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Izvod: Promene komponenata i strukture mleka ispi-
V4 tane su tokom fermentacije koriS¢enjem inokuluma

kombuhe kultivisane na crnom c¢aju zasladenom sa-
harozom u koncentraciji 10%. Fermentacija mleka sa
2,2% mlecne masti izvrSena je na dve razlicite tem-
perature (37°C 1 42°C) i uzorci su analizirani pri sle-
de¢im pH vrednostima: 6,1; 5,8; 5,4; 5,1; 4,8 i 4,6.
Uradeno je odredivanje i identifikacija produkata
fermentacije laktoze kao Sto su: Seceri, organske ki-
seline 1 masne kiseline. Ispitane su teksturalne i reo-
loske karakteristike i mikrostruktura uzoraka. Pored
toga, utvrdene su sli¢nosti 1 razlike uticaja inokuluma
kombuhe na proces fermentacije mleka u poredenju
sa delovanjem jogurtne, odnosno probiotske starter
kulture.

Tokom fermentacije mleka u razli¢itim faza-
ma procesa pri odabranim pH vrednostima na 42°C
transformiSe se 14,6% laktoze odnosno 18,2% na
37°C. Sadrzaj galaktoze i glukoze koje nastaju fer-
mentacijom i hidrolizom laktoze raste izmedu prve i
druge tacke fermentacije (pH=6,07 i pH=5,8). Domi-
nantne organske kiseline tokom fermentacije su L—
mlecna kiselina i sir¢etna kiselina. Nije utvrdena zna-
¢ajna razlika u sadrzaju masnih kiselina tokom fer-
mentacije mleka kombuhom na 37°C i 42°C. Sadrzaj
palmitinske kiseline u mleku i uzorcima tokom fer-
mentacije je najveéi, zatim slede miristinska, stearin-
ska i oleinska kiselina.

Prac¢enjem procesa fermentacije mleka uz pri-
menu kombuhe na 37°C 1 42°C od pocetne pH vred-
nosti 6,07 do zavrSne 4,6, najznacajnije promene
teksturalnih karakteristika (Cvrstoce, konzistencije,
kohezivnosti i indeksa viskoziteta) i reoloskih svoj-
stava zabelezene su izmedu pH=5,4 1 5,1, §to je u ko-
relaciji sa mikrostrukturom dobijenih proizvoda.

Promene viskoziteta u svim fermentisanim
uzorcima pokazuju istu regresionu liniju, sa
razli¢itim koeficijentima i visokom vrednoséu r,
osim uzorka proizvedenog primenom jogurtne
kulture na pH 5,4. Uzorak dobijen koriS¢enjem
inokuluma kombuhe imao je najvete vrednosti
kompleksnog modula, $to je rezultiralo boljim
reoloskim karakteristikama gotovog proizvoda.

Da bi se definisao empirijski model procesa
fermentacije laktoze u mleku delovanjem kombuhe
formulisana su prethodno dva matematicka modela




za kinetiku fermentacije saharoze u tradicionalnom
kombuha napitku (na crnom ¢aju) — jedan koji opisu-
je promenu koncentracije saharoze tokom fermenta-
cije, i drugi koji opisuje brzinu fermentacije. Pro-
mena koncentracije laktoze na ispitivanim tempera-
turama 37°C 1 42°C sastoji se od dve lag faze izmedu
kojih je faza izrazenog pada koncentracije. Krive
zasi¢enja pokazuju sigmoidalnu kinetiku na niZim
koncentracijama laktoze, ukazuju¢i na kompleksni
ne—Michaelis—Mentenov tip kinetike.

Generalno moze se ista¢i da su primenom
inokuluma kombuhe tokom fermentacije mleka u
razli¢itim fazama procesa ustanovljene specificne
promene komponenata i strukture u poredenju sa
efektima delovanja jogurtne odnosno probiotske
starter kulture.
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Abstract: Changes of milk components and structure
AB were examined during fermentation by kombucha

inoculum cultivated on black tea switened with sac-
charose in a concentration of 10%. The fermentation
of milk with 2.2% of milk fat was carried out at two
different temperatures (37°C 1 42°C) and samples
were analyzed at the following pH values: 6.1; 5.8;
5,4; 5.1; 4.8 and 4.6. Determination and identification
of the lactose fermentation products, such as: sugars,
organic acids and fatty acids were carried out. Textu-
ral and rheological characteristics and microstructure
of the samples were investigated. Furthermore, the
effect of kombucha on the milk fermentation process
was compared with the effect of yoghurt and
probiotic starter culture.

During milk fermentation at various stages of
the process 14.6% of lactose content was transformed
at 42°C and 18.2% at 37°C. The galactose and glu-
cose content, which are formed by lactose hydrolyses
and fermentation, increased between first and second
pH point of fermentation (pH = 6.07 and pH = 5.8).
Dominant organic acids during fermentation are L—
lactic acid and acetic acid. There is no significant dif-
ference between samples in fatty acids content during
fermentation on 37°C and 42°C. The level of palmitic
acid in milk and samples was the highest of all fatty
acids, followed by myristic, stearic, and oleic acid.

The most significant changes in textural pro-
perties (firmness, consistency, cohesiveness and vis-
cosity index) and viscosity during milk fermentation
by kombucha at 37°C and 42°C, from the initial pH
value 6.07 to a final 4.6, were recorded between
pH=5.4 and 5.1, which is in correlation with micro-
structure.

Viscosity changes in all samples showed the
same regression line with the different coefficients
and a rather high r* except for the sample produced
with standard yoghurt culture at the pH 5.4. Samples
produced with kombucha had the highest values of
the complex modulus, which indicates better rheolo-
gical characteristics of the final product.

In order to define an empirical model of lacto-
se fermentation process in milk by kombucha, two
mathematical models (one for the change of saccharo-
se concentration, during its fermentation by kombu-
cha, and the other for the rate of the mentioned fer-




mentation) were formulated previously. Change of
lactose concentrations at 37°C and 42°C consists of
two retaining stages and very steep descend in-betwe-
en. Saturation curves show a sigmoidal kinetics at low
lactose concentrations, indicating a complex non—
Michaelis—Menten type kinetics.

Generally it can be concluded that specific
changes in the components and structure of milk by
application of kombucha inoculum during fermenta-
tion at different stages of the process were established
in comparison with the effects of probiotic vs
yoghurt starter culture.
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Doktorska disertacija Katarina Kanuric¢

UVOD

Tehnoloski razvoj i metaboli¢ka aktivnost tradicionalnih i nekonvencionalnih starter kul-
tura omogucili su, na razli¢itim trziStima, postojanje Sirokog asortimana fermentisanih mle¢nih
proizvoda. Visoka nutritivna vrednost, terapeutska svojstva, primena probiotika i prebiotika do-
prinose stalnom povecanju potros$nje fermentisanih mle¢nih napitaka u svetu i kod nas. Rast eko-
nomske vrednosti ovih proizvoda u svetu odraz je prihvacenosti od strane potrosaca. Posebno su
trazeni fermentisani proizvodi koji unapreduju zdravlje zahvaljujuci prisustvu funkcionalnih sas-
tojaka. Osim toga, ovi proizvodi su visoko profitabilni i veoma vazni u industriji mleka Sirom
sveta. Razvojem tehnologije fermentisanih mle¢nih napitaka inovira se i proSiruje asortiman vi-
sokokvalitetne funkcionalne hrane.

Laktoza je dominantni ugljeni hidrat koji se dejstvom starter kultura u tehnologiji fer-
mentisanih mle¢nih proizvoda slozenim biohemijskim procesima transformiSe u dominantno
mlecnu kiselinu (homofermentacija—tipi¢no za jogurt i fermentisane mle¢ne proizvode u tipu jo-
gurta), odnosno pored mlecne kiseline 1 u druge produkte kao Sto su etanol i ugljenik (IV)—oksid
(heterofermentacija—tipicno za kefir i kumis). Laktoza je izvor energije za bakterije u starter kul-
turi, dok je kazein zajedno sa kalcijumom 1 fosforom odgovoran za formiranje strukture gela to-
kom fermentacije. Osnovne karakteristike gela jogurta su odgovarajuca tekstura, viskozitet 1 mik-
rostruktura. Glavne strukturne promene tokom proizvodnje jogurta deSavaju se na kazeinskim
micelama, zbog promene pH vrednosti. Poznato je da kazeinske micele Cine razliCite proteinske
frakcije koje su povezane preko kalcijum—fosfatnih mostova. Tokom fermentacije mleka usled
snizavanja pH vrednosti dolazi do disagregacije kazeinskih micela, pri ¢emu se izdvajaju kalciju-
movi joni, potom se odvija agregacija i formira se trodimenzionalna struktura gela. Na osnovu fi-
zicko—hemijskih promena koje se desavaju tokom acidifikacije, moze da se zakljuci da do nasta-
janja gela dolazi usled agregiranja kazeinskih micela u grozdove i lance, odnosno u trodimenzio-
nalni proteinski matriks.

Sve je veci broj fundamentalnih naucnih istrazivanja o tradicionalnim i novim formama
starter kultura. Poznato je da tip starter kulture odreduje nutritivne, reoloske i senzorne osobine
fermentisanog mle¢nog proizvoda. Detaljno je istrazena uloga jogurtne i probiotske stater kulture
u razvoju brojnih i raznovrsnih fermentisanih mle¢nih proizvoda. Dosadasnja istrazivanja mo-

guénosti primene kombuhe—nekonvencionalnog startera, u tehnologiji fermentisanih mle¢nih
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proizvoda bila su usmerena na ispitivanje tehnoloskih i nutritivnih karakteristika proizvoda. Me-
dutim, efekat kombuha startera na konverziju mleka u gel tokom procesa fermentacije do sada
nije ispitivan. Do nedavno se smatralo da kombuha predstavlja simbiotsku zajednicu bakterija
sir¢etne kiseline i autohtonih vrsta kvasaca. Bakterije uglavnom pripadaju rodovima Acetobacter
1 Gluconobacter. Primarna bakterija u ovoj simbiozi je Acetobacter xylinum. U kulturama kom-
buhe, zavisno od geografskog porekla, identifikovane su razlicite vrste kvasaca iz rodova Pichia,
Zygosaccharomyces, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Saccharomycodes, Brettanomyces,
Torulaspora i Candida. Najnovija istrazivanja potvrduju prisustvo i bakterija mle¢ne kiseline,
roda Lactobacillus u mikrobnim populacijama kombuhe. S obzirom na specificnost kombuhe
kao starter kulture, vazno je da se objasne mehanizmi reakcija tokom procesa fermentacije mleka
koje izazivaju destabilizaciju kazeina i doprinose formiranju stabilne trodimenzionalne strukture
gela optimalnih nutritivnih, reoloskih i senzornih karakteristika.

Stoga je cilj ove disertacije da se ispitaju promene komponenata i strukture mleka tokom
fermentacije dodatkom inokuluma kombuhe i da se definiSe empirijski model transformacije lak-
toze. Na osnovu rezultata dobijenih fermentacijom mleka sa razli¢itim sadrzajem masti i koncen-
tracije i vrste primenjenog inokuluma, za ispitivanje promena komponenata i strukture mleka ko-
riS¢ena je kombuha kultivisana na crnom c¢aju zasladenom saharozom u koncentraciji 10%. Fer-
mentacija mleka sa 2,2% mle¢ne masti izvrSena je na dve razli¢ite temperature (37°C 1 42°C) 1
uzorci su analizirani pri slede¢im pH vrednostima: 6,1; 5,8; 5,4; 5,1; 4,8 1 4,6. Takode, uradena
je determinacija i1 identifikacija produkata fermentacije laktoze kao Sto su: Seceri, organske
kiseline 1 masne kiseline. Pored toga, utvrdene su sli¢nosti i razlike uticaja inokuluma kombuhe
na proces fermentacije mleka u poredenju sa delovanjem jogurtne, odnosno probiotske starter

kulture.
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OPSTI DEO

FERMENTISANI MLECNI PROIZVODI

Prvobitno, primarna funkcija fermentacije bila je produZenje trajnosti mleka. Sa ovim su
dosle brojne prednosti kao $to su poboljsanje ukusa 1 digestibilnosti mleka, kao i proizvodnja $i-
rokog spektra proizvoda. Istorijski posmatrano fermentacija mleka moze da se prati unazad do
oko 10 000 god. p.n.e., kada je ljudski rod prestao samo da sakuplja hranu ve¢ je poceo i da je
proizvodi (Pederson, 1979). Najverovatnije je fermentacija nastala spontano, delovanjem prisut-
ne mikroflore u mleku.

Veliki broj razli¢itih fermentisanih mle¢nih proizvoda (od kojih je najpopularniji jogurt),
za koje postoji oko 400 naziva, proizvodi se Sirom sveta. PotroS$nja ovih proizvoda, po glavi sta-
novnika u svetu, izuzetno je porasla tokom poslednjih nekoliko decenija. Razli¢iti tipovi fermen-
tisanih mle¢nih proizvoda klasifikuju se prema vrsti fermentacije i/ili proizvodnje koja je pove-
zana sa vrstama mikroorganizama koji se pri tome koriste. Postoje brojne podele ovih proizvoda,
od kojih se mnoge, manje ili viSe preklapaju. Tamime i Deeth (1980) predlozili su klasifikaciju
koja razvrstava tipove jogurta u Cetiri kategorije u zavisnosti od njihovih fizickih karakteristika.

Takav pristup moZze se primeniti i na ostale fermentisane mlecne proizvode (tabela 1).

Tabela 1. Klasifikacija proizvoda u tipu jogurta (Tamime, 2006)

Kategorija Fizicke osobine Proizvod
| teCno/viskozno | jogurt (Evrst, tecan, "drinking")
11 polucvrsto koncentrovani
111 ¢vrsto smrznuti jogurt
IV praskasto suSeni (jogurt u prahu)

Klasifikacija fermentisanih mle¢nih proizvoda moze se izvrSiti i prema drugim kriteriju-
mima:
e poreklu sirovine — mleko krave, ovce, koze, bivolice, kamile i dr.;
¢ hemijskom sastavu mleka — punomasno, mleko standardizovano na odredeni pro-
cenat masti, mlacenica;
e nacinu obrade mleka — pasterizovano, homogenizovano ili nehomogenizovano

mleko;
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e vrsti fermentacije — homofermentativna ili heterofermentativna;

e dodacima — proteini, vitamini, mineralne materije, arome, voce, povrée i dr.

Fermentacija mleka podrazumeva konverziju laktoze u mle¢nu kiselinu delovanjem bak-

terija mlecne kiseline. Fermentisani mle¢ni proizvodi dobijaju se fermentacijom mleka korisce-

njem odgovaraju¢ih mikroorganizama (tabela 2). Ovi mikroorganizmi treba da su u proizvodu

prisutni u dovoljnom broju, da budu vijabilni i aktivni.

Tabela 2. Tipovi fermentisanih mle¢nih proizvoda i njihove starter kulture

(Surono 1 Hosono, 2011a)

Proizvod/poreklo Starter kultura
Acidofilno mleko Lactobacillus acidophilus
Biogarde® Streptococcus thermophilus

Lb. acidophilus

Bifidobacterium bifidum
Bioghurt® Sc. thermophilus

Lb. acidophilus
Bifighurt" Bif. bifidum

Sc. thermophilus
Mlacenica (Bugarska) Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

Mlacenica (kultivisana)

Komercijalna starter kultura ili kombinacija: Lactococcus lactis subsp.
lactis, Lc. lactis subsp. cremoris, citratno—pozitivne Lc. lactis, i Leuco-
nostoc mesenteroides subsp. cremoris

Cultura

Lb. acidophilus
Bif. bifidum

Cultured cream

Kao za kultivisanu mlaéenicu, ali najée$cée bez Leuconostoc spp.

Dahi

Sc. thermophilus

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ili

Le. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris, citratno—pozitivne
Lc. lactis (krajnji izbor zavisi od zemlje u kojoj se proizvodi)

Dadih

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

Filmjolk

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

Kefir

Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris, citratno—pozitivne
Lc. lactis, Ln. mesenteroides subsp. cremoris, Ln. mesenteroides
subsp. dextranicum, Sc. thermophilus, Lb. delbrueckii subsp. bulga-
ricus, Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb. kefir, Lb. kefiranofaciens,
Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces spp.

Nemacki kefir

Le. lactis subsp. lactis, citratno—pozitivne Lc. lactis subsp. cremoris,
Sc. thermophilus, Lb. acidophilus, Lb. lactis, Lb. brevis, Candida kefyr

(ukljucujuci labneh i slicne proizvode)

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

Tétm;jolk Kao za Filmjolk

Viili Kao za Filmjolk plus Geotrichum candidum

Yakult Lb. casei subsp. casei

Jogurt Sc. thermophilus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
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Pazljiva selekcija mikroorganizama prisutnih u starter kulturi vazna je za formiranje os-
novnih 1 specifi¢nih karakteristika svakog fermentisanog mle¢nog proizvoda uz temperaturu kao
vazan faktor. Tabela 2 pokazuje primere poznatih fermentisanih mle¢nih proizvoda, sa mikro-

organizmima koji se koriste kao starter kulture pri njihovoj proizvodnji.

Starter kulture u proizvodnji fermentisanih mle¢nih proizvoda

Starter kulture su selekcionirani mikroorganizmi izolovani na osnovu razlicitih karakte-
ristika koji slozenim biohemijskim procesima produkuju dominantno mle¢nu kiselinu (homofer-
mentativni oblici — tipi¢no za jogurt i fermentisane mle¢ne proizvode u tipu jogurta) ili pored
mle¢ne kiseline laktozu transformisSu u druge produkte: etanol, ugljen-dioksid (heterofermenta-
tivni tip — tipi¢no za kefir i kumis).

Starter kulture su bile nepoznate do 1878. godine, kada je Joseph Lister izolovao Cistu
kulturu bakterija mlec¢ne kiseline. Po¢etkom XX veka komercijalna proizvodnja i upotreba star-
ter kultura dozivela je ekspanziju.

Savremena proizvodnja kvalitetnih fermentisanih mle¢nih proizvoda zahteva upotrebu
starter kultura koje najcesce sadrze kombinaciju razlicitih vrsta i sojeva mikroorganizama, uglav-
nom bakterija mlec¢ne kiseline. To su prirodni izolati selekcionisani na osnovu fizioloskih karak-
teristika, tj. sposobnosti da stvaraju odredene koli¢ine pozeljnih komponenata (laktata, acetata,
diacetila, acetaldehida, etanola, ugljendioksida), kao i na osnovu rezistentnosti na bakteriofage,
sposobnosti da rastu u medusobnim kombinacijama, a u poslednjih nekoliko godina naglasak je
dat na probiotskim svojstvima (Tamime i Robinson, 2004; Tamime, 2006).

Kada je u pitanju primena starter kultura u prehrambenoj industriji postoje opsti kriteriju-
mi koji se odnose na sigurnost, tehnoloske karakteristike 1 ekonomski aspekt primene (Buchen-

huskes, 1993; Nauth, 2006):

1. sigurnost:

neposedovanje patogene aktivnosti,

odsustvo toksi¢nog delovanja;

2. tehnolo$ke karakteristike:

dominacija u odnosu na spontanu mikrofloru,

otpornost na kontaminaciju u toku tehnoloskog procesa,

stabilna metabolitska aktivnost;
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3. ekonomski aspekt:

primena kulture mora biti rentabilna,
osnovna svojstva se ne smeju menjati u toku roka trajanja,
rukovanje mora biti krajnje jednostavno,

kulture moraju biti smrznute ili liofilizovane.

Poznato je da starter kulture imaju visestruku ulogu u formiranju fizicko—hemijskih i sen-

zornih karakteristika fermentisanih mle¢nih proizvoda:

tokom procesa fermentacije formira se mlecna kiselina koja ima konzervisu¢i efekat i
doprinosi produzetku roka trajanja, tj. produzava trajnost proizvoda;

produkuju se bakteriocini koji takode mogu da imaju konzervisuée delovanje;
poboljsavaju senzorne karakteristike usled produkcije organskih kiselina, karbonilnih
komponenata i delimi¢ne hidrolize proteina i masti;

poboljsavaju reoloska svojstva fermentisanih mlec¢nih proizvoda (viskozitet, cvrstoca i dr.);
doprinose dijetetskim/funkcionalnim i nutritivnim svojstvima fermentisanih mle¢nih

proizvoda, posebno u proizvodima sa probioticima.

Razli¢iti mikroorganizmi (bakterije, kvasci i plesni — pojedinacno ili u odabranim kombi-

nacijama) mogu da se koriste za proizvodnju fermentisanih mle¢nih proizvoda. Vrsta, udeo i od-

nos pojedinih grupa mikroorganizama u starter kulturi utice na proces i tip fermentacije — homo-

ili heterofermentacija.

Tabela 3. Starter kulture koje se primarne koriste za fermentaciju mleka
(Surono i Hosono, 2011b)

Mezofilne

Termofilne

Lactococcus lactis subsp. lactis

Lc. lactis subsp. cremoris

Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
Lactobacillus kefir

Lb. casei

Leuconostoc spp.

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
Streptococcus thermophilus

Lb. helveticus

Lb. acidophilus

Lb. paracasei subsp. paracasei
Bifidobacterium spp.
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Bakterije mlecne kiseline koje se koriste kao starter kulture u odnosu na tolerantnost pre-

ma temperaturi (tabela 3) generalno se dele na:

e mezofilne (optimalna temperatura rasta 20-30°C) — koriste se za proizvodnju

fermentisanih mleka, velikog broja sireva, sirnih namaza, maslaca;

e termofilne (optimalna temperatura rasta 37-45°C) — koriste se za proizvodnju fermen-

tisanih napitaka tipa jogurta 1 nekih sireva.

Mezofilne starter kulture

Mezofilne starter kulture su Siroko rasprostranjene u industriji fermentisanih mle¢nih pro-
izvoda kao $to su "filmjolk" i "lactofil" (u Svedskoj) i "ymer" (u Danskoj). Mezofilna starter kul-
tura gotovo sigurno sadrzi Lactococcus lactis subsp. cremoris, ali ¢e retko ova vrsta biti sama.
Mlaéenica, "langfil", i "villi", koji su popularni u Norveskoj, Svedskoj i Finskoj, pored Lacto-
coccus lactis subsp. cremoris sadrze 1 vrste roda Leuconostoc. Ostali fermentisani mle¢ni pro-

izvodi sa mezofilnim starter kulturama su i kisela pavlaka, kefir i dr.

Termofilne starter kulture

Termofilne starter kulture (tabela 4) koriste se u proizvodnji jogurta i ¢itavog niza proiz-
voda koji se dobijaju delovanjem intestinalnih bakterija, primarno laktobacila i bifidobakterija.
Termofilne starter kulture se dele u dve osnovne grupe, sa nedefinisanim i definisanim vrstama
mikroorganizama u svom sastavu. Primeri definisanih termofilnih starter kultura su: Streptococ-
cus thermophilus i Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, gde su njihov rast i produkcija
mlecne kiseline poboljSani uzajamnim odnosom ove dve vrste; Lb. acidophilus, koristi se u pro-

izvodnji acidofilnog mleka 1 Lb. paracasei subsp. paracesei koristi se u proizvodnji "yakulta".
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Tabela 4. Karakteristike termofilnih starter kultura (Surono i Hosono, 2011b)

Karakteristika | Streptococcus | Lactobacillus | Lactobacillus | Lactobacillus | Bifidobacterium
thermophilus | delbrueckii acidophilus casei bifidum
subsp. subsp.
bulgaricus casei
Oblik celija i Sferican do Stapici sa Stapiéi sa Stapici sa Zakrivljeni Stapici
konfiguracija ovalan, parovi | okruglim okruglim kvadratnim sa racvastim
do dugih krajevima, krajevima, krajevima, krajevima (Y
lanaca pojedinacni, pojedinacni, kratki/dugi oblik); mogu
kratki lanci, parovi, kratki lanci imati viSe grana
metahromatske | lanci, bez
granule metahromatskih
granula
Temperatura
rasta (°C)
Optimum 40-45 40-45 37 37 37
Minimum 20 22 20-22 15-20 22
Maksimum 50 52 45-48 40-45 48
Temperatura
inkubacije (°C) 40-45 42 37 37 37
Toplotna
tolerancija (60°C, ++ +
30 min.)
Izomeri mlecne
Kiseline L(+) L(-) DL L(+) L(+)
Produkcija
mlecne kiseline u 0,6-0,8 1,7-1,8 0,3-2,0 1,2-1,5 0,1-1,4
mleku (%)
Produkcija
sir¢etne kiseline | U tragovima U tragovima + + +++
(%)
Produkcija CO,
Prqteolltlcka 4 + N N 4
aktivnost
Llpolltlcka n N n n "
aktivnost
Citratna
fermentacija
Komponente — . n n -
ukusa/arome
Produkcija
mukopolisaharida * ++ ) * o
Produkcija
hidrogen + + + + +
peroksida
Produkeija U tragovima U tragovi Ut i Ut i
alkohola g govima ragovima ragovima
Tolerancija soli
(% max.) 2,0 2,0 6,5 2,0 2,0




Doktorska disertacija Katarina Kanuric¢

Faktori koji inhibiraju starter kulture

Brojni faktori mogu negativno da uticu na aktivnost starter kultura i dovedu do loSeg kva-
liteta fermentisanog mle¢nog proizvoda. Kad se mlecna kiselina ne produkuje Zeljenom brzinom
1 u potrebnim koli¢inama, starter se naziva "sporim". Sporost u delovanju startera moze biti izaz-
vana genetskim sklopom ili spoljasnjim faktorima. Spoljasn;ji faktori, izmedu ostalog, ukljucuju:
bakteriofage, rezidue antibiotika i agenasa za sanitaciju, inhibitorne supstance prirodno prisutne
u mleku, varijacije u sastavu mleka zbog mastitisa ili sezonskih faktora, i metabolite bakterija
koje izazivaju kvar.

Bakteriofagi su virusi koji napadaju bakterije 1 izazivaju autolizu ¢elije. Nije moguce eli-
minisati ulaz bakteriofaga u mlekaru ali njihov rast moze biti kontrolisan efikasnom sanitacijom.
Generalno, termofilne starter kulture su manje ugrozene od mezofilnih. U proizvodnji jogurta,
fermentacija traje relativno kratko (3—4h). Malo je verovatno da ¢e bakteriofagi simultano delo-
vati na sve komponente starter kulture. U sluc¢aju delovanja bakteriofaga na jednu vrstu u starter
kulturi, produkcija kiseline od strane vrste na koju bakteriofagi ne deluju ¢e se nastaviti uzroku-
ju¢i malo ili nimalo problema u proizvodnji. Mere koje se preduzimaju da bi se minimalizovao
rizik od delovanja faga su: upotreba starter kultura koje sadrze vise vrsta mikroorganizama (me-
Sane kulture), striktno pridrzavanje asepticnih tehnika, i odgovaraju¢i termicki tretman medijuma
za rast startera (npr. na 85°C, 30 min.).

Rezidue antibiotika i agensi za sanitaciju kao §to su kvaternerna amonijumova jedinjenja,
hipohloriti i vodonik—peroksid takode inhibiraju rast starter kultura. Oni mogu kontaminirati
mleko kao rezultat ljudske greSke. Antibiotici se koriste u tretiranju mastitisa dok se deterdzenti 1
dezificijenti koriste za ¢iS¢enje 1 sanitaciju pogona. Starter kulture koje su u upotrebi razlikuju se
prema osetljivosti na ove agense.

Inhibitorne supstance prirodno prisutne u sirovom mleku, kao Sto su laktenini, laktope-
odgovarajué¢im termiCkim tretmanom mleka koji prethodi proizvodnji fermentisanih mle¢nih
proizvoda.

Sezonske varijacije u sastavu mleka rezultiraju u nizem sadrzaju mikronutrienata (ele-
menti u tragovima, neproteinska azotna jedinjenja) i uti¢u na aktivnost starter kultura.

Progresivna inhibicija produkcije kiseline i opadanje stope produkcije kiseline od strane
starter kulture ispitana je u jogurtu proizvedenom uz dodatak saharoze, koja podize osmotski
pritisak u sistemu. Sposobnost produkcije kiseline dejstvom jogurtne starter kulture je sasvim

uobicajeno u sistemu koji sadrzi 4-7% saharoze. Komercijalni starteri koji su relativno osmoto-

9
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lerantni mogu omoguciti visi nivo koriS¢enja saharoze bez kasnjenja u produkciji kiseline tokom

proizvodnje jogurta (Marshall, 1993; Frank i Hassan, 1998).

Formiranje egzopolisaharida

Egzopolisaharidi (EPS) su metaboliti koje izmedu ostalih sintetiSu i1 bakterije mle¢ne
kiseline koji imaju znacajnu ulogu u proizvodnji jogurta, sira, fermentisane pavlake, deserta na
bazi mleka i dr. Analiza strukture ovih jedinjenja kombinovana sa reoloSkim ispitivanjima po-
kazala je da postoje znacajne razlike izmedu EPS u pogledu karakteristika kao §to su: hemijski
sastav, veli¢ina molekula, naelektrisanje, prisustvo boc¢nih lanaca, i krutost molekula. Veoma
vazne karakteristike fermentisanih mlecnih proizvoda za potroSae su Cvrstoca i1 kremasta
struktura. EPS mogu zameniti ulogu stabilizatora i poboljSati teksturu, pre svega povecanjem
viskoziteta krajnjeg proizvoda, kao i vezivanjem vode i interakcijom sa drugim sastojcima
mleka. Kao posledica sinteze EPS smanjuje se sinerezis i poboljSava stabilnost proizvoda. Tako-
de, ne treba zanemariti ni pozitivan efekat koji EPS imaju na zdravlje intestinalnog trakta (Duboc
and Mollet, 2001).

Veliki broj razlicitih egzopolisaharida proizvode bakterije mlecne kiseline koje se koriste
u proizvodnji fermentisanih mle¢nih proizvoda. Polisaharidi se mogu podeliti u dve grupe: ho-
mopolisaharide 1 heteropolisaharide. Homopolisaharidi sastavljeni su od D—glukoze ili D—frukto-
ze a heteropolisaharidi od D—galaktoze i D—glukoze i/ili L-ramnoze. Tokom fermentacije, bakte-
rije mlecne kiseline mogu proizvesti izmedu 50 i 600 mg/L egzopolisaharida, u zavisnosti od
sastava startera i uslova fermentacije (pH, temperatura) (De Vuyst i sar., 2003; Vaningelgem i
sar., 2004).

Bakterije za koje je poznato da sintetiSu EPS su: Streptococcus thermophilus, Lactoba-
cillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. kefiranofaciens, Lb. helveticus, Lb. sake, Lactococcus
lactis subsp. cremoris, Bifidobacterium longum, B. infantis. Neke studije pokazuju da egzopoli-
saharidi imaju probiotska svojstva budu¢i da mogu da doprinesu zdravlju ljudi kao nesvarljivi
sastojci hrane ili zbog dokazane anti—tumorne aktivnosti (Oda 1 sar., 1983). Industrijska vred-
nost egzopolisaharida zavisi od njihove sposobnosti da modifikuju reoloske karakteristike vode-
nih rastvora. Oni se tradicionalno koriste u prehrambenoj industriji kao sredstva za zguSnjavanje,
zeliranje ili stabilizaciju.

