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In this paper the utilisation of whey by
membrane processes will be reviewed,
using up-to—date literature survey of the
topics. Beside the global statements some
of the most interesting processes or
technologies will be more thoroughly
discussed. From the first view it is obvious,
that they are some simple handlings of
whey as wastewater in a Jet Loop
Membrane Bioreactor, the largest number
of the articles is dealing with production of
fuels (etanol, butanol, hydrogen) after or
before lactose separation from proteins.
The most sophisticated utilization is sepa-
ration of valuable components from whey
as lactoperoxidase and lactoferrin. The ex-
periences at Corvinus University of Buda-
pest, Faculty of Food Science, Department
of Food Engineering as well as the hun-
garian experiences will be presented also.
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UTILISATION OF WHEY BY MEMBRANE
PROCESSES - STATE OF THE ART -
EXPERIENCES AT CORVINUS
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INTRODUCTION

As it pointed out by Smithers
(2008): Whey was discovered about
3000 years ago. Apart from being va-
lued as a medicinal agent in the 17th
and 18th centuries, whey has primari-
ly been considered a waste by the
dairy industry, and thus destined for
the ‘cheapest gutter. In the late 20th
century, regulations prevented dispo-
sal of untreated whey (Smithers,
2008). Nowadays there are many re-
searches for the economical utilization
of the sweet whey, as byproduct of
the cheese production. Even there are
some efficient methods treating whey
as waste water (Farizoglu et al, 2007;
Kertész et al, 2006; 2007; 2008;
Laszlé et al 2006; 2007) using mem-
brane bioreactor (MBR) consisted of a
jet loop bioreactor (aerobic high rate
system) and a membrane separation
unit (microfiltration).

The amount of the sweet whey is
90% of the processed cheese-milk.
Total soluble solid content (TSS) in
whey is relatively high, it changes
between 5.5-6.5% and this value is
45-50% of the total solids content of
milk. Whey contains 4.0%-4.5% lacto-
se, 0.6%-1.0% total protein (including
crude protein and NonProteinNitro-
gen), 0.5%-0.8% minerals, predomi-
nantly salts, and vitamins and fats in
trace (Zhang & Zhang, 1996). Whey is
an important source of ca®* and it
contains more sort of B-Vitamins in
huge amount (Diaz et al., 2004; Ho-
monnay & Koncz, 2005).

The membrane filtration is widely
used in dairy technology successfully
for fractionation of components of milk
(Brans et al., 2004). Some other sepa-

ration technologies have also been
used for water removal, like criocon-
centration (Aider et al, 2007) using
other modern techniques for impro-
vement the efficiency and economy of
the process (Aider et al, 2008). The
whey utilization is very different, from
simple fuel production, etanol (Aktas
et al, 2006; Kargi&Ozmichi, 2006;
Staniszewski et al, 2007; Ozmichi &
Kargi, 2008) or butanol (Qureshi &
Maddox, 2005) or even biohydrogen
(Kapdan&Kargi, 2006). The more so-
phisticated utilization is production of
whey protein hydrolisate (Sinha et al,
2007) or Single Cell Protein (Ghaly et
al, 2005). The fermentation of lactose
to lactic acid (Gonzalez et al, 2008) is
also a promising alternative, as well
as the separation of lactoperoxidase
and lactoferrin from whey protein
concentrate (Andersson&Mattiasson,
2006). Whey could be used for ma-
nufacture of food products such as
ice-cream or cooked products (Ro-
man et al, 2007).

The most interesting utilizations

Yorguna et al (2008) treated two
different types of whey by using dif-
ferent membrane processes — ultrafil-
tration (UF), nanofiltration (NF), and
reverse osmosis (RO). They investi-
gated possibility for cleaner discharge
and to recover the proteins in whey
for re-use. Membrane modules were
tested as one stage operations and
cascade operations by employing a
combination of membrane modules in
series. Nanofiltration, when operated
in one stage, produced the best re-
sults from the aspect of treatment ca-
pacity, COD removal, and protein re-
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covery. 30.8 L/(m?h) of permeate flux
value at transmembrane pressure
(TMP) of 8 bar was reached with
nanofiltration which produced perme-
ate with COD load of 2,787 mg O-/L,
and the protein rejection was 88%.
Additionally, the influent whey was
concentrated 6.8 times its original vo-
lume. Among the applied cascade
operations, the NF + RO combination
produced the best results. Another
achievement of this combination is its
capability of recovering both protein
and lactose separately, protein reco-
very in the first stage and lactose re-
covery in the second stage.

