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1. UVOD

PotroSaci u danasnje doba sve viSe teze tzv. clean label proizvodima odnosno minimalno
procesiranim prehrambenim proizvodima visoke prehrambene i zdravstvene vrijednosti.
Osvijestenost potroSaca o svemu prethodno navedenom postala je jedan od glavnih pokretaca
u razvoju prehrambenih proizvoda koji mogu odgovoriti na posebne nutritivhe potrebe i pruZiti
dodanu vrijednost u pogledu zdravstvenog ucinka (Deziderio i sur., 2023). Porast popularnosti
bilinih alternativa poti¢u razli¢iti Cimbenici i zahtjevi potroSaca, uklju€ujuéi izazove povezane sa
zdravljem poput intolerancije na laktozu i alergije na mlijeko, kao i zabrinutost zbog prisutnosti
kolesterola te zasi¢enih masnih kiselina u visokom udjelu u mlijeku. Eticke dileme vezane uz
zivotinje, ekoloska pitanja i promjene u prehrambenim navikama gdije je sve zamijetniji afinitet
prema veganskoj i vegetarijanskoj prehrani takoder igraju ulogu u ovom trendu. Nadalje, sve
veca percepcija o zdravijoj prehrani potiCe potraznju za alternativnima mlijeCnih proizvoda, a
marketinSka promocija tih proizvoda kao zdravstveno korisnih dodatno potiCe njihovu
popularnost (Tangyu i sur., 2019).

Od davnina, fermentacija je prirodan nacin proizvodnje hrane, a danas su fermentirane
namirnice popularnije nego ikad prije. Smatra se da fermentirana hrana poboljSava zdravlje
probavnog sustava, ja¢a imunitet, smanjuje razinu kolesterola u krvi i visok krvni tlak te ima
protuupalno i antikancerogeno djelovanje, dok istovremeno pomaZe u odrzavanju tjelesne
teZine i zdrave crijevne mikroflore. Upravo zbog tih razloga, razvoj fermentiranih biljnih napitaka
predstavlja veliki potencijal u stvaranju novih funkcionalnih proizvoda (Hew i sur., 2023).

Cilj ovog istraZivanja bio je optimirati proces fermentacije bademovog napitka bakterijama
mlijeCne kiseline kako bi se dobio funkcionalni proizvod konzistencije sli¢ne jogurtu sa Zeljenim
senzorskim svojstvima i odgovarajuéom prehrambenom vrijednosti. Za optimiranje okusa i
konzistencije fermentiranog bademovog napitka dodani su brasno sjemenki roga¢a, guar guma,
ksantan guma, inulin te saharoza. Takoder, pra¢ena su fizikalno-kemijska svojstva kona¢nog
proizvoda odredivanjem aktivne kiselosti, udjela suhe tvari, mineralnih tvari i ugljikohidrata,
kapaciteta zadrzavanja vode, sinereze, boje te reolosSkih svojstava. Provedene su i

mikrobioloSke i senzorske analize kako bi se ispitala stabilnost konacnog proizvoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BILINI NAPITCI

Mlijeko se smatra potpunom namirnicom jer sadrzi proteine, masti, Secere i mineralne tvari
vazne za ljudsko zdravlje. Unato¢ zdravstvenim dobrobitima i preporukama za konzumaciju,
sve je zamijetniji trend smanjenja potroSnje mlijeka u razvijenim zemljama. Ovaj trend je
povezan sa sve vecom pojavom intolerancije na laktozu, koja uzrokuje nelagodu nakon
konzumacije mlijeénih proizvoda, te alergija na proteine kravljeg mlijeka. Takoder, ovom trendu
pridonose i vegani Kkoji izbjegavaju konzumaciju svih namirnica zivotinjskog podrijetla,
ukljuCujuci mlijeko i mlijeCne proizvode. Ovi Cimbenici doprinose promjenama u prehrambenim
navikama i potraznji za alternativnim izvorima hranjivih tvari koje se nalaze u Zivotinjskom
mlijeku (Tangyu i sur., 2019). Zanimljivo je da se biljni napitci sve ¢eSc¢e koriste ne samo medu
veganima, ve¢ i medu pojedincima koji inaCe preferiraju mlijeCne proizvode, ali uoCavaju
prednosti biljnih alternativa u smislu zdravlja, okoliSa i etiCkih pogleda. Opisani trend potice
Sirenje svijesti o prehrani temeljenoj na hrani biljnog podrijetla, Sto poti¢e razvoj novih
inovativnih i funkcionalnih prehrambenih proizvoda koji zadovoljavaju raznolike prehrambene
potrebe potrosaca (Aydar i sur., 2020).

Biljni napitci su tekucine koje nastaju usitnjavanjem i redukcijom biljnog materijala (zitarica,
pseudozitarica, mahunarki, uljarica, oraSastih plodova) koji se zatim ekstrahira u vodi, a
daljnjom homogenizacijom postize se raspodjela veli€ine Cestica u rasponu od 5 do 20 ym, §to
imitira izgled i konzistenciju kravljeg mlijeka (Dhakal i sur., 2023). Okus biljnih napitaka ovisi o
koristenoj sirovini. Prema Dhakal i sur. (2023) biljni napitci klasificiraju se u pet kategorija: biljni
napitci na bazi mahunarki (kikiriki, soja, slanutak, grasak), biljni napitci na bazi oraSastih
plodova (badem, ljednjak, orah, indijski orasc¢i¢), biljni napitci na bazi Zitarica (riza, zob, pir,
je€am), biljni napitci na bazi pseudozitarica (kvinoja, amarant, heljda, tef) te biljni napitci na bazi
sjemenki (sezam, konoplja, lan, suncokret). Mahunarke predstavljaju odli¢an izvor proteina,
sloZenih ugljikohidrata, vlakana i vitamina. LoS$ija aroma biljnih napitaka dobivenih iz mahunarki
ili oradastih plodova mozZe se poboljSati postupkom przenja tijekom toplinske obrade (Dhakal i
sur., 2023) kao i fermentacijom (Bozani¢ i sur., 2011) te primjenom razli€itih dodataka prilikom
razvoja receptura. Prema istrazivanju Angelino i sur. (2020), rizini i zobeni napitci sadrZze vece
koli¢ine ukupnih ugljikohidrata u usporedbi s drugim biljnim napitcima, dok su bademovi i sojini
napitci bogatiji ukupnim mastima i proteinima (pogotovo sojin napitak). Biljni proteini Cesto se
smatraju nepotpunima jer ne sadrze dovoljne koliCine esencijalnih aminokiselina. Sadrzaj
proteina i sastav aminokiselina razlikuje se medu biljnim vrstama. Na primjer, zitarice imaju
nizak udio lizina, dok mahunarke imaju visok udio lizina, ali nizak udio metionina, triptofana i

cisteina. Kombinacijom Zzitarica i mahunarki mogu se posti¢i optimalne razine esencijalnih



aminokiselina, kompenziraju¢i njihove nedostatke i poboljSavajuéi hranjivu vrijednosti (S4 i
House, 2024; Bozzhigitova, 2020).

U biljnim sirovinama poput mahunarki, zitarica i oraSastih plodova prirodno su, uz
makronutrijente, prisutni i antinutrijenti. Antinutrijenti imaju sposobnost vezanja za proteine i
mineralne tvari, ¢ime smanjuju njihovu apsorpciju. Rafinoza, kondenzirani tanini, fitinska
kiselina, alkaloidi, lektini, tripsinski inhibitori samo su neki od antinutrijenata koji svojom
prisutnoS¢u u visokim koncentracijama u biljnim materijalima mogu utjecati na hranjivu
vrijednost napitaka na biljnoj bazi. Nedavna istrazivanja pokazala su znaCajno smanjenje
koncentracije antinutrijenata tijekom fermentacije biljnih napitaka (Montemurro i sur., 2021). Na
primjer, tijekom fermentacije enzim fitaza, aktiviran smanjenjem pH vrijednosti, razgraduje
fitinsku kiselinu koja pri neutralnim pH vrijednostima ima negativno nabijene fosfatne grupe Sto
omogucava interakciju s pozitivno nabijenim komponentama kao $to su mineralne tvari i proteini
(Montemurro i sur., 2021; Poljanec, 2019). Proteini mahunarki slabo se probavljaju zbog
prisutnosti antinutrijenata poput inhibitora tripsina, C&iji se negativan utjecaj moze smanijiti
povecanjem temperature (Bozzhigitova, 2020).

Proizvodnja biljnih napitaka moze se provesti na razli¢ite nacine, ali neki koraci su uvijek
isti. Proces pocinje odabirom sirovine koja moze biti s ljuskom ili bez nje. Ukoliko je sirovina s
ljuskom, kao $to su kokos, kikiriki, soja, orasi ili indijski orascic¢i, prvi korak je namakanje u vruéoj
vodi te uklanjanje ljuske. Nakon toga, oljusteni materijal je potrebno osusiti (Aydar i sur., 2020).
Przenje se moze koristi u proizvodnji biljnih napitaka na bazi badema, kikirikija i ljeSnjaka.
Zaaboul i sur. (2019) su utvrdili da se przenjem kikirikija poboljSava topljivost proteina i
stabilnost emulzije. Namakanje u vodi primjenjuje se primjerice kod soje, ljeSnjaka, badema,
oraha, zitarica, sezamovih sjemenki i kikirikija. Ovaj proces omogucuje bubrenje i omekSavanje
Zitarica i oraSastih plodova, kao i smanjenje koli¢ine amiloze i toksina poput lektina, saponina,
fitata, cijanogenih glikozida, koji se oslobadaju u vodi (Aydar i sur., 2020; Rehman i sur., 2014).
Slijedi mljevenje u mlinu nakon kojeg se pogaCa odvaja od tekuceg dijela filtracijom ili
centrifugiranjem. Zatim se mogu provesti enzimski ili kemijski postupci hidrolize Skroba, vlakana
ili drugih sastojaka. Slijedi blanSiranje kojim se inaktiviraju endogeni enzimi, dok se termi¢kom
obradom inaktiviraju mikroorganizmi kvarenja i patogene bakterije. Sljedeci korak je
homogenizacija kojom se zaostale €estice smanjuju radi mehanicke stabilizacije proizvoda. U
posliednjem koraku, dodaju se razli€iti dodaci poput stabilizatora, arome, boje, zgudnjivaca,
konzervansa, proteina, masti, vitamina, minerala i drugih tvari koje utje€u na okus, izgled i
trajnost proizvoda (Manasa i sur., 2020).

Proizvodi na biljnoj bazi, poput biljnog napitka, zahvaljujuci prisutnosti fenolnih spojeva,
flavonoida te vitamina A, E i C, djeluju kao prirodni antioksidansi pruzajuci tijelu zastitu od

oksidativnog stresa i povezanih bolesti poput raka, koronarne bolesti srca i ateroskleroze (AL



Zahrani i Shori, 2023). Biljni napitci mogu se konzumirati samostalno kao pice, ali mogu biti i
oshova za proizvodnju prehrambenih proizvoda poput sladoleda, jogurta, kefira, sira i maslaca
(Aydar i sur., 2020).

2.2. BADEMOV NAPITAK

Badem (Prunus amygdalus) pripada porodici Rosaceae te se ubraja medu najvaznije
oraSaste plodove jer blagotvorno djeluje na ljudsko zdravlje (Ahmed i Jassem, 2022). Smatra
se funkcionalnom hranom jer je vazan izvor brojnih hranjivih tvari ukljuujuéi visokokvalitetne
proteine, ugljikohidrate s niskim glikemijskim indeksom, jednostruko i viSestruko nezasi¢ene
masne kiseline (oleinska i linolenska kiselina), prehrambena vlakna, vitamine (vitamin E,
riboflavin), mineralne tvari (magnezij, bakar, fosfor, kalcij), fenolne kiseline i flavonoide
(Topcuoglu i Yilmaz-Ersan, 2020).

Vrijednost badema kao sirovine za biljni napitak, prepoznata je zahvaljujuéi visokom udjelu
proteina, koji prema nekim autorima iznosi i do 25 % od ¢ega je najprisutniji amandin (Manasa
i sur., 2020), ugljikohidrata (19,9 g / 100 g), masti (50,6 g / 100 g), kalija, kalcija i fosfora.
Takoder, ima visok omjer kalija prema natriju, a prisutni ugljikohidrati imaju nizak glikemijski
indeks, sto ga ¢&ini pogodnima za dijabeti¢are (Bernat i sur., 2014). Redovita konzumacija
badema mozZe doprinijeti smanjenju razine Secera u krvi te smanijiti rizik od sréanih bolesti
(Winans i sur., 2020). Uz to, neka istrazivanja su pokazala da badem poti¢e razvoj korisnih
mikroorganizama u crijevima te mozZe imati i prebiotiCka svojstva zbog prisutnih viakana i
polifenola (Topcuoglu i Yilmaz-Ersan, 2020).

Poceci proizvodnje bademovog napitka seZzu unatrag do ranih devedesetih godina
dvadesetog stoljeCa, a uobiCajena metoda pripreme bademovog napitka zapocinje
namakanjem badema i mljevenjem s velikom koli¢inom vode. Slijedi filtriranje kojim nastaje
bijela tekucina nalik mlijeku. U industrijskoj proizvodnji, bademov napitak se obicno
homogenizira pod visokim tlakom, a zatim pasterizira kako bi se povecala njegova stabilnost i
produljio rok trajanja (Vanga i Raghavan, 2018).

Bademov napitak istiCe se kao alternativa mlije¢nim proizvodima bez laktoze, kolesterola i
zasicenih masnih kiselina te s niskom energijskom vrijednosti (30-60 kcal/100 mL), Sto ga Cini
pogodnim za populaciju intolerantnu na laktozu kao i za potroSace koji Zele smanijiti unos
kalorija i masti. Takoder, pozitivho djeluje na ljudski organizam jer djeluje kao antioksidans,
protuupalno sredstvo, smanjuje razinu lipida u krvi, djeluje protutumorski, smanjuje agregaciju
trombocita te jata imunoloSki sustav (Topcuoglu i Yilmaz-Ersan, 2020). Neka istrazivanja
sugeriraju da je bademov napitak bolja zamjena za mlijeko u prehrani novorodencadi, nego

nasiroko koriStene formule na bazi soje i proteinskih hidrolizata (Vanga i Raghavan, 2018).