Najvaznije funkcije koje se pripisuju egzopolisaharidima su:

e unapredenje adhezije za oralne povrSine i formiranje biofilmova;

10
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e poboljsanje viabilnosti nakon adhezije;

e unapredenje otpornosti nespecificnog imuniteta domacina.

Vrste fermentisanih mle¢nih proizvoda

Fermentisani mlec¢ni proizvodi do sada dostupni na trzi$tu se prema vrsti i sastavu imple-

mentiranog startera mogu sumarno podeliti na:

e proizvode u kojima je zastupljena mlecno kisela fermentacija usled prisustva bakterija
mlec¢ne kiseline (jogurt);

e proizvodi gde fermentaciju mleka izazivaju kvasci i bakterije mlecne kiseline (kefir 1
kumis) 1

® proizvodi u kojima je fermentacija kombinacija plesni i bakterija mle¢ne kiseline

("villi").

Mieéno kisela fermentacija mleka

Mlecno kisela fermentacija mleka u zavisnosti od temperature inkubacije moze biti me-
zofilna (dejstvom mezofilnih starter kultura) i termofilna (dejstvom termofilnih starter kultura).

Kultivisana mlacenica, kisela pavlaka, "lactofil", "filmjolk", nordijska fermentisana mleka,

"ymer", "shrikhand" i "chakka" su proizvodi dobijeni mezofilnom fermentacijom mleka dok su

jogurt, "laban", "zabady", "labneh", "skyr", "yakult", acidofilno mleko i bugarska mlacenica pro-

izvodi dobijeni kao rezultat termofilne fermentacije mleka.

Mezofilna fermentacija

Kultivisana mlacenica

Kultivisana mlac¢enica dobrog kvaliteta ima blago kiseo ukus sa aromati¢nim tonom koji
potice od diacetila i glatku viskoznu teksturu. Bele je boje, bez izdvajanja surutke i ima rok traja-
nja najmanje deset dana na 5°C. Lactococcus lactis subsp. cremoris i Lc. lactis subsp. lactis su
odgovorni za produkciju kiseline, dok su citratno pozitivni sojevi Lc. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis 1 Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris primarni izvori ukusa i arome, zbog

njihove sposobnosti da produkuju diacetil, vaznu isparljivu komponentu koja proizvodu daje

11
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specificnu aromu. Vecina kultivisanih mla¢enica se proizvodi dejstvom meSanih kultura. Fer-

mentacija se odvija na 22°C dok se ne dostigne titraciona kiselost od 0,9%.

Kisela pavlaka

Kisela pavlaka je ekstremno viskozan proizvod sa ukusom i aromom mlacenice. Krajnji
pH pri proizvodnji iznosi 4,5. NajceS¢e ne sadrzi manje od 18% masti. Starter kultura je ista kao

kod kultivisane mlacenice sa dominacijom Lc. lactis. Temperatura inkubacije iznosi 21-24°C.

Nordijska fermentisana mleka

Glavne karakteristike nordijskih fermentisanih mleka su visok viskozitet i tegljiva struk-
tura. One su rezultat snaznog rasta kapsularnih laktokoka prevashodno Lc. lactis subsp. cremo-

ris. Tegljiva struktura je posledica formiranja egzopolisaharida od strane laktokoka.

Termofilna fermentacija

Jogurt

Jogurt je proizvod koji se dobija mlecno kiselom fermentacijom i dejstvom bakterija
Streptococcus thermophilus 1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, iz mleka ili proizvoda
od mleka (pasterizovano mlekao, koncentrovano mleko, pasterizovano delimi¢no obrano mleko,
koncentrovano delimi¢no obrano mleko, pasterizovana pavlaka i kombinacija dva ili viSe napred
navedenih proizvoda sa dodacima ili bez). KarakteriSe ga glatka, viskozna struktura i delikatan
oraSast ukus. Inkubacija se odvija na 42-45°C dok se ne dostigne titraciona kiselost od 0,9-1,2%
(pH oko 4,5).

Prepoznatljiv ukus jogurta se postize uzajamnim odnosom S$tapica i koka a zavisi i od
temperature fermentacije 1 produkcije kiseline. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus pro-
dukuje amino kiseline i peptide koji su neophodni za rast Streptococcus thermophilus, dok folate
produkuje Sc. thermophilus da podrzi rast Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus. Isparljive kompo-
nente arome ukljucuju male koli¢ine siréetne kiseline, diacetila i acetaldehida koje produkuje Lb.

delbrueckii subsp. bulgaricus (slika 1).
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Laktoza Limunska kiselina
Siréetna kiselina
I <
Piruvat CO-
CO, v
Mle&na kiselina \
Acetaldehid
CO,
Diacetil
Aceton Etanol Siréetna kiselina

Slika 1. Sematski prikaz formiranja komponenata arome u jogurtu (Chr. Hansen, 1999).

Jogurt 1 proizvodi u tipu jogurta proizvode se Sirom Mediterana, Azije, Afrike 1 centralne
Evrope. Sinonimi za jogurt i slicne proizvode u razli€itim zemljama prikazani su u tabeli 5.
"Zabady" ili egipatski jogurt se tradicionalno proizvodi od ov¢ijeg mleka. Mleko bizona se ¢esto

koristi u proizvodnji ovih proizvoda, pretezno u kombinaciji sa kravljim mlekom.

Tabela 5. Proizvodi u tipu jogurta u razli¢itim zemljama

(Surono i Hosono, 2011a)

Sinonim Zemlja

Dahi Indija

Dadih Indonezija

Katyk Kazahstan

Leben, leben Irak, Liban, Egipat
Leben, rayeb Saudijska Arabija
Mast Iran, Irak, Avganistan
Matzoon, madzoon Armenija

Roba, rob Egipat, Sudan, Irak
Tarho Madarska

Tiaourti Grcka

Yaourt Rusija, Bugarska

Zabady, zabade

Egipat, Sudan
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Probiotski fermentisani mlecni proizvodi

Inkorporiranjem probiotskih mikroorganizama u startere za fermentaciju ili u ve¢ fermen-
tisano mleko, stvorena je nova vrsta proizvoda koji pokazuju brojna profilakticka i/ili tarapeutska
svojstva (Milanovi¢, 1997). Probiotici su zivi mikroorganizmi izolovani iz humanog intestinal-
nog trakta koji kada se unesu u ljudski organizam putem fermentisanog mlecnog proizvoda u
adekvatnom iznosu doprinose zdravlju istog (FAO/WHO, 2002). Kriterijjume izbora probiotskih
mikroorganizama za komercijalnu proizvodnju fermentisanih mle¢nih proizvoda detaljno su opi-
sali Marshal i Tamime (1997), a neki aspekti ukljucuju: otpornost na zeludac¢nu kiselinu 1 pro-
teoliticke enzime; stabilnost na prili¢no brzu promenu pH vrednosti tokom proizvodnje i tokom
perioda skladiStenja; otpornost prema zu¢nim kiselinama; da ne uti¢u negativno na ukus 1 tekstu-
ru proizvoda. S obzirom da poticu iz humanog probavnog trakta, probiotskim bakterijama mleko
¢esto nije pogodan supstrat za rast, pa su brzina rasta i proizvodnja kiseline veoma spori te se
javlja nepozeljan ukus, kao na primer pri proizvodnji velike koli¢ine siréetne kiseline (Mattila—
Sandholm 1 sar., 2002). Da bi se to izbeglo, probiotske bakterije u komercijalnoj upotrebi cesto
se kombinuju sa tradicionalnim kulturama kao $to je jogurtna ili kulturama za proizvodnju sireva
(Van de Casteele i sar., 2006).

Zdravstveni znacaj probiotskih mikroorganizama se prema literaturnim podacima ogleda
u (Tamime, Robinson, 2004; Tamime, 2006):

e aktivnom delovanju protiv Helicobacter pylori i povecanju digestibilnosti laktoze;

e stimulaciji probavnog imuniteta i crevne peristaltike;

e poboljsanju ravnoteze izmedu mikrobne populacije;

e smanjenju fekalne enzimske aktivnosti i moguénosti rasta Sa/monella spp.;

e prevenciji/tretmanu akutnih, virusnih dijareja, kao i dijareja uzrokovanih antibioticima;
e poboljSanju imuniteta prema razli¢itim bolestima;

e smanjenju povisenog pritiska;

e stabilnosti intestinalne mikroflore;

e snizenju sadrzaja holesterola.

Veoma je znacajno napomenuti da samo svakodnevno konzumiranje moze imati uticaja
na sastav crevne flore jer vijabilnost ¢elija iznosi oko 7 dana nakon kolonizacije (Obradovi¢ i
sar., 2001).

Primeri probiotskih mikroorganizama dati su u tabeli 6. Najces¢e koriS¢eni probiotici su

razli€iti sojevi rodova Lactobacillus i Bifidobacterium (slika 2).
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Tabela 6. Primeri probiotskih mikroorganizama (Milanovi¢, 1997)

Naziv mikroorganizma
Lactobacillus acidophilus Bifidobacterium bifidum
Lactobacillus plantarum Bifidobacterium infantis
Lactobacillus casei Bifidobacterium longum
Lactobacillus casei spp. Bifidobacterium breve
rhamnosus Saccharomyces boulardii
Lactobacillus reuteri Enterococcus faecalis
Lactobacillus fermentum Enterococcus faecium
Lactobacillus lactis spp. lactis
Lactobacillus lactis spp. cremoris

Slika 2. Lactobacillus i Bifidobacterium.

Saccharomyces boulardii (slika 3) je jedina vrsta kvasaca za koju je dokazano da pose-
duje svojstva probiotika. Francuski nau¢nik Anri Boulard ju je izolovao 1923. godine u fran-
cuskoj Indokini. Odlikuje se sposobnos¢u prolaska kroz gastrointestinalni trakt. Temperaturni
optimum je 37°C. Deluje inhibitorno na brojne patogene mikroorganizme. Navedena vrsta nade-
na je u kulturama kombuhe 1 kefira, pa su uc¢injeni prvi pokusaji u pogledu primene ove vrste u
proizvodnji fermentisanih mle¢nih napitaka u zajednici sa bakterijama mlecne kiseline. Iako nije
u stanju da koristi laktozu, Saccharommyces boulardii je koristio prisutne organske kiseline,
galaktozu i glukozu nastalu u toku metabolizma bakterija mle¢ne kiseline. Glavni problem za da-
lju primenu ove vrste predstavlja pojava gasa 1 alkohola, ali istrazivanja treba nastaviti jer se po-

tencijalno mogu dobiti proizvodi sa visokom nutritivnom vredno$¢u (Obradovi€ i sar., 2009).
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Slika 3. Saccharomyces boulardii
(www.optibacprobiotics.co.uk).

Da bi se stimulisao rast i metabolicka aktivnost probiotskih bakterija, fermentisanim
mle¢nim proizvodima se dodaju prebiotici. Danas, koncept prebiotika podrazumeva nevijabilne 1
nesvarljive ingredijente hrane koji stimuliSu crevnu mikrofloru (Aryana i sar., 2007). Prema Ta-
mime (2005) prebiotici su generalno oligosaharidi, polimeri sa dva do dvadeset monomera, koji
povoljno deluju na rast i/ili aktivnost jedne ili viSe bakterijskih vrsta i time stimuliSu humani
imuni sistem da se bori protiv patogenih organizama. U najznacajnije prebiotike ubrajaju se: lak-
tuloza, fruktooligosaharidi, galaktooligosaharidi, ostali nesvarljivi oligosaharidi i1 nesvarljivi
skrob (Gregurek, 2001; Obradovi¢ i sar., 2001). Nedavna istrazivanja pokazala su da suplemen-
tacija obranog mleka inulinom, ¢ak i u malim koncentracijama, znac¢ajno poboljSava rast i viabil-
nost Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus 1 Bifidobacterium lactis u nemasnom
fermentisanom mleku (slika 4) (Oliveira i sar., 2011). Na ovaj nacin, inulin moZe zameniti mast
u nemasnom funkcionalnom mle¢nom proizvodu, dajué¢i mu gotovo identi¢ne senzorne karakte-

ristike (tabela 7) (Akin i sar., 2007; Cruz i sar., 2010).
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Slika 4. Viabilni broj u obranom mleku fermentisanom binarnom ko—kulturom S. thermophylus

sa L. bulgaricus (St-Lb), L. acidophilus (St-La), L. rhamnosus (St-Lr) 1 B. lactis (St-Bl),
nakon jednog dana i sedam dana skladistenja na 4°C. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki

znacajne razlike izmedu vrednosti (p<0,05) (Oliveira i sar., 2011).

Tabela 7. Senzorne karakteristike probiotskog sladoleda® (Akin i sar., 2007)

Uzorci® Boja i izgled Tekstura Aroma i izgled Ukupno
(1-5) (1-5) (1-10) (1-20)
Senzorne karakteristike/rezultati
Al 421+0,026° | 4,43+0,020° | 8,43+0,062¢ | 17,07 +0,069°
A2 4,18 +0,050° | 4,38+0,040° | 845+0,050% | 17,01 +0,123¢
A3 420+0,020° | 4,40+0,056° | 8,50+0,050¢ | 17,10 +0,104°
B1 4,50 +0,030° | 4,53+0,000° | 9,13+0,030* | 18,16 + 0,030
B2 4,45+0,052" | 455+0,017° | 9,10+0,108%° | 17,99 +0,087"
B3 440 +0,070° | 4,40+0,070*° | 9,15+0,026* | 18,10+ 0,144
C1 435+0,070° | 4,56+0,036° | 8,95+0,060° | 17,91+ 0,098°
C2 444 + 0,053 | 4,58 +0,098" | 9,03+0,030° | 18,05+0,111*
C3 4,45+ 0,070 | 4,55+0,020° | 9,00+0,000° | 18,00+ 0,056™

¢ Vrednosti u istoj koloni obeleZene razli¢itim slovima pokazuju statisticki znacajne razlike (p<0,01).
A Srednja vrednost deset panelista.

B Al: 15% $ecera bez inulina; A2: 15% Secera i 1% inulina; A3: 15% Secera 1 2% inulina; B1: 18% Secera bez

inulina; B2: 18% Secera i 1% inulina; B3: 18% Secera i 2% inulina; C1: 21% Secera bez inulina; C2: 21% Secera i
1% inulina; C3: 21% Secera i 2% inulina.
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Acidofilno mleko

Acidofilno mleko je proizvod blagog ukusa, te€ne konzistencije i1 sadrzi 1,5-2% mlecne
kiseline. Fermentacija se odvija dejstvom Lactobacillus acidophilus kao kulture. S obzirom da
ovaj mikroorganizam raste sporo i razlaze laktozu, a pri tome je osetljiv na prisustvo drugih mik-
roorganizama, vr$i se sterilizacija mleka (ili visoka pasterizacija). Fermentacija se odvija na
37°C uz dodatak 2—5% kulture 1 proces traje 8—10h do postizanja pH 4,5. Proizvod se zatim bez
mesSanja puni u ambalazu i cuva na 4-5°C. U toku skladiStenja kiselost proizvoda ne raste, jer se
Lactobacillus acidophilus ne razvija na temperaturama nizim od 5°C. U nekim zemljama, lekari
preporucuju acidofilno mleko pacijentima sa razli¢itim poremecajima gastrointestinalnog trakta

koji ukljucuju konstipaciju, neulcerativni kolitis i dijareu.

Fermentacija kvascima i bakterijama mlecne Kiseline

Kefir

Kefir je poreklom sa Kavkaza. Ovaj penuSavi napitak specificnog ukusa sadrzi 0,9-1,1%
mlecne kiseline 1 0,3—1% alkohola i veoma je popularan u isto¢noj Evropi dok je njegova potros-
nja u drugim delovima sveta ograni¢ena zbog problema sa pakovanjem i distribucijom (ukoliko
nije obezbedena niska temperatura, kvasci prisutni u kefiru ¢e nastaviti da produkuju alkohol 1
ugljen—dioksid tokom skladistenja). Kefir se uobicajeno proizvodi od punomasnog mleka koje se
podvrgava termi¢kom tretmanu na 95°C u trajanju od 5 min. da bi se izvrSila denaturacija protei-
na surutke i time poboljSao viskozitet krajnjeg prozvoda. Takozvana kefirna zrna, mesavina bak-
terija (sircetne 1 mlecne kiseline) i kvasaca okruzeni polisaharidnim matriksom (kefiran), Cine
inokulum. Starter kultura se priprema iz kefirnih zrna, Lactobacillus kefiri, 1 vrste rodova Leuco-
nostoc, Lactococcus 1 Acetobacter rastu u snaznoj medusobnoj povezanosti. Kefirna zrna sadrze
kvasce (Kluyveromyces marxianus) koji fermentisu i koji ne fermentisu laktozu (Saccharomyces
unisporus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces exiguus) (Tamime, 2006).

Kefir se moze smatrati izvorom probiotika jer, pored dobrog nutritivnog sastava povoljno
utiCe na Citav niz zdravstvenih stanja. Postoje brojne studije koje ispituju imunomodulatorni,
anti—neoplasti¢ni 1 digestivni efekat uzrokovan konzumiranjem kefira (Schneedorf i Anfiteatro,
2004). Digestivne benefite kefira istrazivali su Cardoso i sar. (2003) koji su dokazali poboljsanje
peristalticke aktivnosti u intestinalnom traktu pacova tretiranih Se¢ernim kefirom 15 dana. Liu i
sar. (2005) su pokazali da kefir (dobijen iz mleka) poseduje znacajnu DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) radikal skevendzing aktivnost (slika 5). Kefir takode, pokazuje anti—mikrobnu

aktivnost protiv Sirokog spektra bakterija i gljiva. Patogena barijera stvorena od strane kefira
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potvrdena je u vise studija na pili¢ima i ljudima, ukljucujuci rezistentnost na enterohemoragi¢nu
Escherichia coli (Ota, 1999), Helicobacter pylory (Bohmler, 1996) 1 Staphylococcus aureus
(Rodrigues 1 sar., 2005). Stimulacija imunog sistema konzumiranjem kefira i izolacija

sfingomielina iz njegovih lipida takode je demonstrirana (Osada, 1993).
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Slika 5. Efekat vremena fermentacije na DPPH radikal skevendzing aktivnost mleka i
sojinog mleka fermentisanih dejstvom kefirnih zrnaca. MU 1 SU predstavljaju mleko 1 sojino
mleko neinokulisano kefirnim zrncima, respektivno. Vertikalni barovi predstavljaju standardnu
devijaciju svake eksperimentalne tacke. Polozaji oznaceni istim slovima ne pokazuju znacajne
razlike (n=3, p<0,05) (Liu i sar., 2005).

Kumis

Kumis je slican kefiru jer se pri njegovoj proizvodnji pored mle¢ne odvija i alkoholna fer-
mentacija. Tradicionalno se proizvodi od mleka kobile. Ovaj proizvod je rezultat fermentacije
mleka dejstvom Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus i kvasaca koji fermentiSu laktozu kao npr.
Saccharomyces lactis 1 Kluyveromyces marxianus. Ugljen—dioksid je odgovoran za penuSav iz-
gled proizvoda i doprinosi ukusu. Prilikom proizvodnje kumisa povecava se nivo azotnih kom-
ponenata u prvom redu slobodnih esencijalnih amino kiselina §to doprinosi nutritivnoj vrednost
krajnjeg proizvoda. Mikroflora starter kulture kumisa pokazuje bakteriocidno i bakteriostatsko

dejstvo protiv mnogih patogena, kao sto su Escherichia coli, Bacillus cereus i Mycobacterium

spp (Tamime, 2006).
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Plesni u mlecno Kkiseloj fermentaciji

Generalno, fermentisani mle¢ni proizvodi se ne proizvode dejstvom plesni kao kompo-
nentom starter kulture. [zuzetak je finski proizvod "viili". Starter kultura za njegovu proizvodnju
ukljucuje citrat—pozitivne bakterije Lc. lactis 1 Ln. mesenteroides subsp. cremoris, zajedno sa
plesni Geotrichum candidum. Karakteristi¢na tegljiva struktura ovog proizvoda rezultat je formi-

ranja kapsula od strane laktokoka.
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BIOHEMIJSKE TRANSFORMACIJE KOMPONENATA MLEKA
Metabolizam ugljenih hidrata

Laktoza (4-0—p—D—galaktopiranozil-D—glukopiranoza, Ci;2H»20;;) je dominantni ugljeni
hidrat u mleku 1 mle¢nim proizvodima. Ovaj disaharid koji se sastoji od glukoze i galaktoze dejst-
vom starter kultura biva slozenim biohemijskim procesima transformisan dominantno u mle¢nu
kiselinu (homofermentacija—tipi¢no za jogurt i fermentisane mle¢ne proizvode u tipu jogurta) ili
pored mle¢ne kiseline i u druge produkte kao S$to su etanol 1 ugljenik (IV)—oksid
(heterofermentacija—tipicno za kefir i kumis) (slika 6). Laktoza je izvor energije za bakterije u

starter kulturi.

Laktoza

Kvasci ili bakterije
mlecne kiseline

o [}
i I 7
C—C—C_
Pirogrozdana
kiselina
Bakterje mleCne )
kiseline Kvasci
CO,

OH H H
H C‘“-é.‘.““ 4{0 H OH

Biodegradabilna B N E E

plastka H
Mlecna kiselina Etanol
(Brojna primena) (Za pi¢e il industryska)
NH; Acetobacter spp.
2CH,;CH,COOH + CH5COQOH + CO5 + H0 i
Propionska Siréetna ?H pe ] 0
i o v g
kiselina kiselina HaC—GC— c\ H—Cl:—c\
L Tonmg H OH

Amonijum laktat Sircetna kiselina

(Stoéna hrana) (Sirce)

Slika 6. Fermentacioni produkti laktoze (Fuquay i sar., 2011).

Najvaznija aktivnost bakterija mle¢ne kiseline je razgradnja ugljenih hidrata prisutnih u
mleku do mlecne kiseline, u cilju obezbedenja energije neophodne za sintezu biomolekula. Uglje-
nik neophodan za izgradnju biomolekula potic¢e od energetski bogatih ugljenih hidrata i gradivnih
jedinjenja—aminokiselina ili oligopeptida. Bakterije mlecne kiseline ne poseduju enzime potrebne

za proces disanja te stoga ne mogu da vrSe oksidativnu fosforilaciju. Energetske potrebe se, zbog
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toga, zadovoljavaju iz adenozin—trifosfata (ATP) ili njegovih ekvivalenata. Prinos ATP-a kroz
fermentaciju glukoze je znatno manji u odnosu na oksidativnu fosforilaciju tj. potpuno sagorevanje
glukoze. Bakterije ipak odrzavaju visoku stopu prirastaja (> 0,70 h™"), za $ta je neophodan efikasan

sistem za unos Secera kroz ¢elijsku membranu (Tamime, 2006).

Transport ugljenih hidrata i hidroliza

Poznata su dva transportna mehanizma za unos glukoze u unutrasnjost ¢elije. Prvi meha-
nizam je proton—gradijentna permeaza, koji transportuje glukozu kroz ¢elijsku membranu. Nakon
ulaska u ¢eliju dolazi do fosforilacije glukoze (enzim glukokinaza) u glukoza—6—fosfat koja se po-
tom katabolizuje Embden—Meyerhoff—Parnas—ovim (EMP) putem. Glukoza daje dva molekula
ATP-a u svojoj konverziji u piruvat. Proces zahteva odredenu koli¢inu ATP-a radi odrzavanja
protonske pokretacke sile transportnog sistema, kao i za fosforilaciju glukoze.

Drugi mehanizam je manoza—fosfotransferazni sistem (Man—PTS), kojim se glukoza u isto
vreme transportuje u ¢eliju 1 fosforiliSe u glukoza—6—fosfat. Visokoenergetska fosfatna veza potice
od fosfoenolpiruvata (PEP) koji se konvertuje u piruvat. Ovaj mehanizam je energetski povoljniji
od permeaze jer se translokacija i fosforilacija odvijaju na racun energije samo jednog molekula
PEP. Ukupan energetski prinos jednog molekula ekstracelularne glukoze je dva molekula ATP-a.
Isti ovaj mehanizam se koristi za transport manoze i1 drugih Secera. PEP, koji predstavlja supstrat
za enzim piruvat kinazu, znacajan je regulator metabolickog puta jer ucestvuje u fosforilaciji
glukoze uvedene u ¢eliju fosfotransferaznim sistemom (PTS) (slika 7).

Transport laktoze kroz bakterijsku ¢elijsku membranu moze da se odvija na dva nacina:
laktoza—fosfotransferaznim sistemom 1 permeaza sistemom (Tamime, 2006). Pre pocetka
katabolizma laktoze EMP—ovim putem, funkcionalne grupe ugljenih hidrata moraju da produ
nekoliko dodatnih koraka kao $to je prikazano na slici (slika 7).

Brza metabolic¢ka razgradnja ugljenih hidrata od strane mikroorganizama pracena je oslo-
badanjem energije neophodne za rast. Po ulasku u ¢eliju, dolazi do razgradnje laktoze. Putevi raz-
gradnje se razlikuju u zavisnosti od tipa fermentacije (homo-— ili heterofermentacija) i prikazani su

na slici 8 (Tamime, 2006).
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Slika 7. Permeazni i fosfotransferazni sistem za glukozu i laktozu. f—gal, f—galaktozidaza; P—3—
gal, fosfo—P—galaktozidaza; Gal-K, galaktokinaza. Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363
nema gen noSen plazmidom kodiran za laktoza—PTS, ostavljaju¢i samo manje efikasnu permeazu

kao uzimaju¢i sistem (Tamime, 2006; Jensen, 1999).
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Slika 8. Homo— i heterofermentacija laktoze (Tamime, 2006; Jensen, 1999).

Homoliticka fermentacija mleka koris¢enjem Str. thermophilus, Lb. bulgaricus 1 Lb. Aci-
dophilus odvija se EMP katabolizmom glukoze. Nakon ulaska laktoze u ¢eliju fosfoenol-piruvat
zavisnim fosfotransferaznim sistemom, laktoza—6—fosfat se razlaze na galaktozu—6—fosfat i glu-
kozu dejstvom enzima B—D—galaktozidaze. Galaktoza—6—fosfat se dalje transformise tagatoznim
putem u tagatoza—6—fosfat, koji se fosforiliSe u tagatoza—1,6—difosfat, uz utrosak energije jednog
molekula ATP—a. Tagatoza—1,6—difosfat se razlaze na dihidroksiaceton—fosfat i gliceraldehid—3—
fosfat koji imaju mogucénost prelaska jedan u drugi. Gliceraldehid—3—fosfat se dalje metabolizuje
EMP putem, Sto uslovljava prelazak sve vecée koli¢ine dihidroksiaceton—fosfata u gliceraldehid—
3—fosfat. Glukoza, nastala razlaganjem laktoze u bakterijskoj citoplazmi, dejstvom enzima hek-
sokinaze prelazi u glukoza—6—fosfat (uz utroSak jednog molekula ATP-a), koja se dalje dejstvom
glukoza—fosfat izomeraze prevodi u fruktoza—6—fosfat. Daljom fosforilacijom, dejstvom enzima
fosfofruktokinaze nastaje fruktoza—1,6—difosfat (uz utroSak jednog molekula ATP-a). Druga

reakcija fosforilacije destabilizuje molekul fruktoze, koji se potom, delovanjem aldolaze razlaze
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na dve trioze: gliceraldehid—3—fosfat i1 dihidroksiaceton—fosfat (trioza—fosfat izomeraza omogu-
¢ava prelazak jedne trioze u drugu). Dva nastala trioza—3—fosfata dejstvom piruvat-kinaze daju
dva molekula piruvata, koja u anaerobnim uslovima prelaze u mle¢nu kiselinu. Neki sojevi Lac-
tococcus lactis imaju sposobnost defosforilacije galaktoza—6—fosfata, koja potom izlazi iz ¢elije,
dok Str. thermophilus 1 Lb. acidophilus pokazuju sposobnost razgradnje galaktoze kada je utro-
Sena celokupna koli¢ina glukoze (Leloir put):

Galaktoza — galaktoza—1—fosfat — glukoza—1—fosfat — glukoza—6—fosfat — EMP put.

Prisustvo ugljen—dioksida tokom fermentacije mleka stimuliSe rast Lb. bulgaricus, a Str.
thermophilus metabolizuje galaktozu Leloir putem. Neki homofermentativni sojevi bakterija mo-
gu fermentacijom ugljenih hidrata da, pored laktata, daju 1 druge proizvode kao §to su: acetalde-
hid, etanol, acetat, diacetil, acetoin i 2,3—butandiol (Tamime, 2006).

Probiotske bakterije Bifidobacterium spp. fermentisSu laktozu i glukozu heterofermentaci-
jom. Ulazak laktoze u bakterijsku ¢eliju odvija se laktoza—permeaznim transportnim sistemom. U
citoplazmi, glukoza nastala razlaganjem laktoze, razgraduje se pentoza—fosfatnim putem (fosfo-
ketolazni put). Katabolizmom glukoze ne nastaje ugljen—dioksid jer dekarboksilacija nije uklju¢ena
u pocetnoj fazi razgradnje. Aldolaza i glukoza—6—fosfat dehidrogenaza nisu zastupljene kod pro-
biotskih bakterija. Heksoze bivaju katabolisane dejstvom fruktoza—6—fosfatketolaza. Fermentaci-
jom dva molekula glukoze dobijaju se tri molekula acetata i dva molekula laktata.

Razlika izmedu EMP i fosfoketolaznog metaboli¢kog puta je u energetskom bilansu. EMP
put daje dva mola, dok fosfoketolazni daje jedan mol ATP-a po molu glukoze.

Iako se smatra da je citratni metabolizam veoma slabo zastupljen u bakterijskoj celiji, za
pojedine mezofilne sojeve on predstavlja znacajnu odliku. Citrat metaboliSu mikroorganizmi vrsta
Lactococcus 1 Leuconostoc. Sposobnost Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis kao 1
nekih Leuconostoc vrsta da metaboliSu citrat poti¢e od prisustva enzima citrat—permeaze. Aktiv-
nost citrat—permeaze zavisi od pH vrednosti (enzim je aktivan u uskom opsegu pH=5-6) i tempera-
ture. Kada citrat dospe u ¢eliju, odvija se njegova razgradnja u oksalacetat i acetat. Ovaj proces
katalizuje citrat-liaza. Oksalacetat se dalje konvertuje u piruvat i ugljen—dioksid delovanjem enzi-
ma oksalacetat—dekarboksilaze.