In the article of Gonzalez et al
(2008) lactic acid recovery from clari-
fied fermentation broths by nanofil-
tration was studied. The effect of feed
concentration, flow rate, transmem-
brane pressure and pH on flux and
rejection were analysed. The separa-
tion efficiency of nanofiltration mem-
branes in the treatment of ionic solu-
tions was explained by the combina-
tion of size and charge effects. In the
case of lactic acid solutions, the ratio
of lactate ions to non-ionized lactic
acid affects the rate at which both
pass through nanofiltration membra-
nes. At pH values around 5.0, which
are typical values in industrial fermen-
tations, lactic acid was mainly found in
the dissociated form. Two polyamide
nanofiltration membranes were used.
A strong influence of pH on lactic acid
transport through these membranes
was observed. The pH value affected
both rejection and permeate flux. Re-
jection increased with pH while flux
decreased with this variable.

Microfiltration of whey protein so-
lutions by tubular ceramic membra-
nes, under constant cross-flow and
trans-membrane pressure, with perio-
dic backwashing, was investigated
using a fully instrumented pilot unit
(Mourouzidis-Mourouzis & Karabelas,
2008). They used relatively large no-
minal membrane pore size (0.8_m)
which insures very high protein trans-
mission, which is desirable in applica-
tions such as microbial load reduction.
In the first of three filtration backwa-
shing cycles, irreversible and rever-
sible fouling were identified, over the
tested pressure range of 5-17.5 psi.
Early in the first cycle, especially at
higher pressures, a pore blocking
mechanism appears to be responsible
for the irreversible fouling. In the other
two cycles only the reversible fouling
is significant, possibly due to some
kind of protein layer formation on the

membrane surface. They concluded
that permeate flux level tends to
increase by increasing trans-mem-
brane pressure up to a near-optimum
value of 10 psi, beyond which pressu-
re has a negative effect.

Suarez et al (2006) studied demi-
neralization of whey and milk ultra-
filtration permeate (MUP). Whey con-
tains proteins (8.4 g/L), lactose (79
g/L), fat (<2.5 g/L) and mineral salts
(5.6-8.4 g/L), while MUP composition
was similar to that of skim milk except
for the negligible amount of proteins
that it contained. Both streams show a
very high COD value (about 60,000
mg/L) and therefore they cannot be
drained without a treatment. More-
over, valuable compounds (protein,
lactose) can be found in their com-
position. Thus they could be used for
the manufacture of food products
such as ice-creams or cooked pro-
ducts. However, they show a very
high mineral salt content that should
be reduced. In this work, the membra-
ne technique of nanofiltration (NF)
was used to carry out a partial demi-
neralization of whey and MUP.

Andersson & Mattiasson (2006)
used simulated moving bed (SMB)
technology for separation of lactope-
roxidase and lactoferrin from whey
protein concentrate. As they explain-
ned, SMB is a continuous chromato-
graphic technique which has many
advantages compared to conventional
batch chromatography, such as: rai-
sed productivity and product concen-
tration, reduced buffer consumption
as well as more efficient use of raw
material. In the study, a 20 column
SMB process for the separation of
lactoperoxidase and lactoferrin from
whey protein concentrate (WPC) was
developed. A simplified approach with
data from a single column experiment
was used for designing the process.
The SMB process data were com-
pared to a theoretical scale-up of the
breakthrough experiment reflecting
the same 20 column set-up run in
non-moving bed mode. The outcome
of the comparison is a 48% raise in
productivity, a 4.3 times decrease in
buffer consumption, 6.5 times raise in
target protein concentration with a raw
material utilization which is slightly
better for the SMB process.

