHC) kretao se izmedu 1,36 % (K1-33) i 100 % (E). Uzorak E je na pocetku
imao najve¢ci WHC (100 %), medutim tijekom vremena skladiStenja zna¢ajno mu se smanjio
kapacitet zadrzavanja vode. Kontrolni uzorci imali su malu sposobnost vezanja vode sto je vrlo
vjerojatno posljedica nedostatka stabilizatora odnosno sastojaka koji bi na sebe vezali vodu i
pridonosili stabilnoj konzistenciji. Garcia i Perez (2005) zakljucili su da jogurt koji ima najveci
udio dodanih vlakana, ima najve¢i kapacitet vezanja vode. Slicno prethodnim istrazivanjima,
uzorak F (45,55 %), gdje je dodana okara koja je bogat izvor prehrambenih vlakana, ima najveci

kapacitet vezanja vode od svih uzoraka.

Tablica 12. Kapacitet zadrzavanja vode (WHC) tijekom 21 dana ¢uvanja uzoraka

WHC (%) 1.dan 7.dan 14.dan 21.dan
K1-V033 (1) 17,23 8,04 1,50 1,73
K1-V033(2) 14,72 0,54 3,03 6,19
K1-V053 (1) 15,00 12,17 1,20 1,36
K1-V053 (2) 10,24 1,17 12,86 3,46

E(1) 100 9,37 15,60 13,67
E (2) 100 8,62 15,79 14,52
F (1) 42,77 43,33 36,88 37,35
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F2) 42,73 45,55 43,09 39,87

4.7. ODREPIVANJE REOLOSKIH SVOJSTAVA

Reoloski parametri su izracunati iz izmjerenih podataka kako bi opisali odnos viskoznosti
M (Pas) prema brzini smicanja D (s™!). Viskoznost je fizikalna veli¢ina koja opisuje otpor tekucine
prema smicanju. Utjecajem medusobnih sila kojima se medusobno privla¢e molekule tekucine,
smanjuje se otpor smicanja susjednih slojeva tekuéina, a time je i viskoznost manja. Slika 7 a-d

prikazuje kako se prividna viskoznost svih uzoraka smanjuje sa pove¢anjem brzine smicanja.
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Slika 7. Promjena viskoznosti J (Pas) uzoraka sa i bez dodataka poboljsivaca okusa i teksture (0,5
% guar gume, 1 % rizinog proteina, 3 % saharoze,1,5 % smjese skroba i pektina (GRIND), 1 %

okare) obzirom na brzinu smicanja D (s™!) nakon 1 (a), 7 (b), 14 (¢) i21 (d) dana ¢uvanja

Viskoznost jogurta je vazan ¢imbenik koji opisuje teksturu jogurta. Najvecu viskoznost
imao je uzorak E, s dodatkom 0,5 % guar gume kao zgus$njivaca, zatim uzorak F, s dodanom 1 %
okarom, a kontrolni uzorci su imali najmanju viskoznost od svih ispitivanin uzoraka. Zbog
nedostatka stabilizatora, najmanju viskoznost imali su kontrolni uzorci gdje je se jasno vidjelo
odvajanje faza zbog male sposobnosti vezanja vode. Dodatak 1 % okare nije znac¢ajno poboljsao
teksturu i viskoznost finalnog proizvoda sto se mozZe pripisati tome da je okara bogat izvor
dijetalnih vlakana ¢ijim dodavanjem u fermentirani napitak dolazi do povecanja pseudoplasti¢nosti
zbog veceg sadrzaja topljivih tvari. Sli¢ne su rezultate dobili Ibrahim i sur. (2021) gdje dodatak
okare od 1 % u smjesu za sladoled nije znacajno utjecao na povecanje viskoznosti. Na pocetku,
prelaskom brzine smicanja sa 100 do 270 s, doslo do je naglog pada prividne viskoznosti kod
uzorka E, a daljnjim povecanje brzine smicanja uslijedio je blagi pad vrijednosti. Kod kontrolnih
uzoraka i uzoraka F mozemo uociti blagi pad prividne viskoznosti, od brzine smicanja 270 do 1290

s!. Viskoznost svih uzoraka nije se znacajno mijenjala tijekom svih dana ¢uvanja. Sveukupno
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gledajuci, uzorak E imao je najvecu viskoznost tijekom cijelog vremena skladistenja, zatim uzorak

F, a najmanju viskoznost imali su kontrolni uzorci.