Odredena karbonilna jedinjenja poput acetata, diacetila, acetoina, 2,3—butandiola i ugljen—
dioksida, takode nastaju u citratnom metabolizmu tokom fermentacije mleka. Promenom uslova
sredine, kao $to je prisustvo vazduha, deficit energije 1/ili rast na teSko razgradivim ugljenim hidra-
tima (maltoza, galaktoza), katabolizam piruvata biva preusmeren ka gradnji acetata, acetaldehida i
etanola. Ova jedinjenja su proizvedena putem zajednickog intermedijera acetil-CoA koji moze da

se formira od piruvata putem dva nekonkurentna procesa:
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e dejstvom piruvat dehidrogenaznog kompleksa koji je aktivan u prisustvu kiseonika;

¢ dejstvom piruvat format liaze koja je aktivna u strogo anaerobnim uslovima.

Koji ¢e proizvod nastati od acetil-CoA prvenstveno zavisi od unutarcelijskog redoks poten-
cijala. Acetil-CoA je neophodan i za sintezu masnih kiselina. Formiranje acetaldehida i etanola po-
vezano je sa regeneracijom NAD" pod anaerobnim uslovima. Kada se redoks potencijal odrzava
drugim reakcijama, npr. delovanjem NADH oksidaze, koja je aktivna u aerobnim uslovima, acetil—

CoA se razlaze dejstvom acetat kinaze, proizvodeéi acetat. Ovom reakcijom se stvara ATP
(Tamime, 2006).

Produkcija aromati¢nih komponenata

Aroma jogurta se formira kao posledica kombinovanog efekta razli¢itih komponenata. Ott 1
sar. (1997) identifikovali su 21 isparljivu komponentu (slika 9) koje imaju znacajan efekat na for-
miranje arome jogurta od 91 koliko je determinisano. Aromati¢ne komponente mogu se podeliti
na:

¢ neisparljive kiseline (mlecna, pirogrozdana, oksalna, ¢ilibarna);

e isparljive kiseline (mravlja, siretna, propionska, buterna);

e karbonilna jedinjenja (acetaldehid, aceton, acetoin, diacetil);

¢ ostale komponente (pojedine amino kiseline i/ili konstituenti formirani termickom de-

gradacijom proteina, masti ili laktoze).
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Slika 9. NIF profil arome jogurta izolovane prema proceduri retencionih indeksa na piku;
NIF-nazalni uticaj frekvencije (Ott i sar., 1997).
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Acetaldehid, ¢ija koli¢ina u jogurtu ide do 40 mg/kg, smatra se osnovnom komponentom

arome koja jogurtu daje tipi¢nu, prepoznatljivu aromu (Tamime i Robinson, 2004). Pozeljni nivo

acetaldehida u jogurtu je 25 ppm (Ray, 1996). Koli¢ina produkovanog acetaldehida, kada je ino-

kulacija mleka izvrSena Lb. bulgaricus 1 Str. thermophilus, je znaCajno veca nego kada se dodaju

vrste pojedinacno. Takode je pokazano da koli¢ina acetaldehida u jogurtu tokom skladistenja na

4°C opada ili se odrzava na istom nivou zavisnosti od kulture koja je primenjena. Razlic¢iti putevi

produkcije acetaldehida od strane bakterija mlecne kiseline prikazi su na slici 10.

Glikoliza, - 4~ | Glukoza | ™ Heksoza monofosfat
— « ~a

~ | Duksiluloza-5-fosfat

piruvat delidrogenaza
P Josfoketolaza | gjicerinaidenid-
i CoA 3-fosfat
Acetil-CoA %

aldehid dehidrogenaza fosfotransacetilaza Acetil-P

ADP
NADH acetat kinaza
CoA ATP

NAD+

piruvat dekarboksilaza

Cco,

Acetat

t%mn‘ dehidrogenaza

z-dmk_\-frmowa/w’,' ACETALDEHID

2-Deoksiriboza-5- 4 Serin hidroksimetil transferaza EC 2.1.2.1
fosfat
alkelol dehidrogenaza
T Glicin
NADH )
T NAD+
T + Treonin

DNA

Etanol

Slika 10. Razli¢iti metabolicki putevi bakterija mle¢ne kiseline koji mogu da vode do

formiranja acetaldehida (Chaves i sar., 2002).

Tokom fermentacije u jogurtu, acetaldehid moze biti proizveden od:

glukoze direktno putem piruvata;

glukoze preko formiranja piruvata a zatim acetil-CoA;

glukoze preko formiranja D—ksiluloze—5—fosfata, acetil-fosfata i na kraju acetata;
razgradnjom timidina;

treonina.
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Ucesce vise od jednog metaboli¢kog puta je takode moguce (Chaves i sar., 2002). Treonin
je rezultat proteolize u mleku. Treonin aldolaza kataliSe reakciju nastanka acetaldehida i glicina iz
treonina 1 ovo je direktni metabolicki put odgovoran za produkciju acetaldehida od strane bakterija
mlecne kiseline. Nizi nivo acetaldehida u kozjem jogurtu u poredenju sa kravljim posledica je
viSeg sadrzaja glicina koji inhibira treonin aldolazu (Rysstad i sar., 1990). U radu Rysstad 1 sar.
(1990) pokazano je da je brzina produkcije i sadrzaj acetaldehida nakon osam sati inkubacije veci u
kravljem (22,8 ppm) nago u kozjem mleku (10,6 ppm). Dodatak treonina u oba mleka rezultira
poveéanjem produkcije acetaldehida, koje je izrazenije u kozjem mleku (slika 11). U jogurtu su do-
bijeni kontradiktorni rezultati prilikom poredenja aktivnosti treonin aldolaze i nivoa acetaldehida
produkovanog od strane Str. thermophilus 1 Lb. bulgaricus. Konverzija treonina u acetaldehid je
moguca produkcijom treonin aldolaze katalisane jedino u Lb. bulgaricus (Raya i sar., 1986).
Robinson (1997) je pokazao da je aktivnost ovog enzima u Str. thermophilus temperaturno zavis-
na i da opada na temperaturama vi§im od 30°C, dok isti enzim u Lb. bulgaricus nije osetljiv na
viSe temperature tokom proizvodnje jogurta. Stoga je Lb. bulgaricus prikazan kao glavni proiz-
vodac acetaldehida tokom proizvodnje jogurta u mnogim studijama. Medutim, kasnija produkci-
ja acetaldehida kao posledica aktivnosti treonin aldolaze pronadena je u obe jogurtne kulture (Ott
i sar., 2000). Chaves i sar. (2002) oznacili su da serin hidroksimetiltransferaza, koji ispoljava treo-
nin aldolaza aktivnost kao sekundarnu, konstituentom glavnog metabolickog puta za formiranje

acetaldehida u Str. thermophilus (slika 10).

Kravlje mleko Kozje mleko

Acetaldehid (ppm)

0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Vreme inkubacije (h)

Slika 11. Formiranje acetaldehida dejstvom jogurtne starter kulture u kravljem i kozjem mleku,
bez dodatka treonina (0), i sa dodatkom 5 mg (@) i 10 mg (A) treonina/100 g mleka, respektivno
(Rysstad i sar., 1990).
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Diacetil je glavni nosilac arome maslaca. Citrat se konvertuje u diacetil putem metabo-
lizma piruvata. Diacetil je prisutan u jogurtu u koli¢ini od 0,5 ppm. Postoje neslaganja medu au-
torima da li je Str. thermophilus ili Lb. bulgaricus odgovoran za produkciju diacetila u jogurtu. U
radu Beshkova i sar. (1998) zakljuceno je da sposobnost Str. thermophilus da produkuje acetal-
dehid 1 diacetil, mada u malim iznosima, ne uti¢e na njegov opsti obrazac sinteze acetaldehida 1

diacetila u kombinovanoj kulturi sa Lb. bulgaricus.

Organske Kkiseline

Organske kiseline su prisutne u mle¢nim proizvodima kao rezultat:

¢ hidrolize mle¢ne masti (slobodne masne kiseline kao §to su siréetna i buterna);

e direktnog dodatka regulatora kiselosti (limunska i mle¢na kiselina);

¢ normalnog biohemijskog metabolizma mleka (sir¢etna, oroti¢na i urinska kiselina) ili

¢ rasta bakterija (mlecna, siréetna, pirogrozdana, propionska i mravlja kiselina.)

Takode, organske kiseline su glavni produkti katabolizma ugljenih hidrata od strane bakte-
rija mle¢ne kiseline. One su znacajne kao prirodni konzervansi koji sprecavaju razvoj Stetnih 1
patogenih mikroorganizama (Fernandez—Garcia 1 McGregor, 1994), poboljSavajuci higijenski kva-
litet proizvoda. Takode, vazno je napomenuti da sposobnost bakterija mle¢ne kiseline da inhibiraju
rast nepozeljnih bakterija ne zavisi samo od redukcije pH vrednosti ve¢ i od vrste produkovane or-
ganske kiseline (Fox i sar., 1993). Oroti¢na kiselina je faktor rasta za laktobacile (Suzuki i sar.,
1986) 1 identifikovana je kao moguci faktor u mleku koji pomaze redukciji ucestalosti holesterole-
mija kod ljudi (Robinson i sar., 1983). Kvantitativno odredivanje organskih kiselina je vazno za
pracenje rasta 1 aktivnosti bakterija kao i sa nutritivnog aspekta. Organske kiseline igraju vaznu
ulogu kao prirodni konzervansi u fermentisanim mle¢nim proizvodima i doprinose senzornim ka-
rakteristikama istih (Gonzalez de Llano i sar., 1996; Reis i sar., 2012).

Organske kiseline u prvom redu sacinjavaju zasi¢ene alifatiéne monokarboskilne kiseline.
Derivati ovih organskih kiselina mogu biti nezasi¢ene, hidroksilne, fenolne 1 polikarboksilne kise-
line. Cesto se organske kiseline nazivaju i masne kiseline, isparljive masne kiseline, slabe kiseline
ili karboksilne kiseline (Ricke, 2003). Organske kiseline nisu ¢lanovi homologog niza jer se razli-
kuju u broju karboksilnih i1 hidroksilnih grupa, kao 1 dvostrukih veza izmedu C atoma (Hsiao 1
Siebert, 1999; Permprasert i Devahastin, 2005), a mogu se klasifikovati po:

¢ tipu ugljenikovog lanca (alifati¢ni, aciklicni, aromaticni i heterocikli¢ni);

e zasi¢enosti 1 nezasi¢enosti;

e supstituisanosti 1 nesupstituisanosti;
e broju funkcionalnih grupa (mono—, di—, trikarboskilne itd.) (Gomis, 1992).
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Milecna kiselina

Mlecna kiselina (slika 12) je organska kiselina sa Sirokim spektrom primene u industriji. To
je hidroksilna kiselina klasifikovana kao GRAS (Generally Recognized As Safe) od strane FDA
(Food and Drug Administration — Organizacija za hranu i lekove u Sjedinjenim Ameri¢kim Dr-
Zavama) 1 Cesto se koristi u hrani kao regulator kiselosti, pufer i konzervans (Valli i sar., 2006).
Mlecna kiselina nije prirodno prisutna u hrani, nego nastaje fermentacijom hrane (mleko, sirevi,
kiseli kupus, kiseli krastavci, masline i neke mesne preradevine) koju vrse bakterije mlecne kise-
line (Barbosa—Canovas i sar., 2003). Ona je znacajan finalni produkt fermentacije ugljenih hid-
rata koju vrSe bakterije mlec¢ne kiseline (Tormo i Izco, 2004). Medutim, mlec¢na kiselina moze da
se proizvede komercijalno hemijskom sintezom ili fermentacijom. U prirodi, mle¢na kiselina po-
stoji u obliku dva optic¢ka izomera: D(-)— i L(+)-mlec¢na kiselina, s tim da je drugi oblik zastup-
ljeniji u prehrambenoj industriji (Zhang i sar., 2007). L(+)-mle¢na kiselina je veoma vazna u
prevenciji kancerogenih oboljenja, potpomaze cirkulaciju krvi, sprecava procese truljenja i kon-
stipaciju podsti¢uci peristaltiku creva. Ona takode utice na kiselo—baznu ravnoteZu i podrzava
dejstvo vitamina C u organizmu, ¢ime ojacava prirodnu rezistenciju na infekcije. Mlecna kiselina

podstic¢e funkciju pankreasa §to stimuliSe sekreciju svih digestivnih organa (Frank, 1995).

O

OH
OH

Slika 12. Strukturna formula mleéne kiseline.

Siréetna kiselina

Sir¢etna kiselina (slika 13) je jedna od najstarijih organskih komponenata koja je poznata
ljudima od davnina. Prirodno nastaje tokom kvarenja voca i neke druge hrane usled aktivnosti bak-
terija sircetne kiseline, najces¢e roda Acetobacterium (prisutan u hrani, vodi i zemljistu) (Gonzales
1sar., 2005). Kao i mle¢na kiselina ima GRAS status 1 njeno koriS¢enje kao prehrambenog aditiva i
konzervansa prihvaceno je Sirom sveta (Smulders i Greer, 1998). Poznato je da daje jak ukus i
povecéava efikasnost drugih aditiva, naroc¢ito u hlebu (Simsek i sar., 2006). Siréetna kiselina naziva
se jo§ 1 "etanoi¢na kiselina" ili "glacijalna siréetna kiselina" i predstavlja stabilnu supstancu (Ricke,

2003). Rastvara se u lipidima 1 ima sposobnost da brzo difunduje kroz plazma membranu, Sto je
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faktor koji uti¢e na pH celije (Greenacre i sar., 2003). Sir¢etna kiselina je najzastupljenija organska
kiselina u sirovom mleku (Tormo i Izco, 2004). Veéi deo citrata (90%) u mleku, nalazi se u surutki,
formirajuci relativno stabilne komplekse sa Ca i Mg, dok se ostatak nalazi u micelama kazeina

(Walstra i sar., 1999).

O

A,

Slika 13. Strukturna formula siréetne kiseline.

Limunska kiselina

Limunska kiselina (slika 14) standardno se upotrebljava u velikom broju konzervisane
hrane (Marz, 2002). Zajedno sa svojim solima, jedna je od najces¢e koriS¢enih organskih kiselina u
prehrambenoj ali i farmaceutskoj industriji (Couto i Sanroman, 2006). Ima tri COOH grupe i
pripada hidroksilnim kiselinama (Fite i1 sar., 2004). Sadrzi dva puta viSe hidrofilnih grupa nego
hidrofobnih, ima jak afinitet prema vodi i ne moze se adsorbovati na povrsini (Permprasert i
Devahastin, 2005). Limunska kiselina je jedna od najzastupljenijih organskih kiselina koju sintetiSe
Aspergillus niger fermentacijom niskomolekularnih ugljenohidratnih rastvora (Nikbakht i sar.,

2007).

HO OH
OH

Slika 14. Strukturna formula limunske kiseline.
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Odredivanje organskih kiselina u fermentisanim mleénim proizvodima

Organske kiseline se naj¢es¢e odreduju i razdvajaju hromatografskim tehnikama kao $to

Ssu:

Tecna hromatografija pod visokim pritiskom — HPLC (high—performance liquid chromatography);

Gasna hromatografija — GC (gas chromatography);

Tankoslojna hromatografija — TLC (thin—layer chromatography) i

¢ Jonoizmenjivacka hromatografija — IC (ion—exchange chromatography).

Tec¢na hromatografija pod visokim pritiskom i gasna hromatografija najvise su koriS¢ene za
razdvajanje 1 detekciju organskih kiselina u fermentisanim mle¢nim proizvodima. Medutim, izbor
vecine iztrazivaca bila je HPLC metoda. Jednostavnija priprema uzoraka, ekoloska prihvatljivost i
reproduktibilnost neke su od prednosti HPLC u odnosu na GC (Paavilainen i Korpela, 1993; Mul-
lin i Emmons, 1997).

Fernandez—Garcia i McGregor (1994) razdvojili su i kvantifikovali nivoe oroti¢ne, limun-
ske, pirogrozdane, mlecne, urinske, siréetne, propionske i1 hipurne kiseline u jogurtu pomocu izo-
kratske HPLC metode. U studiji Samona 1 sar. (1996) pokazano je da nivo mlecne i siréetne kise-
line, odreden tokom fermentacije i skladiStenja, ostaje stabilan tokom 21 dana skladiStenja. Dave
i Shah (1997) zabelezili su povecenje nivoa mle¢ne kiseline u jogurtu proizvedenom dejstvom
razli¢itih starter kultura tokom skladiStenja. Povecanje je bilo znacajnije tokom prvih pet dana
skladiStenja. Oni su takode u tom radu pokazali da je u jogurtu koji je sadrzao bifidobakterije u
starter kulturi dolazilo do znatno veceg povecanja nivoa siréetne kiseline tokom fermentacije u
poredenju sa jogurtom proizvedenom dodatkom klasi¢ne jogurtne kulture. Poznato je da bifido-
bakterije produkuju znacajnu koli¢inu siréetne kiseline pored mle¢ne kiseline (Rasi¢ i Kurmann,
1983).

U radu Tormo i Izco (2004) prikazan je sadrZaj oksalne, mravlje, pirogroZzdane, mlecne,
sir¢etne, oroti¢ne, limunske, ¢ilibarne, urinske, propionske i buterne kiseline, HPLC metodom na
obrnutim fazama, u sirovom mleku i dva tipa jogurta: jogurtu jednu nedelju pre isteka roka tra-
janja 1 jogurtu kome je istekao rok trajanja za jednu nedelju (tabela 8). Najzastupljenija kiselina u
jogurtu bila je mlecna (14.601,5 mg/100 g suve materije). Koncentracija siréetne kiseline u jo-
gurtu bila je u skladu sa ranije publikovanim podacima (Fernandez—Garcia i McGregor, 1994).

Papadakis i Polychroniadou (2005) utvrdili su da je, u tradicionalnom jogurtu od kozjeg
mleka, najzastupljenija mlecna kiselina (15,124 ng/g jogurta) a zatim slede limunska (1700 pg/g
jogurta), sir¢etna (279 pg/g jogurta), pirogrozdana (26 pg/g jogurta) i oroticna kiselina (6,4 pg/g

jogurta). Analiza je izvrSena HPLC jonoizmenjivackom metodom.
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Tabela 8. Koncentracija (mg/100g suve materije) organskih kiselina u sirovom mleku i nekim

komercijalnim uzorcima (jogurt jedna nedelja pre isteka roka trajanja, jogurt jedna nedelja posle
isteka roka trajanja) (Tormo i Izco, 2004)

Jogurt Jogurt
Organska kiselina Sirovo mleko .. sa isteklim rokom
u roku trajanja -
trajanja
Oksalna kiselina — 73,0+£22,7 78,619
Mravlja kiselina — — —
Pirogrozdana kiselina 6,4+0,6 52,5+ 10,2 48,0 £ 2,8
Mlec¢na kiselina 145,2 + 19,1 14509,8 +234,8 15411,7 £23,2
Siréetna kiselina 86,0+ 5,0 469,0 +122,0 430,0 + 44,1
Orotic¢na kiselina 87,020 76,1 1,1 82,0+1,1
Limunska kiselina 1233,0 £21,0 1938,1 +£22,1 2102,0 22,0
Cilibarna kiselina — — —
Urinska kiselina 67,4+0,7 67,179 69,31 £0,4
Propionska kiselina — — —
Buterna kiselina — — —

Cilj rada Omae i sar. (2008) bio je da se izvrsi senzorna ocena i odrede komponente ukusa

fermentisanog mle¢nog proizvoda (FM) dobijenog dejstvom dve vrste bakterija mle¢ne kiseline,

Lactococcus lactis 1 Streptococcus thermophilus, 1 da se dobijeni rezultati uporede sa jogurtom

(YGQ) proizvedenim dejstvom klasi¢ne jogurte kulture iz istog rekonstituisanog mleka. Zaklju¢eno

je sledece: sadrzaj mlecne kiseline veci je u YG nego u FM; oroti¢na kiselina nema uticaja na

razli¢it intenzitet kiselog ukusa u YG i FM; sadrzaj ostalih komponenata ukusa kao $to su

limunska kiselina, urinska kiselina, laktoza, slobodne amino kiseline 1 peptidi suvise je nizak da bi

mogao da doprinese ukusu FM (tabela 9). U jogurtu, sadrzaj mlecne kiseline znacajno uti¢e na

ukus (Yuguchi i sar., 1989). U ovom radu takode je pokazano da mlecna kiselina ima znacajan

uticaj na intenzitet kiselosti fermentisanih mle¢nih proizvoda.

Tabela 9. Sadrzaj organskih kiselina u FM (fermentisano mleko) i YG (jogurt)
(Omae i sar., 2008)

Organske Kkiseline (mg/100g)
Mlecna Oroti¢na Urinska Limunska Ukupno
kiselina kiselina kiselina kiselina
FM 710 £0,029* 202 +£8,2* 4,03 +0,150 1,97 £ 0,081 918,0 + 8,46
YG 780+ 0,031 164 +£6,3 4,08 £0,059 2,00+£0,082 | 950,1 £10,49

Sve vrednosti su date u obliku srednja vrednost + standardna devijacija tri ponavljanja.

*Znacajna razlika (p<0,05).
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Casarotti 1 sar. (2014) ispitivali su uticaj Cistih kultura Lactobacillus acidophilus — La 1
Bifidobacterium animalis subsp. lactis — Bb kao 1 u kombinaciji sa Streptococcus thermophilus —
St, na sadrzaj organskih kiselina (mle¢ne, siréetne, pirogrozdane i limunske kiseline) tokom pro-
izvodnje fermentisanih mle¢nih napitaka. Sadrzaj mle¢ne kiseline na kraju procesa fermentacije
zavisi od vrste primenjenog startera i kretao se od 5072 do 8495 mg/L (slika 15a). Homofermen-
tativne bakterije S. thermophilus 1 L. acidophilus u Cistoj kulturi ili u kombinovanoj produkuju
najvecu koli¢inu mlecne kiseline koriste¢i Embden—Meyerhoff-Parnas—ov put (glikoliza), dok
primena ciste kulture B. animalis subsp. lactis rezultira u najnizem sadrzaju mle¢ne kiseline. Sa-
drzaj siréetne kiseline se kretao od 44,82 do 4189 mg/L (slika 15b). S. thermophilus je inhibirao
heterofermentativne karakteristike B. animalis subsp. lactis u kombinovanoj kulturi, daju¢i nizu
koncentraciju siréetne kiseline u poredenju sa koli¢inom proizvedenom primenom ¢iste Bb kul-
ture. Ovaj fenomen doprinosi razvoju proizvoda sa boljim senzornim karakteristikama, jer visok
sadrzaj sir¢etne kiseline uzrokuje ukus na sirée u fermentisanom mle¢nom proizvodu Sto ¢ini
proizvod neprivlaénim za potrosace (Rodrigues i sar., 2011). Koncentracija pirogrozdane kiseli-
ne raste tokom fermentacije (slika 15¢) i na kraju procesa krec¢e se od 37 do 75 mg/L. Pocetna
koncentracija limunske kiseline u mleku je bila priblizno 1600 mg/L (slika 15d), $to je u
saglasnosti sa iznosom utvrdenim u mleku (Helland i sar., 2004). Samo L. acidophilus u Cistoj
kulturi moze da metabolizuje citrate na zna¢ajnom nivou (260 mg/L). Sir¢etnu kiselinu mogu da
produkuju lactobacilli kroz proces razgradnje limunske kiseline (Ostlie 1 sar., 2003).

Tokom proizvodnje kefira utvrdeno je da dolazi do blagog opadanja sadrzaja oroti¢ne, li-
munske i pirogrozdane kiseline (Giizel-Seydim i sar., 2000). Sadrzaj hipurne i urinske kiseline ta-
kode opada tokom fermentacije. Nakon pet sati sadrzaj hipurne kiseline znacajno opadne (P<0,05)
1 ne moZe biti detektovan na kraju fermentacije. Sli¢no opadanje sadrZzaja hipurne kiseline deSava
se tokom fermentacije jogurta (Fernandez—Garcia i McGregor, 1994). Nishimoto i sar. (1969) ob-
javili su da je hipurna kiselina prekursor sinteze benzoeve kiseline dejstvom bakterija mle¢ne ki-
seline. Stoga, moguce je da hipurna kiselina nestaje kao posledica rasta bakterija mlecne kiseline,

narocito u poslednjih deset sati fermentacije.
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Slika 15. Sadrzaj (mg/L) mlecne keseline (a), sir¢etne kiseline (b), pirogrozdane kiseline (c), i

limunske kiselina (d) tokom fermentacije primenom razli¢itih kultura na 42°C. St fermentacija

(@), La fermentacija (m), Bb fermentacija (A ), StLa fermentacija (x) i StBb fermentacija (#)
(Casarotti i sar., 2014).

Metabolizam masti

Mleko sadrzi 3,5-5% mlec¢ne masti, koja se sastoji od preko 400 razli¢itih masnih kiselina,
uglavnom u obliku triacilglicerola, $to daje mle¢noj masti Sirok spektar funkcionalnih i nutritivnih
karakteristika. Mle¢na mast je dobar izvor esencijalnih masnih kiselina i vitamina rastvorljivih u
mastima. Takode, mlecna mast ima povoljne fizicke i hemijske karakteristike kao i senzorni kvali-
tet. Negativan nutritivni imidz mlecne masti, posebno zbog sadrzaja zasi¢enih masnih kiselina du-
gog lanca, podstakla je razvoj metoda za proizvodnju frakcija mlecne masti sa razliitim fizicko—
hemijskim ili nutritivnim karakteristikama (Kontkanen i sar., 2011).

Najveci deo mlecne masti nalazi se u obliku malih globula (prosec¢an dijametar ~ 4 pm, sli-
ka 16), koje su zasticene membranom koja se sastoji od fosfolipida, holesterola, lipoproteina, gli-
koproteina i proteina, npr., ksantin oksidaze, butirofilina 1 y—glutamil transpeptidaze (Dewettinck 1

sar., 2008; Jiménez—Flores i Brisson, 2008; Rombaut i Dewettinck, 2006; Evers, 2004).
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Slika 16. Globule mle¢ne masti; raspodela veli¢ina i suprastruktura odredeni
optickom 1 konfokalnom mikroskopijom (Lopez, 2011).

Lipidna frakcija mle¢ne masti veoma je heterogena. Glavne lipidne grupe mlecne masti
date su u tabeli 10, a sadrzaj masnih kiselina u tabeli 11. Najzastupljenija lipidna grupa u mleku su
triacigliceroli (TAGs). To su triacilestri glicerola i masnih kiselina i ¢ine 97-98% svih lipida. Slika
17 predstavlja Sematski hemijsku strukturu molekula TAG, koji je triacilestar glicerola i oleinske
(C18:1), palmitinske (C16:0) i buterne kiseline (C4:0). Takode je na slici 17 dat primer sistema
stereospecificnog oznacavanja (""sn" broj) preporucen od strane Internacionalne unije za Cistu i pri-
menjenu hemiju — Internacionalne unije za biohemiju (1967). Na slici 18 prikazana je najverovat-

nija "sn"— pozicija (distribucija % > 33,3%) glavnih masnih kiselina u mle¢noj masti.

Tabela 10. Glavne klase lipida mle¢ne masti (Jensen, 2002)

Klasa lipida Prosecan sadrzaj, % (w/w)
Triacilgliceroli 97-98
Diacilgliceroli 0,28-0,59

Monoacilgliceroli 0,16-0,38
Slobodne masne kiseline 0,10-0,44
Fosfolipidi 0,20—1,00
Holesterol 0,42
Holesterol estri tragovi
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Tabela 11. Glavne masne kiseline mle¢ne masti (Jensen, 2002)

Masna kiselina CN:DB* wiw (%)" w/w (%)100° mol (%)"
Buterna 4:0 3,79 4,19 10,93
Kapronska 6:0 2,10 2,32 4,59
Kaprilna 8:0 1,19 1,31 2,10
Kaprinska 10:0 2,44 2,70 3,60
Laurinska 12:0 2,98 3,29 3,78
Miristinska 14:0 9,75 10,77 10,85
Miristoleinska 14:1 1,08 1,19 1,21
Pentadekanska 15:0 1,35 1,49 1,41
Palmitinska 16:0 23,46 25,92 23,24
Palmitoleinska 16:1 2,00 2,21 2,00
Margarinska 17:0 0,72 0,80 0,68
Stearinska 18:0 10,58 11,69 9,45
Oleinska 18:1 19,44 21,48 17,48
Druge C18:1 kiseline 18:1 6,85 7,57 6,16
Linolna 18:2 2,17 2,40 1,97
Linoleinska 18:3 0,61 0,67 0,56
Ukupno 90,51 100,00 100,00

* CN:DB = broj ugljenikovih atoma:broj dvostrukih veza
® Podaci adaptirani iz Jensen (2002)

“w/w (%) preraunato na 100%

4 mol (%) izradunato na bazi w/w (%)

H,C—O0—0
| \sn—]
P—O®—C —=H
° C\sn-Z

sn-3

Slika 17. Sematska FiSerova projekciona formula triacilglicerola
O, P 1 B su esterifikovane masne kiseline
O = oleinska, P = palmitinska i B = buterna
(Kontkanen i sar., 2011).
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Slika 18. Najverovatnija "sn"— pozicija (distribucija % > 33,3%) glavnih masnih
kiselina u mle¢noj masti (Parodi, 1979; Jensen, 2002).

Triacilglicerol lipaze EC 3.1.1.3 (Anon., 1992) su enzimi koji izazivaju hidrolizu mle¢ne
masti u jogurtu i mogu poticati iz starter kulture ili iz mikrobioloskih kontaminenata koji prezivlja-
vaju termicki tretman mleka. Pojednostavljeno, hidroliza lipida se moze predstaviti na sledeci

nadin:

Lipaza Lipaza Lipaza
Trigliceridi > Di- > Mono- — Masne Kiseline + glicerol

Lipaze koje su prirodno prisutne u mleku bivaju inaktivirane uobicajenim temperaturama
pasterizacije. Stoga, bilo koja redukcija sadrzaja masti, ili povecanje sadrzaja masnih kiselina (slo-
bodnih ili esterifikovanih) ili isparljivih masnih kiselina u jogurtu moze biti pripisan metabolizmu
lipida od strane mikrooganizama primenjene starter kulture (Tamime i Robinson, 2004).

Hidroliza mle¢ne masti dejstvom starter kulture odigrava se u ograni¢enom stepenu ali je to
1 dalje dovoljno da doprinese formiranju ukusa krajnjeg proizvoda. Fermentacija punomasnog mle-
ka dejstvom Sc. thermophilus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ili Lb. acidophilus ima razliCite
efekte na lipide i prema Rao i Reddy (1984) neki od njih su:

¢ znacajno povecanje sadrzaja zasi¢enih masnih kiselina i oleinske kiseline;

¢ smanjenje sadrZaja linolne i linolenske kiseline u gliceridnoj frakciji;

e umereno povecanje sadrzaja slobodnih masnih kiselina ali znacajno povecanje sadrzaja

stearinske i oleinske kiseline;
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e monogliceridna frakcija kompletno se gubi tokom fermentacije;

e promene u sadrzaju holesterola nisu znacajne;

e znacajna korelacija (r=0,711) utvrdena je izmedu stepena kiselosti i nivoa slobodnih

masnih kiselina.