2.3. FERMENTIRANI BILINI NAPITCI

Fermentirana hrana, koja Cini veliki dio ljudske prehrane, opisuje se kao hrana proizvedena
kontroliranim rastom mikroorganizama i enzimskom preradom sastojaka (Ganzle, 2022).
Fermentacija biljnih sirovina koristi se od davnina. Biljni napitci nemaju istu nutritivnu vrijednost
kao mlijeko, medutim fermentacija moze poboljsati funkcionalna svojstva kona¢nog proizvoda
(Deziderio i sur., 2023). Osim funkcionalnih svojstava, proces fermentacije poboljava i
nutritivnu i senzorsku vrijednost hrane te poveéava bioraspoloZivost nekih sastojaka poput
mineralnih tvari (Ahmed i Jassem, 2022). Uz to, vecina fermentirane hrane i napitaka sadrzi
dodatke poput probiotika i prebiotika, koji imaju klju€nu ulogu u odrZzavanju zdravlja crijeva, ali
i opCeg zdravlja. Probiotici su pojedinacna ili mjeSovita kultura zivih mikroorganizama koja, kada
se primjenjuje u dovoljnim koli¢inama, ima povoljne u€inke na zdravlje domacina, uklju€ujudi
ja¢anje imunoloskog sustava, sniZavanje kolesterola, lije€enje upalnih crijevnih bolesti,
antikancerogeno, antimikrobno, antimutageno i antialergijsko djelovanje (Hadjimbei i sur.,
2022; Mauro i Garcia, 2019). Fermentirani bademov napitak obogacen probioticima i
prebioticima smatra se funkcionalnom hranom jer predstavlja dobar izvor proteina, masti i
antioksidanasa (Shi i sur., 2020).

Karakteristicna struktura i tekstura mlije¢nog jogurta proizlazi iz medusobnih interakcija
masti, proteina i ugljikohidrata. Kako bi hastao proizvod na biljnoj bazi sli€an mlije¢nom jogurtu,
za fermentaciju je potrebno koristiti bakterije mlije¢ne kiseline poput Bifidobacterium lactis,
Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus. Navedene kulture fermentiraju Secer, smanjuju pH vrijednost te doprinose nastanku
karakteristiCnog okusa i Zeljene teksture (Dhakal, 2023). Osim toga, odredeni sojevi bakterija
mlijeCne kiseline sintetiziraju egzopolisaharide koji utje€u na reoloska svojstva proizvoda Cineci
njegovu konzistenciju sli¢nu konzistenciji mlijeénog jogurta. Egzopolisaharidi imaju sposobnost
vezanja vode i interakcije s proteinima Sto dovodi do povec¢ane viskoznosti i ¢vrstoce gela te
smanjene sinereze (Hickisch i sur., 2016). Uz to, pripisuju im se i zdravstvene Koristi
zahvaljujuéi njihovim antimikrobnim, antitumorskim, antivirusnim i protuupalnim svojstvima
(Korcz i Varga, 2021). Proteoliticki enzimi mikroorganizama tijekom fermentacije hidroliziraju
proteine u Zitaricama, mahunarkama i oraastim plodovima stvarajuci bioaktivhe peptide.
Fermentirani proizvodi mogu imati povecanu koncentraciju bioaktivnih peptida nastalih
enzimskom ili kiselinskom hidrolizom proteina. Fermentacija biljnih napitaka trebala bi se
provoditi na temperaturi od 36 °C — 45 °C tijekom 6 - 18 sati, a fermentirani proizvodi biljnog
podrijetla trebali bi imati pH vrijednost izmedu 4,6 i 4,9 (Dhakal, 2023).

Tijekom fermentacije i skladiStenja fermentiranih biljnih napitaka dolazi do promjena u

sinerezi i viskoznosti. Biljni napitci su newtonske tekucine, koji procesom fermentacije postaju



poluévrsti proizvod zbog stvaranja gela i viSekomponentne mreze masti, proteina i
ugljikohidrata. Stabilnost fermentiranog proizvoda ovisi o ¢vrstoci njegovog gela (Gilbert i sur.,
2020). Pojava sinereze u fermentiranom proizvodu bilinog porijekla moze biti rezultat
neprikladne formulacije sastojaka, pogreSnog odabira bakterijskih kultura, neodgovarajuéeg
tretmana toplinom i homogenizacije, pogreSne kombinacije vremena i/ili temperature
inkubacije, brzog hladenja, te brzog i/ili prekomjernog zakiseljavanja. Izmjene u procesu i
sirovinama doprinose poboljdanju teksture i smanjenju sinereze. Povecanjem udjela proteina u
formulaciji nastaje ¢vrs¢i gel Sto rezultira manjom sinerezom. Takoder, unakrsno povezivanje
sitnih Cestica masti s proteinima dovodi do smanjenja sinereze te povecava ¢vrstocu proizvoda
(Dhakal, 2023).

Veéinu ukupnih proteina u bademima ¢&ini amandin, €ija heksamerna struktura povezana
disulfidnim vezama, osigurava da fermentirani bademov napitak ima ja¢u strukturu gela i bolje
zadrZzavanje vode. Utjecaj toplinske obrade i fermentacije na strukturu i fizikalno-kemijska
svojstva proteina badema jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen, no pretpostavlija se da
poviSene temperature (85-90 °C) uzrokuju vecu denaturaciju i stvaranje proteinske mreze koja
zadrzava kapljice masti. Navedena promjena Cini badem pogodnom sirovinom za proizvodnju
fermentiranog napitka (Devnani i sur., 2020).

Tijekom proizvodnje mlijeénog jogurta, bakterije mlijeCne kiseline pretvaraju laktozu u
mlijeénu kiselinu. Buduéi da badem ne sadrzi laktozu, potrebno je dodati drugi izvor
ugljikohidrata kako bi se osigurale hranjive tvari za rast i prezivljavanje starter kulture tijekom
fermentacije kao i tijekom definiranog roka trajnosti. Pri tom je vazno paziti na dodanu koli¢inu
ugljikohidrata, ne samo zbog intenziteta slatkog okusa, veC i zbog utjecaja previsoke

koncentracije Secera na rast i prezivljavanje starter kulture (Zhao i sur., 2021).

2. HIDROKOLOIDI

Posljednjih godina zamjetna je sve veéa upotreba prirodnih hidrokoloida u prehrambenoj
industriji. Njihovom upotrebom postize se poboljSanje stabilnosti, kvalitete, sigurnosti te
funkcionalnih svojstava razli€itih prehrambenih proizvoda poput napitaka, umaka, preljeva,
pekarskih i slasti€arskih proizvoda (Yemenicioglu i sur., 2020). Hidrokoloidi su hidrofilni polimeri
koji se prema podrijetlu klasificiraju u Cetiri glavne kategorije: hidrokoloidi biljnog podrijetla,
hidrokoloidi Zivotinjskog podrijetla, hidrokoloidi iz mikrobnih izvora, kemijski modificirani
hidrokoloidi biljnog podrijetla (Manzoor i sur., 2020). Koriste se kao prehrambeni aditivi u
razliCite svrhe - kao zgus$njivacdi, emulgatori, sredstva za Zeliranje, stabilizatori, sredstva za
pjenjenje, sredstva za sprijeCavanje sinereze, inhibitori kristalizacije u sladoledu te kao sredstvo
za vezanje vode u hrani bez glutena (Li i Nie, 2016).

Proizvodnja fermentiranog biljnog napitka zahtijeva dodatak zgu$njivaca jer je teSko postici



zeljenu strukturu bez njih. U fermentiranim proizvodima biljnog podrijetla, hidrokoloidi mogu
poboljsati teksturu i Evrsto¢u proizvoda. Dugi i razgranati lanci hidrokoloida zadrzavaju vodu te
smanijuju protok tekuéine u proizvodu, ¢ime se smanijuje sinereza. Neki od hidrokoloida koji se
koriste u proizvodnji fermentiranih proizvoda su guar guma, ksantan guma, pektin, brasno
sjemenki rogaCa, guma arabika. alginat, Skrob te karagenan. Anionski hidrokoloidi (pektin,
karagenan) reagiraju s pozitivno nabijenim proteinskim molekulama stvarajuc¢i ¢vr$cu
proteinsku mrezu, dok neutralni hidrokoloidi (ksantan guma, guar guma, brasno sjemenki
rogaca) povecavaju viskoznost kontinuirane faze (Dhakal i sur., 2023).

U prehrambenoj industriji Cesto se koristi kombinacija dvaju ili viSe hidrokoloida u formulaciji
proizvoda zbog sinergijskog u€inka njihove zajedni¢ke upotrebe Cime se poboljSa kvaliteta
proizvoda. Razumijevanje utjecaja razli€itih sastojaka na zadrZzavanje vode u fermentiranim
napitcima na biljnoj bazi klju¢no je za razvoj alternativa mlijeCnim proizvodima (Amaral i sur.,
2018).

2.4.1. Ksantan guma

Ksantan guma je zgusnjivac, stabilizator i sredstvo za geliranje, a proizvodi se aerobnom
fermentacijom kukuruznog Seéera pomoc¢u gram-negativne bakterije Xanthomonas campestris
(Yemenicioglu i sur., 2020). Ksantan gumu karakterizira odlicna stabilnost u sustavima visoke
temperature i kiselosti (Song i sur., 2020). Cesto se koristi u prehrambenim proizvodima zbog
dobre topljivosti u toplim i hladnim teku¢inama, sposobnosti postizanja visoke viskoznosti ¢ak i
pri vrlo niskim koncentracijama te odli¢ne toplinske stabilnosti (Horvat, 2023).

Kombinirana primjena razli€itih stabilizatora moze zna&ajno poboljsati teksturu hrane, ¢ak i
pri nizim koncentracijama stabilizatora, zahvaljujuéi sinergijskim ucincima koji se razvijaju
unutar sustava. Na primjer, zabiljezena su brojna sinergijska djelovanja brasna sjemenki

rogaca, posebno u kombinaciji s karagenanom i ksantan gumom (Camacho i sur., 2005).

2.4.2. Inulin

Inulin je hidrokoloid koji se proucava kao prebiotik i prihnvacen je kao sastojak hrane u svim
zemljama (Pirsa i Hafezi, 2022). Sastoji od molekula fruktoze povezanih $(2—1) glikozidnom
vezom i jedne molekule glukoze na kraju lanca. U industriji, inulin se naj¢eS¢e proizvodi iz
korijena cikorije i gomolja jeruzalemske arti€oke (Sirbu i Arghire, 2017). Zbog 3(2—1) glikozidne
veze, inulin se ne razgraduje enzimski u gornjem dijelu ljudskog probavnog sustava, ve¢ ga
fermentiraju endogeni mikroorganizmi u debelom crijevu (Morreale i sur., 2019).

Koristi se u proizvodnji fermentiranih proizvoda jer poboljSava njihovu teksturu i senzorska
svojstva (Burrowes i Hekmat, 2023). Fizikalno-kemijska svojstva inulina ovise o stupnju

polimerizacije. Kratkolan€ani inulin je lako topljiv i slatkog okus, stoga se Cesto koristi kao



zamjena za SeCer. S druge strane, dugolan€ani inulin je viskozniji, slabije topljiv i ima
sposobnost stvaranja gela zbog ¢ega se koristi kao zamjena za mast i poboljSiva¢ teksture
(Wan i sur., 2020).

Inulin se, kao prehrambeno vlakno, povezuje s raznim povoljnim u€incima na zdravlje poput
smanjenja razine kolesterola, kontrole Secera u krvi te smanjenja rizika od odredenih oblika
raka debelog crijeva. Takoder, inulin se koristi kao niskokalori¢ni zasladivac i zamjena za masti,
posebno u mesnim i mlijeénim proizvodima (Pirsa i Hafezi, 2022). Unato¢ tome S$to je inulin
prebiotik, koristi se i kao sredstvo za zgudnjavanje u prehrambenoj industriji, $to moze smanjiti
pokretljivost i dostupnost hranjivih tvari potrebnih za proces fermentacije, utje€uci na njegovu

uCinkovitost (Bernat i sur., 2014).

2.4.3. Guar guma

Guar guma jedan je od najéesce koristenih hidrokoloida u prehrambenoj i neprehrambenoj
industriji. Guar guma je hidrokoloid dobiven iz endosperma sjemenki mahunarke Cyamopsis
tetragonoloba. Sastoji se od galaktoze i manoze, koje tvore slozeni ugljikohidratni polimer.
Zahvaljujuéi svojoj sposobnosti stvaranja vodikovih veza s molekulama vode, guar guma se
Siroko primjenjuje u industriji, prvenstveno kao stabilizator i sredstvo za zgu$njavanje (Amaral
i sur., 2018). Ovaj hidrokoloid obiluje vlaknima te moze smanijiti koncentraciju glukoze i sniziti
razinu kolesterola u krvi. Guar guma povecéava viskoznost hrane koja je spremna za probavu,
uzrokujuéi njezin sporiji protok u probavnom traktu. Uz to, djeluje kao inhibitor, sprjecavajuci
obradu i probavu dostupnih ugljikohidrata, ¢ime se smanjuje brzina apsorpcije glukoze u jetrene
stanice. Takoder, guar guma poboljSava osjetljivost hormona inzulina (Pirsa i Hafezi, 2022).

Guar guma nalazi Siroku primjenu u prehrambenoj industriji zahvaljujuéi svojoj sposobnosti
vezanja velike koli¢ine vode. Ovo svojstvo pomaZe u sprjeCavanju stvaranja kristala leda,
poboljSanju teksture proizvoda, stabilizaciji konzistencije tijekom temperaturnih promjena i
odrZzavanju viskoznosti (Milani i Maleki, 2012). Zahvaljujuéi tome koristi se u razli€itim
prehrambenim proizvodima kao $to su sladoledi, umaci, mlijecni i biljni napici, juhe, pekarski

proizvodi, ali i u kozmeti¢kim proizvodima (Pirsa i Hafezi, 2022).

2.4.4. Bradno sjemenki rogaca

Rogac je zimzeleno stablo ili grm iz roda roga¢ (Ceratonia) koji pripada porodici mahunarki
(Leguminosae). Postoji mnogo razli¢itih sorti rogaca Sirom svijeta, a neke od najkvalitetnijih
sorti dolaze iz Hrvatske. Raste samoniklo u juznom i srednjem dijelu Dalmacije, a uzgaja se na
Visu, Hvaru, Solti, Koréuli, Lastovu, Sipanu, Lopudu, Mljetu, Malom Drveniku i Velikom

Drveniku, te u okolici Dubrovnika. Na tom podrucju poznate su neke nase autohtone sorte, kao



$to su Sipanski dugi, Komiski krupni, Moligki, Kostunac i Meki$ (Spanjol i sur., 2020; Dragojevié,
2017). Sipanski roga¢, iz kojeg je dobiveno bradno sjemenki rogaéa koristeno u ovom
istraZivanju, je autohtona sorta koja se primarno uzgaja na otoku Sipanu, kao i u Dubrovagkom
primorju. Klasificiran je kao stolna sorta zbog dugotrajnosti skladistenja njegovih mahuna.
Rogac€ ima posebnu vaznost u prehrambenoj industriji, gdje se koristi u proizvodnji kruha,
slastica, kao zamjena za ¢okoladu, u pripremi razli€itih napitaka te u proizvodnji krmiva za stoku
(Dragojevi¢, 2017). RogaC je vrlo cijenjen zbog kemijskog sastava ploda, koji je bogat
polisaharidima, lipidima i proteinima, a oni zajedno &ine vise od 50 % sastava rogaca (Spanjol
i sur., 2020).