Prividna viskoznost pri brzini smicanja 1290 s te koeficijent konzistencije i indeksi

teCenja ispitivanih uzoraka prikazana je u tablici 13.

Tablica 13. Tablica reoloskih parametara tijekom 1. dana ¢uvanja uzoraka

Uzorak Prividna Koeficijent Indeks tecenja,
viskoznost/ konzistencije/ n
mPas mPas
K1-V033 8 4,591 0,054
K1-V053 8 3,501 0,092
E 29 13,677 0,060
F 14 3,948 0,094

Koeficijent
regresije, R2

0,904
0.995
0,930

0,996

Svi uzorci pokazali su svojstvo pseudoplasti¢nosti s obzirom da su vrijednosti indeksa

teCenja svih uzoraka bila <1. Eksperimentalni podaci za koeficijent konzistencije i indeks tecenja

odgovaraju Herschel- Burkleyjevom modelu, gdje se vrijednosti koeficijenta regresije R2 nalaze u

rasponu od 0,9 do 1,0. Svi uzorci jasno pokazuju tiksotropno ponasanje. Sli¢ni rezultati su dobiveni

i kod proizvodnje fermentiranog napitka od soje (Mishra i Mishra, 2017). Dodatak tvari za
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zeliranje i hidrokoloida, kao $to su guar guma, skrob i pektin znac¢ajno utjeCu na reoloska svojstva
fermentiranih biljnih napitaka. Kombinacija ovih stabilizatora ¢esto se koristi u prehrambenoj
industriji kako bi dobili Zeljenu teksturu, bilo direktno ili putem interakcija polisaharid-protein
(Nazir i sur, 2017). Dodatak guar gume znacajno uzrokuje nizi indeks tecenja i visi koeficijent

konzistencije.

4.8. ODREDIVANJE BOJE

Odredivanje boje jedna je od vaznijih analiza u proizvodnji prehrambenih proizvoda jer
vizualno poti¢e prihvatljivost, sigurnost i Zeljene senzorske karakteristike proizvoda, a dobiveni

rezultati parametara boje prikazani su u tablici 14.

Tablica 14. Vrijednosti L*a*b* za ispitivane uzorke

Uzorak L* a* b* AE*

1. dan ¢uvanja

K1-33 42,97 1,36 6,11 -
K1-53 42,02 0,79 3,99 -
El 55,91 1,06 6,51 14,12
F1 52,96 0,58 4,78 10,11

21. dan ¢uvanja

K1-33 40,86 1,28 6,66 -
K1-53 42,42 0,73 2,82 -
E21 58,81 1,19 7,23 16,98
F21 56,63 0,42 4,75 15,91
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Parametar L oznacava svjetlinu u rasponu od 0-100 gdje je 0 crna boja, a 100 je bijela boja.
U istrazivanju koji su proveli Bernat i sur. (2015) raspon L vrijednost za fermentirane bademove
napitke iznosio je od 90,48 do 90,51. U ovom diplomskom radu raspon L vrijednosti iznosio je od
42,97 do 58,81 sto se moze prepisati razli¢itim formulacijama proizvoda (razli¢it udjel proteina,

masti, aditiva) i/ili razlicitom sastavu bademovog napitka kao pocetne sirovine.

Parametar a* ima raspon vrijednosti od -100 do +100. Negativne vrijednosti parametra a
oznacavaju crvenu boju, dok pozitivne vrijednosti oznacavaju zelenu boju. Raspon vrijednosti

parametara a iznosi 0,42 do 1,36 §to ukazuje na pojacani intezitet zelene boje.

Parametar b* ima isti raspon kao i parametar a*, medutim kod njega negativne vrijednosti
oznacavaju plavu boju, a pozitivne vrijednosti zutu boju. Raspon vrijednosti parametra b* u

uzorcima iznosio je od 2,82 do 7,23 §to znaci da uzorke Karakterizira zuta boja.

U istrazivanju koji su proveli Aydar i sur. (2020) na fermentiranom bademovom napitku
obogacenom jeruzalemskom articokom takoder je odredivan indeks boje. Vrijednost L parametra

iznosila je 48,75 sto je priblizna vrijednost (58,81) analiziranim uzorcima u ovom istrazivanju.

Raspon parametara a* kretao se od 0,34 do 0,71 $to ukazuje na povecani intezitet zelene
boje. U ovom istrazivanju raspon vrijednosti parametra a* iznosio je od 0,42 do 1,36 §to takoder

ukazuje na pojacani intezitet zelene boje u analiziranim uzorcima.