Coskun i Ondul (2004) objavili su da dodatak mezofilnih bakterija mle¢ne kiseline mleku
moze da doprinese produkciji slobodnih masnih kiselina spontanom hidrolizom tokom skladiste-
nja. Tokom fermentacije mleka, neki sojevi bakterija, kao rezultat rasta i metabolizma, sposobni su
da promene profil masnih kiselina mleka i produkuju funkcionalne masne kiseline (Yadav i sar.,
2007; Ekinci 1 sar., 2008). Medu funkcionalnim masnim kiselinama prisutnim u mleku izdvaja se
konjugovana linolna kiselina (CLA). Primeceno je da polinezasi¢ene masne kiseline dugog lanca
kao §to su a—linolenska kiselina 1 konjugovana linolna kiselina, ne samo $to podsticu adheziju ne-
kih laktobacila za mukozne povrSine u crevima, nego i ublazavaju simptome kod crevnih upala
(Kankaanpia i sar., 2001; Das i1 Fams, 2002). CLA u mleku je meduprodukt biohidrogenacije li-
nolne u stearinsku kiselinu, metabolizma bakterija u buragu (Kim i Liu, 2002). Oh i sar. (2003) i
Ogawa 1 sar. (2005) objavili su da preko 250 sojeva bakterija iz 14 rodova kao Sto su: Entero-
coccus, Pediococcus, Propionibacterium, Lactobacillus 1 Bifidobacterium produkuju CLA iz

linolne kiseline.

Promena strukture kazeinske micele i mehanizam formiranja gela

Glavnu proteinsku frakciju u mleku ¢ini kazein (slika 19), sa koncentracijom od oko 25g/L
Sto odgovara 78% od ukupnih proteina mleka. Kazein je poslednjih godina dodatno proucen upo-
trebom dvodimenzionalne gel elektroforeze (2-DE). Na slici 20 moguce je videti individualne gli-
koforme k—kazeina. Stepen glikozilacije k—kazeina pomera izoelektricnu tacku sa leva (vise kiselo)

na desno (vise bazno).
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Slika 19. Kazeinske micele u mleku (Yildiz, 2010).
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Slika 20. Master mapa 2—-DE proteina mleka (D'auria i sar., 2005; Holland i sar., 2004; Holland 1
sar., 2005; Roncada i sar., 2012).

Jogurtni gel sastoji se od makromolekula, pretezno kazeina 1 masnih globula. Analiziraju¢i
istrazivanja dostupna u literaturi na model sistemu kazeinskog gela 1 mikrostrukturi jogurta,
rezultati ukazuju da u jogurtu postoji permanentna mreza koja se sastoji od kovalentnih (~SH/S-S)
i nekovalentnih proteinskih interakcija (hidrofobnih, elektrostatickih i dr.) (Rohm i Kovac, 1994).
Jogurt je viskoelastian i tiksotropan sistem (Steventon i sar., 1990; Benezech 1 Maingonnat, 1994;

De Lorenzi i sar., 1995). Glavne strukturne promene tokom proizvodnje jogurta deSavaju se na ka-
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zeinskim micelama, zbog promene pH vrednosti (Roefs i sar., 1985; Van Hooydonk i sar., 1986).
Poznato je da kazeinske micele ¢ine razli¢ite proteinske frakcije koje su povezane preko kalcijum—
fosfatnih mostova. Tokom fermentacije mleka usled snizavanja pH vrednosti dolazi do disagrega-
cije kazeinskih micela, pri cemu se izdvajaju kalcijumovi joni, potom se odvija agregacija i formira
se trodimenzionalna struktura gela (Kalab i sar., 1995). Na osnovu fizicko—hemijskih promena
koje se deSavaju tokom acidifikacije, moZe se zakljuciti da do nastajanja gela dolazi usled agregi-
ranja kazeinskih micela u grozdove i lance (slika 21), odnosno u trodimenzionalni proteinski mat-
riks (Dalgleish i sar., 2004). Formiranje gela u jogurtu moze se ukratko opisati na slede¢i nacin:

1. Jogurtne starter kulture koriste laktozu kao izvor energije. Rezultat metabolicke aktiv-
nosti startera je konverzija laktoze pretezno u mlecnu kiselinu.

2. Povecanje koncentracije mlecne kiseline izaziva destabilizaciju kompleksa kazeinske
micele/denaturisani proteini surutke. Koloidni kalcijum fosfat u micelama igra glavnu
ulogu u ovom mehanizmu.

3. Pri pH vrednosti 5,5-5,1 (izoelektri¢na tacka B—kazeina) zapoCinje agregacija, i pri pH
vrednosti 4,6-4,7 se zavrSava.

4. Interakcija o—laktalbumina i1 p-laktoglobulina sa xk—kazeinom preko tiol-disulfidnih
mostova spreCava formiranje grube strukture gela i omogucava formiranje fine strukture

jogurtnog gela u koju su uklopljene voda i druge komponente mleka.

Slika 21. Kazeinske micele formiraju lance u jogurtu pre koagulacije (Yildiz, 2010).
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Tokom porasta koncentracije mlecne kiseline kalcijum—fosfat se potpuno oslobada iz mice-
la pri pH vrednosti 5,0-5,1. Stoga, njegova uloga u objedinjavanju individualnih kazeinskih mo-
lekula u formi micela je redukovana, i k—kazein i f—kazein pocinju da disociraju iz micela (Heertje
i sar., 1985). U ovoj disocijaciji, zeta potencijal micela igra vaznu ulogu. Zeta potencijal micela u
mleku (pH 6,7) iznosi oko -13 mV, 1 hidratacija, stericno odbijanje, i negativno povrsinsko naelek-
trisanje Stiti micelu od agregiranja. Kada se pH spusti na 5,2 zeta potencijal je minimalan ali, na
nizim pH vrednostima, zeta potencijal pocinje ponovo da raste. Glavni razlog fluktuacije vrednosti
zeta potencijala je neuobicajeno ponaSanje f—kazeina. Pri pH 5,2 B—kazein celokupno prelazi u
serum fazu; u ovoj tacki, zeta potencijal je minimalan. Izmedu pH 4,8 1 5,2 f—kazein, koji je pozi-
tivno naelektrisan u ovom opsegu pH, reaguje sa as—kazeinom, koji je negativno naelektrisan u
ovom opsegu pH, dejstvom elektrostatickih veza (Heertje i sar., 1985).

Drugi vazan faktor koji utie na stabilnost kazeinskih micela je termicki tretman (slika 22).
Nakon termickog tretmana, deSavaju se interakcije izmedu k—kazeina i proteina surutke (pretezno
B-laktoglobulina) pri pH vrednosti 6,4. Ove interakcije dovode do povecanja hidrofobnosti, obzi-
rom da je hidrataciona barijera koja sprecava agregaciju kazeinskih micela redukovana. Kao po-
sledica toga, micelarna agregacija i formiranje gela pocinju na pH 5,2. Drugi mogu¢i razlog za po-
cetak formiranja gela na pH 5,2 moze biti promena sastava kazeinske micele na ovoj pH vrednosti.
Pri vi§im pH vrednostima, koncentracija termicki tretiranog micelarnog o—kazeina se povecava i,
zbog vece osetljivosti a—kazeina nego drugih frakcija kazeina prema kalcijumu, osetljivost micela

prema kalcijumu se povecava.

Vreme (5) Vreme (s)

Slika 22. Promena pH vrednosti kao funkcija vremena jogurtnog gela fermentisanog na 45°C iz
pasterizovanog mleka
(a) obrano mleko; (b) mleko sa 1,5% mlecne masti; (c) punomasno mleko (3,5% mlecne masti).
Gel je formiran iz nezagrevanog mleka (@) ili mleka zagrevanog 1 min., na 80°C (o), 85°C (m),
90°C (o) 111 95°C (A) (Xu i sar., 2008).
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Formiranje jogurtnog gela moze se opisati kao viSefazni proces:

¢ inicijalna faza niskog viskoziteta;

e faza brze promene viskoziteta koja je uslovljena brzim umnozavanjem bakterija starter

kulture, i pocetak formiranja gela;

e faza konstantno visokog viskoziteta (skoro zavrSeno formiranje gela)

e faza sinerezisa (letalna faza za starter kulturu) (Parnell-Clunies i sar., 1988).

Period fermentacije je pod velikim uticajem brojnih faktora kao $to su temperatura inkuba-
cije, sadrzaj suve materije mleka, vrste bakterija u starter kulturi i mehanickog tretmana fermen-
tisanog mleka. Kapacitet produkcije kiseline i stopa inokulacije starter bakerija naro€ito su vazni u
kinetici formiranja gela (Kristo i sar., 2003; Hardi 1 Slacanac, 2000).

Pocetna tacka gela i razvojna stopa gela (k) su dva parametra koja se koriste za determi-

nisanje inkubacionih uslova.

Razvojna stopa gela (k) izrazava se kao:

2,303/t 10g (G - Gu /Gao - Gp))
gde je:

G — &vrstocéa gela (kompleksni moduo)

G.. — &vrstoca gela na kraju inkubacije

Gy — &vrstoéa gela na pocetku inkubacije
Gy — &vrstoéa gela u fazi visokog viskoziteta

t —vreme (s)

Kompleksni moduo izrazava se na slede¢i nacin:

G’ =1G” +iG"™|" gde je:

G’ — elasticni moduo (elasticna karakteristika gela) (m Nm)

G" — viskozni moduo (viskozna karakteristika gela) (m Nm)

Istrazivanja mikrostrukture jogurta primenom skenirajuée elektronske mikroskopije

(SEM) pokazala je da se struktura gela sastoji od kazeinskih micela inkorporiranih u proteinske
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lance 1 klastere (Evanhuis 1 Vries, 1959; Tamime i sar., 1984; Visser 1 sar., 1986). Kazeinske mi-
cele su proteinske globule veli¢ine od 50-500 nm, sa prose¢nim pre¢nikom od 200 nm, dok su
najmanje vidljive ¢estice u mleku kazeinske submicele precnika od 10-20 nm (Dalgleish i sar.,
2004; Karlsson i sar., 2007). McMahon i sar. (2009) ispitivali su promene u mikrostrukturi (slika
23) tokom fermentacije mleka transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM). Njihovi
rezultati pokazuju agregaciju kazeinskih micela i kompaktne sfericne makromolekule na 40°C

upotrebom glukono—d-laktona.

Slika 23. Transmisiona elektronska mikroskopija obranog mleka (glutaraldehid—fiksiranog i agar—
ucvrscenog) tokom tople acidifikacije na 40°C dodatkom 1,2% starter kulture na (A) pH 5,4; (B)
pH 5,0; (C) pH 4,75 1 (D) pH 4,6 (d = labavo umreZeni proteini; kratke strelice = vlakna agara;
bar = 500 nm) (McMabhon i sar., 2009).

Harwalker i Kalab (1980) su utvrdili razlike u mikrostrukturi izmedu uzoraka jogurta
proizvedenog sa i bez prethodnog termic¢kog tretmana mleka koriste¢i SEM. Uzorci jogurta sa
prethodnim termickim tretmanom imali su finiju proteinsku mrezu, ¢vr$éi 1 kompaktniji
proteinski matriks 1 nize vrednosti sinerezisa od uzoraka jogurta bez prethodnog termickog

tretmana.
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Brojni autori su utvrdili znacajnu korelaciju izmedu pH vrednosti i reoloskih karakteris-
tika jogurtnog gela tokom fermentacije. Kako se formira gel, vrednost elasticnog modula G' raste

(slika 24) (Horne, 1999; Xu i sar., 2008; Jacob i sar., 2011).

0.75

0.00

5.0 4.5 4.0 5.0 4.5 4.0
pH (-)

Slika 24. Promena elasti¢nog modula normalizovanog do maksimalne ¢vrstoce (G'y). (A) 12%
rekonstituisano obrano mleko, (B) 12% rekonstituisano obrano mleko tretirano mikrobioloskom
transglutaminazom i 3, 4, 5, 6 ili 7% glukono— 6—laktonom (Jacob i sar., 2011).

Generalno, reoloske karakteristike jogurtnog gela zavise od niza faktora: sastava mleka,
termickog tretmana, sastava i koli¢ine starter kulture, temperature fermentacije, dodataka i uslo-
va skladistenja (Patocka i sar., 2006; Tamime 1 sar., 2007). U radu Patocka 1 sar. (2006) ispitivane
su reoloske karakteristike vodenih rastvora izolata proteina surutke (WPI-whey protein isolate) 1
nekoliko mle¢nih sistema sa dodatim izolatima proteina surutke. Dodatak do 10% WPI snizava
viskozitet komercijalnih uzoraka jogurta. Originalni viskozitet je obnovljen dodatkom 15% WPI.
U mlacenici, minimalni viskozitet dobijen je dodatkom 6% WPI a originalna vrednost je
obnovljena nakon dodatka 12% WPI. Dodatak WPI komercijalnim uzorcima jogurta doveo je do
snizavanja vrednosti elasticnog modula G' (slika 25). Snizavanjem pH vrednosti mleka tokom
fermentacije teksturalne karakteristike (Cvrstoéa, konzistencija, kohezivnost i indeks viskoziteta)

rastu kao rezultat agregacije kazeinskih micela (Vasbinder i sar., 2003).
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Slika 25. Promena elasticnog (G') i viskoznog modula (G") komercijalnih uzoraka jogurta sa
dodatkom razlic¢itih koncentracija WPI (izolata proteina surutke). Linije pokazuju optimalnu
polinomnu regresiju podataka (za G', R?=0,98; za G", R2=0,96). Rezultati su dati u obliku:
srednja vrednost + standardna devijacija (n=6) individualnih uzoraka jogurta.
(Patocka i sar., 2000).

U radu Vasbinder i sar. (2003) pokazano je da formiranje disulfidnih veza tokom i nakon
acidifikacije zagrejanog mleka snazno doprinosi mehanickim karakteristikama gela jogurta (slika

26).
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Slika 26. Razvoj ¢vrstoce gela tokom acidifikacije svezeg obranog mleka u odsustvu (otvoreni
simboli) 1 prisustvu (popunjeni simboli) N—etilmaleimida (tiol blokiraju¢i agens) (Vasbinder i
sar., 2003).
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KOMBUHA

MikrobioloSki sastav

Do sada se smatralo da kombuha predstavlja simbiotsku zajednicu bakterija sircetne kise-
line (BSK) 1 autohtonih vrsta kvasaca. Samo nekoliko rodova BSK izolovano je iz kombuhe 1 to
najcesce Acetobacter (Hesseltine, 1965; Liu i sar., 1996; Sievers i sar., 1996; Chen 1 Liu, 2000;
Dutta i Gachhui, 2006; Zhang i sar., 2011; El-Salam, 2012), dok su vrste Gluconacetobacter i
Lactobacillus takode identifikovane (Yamada i sar., 1997; Wu i sar., 2004; Yang i sar., 2010;
Trovatti i sar., 2011; Zhang 1 sar., 2011). Najbolje proucena vrsta je Komagataeibacter xylinus
koji je ujedno i najefikasniji proizvodac bakterijske celuloze koja se u vidu pelikule formira po
povrsini tecnosti za kultivaciju kombuhe (Mikkelsen i sar., 2009; Strap i sar., 2011). Komaga-
taeibacter xylinus je nedavno reklasifikovan iz Gluconacetobacter xylinus (Yamada i sar., 2012),
takode, ranije poznat kao Acetobacter xylinum (Yamada 1 sar., 1997). Mikroskopskom analizom
(slika 27) celulozne pelikule utvrdeno je da se po njenoj povrsini nalazi veliki broj Stapicastih
bakterija koje kao striktni aerobi zauzimaju polozaj prema atmosferskom kiseoniku, dok se sa
donje strane pelikule mogu videti nakupine ¢elija kvasaca, fakultativno anaerobnih mikroorgani-
zama (Greenwalt 1 sar., 2000). Populacija kvasaca u kombubhi je raznovrsnija u sastavu (Mayser 1
sar., 1995; Teoh 1 sar., 2004). Identifikovane su vrste rodova Zygosaccharomyces, Candida,
Kloeckera/Hanseniaspora, Torulaspora, Pichia, Brettanomyces/Dekkera, Saccharomyces and
Saccharomycoides (Chen i1 Liu, 2000; Hesseltine, 1965; Jankovi¢ i Stojanovi¢, 1994; Liu i sar.,
1996, Markov 1 sar., 2001; Mayser i sar., 1995; Teoh i sar., 2004). Uloga kvasaca je da konvertu-
ju saharozu u organske kiseline, ugljen dioksid i etanol, koje ¢e zatim upotrebiti BSK za proiz-
vodnju acetaldehida i siréetne kiseline. BSK takode koriste glukozu (¢elije kvasaca fermentativ-
no metaboliSu glukozu i fruktozu) za sintezu celuloze i glukonske kiseline (Greenwalt i sar.,
1998; Dufresne i Farnworth, 2000). Ukupan broj bakterija i kvasaca dostize 10*-10° cfu/mL u
kombuhi nakon otprilike deset dana fermentacije. Broj kvasaca blago nadmasuje broj bakterija
(Chen 1 Liu, 2000; Teoh i sar., 2004; Goh i sar., 2012). Utvrdeno je da broj mikroorganizama
polako opada tokom procesa fermentacije zbog nedostatka kiseonika i ekstremno kiselih (pH

2,5) uslova sredine (Chen i Liu, 2000).
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Slika 27. Skening elektronska mikroskopija konzorcijuma kvasaca i bakterija u kombuhi
(uvecanje 27A = 3500x 1 27B = 3700) (Jayabalan i sar., 2014).

U radu Radulovié i sar. (2010) utvrdeno je prisustvo laktobacila (3,8 x 10%) i laktokoka (7
x 10”) u inokulumu kombuhe. Najnovija istraZivanja potvrduju prisustvo bakterija mle¢ne kiseli-
ne, roda Lactobacillus (slika 28) u mikrobnim populacijama kombuhe (Marsh i sar., 2014).
Marsh i saradnici (2014) su utvrdili u analiziranim uzorcima kombuha napitka da je dominantan
rod bakterija Gluconacetobacter (>85%) sa tragovima populacije Acetobacter (<2%). Sto se po-

pulacije kvasaca ti¢e, pomenuti autori su ustanovili da je rod Zygosaccharomyces dominantan

(>95%).

Pelikula 3. Dan 10. Dan
100% 100% o 100% +
80% - 80% 80% -
60% 60% 1~ 60%
40% 40% 40%
20% - 20% + 20% -
0% r r r T f 0% - T r r T 1 0% T T T T -
Cal  Ca2 Ire UK us Cal Ca2 e UK us Cal Ca2 Ire UK us
B Ostalo B Enterococcus ® Propionibacterium
Ruminococcaceae Incertae Sedis B Allobaculum Thermus
B Bifidobacterium B | euconostoc B | actococcus
Lactobacillus ® Gluconacetobacter Acetobacter

Slika 28. 16S filogenetski sastav populacije bakterija u: (A) pelikuli; (B) ¢aju nakon 3
dana fermentacije i1 (C) ¢aju nakon 10 dana fermentacije, na nivou roda
(Marsh i sar., 2014).
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Primena kombuhe u proizvodnji napitaka

Metabolickom aktivno$éu kombuhe na razli¢itim supstratima (Reiss, 1994; Malbasa i
sar., 2008a; Malbasa i sar., 2008c) narocito crnom c¢aju zasladenom saharozom dobija se blago
gazirani, blago kiseo i blago karbonizovan napitak, nutritivno i bioloski veoma vredan (Green-
walt 1 sar., 2000; Ili¢i¢, 2010). Postoji mogucnost kultivacije kombuhe 1 na supstratima kao Sto
su: koka—kola, pivo, vino, razni aromati¢ni napici, ekstrakti biljnih meSavina, ekstrakt topinam-
bura, melasa, mleko i dr. (Malbasa, 2000; Belloso—Morales, Hernandez—Sanches, 2003; Malbasa
1 sar., 2008a; Malbasa 1 sar., 2008b; Malbasa i sar., 2008c; Malbasa i sar., 2009a; Malbasa i sar.,
2012). Kombuha se kultiviSe u aerobnim uslovima na temperaturi od 25-30°C u posudi od stakla
ili porcelana sa Sirokim otvorom, kako bi se obezbedilo dovoljno kiseonika iz vazduha.

Kvalitativni i kvantitativni sastav napitka od kombuhe varira u zavisnosti od porekla
kombuhe, klimatskih faktora, kao i prisutnih sojeva kvasaca i1 bakterija. Glavni metaboliti identi-

fikovani u napitku od kombuhe su:

Seceri (saharoza, glukoza, fruktoza),

e kiseline (glukonska, glukuronska, mle¢na, vinska, ¢ilibarna, jabucna, limunska, oksal-
na, malonska, siréetna),

e vitamini (C, By, By, B3, B¢, B12),

e enzimi (invertaza, amilaza, katalaza, citohrom—oksidaza),

¢ alkoholi (etanol),

¢ joni esencijalnih elemenata (Cu2+, Fe%, Mn2+, Ni2+, Zn2+).

Osim nabrojanih, utvrdeno je i prisustvo 14 aminokiselina, biogenih amina, vitamina E u
tragovima, kofeina, antibiotski aktivnih materija, usniske kiseline, fenolnih kao i drugih jedinje-
nja (MalbaSa, 2009b). Od fenolnih jedinjenja najzastupljeniji su flavonoidi, posebno epigalokate-
hin galat (EGCQG), epigalokatehin (EGC), epikatehin galat (ECQ) i epikatehin (EC) (Friedman 1
sar., 2005). Sadrzaj i sastav fenolne frakcije u kombuha napitku znacajno varira u zavisnosti od
vrste ¢aja i postupka njegove prerade. Tokom proizvodnje crnog ¢aja, katehin grupa podleze ok-
sidaciji 1 drugim hemijskim reakcijama formirajuc¢i dimere teaflavina (TFs) 1 oligomere tearubi-
gina (TRs) (Peterson i sar., 2004). Kombinacija jedinjenja TFs i TRs kao rezultat ima tipican
opor i pun ukus kao i1 boju crnog ¢aja (Obanda i sar., 2004).

U tabeli 12 prikazan je sadrzaj primarnih hemijskih komponenata u kombuha napitku,
proizvedenom fermentacijom zasladenog crnog ¢aja. Rezultati prikazani u tabeli 12 odnose se na

fermentacioni period od 10 dana i1 pocetni sadrzaj saharoze od 70 g/L, osim za rezultate koje je
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objavio Reiss (1987), a odnose se na period fermentacije od 14 dana i sadrzaj saharoze od 50

g/L.

Tabela 12. Sadrzaj primarnih hemijskih komponenata u kombuha napitku, proizvedenom
fermentacijom zasladenog crnog ¢aja (Malbasa, 2014)

Literaturni | Saharoza | Glukoza | Fruktoza Gll:il;(;;s:a Etanol ?::jlt::
citat (g/L) (g/L) (g/L) (/L) (g/L) (/L)
Sie(vle;; Si)sar' 18,2 28.8 16,4 2,8 3,6 2,1
(]?193;6") 17 _* - 12 <1 3
e e e B N B
(11{;;575) - - - 2,52 1,07 0,08

—* nije mereno

Kallel i sar. (2014) pratili su razgradnju saharoze tokom fermentacije kombuhe na crnom

i zelenom Caju 15 dana (slika 29). Sadrzaj saharoze kontinualno se smanjivao tokom dve nedelje

fermentacije i1 brzina nestajanja saharoze bila je niza u zelenom caju u poredenju sa crnim §to je

u skladu istrazivanjima drugih autora (Chen 1 Liu, 2000). Ovo se moZe objasniti smanjenom ak-

tivno$¢u invertaze u zelenom nego u crnom ¢aju $to je posledica delimi¢ne ili potpune eliminaci-

je inhibitora invertaze tokom proizvodnje crnog ¢aja. Koncentracija glukoze i fruktoze bila je vi-

Sa u crnom nego u zelenom c¢aju tokom dve nedelje fermentacionog perioda. Takode, brzina

smanjivanja sadrzaja glukoze i fruktoze opada s vremenom. Mikroflora kombuhe preferira glu-

kozu kao izvor ugljenika, osim ako se u fermentacionom medijumu ne desi substancijalna izo-

merizacija glukoze u fruktozu (Seto i sar., 1997).
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Slika 29. Promene sadrzaja saharoze, glukoze 1 fruktoze tokom fermentacije kombuhe na
zelenom (isprekidana linija) i crnom ¢aju (puna linija):
a) nestajanje saharoze (A ) i pojavljivanje fruktoze (m) i glukoze (x);
b) frakcija (%) glukoze i fruktoze utrosena tokom fermentacije kombuhe
(Kallel 1 sar., 2012).

Tokom fermentacije pH vrednost napitka opada, a najznacajnije su promene izrazene do
treCeg dana fermentacije (slika 30a). Nakon toga, do kraja fermentacije, ukupna promena pH
vrednosti je za 0,46 pH jedinica, $to ukazuje na to da ugljenik (IV) — oksid koji se stvara tokom
fermentacije moZe imati puferni efekat (Kallel 1 sar., 2014). Ukupna kiselost, izraZzena u g/L sir-
¢etne kiseline raste tokom procesa fermentacije (slika 30a). U radu Jayabalan i sar. (2007) kon-
centracija siréetne kiseline bila je viSa u zelenom caju fermentisanom kombuhom nego u crnom
(9,516,2 g/, respektivno, 15. dana fermentacije). Sadrzaj siréetne kiseline varira od 5 do 10 g/L
u fermentacionim tecnostima (zeleni ili crni ¢aj fermentisan kombuhom) 1 zavisi od sastava i/ili

aktivnosti prisutnih bakterija siréetne kiseline.
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Slika 30. Promene pH vrednosti i ukupne kiselosti (a) 1 etanola (b) tokom fermentacije kombuhe
na zelenom (isprekidana linija) i crnom ¢aju (puna linija) (Kallel i sar., 2012).

Koncentracija etanola naglo raste nakon tre¢eg dana u fermentisanim napicima, ranije i
brze u crnom ¢aju u poredenju sa zelenim, kao posledica intenzivnog metabolizma kvasaca (slika
30b). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da je pod sli¢nim eksperimentalnim uslovima koncen-
tracija etanola izmedu 1,7 1 5,5 g/L (Blanc, 1996; Chen i Liu, 2000; Loncar i sar., 2006).

Fenolne frakcije u kombuha napicima na crnom i zelenom ¢aju su istrazene na razli¢itim
strukturnim nivoima: ukupne, oligomeri, dimeri i monomeri (slika 31). Nisu utvrdene znacajnije
razlike u sadrzaju ukupnih fenola i detektovanih monomera na kraju fermentacionog perioda iz-
medu crnog 1 zelenog ¢aja (Jayabalan i sar., 2008; Kallel i sar., 2012). Nasuprot tome, sadrzaj
teaflavina umereno raste a tearubigina izrazito opada tokom fermentacije kombuhe (Peterson i

sar., 2005; Jayabalan i sar., 2007; Kallel i sar., 2012).
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Slika 31. Promene sadrzaja fenolnih komponenti tokom fermentacije kombuhe na zelenom
(isprekidana linija) i crnom ¢aju (puna linija):
a) sadrzaj ukupnih fenola;
b) promene sadrzaja teaflavina (%) i tearubigina (m) (Kallel i sar., 2012).
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Malbasa (2004) objavio je prve rezultate istrazivanja antioksidativne aktivnosti kombuha
napitka pra¢enjem sposobnosti transformacije 1 stabilizacije slobodnih radikala. Uzroci antioksi-
dativne aktivnosti kombuha napitka mogu biti dvojaki. Jedan od uzroka je uticaj flavonoidnih
antioksidanata, koji poti¢u iz crnog i zelenog ¢aja u prvom redu polifenolnih komponenata
(EGCG, EGC, ECG, EC, TFs i TRs). Drugi uzrok antioksidativne aktivnosti kombuha napitka je
nastanak metabolita, koji imaju svojstva antioksidanata, prvenstveno vitamina C, vitamina B
grupe (narocito B, 1 Be), zatim purina i pirimidina, katalaze i nekih organskih kiselina itd. Jaya-
balan i sar. (2008) takode su utvrdili visoku antioksidativnu aktivnost kombuha napitka na hid-
roksi (OH) 1 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikale kao i dejstvo na superoksid radikal i
uticaj na anti—lipidnu peroksidaciju. Malbasa i sar. (2011) objavili su rezultate istrazivanja utica-
ja starter kulture kombuhe na antioksidativnu aktivnost tradicionalnog kombuha napitka na hid-
roksi i DPPH radikale. Za proizvodnju uzoraka koriS¢ene su tri razlicite starter kulture: a) fer-
mentaciona tec¢nost nativne lokalne kombuhe nakon 7 dana fermentacije (kontrola); b) starter
kultura sacinjena od izolata lokalne kombuhe: Saccharomyces cerevisiae 1 meSana kultura bakte-
rija siréetne kiseline (starter 1); c) starter kultura sacinjena od izolata lokalne kombuhe: Zygo-
saccharomyces sp. 1 meSana kultura bakterija siréetne kiseline (starter 2). Kontrola, starter 1 i
starter 2 kultivisani su na dva razli¢ita supstrata, na crnom i zelenom ¢aju zasladenom sa 7% sa-
haroze. Kombuha napici proizvedeni sa starterom 1 na crnom caju ispoljili su najvecu antioksi-
dativnu aktivnost prema obe vrste radikala, dok je na zelenom ¢aju to postignuto sa kontrolom.
Prilikom ispitivanja antioksidativne aktivnosti, meren je sadrzaj vitamina C u svim uzorcima i on
pokazuje kontinualan rast. Razlike u antioksidativnoj aktivnosti izmedu proizvedenih napitaka
tumace se pored razlike u hemijskom sastavu ¢aja 1 razli¢itom produkcijom vitamina C i organ-
skih kiselina izmedu ispitivanih sistema.

Vitas i sar. (2013) ispitivali su antioksidativnu aktivnost fermentisanih mle¢nih proizvoda
dobijenih pomoc¢u kombuhe kultivisane na ¢aju od koprive i rtanjskom ¢aju. Ustanovljen je si-
nergistiCki efekat mleCne masti 1 temperature fermentacije za antioksidativnu aktivnost prema
hidroksi radikalima za oba tipa dobijenih fermentisanih mle¢nih proizvoda.