Experiences Corvinus University of
Budapest

The influence of the operation pa-
rameters on milk- and whey protein

and lactose concentration was mea-
sured in investigations of Atra et al
(2005). The experiments were carried
out using laboratory scale ultra- and
nanofiltration units. The permeate
flux, protein and lactose content in the
permeate and in the concentrate frac-
tions were measured during the expe-
rimental runs. Comparing the se-
paration behavior of the membranes it
was found that the investigated mem-
branes are suitable for concentration
of the milk- and whey proteins and
lactose with high flux and retention.
The filtration characteristics were ob-
viously influenced by the process pa-
rameters. A new combination of mem-
brane based cheese production pro-
cedure is proposed, which makes
possible a significant increase in the
cheese yield by incorporating the
whey proteins.

The aim of the research of Rektor
& Vatai (2004) research was to de-
velop a complex membrane filtration
technology for whey processing. The
microfiltration and ultrafiltration pro-
cesses were carried out with pilot-
scale equipment. For these filtration
procedures three modules - hollow-
fibre, ceramic and spiral wound - were
used. The permeates from micro- and
ultrafittmtion (MF and UF), and the
original whey sample were filtered on
nanofiltration (NF) and reverse osmo-
sis (RO) equipment On the basis of
laboratory and pilot plant membrane
filtration experiments with mozzarella
whey, three alternative treatment lines
can be proposed. The alternatives
differ in the separation efficiency of
the valuable whey components and
complexity of the proposed treatment
technology. Line 1: NF is used for the
concentration of the microfiltered
whey. The produced concentrate is a
perfect raw material for ice-cream pro-
duction. This solution should be sui-
table for small- and middle-sized dai-
ries because the modular type of
membrane filtration enables its adap-
tation for a certain capacity of the da-
iry, and investment costs are com-
mensurate with the built-in membrane
surface.

Line 2: In this line there are two
membrane filtration separation steps
after MF: the UF step with high
rejection of proteins partially combi-
ned with diafiltration, which can be
used for the production of whey pro-
tein concentrate. The permeate of UF
concentrated by NF and combined
with crystallization results in lactose
that is good for the pharmaceutical
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industry. This line can be profitable for
middle-sized and large factories beca-
use the two-stage process needs mo-
re basic materials and the costs of
investment and operation are higher.

Line 3: This complex membrane
separation method would be the best
solution for small factories. Using RO,
all components of the defatted and
sterilized whey can be concentrated.
This concentrate can be recycled in
the line of cheese making so the eco-
nomical efficiency should be mproved.
The end filtrate has small COD and
BOI values so it can be discharged
directly to sewers or used for irrigation
(Rektor & Vatai, 2008).

In the paper of Roman et al (2007)
nanofiltration combined with conti-

nuous variable volume diafiltration
(CVVD) of cottage cheese whey (also
known as acid whey) was investigated
to simultaneously concentrate and
partially demineralize it. The concen-
trations were carried out at different
values of the ratio of the volume of
dialyzation water and the volume of
permeate (a). The degree of demine-
ralization of monovalent ions reached
70 % and 90 % at 2.5 volume con-
centration ratio (VCR), and at diafil-
tration and permeate volume ratios of
0.5 and 0.75, respectively. The amou-
nt of multivalent ions increased con-
tinuously during the nanofiltration
combined with CVVD of acid whey.
The rejection of the valuable com-
pounds of whey such as protein and

FRESH MILK

~ 3,5% protein
~ 5% lactose

100 kg
20 kg

Permeate
60 kg
~ 0,5% protein
~ 5% lactose F=4
UF/M
Retentate 20 kg
~12-14% protein
CHEESE CHEESE l———
20kg l———
~18-20% protein PRODUCTION |¢——
WHEY
25kg
~1-2% protei
~5% lactose
Permeate
20kg
~0.2 % protein _
~5 % lactose F=
UFW Retentate 5kg
~8-10 % protein
Y
F=5 ‘ > Retentate 16kg

NF

Permeate 64kg
~0.1-0.2 % lactose

~20- 25 % lactose

Fig.1. MASS BALANCE OF THE PROPOSED PROCESS-COMBINATION

lactose was over 90 %.