Vrijednosti parametara b* u ovom istrazivanju kretale su se od 2,82 do 7,23 dok su u
istrazivanju koji su proveli Aydar i sur. (2020) iznosile od 5,64 do 6,13 $to znaci da uzorke u oba

rada karakterizira zuta boja.

4.9. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

Dokazivanje odredenog broja mikroorganizama tijekom skladistenja jedan je od znacajnih
kvalitativnih parametara u proizvodnji fermentiranih biljnih napitaka. Broj mikroorganizama
odredivao se brojanjem naraslih kolonija fermentiranog bademovog napitka nacijepljenog na
razli¢ite hranjive podloge, a odredivala se prisutnost za kvasce i plijesni, ukupan broj bakterija,

bakterija mlijecne Kiseline i koliformne bakterije. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 15.
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Tablica 15. Rezultati mikrobioloske analize fermentiranih bademovih napitaka

tijekom 21 dana hladnog skladiStenja

Dan Mikroorganizam K1-33 K1-53 E F
Log CFUmML™
1. Kvasci i plijesni 3,66 2,74 4,09 2,34
Enterobakterije 0,69 0,6 4,35 1,45
Bakterije mlije¢ne 2,42 0,48 7,87 2,32
kiseline
Ukupan broj 1,79 1,59 4,63 3,16
bakterija
7. Kvasci i plijesni 0 0 1,49 2,89
Enterobakterije 0,69 1,93 3,27 2,88
Bakterije mlije¢ne 1,81 5,35 5,56 2,56
kiseline




Ukupan broj 2,81 3,8 4,64 4,28

bakterija
14. Kvasci i plijesni 1,97 0 0 0
Enterobakterije 1,23 1 2,4 2,82
Bakterije mlije¢ne 1,89 5,96 4,41 3,44
kiseline
Ukupan broj 4,97 4,97 4 3,9
bakterija
21. Kvasci i plijesni 1,18 0 0 0
Enterobakterije 0 1,36 1,64 2,28
Bakterije mlije¢ne 0,69 5,56 571 2,44
kiseline
Ukupan broj 4,31 5,7 5,47 3,48
bakterija

Ukupan broj bakterija kretao se od 1,79 do 5,7 log CFU mL™ (tablica 15) u svim

ispitivanim uzorcima.

Kvasci mogu biti uzroénici kvarenja u jogurtu. Njihova sposobnost rasta pri niskim
temperaturama i visokoj koncentraciji secera (50-60 %) omogucuje razmnozavanje Kvasaca u
fermentiranim mlije¢nim proizvodima, a poznata je ¢injenica da proizvode velike koli¢ine enzima
i vitamina B skupine. Plijesni razgraduju ugljikohidrate, masti i neke proteine, a preferiraju kiselu

i vlaznu sredinu (Bozani¢ i sur., 2010).

Odredene vrijednosti za broj kvasaca i plijesni u fermentiranim bademovim napicima
kretao se od 0 do 3,66 log vrijednosti. Kod fermentiranih bademovih napitaka primijecen je trend

smanjenja broja kvasaca i plijesni tijekom skladistenja.

Broj koliformnih bakterija kretala se od 0,69 do 4,35 log CFU mL™. Povecani broj
enterobakterija prepisuje se minimalnoj temperaturi pasterizacije, stoga je potrebno pasterizirati

pri strozem rezimu pasterizacije.

Tijekom 21 dana skladi8tenja uzoraka, primjeéeno je smanjenje

preZivl javanja bakterija mlijeéne kiseline kod gotovo svih uzoraka §to moZe
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biti posljedica nedostatka Secera koji je glavni izvor ugljika za daljnji rast

mikroorganizama.

Usporedujuéi 1. i 21.dan hladnog skladiStenja uzoraka, preZivljavanje
bakterija mlijecne kiseline iznosi 70-80 %. Najbolje preZivljanje bakterija
mlijeéne kiseline ima uzorak F s dodatkom 1 % okare, 3 % saharoze i 1,5 % smjese
Skroba i pektina §to se moZe prepisati okari koja je bogat izvor prehrambenih
vlakana odnosno prebiotika koji sluZe kao hrana mikroorganizmima dok uzorak Ki1-

33, bez dodataka, ima najmanje preZivl javanje bakterija mlijecne kiseline.