U radu Hrnjez i sar. (2014) analiziran je antioksidativni kapacitet, aktivnost inhibitora an-
giotenzin konvertujuc¢eg enzima (ACE) i stepen proteolize fermentisanih mle¢nih proizvoda do-
bijenih pomoc¢u kombuhe 1 uporeden je sa fermentisanim mle¢nim proizvodima dobijenim pri-
menom probiotske i1 jogurtne starter kulture. Fermentisani mle¢ni proizvodi dobijeni primenom
kombuhe imali su najviSu ACE aktivnost (63,43%) na kraju perioda skladistenja od 14 dana u
poredenju sa fermentisanim mle¢nim proizvodima dobijenim primenom probiotske i jogurtne

starter kulture (slika 32).
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Dan skladistenja

Slika 32. Promena vrednosti ACE inhibicije (ICso) tokom skladistenja fermentisanih mle¢nih
proizvoda (Hrnjez i sar., 2014).

Antimikrobna aktivnost kombuhe ispitana je prema velikom broju patogenih mikroorga-
nizama (Sreeramulu i sar., 2000). Utvrdeno je da su: Staphylococcus aureus, Shigella sonnei,
Escherichia coli, Aeromonas hydrophila, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter cloacae, Staphylococcus epidermis, Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, Helicobacter pylori i Listeria monocytogenes osetljivi
na kombuhu. Prema brojnim radovima, siréetna kiselina se smatra odgovornom za inhibitorni
efekat prema mikroorganizmima (Greenwalt 1 sar., 1998; Sreeramulu 1 sar., 2000; Steinkraus 1
sar., 1996). Medutim, Sreeramulu i sar. (2000, 2001) su utvrdili da kombuha ima antimirobni
efekat prema E. coli, S. sonnei, S. typhimurium, S. enteritidis, 1 C. jejuni ¢ak i pri neutralnoj pH
vrednosti i nakon termicke denaturacije kombuhe. Ovo ukazuje na prisustvo i drugih anti-
mikrobnih komponenti u kombuha napitku osim siréetne kiseline 1 proteina velike molekulske
mase.

Sreeramulu 1 sar. (2001) izvrSili su dalju karakterizaciju antimikrobnih komponenata u
kombuha napitku. Tokom procesa fermentacije kombuhe na crnom ¢aju u trajanju od 14 dana,
analizirali su nekoliko metabolita svaka dva dana. Utvrdili su da se nivo sir¢etne kiseline i glu-
konske kiseline povecava sa vremenom tokom fermentacije. Ni mle¢na kiselina ni etanol nisu

detektovani.
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Battikh 1 sar. (2012) ispitivali su 1 poredili antibakterijsku i1 antifungalnu aktivnost kombuhe
fermentisane na crnom ¢aju prema Gram (+) 1 Gram (—) patogenim bakterijama i kandida kvascima
koriste¢i agar difuzioni metod sa kombuha analozima proizvedenim fermentacijom kombuhe na
biljnim ekstraktima: Thymus vulgaris L., Lippia citriodora, Rosmarinus officinalis, Foeniculum
vulgare 1 Mentha piperita. Utvrdeno je snazno antifungalno dejstvo kombuha analoga, narocito
onih proizvedenih fermentacijom na L. citriodora 1 F. vulgare 1 to prema Candida glabrata, Can-
dida tropicalis, Candida sake, Candida dubliniensis 1 Candida albicans, kao 1 antibakterijsko
dejstvo prema nekim patogenim bakterijama.

Sistematsko ispitivanje antimikrobne aktivnosti kombuha napitka potvrdilo je prisustvo,
pored organskih kiselina i proteina (enzima) ili tanina izvorno prisutnih u ¢aju, i drugih antimik-
robnih komponenti produkovanih tokom fermentacije. Sinergija antimikrobnih komponenata i
niske pH vrednosti (zahvaljuju¢i produkciji organskih kiselina) verovatno pojacava inhibitorni

efekat kombuha napitka.
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MATERIJAL I METODI RADA

MATERIJAL
Mleko

Za proizvodnju fermentisanih mle¢nih napitaka koris¢eno je pasterizovano, homogenizo-
vano mleko sa 0,9%, 1,6%, 2,0% 1 2,2% mle¢ne masti (proizvodaca AD IMLEK ogranak ,,No-
vosadska mlekara® Novi Sad), hemijskog 1 mikrobioloskog sastava u skladu sa Pravilnikom o
kvalitetu proizvoda od mleka i starter kultura (Sluzbeni glasnik Republike Srbije, 33/2010 1
69/2010).

Starter kulture
Inokulum kombuhe

Priprema inokuluma kombuhe data je na slici 33. Voda sa dodatom saharozom, koncen-
tracije 70 g/L, zagreva se do klju¢anja. Potom se dodaje crni ¢aj (Camellia sinensis) ili maj¢ina
dusica (Thymus serphyllum), u koncentraciji 1,5 g/L, i ostavi se da klju¢a jo§ 5 minuta. Caj se
ohladi na sobnu temperaturu i nakon cedenja dodaje se 10% (100 mL/L) inokuluma kombubhe iz
prethodne fermentacije. Posuda u kojoj se obavlja inkubacija kombuhe prekriva se tkaninom pro-

pusnom za vazduh (gazom). Inkubacija se obavlja na temperaturi od 25°C tokom 7 dana.

VODA

TERMICKI TRETMAN
(t=100°C, =1 min)
saharoza (70 g/L) .
crni éaj / majéina dusica —» MESANIJE
(1.5g/L)
TERMICKI TRETMAN
(t=100°C, =5 min)

HLADENJE
(t=25£1°C)

FILTRIRANIJE

kombuha kultivisana na
crnom Caju (10%, v/v)

— MESANIJE

FERMENTACIJA
(t=25£1°C, 1=7 dana)

INOKULUM KOMBUHE
Slika 33. Sematski prikaz proizvodnje inokuluma kombuhe.
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Jogurtna kultura

Klasi¢ni jogurt proizveden je dodatkom jogurtne kulture YF-L812 (Yo—Flex®, Strepto-
coccus thermophilus 1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Chr. Hansen, Danska) u kon-

centraciji od 0,05 g/L.

Probiotska starter kultura

Pored inokuluma ¢ajne gljive, u pojedinim uzorcima, kori§¢ena je i probiotska starter kul-

tura ABT—7-Probio-Tek® (LA—5® Lactobacillus acidophilus, BB-12% Bifidobacterium, Strep-
tococcus thermophilus, Chr. Hansen, Danska) u koncentraciji od 0,0935 g/L (eksperiment 2) od-

nosno 0,05 g/L (eksperiment 4).

PROIZVODNJA FERMENTISANIH MLECNIH NAPITAKA

Eksperimenti su bili podeljeni u Cetiri odvojene ali povezane celine oznacene kao I, I1, I1I

1 IV eksperiment.

I eksperiment

Za proizvodnju fermentisanih mle¢nih napitaka u prvom eksperimentu koriséeno je pas-
terizovano, homogenizovano mleko sa 0,9% mlecne masti (9,80% w/w suve materije, 3,20%
w/w proteina, 4,74% w/w laktoze, 0,82% w/w pepela, pH=6,58) 1 2,2% mlecne masti (11,10%
w/w suve materije, 3,20% w/w proteina, 4,54% w/w laktoze, 0,85% w/w pepela, pH=6,59).

Proizvedeni uzorci prikazani su u tabeli 13.

Tabela 13. Plan prvog eksperimenta

Uzorei Materijal Koncentracija inokuluma
kombuhe
Model sistem Crni Caj 10% v/v
MI1K10 Mileko sa 0,9% w/w mle¢ne masti 10% v/v
MIK15 Mileko sa 0,9% w/w mlecne masti 15% v/v
M2K10 Mileko sa 2,2% w/w mle¢ne masti 10% v/v
M2K15 Mileko sa 2,2% w/w mlecne masti 15% v/v
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U mleko sa 0,9% w/w odnosno, 2,2% w/w mle¢ne masti, zagrejano na temperaturu 42°C,
dodato je 10% v/v odnosno 15% v/v inokuluma kombuhe iz prethodne fermentacije. Fermentaci-
ja mleka trajala je do postizanja pH vrednosti 4,5, nakon ¢ega je gel ohladen na §°C, homogeni-
zovan elektriénom mesalicom i pakovan u odgovaraju¢u ambalazu (polipropilenske ¢ase). Uzor-
ci su Cuvani do trenutka analize u frizideru na 4°C. Model sistem — crni ¢aj sa laktozom,
pripremljen je sa 46 g/dm’ laktoze, umesto saharoze, po ranije opisanoj proceduri pripreme

inokuluma kombuhe. Proizvodnja uzorka ponovljena je 3 puta.
IT eksperiment

Za proizvodnju fermentisanih mle¢nih napitaka u drugom eksperimentu koris¢eno je pas-
terizovano, homogenizovano mleko sa 1,6% w/w mle¢ne masti (10,60% w/w suve materije,
3,30% w/w proteina, 4,88% w/w laktoze, 0,75% w/w pepela, pH=6,84). Uzorci su proizvedeni
dodatkom 90 mL inokuluma kombuhe (kultivisane na crnom ¢aju odnosno ¢aju od majcine dusi-
ce) 1 0,0935 g/L probiotske starter kulture u 900 mL mleka na tri razli¢ite temperature: 37°C,
40°C 1 43°C. Fermentacija mleka trajala je do postizanja pH vrednosti 4,5, nakon ¢ega je gel oh-
laden na 8°C, homogenizovan elektricnom mesalicom i pakovan u odgovaraju¢u ambalazu (poli-

propilenske caSe). Uzorci su ¢uvani do trenutka analize u frizideru na 4°C. Proizvedeni su

maj¢ine duSice dok 37, 40 i 43 oznaCavaju temperaturu fermentacije. Proizvodnja uzorka

ponovljena je 3 puta.

III eksperiment

Za tre¢i eksperiment odabrano je mleko sa 2% w/w mle¢ne masti (10,59% w/w suve
materije, 3,30% w/w proteina, 4,60% w/w laktoze, 0,69% w/w pepela, pH=6,52). Za inokulaciju
mleka, zagrejanog na temperaturu 37°C odnosno 42°C, koriS¢en je inokulum kombuhe u
koncentraciji 10% v/v. Kombuha je kultivisana na crnom ¢aju koncentracije 1,5 g/L sa dodatkom
saharoze koncentracije 70 g/L. Fermentacija mleka trajala je do postizanja pH vrednosti 4,6,
nakon Cega je gel ohladen na 8°C, homogenizovan elektricnom meSalicom i pakovan u
odgovarajucu ambalazu. Uzorci su ¢uvani do trenutka analize na -18°C.

Tokom fermentacije mleka (na 37°C odnosno 42°C) dodatkom kombuhe uzorci za anali-
zu uzimani su pri slede¢im pH vrednostima:

e Uzorak 037, uzorak 04, — pH=6,07

(mleko sa dodatkom 10% v/v inokuluma kombuhe pre fermentacije);
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e Uzorak 137, uzorak 14, — pH=5,8;

e Uzorak 237, uzorak 24, — pH=5.4;

e Uzorak 337, uzorak 34, — pH=5,1;

e Uzorak 437, uzorak 44, — pH=4,8;

e Uzorak 537, uzorak 54, — pH=4,6.

Proizvodnja fermentisanog mle¢nog napitka izvrSena je u 3 ponavljanja.

U cilju poredenja proizvedeni su uzorci fermentacijom mleka klasiénom jogurtnom kul-

turom (J) i probiotskom kulturom (P) pod istim uslovima kao i sa kombuhom na 42°C. Komerci-

jalni starteri dodati su u koli¢ini od 0,05 g/L prema proizvodackoj specifikaciji.

IV eksperiment

U cetvrtom eksperimentu analizirana je kinetika fermentacije saharoze kombuhom. Kom-

buha je kultivisana na crnom ¢aju (1,5 g/L) sa saharozom koncentracije 66,47 g/L.. U ¢aj ohladen

na sobnu temperaturu dodato je 10% v/v odnosno 15% v/v inokuluma kombuhe iz prethodne

fermentacije. Inkubacija je vrSena na dve razli¢ite temperature: 22°C i 30°C, 10 dana. Uzorci su

analizirani nakon 0, 3, 4, 5, 6, 7,1 10 dana.

Generalna Sema tehnoloskog procesa proizvodnje fermentisanih mle¢nih napitaka data je

na slici 34.

PASTERIZOVANO MLEKO
(0,9; 1,6; 2,0, odnosno 2,2% mle¢ne masti)

ZAGREVANIJE

(t=37-43°C)

inokulum kombuhe (10, 15%, viv) /
Jogurtna starter kultura / — FERMENTACIJA

probiotska starter kultura (t=37-43°C, pH=4,5)

HLADENIJE
(t=8°C)

MESANJE
ambalafa —» PAKOVANIJE

SKLADISTENJE
(t=4°C)

FUNKCIONALNI FERMENTISANI
MLECNI NAPITAK

Slika 34. Tehnoloski proces proizvodnje fermentisanih mle¢nih napitaka.
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ANALIZE

Fizicko—hemijski kvalitet mleka i fermentisanih mle¢nih napitaka

Analiza fizicko—hemijskog kvaliteta mleka koris¢enog za prozvodnju varijanti fermenti-

sanog mle¢nog napitka, uzoraka tokom fermentacije pri definisanim pH vrednostima kao 1 fer-

mentisanog mlecnog napitka izvr§ena je primenom standardnih metoda analize:

pH vrednost — merena je koriS¢enjem laboratorijskog pH metra (VARIO pH SET,
Nemacka);

Suva materija (SM) — sadrzaj suve materije odreden je direktnom metodom suSenja
na temperaturi 102 + 1°C (IDF/ISO 21A:1982);

Mlec¢na mast (MM) — sadrzaj mlecne masti odreden je metodom po Gerberu (IDF
105:1985);

Ukupni proteini (UP) — sadrzaj proteina odreden je metodom po Kjeldahl-u (IDF
20:1962);

Pepeo (Pe) — sadrzaj pepela odreden je metodom zarenja na temperaturi 550°C (IDF
90:1979);

Sinerezis surutke (mL) — odreden je nakon 3 h filtracije 50 g uzorka na sobnoj tempe-
raturi (Atamer i sar., 1996);

Sposobnost vezivanja vode (SVV) — koli¢ina surutke (%) izdvojene nakon centrifugi-

ranja 20 g uzorka 30 minuta na sobnoj temperaturi (Guzman—Gonzales i sar., 1999):

SVV = (20 — Mis) / 20 (%)

Mis — masa izdvojene surutke (g).

Odredivanje Secera

Sadrzaj laktoze, D-galaktoze, D-fruktoze 1 D-glukoze odreden je kori§¢enjem enzimskih

testova proizvodaca Megazyme, Irska (Bergmeyer, 1988):

Laktoza — enzimski test K-LACGAR 12/05;
D-galaktoza — enzimski test K-LACGAR 12/05;
D-fruktoza — enzimski test K-FRUGL 11/05;
D-glukoza — enzimski test K-FRUGL 11/05.
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Sadrzaj proizvoda enzimske reakcije meren je spektrofotometrijski na spektrofotometru

tip T 80+ UV/VIS Spectrometer (PG Instruments Ltd, Engleska).

Masne Kkiseline

Mast je ekstrahovana iz uzoraka (4 mL) dodavanjem metanola (4 mL) i hloroforma (4
mL). Smesa je energicno muckana 1 minut, a zatim centrifugirana 10 minuta. Donja faza koja
sadrzi lipidnu frakciju je izolovana i evaporisana do suva u struji azota (Havemose i sar., 2004).

Ekstrahovana mast rastvorena je u heksanu (2,4 mL). Dodat je alikvot (0,6 mL) 2 mol/L
rastvora KOH u metanolu. Epruveta je zatvorena, energi¢no muckana 20 s, uronjena u vodeno
kupatilo zagrejano na 70°C i drzana jedan minut, mereno od momenta kada rastvor u epruveti
pocne da klju€a. Nakon muckanja u trajanju od 20 s dodato je 1,2 mL rastvora HCI u metanolu
(1 mol/L) 1 blago promuckano. Nakon razdvajanja faza, gornja faza koja sadrzi metil-estre mas-
nih kiselina dekantovana je i 1 puL kori$éen je za dalje analize (Kravi¢ i sar., 2011).

Analiza metil-estara masnih kiselina izvedena je na gasnom hromatografu (Hewlett—
Packard (HP) 5890) u kombinaciji sa HP 5971A masenim spektrometrom. KoriS¢ena je
kapilarna kolona SP-2560 (duzina x unutrasnji pre¢nik: 100 m x 0,25 mm; materijal: Fused
Silica; debljina filma stacionarne te¢ne faze: 0,20 um; SUPELCO, Bellefonte, Pennsylvania,
USA). Temperatura injektora bila je 230°C sa odnosom razdeljivanja 1:40, dok je gas nosac bio
helijum sa konstantnim protokom od 0,58 mL/min. Pocetna temperatura od 100°C odrZavana je
5 minuta i povec¢avana 6°C/min do krajnje temperature od 240°C. Maseni spektrometar radio je
u tehnici jonizacije elektronima sa kvadrupolnim analizatorom, temperature 180°C. Maseni
spektri snimani su SCAN tehnikom, u intervalu m/z 50-400 a.m.u. Kvalitativno odredivanje
masnih kiselina izvedeno je na osnovu masenih spektara i retencionih vremena. Kvantitativno
odredivanje izvedeno je u skladu sa AOAC metodom (Official Methods of Analysis 28.067,
1984), pri ¢emu je za definisanje korekcionih faktora koriS¢en standardni rastvor smeSe 37

metilestara proizvodaca Supelco (37 component FAME Mix, 47885-U).

Organske Kiseline

Organske kiseline (mle¢na kiselina, sir¢etna kiselina, jabuc¢na kiselina i ¢ilibarna kiselina)
odredene su primenom te¢ne hromatografije pod visokim pritiskom (HPLC) po modifikovanoj
metodi objavljenoj u radu Jayabalan i sar. (2007). U normalni sud od 25 mL odmereno je ta¢no

4 g uzorka, dodato je 5 mL bidestilovane vode a zatim je normalni sud dopunjen do crte
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acetonitrilom (Mallinckrodt Baker B. V, Holandija). Nakon ru¢nog muckanja i filtracije kroz
membranski filter precnika pora 0,45 pm (Econofilter, Agilent, SAD), pripremljen uzorak je
injektovan u HPLC (Agilent 1100, SAD) sa petljom injektora od 20 pL, C—8 kolonom i UV—
DAD detektorom. Mobilna faza bila je smesa 97% 20 mM K-dihidrogenfosfata (pH=2,4) 1 3%
metanola pri protoku od 1 mL/min. i temperaturi kolone 28°C. Detekcija je izvedena na 220 nm.
Analize su trajale 4 minuta 1 ponavljene su tri puta. Organske kiseline su identifikovane na
osnovu uporedivanja njihovih retencionih vremena sa standardnim rastvorima slede¢ih kiselina:
glukonske, glukuronske, limunske, mlecne, vinske, Cilibarne, jabucne, malonske, siretne,

oksalne i laktobionske.

Viskozitet

Viskozitet uzoraka tokom 1 nakon fermentacije mleka meren je pri temperaturi od 5°C
koris¢enjem viskozimetra High Performance HAAKE RheoStress 600HP (Karlsruhe, Nemacka)
sa senzorom PP60Ti (razmak 1 mm.). Elasticni (G') i viskozni (G") modul mereni su u LVT rezi-
mu sa intervalom frekvencije 1-10 Hz, pri naponu smicanja t=0,015 Pa. Krive proticanja odre-

dene su metodom histerezisnih petlji u opsegu brzine smicanja 0—40 rpm.

Teksturalne karakteristike

Teksturalne karakteristike: ¢vrstoca, konzistencija, kohezivnost i indeks viskoziteta uzo-
raka tokom i nakon fermentacije mleka ispitane su primenom uredaja Texture Analyser
TA.HD™™ (Micro Stable System, Engleska) na temperaturi +4°C. Sila kompresije merena je ko-
riS¢enjem diska A/BE (pre¢nik: 35 mm, rastojanje koje prelazi disk: 30 mm, brzina: 0,001 m/s) i
ekstenzionog tega Cije je opterecenje 5 kg. KoriS€ena je opcija Return to Start. Aktivaciona sila

bilaje 10 g.

Mikrostruktura

Mikrostruktura uzoraka tokom i nakon fermentacije ispitana je primenom skenirajuce
elektronske mikroskopije (SEM), koriS¢enjem elektronskog mikroskopa Joel, JSM—-6460LV
Scanning Electrone Microscope (Oxford, Instruments). Priprema uzorka za SEM analizu obuh-

vatila je: fiksiranje u 2,8% rastvoru gluteraldehida, dehidrataciju u rastvoru etanola razlicitih
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koncentracija, ekstrakciju pomo¢u CHCIl;, dehidrataciju u apsolutnom etanolu tokom 24 casa,
suSenje primenom uredaja (CPD 030 Critical Point Dryer, BAL-TEC, Nemacka) u toku jednog
Casa i prevlacenje uzorka slojem zlata (BAL-TEC, SCD 005, Sputter coater) (Kalab, 1995; Ka-
lab i sar., 1995; Sandoval—Castilla i sar., 2004). Pripremljeni uzorci posmatrani su elektronskim

mikroskopom primenom SEM tehnike pri naponu od 25 kV.

StatistiCka analiza rezultata

Statisticka analiza rezultata izvrSena je primenom programskog softvera "Statistica 9" i
rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti tri nezavisna eksperimenta sa standardnom devija-
cijom.

Faktorijalna analiza varijanse ANOVA za poredenje nekoliko prosecnih vrednosti prime-
njena je za odredivanje razlika izmedu teksturalnih karakteristika kao i komponenata razli¢itih
uzoraka. Izracunat je uticaj slede¢ih faktora i njihovih interakcija: Temperatura; Vrsta ¢aja; Dan
skladistenja; Temperatura*Vrsta ¢aja; Vrsta ¢aja*Dan skladistenja; Temperatura*Dan skladiste-
nja; Temperatura*Vrsta ¢aja*Dan skladiStenja.

T test je primenjen za odredivanje razlika izmedu teksturalnih svojstava i viskoziteta (P <
0,05). Takode je odredena i jednacina regresije sa koeficijentom korelacije. Modelovanje tekstu-
ralnih karakteristika u zavisnosti od elasti¢nog modula G' i tacke fermentacije izvedeno je upo-
trebom programskog softvera OriginPro 8.5.1 (kriging korelacija).

Cetiri parametra koja defini$u empirijski model kinetike fermentacije saharoze kombu-

hom (4,, 4>, ty 1 At) odredena su primenom Levenberg—Marquardtove metode (ORIGIN 6.1).
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REZULTATI I DISKUSIJA

PRVI EKSPERIMENT

U cilju da se uporedi fermentacija crnog ¢aja zasladenog laktozom u model sistemu i fer-

mentacija mleka, procesi su izvedeni u oba sistema, prema planu eksperimenta datog u tabeli 13.

Fermentacija laktoze u model sistemu

Crni ¢aj sa 46 g/L laktoze inokulisan je sa 10% v/v inokuluma kombuhe i podvrgnut
fermentaciji na 42°C (model sistem). Koncentracija laktoze odabrana je tako da odgovara kolici-
ni laktoze u mleku, dok je temperatura fermentacije odabrana kao tipi¢na za proizvodnju jogurta
budu¢i da nema literaturnih podataka o optimalnoj temperaturi za fermentaciju laktoze dejstvom
kombuhe. Efikasnost fermentacije prac¢ena je stopom smanjenja pH vrednosti i povecanjem
ukupne kiselosti izrazene kao sadrzaj mle¢ne kiseline (slika 35). Fermentacija je pracena 96 sati

mada je Zeljena kiselost (pH=4,5) dostignuta posle 16 sati.
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Slika 35. Promene pH vrednosti i ukupne kiselosti tokom fermentacije u model sistemu.

Evidentno je sa slike 35 da pH vrednost opada eksponencijalno (do pH=3,8) a odgovara-
juc¢a ukupna kiselost raste takode eksponencijalno (do 0,79 g/L). Ova rastuca kiselost najverovat-
nije potiskuje metabolicku aktivnost postojecih kultura, uzrokujuéi slabljenje reakcije u daljim
fazama fermentacije.

Rezultati eksperimenta u model sistemu komparirani su sa rezultatima koje su dobili

Reiss (1994) (zeleni €aj, 50 g/L laktoze, 10% v/v inokuluma kombuhe, 20-22°C) 1 Belloso-Mo-
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rales 1 Hernandez—Sanchez (2003) (slatka surutka, 47 g/L laktoze, 8% w/v inokuluma kombuhe,
32°C). Pored etanola ¢ija je koli¢ina zanemarljiva u naSem 1 Reiss—ovom sistemu, njegovi rezul-
tati znacajno se razlikuju od rezultata prvog eksperimena narocito kad je kinetika fermentacije u
pitanju. U eksperimentima Reiss—a (1994), opadanje pH vrednosti i povezano povecanje ukupne
kiselosti desavaju se sporo, uglavnom zbog znatno niZze temperature fermentacije, buduci da su
ostali parametri (eksperimentalni uslovi) i sistemi (crni i zeleni ¢aj) veoma sli¢ni. Nasuprot tome,
Belloso—Morales 1 Hernandez—Sanchez (2003) ispitivali su fermentaciju slatke surutke, Sto je
veoma razli¢ito od naseg model sistema. U pocetku, u istraZivanjima navedenih autora pH
vrednost je niska a ukupna kiselost visoka kao rezultat prethodne fermentacije. Mlecna kiselina
dominira, njena koli¢ina je sedam puta veca od koli¢ine siréetne kiseline. Nakon fermentacije
dejstvom kombuhe, razlike postaju jo§ izraZenije (3 g/L mlecne kiseline prema 0,1 g/L sircetne
kiseline). Za surutku je karakteristiCan puferni efekat prisutnih proteina (0,67%); iako koli¢ina
kiselina znacajno raste, pH vrednost se menja sporo. Nakon 96 sati fermentacije slatke surutke,

kolic¢ina etanola je iznosila 5 g/L.

Fermentacija laktoze u mleku

Rezultati dobijeni na model sistemu sugeriSu da se inokulum kombuhe moZze upotrebiti
za fermentaciju laktoze. U slede¢em koraku istrazivanja, dva uzorka mleka (sa 0,9% w/w 1 2,2%
w/w mlecne masti), koja su sadrzala 4,74% w/w 1 4,54% w/w laktoze, inokulisana su kombuha
kulturom i1 podvrgnuta fermentaciji na 42°C. Promena pH vrednosti tokom fermentacije prikaza-

na je na slici 36.
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Slika 36. Promena pH vrednosti tokom fermentacije mleka
a) mleko sa 0,9% w/w mlecne masti; b) mleko sa 2,2% w/w mle¢ne masti.
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Oblici krivih fermentacije su veoma sli¢ni, $to upucuje na zakljucak da se sli¢ne pojave
desavaju u oba sistema (mleko i model sistem). Pojava lag faze evidentna je u svim uzorcima na
priblizno pH=6,2 tokom prvih 67 sati fermentacije. Nakon toga, fermentacija postaje intenzivna
u svim uzorcima sve do kraja procesa (slika 36). Fermentacija je zavrSena (pH=4,5) nakon 9-10
sati.

Analiza krivih fermentacije pokazala je da koncentracija inokuluma kombuhe (10% v/v
vs 15% v/v) ne uti¢e zna¢ajno na brzinu fermentacije u ispitivanim sistemima. Takode, ovo istra-
zivanje je pokazalo da inokulum kombuhe ne samo da moze da se koristi za fermentaciju laktoze
ve¢ 1 da moze da se koristi niza koncentracija (10% v/v). Rezultati su u skladu sa istrazivanjima
fermentacije saharoze (Loncar i sar., 2006). Vreme fermentacije kod uzoraka sa 2,2% w/w masti
bilo je nesto krace (15 minuta) nego kod uzoraka sa 0,9% w/w masti. Mleko sa 2,2% w/w masti
je neznatno bolji supstrat u poredenju sa mlekom sa 0,9% w/w masti. Kada se uporedi trajanje
procesa fermentacije da bi se dostigao pH=4,5 u uzorcima sa crnim ¢ajem i u uzorcima sa mle-
kom, moze se zakljuciti da je fermentacija brza u mleku (9-10 h) nego u model sistemu (16 h),

Sto je 1 ocekivano jer je mleko sloZeniji supstrat.

Karakteristike dobijenih fermentisanih mle¢nih napitaka
Sadrzaj makrokomponenata u fermentisanim mle¢nim napicima

Sadrzaj makrokomponenata u uzorcima proizvedenih fermentisanih mle¢nih napitaka pri-
kazan je u tabeli 14. Fermentisani mle¢ni napici proizvedeni iz mleka sa 0,9% w/w mle¢ne masti
imaju neznatno niZi sadrzaj suve materije (u proseku 10,55% w/w) u poredenju sa fermentisanim
mle¢nim napicima proizvedenim iz mleka sa 2,2% w/w mle¢ne masti (u proseku 10,70% w/w).
Takode, uzorci proizvedeni iz mleka sa 0,9% w/w mlecne masti imaju nizi sadrzaj ukupnih pro-
teina (u proseku 2,75% w/w) u poredenju sa uzorcima proizvedenim iz mleka sa 2,2% w/w
mlec¢ne masti (u proseku 2,85% w/w). U sluc¢aju sadrzaja mlecne masti, on se smanjio za pribliz-
no 10% u uzorcima proizvedenim iz mleka sa 0,9% w/w mle¢ne masti odnosno za priblizno 5%
u uzorcima proizvedenim iz mleka sa 2,2% w/w mlecne masti. Neznatno veci je sadrzaj mineral-
nih materija u uzorcima proizvedenim iz mleka sa 0,9% w/w mle¢ne masti u poredenju sa uzor-
cima proizvedenim iz mleka sa 2,2% w/w mle¢ne masti. Na kraju procesa fermentacije, veci sa-
drzaj laktoze ostao je u fermentisanim mlecnim napicima proizvedenim iz mleka sa 0,9% w/w
mle¢ne masti (u proseku 3,83% w/w) u poredenju sa fermentisanim mle¢nim napicima proizve-

denim iz mleka sa 2,2% w/w mle¢ne masti (u proseku 3,16% w/w). Prema tome, kombuha je is-
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koristila priblizno 20% laktoze iz mleka sa 0,9% w/w mlecne masti odnosno, priblizno 30%
laktoze iz mleka sa 2,2% w/w mle¢ne masti. Ve¢i sadrZaj mlecne masti u mleku najverovatnije

doprinosi efikasnijoj fermentaciji laktoze dejstvom kombuhe.