Mahuna rogaca (slika 1) sastoji se od pulpe, koja €ini 90 % mase ploda, i sjemenke, koja
¢ini 10 % mase ploda (Dragojevi¢, 2017). Mahuna rogaca koristi se u prehrani kao brasno
rogaca, ekstrakt iz sjemenki (karubin) ili karuba guma iz endosperma sjemenki. Sjemenke
sadrze proteine, oleinsku, linoleinsku i palmitinsku kiselinu, tanine i gumu. Brasno sjemenki
rogaca prirodni je biljni zguSnjivac, sredstvo za Zeliranje, emulgator i stabilizator (Dobricevic i
sur., 2014). Prema Pravilniku o prehrambenim aditivima, brasno sjemenki rogaca, poznato i
kao karuba guma, klasificirano je pod brojem E410 kao zgusnjiva¢ (Pravilnik, 2010). Karuba
guma je biljni hidrokoloid izoliran iz endosperma sjemenki rogaca i posjeduje svojstva polimera

visoke molekulske mase (Srecec i sur., 2020).
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Slika 1. Mahuna rogaca sa sjemenkama (Sipi¢, 2014)

Karuba guma se, zbog svoje sposobnosti stvaranja viskoznih otopina, stabilizacije emulzija
i disperzija te stabilnosti u Sirokom rasponu pH, koristi u prehrambenim proizvodima kao
zgusnijivac i stabilizator mlije¢nih proizvoda poput sladoleda, sireva i jogurta, te u pekarskim i

slasti¢arskim proizvodima. Takoder, pokazuje sinergijski u€inak s drugim hidrokoloidima te se



Cesto koristi u kombinaciji s karagenanom i ksantan gumom (SrecCec i sur., 2020; Dragojevic,
2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Za proizvodnju fermentiranog bademovog napitka upotrijebljen je nezasladeni bademov

napitak (Nutrigold, Zagreb), a njegova nutritivha vrijednost prikazana je u tablici 1.

Tablica 1. 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 kiseline 0,1g
Ugljikohidrati 0,49
Od kojih Seceri 0,1g
Vlakna 0,2g
Proteini 0,59
Sol 019

Kao sirovine u pripremi fermentiranog bademovog napitka koristeni su bijeli kristal Secer
(Viro, Virovitica), bradno sjemenki rogaga (OPG Goravica, Sipan), guar guma, ksantan guma
(Doves Farms Foods Ltd., Berkshire) i inulin (Naturmind, Zagreb). U preliminarnim
istraZivanjima isprobani su i drugi dodaci: okara (PBF, Zagreb), rizin protein (Nutrigold, Zagreb),
psiljum u prahu (Nutrigold, Zagreb), proteinski prah konoplje (Nutrigold, Zagreb), riZin protein
(Nutrigold, Zagreb) te smjesa Skroba i pektina komercijalnog naziva GRINDSTED SB 555
(Danisco, Danska).

Za fermentaciju bademovog napitka koristile su se dvije razliite starter kulture (Danisco,
IFF, Francuska) razvijene posebno za fermentaciju biljnih napitaka, a koje sadrze liofilizirane

bakterije mlije€ne kiseline za inokulaciju i fermentaciju hrane biljnog podrijetla:

VEGE 033 LYO sadrzi:
= Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
= Streptococcus thermophilus
VEGE 053 LYO sadrzi:
= Streptococcus thermophilus
= Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

= Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
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= Bifidobacterium lactis (HNO19™)
= Lactobacillus acidophilus (NCFM®)

3.1.1. Aparatura

* Analiticka vaga (AB104, Mettler Toledo, Svicarska)

= Tehni¢ka vaga (KB 3600-2N. Kern & Sohn GmbH, Njemacka)

= Stapni mikser (Gorenje HB 802 W, Slovenija)

= Elektri¢ni grijac s magnetskom mijeSalicom (Rotamix SHP-10, Tehtnica, Slovenija)
= pH-metar (914 pH/Conductometer, Metrohm, Svicarska)

= Eksikator sa sredstvom za izvlaenje vlage

= Bunsenov plamenik

= Vorteks (MS2 Minishaker, IKA, Njemacka)

= Termostat (3U1, Inko, Zagreb)

= Centrifuga (Thermo Scientific™, Megafuge™ 16R, Kalkberg, Njemacka)

= Vodena kupelj (WNE 45 Waterbath, Memmert, Njemacka)

= SuSionik (ST-01/02, Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska)

= Mufova pec¢ (LP-08, Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska)

= Rotacijski reometar (RM-180 Rheomat, Rheometric Scientific, Piscataway, SAD)

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

3.1.2. Pribor

= Laboratorijske ¢ase (1000 mL, 2000 mL)
= Odmjerna tikvica (100 mL, 250 mL, 1000 mL)
= Laboratorijska Zlica

= Stakleni stapi¢

= Magnetni Stapic

= Ladice za vaganje

= Erlenmeyerove tikvice

= Pipete

= TrbuSaste pipete (25 mL)

= Bocice za fermentaciju

= Plasti¢ne kivete (50 mL)

= Staklene i plasti¢ne petrijeve zdjelice

= Porculanski lonCi¢i za zarenje
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= Boca Strcaljka

= StaniCevina

= Hvataljka

= Posudica s ravnim dnom
= Povratno hladilo

= Zastitne naocale

= Zastitne rukavice

= Kamendiéi za vrenje

3.1.3. Reagensi

= Destilirana voda

= Carrez otopina (I)
Postupak pripreme: 21,95 g cinkovog acetata dehidrata (Zn(CHsCOO), x 2H,0) (VWR,
SAD) i 3 mL ledene octene kiseline (Honeywell Fluka, SAD) otopi se u destiliranoj vodi
te nadopuni do 100 mL

= Carrez otopina (Il)
Postupak pripreme: 10,6 g kalijevog heksacijanoferat(ll) trihidrata (Ks[Fe(CN)s] x 3H20)
(VWR, SAD) otopi se u destiliranoj vodi i nadopuni do 100 mL

= Luff-Schoorlov reagens
Postupak pripreme: 25 g bakrovog (II) sulfata pentahidrata (CuSO4x 5 H20) (VWR,
SAD) otopi se u 100 mL vode, 50 g monohidrata limunske kiseline (C¢HsO7; x H20)
(Sigma-Aldrich, SAD) se otopi u 50 mL vode te 143,8 g bezvodnog natrijevog karbonata
(Na2CO3) (Honeywell Fluka, SAD) u 300 mL tople vode. U odmjernu tikvicu od 1 L doda
se otopina natrijevog karbonata i otopina limunske kiseline te se mijeSa kruznim
pokretima dok ne prestane burna reakcija, a zatim se doda otopina bakrovog (ll) sulfata
i nadopuni do 1 L. Otopinu se pusti tijekom nodéi te se po potrebi filtrira.

= Otopina natrijevog tiosulfata, 0,1 mol/L (KEFO, Hrvatska)

= Otopina 8kroba, 2 % (w/v) (Sigma-Aldrich, SAD)

= Sumporna kiselina , 6 mol/L (CARLO ERBA Reagents GmbH, Njemacka)

= Otopina kalijevog jodida, 30 % (m/v) (Honeywell Fluka, SAD)

= Natrijev hidroksid (NaOH), 1 mol/L (CARLO ERBA Reagents GmbH, Njemacka)

= Klorovodi¢na kiselina, 37 % (CARLO ERBA Reagents GmbH, Njemacka)

= Otopina kalijevog klorida, 3 mol/l (WTW, Njemacka)

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

Agar CAF 50, Biolife, Italija), bakterija mlijeCne kiseline (Biolife, Italija), ukupan broj

13



bakterija (Tryptic Glucose Yeast Agar, Biolife, Italija) te enterobakterija (Violet Red Bile
Glucose Agar, Biolife, Italija)

» FizioloSka otopina — 9,0 % NaCl (GramMol, Zagreb, Hrvatska)

3.2. PRELIMINARNA ISPITIVANJA

U prvoj fazi istrazivanja provodila su se preliminarna ispitivanja s ciliem razvoja optimalne
recepture fermentiranog bademovog napitka koja je pogodna za fermentaciju te senzorski
prihvatljiva potro$ac¢ima. Tijekom preliminarnih istrazivanja pripremljeni su uzorci s razli¢itim
dodacima, razli¢itim koncentracijama dodataka i kombinacijama dodataka te razli¢itim starter
kulturama (VEGE 053 LYO i VEGE 033 LYO) kako bi se utvrdila optimalna koncentracija
dodataka za fermentaciju, kao i optimalna starter kultura. Sve koriStene koncentracije i
kombinacije dodataka prikazane su u tablici 2.

Tijekom cijelog postupka fermentacije potrebno je Kkoristiti sterilnu aparaturu i pribor.
Laboratorijske ¢ase, bocice za fermentaciju, menzure i stakleni Stapici sterilizirani su suhom
sterilizacijom na 200 °C kako nepoZeljni mikroorganizmi ne bi utjecali na tijek fermentacije te

kako bi se dobio mikrobioloSki prihvatljiv proizvod.

Tablica 2. Fermentirani bademovi napitci s razli¢itim dodacima i starter kulturama

Oznaka uzorka Sastojci
K-V053 Fermentirani bademov napitak bez dodataka inokuliran
starter kulturom VEGE 053

K-V033 Fermentirani bademov napitak bez dodataka inokuliran
starter kulturom VEGE 033
PSY-V053 (0,5 %) Fermentirani bademov napitak s dodatkom 0,5 % psilijuma i 3

% saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053
PSY-V033 (0,5 %) Fermentirani bademov napitak s dodatkom 0,5 % psilijuma i 3
% saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033
PSY-V053 (1 %) Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % psilijuma i 3
% saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053
PSY-V033 (1 %) Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % psilijumai 3
% saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033
XAN-V053 (0,5 %) Fermentirani bademov napitak s dodatkom 0,5 % ksantan

gume i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053
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Tablica 2. Fermentirani bademovi napitci s razli¢itim dodacima i starter kulturama — nastavak

XAN-V033 (0,5 %)

XAN-V053 (1 %)

XAN-V033 (1 %)

ROG-V053 (0,5 %)

ROG-V033 (0,5 %)

ROG-V053 (1 %)

ROG-V033 (1 %)

INU-VO53 (0,5 %)

INU-VO33 (0,5 %)

OKA-V053 (1 %)

OKA-V033 (1 %)

GUAR-VO053 (0,5 %)

GUAR-V033 (0,5 %)

GRIND-V053 (1 %)

GRIND-V033 (1 %)

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 0,5 % ksantan
gume i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033
Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % ksantan
gume i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053
Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % ksantan
gume i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033
Fermentirani bademov napitak s dodatkom 0,5 % braSna
sjemenki rogaca i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom
VEGE 053

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 0,5 % brasna
sjemenki rogaca i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom
VEGE 033

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % brasna
sjemenki roga¢a i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom
VEGE 053

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % brasna
sjemenki rogaca i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom
VEGE 033

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 0,5 % inulina i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 0,5 % inulina i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % okare i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % okare i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 0,5 % guar gume i
3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053
Fermentirani bademov napitak s dodatkom 0,5 % guar gume i
3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033
Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % GRINDSTED-
a i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053
Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % GRINDSTED-

a i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033
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Tablica 2. Fermentirani bademovi napitci s razli€itim dodacima i starter kulturama - nastavak

GRIND-V053 (1,5 %)

GRIND-V033 (1,5 %)

INU-VO53 (1 %)

INU-V033 (1 %)

XAN (1 %) + INU (0,5 %)-
V033

XAN (1 %) + INU (1 %)-

V033

INU (1 %) + K (3 %)-V053

INU (1 %) + K (4,5 %)-V033

INU (1 %) + R (1 %)-V033

INU (1 %) + R (1 %)-V053

OKA (1 %) + R (1 %)-V033

OKA (1 %) + K (1 %)-V033

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1,5 %
GRINDSTED-a i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom
VEGE 053

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1,5 %
GRINDSTED-a i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom
VEGE 033

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % inulina i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 053

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % inulina i 3 %
saharoze inokuliran starter kulturom VEGE 033

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % ksantan gume,
0,5 % inulina i3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE
033

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % ksantan gume,
1 % inulina i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE
033

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % inulina, 3 %
proteinskog praha konoplje i 3 % saharoze inokuliran starter
kulturom VEGE 053

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % inulina, 4,5 %
proteinskog praha konoplje i 3 % saharoze inokuliran starter
kulturom VEGE 033

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % inulina, 1 %
rizin protein i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom VEGE
033

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % inulina, 1 %
rizinog proteina i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom
VEGE 053

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % okare, 1 %
rizinog proteina i 3 % saharoze inokuliran starter kulturom
VEGE 033

Fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % okare, 1 %
proteinskog praha konoplje i 3 % saharoze inokuliran starter
kulturom VEGE 033
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U prethodno sterilizirane ¢aSe od 1 L, dodano je 300 mL bademovog napitka. Razliditi
dodaci (brasno sjemenki rogac¢a, guar guma, ksantan guma, psilijum u prahu, inulin, Skrob i
pektin, rizin protein, okara i proteinski prah konoplje) dodani su razli¢itim koncentracijama kao
Sto je prikazano u tablici 2. Kao zasladivag koristila se saharoza u koncentraciji od 3 % u svim
uzorcima. Dobivena smjesa je prije pasterizacije dobro homogenizirana Stapnim mikserom
kako bi se postigla homogenost smjese u cijelom volumenu te sprijecilo formiranje grudica.
Zatim se bademov napitak s dodacima zagrijavao na grijacoj plo¢i s magnetskom mijeSalicom,
uz stalno mijeSanje, sve do temperature od 73 °C na kojoj se 15 sekundi provodila pasterizacija.
Slijedilo je postupno hladenje uzoraka na 40 °C, kako bi se stvorili pogodni uvjeti za dodavanje
starter kulture. Nakon §to je starter kultura dodana, smjesa se dobro promijeSala staklenim
Stapi¢em i stavila u prethodno sterilizirane bocCice za fermentaciju. Zatim je odredena aktivha
kiselost mjerenjem pH vrijednosti te su se boc€ice za fermentaciju prekrile aluminijskom folijom
i stavile na fermentaciju u termostat na temperaturu od 40 °C. Tijek fermentacije pracen je u
intervalima od jednog ili dva sata, mjerenjem pH vrijednosti na nacin koji je opisan u poglavlju
3.3.1. Kada je pH vrijednost postigla vrijednost jednaku ili manju od 4,65, fermentacija je
zaustavljena naglim hladenjem uzoraka u hladnoj vodi, nakon ¢ega su uzorci skladisteni u
hladnjaku na temperaturi do 4 °C.