The permeate fluxes of the conti-
nuous variable volume diafiltration of
acid whey with different diafiltration
and permeate volume ratios (a) are
rapidly decreases in function of the
time of the CVVD, especially in case
of a = 0.5, when the concentration
ratio (VCR) is faster. In this case, the
increasing rate of the retentate con-
centration is higher and also the con-
centration related to  osmotic
pressure. Plotting the flux versus VCR
there was no significant difference
between the fluxes with different a
values. In all cases the flux decreased
with an increase of the VCR, due to
higher  viscosity, density and
concentration polarization during the
CVVD. The Reynolds number
calculated on the basis of the
characteristics of the initial feed and
final retentate was 8375 and 4626,
respectively (Roman et al 2007).
Based on the presented results it can
be concluded that the applied
membrane is suitable for washing out
of the monovalent ions and the
concentration of valuable components
like proteins, lactose Ca, Mg and P
ions in CVVD operation mode.
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Milijeko je jedna od najkom-
pletnijih namirnica, koja organizmu
osigurava i energiju i brojne tvari
esencijalne za zZivot.

Fermentirani mlije¢ni proizvodi,
za Ciju se proizvodnju koristi mli-
jeko, mnogo su lakSe probavljivi od
mlijeka zbog nastanka karakteris-
ticne strukture proteina u toku fer-
mentacije, a koja je pristupacnija
probavnim enzimima.

Najpopularniji medu fermentira-
nim mlijeénim proizvodima je jo-
gurt. Prema podacima iz literature
(1), glavna i osnovna hrana u Aziji,
Istonoj i Centralnoj Europi, veé
dugi niz godina (oko 4.500 godina)
je jogurt.

Danas, ¢ini se, Zapadna Euro-
pa troSi sve vise i viSe fermen-
tiranih mlije¢nih proizvoda, poseb-
no jogurta, a ponajvise je popu-
laran tzv. "spoonable" (Evrsti) jo-
gurt, zatim slijedi "drinking" (pitki)
jogurt.

Jogurt je dugo vremena smat-
ran zdravim proizvodom, a pred
vise od 100 godina je ruski biolog
Metchnikoff utvrdio da je redovito
uzimanje jogurta dodatni faktor
dobrog =zdravlja i dugovje€nosti.
Nakon toga popularnost jogurta
naglo raste, a proizvodaci pocinju
"obogadivati" proizvod razli€itim
dodacima (od fitosterola do lanenih
sjemenki) u zelji da od dobrog,
zdravog i pozeljnog proizvoda,
proizvedu jo$ bolji i zdraviji!
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JOGURT - POTROSNJA | TRENDOVI

Vazno je imati saznanja o tome
Sto potrosaci Zele od proizvoda, a
od jogurta potrosaci, prvenstveno,
Zele da je, ne samo pozeljan po
svojim senzorskim svojstvima, veé
Zele proizvod s manjom kalorijs-
kom vrijednosti, a povec¢anom
zdravstvenom. Tako se u mljekar-
skoj preradi pojavljuju funkcionalni
proizvodi, proizvodi koji imaju udi-
nak na smanjenje kolesterola, osi-
guravaju pozitivne probavne efekte
i dr. Takoder, sve se viSe traze ma-
la pakovanja, tzv. "snack", prilago-
dena potro$acu koji zeli svoj zdravi
proizvod konzumirati na ulici — u
pokretu. Sve je viSe razli¢itih pro-
izvoda namijenjenih djeci, a naj-
¢eS¢e su to mala, prakti¢na i pri-
vlaéna pakovanja. Sve je veéi in-
teres potro$aca za prirodni jogurt ili
jogurt sa oznakom "organic", izvor-
ni ili "authentic" jogurt.

Prema miSljenju mnogih, jogurt
je od svih fermentiranih mlijecnih
proizvoda idealan posrednik za
funkcionalne dodatke i, sasvim si-
gurno, zbog svojih mnogih pozitiv-
nih svojstava podize potro$nju mli-
je€nih proizvoda.

Pored navedenih Zelja, potroa-
Ci Zele (a i propisi zahtijevaju) da
se na pakovanju proizvoda (pa ta-
ko i jogurta) nalaze sve vazne po-
ruke o proizvodu, da je navedena
koli¢ina masti i Seéera koje proiz-
vod sadrzi, da je naveden njegov
povoljan utjecaj na zdravlje, nacin
njegovog ¢uvanja i da se vide jasni
natpisi o dodacima u proizvodu, da
su navedeni E-brojevi. Svakako,
potro3ali Zele da su proizvodi bez
dodataka konzervansa, stabiliza-
tora (E-free) i sl., ali da su opleme-
njeni dodacima koji poboljSavaju

nutritivnu  odnosno  zdravstvenu
vrijednost proizvoda — jogurta.