Tabela 14. Sadrzaj makrokomponenata fermentisanih mle¢nih napitaka

SadrZaj makrokomponenata (% w/w)

UZORAK mglle‘:;ja Mnllzc;:a I[)Jrlf:tlgl:lll Pepeo Laktoza
M1K10 10,940,33 | 0,800+0,026 | 2,56+0,022 | 0,680+0,020 | 3,96+0,010
MI1K15 10,2+0,27 | 0,800+0,019 | 2,93+0,010 | 0,570+0,020 | 3,70+0,020
M2K10 10,9+0,14 | 2,10+0,040 | 2,710,026 | 0,590+0,020 | 3,10+0,010
M2K15 10,6+0,13 | 2,10+0,035 | 2,98+0,021 | 0,570+0,016 | 3,22+0,015

a) Oznake proizvoda su u skladu sa planom eksperimenta datom u tabeli 13.

Razlike u sadrzaju suve materije, ukupnih proteina i pepela izmedu mleka sa 0,9% w/w 1
2,2% w/w mlecne masti analizirane su primenom Dankanovog testa (Akhnazarova i1 Kafarov,
1982). Dankanov test je pokazao da se uporedivane vrednosti znacajno razlikuju u veéini slu-

Cajeva.

Primarni i sekundarni produkti fermentacije

Za bolje razumevanje procesa fermentacije, odreden je sadrzaj primarnih i sekundarnih
produkata fermentacije u svim uzorcima fermentisanih mle¢nih napitaka (tabela 15). Glukoza i
galaktoza su primarni produkti hidrolize laktoze (Tamime 1 Robinson, 2004). Na osnovu iskoris-
¢enja laktoze (priblizno 20% i 30%, kao $to je pomenuto) mogu se ocekivati sledece prosecne
koli¢ine glukoze/galaktoze oslobodenih hidrolizom: 4,5 g/L u metabolitima iz mleka sa 0,9%
w/w mle¢ne masti odnosno 6,9 g/L u metabolitima iz mleka sa 2,2% w/w mle¢ne masti. Analiza
dobijenih koli¢ina glukoze (tabela 15) pokazala je da je priblizno 85% glukoze u uzorcima
fermentisanih mle¢nih napitaka dobijenih iz mleka sa 0,9% w/w mle¢ne masti 1 90% glukoze u
uzorcima fermentisanih mle¢nih napitaka dobijenih iz mleka sa 2,2% w/w mlecne masti pretrpe-
lo dalje transformacije. Sasvim suprotno, samo priblizno 25% odnosno priblizno 10% galaktoze
reaguje dalje, respektivno. Dominantni sekundarni produkti fermentacije su mle¢na kiselina za-

jedno sa sir¢etnom kiselinom ¢ija je koli¢ina znacajno manja. Vrlo verovatno je da glukoza za-
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jedno sa malom koli¢inom galaktoze prelazi u L-mle¢nu kiselinu (4,9 g/L u uzorcima fermenti-
sanih mle¢nih napitaka dobijenih iz mleka sa 0,9% w/w mle¢ne masti 1 7,6 g/L u uzorcima fer-
mentisanih mle¢nih napitaka dobijenih iz mleka sa 2,2% w/w mle¢ne masti) homofermentaci-
jom. Minimalna koli¢ina etanola je utvrdena u svim uzorcima; u opsegu od 0,08 g/L do 0,3 g/L.
Razlog za malu koli¢inu etanola moze biti njegova konverzija u sir¢etnu kiselinu dejstvom

bakterija sir¢etne kiseline roda Acetobacter prisutnih u kombuhi.

Tabela 15. Primarni i sekundarni produkti fermentacije mleka dodatkom inokuluma kombuhe

SadrZaj mikrokomponenata (% w/w)
UZORAK* VIR . -
D—glukoza | D-galaktoza | L-mlecna kiselina | Sircetna Kiselina
M1K10 0,065+0,001 0,30+0,01 0,42+0,009 0,030+0,004
MI1K15 0,060+0,001 | 0,35+0,008 0,56+0,007 0,046+0,005
M2K10 0,067+0,007 |  0,67+0,009 0,82+0,01 0,041+0,007
M2K15 0,062+0,008 |  0,65+0,008 0,71+0,005 0,042+0,005

a) Oznake proizvoda su u skladu sa planom eksperimenta datom u tabeli 13.

Glavna razlika izmedu metabolita u model sistemu sa laktozom i mleka je u sadrzaju
kiselina. Na pH=4,5, fermentisani crni ¢aj sadrzi 0,71 g/L ukupnih kiselina, dok fermentisano
mleko sa 0,9% w/w mle€ne masti ima sedam puta veci sadrzaj kiselina a fermentisano mleko sa
2,2% w/w mlecne masti ¢ak dvanaest puta. Takode, siréetna kiselina preovladuje u uzorcima
kombuha napitka, dok veci deo ukupnih kiselina u fermentisanim mle¢nim napicima ¢ini mle¢na
kiselina. Sli¢ni rezultati dobijeni su u radu Malbasa i sar. (2009a) (mleko sa 2,2% w/w mlecne
masti, 46,5 g/L laktoze, 10% v/v koncentrovanog inokuluma kombuhe, na 42°C). Sadrzaj
ukupnih kiselina bio je 5,2 g/L, od kojih 4,5 g/L pripada mle¢noj kiselini. Sli¢an rezultat utvrden
je 1 na slatkoj surutki (Belloso—-Morales i Herndndez—Sanchez, 2003). Pri pH=4,5 proizvodi

fermentacije slatke surutke sadrzali su 1,5 g/L. mlecne kiseline, ali samo 0,1 g/L siréetne kiseline.

Fizi¢ke i teksturalne karakteristike

Fizic¢ke karakteristike fermentisanih mle¢nih proizvoda prikazane su u tabeli 16. Nisu ut-
vrdene znacajnije razlike u vrednostima sinerezisa i u proseku iznose 1%. Najnizu vrednost

sinerezisa (30 mL/50 mL) imao je uzorak dobijen iz mleka sa 2,2% w/w mle¢ne masti dodatkom
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10% v/v inokuluma kombuhe (M2K10). Sposobnost vezivanja vode izmedu uzoraka takode je
bila pribliZno ista, prosecna razlika je oko 2%. Uzorci fermentisanih mle¢nih napitaka dobijenih
iz mleka sa 0,9% w/w mlecne masti imaju nesto nizu sposobnost vezivanja vode (43,2% w/w
prose¢no) u odnosu na fermentisane mlecne napitke dobijene iz mleka sa 2,2% w/w mle¢ne
masti (45,2% w/w prosecno). Na osnovu rezultata kiselosti (34,8 °SH — 37,4 °SH), mozZe se
zakljuciti da su fermentisani mle¢ni napici proizvedeni uz primenu kombuhe manje kiseli u

poredenju sa tradicionalnim fermentisanim proizvodima tipa jogurt.

Tabela 16. Fizicke karakteristike fermentisanih mle¢nih napitaka

Fizicke karakteristike
UZORAK* Sinerezis SAK Kiselost
(mL/50 mL) (% w/w) (°SH)
MI1K10 32,0+1,2 45,5+1,6 37,4+1,7
MI1K15 33,0+1,3 41,0£1,9 37,0+£1,8
M2K10 30,0410 46,040.92 37.241.7
M2K15 31,0+1,6 44 5+1,1 34,8+0,95

a) Oznake proizvoda su u skladu sa planom eksperimenta datom u tabeli 13.
b) SVV — sposobnost vezivanja vode.

Teksturalne karakteristike fermentisanih mle¢nih napitaka prikazane su na slici 37. Odre-
dene su sledece karakteristike: ¢vrstoca, konzistencija, kohezivnost i indeks viskoziteta. Prema
primenjenom metodu, kohezivnost i indeks viskoziteta izrazene su kao negativne vrednosti (niza
vrednost ukazuje na povoljnije svojstvo). Potpuno ocekivano, uzorci M2K10 i M2K15, koji
imaju vecu vrednost sadrzaja i mleCne masti 1 proteina, pokazali su bolje teksturalne karakteris-
tike u poredenju sa uzorcima M1K10 1 M1K15. Optimalnu teksturu imao je uzorak M2K10, koji
ima najbolju vrednost kohezivnosti (-8 g) i indeksa viskoziteta (-2,7 g s), a konzistenciju (410 g
s) jednaku kao i uzorak M2K15. Jo§ jednom je potvrdeno da koncentracija primenjenog
inokuluma kombuhe ima zanemarljiv uticaj na teksturalne karakteristike fermentisanih mlecnih

proizvoda u poredenju sa uticajem drugih faktora kao Sto su sadrZaj mle¢ne masti i proteina.
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Slika 37. Teksturalne karakteristike fermentisanih mle¢nih proizvoda
a) ¢vrstoca; b) konzistencija; c) kohezivnost i d) indeks viskoziteta.

Rezultati dobijeni tokom ovog istrazivanja ukazuju da se tradicionalna kombuha moze
upotrebiti kao starter kultura za fermentaciju laktoze u mleku bez prethodnog koncentrisanja.
Dodatak 10% v/v inokuluma kombuhe je optimalna koli¢ina za fermentaciju mleka. Koli¢ina
mle¢ne masti u mleku znacajno uti¢e na fermentaciju i karakteristike dobijenih metabolita. Pri-
marni produkti fermentacije prolaze dalje transformacije, glukoza mnogo brze od galaktoze, Sto
je potvrda ranijih istrazivanja fermentacije mleka obi¢nim i koncentrisanim inokulumom kom-
buhe (Malbasa i sar., 2009). Glavni sekundarni produkti fermentacije su mlec¢na kiselina i siréet-

na kiselina.
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DRUGI EKSPERIMENT

U drugom eksperimentu ispitana je moguénost ubrzanja procesa fermentacije mleka pri-
menom inokuluma kombuhe kultivisane na supstratima crni ¢aj i majcina duSica, u kombinaciji

sa probiotskom starter kulturom. Fermentacija je izvedena na temperaturama 37, 40 1 43°C.

Tok fermentacije i hemijski sastav

Fermentacija mleka delovanjem kombuhe 1 probiotske starter kulture ABT-7 trajala je od
3,5 do 4,5 h (slika 38a i b), odnosno oko 2,5-3 puta kra¢e u odnosu na fermentaciju mleka samo
kombuhom (slika 36). Oblik fermentacione krive je sigmoidalan i veoma sli¢an za obe grupe
uzoraka (BT — crni ¢aj, Camellia sinensis i TT — ¢aj od majcine duSice, Thymus serpillum).
Povecanje temperature fermentacije dovelo je do skra¢enja vremena fermentacije. Uzorak BT43
imao je najkrace fermentaciono vreme (3,5 h) Sto je u saglasnosti sa ranije objavljenim rezultati-
ma (Durakovi¢ i sar., 2008). Takode, rezultati ovog eksperimenta ukazuju da se inokulum kom-
buhe kultivisan na razli¢itim vrstama ¢aja moze koristiti u kombinaciji sa probiotskom starter

kulturom u tehnologiji fermentisanih mle¢nih proizvoda.
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Slika 38. Promena pH vrednosti tokom fermentacije mleka sa razlicitim starter kulturama
na 37°C, 40°C 1 43°C

a) kombuha kultivisana na crnom ¢aju i probiotska starter kultura;

b) kombuha kultivisana na ¢aju od maj¢ine dusSice i probiotska starter kultura.

Hemijski sastav svih kombuha fermentisanih mle¢nih proizvoda prikazan je u tabeli 17.
Uzorci proizvedeni primenom kombuhe kultivisane na ¢aju od maj¢ine dusice i probiotske star-

ter kulture imaju neznatno visi nivo suve materije i pepela nego uzorci proizvedeni primenom
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kombuhe kultivisane na crnom caju i probiotske starter kulture. Svi uzorci imaju slican sadrzaj

mlec¢ne masti i ukupnih proteina.

Tabela 17. Sadrzaj makrokomponenata fermentisanih mle¢nih napitaka proizvedenih
kombinacijom starter kultura na razli¢itim temperaturama

Sadrzaj makrokomponenata (% w/w)
UZORAK .. Mileéna Ukupni
Suva materija mast proteini Pepeo
BT37 10,12 £0,11 1,55+0,03 | 3,03+0,13 0,64 +0,10
BT40 10,07 £ 0,11 1,55+0,03 | 2,92+0,80 0,63 + 0,10
BT43 9,93 +0,80 1,55+0,02 | 2,88+0,17 0,61 +0,03
TT37 10,24 + 0,05 1,55+0,02 | 3,03+0,05 0,69 + 0,01
TT40 10,22 £ 0,07 1,55+0,04 | 3,01 £0,11 0,68 + 0,14
TT43 10,23 £ 0,02 1,55+0,02 | 2,85+0,03 0,71 £0,05

Fizicke karakteristike fermentisanih mle¢nih napitaka

Fizicke karakteristike uzoraka fermentisanih mlecnih proizvoda dobijenih kombinacijom
starter kultura prikazane su u tabeli 18. Uzorci proizvedeni sa kombuhom kultivisanom na crnom
¢aju imali su znatno bolju sposobnost vezivanja vode za =19% u poredenju sa uzorcima
proizvedenim sa kombuhom kultivisanom na ¢aju od majcine dusice. Temperatura fermentacije
nema znacajniji uticaj na sposobnost vezivanja vode. Kod vrednosti sinerezisa nije posebno
izrazena razlika u vrsti inokuluma, a takode ni uticaj temperature. Prose¢na vrednost sinerezisa
za sve uzorke je oko 32 mL/50 mL. Dakle, dobijeni rezultati ukazuju da vrsta caja za kultivaciju
kombuhe ima veci uticaj na sposobnost vezivanja vode uzoraka, dok je uticaj temperature mali i

na ovu osobinu i1 na sinerezis.
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Tabela 18. Fizicke karakteristike fermentisanih mle¢nih napitaka proizvedenih kombinacijom
starter kultura na razli¢itim temperaturama

Fizicke karakteristike
UZORAK Sinerezis SVv
(mL/50 mL) (% w/w)
BT37 34,00 = 0,00 39,25+ 0,35
BT40 32,50 + 0,87 38,50+ 0,71
BT43 32,20 +0,82 39,67 + 1,04
TT37 31,50+ 1,26 30,50 + 1,02
TT40 31,75 £ 1,06 32,75 +0,35
TT43 33,00 £ 0,06 32,00+ 1,52

a) SVV — sposobnost vezivanja vode.

Uticaj temperature, vrste ¢aja i perioda skladiStenja na kvalitet proizvoda

Analiza uticaja temperature fermentacije i vrste ¢aja za kultivaciju kombuhe na sadrzaj
laktoze, galaktoze i L-mlecne kiseline pokazala je da temperatura ima znacajan uticaj na sadrzaj
L—mlecne kiseline (tabela 19). Takode, vrsta ¢aja za kultivaciju kombuhe ima znac¢ajan uticaj na
sadrzaj laktoze i L-mlecne kiseline, a interakcija faktora Temperatura*Vrsta ¢aja ima znacajan

uticaj samo na sadrzaj L-mlecne kiseline (slika 39).

Tabela 19. Uticaj temperature 1 vrste ¢aja na sadrzaj laktoze, galaktoze i L-mlecne kiseline

Parametar Laktoza D-galaktoza L—mlec¢na Kkiselina
DF MS P DF MS P DF MS P
Temperatura 2 0,0142 0,1624 2 0,0002 | 0,6726 2 0,0135 | 0,0001*
Vrsta Caja 1 0,0763 | 0,0128* 1 0,0024 | 0,0508 1 0,0037 | 0,0031*
%
Temperz:;;a Vrsta 2 0,0281 0,0586 2 0,0004 | 0,4397 2 0,0037 | 0,0018%*

DF — degree of freedom / stepeni slobode;
MS — mean of square / sredina kvadrata;
p = p vrednost, *p<0,05.
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Slika 39. Uticaj temperature i vrste ¢aja na proizvode fermentacije dejstvom kombuhe:
a) D-galaktoza; b) laktoza; c) L-mle¢na kiselina.

Vrsta Caja i temperatura fermentacije mleka imaju znacajan uticaj na ¢vstocu proizvede-
nih uzoraka fermentisanih mle¢nih napitaka (slika 40a). Takode, veoma vazan uticaj na ¢vrstocu
ima dan skladiStenja, naroCito na uzorke kod kojih je fermentacija izvedena na 43°C, $to je u
skladu sa predhodno objavljenim rezultatima (Ili¢i¢ i1 sar., 2010). Rezultati su pokazali da
interakcija faktora Vrsta ¢aja*Dan skladiStenja ima znacajan uticaj na ¢vrstocu fermentisanih
mle¢nih napitaka. Uzorci proizvedeni sa inokulumom kombuhe kultivisane na ¢aju od majcine
duSice imali su manju c¢vsto¢u nakon proizvodnje i nakon deset dana skladiStenja na svim
temperaturama proizvodnje (37°C, 40°C i 43°C) u poredenju sa uzorcima proizvedenim sa
inokulumom kombuhe kultivisane na crnom caju. StatistiCka analiza konzistencije pokazala je
znacCajan uticaj vrste ¢aja (tabela 20). U slucaju uzoraka sa inokulumom kombuhe kultivisane na
crnom c¢aju, vrednosti konzistencije znacajno rastu tokom skladi$tenja uzorka BT43. Uzorci

proizvedeni sa inokulumom kombuhe kultivisane na ¢aju od majc¢ine duSice nisu pokazali
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znaCajne promene u konzistenciji tokom skladiStenja (slika

Temperatura*Dan skladiStenja ima znacajan uticaj na konzistenciju.

40D).
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Slika 40. Uticaj vrste Caja 1 dana skladistenja na
a) ¢vrstocu fermentisanih mle¢nih napitaka i b) konzistenciju fermentisanih mle¢nih napitaka.

A t43

Tabela 20. Uticaj razlicitih faktora na ¢vrstocu i konzistenciju fermentisanih mlecnih napitaka

Faktor Cvrstoéa Konzistencija
DF MS P DF MS P

Temperatura 2 0,630 0,028* 2 136 0,178

Vrsta ¢aja 1 3,791 0,000%* 1 2457 0,000%*

Dan skladiStenja 1 3,621 0,000* 1 235 0,089

Temperatura* Vrsta ¢aja | 2 0,228 0,211 2 82 0,334

%

Vrsta caja® Dan 1 0,874 0,023% | 1 983 0,003*

skladiStenja
%

Temperatura® Dan 2 0,268 0,167 | 2 19 0,756

skladiStenja
Temperatura* Vrsta
¢aja* Dan skladiStenja 2 0,113 0,437 2 1 0,850

DF — degree of freedom / stepeni slobode;
MS — mean of square / sredina kvadrata;

p = p vrednost, *p<0,05.
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Utvrden je znacajan uticaj vrste Caja na kohezivnost uzoraka (slika 41a). Ove razlike su
narocito izrazene tokom skladiStenja. Naime, u svim uzorcima proizvedenim sa inokulumom
kombuhe kultivisane na ¢aju od maj¢ine dusice kohezivnost raste tokom skladiStenja. Nasuprot
tome, kohezivnost uzoraka proizvedenih sa inokulumom kombuhe kultivisane na crnom caju to-
kom deset dana skladiStenja opada. Interakcija faktora Vrsta ¢aja*Dan skladiStenja pokazala je
veliki uticaj na kohezivnost dok faktor Dan skladiStenja pojedina¢no nema znacajan uticaj (ta-
bela 21).

Kao i na kohezivnost, vrsta ¢aj je imala znacajan uticaj na indeks viskoziteta (tabela 21).
Indeks viskoziteta bio je veéi u uzorcima proizvedenim sa inokulumom kombuhe kultivisane na
crnom ¢aju u poredenju sa uzorcima proizvedenim sa inokulumom kombuhe kultivisane na ¢aju
od majcine dusSice. Tokom deset dana skladiStenja indeks viskoziteta promenio se u korist uzora-
ka proizvedenih sa inokulumom kombuhe kultivisane na ¢aju od maj¢ine dusice (slika 41b).

Analiza teksture nakon skladistenja pokazala je znacajno bolje teksturalne karakteristike
uzoraka proizvedenih sa inokulumom kombuhe kultivisane na crnom ¢aju u poredenju sa uzor-
cima proizvedenim sa inokulumom kombuhe kultivisane na ¢aju od maj¢ine dusice. Ovi rezultati
ukazuju na pozitivan uticaj komponenata crnog ¢aja na teksturalne karakteristike gela fermenti-

sanih mle¢nih napitaka tokom skladiStenja.
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Slika 41. Uticaj vrste €aja 1 dana skladiStenja na:
a) kohezivnost fermentisanih mle¢nih napitaka;
b) indeks viskoziteta fermentisanih mle¢nih napitaka.
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Tabela 21. Uticaj razliCitih faktora na kohezivnost 1 indeks viskoziteta fermentisanih mlecnih

napitaka
Faktor Kohezivnost Indeks viskoziteta
DF MS P DF MS P
Temperatura 2 0,197 0,048* 2 0,052 0,097
Vrsta ¢aja 1 2,075 0,000* 1 0,276 0,002*
Dan skladiStenja 1 0,012 0,635 1 1,384 0,000*
Temperatura* Vrsta ¢aja | 2 0,108 0,155 2 0,065 0,062
%
Vrsta caja® Dan | 3,449 0,000 | 1 | 5,546 0,000
skladiStenja
%
Temperatura® Dan 2 0,017 0,714 | 2 | 0,011 0,572
skladiStenja
Temperatura* Vrsta
¢aja* Dan skladistenja 2 0,051 0,384 2 0,051 0,099

DF — degree of freedom / stepeni slobode;
MS — mean of square / sredina kvadrata;
p = p vrednost, *p<0,05.

Dobijeni rezultati pokazali su da inokulum kombuhe kultivisan na crnom caju odnosno
¢aju od majc¢ine dusice u kombinaciji sa probiotskom starter kulturom dvostruko skrac¢uje vreme
fermentacije mleka u proizvodnji fermentisanih mle¢nih napitaka. Vrsta ¢aja upotrebljena za fer-
mentaciju ima znac¢ajan uticaj na sposobnost vezivanja vode proizvedenih fermentisanih mle¢nih
napitaka, a nema na sinerezis. RazliCite temperature fermentacije mleka nemaju znacajan uticaj
na fizickohemijske karakteristike fermentisanih mlecnih napitaka. Rezultati faktorijalne analize
ANOVA pokazali su da interakcija faktora Temperatura*Vrsta ¢aja ima znacajan uticaj na sadr-
zaj L—-mle¢ne kiseline.

Vrsta Caja upotrebljena za kultivaciju kombuhe znacajno uti¢e na teksturalne karak-
teristike proizvedenih fermentisanih mle¢nih napitaka naroc¢ito nakon deset dana skladiStenja. U
zavisnosti od vrste ¢aja ¢vrstoca, konzistencija 1 indeks viskoziteta pokazuju vece razlike medu
uzorcima nakon deset dana skladistenja. Dakle, na teksturalne karakteristike interakcija faktora

Vrsta ¢aja*Dan skladistenja je od znacaja.
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TRECI EKSPERIMENT

S obzirom na specifi¢an tip fermentacije mleka dodatkom kombuhe u tre¢em eksperi-
mentu izvrSena je determinacija i identifikacija produkata fermentacije laktoze i utvrdena ko-
relacija izmedu mikrostrukture i teksturalnih i reoloskih svojstava gela tokom fermentacije mleka

primenom kombuhe, jogurtne i probiotske starter kulture na dve temperature (37°C 1 42°C).

Hemijski sastav mleka sa inokulumom kombuhe

Mleko kori§¢eno za proizvodnju fermentisanih mle¢nih napitaka imalo je pH=6,52, a na-
kon dodavanja 10% v/v inokuluma kombuhe kultivisane na crnom c¢aju pH je iznosio 6,07.

Hemijski sastav mleka sa dodatim inokulumom kombuhe prikazan je u tabeli 22.

Tabela 22. Hemijski sastav mleka sa dodatim 10% v/v inokulumom kombuhe

Hemijske karakteristike 37°Ci42°C
(g/100 g) pH=6,07

Suva materija 10,34+0,02
Mlecna mast 2,00+0,00
Ukupni proteini 3,12+0,12
Pepeo 0,69+0,69

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da je kvalitet mleka u skladu sa vaze-

¢im Pravilnikom o kvalitetu proizvoda od mleka i starter kultura (2010).

Hemijski sastav fermentisanog mle¢nog napitka

Hemijski sastav proizvedenog fermentisanog mlec¢nog napitka na temperaturama 37°C i

42°C prikazan je u tabeli 23.

Tabela 23. Hemijski sastav fermentisanih mle¢nih napitaka dobijenih sa inokulumom kombuhe
na razli¢itim temperaturama

Hemijske karakteristike 37°C \ 42°C
(g/100 g) pH=4,6
Suva materija 9,98+0,24 10,34+0,03
Mlecéna mast 1,98+0,00 1,98+0,00
Ukupni proteini 2,82+0,17 3,14+0,08
Pepeo 0,62+0,05 0,68+0,01
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Iz rezultata prikazanih u tabeli 23 vidi se da je sadrzaj suve materije, mleCne masti,
ukupnih proteina i pepela fermentisanog mle¢nog napitka, proizvedenog fermentacijom mleka uz
dodatak 10% inokuluma kombuhe na 37°C i 42°C, neznatno manji od sadrzaja pomenutih he-
mijskih karakteristika pre fermentacije mleka usled dodatka inokuluma kombuhe (tabela 22). Iz
prikazanih rezultata moze se zakljuciti da tokom proizvodnje fermentisanog mlec¢nog napitka uz
primenu 10% inokuluma kombuhe ne dolazi do bitnih promena ovih hemijskih karakteristika
proizvoda §to je u skladu sa rezultatima prethodnih istrazivanja (Ili¢i¢ 1 sar., 2009; Vitas i sar.,
2010). Takode, dobijeni rezultati ne pokazuju znacajne razlike u sadrzaju suve materije, mlecne

masti, ukupnih proteina 1 pepela izmedu uzoraka proizvedenim na 37°C 1 42°C.

Promena vrednosti pH tokom fermentacije mleka

Proces fermentacije mleka tokom proizvodnje fermentisanih mle¢nih proizvoda predstav-
lja veoma vaznu operaciju za formiranje optimalnih fizicko—hemijskih i senzornih osobina proiz-
voda. Promena vrednosti pH zavisi od razli¢itih faktora: hemijskog sastava 1 fizicko—hemijskih
svojstava mleka, vrste startera, temperature inokulacije i dr (Tamime, Robinson, 2004; Tamime,
2006). Na slici 42 prikazana je promena pH vrednosti tokom fermentacije mleka sa 2% mle¢ne

masti na 37°C i 42°C pri proizvodnji fermentisanih mle¢nih napitaka primenom inokuluma

kombubhe.
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Slika 42. Promena vrednosti pH tokom fermentacije mleka na 37°C i 42°C.

Sa grafika se uoCava da fermentacija mleka (pocetne pH vrednosti 6,52) pomocu 10%
inokuluma kombuhe (pocetne pH vrednosti 3,17) do postizanja pH=4,6 na 37°C traje 13h:40min
a na 42°C 8h:15min. Fermentacija mleka na 42°C trajala je dakle znacajno krace (oko 5,5h) u

poredenju sa fermentacijom na 37°C. Nakon devet sati od pocetka fermentacije na 37°C pH
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vrednost pocinje ubrzano da opada, skoro linearno i nakon tri sata postize vrednost pH=4,95.
Krivu fermentacije na 42°C karakteriSe blagi porast pH vrednosti prva dva sata (od pocetne
pH=6,07 do pH=6,2). Naredna dva sata pH vrednost postepeno opada. Dalji pad pH na obe
temperature odvija se do postizanja krajnje vrednosti pH=4,6. Dobijeni rezultati u skladu su sa
dosadasnjim ispitivanjima promene pH vrednosti tokom fermentacije mleka uz primenu kombu-

he kultivisane na crnom ¢aju (Milanovi¢ i sar., 2002; Milanovi¢ i sar., 2008).

Promena sadrzaja Secera tokom fermentacije

Tokom fermentacije mleka dodatkom 10% inokuluma kombuhe delovanjem mikroorga-
nizama prisutnih u kulturi dolazi do snizavanja pH vrednosti kao posledica transformacije
laktoze. Na pocetku procesa sadrzaj laktoze iznosio je 4,39 g/100g i tokom fermentacije
postepeno opada. Najprimetniji je pad sadrzaja laktoze izmedu prve i druge fermentacione tacke
(pH=6,07 1 pH=5,8) na obe temperature. Sadrzaj laktoze je nizi u uzorcima proizvedenim na
37°C (3,5931 g/100g) u poredenu sa uzorcima proizvedenim na 42°C (3,7483 g/100g) na kraju
procesa fermentacije, tj. na pH=4,6 (tabele 24 i 25). Na osnovu navedenih podataka moze se
zakljuciti da se tokom fermentacije mleka na 42°C transformiSe 14,6% laktoze odnosno 18,2%
na 37°C. Ovo se moze objasniti duzim vremenom fermentacije na 37°C pra¢enom daljom
razgradnjom laktoze. Prema podacima Tamime i Robinson (2004) u proizvodnji jogurta
koriS¢enjem tradicionalne starter kulture (Streptococcus thermophilus 1 Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus) tokom homofermentacije transformise se oko 30% laktoze $to je ocekivano

viSe nego primenom inokuluma kombubhe.

Tabela 24. Promena sadrzaja Secera u fermentisanim mle¢nim napicima
proizvedenim na 37°C

Sadrzaj pH
Secera
(2/100g) 6,07 58 5.4 5.1 4,8 4,6
Laktoza 4,3900+ | 3,8523+ 3,8210+ | 3,7713+ | 3,6105+ | 3,5931+
0,000 0,0881 0,0478 00563 0,1006 0,1388
Galaktoza 0,0068+ | 0,4097+ 0,3801+ | 0,3947+ | 0,3272+ | 0,3188+
0,0045 0,0534 0,0344 0,0213 0,0295 0,1863
Glukoza 0,0155+ | 0,3371+ 0,2206+ | 0,1948+ | 0,1318+ | 0,0817+
0,0155 0,1384 0,0388 0,0518 0,0186 0,041
Fruktoza 0,0125+ | 0,0964+ 0,0762+ | 0,1043+ | 0,0752+ | 0,0865+
0,0125 0,0145 0,0234 0,0066 0,0077 0,0057
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Tabela 25. Promena sadrzaja Secera u fermentisanim mle¢nim napicima
proizvedenim na 42°C

Sadrzaj pH
Seéera
(2/100g) 6,07 5.8 5.4 5.1 4,8 4,6
Laktoza 4,3900+ 3,9607+ 3,7910+ 3,7826+ 3,7526+ 3,7483+
0,000 0,0279 0,0080 0,0558 0,0652 0,0254
Galaktoza 0,0068+ 0,2017+ 0,2760+ 0,2793+ 0,2890+ 0,2576+
0,0045 0,0075 0,0137 0,0057 0,0095 0,0040
Glukoza 0,0155+ 0,1460+ 0,1527+ 0,1536+ 0,1326+ 0,0840+
0,0155 0,0030 0,0056 0,0020 0,0041 0,0093
0,0125+ 0,0276+ 0,0232+ 0,0109+ 0,0129+ 0,0233+
Fruktoza

0,0125 0,0276 0,0034 0,0037 0,0001 0,0035

Sadrzaj galaktoze 1 glukoze raste izmedu prve i druge tacke fermentacije (pH=6,07 1
pH=5,8) zbog fermentacije laktoze i njene hidrolize na glukozu i galaktozu.