Preliminarna ispitivanja ukljucivala su i senzorsku analizu prihvatljivosti fermentiranih
bademovih napitaka, koja je provedena pomocu hedonisticke skale po Peryamu (opisano u
poglavlju 3.3.9). Na temelju dobivenih rezultata, odredena je konaéna receptura fermentiranog
bademovog napitka. Proizvedeni fermentirani bademovi napitci (uzorak A, B, K-V033 i K-V053)
skladisteni su u hladnjaku na temperaturi od 4 °C tijekom 21 dana te se svakih sedam dana
provodilo uzorkovanje prilikom ¢ega su odredena sljedeca fizikalno-kemijska svojstva: kiselost
(pH vrijednost), udijeli suhe tvari, mineralnih tvari i ugljikohidrata, sinereza, kapacitet
zadrzavanja vode te indeks boje. Takoder, provedene su mikrobioloSka i senzorska analiza te

je praceno reoloSko ponasanje uzoraka.

3.3. METODE RADA

3.3.1. Odredivanje kiselosti

Odredivanje kiselosti bademovog napitka provedeno je mjerenjem pH vrijednosti
laboratorijskim pH-metrom. Prije poCetka mjerenja, elektroda pH-metra se temeljito ispere
destiliranom vodom i osusi stanievinom. Zatim se elektroda uroni u ¢aSu s uzorkom, lagano
promijeSa te se ocita pH vrijednost na zaslonu uredaja nakon $to se ustali. Nakon svakog

mjerenja, elektrodu je potrebno isprati destiliranom vodom, osusiti stani€evinom, te na kraju
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uroniti u otopinu kalijevog klorida radi Cuvanja do sljede¢e upotrebe (Bozani¢ i sur., 2010).

3.3.2 Odredivanje udjela suhe tvari

Ukupna suha tvar predstavlja masu koja ostane po zavrSetku postupka susenja na
konstantnoj temperaturi do postizanja konstantne mase, a izrazava se kao maseni udio. Suhu
tvar Cine svi sastojci mlijeka, tj. bademovog napitka, osim vode i plinova. Odredivanje udjela
suhe tvari u fermentiranim bademovim napitcima provedeno je direkthnom metodom, sudenjem
u suSioniku, koja se temelji na isparavanju vode iz uzorka susenjem u susioniku pri konstantnoj
temperaturi od 102 + 2 °C do postizanja konstantne mase (Bozanic i sur., 2010).

U aluminijske posudice s ravnim dnom stavi se kvarcni pijesak da prekrije dno te se potom
posudice i poklopci stave u suSionik jedan pokraj drugog, na konstantnu temperaturu. Nakon
30 minuta, poklopljene posudice se izvade iz suSionika i stave u eksikator na hladenje. Kada
se posudice ohlade do sobne temperature, izvazu se s to¢nosc¢u od 0,1 mg na analitiCkoj vagi.
U tako osuSene i ohladene aluminijske posudice s kvarcnim pijeskom, dodaje se 10 mL
fermentiranog bademovog napitka. Slijedi sudenje otklopljenih posudica u susioniku dva sata
na konstantnoj temperaturi. Nakon susenja, poklopliene posudice se stave u eksikator na
hladenje do sobne temperature i vazu na analitiCkoj vagi. Postupak se ponavljao dok razlika u
masi izmedu dva uzastopna mjerenja nije bila manja od 0,5 mg. Za izracun se koristila najniza

zabiljezena masa.

Udio ukupne suhe tvari odredio se prema formuli:

. zadnja odvaga — prazna posudica
% suhe tvart = odvaga uzroka 1100

[1]

3.3.3. Odredivanje udjela mineralnih tvari (pepela)

Udio mineralnih tvari, odnosno pepela, odreden je Zarenjem uzoraka pri 550 °C do
postizanja konstantne mase. Porculanski lonci¢i Zare se u Mufovoj peci pri temperaturi od 550
°C, zatim se ohlade u eksikatoru do sobne temperature te izvaZzu na analitickoj vagi. U ohladene
porculanske lonciée izvaze se 10 g fermentiranog bademovog napitka te se lonciéi s uzorkom
stave u susionik na temperaturu od 102 + 2 °C, dok se u potpunosti ne osuse. Zatim se osuseni
longici stave na zarenje u Mufovu pe¢ na temperaturu od 550 °C, dok sadrzaj ne poprimi bijelu
boju. Nakon hladenja do sobne temperature u eksikatoru, porculanski lonciéi se vazu i ponovno

Zare do konstantne mase. Za izraCun se koristila najniZza zabiljezena masa (Bozanic i sur.,
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2010).

Udio mineralnih tvari, odnosno pepela, odredio se prema formuli:

zadnja odvaga — prazan lonci¢
% pepela = -100
odvaga uzorka

[2]

3.3.4. Odredivanje reoloskih svojstava

Reoloska svojstva fermentiranih bademovih napitaka ispitana su rotacijskim reometrom.
Rotacijski reometar sastoji se od cilindricnog vretena koje se rotira unutar nepomicnog vanjskog
plasta u kojem se nalazi uzorak. Cilindricno vreteno pri¢vrsti se na tijelo uredaja s vanjskim
plastom ¢ime se omogucava da je vreteno tijekom rotiranja uronjeno u uzorak. Reometar
odreduje napon smicanja i prividnu viskoznost pri brzinama od 100, 270, 440, 610, 780, 950,
1120 te 1290 s, koje sam odreduje za svaki uzorak. Temperatura uzoraka je oko 20 °C. Na
zaslonu rotacijskog reometra prikazuju se vrijednosti napona smicanja (T) u Pas te prividne
viskoznosti () u Pas.

Na temelju odabranih vrijednosti brzina smicanja te izmjerenih vrijednosti napona smicanja,
u Excelu su linearnom regresijom odredeni sljedeci parametri: koeficijent konzistencije (mPas),
indeks tecenja (n) te koeficijent regresije (R?). Navedeni parametri se odreduju iz jednadzbe
linearne regresije. Indeks te€enja je koeficijent smjera pravca (broj uz x) u dobivenoj jednadzbi,
dok je koeficijent konzistencije antilogaritam odsjeCka na osi y, odnosno antilogaritam drugog

¢lana jednadzbe. Koeficijent regresije (R?) predstavlja to¢nost metode.

3.3.5. MikrobioloSka analiza

Fermentirani proizvodi biljnog podrijetla bogati su hranjivim tvarima ¢ime predstavljaju
idealan medij za rast mikroorganizama $to dovodi do naruSavanja kvalitete proizvoda zbog
pojave kvarenja (Dhakal i sur., 2023). MikrobioloSka analiza provedena je kako bi se odredila
trajnost proizvoda pracenjem prisutnosti i rasta mikroorganizama, ukljucujuéi ukupne aerobne
mezofiine bakterije, bakterije mlijeCne kiseline, enterobakterije te kvasce i plijesni.
MikrobioloSka analiza provodi se u asepticnim uvjetima, upotrebom Bunsenovog plamenika i
sterilnog pribora, kako bi se izbjegla naknadna kontaminacija. Prije provodenja mikrobioloskih
analiza potrebno je pripremiti hranjive podloge te fizioloSku otopinu.

Odvagana koli€¢ina hranjive podloge se, prema uputama proizvodaca, otopi u destiliranoj

vodi i zagrijava na grijacoj plo¢i s magnetskom mijeSalicom dok se potpuno ne otopi, nakon
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Cega se prelije u infuzijske boce. Infuzijske boce potrebno je sterilizirati u autoklavu pri 121 °C
tijekom 20 minuta. FizioloSka otopina pripremi se otapanjem 9 g natrijevog klorida u 1000 mL
destilirane vode. Zatim se po 9 mL fizioloSke otopine otpipetira u epruvete s ¢epom koje se
steriliziraju u autoklavu pri 121 °C tijekom 20 minuta.

Osnovno razrjedenje pripremi se tako da se u prethodno sterilizirane Erlenmeyerove
tikvice sa staklenim kuglicama, sterilnim pipetama otpipetira 20 mL uzorka i 180 mL fizioloSke
otopine te se homogenizira vorteksom. Za pripremu decimalnih razrjedenja steriinom
mikropipetom otpipetira se 1 mL homogeniziranog osnovnog razrjedenja u sterilne epruvete s
9 mL fiziolodke otopine. Dobiveno decimalno razrjedenje se dobro homogenizira vorteksom te
se sterilnom mikropipetom prenese 1 mL u drugu epruvetu s 9 mL fizioloSke otopine. Postupak
se ponavlja dok se ne dobije Zeljeno decimalno razrjedenje. Zatim se mikropipetom uzme 1 mL
Zeljenog decimalnog razrjedenja i pod kutom od 45 ° otpusti na sredinu Petrijeve zdjelice. U
svaku Petrijevu zdjelicu se potom dodaje hranjiva podloga i promijeSa laganim kruznim
pokretima. Petrijeve zdjelice hlade se na sobnoj temperaturi dok se sadrzaj ne skruti, a potom
se okrenu dnom prema gore, kako bi se sprije€ila kondenzacija isparene vode, i stave u
termostat na inkubaciju. Petrijeve zdjelice za odredivanje bakterija mlijecne kiseline inkubiraju
se u termostatu na 43 °C tijekom 48 sati, za odredivanje enterobakterija na 35 °C tijekom 18 —
24 sata, za odredivanje ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija na 30 °C tijekom 72 sata te za
odredivanije kvasaca i plijesni na 30 °C tijekom 72 sata. Po zavrSetku inkubacije broje se narasle
kolonije, a za brojanje se odabiru one Petrijeve zdjelice na kojima je izraslo izmedu 30 i 300

kolonija (Bozanic¢ i sur., 2010).

Broj naraslih kolonija po mL, odnosno CFU (colony-forming unit), izrauna se prema
sliedec¢oj formuli:

CFU broj kolonija

mL ~ nacijepljen volumen - recipotna vrijednost decimalnog razrijedenja

[3]

3.3.6. Odredivanje ukupnih ugljikohidrata

Ukupni ugljikohidrati odredeni su metodom prema Luff-Schoorlu, koja se temelji na
sposobnosti reducirajucih ugljikohidrata (glukoza, maltoza, laktoza) da reduciraju metale iz
alkalnih otopina njihovih soli, zahvaljuju¢i slobodnoj aldehidnoj, odnosno keto - skupini.
Dodatkom Luffove otopine (vodena otopina bakrovog sulfata, natrijevog citrata i natrijevog
karbonata) nastaje crveno — smedi, netopljivi talog bakrovog oksida (Cu0), prikazan na slici 2,
a koli¢ina ugljikohidrata nakon nastanka taloga moZe se odrediti titracijom suviSka

nereduciranih iona bakra (Cu?*) ili titracijom istaloZzenog i otopljenog bakrovog oksida.
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Slika 2. Talog bakrovog oksida (vlastita fotografija)

Dodatkom otopine kalijevog jodida u suviSku u kiseloj sredini postignutoj dodatkom
sumporne kiseline, dolazi do reakcije joda i suviSka bakrenih iona, §to rezultira oslobadanjem
molekularnog joda. Oslobodeni molekularni jod se titrira otopinom natrijevog tiosulfata
(Na2S203), uz Skrob kao indikator (smjesa otopine Skroba i joda daje tamnomodro obojenje),
do prijelaza u putenastu boju (slika 3) (Bozani¢ i sur., 2010).

Slika 3. Boja uzorka nakon titracije otopinom natrijevog tiosulfata (vlastita fotografija)

Nereducirajuci disaharid (saharoza) mora se prvo invertirati, odnosno hidrolizirati, na
reducirajuée monosaharide pomocu klorovodi¢ne kiseline. Na taj nacin dobije se podatak o

ukupnoj koli€ini ugljikohidrata u istrazivanom uzorku (ukupni invert). Iz razlike izmedu
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dobivenog ukupnog i prirodnog inverta dobije se udio reducirajucih Seéera nastalih inverzijom
saharoze (Markovic i sur., 2017b; Pravilnik, 2003).

S to¢noscéu od 1 mg izvaze se 10 g uzorka (umjesto 5 g jer se o€ekuje maniji udio ukupnih
ugljikohidrata) i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 250 mL sa 200 mL destilirane vode.
Zatim se doda 5 mL Carrezove otopine (I) i 5mL Carrezove otopine (ll) uz mijeSanjem prilikom
svakog dodavanja, te se dopuni do oznake destiliranom vodom. Slijedi filtriranje te se 10 mL
filtrata otpipetira u odmjernu tikvicu od 100 mL, doda se 0,5 mL koncentrirane klorovodi¢ne
kiseline i stavi u vodenu kupelj. Nakon 30 minuta, tikvica se izvadi iz kupelji, ohladi i neutralizira
s 1 mol/L otopinom natrijevog hidroksida uz indikator papir te se nakon neutralizacije dopuni do
oznake destiliranom vodom.

U Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL s kamenci¢éima za vrenje otpipetira se 25 mL
pripremljenog uzorka i 25 mL Luffovog reagensa. Erlenmeyerova tikvica spoji se na povratno
hladilo te se zagrijava do vrenja, otprilike dvije minute, i pusti da lagano vrije to€no deset minuta.
Nakon toga se tikvica hladi pod mlazom hladne vode te se doda 10 mL otopine kalijevog jodida.
Potom se oprezno, zbog burne reakcije, uz mijeSanje u smjesu otpipetira 25 mL 6 mol/L otopine
sumporne kiseline. Titrira se 0,1 mol/L otopinom natrijevog tiosulfata, uz skrob kao indikator,
dok plava boja ne nestane.

Istovremeno se provodi slijepa proba pod istim uvjetima, gdje se umjesto 25 mL uzorka
koristi 25 mL destilirane vode. Razlika u mililitrima otopine natrijevog tiosulfata potroSenih za
slijepu probu i glavni pokus koristi se za izraCunavanje udjela Se¢era uz pomo¢ empirijskih
tablica (tablica 3) (Pravilnik, 2009).

Ukupan invert (%) izraCuna se prema formuli:
250-100-d-100 d
c

e 10-25-1000 07 F

[4]

gdje je ¢ masa uzorka (g), d masa invertnog Secera (mg) ocitana iz tablice 3 (na temelju
razlike u mililitrima otopine natrijevog tiosulfata potroSenih za slijepu probu i glavni pokus), F

faktor korekcije koncentracija.