4.10. SENZORSKA ANALIZA

Senzorsku analizu provelo je 5 panelista koji su ocijenjivali izgled, boju, konzistenciju,
miris i okus uzoraka fermentiranih bademovih napitaka bez dodatka, te fermentiranih bademovih
napitaka sa dodatkom stabilizatora i aditiva. Rezultati senzorskog ocjenjivanja uzoraka

fermentiranih napitaka za 1. i 21. dan hladnog skladistenja prikazani su u tablicama 16 i 17.

Tablica 16. Senzorske ocjene kvalitete uzoraka 1. dana hladnog skladiStenja (K1-
33 - bez dodataka, K1-53 - bez dodataka, E - 1 % riZin protein, 3 % saharoza i

0,5 % guar guma, i F- 1 % okara, 1 % GRIND (smjesa 3kroba i pektine) i 3 %

saharoze)
Uzorak K1-33 K1-53 E F
IZGLED (max 1) 0,8 0,7 0,9 1,0
BOJA (max 1) 0,9 0,9 0,9 0,9
KONZISTENCIJA (max 3,2 2,5 3,2 3,7
4)
MIRIS (max 2) 1,5 1,5 1,7 1,6
OKUS (max 12) 50 51 8,7 10, 2
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UKUPNO (max 20)

10,7

15,4

17,4

Iz rezultata (tablica 16) je vidljivo da su analiticari najvisu ocjenu dali fermentiranim

bademovim napicima koji su sadrzavali poboljSivac¢e okusa i teksture, s obzirom na boju i izgled.

Analiticari su dali slicne ocjene mirisu svim uzorcima, dok je fermentirani bademov napitak bez

ikakvih dodataka dobio najnizu ocjenu. Naj¢e$¢i komentari su bili da su fermentirani bademovi

napici dobre konzistencije, ako se radi o napitku, ali ako se radi o desertu, treba jo§ poraditi na

teksturi finalnog proizvoda.

Tablica 17. Senzorske ocjene kvalitete uzoraka 21. dana hladnog skladistenja (K1-

33 - bez dodataka, K1-53 - bez dodataka, E - 1 % riZin protein, 3% saharoza i

0,5% guar guma, i F- 1 % okara, 1% GRIND (smjesa 8kroba i pektine) i 3 %
saharoze)
Uzorak K1-33 K1-53 E F
IZGLED (max 1) 1,0 1,0 1,0 0,9
BOJA (max 1) 1,0 1,0 0,9 0,9
KONZISTENCIJA (max 2,8 2,6 4,0 4,0
4)
MIRIS (max 2) 1,8 1,8 1,9 2,0
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OKUS (max 12) 6,0 6,0 11,6 11,6

UKUPNO (max 20) 12,6 12,4 19,4 19,4

Tijekom hladnog skladistenja, ocjene konzistencije proizvoda (tablica 17) uglavnom su
bile maksimalne za uzorke koji su sadrzavali dodatke, dok su uzorci bez dodataka pokazivali
prisutnost grudica, zbog ¢ega su dobili nizu ocjenu konzistencije u usporedbi s uzorcima s
dodacima. Panelisti su zakljucili da uzorci s dodatkom Skroba i pektina, rizinog proteina, guar
gume te saharoze, okare i smjese skroba i pektina imaju najbolju konzistenciju, pri ¢emu se daje

blaga prednost uzorku koji sadrzi saharozu, okaru i smjesu skroba i pektina.

Senzorska analiza znanstvena je disciplina koja se koristi za procjenu, analizu i
proucavanje karakteristika prehrambenih proizvoda koje promatraju i interpretiraju panelisti
koriste¢i svoja osjetila vida, mirisa, okusa, njuha i sluha. Interpretacija panelista kvalitativno se
procjenjuje. Opcenito, podaci prikupljeni na ljudskoj percepciji pokazuju veliku varijabilnost
medu sudionicima panela. Kako bi senzorska analiza bila $to objektivnija, potrebno je uzeti u obzir
mnoge ¢imbenike kako bi se rijeSile varijacije medupanelistima kako bi se povecala to¢nost
analize: adekvatan izbor osoblja, obuka, priprema panela, mjesto odrzavanja senzorske analize
(soba za kuSanje s individualnim ispitnim kabinama), priprema i posluzivanje uzoraka,
oznacavanje uzoraka, itd. (Delarue i sur., 2015). S druge strane, senzorska analiza koristan je alat
za razvoj novih proizvoda. Osim kemijsko-fizikalnih i mikrobioloskih analiza, prehrambeni
proizvodi istiCu se svojim organoleptickim svojstvima (okus, miris, tekstura i dr.) koja je potrebno
uzeti u obzir prilikom razvoja novog proizvoda jer odreduju hoce li potrosa¢ kupiti neki proizvod
ili ne.