Dalja promena sadrzaja galaktoze i glukoze posledica je metabolicke aktivnosti starter
kulture, tj. inokuluma kombuhe i u skladu je sa prethodnim istrazivanjima (Ili¢i¢ i sar., 2009).

Sadrzaj fruktoze na pH=4,6 veci je u uzorcima proizvedenim na 42°C u poredenju sa
onima proizvedenim na 37°C, §to ukazuje na ve¢i afinitet kombuhe prema fruktozi na niZzoj tem-
peraturi.

Trend promene sadrzaja laktoze, galaktoze, glukoze i fruktoze tokom fermentacije mleka
primenom inokuluma kombuhe na dve razlicite temperature (37°C 1 42°C) veoma je slican

odnosno bez znacajnijih razlika.

Promena sadrzaja organskih kiselina tokom fermentacije

Sadrzaj organskih kiselina u inokulumu je sledeéi: 0,0142 g/100g mle¢ne kiseline; 0,2681
g/100g sir¢etne kiseline; 0,1580 g/100g jabucne kiseline 1 0,0232 g/100g ¢ilibarne kiseline.
Dominantna kiselina je siréetna kiselina Sto je u skladu sa istraZzivanjima drugih autora. U
kombuha napicima proizvedenim kultivacijom kombuhe na crnom i zelenom ¢aju pored siréetne
kiseline identifikovane su i D—glukuronska kiselina, mle¢na kiselina i limunska kiselina c¢ija
koncentracija je u funkciji vrste koriS¢enog Caja (Jayabalan i sar., 2007).

Produkecija organskih kiselina tokom fermentacije mleka dodatkom inokuluma kombuhe
na 37 i1 42°C prikazana je u tabelama 26 i 27. Koncentracija mle¢ne kiseline postepeno raste

tokom fermentacije do dostizanja maksimalne vrednosti na kraju procesa od 0,1764 g/100g na
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37°C, odnosno 0,1680 g/100g na 42°C. U poredenju sa sadrzajem mlecne kiseline u jogurtu
(Omae i sar., 2008) njen sadrZaj u fermentisanom mle¢nom napitku je Cetiri puta nizi i u skladu
je sa ocekivanjima. Sadrzaj siréetne kiseline porastao je izmedu pH 6,07 1 5,8 sa 0,0051 na

0,0158 g/100g tokom fermentacije na 42°C, dok pri ostalim pH vrednostima nije detektovan.

Tabela 26. Promena sadrzaja organskih kiselina u fermentisanim mle¢nim napicima
proizvedenim na 37°C

Sadrzaj pH

organske

Kiseline 6,07 5.8 5.4 5.1 4,8 4,6
(g/100g)

Mleéna 00142 | 01292+ | 0.1625t | 0,1655t | 0.1687+ | 0,1764+
Kiselina 0,0003 0,0003 0,0050 0,0046 0,0014 0,0031
Sircetna 0,0051+

kiselina 0,0024 nd nd nd nd nd
Jabuéna | 0,1815+ | 0,0547+ | 0,0539+ | 0,0560+ | 0,508+ | 0,0568%
kiselina 0,3070 0,0106 0,0158 0,0034 0,0103 0,0052
Cilibarna q 0,0178+ | 00239+ | 0,0235+ | 0,0184+ .
Kiselina b 0,0081 0,0159 0,0073 0,0022 n

nd — nije detektovano

Tabela 27. Promena sadrzaja organskih kiselina u fermentisanim mle¢nim napicima
proizvedenim na 42°C

Sadrzaj pH
organske
Kiseline 6,07 5,8 5,4 5,1 4,8 4,6
(g/100g)
Mleé&na 0,0142+ 0,1288+ | 0,1574+ 0,1592+ 0,1596+ | 0,1680+
Kiselina 0,0003 0,0015 0,0006 0,0089 0,0020 0,0013
Siréetna 0,0051+ 0,0158+ d d d d
Kiselina 0,0024 0,0025 n n n n
Jabutna 0,1815+ 0,0633+ | 0,0579+ 0,0595+ 0,0533+ | 0,0555+
kiselina 0,3070 0,0099 0,0182 0,0032 0,0303 0,0011
Cilibarna nd nd 0,0212+ 0,0109+ 0,0196+ | 0,0130+
kiselina 0,0010 0,0012 0,0021 0,0003

nd — nije detektovano

Sadrzaj jabuc¢ne kiseline sa pocetne vrednosti (0,1815 g/100g) opada do pH 5,4 da bi se
do kraja procesa fermentacije minimalno promenio i na kraju fermentacije iznosio 0,0568 g/100g
na 37°C odnosno 0,0555 g/100g na 42°C. Maksimalnu koncentraciju ¢ilibarna kiselina dostize

na pH 5,4 1 ona iznosi na 37 1 42°C, 0,0239 g/100g 1 0,0212 g/100g, respektivno.
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Promena sadrzaja masnih Kiselina tokom fermentacije

Relativni sadrzaj masnih kiselina u mleku i uzorcima tokom fermentacije na 37°C 1 42°C
prikazan je u tabeli 28. Sadrzaj palmitinske kiseline (C16:0) u mleku i uzorcima bio je najveci u
poredenju sa sadrzajem ostalih masnih kiselina. U mleku je iznosio 27,31 g/100g ukupnih mas-
nih kiselina dok je u fermentisanim mle¢nim napicima na 37°C 1 42°C pri pH=4,60 bio 24,69
g/100g 125,07 g/100g, respektivno. Pored palmitinske kiseline tri masne kiseline (C18:1, C14:0 1
C18:0) bile su dominantne u mleku i fermentisanim mle¢nim napicima. Njihov ukupan sadrzaj
iznosio je u mleku 45,27 g/100g; u fermentisanom mle¢nom proizvodu (pH=4,60) na 37°C 1
42°C, 46,61 g/100g odnosno 49,52 g/100g, respektivno.

Nije utvrdena znacajna razlika u sadrZaju masnih kiselina tokom fermentacije na 37°C i
42°C. Sadrzaj miristinske kiseline (C14:0) u uzorcima fermentisanih mle¢nih napitaka proizve-
denih na 37°C bio je 12,02 g/100g (pH=6,07), 12,68 g/100g (pH=5,10) 1 12,37 g/100g (pH=4,60)
dok je na uzorcima proizvedenim na 42°C iznosio 11,52 g/100g (pH=6,07), 11,41 g/100g
(pH=5,10)1 11,57 g/100g (pH=4,60).

Prema podacima nekih istrazivanja, u mle¢noj masti identifikovano je preko 437 razlici-
tih masnih kiselina (Collins i sar., 2003). Mle¢na mast obi¢no sadrzi visok procenat zasi¢enih
masnih kiselina (saturated fatty acids — SFA; 70—75 g/100g) i mononezasi¢enih masnih kiselina
(monounsaturated fatty acids — MUFA; 20-25 g/100g) 1 mali procenat polinezasi¢enih masnih
kiselina (polyunsaturated fatty acids — PUFA; 5 g/100g) (Lock i Shingfield, 2004). Dobijeni
rezultati su u skladu sa tim podacima. Zasi¢ene masne kiseline ne sadrze dvostruke kovalentne
veze ili druge funkcionalne grupe u molekulskom lancu. One formiraju ravne lance atoma, i kao
rezultat toga mogu se skladistiti u organizmu, S$to povecava koli¢inu energije po jedinici zapre-
mine. Nezasi¢ene masne kiseline su kiseline sli¢nog oblika, osim §to postoji jedna ili vise alken-
skih funkcionalnih grupa unutar lanca gde svaki alken zamenjuje jednostruku ugljenikovu vezu,
—CH,—CH,—, u delu lanca sa dvostrukom vezom, -CH=CH-. Takve dvostruke veze mogu biti
formirane u cis ili trans konfiguraciji. Ove razlike u geometriji izmedu cis 1 trans oblika nezasi-
¢enih masnih kiseline, te izmedu zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina igraju veoma znacajnu
ulogu u bioloskim procesima i izgradnji bioloskih struktura u ljudskom organizmu (Marenjak i
sar., 2000).

Zasi¢ene masne kiseline srednje duZine lanca (npr., C12:0, C14:0 1 C16:0), koje €ine veci
deo zasi¢enih masnih kiselina u mle¢noj masti, u€estvuju u povecanju ukupnog i LDL holestero-

la (tzv. loseg holesterola) (Williams, 2000). Smatra se da je stearinska kiselina (C18:0) neutralna

83



Doktorska disertacija Katarina Kanuric¢

po ovom pitanju. Mononezasi¢ene masne kiseline i odredene polinezasi¢ene masne kiseline ima-
ju vaznu ulogu u prevenciji i le€enju kardiovaskularnih bolesti, hipertenzije, dijabetesa, artritisa i
drugih inflamatornih i autoimunih bolesti 1 tumora (Shengua i sar., 2011). Generalno posmatra-
no, preovladujué¢e misljenje je da su mononezasic¢ene i polinezasi¢ene masne kiseline korisne za
zdravlje ljudi. U ovim ispitivanjima mleko je pokazalo najve¢i sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina
dok su fermentisani mlecni napici proizvedeni na 37°C i 42°C (pH=4,60) imali ve¢i sadrZaj
mononezasi¢enih masnih kiselina kao 1 polinezasi¢enih masnih kiselina. Ovo povec¢anje sadrzaja
mononezasi¢enih i1 polinezasi¢enih masnih kiselina moze se pripisati delovanju kombuhe. Zbog
toga je moguce proizvesti fermentisane mle¢ne napitke primenom kombuhe sa potencijalnim

pozitivnim efektom na zdravlje ljudi.
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Viskozitet

Dobijeni rezultati odredivanja viskoziteta ukazuju da su proizvedeni uzorci tiksotropni
sistemi (slika 43). Na po&etnoj brzini smicanja (1,65 s') vrednosti viskoziteta bile su: 53,62 Pas
(uzorak 537), 48,87 Pas (uzorak 437), 15,90 Pas (uzorak 337) 1 3,235 Pas (uzorak 237) za uzorke
proizvedene na 37°C odnosno 75,53 Pas (uzorak 54,), 58,95 Pas (uzorak 44,), 32,13 Pas (uzorak
342) 1 14,07 Pas (uzorak 24,) za uzorke proizvedene na 42°C. Uporedujuéi iste brzine smicanja
evidentno je da uzorci sa nizim pH vrednostima imaju vece vrednosti viskoziteta, $to je posledica
umrezavanja kazeinskih micela tokom procesa fermentacije. Primetno je snizenje viskoziteta sa
povecanjem napona smicanja, zbog destrukcije kazeinskih micela. Najvece smanjenje viskoziteta

konstatovano je u uzorcima 537 i 542 (pH=4,6) kao posledica potpuno formiranog gela.

60

80 4
50

40 60 -

304

1 (Pas)

10
v (1/s) log 1 10
v (1/s) log

Slika 43. Promena viskoziteta tokom fermentacije mleka dejstvom inokuluma kombuhe kao
funkcija brzine smicanja
a) uzorci proizvedeni na 37°C, b) uzorci proizvedeni na 42°C.

UmreZavanje kazeinskih micela povecava vrednosti elasti¢nog (G') 1 viskoznog (G") mo-
dula tokom fermentacije, $to rezultira u povecanju kompleksnog modula (G*) (slika 44). Ovi re-
zultati su u skladu sa prethodnim istrazivanjima (Xu i sar., 2008; Jacob i sar., 2011). Srednja
vrednost tan & (odnos viskoznog 1 elastiénog modula tan 6= G"/G') iznosile su kod uzoraka pro-

izvedenim na 37°C: 0,2991 (uzorak 537), 0,3039 (uzorak 437), 0,2771 (uzorak 337) 1 0,3993 (uzo-
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rak 237) dok su kod uzoraka proizvedenim na 42°C bile: 0,2932 (uzorak 54;), 0,3004 (uzorak 44;),
0,2997 (uzorak 347) 1 0,2868 (uzorak 245). Dobijene vrednosti ne pokazuju statisticki znacajne
razlike (P<0,05), Sto ukazuje na homogen i kompaktan gel na svim pH vrednostima na obe anali-
zirane temperature. Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da su najvece promene viskozi-
teta 1 vrednosti modula (elasticnog, viskoznog i1 kompleksnog), tokom fermentacije mleka
delovanjem kombuhe, na pocetku procesa umrezavanja kazeinskih micela. Kako fermentacija
odmice, vrednost pH opada i1 promene viskoziteta su manje izraZzene zbog pribliZavanja kazeina

izoelektri¢noj tacki.

a) b)

——pH4.6
—0—pH 4.6 —O—pH4.38
2000 4 —A—pH 5.1
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Slika 44. Promena kompleksnog modula tokom fermentacije mleka dejstvom inokuluma
kombuhe kao funkcija frekvencije
a) uzorci proizvedeni na 37°C, b) uzorci proizvedeni na 42°C.

Teksturalne karakteristike

Analiza teksturalnih karakteristika uzoraka (slike 45 i 46) pokazuje smanjenje njihovih
vrednosti tokom fermentacije 1 statistiCki znacajne razlike (p<0,05) izmedu fermentacionih
tataka, osim izmedu pH=4,8 i 4,6, na obe temperature (37 1 42°C). Znacajne razlike izmedu
pH=4,8 1 4,6 nisu utvrdene jer se iznos neistalozenog kazeina smanjuje na nulu pri pH 4,8, i
kazein je u potpunosti inkorporiran u mrezu gela, Sto je u saglasnosti sa prethodnim
istrazivanjima (Dalgleish 1 sar., 2005; Vasbinder i sar., 2003). Najvece promene u teksturi
utvrdene su izmedu pH=5,4 1 5,1, §to je u skladu sa vrednostima viskoziteta. Promene elasticnog
modula G' uzoraka su u korelaciji sa vrednostima njihovih teksturalnih svojstava. Ova korelacija

je linearna i jasno uocljiva na slikama 45 i 46.
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Slika 45. Teksturalne karakteristike i elasti¢éni modul (G') uzoraka proizvedenim na 37°C kao
funkcija pH vrednosti:
a) ¢vrstoca, b) konzistencija, c) kohezivnost i d) indeks viskoziteta.
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Slika 46. Teksturalne karakteristike i elasticni modul (G') uzoraka proizvedenim na 42°C kao
funkcija pH vrednosti:
a) ¢vrstoca, b) konzistencija, c) kohezivnost i d indeks viskoziteta.
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Mikrostruktura

Analiza mikrostrukture uzoraka (slike 47 i 48) pokazuje znacajne razlike u strukturi gela
tokom procesa fermentacije. Tokom fermentacije, pad vrednosti pH i destabilizacija k—kazeina
dovodi do agregacije kazeinskih micela koje formiraju klastere. Pri vrednosti pH=5,4 kazeinske
micele su jasno uocljive jer se pakuju u grube klastere i formiraju velike pregrade. Pri vrednosti
pH=5,1 grubi klasteri su jo$ uvek vidljivi, dok kazeinske micele formiraju manje pregrade koje
su uocljivije i po€inju da ¢ine mrezu unutar klastera. Dalji tok fermentacije (pH=4,8) dovodi do
formiranja mreze micela, koje su jasno vidljive kao 1 Supljine izmedu njih. Pri vrednosti pH=4,6
kazeinske micele formiraju finu mrezu unutar klastera, koji su, iako prisutni, izgubili prethodnu
grubu strukturu i postali manje vidljivi. Dijametar kazeinskih micela je izmedu 250 1 400 nm, Sto
je u skladu sa literaturnim podacima za jogurt (Dalgleish i sar., 2004; Karlsson i sar., 2007;
Tamime i sar., 2007). Mikrostruktura je homogena, sa pravilnim rasporedom kazeinskih micela 1
Supljina izmedu njih. Iako su kazeinske micele prisutne, gruba struktura njihovog matriksa pri
viS§im vrednostima pH dovodi do nizih vrednosti teksturalnih karakteristika i1 viskoziteta.
Formiranje fine micelarne mreze (sa imobilizacijom tecne faze unutar nje) poboljSava i
teksturalna svojstva i viskozitet gela. Najveée promene u mikrostrukturi uocene su izmedu
pH=5,4 1 5,1, dok su te promene najmanje izmedu pH=4,8 i 4,6, Sto je u korelaciji sa
viskozitetom 1 teksturalnim karakteristikama uzoraka. Nepostojanje znaCajnih razlika u
mikrostrukturi izmedu vrednosti pH=4,8 1 4,6 moZe se objasniti formiranjem gela pre dostizanja
izoelektri¢ne tacke kazeina. Opisani trendovi tokom fermentacije veoma su sli¢ni i vaze za obe

temperature (37°C 1 42°C).
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LR

Slika 47. Mikrostruktura uzoraka tokom fermentacije mleka delovanjem inokuluma kombuhe na 37°C
A) pH=5,4 —10000x, A’) pH=5,4 — 20000x;
B) pH=5,1 —10000x, B*) pH=5,1 — 20000x;
C) pH=4,8 — 10000x, C*) pH=4,8 — 20000x;
D) pH=4,6 — 10000x, D) pH=4,6 — 20000x.
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Slika 48. Mikrostruktura uzoraka tokom fermentacije mleka delovanjem inokuluma kombuhe na 42°C
A) pH=5,4 - 10000%, A’) pH=5,4 — 20000x;
B) pH=5,1 -10000x, B*) pH=5,1 — 20000x;
C) pH=4,8 —10000x, C*) pH=4,8 — 20000x;
D) pH=4,6 — 10000x, D’) pH=4,6 — 20000x.

Korelaciona analiza (slika 49) ¢vrstoce i tiksotropije pokazala je visoku korelaciju izme-
du tih parametara (r°=0,93, p=0.0001), §to je u skladu sa brojem kazeinskih micela odvojenih od
grubih klastera i1 njihovog finog umreZavanja vidljivog na slikama 47 1 48. Na osnovu ovih rezul-
tata moze se zakljuciti da su promene u mikrostrukturi u korelaciji sa promenama teksturalnih

karakteristika i1 viskoziteta formiranog gela. Zavisnost viskoziteta i teksturalnih svojstava uzora-
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ka pomocu njihove mikrostrukture moze se objasniti brojem, vrstom i jatinom veza izmedu ka-
zeinskih micela i njihovog sastava.
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Slika 49. Korelaciona i regresiona analiza ¢vrstoce 1 tiksotropije uzoraka tokom fermentacije
mleka delovanjem inokuluma kombuhe na 42°C.

Generalno, moze se re¢i da su glavne promene reoloskih svojstava izmedu uzoraka na
razli¢itim vrednostima pH na pocetku procesa geliranja kazeina i povecavaju se tokom procesa
fermentacije mleka. Najznacajnije promene u teksturalnim karakteristikama 1 viskozitetu zabele-
zene su izmedu pH=5,4 1 5,1, $to je u korelaciji sa mikrostrukturom. Analiza mikrostrukture po-
kazala je nestajanje grube klasterske strukture i pojavu fine mreze kazeinskih micela tokom pro-
cesa fermentacije. Postoji visoka korelacija izmedu &vrstoée i tiksotropije (1°=0,93, p=0,0001),
Sto je u skladu sa promenama koje se deSavaju finijim umreZavanjem kazeinskih micela. Utvrde-

na je i korelacija izmedu ispitivanih svojstava i mikrostrukture gela.

Komparativno ispitivanje toka fermentacije mleka
Kriva fermentacije

Promene pH vrednosti tokom fermentacije mleka prikazane su na slici 50. Sa slike se
jasno vidi da je fermentacija dva puta brza u uzorcima proizvedenim jogurtnom i probiotskom
starter kulturom u poredenju sa onima dobijenim primenom inokuluma kombuhe. U prethodna
dva slucaja pH brzo opada nakon inokulacije i pokazuje linearan trend opadanje do postizanja
pH=4,6. U uzorku sa inokulumom kombuhe, pH opada momentalno nakon inokulacije (za 0,5

pH jedinica), zbog sir¢etne kiseline prisutne u inokulumu. Naredna 4h pH vrednost gotovo se ne
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menja a zatim naglo opada u narednih 30 minuta i polako dostize pH=4,6 u poslednjoj fazi
procesa. Razli¢iti oblici krive fermentacije, linearan za uzorke jogurta i probiotskog
fermentisanog mle¢nog napitka i sigmoidalan za kombuha uzorak, ukazuju na razlike u
fiziologiji 1 metabolizmu primenjenih startera. Pored toga, razlikuje se i vreme pojave gela kod
ova tri uzorka. Kod jogurta gel pocCinje da se formira pri pH=5,39, kod probiotskog jogurta pri
pH=5,42 dok kod fermentisanog napitka dodatkom kombuhe najkasnije, pri pH=5,80. Ovi
rezultati su u skladu sa publikovanim rezultatima (Malbasa i sar., 2009c; Ili¢i¢ 1 sar., 2013).
Dalja biohemijska i analitiCka istrazivanja potrebna su za odgovarajuce objasnjenje opisanih

razlika.

6,5 —=— Kombubha starter
—e— Jogurt starter
—— Probiotic starter
6,0
- 55
o
5,0 -
4,5

Vreme fermentacije (h)

Slika 50. Krive fermentacije proizvedenih uzoraka.

Viskozitet

Najmanje razlike u promeni viskoziteta uzoraka (slika 51) izmerene su izmedu pH=4,8 i
4,6 Sto se moze objasniti ¢injenicom da se pri pH=4,6 koli¢ina neprecipitovanog kazeina
priblizava nuli, $to je u saglasnosti sa ranijim istraZivanjima (Vasbinder 1 sar., 2003; Dalgleish 1

sar., 2005).
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Slika 51. Viskozitet proizvedenih uzoraka razli¢itim starter kulturama
a) kombuha (yks4=3,104x"%", ygs 1=27,11x ", yrag=105,70x", yi46=107,20x %),
b) probiotik (yps4=5,22x""", yps1=26,95x "7, ypys=161,85x"", ypy =123,20x"°);
c) jogurt (y5s4=0,05x %, yis 1=41,43x", vy 5=134,20x %, yu ¢=171,90x ).

Kao se moze zakljuciti sa slike 51 ponasanje uzoraka proizvedenih dodatkom tri razlicite
starter kulture sledi isti regresioni model. Ovi rezultati ukazuju da inokulum kombuhe primenjen
kao starter za fermentaciju mleka ima sli¢an uticaj na obrazac umrezavanja kazeina kao jogurtna
1 probiotska starter kultura. Svi uzorci pokazuju istu regresionu liniju (yzaxb) sa razli¢itim koefi-
cijentima (a, b) i visok koeficijent determinacije (R* > 0,98). Izuzetak je uzorak proizveden do-
datkom jogurtne kulture na pH=5,4 koji ima veoma nisku vrednost viskoziteta. Jasno je vidljiva
sli¢nost viskoziteta (koeficijent b) za uzorke proizvedene dodatkom inokuluma kombuhe i jo-
gurtne starter kulture dok uzorci proizvedeni dodatkom probiotske starter kulture pokazuju dru-
gacije vrednosti Sto je narocito izraZzeno kod uzorka na pH=4,8. Na pocetnoj brzini smicanja
(1,60 s™), vrednosti viskoziteta za uzorke proizvedene primenom jogurtne starter kulture bile su
67,55 Pas (pH 4,6), 58,25 Pas (pH 4,8), 22,55 (pH 5,1), 0,09 (pH 5,4) odnosno za uzorke
proizvedene primenom probiotske starter kulture 57,29 Pas (pH 4,6), 33,92 Pas (pH 4,8), 18,59
(pH 5,1), 4,28 (pH 5,4). Ukoliko se poredenje vr$i na istoj brzini smicanja o¢igledno je da uzorci
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sa nizom pH vrednosti imaju viSe vrednosti viskoziteta, §to je posledica umrezavanja kazeinskih
micela tokom procesa fermentacije. Pored toga, navedeni rezultati pokazuju smanjenje viskozi-
teta sa pove¢anjem brzine smicanja kao rezultat odvajanja kazeinskih micela.

Na slici 52 prikazana je promena kompleksnog modula tokom fermentacije mleka dejst-
vom jogurtne i probiotske starter kulture kao funkcija frekvencije. Uzorci proizvedeni dodatkom
inokuluma kombuhe (slika 44b) imaju najveée vrednosti kompleksnog modula, $to ukazuje na
bolje reoloske karakteristike gotovog proizvoda. Uzorci dobijeni primenom probiotske i jogurtne
starter kulture pokazuju veée vrednosti odnosa viskoznog i elastiénog modula (tan 6= G"/G') u
poredenju sa uzorcima dobijenim primenom inokuluma kombuhe na pH=5,4 (0,34; 0,37 i 0,29
Pa, respektivno). Na istoj vrednosti pH vrednosti tiksotropije (27,98; 9,51 1 302,40 1/Pas, res-
pektivno) ukazuju na viskozniju strukturu i progresivniju fazu formiranja gela. Pored toga, elas-
ti¢ni moduo (G') ima visi nagib frekvencije za uzorak dobijen primenom inokuluma kombuhe u
poredenju sa uzorkom dobijenim primenom probiotske kulture na pH vrednostima: 5,1; 4,8 1 4,6,
kao 1 sa uzorkom dobijenim primenom jogurtne kulture na pH 5,4. 1z svega navedenog moze se
zakljuciti da se najvece promene viskoziteta i modula tokom fermentacije primenom inokuluma
kombuhe desavaju u prvim fazama umrezavanja kazeinskih micela, $to je u skladu sa promena-
ma na uzorcima proizvedenim primenom druga dva startera. Kako se proces fermentacije nastav-
lja, pH vrednost opada i promene viskoziteta su manje izraZzene zbog priblizavanja kazeina izo-
elektri¢noj tacki. Razli€it tip starter kulture indukuje razli¢itu brzinu formiranja gela i viskozitet

gotovog proizvoda.
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Slika 52. Promena kompleksnog modula uzoraka tokom fermentacije mleka razlicitim starter
kulturama kao funkcija frekvencije
a) jogurtna starter kultura; b) probiotska starter kultura.

95



Doktorska disertacija Katarina Kanuric¢

Istrazivanja nekoliko autora potvrdila su da viskozitet fermentisanih mle¢nih proizvoda
zavisi od vrste proteina upotrebljenog za fortifikaciju mleka. Akalin i Unal (2010) pokazali su da
fermentisani mlec¢ni proizvod koji sadrzi koncentrat proteina surutke ima nize vrednosti viskozi-
teta u poredenju sa uzorkom obogaéenim obranim mlekom u prahu. Isti autori su takode ukazali

da nivo fortifikacije ima znacajan uticaj na viskozitet uzoraka (Unal i Akalin, 2013).

Teksturalne karakteristike

Teksturalne karakteristike uzoraka date su u tabeli 29. Najvece promene u teksturi svih
uzoraka utvrdene su izmedu pH 5,4 1 5,1 §to je u saglasnosti sa analiziranim reoloSkim karakte-
ristikama. Uzorak dobijen primenom jogurtne kulture na pH 5,4 ima najnize vrednosti ¢vrstoce,
konzistencije, kohezivnosti i indeksa viskoziteta §to je u korelaciji sa rezultatima viskoziteta
(slika 51) 1 kompleksnog modula (slika 52). Na toj vrednosti pH jo$ nije dosSlo do formiranja
gela. Medutim, kako se fermentacija nastavila, odnos izmerenih vrednosti se promenio i na kraju
procesa, na pH 4,6, pomenuti uzorak ima najvece vrednosti ¢vrstoc¢e (204,01 g) i konzistencije
(5377,62 gs). Uzorak dobijen primenom kombuhe na pH 4,6 ima veéu vrednost konzistencije u
poredenju sa uzorkom dobijenim primenom probiotske kulture, ali nizu u poredenju sa uzorkom

dobijenim primenom jogurtne kulture, pri istoj pH vrednosti.

Tabela 29. Teksturalne karakteristike uzoraka dobijenih fermentacijom mleka razli¢itim starter

kulturama
tarter o
pH Jogurt Probiotik Kombuha
5.4 23,19 +£2,01° 24,08 + 1,16° 28,44 + 2 45°
& . 5.1 116,09 = 10,62° 103,47 + 12,34° 72,61 +2,38°
vrstoca (g) 43 191,11 = 7.71° 118,47 = 8.46° 106,59 = 8,23
4,6 204,01 + 1,98° 123,70+14,28° 128,73 + 3,45°
5.4 501,08 + 46,78° 533,34 +2931° 710,00 + 70,24*
) . 5,1 2756,15 +419,63* | 2384,67 + 418,22% 1927,19 + 9,88°
Konzistencija (gs) |75 4843,82 = 149,70° | 2730,02+318,67° | 2692.84 251,99
4.6 5377,62 + 89,87 | 270630 = 111,56° | 3341,91 + 319,84°
5.4 -11,61 + 0,25 -12,47 + 1,13 20,86 + 1,09°
) 5,1 -115,01 = 11,08° -88,48 + 13,16™ -65,89 £ 6,51°
Kohezivnost (g) |75 -187,80 £ 6,91° 114,48 + 7,48° 99,42 + 6,34°
4.6 -193,26 = 10,53° -117,91 + 8,81° 111,63 + 15,44°
5.4 5,47+ 1,12° 12,17 £ 2,80° 30,69 + 10,43
Indeks viskoziteta | 5,1 266,80 £ 31,15 | -209,73 + 12,55 -162,52 + 10,55°
(gs) 4.8 -386,29 + 8,85" 268,65 + 9,40° 239,17 +20,51°
4,6 432,92 +33,11° | -247,86 +37,05° 256,93 + 10,02°

abcd — Vrednosti u istoj koloni obelezene razlicitim slovima pokazuju statisti¢ki znacajne razlike (p<0,01).
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Promene vrednosti elasticnog modula (G') svih uzoraka su u korelaciji sa vrednostima

konzistencije (slika 53).
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Slika 53. Korelacija G’ 1 konzistencije uzoraka proizvedenih dodatkom razlicitih startera
a) inokulum kombubhe; b) jogurtna kultura; c) probiotska kultura.