Tablica 3. Odredivanje Sec¢era po Luff-Schoorlu (prema Bozani¢ i sur., 2010)

0,1 Glukoza, frukoza ili Laktoza Maltoza
N-tiosulfat invertni Secer
mL mg razlika mg Razlika Mg razlika
1 2,4 / 3,6 / 3,9 /
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Tablica 3. Odredivanje Secera po Luff-Schoorlu (prema BozZani¢ i sur., 2010) — nastavak

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 39,5 4,0
11 27,6 2,6 40,8 3,8 43,5 4,0
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,0
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1
14 35,7 2,7 52,2 3,8 55,7 4,1
15 38,5 2,8 56,0 3,8 59,8 4,1
16 41,5 2,8 59,9 3,9 63,9 4,1
17 44,2 29 63,8 3,9 68,0 4,1
18 47,1 29 67,7 3,9 72,2 4,2
19 50,0 29 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

3.3.7. Odredivanje boje

Odredivanje boje fermentiranog bademovog napitka temelji se na parametrima
trodimenzionalnog spektra boja (L*, a*, b*) koriStenjem kolorimetra koji mjeri stupanj reflektirane
svjetlosti od povrdine analiziranog uzorka (McGuire, 1992). CIELAB metoda temelji se na
ljudskoj percepciji boja u sve tri dimenzije (Gomez-Polo i sur., 2016). Trodimenzionalni prostor
boja ¢ine dvije kromatske osi, a* i b*, koje su medusobno okomite i predstavljaju ton boje, te
jedna akromatska os L*, koja predstavlja svjetlinu i okomita je na ravninu kojoj pripadaju osi a*
i b* (Weatherall i Coombs, 1992).

Akromatska os L* ima vrijednosti u rasponu od 0 (teoretska crna boja) do 100 (savrSena

bijela boja). Os a* oznaCava crveno — zelenu komponentu boje, gdje pozitivha vrijednost
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oznacCava zastupljenost crvene boje, a negativna vrijednost zastupljenost zelene boje. Os b*

predstavlja zuto - plavu komponentu boje, gdje pozitivha vrijednost oznacava zutu boju, a
negativna vrijednost plavu boju (Ly i sur., 2020).

L =100
bijela
zuta crvena
+b +a
/"x\

- zasicenost \
nijansa >
«<

L=0

crna

Slika 4. CIELAB dijagram trodimenzionalnog prostora boja (prema Ly i sur., 2020)

Razlika u boji izmedu fermentiranih bademovih napitaka s dodacima i kontrolnog uzorka,
odredila se prema formuli:

* * * * * 2 * *
AE* = J(L —L*yep)? 4 (a* — arep)” 4 (b* — b¥rep)?
[5]

gdje su L*ef, a*wet, b*er vrijednosti odredene za kontrolne uzorke fermentiranih bademovih

napitaka, a L*, a*, b* vrijednosti odredene za uzorke fermentiranih bademovih napitaka s
dodacima.

U tablici 4 prikazano je znacenje dobivenih AE* vrijednosti.

Tablica 4. Znacgenje razlika medu odredenim AE* vrijednostima (prema Mokrzycki i Tatol,

2011)
AE Znacenje
0-0,5 Razlike u tragovima
0,5-1,5

Mala razlika
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Tablica 4. Znacenje razlika medu odredenim AE* vrijednostima (prema Mokrzycki i Tatol,
2011) - nastavak

1,5-3,0 Primjetna razlika
3,0-6,0 Znacajna razlika

6,0-12,0 Velika razlika
>12,0 Vrlo velika razlika

3.3.8. Odredivanje kapaciteta zadrzavanja vode i sinereze

Kapacitet zadrzavanja vode (WHC) u fermentiranom bademovom napitku odreden je
metodom centrifugiranja. U plasti¢ne kivete od 50 mL izvaZe se oko 20 g fermentiranog uzorka
te se centrifugira na 5000 rpm pri 4 °C tijekom 10 minuta. Nakon centrifugiranja, supernatant
se odvoji pipetom, a preostali talog u kiveti se izvaze. Razlika izmedu masa predstavlja masu

odvojenog supernatanta koja se koristi za izracun % sinereze (Feng i sur., 2018).
Kapacitet zadrzavanja vode (WHC) izraCunava se prema sljedecoj formuli:

mtalog

WHC (%) = ( )-100

Muzorak

[6]

gdje je Muog Masa taloga nakon uklanjanja supernatanta (g), Muzorak Masa uzorka prije
centrifugiranja (g).

Koistec¢i dobivene vrijednosti, izraCuna se i sinereza kao postotak prema sljede¢oj formuli:

mtalog

5(%)=( )-100

uzorak

[7]
gdje je Msypematant Masa supernatanta odvojenog od mreze gela tijekom centrifugiranja (g),
Muzorak Masa uzorka prije centrifugiranja (g).

3.3.9. Senzorska analiza

Senzorska analiza predstavlja znanstvenu disciplinu koja se koristi za mjerenje, analizu i
interpretaciju reakcija na karakteristicnha svojstva namirnica putem mirisa, okusa, dodira ili sluha

(Bozanic¢ i sur., 2010). U prehrambenoj industriji, senzorska analiza ima znacajnu ulogu u
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pruzanju vjerodostojnih informacija o senzorskim svojstvima proizvoda, §to je neophodno za
donoSenje poslovnih odluka (Markovi¢ i sur., 2017a).

U ovom istrazivanju, prihvatljivost fermentiranih bademovih napitaka ispitana je na vecoj
grupi ispitanika koji nisu imali potrebnu izobrazbu niti su bili prethodno testirani. Obzirom na
loSe rezultate mikrobioloSke analize, za potrebe odredivanja prihvatljivosti uzoraka
fermentiranih bademovih napitaka kod potrosaca, napravljeni su novi uzorci po istoj recepturi,
uz stroZi rezim pasterizacije koja se provodila na 85 °C tijekom 5 minuta.

Utvrdivanje prihvatljivosti uzoraka fermentiranin bademovih napitaka provedeno je
testiranjem 47 ispitanika u dobi od 20 do 60 godina koristeci verbalnu hedonisti¢ku skalu po
Peryamu s devet mogucih odgovora, koja je prikazana u tablici 5 (Stone i Sidel, 2004). Ova
metoda omogucava ponovljivost rezultata s drugom grupom ispitanika te pruza velike
mogucnosti za statistiku interpretaciju rezultata (BozZanic i sur., 2010; Stone i Sidel, 2004).
Kako bi proizvod bio prihvaéen kao prihvatljiv, mora se ocijeniti najmanje s ocjenom 7 (Bozani¢
i sur., 2001; Vah¢ic¢ i sur., 1993).

Tablica 5. Hedonisti¢ka skala po Peryamu (prema Stone i Sidel, 2004)

Dojam o proizvodu Ocjena

Narocito visoko pozeljan 9
Visoko pozeljan
Osrednje pozeljan
Neznatno poZeljan
Neutralan
Neznatno nepozeljan
Osrednje nepozeljan

Visoko nepozeljan

R N W b~ OO N

Narocito visoko nepozeljan

Na temelju podataka odredenih hedonistiCkom skalom, izraCunati su statistiCki parametri:
aritmetika sredina, standardna devijacija, koeficijent varijabilnosti te nepozeljnost, odnosno

pozeljnost, prema sljedec¢im formulama.

AritmetiCka sredina (A):

X1 +x +0 x5

[8]
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gdje je x; + x, + --- x; brojevni niz podataka, n ukupan broj ispitanika za svaki uzorak.

Standardna devijacija (s):

[l

pri emu je s?:

1 n
2 — L 2
st= - ) )
=1

[10]
gdje je n ukupan broj ispitanika za svaki uzorak, A aritmeti¢ka sredina, x, ... x,, brojevni niz

podataka.

Koeficijent varijabilnosti (c,):
S
Cy = Z -100 (%)

[11]
gdje je s standardna devijacija, A aritmeti¢ka sredina.

Postotak nepozeljnosti (N):
N = ! 100
Y

[12]

gdje je I broj ispitanika koji su uzorku dali ocjenu niZu od pet, Y ukupan broj ispitanika.

Postotak pozeljnosti (P):
P=100—-N
[13]

gdje je N postotak nepozeljnosti.

3.3.10 Obrada podataka

Rezultati istrazivanja obradeni su u programu Microsoft Excel 2010, a prikazani su kao
aritmetiCka sredina usporednih serija uzoraka s pripadaju¢im standardnim devijacijama.
Takoder, provedena je analiza varijance (One-Way ANOVA) te Duncanov test rezultata

dobivenih senzorskom analizom prihvatljivosti kod potroSaca.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je optimirati proces proizvodnje fermentiranog bademovog napitka kako
bi se dobio proizvod na biljnoj bazi koji je alternativa mlije€nom jogurtu. U skladu s tim, prvo su
provedena preliminarna ispitivanja s ciliem razvoja optimalne recepture fermentiranog
bademovog napitka i njenog utjecaja na proces fermentacije i senzorsku prihvatljivost kod
potroSsaCa. Na temelju preliminarnih ispitivanja, odabrani su optimalni dodaci i njihova
koncentracija te starter kultura.

Nakon proizvodnje fermentiranog bademovog napitka s odabranim recepturama,
provedene su analize, €iji su rezultati prikazani graficki i tablicama. Analize koje su se provodile
su odredivanije kiselosti (tablica 6), odredivanje udjela suhe tvari (slika 8) i mineralnih tvari (slika
9), odredivanje kapaciteta zadrzavanja vode (slika 11) i sinereze (slika 13), odredivanje udjela
ugljikohidrata (tablica 12), odredivanje boje (tablica 13), mikrobioloSka analiza (tablica 11),
odredivanje reoloskih parametara (tablice od 7 do 10, slika 10 a—d) te senzorska analiza (tablica
14 i 15). Odredivanje kiselosti, kapaciteta zadrzavanja vode i sinereze, reolosSkih parametara te
mikrobioloSka analiza provodili su se 1., 7., 14. i 21. dan, a odredivanje udjela suhe tvari,
mineralnih tvari, ugljikohidrata i boje 1. i 21. dan. Prihvatljivost kod potro§aca odredena je nakon
Sto su pripravljeni novi uzorci po istoj recepturi, uz strozi rezim pasterizacije koja se provodila

na 85 °C tijekom 5 minuta.

4.1. PRELIMINARNA ISPITIVANJA

Tijekom preliminarnih istrazivanja pripremljeni su uzorci s razli¢itim koncentracijama i
kombinacijama dodataka te razli€itim starter kulturama (VEGE 053 LYO i VEGE 033 LYO) kako
bi se odredila optimalna receptura fermentiranog bademovog napitka obzirom na duljinu
trajanja fermentacije, postignutu pH vrijednost te senzorsku prihvatljivost potro$aca.

Fermentirani bademovi napitci pokazali su se prilicno raznolikima ovisno o dodacima koje
su sadrzavali. Uzorci s dodatkom psilijuma (PSY-V053, PSY-V033) imali su rijetku teksturu s
vidljivim "mrvicama", Sto je vidljivo na slici 5, i zbog toga su dobili loSe ocjene prilikom
senzorskog ocjenjivanja. Uzorci s dodatkom 0,5 % ksantan gume (XAN-V053, XAN-V033) imali
su gustu, homogenu teksturu (slika 5), ali su bili vrlo kiselog okusa. Kada je koli€ina ksantan
gume povecana na 1 %, okus se poboljSao, ali je tekstura postala previse gusta. Inulin (INU-
V033, INU-V053) je u uzorcima uzrokovao blago izdvajanje faza i prerijetku teksturu. Uzorci s
dodatkom proteinskog praha konoplie (OKA-K-V033, INU-K-V053, INU-K-V033) bili su
nehomogeni s talogom (slika 6) i loSe ocijenjeni, dok su oni s rizinim proteinom (INU-R-V033,
INU-R-V053, OKA-R-V033) imali gorak okus. Uzorci s dodatkom GRINDSTED-a imali su
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prihvatljiv okus, ali prerijetku i nehomogenu teksturu. Kombinacije ksantan gume i inulina dale

Su gustu, teksturu pudinga i bile su dobro ocijenjene.

Slika 5. Uzorak PSY-V053 (0,5 %) (lijevo) i uzorak XAN-V053 (1 %) (desno) (vlastite
fotografije)

Slika 6. Uzorci INU-K-V053 i INU-K-V033 s dodatkom proteinskog praha konoplje (vlastite
fotografije)

Nakon ovih preliminarnih ispitivanja odlu¢eno je da ¢e se u jednom uzorku kombinirati guar
guma i brasno sjemenki rogaca, a u drugom ksantan guma i inulin. Uzorak A sadrzi 1 % brasna
sjemenki rogaca, 0,5 % guar gume i 3 % saharoze te je inokuliran starter kulturom VEGE 053.
Uzorak B (slika 7) sadrzi 1 % ksantan gume, 0,5 % inulina i 3 % saharoze te je inokuliran starter
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kulturom VEGE 033. Kontrolni uzorak K-V053 ne sadrzi dodatke i inokuliran je starter kulturom
VEGE 053, dok kontrolni uzorak K-V033 takoder nema dodatke, ali je inokuliran starter kulturom
VEGE 033.

Slika 7. Uzorak B — fermentirani bademov napitak s dodatkom 1 % ksantan gume, 0,5 %
inulina i 3 % saharoze inokuliran je starter kulturom VEGE 033 (vlastita fotografija)

4.2. ODREDIVANJE KISELOSTI

Mjerenjem aktivne kiselosti, koja se izrazava koncentracijom vodikovih iona (pH vrijednost),
odredena je kiselost fermentiranih bademovih napitaka. Osim analiza provedenih na
fermentiranim bademovim napitcima tijekom 21 dana pH vrijednost je takoder pracena tijekom
samog postupka fermentacije, do postizanja vrijednosti 4,6, za koju se smatra da ozna€ava kraj
fermentacije.

Kontrolni uzorci bez dodatka Seéera su nakon 10 sati fermentacije imali pH vrijednosti u
rasponu od 4,84 do 5. Ovi rezultati su u skladu s prethodnim istrazivanjima i pokazuju kako
nizak udio ugljikohidrata u bademovom napitku utje€e na postignutu razinu kiselosti tijekom
fermentacije (Bernati sur., 2014). Sli¢ne zakljuCke donijeli su i Oral i sur. (2023) koji su zabiljeZili
veCe povecanje Kkiselosti u fermentiranim bademovim napitcima s dodatkom saharoze ili
maltoze u usporedbi s fermentiranim bademovim napitcima bez dodataka. To su povezali s
Cinjenicom da se bakterije mlije¢ne kiseline bolje razvijaju u prisutnosti glukoze i drugih Secera
(saharoze, maltoze), $to uzrokuje povecanje kiselosti. Prema tablici 6, koja prikazuje pH
vrijednosti tijekom 21 dana skladiStenja, vidljivo je da je kontrolni uzorak K-V033 odrzavao pH
vrijednost oko 5, a kontrolni uzorak K-V053 oko 4,9.

Kod uzorka A, koji sadrzi brasno sjemenki rogaca, uocene su nize pH vrijednosti, u rasponu

od 4,31 do 4,46, tijekom hladnog skladiStenja u odnosu na uzorak B i kontrolne uzorke, koji ne
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sadrze brasno sjemenki rogaca. To je u skladu s istrazivanjem koje su proveli Arab i sur. (2022),
gdje su jogurt i probioticki jogurt s dodatkom brasna sjemenki rogaca imali nize pH vrijednosti
u odnosu na jogurt i probioticki jogurt bez dodatka brasna sjemenki rogaca.