Jedan od najbitnijih parametara za potroSate je okus, s obzirom da je
presudan faktor hoée |i potroSaci kupiti neki proizvod ili ne. S obzirom da su
rezultati mikrobiolo8ke analize pokazivali granicne vrijednosti enterobakteri ja
tijekom 1. dana hladnog skladistenja, analitiGari su samo ocijenjivali svojstvo

okusa samo 1. i 21. dan hladnog skladiStenja. Najveéu ocjenu okusa 1. i 21.

dana hladnog skladistenja imao je uzorak fermentiranog bademovog napitka sa
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dodatkom 3 % saharoze, 1 % okare i 1,5 % smjese Skroba i pektina. Najlo§iju
ocjenu imali su fermentirani bademovi napici bez dodataka. Panelisti su
komentirali da je za niske ocjene fermentiranih bademovih napitaka bez dodataka

bio zasluZan prazan okus napitaka.

Uzimajuéi u obzir sve prethodne rezultate prikazane tablicama 16 i 17
najvisu ukupnu ocjenu dobili su uzorci s dodatkom 3 % saharoze, 1 % okare i 1,5
% smjese Skroba i pektina (tablica 16). Tijekom 21. dana hladnog skladistenja
panelisti su svr8tavali uzorke s dodatkom 3 % saharoze, 1 % okare i 1,5 % smjese
Skroba | pektina na prvo mjesto, dok su fermentirane bademove napitke bez

ikakvih dodataka svrstavali na zadnje mjesto (tablica 17).

4.11. PRIHVATLJIVOST KOD POTROSACA

Utvrdivanje prihvatljivosti potrosaca provedeno je testiranjem 47 ispitanika razlicite dobne
starosti (20-60 godina), ocjenjivala su se 4 uzorka fermentiranog bademovog napitka. Sastav i
distribucija ocjena primjenom hedonisticke skale fermentiranih bademovih napitaka razli¢itih
receptura prikazan je u tablici 18. Tako pripremljene uzorke ocijenjivali su potrosa¢i. Ocjene
potroSaca Su sumirane, te su izraCunati: prosjecna vrijednost (x), standardna devijacija (S) i
koeficijent varijabilnosti (Cv) te postotak pozeljnosti koji su takoder prikazani u tablici 18. Analiza
varijance (tablica 19) pokazala je znacajne razlike izmedu uzorka F i ostalih uzoraka jer izracunati

F koeficijent ima vecu vrijednost od grani¢ne vrijednosti oc¢itanih iz statistickih tablica.

U tablici 18 su prikazani rezultati za pozeljnost ocjenjivanih uzoraka fermentiranih
bademovih napitaka, a vidljivo je da se prosje¢na vrijednost uzoraka krece od 4,40 (uzorak K1-
33) do 5,66 (uzorak F), a izracunati postotak pozeljnosti iznosi od 46,81 % (uzorak K1-33) do
70,21 % (uzorak F). Najbolje ocjene i postotak pozeljnosti dobio je fermentirani bademov napitak
sa dodatkom saharoze, smjese skroba i pektina te okare (uzorak F). Uzorak E je dobio znacajno
slabiju ocjenu od uzorka F (x=4,34) §to se moze pripisati razli¢itoj formulaciji proizvoda.

Kontrolni uzorci dobili su znatno slabije ocjene (priblizno 4,40) Sto se moze pripisati tome da u
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uzorke nisu dodavani nikakavi zasladivaci i stabilizatori. Kao najmanje pozeljan proizvod

ocijenjen je uzorak K1-53 ( P=44,68 %), koji je zapravo fermentirani bademov napitak s vege
kulturom 053 bez ikakvih dodataka.

Tablica 18. Ocjenjivanje prihvatljivosti fermentiranih bademovih napitaka od strane potrosaca

pomocu hedonisticke skale

Ocjena
Scores
9

PINDNW S OO N

W %
**[\:](.