Cvrstoca prozvedenih uzoraka je manja nego u fermentisanim mle¢nim proizvodima koji
sadrze koncentrate proteina surutke, fruktooligosaharide i obrano mleko u prahu. Ovo se moze
objasniti ¢injenicom da ¢vrstoca gela zavisi od suve materije polaznog mleka kao i od sadrzaja 1

vrste kori§éenog proteina (Akalin i Unal, 2010; Unal i Akalin, 2013).
Mikrostruktura
Mikrostruktura uzoraka proizvedenih primenom inokuluma kombuhe (K), jogurtne (J) i

probiotske (P) starter kulture prikazana je na slikama 48, 54 i 55. Brojne vrednosti uz oznake

odnose se na pH vrednosti tokom fermentacije. Moze se jasno videti da uzorke J5,4 i P5,4
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karakteriSe jaCe izrazena granularna mikrostruktura u poredenju sa uzorkom K5,4. U uzorku J5,4
kazeinske micele nisu jo§ precipitovane i nije poceo proces umrezavanja. Ovi rezultati su u skla-
du sa vrednostima viskoziteta, tan d i tiksotropije. U uzorku P5,4 proces formiranja gela je za-
pocet i formirani klasteri su jasno vidljivi. Proces formiranja gela u uzorku K5,4 je vise napredo-
vao, kazeinske micele su jasno vidljive jer su u formi grubih klastera. Formirani klasteri u uzor-
cima J5,4 1 P5,4 su zrnasti, povezani slabijim hidrofobnim vezama nego u uzorku K5,4. Na pH
5,1 proces formiranja gela je dostigao sli¢nu fazu u svim uzorcima i do kraja fermentacije odvija

se na sli¢an nad¢in.

Slika 54. Mikrostruktura uzoraka proizvedenih primenom jogurtne starter kulture
(A), (A") J5.,4; (B), (B) J5,1; (C), (C') J4,8; (D), (D') J4,6; (A)—~(D) uvecanje 10000x; (A)—~D")
uvecanje 20000x.

Mikrostruktura uzoraka dobijenih primenom tri starter kulture (inokulum kombuhe, jogurtna 1
probiotska kultur) je manje gusta 1 kompaktna u poredenju sa jogurtom obogacenim obranim
mlekom u prahu, natrijum kalcijum kazeinatom, koncentratom proteina surutke ili njthovom

kombinacijom (Akalin i sar., 2012).
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Slika 55. Mikrostruktura uzoraka proizvedenih primenom probitske starter kulture
(A), (A") P5,4; (B), (B") P5,1; (C), (C') P4,8; (D), (D) P4,6; (A)~(D) uvecanje 10000x; (A")—(D")
uvecéanje 20000x.

Komparativna istrazivanja pokazala su da uzorci proizvedeni delovanjem tri razliite
starter kulture: inokuluma kombuhe, jogurtne i probiotske kulture prate isti trend ponasanja. Svi
uzorci pokazuju istu regresionu liniju, sa razli¢itim koeficijentima i visokom vredno3éu r’, osim
uzorka proizvedenog primenom jogurtne kulture na pH 5,4. Merenja viskoziteta na pH 5,4 uka-
zuju na sli¢nosti u procesu formiranja gela izmedu uzoraka prozvedenih primenom inokuluma
kombubhe i probiotske kulture. Naime, formiranje gela po€inje na viSoj pH vrednosti (pH=5,6) u
poredenju sa uzorkom proizvedenim primenom jogurtne kulture (pH=5,1). Najvece razlike u iz-
merenim reoloskim parametrima uocene su u prvoj fazi umrezavanja kazeina za sva tri uzorka.
Uzorak dobijen koriS¢enjem inokuluma kombuhe imao je najvece vrednosti kompleksnog modu-
la $to je rezultiralo boljim reoloskim karakteristikama gotovog proizvoda. Najvece promene u

teksturalnim karakteristikama 1 viskozitetu su uocene izmedu pH 5,4 1 5,1. Ovi rezultati pokazuju
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da kombuha primenjena kao starter daje fermentisani mle¢ni proizvod boljih reoloskih karakte-
ristika u poredenju sa primenom probiotske starter kulture, a neznatno razlicit od proizvoda dobi-

jenog delovanjem jogurtne starter kulture.

CETVRTI EKSPERIMENT

Za optimizaciju procesa fermentacije mleka uz primenu inokuluma kombuhe izvrSena je
analiza kinetike fermentacije saharoze tokom proizvodnje kombuha napitka na crnom ¢aju. Na

osnovu dobijenih rezultata definisan je 1 empirijski model procesa fermentacije laktoze.

Kinetika fermentacije saharoze

Kinetika fermentacije saharoze dejstvom kombuhe, na dve temperature (22°C 1 30°C)iu
uzorcima inokulisanim sa dve koli¢ine inokulima kombuhe kultivisane na crnom ¢aju (10% v/v i
15% v/v), ispitana je pracenjem promena vrednosti pH tokom fermentacije (slika 56) kao 1
odredivanjem promena koncentracije substrata (saharoze) i meduprodukata — glukoze, fruktoze,
ukupne kiselosti i etanola (slika 57). Ovakav plan eksperimenta trebao je da potvrdi pretpo-

stavljeni hemijski model napisan u opStem obliku:

C12H2,0; (saharoza) + H,O — v1CsH 1206 (glukoza) + v,CsH 1206 (fruktoza) +
+ v3C,HsOH (etanol) + v4CO, +
+ vs sir¢etna kiselina + (1)
+ v¢ glukonska kiselina +
+ v7 ketoglukonska kiselina +

+ vgceluloza +...

Kao $to je poznato, reakcija (1) je katalizovana enzimima koje produkuju mikroorganiz-
mi iz inokuluma kombuhe. Molekuli saharoze vezuju se za aktivne centre enzima gde bivaju
transformisani u glukozu i fruktozu, koji se dalje konvertuju u druge produkte kroz niz uzastop-
nih 1 paralelnih reakcija. Kao posledica ovoga, reakciona smeSa menja sastav (kvalitativni 1 kvanti-
tativni) tokom fermentacije. Ove promene opisuje stehiometrijski koeficijent (v) koji se menja u

funkciji vremena.
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Slika 56. Promena pH kao funkcija temperature i koncentracije inokuluma.

Tokom fermentacije, pH vrednost reakcione smese opada skoro eksponencijalno, bez
vidljive lag faze, zbog akumulisanih organskih kiselina (slika 56). Organske kiseline odredene su
kao titraciona kiselost, koja je izrazena u gramima siréetne kiseline po litri uzorka i1 njihov

sadrzaj je ukljucen u koncentraciju produkata (slika 57).
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Slika 57. Kinetika fermentacije saharoze kao funkcija temperature i koncentracije inokuluma.
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Priblizno 15% niZe pH vrednosti su postignute na visoj temperaturi (30°C) u uzorcima
inokulisanim sa ve¢om koli¢inom kombuha inokuluma (15% v/v). To je u skladu sa dobijenim
vrednostima ukupne koli¢ine produkovanih kiselina: 2,2 g/L (22°C i 10% v/v), 2,4 g/L (22°C i
15% v/v), 3,4 g/L (30°C i 10% v/v) 13,9 g/L (30°C 1 15% v/v) desetog dana fermentacije. Pored
ukupne kiselosti, odredena je koli¢ina 1 drugih meduprodukata. Reakciona smesa sadrzala je 1,2
— 2 g/L glukoze 1 0,75 — 3,25 g/L fruktoze nakon deset dana fermentacije, ukazujuéi da se nivo
glukoze brze smanjuje od nivoa fruktoze. Koli¢ina produkovanog etanola bila je veoma niska
(0% — 0,5%) 1 dozvoljena je u bezalkoholnim pi¢ima. Vecée koli¢ine svih produkata bile su u
uzorcima dobijenim na 30°C, inokulisanih sa 15% v/v starter kulture tj. kombuha inokuluma.

Na osnovu bilansa mase, desetog dana fermentacije, moze se zakljuciti da je manje od
15% saharoze konvertovano u pomenute produkte (glukozu, fruktozu, ukupne kiseline i etanol).
Naime, sledeci iznosi saharoze su konvertovani: 6,2% (22°C 1 10% v/v), 9,4% (22°C i 15% v/v),
11,2% (30°C 1 10% v/v), 13,9% (30°C i 15% v/v). Koli¢ina saharoze koja nije iskoris¢ena bila je
na visokom nivou: 47,4% (22°C i 10% v/v), 44,2% (22°C i 15% v/v), 39,2% (30°C i 10% v/v),
34% (30°C 1 15% v/v). Tipi¢no za fermentaciju kombuhom je stvaranje celulozne opne, na
povrsini reakcione tecnosti, vidljive golim okom. Celulozna opna sa povrSine, zajedno sa
pripadajué¢im celuloznim vlaknima, odvojena je nakon deset dana fermentacije. Pre merenja,
pomenuti sistem je ispran vodom 1 osusen do konstantne mase. Dobijene vrednosti suve materije
na 22°C dodatkom 10% v/v 1 15% v/v inokuluma kombuhe bile su 0,198 g/L i 0,218 g/L
respektivno; dok su na 30°C dodatkom 10% v/v i 15% v/v inokuluma kombuhe bile 0,304 g/L i
0,321 g/L respektivno.

Model koncentracije saharoze

Prate¢i trend promene koncentracije saharoze (slika 57) moze se zakljuciti da se proces
odvija u tri faze pri svim eksperimentalnim uslovima (temperature i koncentracije inokuluma):
1. blagi, inicijalni pad koncentracije saharoze na pocetku fermentacije;
2. veoma izrazen pad koncentracije saharoze u srednjoj fazi;
3. blagi pad koncentracije saharoze na kraju fermentacije, sa nagibom sli¢nim onom na
pocetku fermentacije.
Najbolji model za predstavljanje ovakve krive, koja se sastoji iz dve lag faze izmedu ko-

jih je faza izrazenog pada koncentracije je Boltzmanova (sigmoidalna) funkcija:
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Ay -4,
—t,
l+e A

S(t)= Ay + 2)

gde S oznacava koncentraciju saharoze (g/L), koja se menja u vremenu ¢. Parametri 4; 1 A4,
odgovaraju polozajima dve asimptote S(?) krive (gornjoj i donjoj), # je t—koordinata tacke u kojoj
nagib krive ima najveéu vrednost, dok je At §irina koraka eksponencijalnog pada. Cetiri para-
metra (A4,, Az, tg 1 At) odredena su primenom Levenberg—Marquardtove metode (ORIGIN 6.1) na
osnovu eksperimentalnih rezultata (koncentracije saharoze na slici 57). Dobijene vrednosti
prikazane su u tabeli 30. Funkcija S(z) odredena je za sve ispitivane reakcije na izabranim tem-
peraturama 1 pri razliCitim koncentracijama inokuluma. Odredeni koeficijenti funkcije bili su
veoma visoki (R*>0,99) i ukazuju na dobro slaganje eksperimentalnih rezultata sa odabranim

modelom u ¢itavom intervalu promenjivih veli€ina.

Tabela 30. Parametri sigmoidalnog (Boltzmanovog) modela koncentracije

Parametri u Ispitivani sistem
ekvivalenciji 2 | 22°C,10% v/v | 22°C, 15% viv 30°C, 10% v/v 30°C, 15% v/v
A; 67,51 66,17 67,10 68,78
A, 31,57 30,62 28,81 22,72
ty 4,812 4,458 4,070 3,749
At 1,1000 0,7987 0,9215 1,248
R’ 0,99539 0,98793 0,99816 0,99740

Znacaj svakog pojedinacnog faktora modela koncentracije (2) utvrden je statisticki deter-
minisanim 7—faktorima (tabela 31). Analiza t—faktora daje fizicko znaCenje parametara kao i sa-
mog modela. O¢igledno, najznacajniji parametar je 4; (42—44,5%), Sto je usko povezano sa po-
¢etnom koncentracijom saharoze. Skoro podjednako su znacajni faktori #) (27-29%) 1 A> (21—
24%). Oni odgovaraju srediSnjoj tacki krive koncentracije (u kojoj brza reakcija pocinje da uspo-
rava) 1 krajnjoj koncentraciji saharoze, respektivno. Najmanje je znac¢ajan parametar At (7-9%),
koji definise Sirinu najstrmijeg dela krive S(?), koji je u vezi sa periodom vremena u kojem se

deSava najintenzivnija potroSnja saharoze.
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Tabela 31. Statisticka procena parametara modela koncentracije r—faktorima

t—faktori
parametara u
ekvivalenciji 2

Ispitivani sistem

22°C, 10% viv

22°C, 15% viv

30°C, 10% v/v

30°C, 15% viv

t—faktor za A 44,40% 41,60% 41,80% 42,00%
t—faktor za A, 21,90% 23,10% 23,60% 21,00%
t—faktor za t, 26,70% 29,10% 27,70% 27,90%
t—faktor za At 7,03% 6,20% 6,96% 9,15%

Model brzine reakcije

S obzirom na to da je fermentacija delovanjem kombuhe kompleksan proces, upotrebljen
je empirijski pristup modelovanju kinetike fermentacije. Model je baziran na promeni
koncentracije saharoze tokom fermentacije. Prvi izvod funkcije koncentracije saharoze u

jednacini 2 definiSe brzinu reakcije (1):

t—t,
_dS(t) e (4,-4,)
dt t-1,\?

At| 1+e M

€)

Posto je jednacina (3) dobijena analiti¢ki, njena primena ne uzrokuje gresku u prora-
¢unima. Izvodi, izraCunati iz jednaCine (3), graficki su prikazani na slici 58 kao krive brzine
reakcije, zajedno sa S(¢#)—krivama (eksperimentalnim i izracunatim). Takode, eksperimentalno
dobijene vrednosti brzina reakcije prikazane su za sve ispitivane slucajeve. Eksperimentalne
vrednosti brzina reakcije, izraCunate su merenjem koncentracije saharoze na razli¢itim tempera-
turama i1 koncentracijama inokuluma. Izra¢unate vrednosti brzina reakcije dobijene su primenom

izvoda S(z) funkcije u srediSnjoj tacki svakog intervala vremena, (S(t)i N S(t)l.)/ At . Greske u

ovakvim izracunavanjima mogu biti znacajne kao S§to je 1 prikazano na slici 58, §to ¢ini nume-
ricku aproksimaciju brzine reakcije manje preciznom. Kada su odstupanja eksperimentalno dobi-
jenih vrednosti od izracunatih izrazena kao suma razlika kvadrata podeljena sa ukupnim brojem
eksperimentalnih tacaka, dobijene su sledece vrednosti: 1,35 g/L. dan (22°C i 10% v/v), 1,92 g/L
dan (22°C 1 15% v/v), 1,67 g/L dan (30°C i 10% v/v), 1,48 g/L dan (30°C i 15% v/v).

Analiza krivih brzine reakcije (slika 58) pokazuje da brzina fermentacije dostize maksi-
mum nakon priblizno 4-5 dana. Ova faza je delimi¢no uzrokovana mikrobioloskim sastavom

kombuhe. Naime, kvasci transformisu glukozu u etanol, koji stimuliSe produkciju siréetne kise-
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line (Liu 1 sar., 1996). S druge strane, bakterije sintetiSu plutajucu celuloznu pelikulu koja zadr-
Zava celije kvasaca 1 bakterija. Sve ove interakcije doprinose nekoj vrsti samo—ubrzavanja reak-
cije. Nakon dostizanja maksimuma, brzina reakcije brzo opada, verovatno zbog efekta prekomer-
ne kiselosti, tipicne za kasnije faze fermentacije, koji moze uzrokovati suzbijanje metabolicke
aktivnosti prisutnih mikroorganizama. Ovaj zaklju¢ak podrzavaju rezultati dobijeni u radu Chen-

a1 Liu-a (2000) koji su ispitivali produzenu fermentaciju saharoze dejstvom kombuhe.
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Slika 58. Brzina reakcije kao funkcija temperature i koncentracije inokuluma kombuhe.
(Linije prikazuju matematicki model, simboli predstavljaju eksperimentalne vrednosti.)
Najveca brzina (11 g/L dan) postignuta je u sistemu na 22°C, prethodno inokulisanog sa
15% v/v starter kulture. Velike brzine reakcije (10,5 g/l dan 19,5 g/L dan) takode su postignute u
reakcijama na 30°C. Najmanji maksimum (8 g/L dan) imao je sistem na 22°C, inokulisan sa 10%
v/v starter kulture. Moze se zakljuciti da su dobijeni rezultati u skladu sa ocekivanjima vezanim
za pozitivne efekte temperature na kinetiku reakcije. Takode, vec¢a koli¢ina inokuluma ne pove-
¢ava maksimalnu brzinu reakcije na 30°C, sugeriSuci da je koncentracija inokuluma od 10% v/v

prihvatljiva (Loncar i sar., 2006). Fermentacija u sistemu na 22°C i 15% v/v starter kulture (slika
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58) predstavlja izuzetak u smislu relevantnih faktora — temperature i koncentracije inokuluma.
Naime, brzina reakcije odstupa od ocekivane visoke vrednosti. Precizno objasnjenje ovakvog od-
stupanja zahteva dalja istraZivanja. Sto se ti¢e duZine trajanja reakcije, duze vreme (4,55 dana)
potrebno je za postizanje maksimalne brzine na nizoj temperaturi (22°C), dok je kra¢e vreme
(3,84 dana) dovoljno za postizanje maksimalne brzine na viSoj temperaturi (30°C). Generalno
gledano, brzina reakcije je veca na viSoj temperaturi. Kada su poznati podaci za krive brzina,
mogu se predstaviti krive zasi¢enja (brzina reakcije nasuprot koncentraciji supstrata) (slika 59).
Krive zasi¢enja pokazuju sigmoidalnu kinetiku na nizim koncentracijama supstrata, ukazujuéi na
kompleksni ne-Michaelis—Mentenov tip kinetike, koji je uspesno predstavljen pomoc¢u empirij-

skog modela.

12-
- ® 22°C, 10% Ao
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Slika 59. Krive zasi¢enja — brzina reakcije nasuprot koncentracije supstrata.

Jedna od prednosti poznavanja brzine fermentacije je mogucnost odredivanja optimalnog
vremena trajanja procesa proizvodnje fermentisanog mle¢nog napitka primenom kombuhe u
cilju postizanja zeljene kiselosti (pH) u krajnjem proizvodu. Razliciti autori sugeriSu razli¢ite pH
vrednosti, ali ne nize od pH=3,5. U naSim istraZivanjima, fermentacioni sistem dostigao je tu
vrednost za 6,5-10 dana (slika 56). S druge strane,ukoliko se fermentacija odvija samo unutar
perioda ubrzane reakcije (3,8—5 dana), postignuta pH vrednost iznosi priblizno 44,3, respek-
tivno. Istrazivanja grupe autora (Malbasa i sar., 2006) pokazuju da su ove vrednosti adekvatne.

Nakon obrade eksperimentalnih rezultata dobijena su dva matematicka modela za kine-
tiku fermentacije saharoze dejstvom kombuhe — jedan koji opisuje promenu koncentracije saha-
roze tokom fermentacije, i drugi koji opisuje brzinu pomenute fermentacije. Pokazano je da oba

empirijska modela omogucavaju bolje razumevanje transformacija saharoze delovanjem kombu-
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he. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se brzina fermentacije povecava do po-
stizanja maksimalne vrednosti unutar priblizno 4-5 dana u svim ispitivanim sistemima. Nakon
postizanja maksimuma, brzina reakcije naglo opada. Brzina fermentacije uglavnom raste sa po-
vecanjem radne temperature u opsegu od 22°C do 30°C. Na brzinu fermentacije malo utice kon-
centracija inokuluma u opsegu od 10% do 15% v/v. Optimalno trajanje fermentacije, pod prime-
njenim uslovima, je 3,5-5 dana. Krive zasi¢enja pokazuju sigmoidalnu kinetiku pri izabranoj

koncentraciji substrata.

Model fermentacije laktoze

Kinetika fermentacije laktoze u mleku dejstvom kombuhe, na dve temperature (37 i
42°C) u uzorcima dobijenim inokulumom kombuhe kultivisanim na crnom ¢aju (10% v/v) ispi-
tana je pracenjem promena pH vrednosti tokom fermentacije kao 1 determinacijom promena kon-
centracije supstrata (laktoze) i meduprodukata — galaktoze i mle¢ne kiseline. Tokom fermentaci-
je, laktoza se prvo transformiSe u glukozu i1 galaktozu, koje se dalje konvertuju u druge produkte
kao $to su pirogrozdana kiselina, mle¢na kiselina, ugljenik (IV)—oksid, voda, etanol i dr. kroz niz
uzastopnih i paralelnih reakcija (Tamime i Robinson, 2004; Surono i Hosono, 2011a). Reakciona
smesSa menja kvalitativni 1 kvantitativni sastav tokom fermentacije.

Najbolji model za predstavljanje krive promene koncentracije laktoze kao i kod saharoze
je Boltzmanova (sigmoidalna) funkcija. Promena koncentracije laktoze na obe temperature (37 i
42°C) sastoji se od dve lag faze izmedu kojih je faza izraZzenog pada koncentracije (slika 60). Na
37°C tok promene sadrzaja laktoze razlikuje se od reakcije na 42°C jer ima manje izrazenu lag

fazu na kraju fermentacije a faza pada koncentracije je izmedu 7. 1 12. sata dok je na 42°C izme-

du4.16. sata.
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Slika 60. Kinetika fermentacije laktoze kao funkcija temperature.
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Analiza krivih brzine reakcije (slika 61) pokazuje da brzina fermentacije laktoze dostize

maksimum nakon 9,5 h na 37°C odnosno 4 h na 42°C. Nakon dostizanja maksimuma, brzina

reakcije brzo opada najverovatnije zbog suzbijanja metaboli¢ke aktivnosti prisutnih mikroorga-

nizama usled produkcije organskih kiselina sto je u skladu sa rezultatima dobijenim u radu Chen

1 Liu (2000) koji su ispitivali produzenu fermentaciju saharoze dejstvom kombuhe. Najveca brzi-

na (0,24 g/L h) postignuta je u sistemu na 42°C, $to je u skladu sa dosadas$njim rezultatima pri-

mene kombuhe za fermentaciju mleka na temperaturama 40-43°C (Ili¢i¢, 2010; Milanovi¢ i sar.,

2008; Malbasa i sar., 2009c).
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Slika 61. Brzina reakcije kao funkcija temperature.
(Linije prikazuju matemati¢ki model, simboli predstavljaju eksperimentalne vrednosti.)
Na osnovu podataka za krive brzina fermentacije, krive zasienja (brzina reakcije

nasuprot koncentraciji laktoze) predstavljene su na slici 62. Krive zasienja pokazuju

sigmoidalnu kinetiku na nizim koncentracijama laktoze, ukazuju¢i na kompleksni ne—Michaelis—

Mentenov tip kinetike.
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Slika 62. Krive zasi¢enja — brzina reakcije nasuprot koncentracije laktoze.
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ZAKLJUCAK

Kombuha kultivisana na crnom ¢aju zasladenim saharozom moze uspe$no da se koristi
kao starter kultura za fermentaciju laktoze u mleku bez prethodnog koncentrisanja. Dodatak 10%
v/v inokuluma kombuhe na 42°C optimalna je koli¢ina za fermentaciju mleka sa 0,9 1 2,2% w/w
mle¢ne masti. Koli¢ina mle¢ne masti u mleku znacajno uti¢e na vreme fermentacije i karakteris-
tike dobijenih metabolita. Primarni produkti fermentacije laktoze u mleku prolaze dalje transfor-
macije, glukoza mnogo brze od galaktoze, Sto je potvrda ranijih istraZzivanja fermentacije mleka
obi¢nim i koncentrisanim inokulumom kombuhe.

Inokulum kombuhe kultivisan na crnom ¢aju odnosno ¢aju od majcine dusice u kombi-
naciji sa probiotskom starter kulturom dvostruko skracuje vreme fermentacije mleka u proizvo-
dnji fermentisanih mle¢nih napitaka. Vrsta ¢aja upotrebljena za fermentaciju ima znacajan uticaj
na sposobnost vezivanja vode i teksturalne karakteristike proizvedenih fermentisanih mle¢nih
napitaka, a nema na sinerezis. Nasuprot tome, na fizicko—hemijske karakteristike fermentisanih
mle¢nih napitaka bitnije ne utiCe razli¢ita temperatura fermentacije mleka (37°C, 40°C 1 43°C).
Rezultati faktorijalne analize pokazali su da interakcija faktora Temperatura*Vrsta ¢aja znacajno
utice na sadrzaj L-mlecne kiseline, dok je signifikantan uticaj na teksturalne karakteristike poka-
zala interakcija faktora Vrsta ¢aja*Dan skladiStenja.

Tokom fermentacije mleka u razlic¢itim fazama procesa pri odabranim pH vrednostima
(6,07; 5,8; 5,4; 5,1; 4,8 1 4,6) dodatkom 10% inokuluma kombuhe na 42°C transformise se
14,6% laktoze odnosno 18,2% na 37°C. Sadrzaj galaktoze i glukoze koje nastaju fermentacijom i
hidrolizom laktoze raste izmedu prve i druge tacke fermentacije (pH=6,07 i pH=5,8). Sadrzaj
fruktoze pri pH=4,6 veci je u uzorcima proizvedenim na 42°C u poredenju sa onima proizvede-
nim na 37°C, §to ukazuje na veci afinitet kombuhe prema fruktozi na niZoj temperaturi.

Dominantne organske kiseline tokom fermentacije su L-mle¢na kiselina 1 siréetna kise-
lina. Produkcija L-mlec¢ne kiseline tokom fermentacije mleka dodatkom inokuluma kombuhe na
37°C 1 42°C postepeno raste od 0,0142 g/100g do maksimalne vrednosti na kraju procesa od
0,1764 g/100g na 37°C, odnosno 0,1680 g/100g na 42°C.

Nije utvrdena znacajna razlika u sadrzaju masnih kiselina tokom fermentacije mleka
kombuhom na 37°C i 42°C. Sadrzaj palmitinske kiseline (C16:0) u mleku i uzorcima tokom fer-
mentacije je najveci, zatim slede miristinska, stearinska i oleinska kiselina. Fermentisani mlecni

napici proizvedeni na 37°C 1 42°C (pH=4,6) imali su ve¢i sadrZaj mononezasi¢enih masnih
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kiselina kao i1 polinezasi¢enih masnih kiselina u poredenju sa mlekom. Povecanje sadrzaja ovih
masnih kiselina moze se pripisati delovanju kombuhe.

Glavne promene reoloskih svojstava tokom fermentacije mleka u proizvodnji fermenti-
sanih mle¢nih napitaka uz primenu kombuhe na 37°C 1 42°C su na pocetku procesa geliranja ka-
zeina i povecavaju se tokom procesa fermentacije mleka. Pracenjem procesa fermentacije mleka
od pocetne pH vrednosti 6,07 do zavrSne 4,6, najznacajnije promene teksturalnih karakteristika
(¢vrstoce, konzistencije, kohezivnosti 1 indeksa viskoziteta) i reoloskih svojstava zabeleZene su
izmedu pH=5,4 1 5,1, §to je u korelaciji sa mikrostrukturom. Analiza mikrostrukture pokazala je
nestajanje grube klasterske strukture na pH > 5,6 i potom pojavu fine mreze kazeinskih micela u
daljem toku fermentacije. Postoji visoka korelacija izmedu &vrstoée i tiksotropije (r*=0,93,
p=0,0001), Sto je u skladu sa promenama koje se deSavaju finijim umreZavanjem kazeinskih mi-
cela. Utvrdena je i korelacija izmedu tekturalnih svojstava i mikrostrukture gela.

Komparativna istrazivanja uticaja tri razli¢ite starter kulture: inokuluma kombuhe, jogurt-
ne odnosno probiotske kulture na promene komponenata i strukture mleka tokom procesa fer-
mentacije na 42°C pokazala su sli¢an trend promena. Promene viskoziteta u svim uzorcima po-
kazuju istu regresionu liniju, sa razli¢itim koeficijentima i visokom vredno§¢u r’, osim uzorka
proizvedenog primenom jogurtne kulture na pH 5,4. Merenja viskoziteta na pH 5,4 ukazuju na
sli¢nosti u procesu formiranja gela izmedu uzoraka prozvedenih primenom inokuluma kombuhe
1 probiotske kulture. Formiranje gela kod uzoraka dobijenih delovanjem kombuhe pocinje na vi-
$oj pH vrednosti (pH 5,6) u poredenju sa uzorkom proizvedenim primenom jogurtne kulture (pH
5,1). Najvece razlike u izmerenim reoloskim parametrima uocene su u prvoj fazi umrezavanja
kazeina primenom sve tri starter kulture. Uzorak dobijen koris¢enjem inokuluma kombuhe imao
je najvece vrednosti kompleksnog modula, $to je rezultiralo boljim reoloskim karakteristikama
gotovog proizvoda. Najveée promene u teksturalnim karakteristikama i viskozitetu su uocene iz-
medu pH 5,4 1 5,1. Ovi rezultati pokazuju da kombuha primenjena kao starter kultura daje fer-
mentisani mle¢ni proizvod boljih reoloskih karakteristika u poredenju sa primenom probiotske
starter kulture. Ustanovljene su minimalne razlike ispitivanih parametara kvaliteta kombuha fer-
mentisanog mle¢nog napitka u odnosu na proizvod dobijen delovanjem tradicionalne jogurtne
starter kulture.

Da bi se definisao empirijski model procesa fermentacije laktoze u mleku delovanjem
kombuhe formulisana su prethodno dva matematicka modela za kinetiku fermentacije saharoze u
tradicionalnom kombuha napitku (na crnom ¢aju) — jedan koji opisuje promenu koncentracije
saharoze tokom fermentacije, i drugi koji opisuje brzinu fermentacije. Oba empirijska modela

omogucavaju bolje razumevanje transformacija saharoze delovanjem kombuhe. Brzina fermenta-
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cije uglavnom raste sa povecanjem radne temperature u opsegu od 22°C do 30°C. Na brzinu
fermentacije minimalno uti¢e koncentracija inokuluma u opsegu od 10% do 15% v/v. Optimalno
trajanje fermentacije, pod primenjenim uslovima, je 3,5-5 dana. Krive zasi¢enja pokazuju sig-
moidalnu kinetiku pri izabranoj koncentraciji supstrata.

Najbolji model za predstavljanje krive promene koncentracije laktoze u toku fermentacije
mleka delovanjem kombubhe, kao 1 kod saharoze je sigmoidalna funkcija. Promena koncentracije
laktoze na ispitivanim temperaturama 37°C 1 42°C sastoji se od dve lag faze izmedu kojih je faza
izrazenog pada koncentracije. Na 37°C tok promene sadrzaja laktoze razlikuje se od reakcije na
42°C, jer ima manje izrazenu lag fazu na kraju fermentacije. Faza pada koncentracije laktoze na
37°C je izmedu 7-og i1 12-og Casa, dok je na 42°C izmedu 4-og i 6-og Casa. Krive zasi¢enja poka-
zuju sigmoidalnu kinetiku na niZim koncentracijama laktoze, ukazuju¢i na kompleksni ne—Mi-
chaelis—Mentenov tip kinetike.

Generalno moze se ista¢i da su primenom inokuluma kombuhe tokom fermentacije mleka
u razli¢itim fazama procesa ustanovljene specificne promene komponenata i strukture u porede-

nju sa efektima delovanja jogurtne odnosno probiotske starter kulture.
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