Tijekom skladistenja nije zabiljezen kontinuiran pad ili rast pH vrijednosti, ve¢ svaki uzorak
ima stabilnu pH vrijednost. U uzorku B tijekom 14 dana dolazi do blagog povecéanja pH
vrijednosti (od 4,74 do 4,86) koja se 21. dan neznatno smanijila na 4,84. S druge strane, pH
vrijednost uzorka A biljezi rast prvih 7 dana, 14. dan pada te 21. dan ponovno raste. Sposobnost
pretvaranja Secera u mlije¢nu kiselinu u biljnim supstratima varira medu razli€itim bakterijama
mlijeCne kiseline. Ovaj proces ima posebnu vaznost za povecanje kiselosti proizvoda jer je
proizvodnja mlijeCne kiseline odgovorna za pad pH vrijednosti koji je vidljiv tjekom fermentacije
(Harper i sur., 2022).

Rezultati ovog istrazivanja su u skladu s istrazivanjem koje su proveli Shi i sur. (2020) na
fermentiranom bademovom napitku s dodatkom polimeriziranog proteina sirutke, u kojem je
zabiljezeno povecanje pH vrijednosti tijekom prva tri tiedna skladistenja (s 4,3 na 4,4). Suprotno
rezultatima ovog istrazivanja, Ahmed i Jassem (2022) proveli su istraZivanje na fermentiranim
bademovim napitcima s dodatkom razliitih probiotic¢kih kultura i zabiljezili kontinuirani pad pH

vrijednosti tijekom skladistenja.

Tablica 6. Prosje€ne pH-vrijednosti tijekom 21 dana hladnog skladistenja uzoraka

Dan pH-vrijednost
skladistenja A B K-V033 K-V053
1. 4,31 4,74 5,00 4,84
7. 4,45 4,75 4,96 4,90
14. 4,33 4,86 5,00 4,86
21. 4,46 4,84 5,04 4,94

4.3. ODREDIVANJE UDJELA SUHE TVARI

Udio suhe tvari odreden je prvi i posljednji dan hladnog skladistenja uzoraka, a dobivene
vrijednosti prikazane su graficki na slici 8.

Uzorak B i kontrolni uzorci K-V053 i K-V033 pokazuju blagi porast udjela suhe tvari tijekom
skladistenja, dok se u uzorku A smanjuje udio suhe tvari tijekom tog razdoblja. Vidljivo je da
uzorci A i B imaju veci udio suhe tvari (od 34,40 do 38,90 %) u usporedbi s kontrolnim uzorcima

(oko 26 %), Sto se pripisuje dodacima brasna sjemenki rogaca, ksantan gume, inulina, guar
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gume i saharoze.
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Slika 8. Prosjec¢ni udjeli suhe tvari svih uzoraka nakon 1. i 21. dana skladistenja (A — 1 %
brasno sjemenki rogaca, 0,5 % guar guma, 3 % saharoza, B — 1 % ksantan, 0,5 % inulin,3 %
saharoza, K-V033 — bez dodataka, K-V053 — bez dodataka)

Rezultati prethodnih istrazivanja o fermentiranim biljnim napitcima vrlo su raznoliki. Zhao i
sur. (2021), uocili su znaCajne razlike u udjelu suhe tvari medu razliitim formulacijama
fermentiranih bademovih napitaka s rasponom od 10 do 15 %. S druge strane, rezultati
istrazivanja Kholy i sur. (2015) pokazuju da se ukupni sadrzaj suhe tvari kretao oko 20 % u
jogurtu s dodanim braSnom sjemenki rogaca te sirupom od rogaca. U istrazivanju koje su proveli
Devnani i sur. (2022) na komercijalno dostupnim fermentiranim bademovim napitcima, udio
suhe tvari bio je u rasponu od 14,9 % do 21,5 %. Nadalje, Ajogun i sur. (2023) odredivali su
udio suhe tvari u kokosovom napitku koji je iznosio 28,9 %. Udjeli suhe tvari u dosada$njim
istraZivanjima i u ovom radu ne mogu se usporedivati, buduéi da su rezultati temeljeni na
razli¢itim formulacijama. Razlika u formulacijama pojedinih uzoraka moze dovesti do varijacija

u udjelu suhe tvari, §to otezava direkinu usporedbu rezultata.

4.4. ODREDIVANJE UDJELA MINERALNIH TVARI (PEPELA)

Mineralni ostatak, odnosno pepeo, nastaje spaljivanjem uzorka te je odreden nakon 1. i 21.
dana skladiStenja, a rezultati su grafi¢ki prikazani na slici 9. Prvog dana skladiStenja, najveci
udio mineralnih tvari zabiljezen je u uzorku B (0,24 %), dok je najmanji udio bio prisutan u
kontrolnom uzorku K-V053 (0,15 %). Analizom prikazanih rezultata, primijec¢en je blagi pad

udjela mineralnih tvari tijekom skladistenja u uzorku B te kontrolnim uzorcima K-V033 i K-V053,
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dok je udio mineralnih tvari u uzorku A bio konstantan. Takoder, oba kontrolna uzorka pokazuju
nizi udio mineralnih tvari u usporedbi s uzorcima A i B, koji sadrze dodatke. U istrazivanju koje
su proveli Bernat i sur. (2015), udio mineralnih tvari fermentiranog bademovog napitka s
dodatkom probioti¢kih bakterija iznosio je 0,33 %, Sto je nesto viSa vrijednost u odnosu na
vrijednosti dobivene u ovom radu. S druge strane, Shii sur. (2020) odredivali su udio mineralnih
tvari u bademovom napitku koji je iznosio 0,21 %, $to je u skladu s rezultatima dobivenim u

ovom istrazivanju.

0,20
m1.dan
21.dan
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0,05
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A B
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o
|_\
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Slika 9. Prosjec¢ni udjeli mineralnih tvari svih uzoraka 1. i 21. dana hladnog skladistenja (A — 1
% brasno sjemenki rogaca, 0,5 % guar guma, 3 % saharoza, B — 1 % ksantan, 0,5 % inulin,3
% saharoza, K-V033 — bez dodataka, K-V053 — bez dodataka)

4.5. ODREPIVANJE REOLOSKIH SVOJSTAVA

Reoloski parametri mjereni su pri brzinama smicanja: 100, 270, 440, 610, 780, 950, 1120 i
1290 s. Za procjenu reoloskih parametara, izracunate su vrijednosti koeficijenta konzistencije
te indeksa te€enja (n).

Za razliku od newtonskih tekuéina, &ija viskoznost ostaje konstantna kod odredene
temperature i tlaka u skladu s Newtonovim zakonom, mnogi prehrambeni proizvodi ponaSaju
se poput nenewtonskih tekucina. To znali da veza izmedu smi¢nog naprezanja i brzine
smicanja nije linearna te da se njihova viskoznost mijenja s promjenom brzine smicanja (Lelas,
2006). Na slici 10 a—d prikazana je ovisnost prividne viskoznosti o smi¢noj brzini te je vidljivo

da su fermentirani bademovi napitci proizvedeni u ovom radu takoder nenewtonske tekucine.
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Slika 10. Ovisnost prividne viskoznosti (n, Pas) o brzini smicanja (D, s™) uzorka A (a), uzorka
B (b), uzorka K-V053 (c) te uzorka K-V033 (d) tijekom 21 dana hladnog skladistenja

Iz grafova na slici 10 a) i b), koji prikazuju uzorke A i B, vidljivo je da prividna viskoznost
pada s povecanjem brzine smicanja. Takoder, vrijednost indeksa te€enja uzoraka A i B je manja
od 1. Ovo svojstvo karakteristiéno je za pseudoplastiéne sustave. Najveli pad prividne
viskoznosti uo€en je na pocetku mjerenja pri prijelazu s najmanjih brzina smicanja na vecée
brzine. Pseudoplastitno ponasanje karakterizirano padom prividne viskoznosti s porastom
brzine smicanja, zabiljeZili su i Grasso i sur. (2020) u svom istrazivanju fermentiranih biljnih
napitaka. Zhao i sur. (2021) su takoder primijetili smanjenje viskoznosti s porastom brzine
smicanja. Suprotno tome, iz grafova na slici 10 c) i d), koji prikazuju kontrolne uzorke, vidljivo
je da im prividna viskoznost raste s poveéanjem brzine smicanja. Takoder, vrijednost indeksa
teCenja im je veca od 1, Sto je karakteristika dilatantnih sustava.

U tablicama 7, 8, 91 10 prikazane su vrijednosti prividne viskoznosti (4, mPas), koeficijenta
konzistencije (mPas), indeksa teCenja te koeficijenta regresije. Prikazana je prividna viskoznost
pri brzini smicanja 1290 s, osim kod uzorka A gdje je najveca postignuta brzina smicanja 610
s™1. Pocetna prividna viskoznost uzorka A iznosi 208 mPas te se 14. dan smanjuje na 168
mPas, nakon €ega lagano raste na 197 mPas do 21. dana. Koeficijent konzistencije takoder
pada tijekom prvih 14 dana s poc€etnih 14,97 mPas na 10,62 mPas, a zatim se povecava na
13,78 mPas do 21. dana. Indeks tec¢enja je stabilan oko 0,30, dok koeficijent regresije (R?)
pokazuje visoku linearnost (od 1,0000 na 1. dan do 0,9997 na 21. dan). Uzorak B pokazuje
postupno povecanje prividne viskoznosti s 28 mPas na 35 mPas tijekom 21 dana skladistenja.
Koeficijent konzistencije varira tijekom skladiStenja. S poCetnih 7,27 mPas, 21. dan pada na

6,87 mPas. Indeks tecenja ostaje u rasponu od 0,20 do 0,23, dok koeficijent regresije (R?)
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ostaje visok, iznad 0,98. Kontrolni uzorci K-V053 i K-V033 pokazuju konstantno nisku prividnu
viskoznost (7-8 mPas) i niski koeficijent konzistencije u rasponu od 0,0006 do 0,00020 mPas.
Indeks tecenja krece se izmedu 1,17 i 1,35, a koeficijent regresije (R?) je visok, $to ukazuje na

dobru linearnost mjerenja.

Tablica 7. Prikaz srednjih vrijednosti reoloskih parametara uzoraka nakon 1. dana hladnog
skladistenja (A — 1 % bradno sjemenki rogaca, 0,5 % guar guma, 3 % saharoza, B — 1 %
ksantan, 0,5 % inulin, 3 % saharoza, K-V033 — bez dodataka, K-V053 — bez dodataka)

Prividna Koeficijent Koeficijent
_ _ - Indeks .
Uzorak viskoznost konzistencije L regresije, R?
teCenja, n
mPas mPas
A 208 14,97 0,30 1,0000
B 28 7,27 0,22 0,9833
K-V053 8 0,0011 1,27 0,9996
K-V033 8 0,0022 1,17 0,9913

Tablica 8. Prikaz srednjih vrijednosti reoloskih parametara uzoraka nakon 7. dana hladnog
skladistenja (A — 1 % bradno sjemenki rogaca, 0,5 % guar guma, 3 % saharoza, B — 1 %
ksantan, 0,5 % inulin, 3 % saharoza, K-V033 — bez dodataka, K-V053 — bez dodataka)

Prividna Koeficijent - Koeficijent
ndeks
Uzorak viskoznost konzistencije L regresije, R?
teCenja, n
mPas mPas
A 154 13,33 0,30 0,9997
B 32 9,19 0,20 0,9135
K-V053 8 0,0008 1,30 0,9997
K-V033 7 0,0008 1,29 0,9809

Tablica 9. Prikaz srednijih vrijednosti reoloskih parametara uzoraka nakon 14. dana hladnog
skladistenja (A — 1 % brasno sjemenki rogaca, 0,5 % guar guma, 3 % saharoza, B — 1 %
ksantan, 0,5 % inulin, 3 % saharoza, K-V033 — bez dodataka, K-V053 — bez dodataka)

Prividna Koeficijent Koeficijent
_ . B Indeks -
Uzorak viskoznost konzistencije L regresije, R?
tecenja, n
mPas mPas
A 136 10,62 0,32 0,9960
B 35 8,19 0,23 0,9831
K-V053 7 0,0007 1,32 0,9996
K-V033 7 0,0006 1,35 0,9988
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Tablica 10. Prikaz srednijih vrijednosti reoloskih parametara uzoraka nakon 21. dana hladnog
skladistenja (A — 1 % brasno sjemenki rogaca, 0,5 % guar guma, 3 % saharoza, B — 1 %
ksantan, 0,5 % inulin, 3 % saharoza, K-V033 — bez dodataka, K-V053 — bez dodataka)

Prividna Koeficijent —— Koeficijent
ndeks
Uzorak viskoznost konzistencije L regresije, R?
teCenja, n
mPas mPas
A 197 13,78 0,30 0,9999
B 35 6,87 0,26 0,9967
K-V053 7 0,0009 1,29 0,9997
K-V033 7 0,0020 1,18 0,9947

Rezultati pokazuju da dodaci brasna sjemenki roga¢a i guar gume (uzorak A) znacajno
povecavaju viskoznost u odnosu na kontrolne uzorke (bez dodataka), dok ksantan i inulin
(uzorak B) takoder povec¢avaju viskoznost, ali u manjoj mjeri. Uzorci bez dodataka (K-V053 i K-
V033) imaju najnizu viskoznost. Nedostatak stabilizatora razlog je najnizih viskoznosti
kontrolnim uzorcima, $to je rezultiralo vidljivim odvajanjem faza zbog njihove niske sposobnosti
zadrzavanja vode. Froiio i sur. (2020) su zakljucili da bradno sjemenki roga¢a poti¢e formiranje
trodimenzionalne mreze, podrzava strukturu fermentiranog biljnog napitka i sprijeCava njegovu
destabilizaciju. Nadalje, Zhao i sur. (2022) zaklju€ili su da veca viskoznost moze biti povezana
s vec¢im udjelom suhe tvari u uzorku, $to se moze primijeniti i na ovo istraZivanje gdje su uzorci
A i B imali veéi udio suhe tvari u odnosu na kontrolne uzorke. Opéenito, povecana viskoznost
mlije¢nih jogurta i fermentiranih biljnih napitaka dovodi do poboljSanja gustoée, glatkoce,

premaza u ustima i okusa, $to pozitivno utje€e na percepciju proizvoda. (Devnani i sur., 2022)

4.6. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

Broj mikroorganizama odreden je indirektnim brojanjem kolonija naraslih iz uzoraka
fermentiranih bademovih napitaka nacijepljenih na odgovarajuée hranjive podloge. Odredivala
se prisutnost kvasaca i plijesni, koliformnih bakterije (enterobakterija), aerobnih mezofilnih
bakterija te bakterija mlije€ne kiseline.