Cv*
poZeljnost
desirability

K1-33

I -~
R Nvolooignean™

4,40
1,98
45,08

46,81%

K1-53

I =
BN looooo w

4,47
2,19

48,91
44,68%

Uzorci

E F
2 5
0 7
7 9
5 6
9 6
5 3
5 5
13 3
1 3
47 47
4,34 5,66
2,10 2,39
48,35 42,21
48,94% 70,21%

*Y = Ukupan broj ispitanika; x = Prosjecna vrijednost;s = Standardna devijacija;Cv =
koeficijent varijabilnosti

Nakon obrade rezultata pomo¢u Duncanovog testa utvrdeno je da se uzorci znaéajno

razlikuju, te je utvrdeno da je uzorak F statisti¢ki znacajno razli¢it od svih ostalih ispitivanih

uzoraka odnosno da je uzorak F je znacajno bolji od uzoraka E, K1-33 i K1-53. Isto tako, utvrdeno

je da se uzorci E, K1-33 i K1-53 se statisti¢ki ne razlikuju.

Tablica 19. Analiza varijance podataka iz tablice 18

Izvor varijance

Sume kvadrata

Stupnjevi
slobode

Prosjeci F
kvadrata
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Izmedu 55,931 3 18,64 6,92
proizvoda

Analitickagreska | 371,819 138 2,69 /
Ukupno 427,750 141 /

Fo 05(3/138)=2,67

Ukupna prihvatljivost ispitivanih proizvoda je niska, s obzirom da svi uzorci imaju manju
prosje¢nu vrijednost od 7,5 $to se moze pripisati visokom intezitetu osjetilnih atributa ili
prisutnosti i neocekivanih osjetilnih atributa. Glavni nedostatak kod fermentiranih bademovih
napitaka bio je nedostatak slatkoc¢e ili kiselosti. Niska prihvatljivost analoga jogurta moze se
pripisati nerazmjeru izmedu oc¢ekivanja potrosaca, formiranih prvenstveno na temelju iskustva sa
mlije¢nim proizvodima i stvarnog osjetilnog dozivljaja fermentiranih biljnih napitaka sto se
podudara sa raznim istrazivanjima prihvatljivosti biljnih fermentiranih napitaka. Rezultati ovog
istrazivanja pokazuju kako postoji interes potroSaCa za ovaj tip proizvoda medutim daljnja
ispitivanja trebala bi se usmjeriti na rjeSavanju negativnih senzorskih atributa kako bi se postiglo

povecanje prihvatljivosti ve¢im skupinama potrosaca.

5. ZAKLJUCCI

1. Najveci udio suhe tvari imali su uzorci s dodatkom 1 % okare, 1 % smjese skroba i pektina i

3 % saharoze koji iznosi 16,19 %, dok su ostali uzorci imali sli¢ne udjele suhe tvari od 12-13
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%. Udio mineralnih tvari kod uzoraka s dodacima bio je uglavnom konstantan, dok se kod
kontrolnih uzoraka moze primijetiti blagi pad tijekom skladistenja. Moze se zakljuciti da je u
uzorcima prisutnane znatna koli¢ina ugljikohidrata (manje od 2 %).

Najveci kapacitet zadrzavanja vode imali su uzorci sa dodatkom 1 % okare, 1 % smjese Skroba
i pektina i 3 % saharoze (45,55 %), a najmanje fermentirani bademov napitak bez dodataka
(1,36 %). Sinereza je bila najveca kod kontrolnih uzoraka (98,5 %), dok je najmanja bila kod
uzorka sa dodatkom 1 % okare, 1 % smjese skroba i pektina i 3 % saharoze.

Indeks tecenja svih uzoraka je manji od 1 §to ukazuje na to da su fermentirani bademovi napici
pseudoplasticne tekucine.

Prezivljavanje bakterija mlijecne kiseline iznosi 70-80 %. Najbolje prezivljavanje ima uzorak
s dodatkom 1 % okare, 1 % smjese skroba i pektina i 3 % saharoze koja se moze pripisati
okari koja je bogat izvor prehrambenih vlakana odnosno prebiotika.

Senzorskom analizom najve¢u ukupnu ocjenu dobili su uzorci sa dodatkom 1 % okare, 1 %
skroba i pektina i 3 % saharoze te uzorci s dodatkom 1 % rizinog proteina, 0,5 % guar gume i
3 % saharoze.

Statickom analizom utvrdeno je da su najbolje prihvaéeni uzorci s dodatkom 1 % okare, 1 %
smjese skroba i pektina i 3 % saharoze, a najmanje prihvaceni su uzorci bez dodataka.
Ukupno gledajuci rezultate svih provedenih analiza, fermentirani bademov napitak obogacen
okarom, saharozom te skrobom i pektinom kao stabilizatorom je dobro prihvac¢en od strane

potrosaca, i pokazuje najveci potencijal za daljnje optimiranje recepture kona¢nog proizvoda.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja, Mia Dula, izjavljujem 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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