Kvasce karakterizira otpornost na niske temperature i niski pH te moguc¢nost proizvodnje
velike koli€ine enzima i vitamina B skupine. Plijesni imaju sposobnost razgradnje ugljikohidrata,
masti i odredenih proteina, preferirajuci pritom vlaznu i kiselu sredinu. Koliformne bakterije,
odnosno enterobakterije, smatraju se nezeljenim mikroorganizmima u prehrambenim
proizvodima. Njihovo prisustvo Cesto ukazuje na nedostatke u procesima proizvodnje i

nepravilne higijenske uvjete (Bozani¢ i sur., 2010). Namirnice koje su kontaminirane ovim
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bakterijama smatraju se neprikladnima za konzumaciju zbog rizika za zdravlje. Rezultati
mikrobioloSke analize prikazani su u tablici 11.

Tablica 11. Prosjecne vrijednosti (log CFU/mL) parametara mikrobioloskih analiza uzoraka
tijekom 21 dana hladnog skladistenja (A — 1 % bradno sjemenki rogaca, 0,5 % guar guma, 3
% saharoza, B — 1 % ksantan, 0,5 % inulin, 3 % saharoza, K-V033 — bez dodataka, K-V053 —

bez dodataka)

Dani A B K-V053 K-V033
Enterobakterije
1. dan 3,42+0,06 nebrojivo 2,60£1,63 0,74+0,17
7. dan 3,00£2,33 5,98+0,00 1,88+0,81 1,19+0,44
14. dan 2,40+0,12 6,84+0,01 0,74+0,74 0,65+0,67
21. dan 2,27+0,19 4,81+0,14 0,78+0,76 0,00+0,21
Ukupan broj bakterija
1. dan nebrojivo nebrojivo 3,52+1,58 1,48+1,26
7. dan 6,80+0,00 6,69+0,01 4,70+0,84 4,56+1,44
14. dan 6,19+0,06 7,12+0,00 5,24+0,32 4,78+0,86
21. dan 5,70+0,12 5,30+0,12 5,7240,29 4,43+3,35
Bakterije mlijecne kiseline
1. dan 4,26+0,10 3,81+0,05 4,89+3,33 1,91+0,44
7. dan 5,53+0,01 3,85+0,09 5,35+0,18 1,87+0,04
14. dan 5,86+0,09 3,55+0,11 5,37+0,02 1,64+1,37
21. dan 5,58+0,18 3,01+0,12 5,40£1,25 1,39+0,42
Kvasci i plijesni
1. dan nebrojivo nebrojivo 2,40+£1,91 3,36+2,59
7. dan 6,18+4,58 6,27+0,11 0,30+0,00 1,67+1,40
14. dan 0,00+0,00 6,41+0,05 0,00+0,00 0,00+0,00
21. dan 2,31+0,04 2,78+0,04 0,00+0,00 1,18+1,04

Tijekom razdoblja hladnog skladiStenja u kontrolnom uzorku K-V053 primijecen je trend
smanjenja broja kvasaca i plijesni, Sto rezultira njihovim potpunim odsustvom nakon 14. dana
skladiStenja. Kontrolni uzorak K-V033, takoder biljezi kontinuirano smanjenje broja kvasaca i
plijesni do 14. dana, kada nisu vise prisutni, medutim 21. dan broj kvasaca i plijesni iznosi 1,18
log CFU mL™. Uzrok odsustva kvasaca i plijesni 14. dan skladistenja je najvjerojatnije prevruca
hranjiva podloga koja se izlijevala u Petrijeve zdjelice. Uzorci A i B pokazali su visok stupanj
kontaminacije kvascima i plijesnima na pocCetku skladiStenja, no daljnjim skladiStenjem
zabiljezeno je postupno smanjenje njihovog broja. Broj enterobakterija se u uzorcima A, K-V053

i K-V033 smanjivao s vremenom, iako je u svim uzorcima, osim u uzorku K-V033, bio iznad
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maksimalne preporucene vrijednosti prema Vodi¢u za mikrobioloSke kriterije (2009). Uzorak B,
na poCetku skladistenja, imao je najveéi broj enterobakterija, koje nije bilo moguée izbrojati.
Daljnjim skladistenjem broj enterobakterija bio je i dalje vrlo visok. Ukupan broj aerobnih
mezofilnih bakterija u kontrolnim uzorcima, K-V053 i K-V033, se tijekom perioda skladistenja
povecéavao. Nasuprot tome, uzorci A i B imali su prisutan velik broj aerobnih mezofilnih bakterija
prvi dan skladistenja, koji se smanijivao tijekom vremena skladiStenja. Ahmed i Jassem (2022)
takoder su zabiljeZili smanjenje ukupnog broja bakterija u uzorku fermentiranog bademovog
napitka tijekom skladiStenja zakljuCivSi da je to posljedica nakupljanja sekundarnih metabolita
koje proizvode bakterija, a koji imaju inhibicijski u€inak na rast bakterija, kao i povecanje
kiselosti napitka.

Kod uzoraka A i K-V053 primijecen je porast broja bakterija mlijeCne kiseline, dok uzorci B
i K-V033 pokazuju suprotan trend tijekom skladiStenja. Kholy i sur. (2015) navode da dodaci
poput brasna sjemenki rogaca pruzaju zastitu bakterijama mlije¢ne kiseline, potiCuéi njihovo
prezivljavanje, Sto se slaze s rezultatima dobivenima u ovom radu. Ahmed i Jassem (2022) su
takoder uodili blagi porast bakterija mlijeCne kiseline u fermentiranim bademovim napitcima
tijekom 14 dana skladistenja, $to se moze objasniti aktivho$éu stanica i dostupnosc¢u potrebnih
hranjivih tvari, kao i odsutno§¢u metabolic¢kih produkata koji bi mogli ograniciti rast bakterija

Razlike u rezultatima s ostalim istrazivanja mogu biti posljedica razli¢ite starter kulture,
temperature inkubacije i mikroorganizama prisutnih u kombinaciji kultura, nacina proizvodnje i
medija koriStenih za odredivanje broja mikroorganizama (Uzuner i sur., 2016), ali i
kontaminacija dodacima, kontaminacija pribora tijekom pripreme uzoraka te nedovoljno strog
rezim pasterizacije. Buduci da je za pripremu uzoraka koriSten sterilan pribor i da je bademov
napitak kupljen u maloprodaji te uzimajuci u obzir €injenicu da su oba kontrolna uzorka (bez
dodataka) imala prihvatljivu mikrobioloSku kvalitetu, uzrok loSijoj mikrobioloSkoj kvaliteti
napitaka A i B je vjerojatno kontaminacija koristenih dodataka. Stoga bi, kako bi se osigurala

sigurnost i kvaliteta proizvoda, bilo nuzno provesti rezim pasterizacije pri viSim temperaturama.

4.7. ODREDIVANJE UKUPNIH UGLJIKOHIDRATA

Odredivanje udjela ukupnih ugljikohidrata provedeno je 1. i 21. dan skladistenja. Prema
rezultatima prikazanima u tablici 12 vidljivo je da uzorci A i B pokazuju smanjenje udjela

ugljikohidrata, odnosno ukupnog inverta, tijekom skladistenja.
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Tablica 12. Udjeli ukupnog invertnog Seéera fermentiranih bademovih napitaka 1. i 21. dan (A
— 1 % bradno sjemenki rogaca, 0,5 % guar guma, 3 % saharoza, B — 1 % ksantan, 0,5 %
inulin, 3 % saharoza, K-V033 — bez dodataka, K-V053 — bez dodataka)

Oznaka Masa
_ Ukupan
uzorka (dan invertnog ) X (%)
o . invert (%)
skladiStenja) Secera (mg)

2,90 2,9
A (1) 2,8+0,08
2,75 2,8
2,60 2,6
A (21) 2,5+0,05
2,50 2,5
2,90 2,9
B (1) 3,2+0,40
3,50 3,5
3,40 3,4
B (21) 3,1+0,33
2,90 2,9
/* <2 /
K-33 (1)
/* <2 /
/* <2 /
K-33 (21)
/* <2 /
/* <2 /
K-53 (1)
/* <2 /
/* <2 /
K-53 (2)
/* <2 /

gdje je X srednja vrijednost ukupnog inverta

Kod uzorka A udio ugljikohidrata se smanijio s pocetnih 2,8 % na 2,5 %, dok se kod uzorka
B smanjuje s 3,2 % na 3,1 %. Smanjenje udjela ugljikohidrata tijekom skladistenja je i o€ekivano
buduci da ih bakterije mlije€ne kiseline, ali i ostali prisutni mikroorganizmi koriste kao supstrat.
Razlika u potroSenoj koli€ini otopine natrijevog tiosulfata izmedu slijepe probe i kontrolnih
uzoraka bila je manja od 1 mL Sto znaci da je udio ugljikohidrata u kontrolnim uzorcima manji
od 2 % tijekom skladiStenja. Uzorak B, koji sadrzi ksantan gumu i inulin, ima veci udio
ugljikohidrata. Ovo je u skladu s istrazivanjem koje su proveli Makras i sur. (2005), gdje su
primijetili da samo neki laktobacili mogu koristiti fruktane poput inulina kao izvor ugljikohidrata.
Kao rezultat, vec¢ina dodanog inulina ostaje netaknuta u proizvodu, omogucavajuéi ciljanim
potroSaCima fermentiranog proizvoda da iskoriste zdravstvene prednosti koje ovaj prebiotik
pruza.

U istrazivanju Oral i sur. (2022) o fermentiranim bademovim napicima s dodatkom saharoze

ili maltoze takoder je primijeCeno smanjenje udjela ugljikohidrata tijekom skladistenja. Uzorak

40



fermentiranog bademovog napitka s 1 % saharoze pokazuje smanjenje udjela ugljikohidrata s
1,14 % na 0,8 %, Sto je neSto nizi udio ugljikohidrata u usporedbi s uzorcima A i B u ovom
istrazivanju, a moze se pripisati manjoj koli¢ini dodane saharoze u njihovom istrazivanju.
Kontrolni uzorci takoder pokazuju udio ugljikohidrata manji od 2 %. Zhao i sur. (2021) istrazivali
su udio ugljikohidrata u fermentiranim bademovim napitcima s razli¢itim udjelima dodane masti,
proteina i Secera. Uzorak u kojem je dodano 3 % Selera sadrzavao je 2,97 % ukupnih

ugljikohidrata, sto je u skladu s rezultatima dobivenima u ovom istraZivanju.

4.8. ODREDIVANJE BOJE

Odredivanje boje je klju¢no za proizvodnju hrane jer boja utjeCe na prihvatljivost, sigurnost
i senzorska svojstva proizvoda kod potro$aca, posebno kada je rije¢ o fermentiranom napitku,
gdje je boja vazna vizualna karakteristika i podloZna je promjenama tijekom skladidtenja (Zhao
i sur., 2021; Pachekrepapol i sur., 2021). U tablici 13 prikazane su promjene parametara boje
(L*, a*, b*) te ukupna razlika obojenosti (AE*) uzoraka fermentiranog bademovog napitka,
nakon 1. i 21. dana skladiStenja. Parametri L*, a* i b* koriste se za kvantificiranje boje, dok AE*
pokazuje ukupnu promjenu boje u odnosu na kontrolne uzorke. Ove informacije vazne su za

procjenu kvalitete i prihvatljivosti proizvoda tijekom skladistenja.

Tablica 13. Prosjecne vrijednosti L* a* b* fermentiranih bademovih napitaka 1. i 21. dan
skladistenja (A — 1 % brasno sjemenki rogaca, 0,5 % guar guma, 3 % saharoza, B —1 %
ksantan, 0,5 % inulin, 3 % saharoza, K-V033 — bez dodataka, K-V053 — bez dodataka)

Uzorak = il o al
1. dan
K-53 42,02+0,64 0,80+0,09 3,9940,85 /
K-33 42,97+0,11 1,36+0,09 6,11+1,56 /
A 54,75+1,69 1,61+0,01 7,55+0,66 8,71
B 74,35+0,04 0,16+0,01 7,40+0,04 1,29
21. dan
K-53 42,42+1,46 0,76+0,00 2,82+0,26 /
K-33 40,86+0,87 1,28+0,11 6,66+0,44 /
A 53,36+0,57 1,87+0,03 7,63+0,09 11,99
B 73,62+0,13 0,20+0,00 7,63+0,04 32,80

Parametar L* oznaCava svjetlinu u rasponu od 0 (crna boja) do 100 (bijela boja). Vrijednosti

parametra L* za kontrolne uzorke kretale su se od 40,86 do 42,97, dok je uzorak A imao
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vrijednost parametra L* u rasponu od 53,36 do 54,75, a uzorak B u rasponu od 73,62 do 74,35.
Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti da su kontrolni uzorci tamniji od uzoraka A i B.
Uzorak B ima znacajno visu vrijednost parametra L* u usporedbi s drugim ispitivanim uzorcima,
Sto ukazuje na svjetliju boju uzorka. Vrijednosti parametra a* variraju od 0,16 do 1,87, §to
ukazuje na veéi udio crvenog pigmenta u svim uzorcima u odnosu na zeleni pigment, dok su
vrijednosti parametra b* u rasponu od 2,82 do 7,63, $to ukazuje na veéi udio zutog pigmenta u
svim uzorcima u odnosu na plavi pigment. Usporedujuéi vrijednosti parametara L*, a*, b*
uzoraka A i B, vidljivo je da je uzorak A tamniji i ima veéi udio crvenog pigmenta, dok im je udio
Zutog pigmenta podjednak, to se moze pripisati prisutnosti brasna sjemenki rogaca.

Analizom dobivenih rezultata utvrdeno je da uzorak B 1. dan skladiStenja ima malu razliku
u promjeni boje u odnosu na kontrolni uzorak, dok 21. dan skladiStenja pokazuje vrlo veliku
razliku. S druge strane, uzorak A 1. dan skladistenja ima veliku razliku u promjeni boje u odnosu
na kontrolni uzorak, dok 21. dan skladidtenja ima vrlo veliku razliku, $to se moze povezati s
prisutno$¢u brasna sjemenki rogaca.

U istrazivanju koje su proveli Zhao i sur. (2021) na fermentiranom bademovom napitku s
razli¢itim udjelom masti, proteina i Se¢era, odredili su L* vrijednosti u rasponu od 71,41 do
81,93, a* vrijednost u rasponu od -1,03 do 1,22 te b* vrijednost u rasponu od 7,46 do 13,07.
Ovi rezultati pokazuju da uzorci u ovom radu imaju nize vrijednosti L* i b* (iako u uzorcima u
oba istrazivanja prevladava zuti pigment), dok su vrijednosti a* sli¢ne ili nesto vece u usporedbi

s istrazivanjem Zhao i sur. (2021).

4.9. ODREDIVANJE KAPACITETA ZADRZAVANJA VODE | SINEREZE

Kapacitet zadrzavanja vode (WHC) i sinereza su vazni parametri kvalitete fermentiranog
proizvoda. Odredivanjem sinereze utvrduje se koli€ina izdvojene vode na povrSini
fermentiranog proizvoda, dok kapacitet zadrzavanja vode pokazuje sposobnost zadrzavanja
vode u strukturi gela fermentiranog proizvoda, $to je kljuéno za njegovu kvalitetu i ima znac¢ajan
utjecaj na prihvatljivost kod potroSa¢a (Zhao i sur., 2021).

Na slici 11 su grafiCki prikazane prosjeCne vrijednosti kapaciteta zadrzavanja vode uzoraka
tijekom 21 dana, izrazene u postotcima. Prisutnost 1 % ksantana i 0,5 % inulina u uzorku B
rezultirala je najve¢im kapacitetom zadrZzavanja vode medu uzorcima, koji je ostao stabilan
tijekom cijelog razdoblja skladiStenja. Kod uzorka A je u prvih 14 dana primijeéen porast
kapaciteta zadrzavanja vode, s 18,23 % na 23,97 %, dok je 21. dan pao na 21,03 %. Suprotno
tome, kontrolni uzorci imali su niski kapacitet zadrzavanja vode, §to je posljedica nedostatka
stabilizatora. Ova pojava naglaSava vaznost stabilizatora u o€uvanju strukture i teksture jogurta.

Barkallah i sur. (2017) navode da prehrambena vlakna mogu zadrzati vodu, $to rezultira
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povecéanjem kapaciteta zadrzavanja vode (WHC) u jogurtu. Zhao i sur. (2021) su zakljucili da
se veci kapacitet zadrzavanja vode moze povezati s ve¢im udjelom suhe tvari, §to se u ovom
radu moze primijetit za uzorak B, koji ima 100 % kapacitet zadrZzavanja vode, te 37 % udjela
suhe tvari. Takoder, kontrolni uzorci koji su imali nizi udio suhe tvari, imaju i nizi kapacitet

zadrzavanja vode.
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Slika 11. Prosjecne vrijednosti kapaciteta zadrzavanja vode (%) svih uzoraka nakon 1., 7.,

14.i 21. dana hladnog skladistenja (A — 1 % brasno sjemenki rogaca, 0,5 % guar guma, 3 %

saharoza, B — 1 % ksantan, 0,5 % inulin, 3 % saharoza, K-V033 — bez dodataka, K-V053 —
bez dodataka)

Sichani i sur. (2014.) su istrazili kako se kapacitet zadrzavanja vode mijenja u nemasnom
jogurtu s razli€itim udjelom brasna sjemenki rogaca. Tijekom razdoblja skladistenja, primijetili
su da je jogurt s dodatkom brasna sjemenki rogac¢a imao veci kapacitet zadrzavanja vode u
usporedbi s kontrolnim uzorkom, koji nije sadrzavao dodatke. Ovi rezultati podudaraju se s
rezultatima dobivenima u ovom radu.

Na slici 12 su prikazani uzorci A i B nakon centrifugiranja, pri Eemu je vidljivo da je u uzorku
A doslo do taloZenja brasna sjemenki rogac¢a. Do taloZenja je moglo doéi jer brasno sjemenki
rogaca pokazuje nisku topljivost pri sobnoj temperaturi te zahtijeva toplinsku obradu kako bi se
postigao najbolji kapacitet zadrzavanja vode. Zagrijavanjem na 80 °C tijekom 30 minuta, brasno
sjemenki roga€a postize topljivost u vodi od priblizno 75-80 % (Barak i Mudgil, 2014).
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Slika 12. Uzorak B (lijevo) i uzorak A (desno) nakon centrifugiranja (vlastita fotografija)

Na slici 13 su graficki prikazane prosje¢ne vrijednosti sinereze svih uzoraka tijekom 21
dana, izraZzene u postotcima. Kontrolni uzorci, K-V053 i K-V033, pokazali su vecu sinerezu
nakon fermentacije i tjekom 21 dana skladiStenja u usporedbi s uzorcima A i B. Uzorak K-V053
pokazao je povecanje sinereze s pocetnih 91,59 % na 97,15 %, kao i uzorak K-V033 cija je
sinereza porasla s 89,36 % na 96,09 %. S druge strane, kod uzorka A primije¢en je pad
vrijednosti sinereze tijekom 14 dana skladistenja, s po€etnih 81,35 % na 75,56 %, dok je 21.
dan primije¢eno neznatno povecanje vrijednosti sinereze na 77,38 %. Nasuprot tome, uzorak

B, nije pokazao sinerezu tijekom skladiStenja, $to ukazuje na njegovu stabilnost tijekom
skladistenja.
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Slika 13. Prosjec¢ne vrijednosti sinereze (%) svih uzoraka nakon 1., 7., 14.i 21. dana hladnog
skladistenja (A — 1 % brasno sjemenki rogaca, 0,5 % guar guma, 3 % saharoza, B — 1 %
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ksantan, 0,5 % inulin, 3 % saharoza, K-V033 — bez dodataka, K-V053 — bez dodataka)

Prema istrazZivanju koje su proveli Sadoud i sur. (2017), primijeCeno je da nemasni jogurt
bez dodataka ima vecu sinerezu u odnosu na nemasni jogurt s dodatkom brasna sjemenki
rogaca, Sto se slaze s rezultatima dobivenima u ovom radu. Suprotno tome, Arab i sur. (2022),
primijetili su da jogurt obogacen braSnom sjemenki roga¢a pokazuje vecéu sinerezu u usporedbi
s kontrolnim jogurtom koji ne sadrzi dodatke. Prema njihovim zaklju¢cima, jogurti s dodacima
su skloniji ve¢oj sinerezi zbog promjena u proteinskoj mrezi, a brasno sjemenki roga¢a ima

manje proteina koji su potrebni za odrzavanje stabilnosti mreze.

4.10. SENZORSKA ANALIZA

Senzorska procjena obuhvaéa razliCite metode testiranja, a postoje tri osnovne vrste
testova — testovi razlika, testovi sklonosti te opisni testovi. Testovi razlika i opisni testovi su
analiticki tip testa te zahtijevaju trenirani panel, dok testovi sklonosti predstavljaju hedonisticki
tip testa i ne zahtijevaju trenirani panel (Markovic i sur., 2017a; Lawles i Heymann, 2010).

Osnovna svrha testova sklonosti je prikupljanje misljenja potroSaca, bez obzira jesu li oni
potencijalni ili stalni kupci. Senzorske procjene od strane potroSaca mogu pruZiti smjernice za
razvoj novih proizvoda. Testovi sklonosti mogu biti kvalitativni ili kvantitativni. Kvalitativni testovi
sklonosti koriste se za mjerenje subjektivnih odgovora potroda¢a na senzorska obiljezja uzorka
putem pojedinacnih intervjua ili malih skupina. S druge strane, kvantitativni testovi sklonosti
koriste se za prikupljanje pojedinacnih odgovora velike skupine potroSafa na pitanja
preferencije i senzorskih obiljezja (Markovic i sur., 2017a). Prema Meilgaardu i sur. (2017),
postoje dva tipa kvantitativnih testova: testovi preferencije i testovi prihvaéanja. Testovi
preferencije koriste se kada proizvodi usporeduju kao poboljSana verzija ili konkurencija, dok
se testovi prihvacanja primjenjuju za odredivanje sklonosti potroSaCa prema proizvodu. U
testovima prihvacanja, uz razne hedonisticke skale koje najbolje prikazuju razinu od
neprihvatljivosti do prihvatljivosti, koriste se i kategorijske i linijske ljestvice te ljestvice procjene
veli€ine.

U ovom istrazivanju provedeno je utvrdivanje prihvatljivosti uzoraka fermentiranog
bademovog napitka s dodatkom saharoze, brasna sjemenki rogaCa i guar gume (A),
fermentiranog bademovog napitka s dodatkom saharoze, ksantana i inulina (B) te dva kontrolna
uzorka (K-V033 i K-V053).

Na temelju podataka dobivenih hedonistickom skalom (tablica 5) izraCunati su osnovni
statistiCki parametri (prosjecna vrijednost (x), standardna devijacija (s) , koeficijent varijabilnosti

(c,,) te postotak nepozeljnosti (N), odnosno pozeljnosti (P) koji su prikazani u tablici 14.
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Tablica 14. Rezultati ocjenjivanja prihvatljivosti fermentiranih bademovih napitaka od strane
potroSaca hedonisti¢kom skalom (A — 1 % brasno sjemenki rogaca, 0,5 % guar guma, 3 %
saharoza, B — 1 % ksantan, 0,5 % inulin, 3 % saharoza, K-V033 — bez dodataka, K-V053 —

bez dodataka)

Oznaka uzoraka

Moguce ocjene K-V033 K-V053 A B
Frekvencija (broj ocjenjivaca)
9 2 3 2 4
8 2 0 10
7 4 8 9 8
6 2 5 11 11
5 12 5 8 4
4 8 5 2 6
3 9 12 2 5
2 6 7 2 1
1 2 2 1 1
n 47 47 47 47
X 4,40 4,47 6,09 5,88
S 1,93 2,18 1,71 1,90
Cv 43,93 % 48,69 % 28,04 % 32,39 %
N 53,19 % 55,32 % 14,89 % 27,66 %
P 46,81 % 44,68 % 85,11 % 72,34 %

n — ukupan broj ispitanika, X - prosje€na vrijednost, s — standardna devijacija, cv — koeficijent
varijabilnosti, N — postotak nepozeljnosti, P — postotak pozeljnosti

Iz dobivenih podataka za izrazavanje prihvatljivosti proizvoda vidljivo je da se prosje¢na
vrijednost ocjene kretala izmedu 4,40 i 6,09, a izraCunati postotak pozeljnosti izmedu 44,68 %
i 85,11 %. Nijedan uzorak se ne smatra prihvatljivim jer imaju prosje¢nu ocjenu manju od 7.
Najvecu ocjenu (X = 6,09) i postotak pozeljnosti (85,11 %) dobio je fermentirani bademov
napitak s dodatkom brasna sjemenki rogaca, guar gume te saharoze, a nesto niZzu ocjenu dobio
je fermentirani bademov napitak s dodatkom ksantana, inulina i saharoze. Kontrolni uzorci
ocijenjeni su znatno niZim ocjenama (oko 4,40) te im je postotak poZeljnosti takoder znatno niZi
od uzoraka A i B, 5to se moZe pripisati tome da ne sadrze dodane zasladivaCe i stabilizatore.

Analiza varijance (tablica 15) pokazuje da postoje statistiCki znaCajne razlike izmedu

ispitivanih uzoraka (izraCunata F vrijednost veca je od grani¢ne vrijednosti o€itane iz statistiCkih
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tablica). Kako bi se utvrdilo koji su uzorci medusobno statisti¢ki razli€iti, proveden je Duncanov
test. Pokazalo se da nema statisticki zna€ajne razlike izmedu dva kontrolna uzorka bez
dodataka, K-V033 i K-V053. Takoder, nema statisticki znacajne razlike izmedu fermentiranog
bademovog napitka s dodatkom brasna sjemenki rogaCa, guar gume i saharoze (A) te
fermentiranog bademovog napitka s dodatkom saharoze, ksantana i inulina (B). Medutim,
postoje statistiCki znacajne razlike izmedu fermentiranog bademovog napitka s dodatkom
saharoze, bradna sjemenki rogaca i guar gume (A) te oba kontrolna uzorka (K-V033 i K-V053),
kao i izmedu fermentiranog bademovog napitka s dodatkom saharoze, ksantana i inulina (B) te
oba kontrolna uzorka (K-V033 i K-V053).

Tablica 15. Analiza varijance podataka iz tablice 14.

. Stupnjevi Prosjeci
Izvor varijance ~ Sume kvadrata F
slobode kvadrata
Izmedu
_ 113,664 3 37,888 9,341
proizvoda
Analiticka
764,287 184 4,056 /
greska
Ukupno 859,951 187 / /

Fo0s (3/184)=2,65

Sveukupno gledano, prihvatljivost fermentiranih bademovih napitaka bez dodataka bila je
najmanja, a prihvatljivost fermentiranih bademovih napitaka s dodacima bila je najveca.
Rezultati ispitivanja pokazali su zainteresiranost potroSac¢a za ovu vrstu proizvoda pa daljnja
ispitivanja treba usmijeriti na poboljSanje kvalitete u smislu senzorskih i mikrobioloSkih

parametara proizvoda.
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. ZAKLJUCCI

Fermentirani bademovi napitci imali su stabilnu pH vrijednost (4,31 - 5,04) tijekom
skladistenja, a uzorak A imao je nize prosjecne pH vrijednosti (4,31 - 4,46) u usporedbi
sa svim ostalim uzorcima.

Uzorci s dodacima imali su veci udio suhe tvari i mineralnih tvari u usporedbi s
kontrolnim uzorcima, $to je vjerojatno posljedica dodatka brasna sjemenki rogaca, guar
gume, ksantana, inulina i saharoze.

Svi fermentirani bademovi napitci su nenewtonske tekucine. Uzorci s dodacima
pokazuju karakteristike pseudoplasti¢nih fluida, a kontrolni uzorci karakteristike
dilatantnih fluida. Takoder, rezultati pokazuju da brasno sjemenki rogaca, ksantan, guar
guma i inulin znac¢ajno povecéavaju viskoznost uzoraka.

Uzorci s dodacima su nakon fermentacije imali nezadovoljavaju¢e mikrobioloSke
parametre u pogledu preporu€enih vrijednosti za enterobakterije, aerobne mezofilne
bakterije te kvasce i plijesni. Stoga bi u daljnjem razvoju recepture trebalo primjenjivati
rezime toplinske obrade na temperaturama vi§im od 72 °C.

Najveci udio ugljikohidrata (3,2 %) imao je uzorak B s dodatkom 1 % ksantana, 0,5 %
inulina i 3 % saharoze, dok su kontrolni uzorci imali udio ugljikohidrata manji od 2 %.
Odredivanjem boje utvrdeno je da su kontrolni uzorci tamniji od uzoraka s dodacima, a
uzorak A s dodatkom 1 % brasna sjemenki rogaca, 0,5 % guar gume i 3 % saharoze
pokazuje veéu razliku u promjeni boje u odnosu na kontrolni uzorak, nego uzorak B.
Najveli kapacitet zadrzavanja vode imao je uzorak B s dodatkom 1 % ksantana, 0,5 %
inulina i 3 % saharoze te nije pokazao sinerezu, dok su kontrolni uzorci imali vecu
sinerezu u usporedbi s uzorcima s dodacima.

Senzorskom analizom utvrdeno je da najbolije prihvaéen uzorak A dobiven
fermentacijom bademovog napitka s dodatkom 1 % brasna sjemenki rogac¢a, 0,5 % guar
gume i 3 % saharoze.

Uzimajuci u obzir sve dobivene rezultate, najveci potencijal za daljnji razvoj pokazao je
uzorak A dobiven fermentacijom bademovog napitka s dodatkom 1 % brasna sjemenki

rogaca, 0,5 % guar gume i 3 % saharoze.
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