Mnogo je razli¢itih faktora, koji
utje€u na kvalitetu jogurta, a po-
sebno na njegovu strukturu. Naj-
vazniji od njih su: kvaliteta mlijeka,
sastav mlijeka za proizvodnju, do-
daci za poboljSanje teksture, ho-
mogenizacija, uvjeti pasterizacije,
tip mljekarske kulture, uvjeti fer-
mentacije, nacin i uvjeti punjenja
proizvoda.

Reduciranje % mlije€ne masti u
mlijeku za proizvodnju jogurta
umanjuje "kremasti" i "puna usta"
okus jogurta, a pored toga Cesto se
izdvaja i vodena faza — sirutka. Da
bi izbjegli ove nepoZeljne promjene
proizvoda zbog manje Kkoli¢ine
masti, proizvodaci vrlo ¢esto koris-
te stabilizatore, sredstva za zgu-
8njavanje i/ili Zeliranje. Naravno, ti
dodaci poboljSavaju strukturu jo-
gurta, ali njihov se dodatak mora
naznaciti na pakovanju (kao E-
broj), Sto potro$aci, uglavnhom, ne
smatraju pozeljnim. Takoder, takvi
dodaci mogu promijeniti svojstven i
prepoznatljiv okus i izgled proizvo-
da. Zbog toga je potrebno, za po-
stizanje pozeljne strukture proiz-
voda — jogurta, koristiti bolja, alter-
nativna rjeSenja.

Posljednjih godina intenzivna
su istrazivanja, ali takoder i primje-
na u proizvodnji, bakterija mlije¢no-
kiselog vrenja koje proizvode egzo-
polisaharide (EPS), uglavnom radi
njihovog svojstva da se koriste kao
"prirodna sredstva" za zgu$njava-
nje (2,3). Koristenjem odabranih
starter-kultura proizvodadi mogu
izbjeéi primjenu nepozeljnih stabili-
zatora. Takoder, ne treba zanema-
riti i imunolo$ka pa ni probiotiCna
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svojstva bakterija koje proizvode
EPS (4).

EPS se smatraju sigurnim i
imaju GRAS status, pa su doista
vrlo dobra alternativa za primjenu
stabilizatora.

Odabrane bakterije mlije¢no-ki-
selog vrenja proizvode dva tipa
EPS-a: homoEPS i heteroEPS.
Oba tipa su vrlo opsezno istrazena
i utvrdeno je da su homoEPS poli-
saharidi sastavljeni od D-glukoze ili
D-fruktoze. Heteropolisaharidi, koji
se u proizvodn;ji jogurta ¢eS¢e ko-
riste od homoEPS, sastavljeni su
od D-galaktoze i D-glukoze ifili L-
ramnoze (5). Tijekom fermentacije,
bakterije mlijeCno- kiselog vrenja
mogu u proizvodu proizvesti izme-
du 50 i 600 mg/L EPS-a, a Sto ovisi
o sastavu startera i o uvjetima fer-
mentacije (pH, temperatura).

Pracenjem primjene kultura ko-
je proizvode EPS potvrdeno je da
povoljno utje€u na teksturu fer-
mentiranih mlije¢nih proizvoda, po-
vecana je viskoznost proizvoda i
znatno manji stupanj sinereze (6).

Treba dodati da je koriStenjem
bakterija koje proizvode EPS mo-
guce da proizvod — jogurt — poprimi
tzv. "ropy" strukturu (da se raste-
ze), $to potrosaci ponekad ne sma-
traju pozeljnim svojstvom. Efekt je
kompleksan i istrazivanja, koja su
vrlo intenzivna, pokazuju da "ropy"
svojstvo proizvoda nije uvijek u
korelaciji s koli€inom proizvedenog
EPS-a.

Za povecanje suhe tvari mlijeka
za proizvodnju jogurta, i preko toga
za postizanje bolje strukture proiz-
voda, proizvodadi vrlo ¢esto u mli-
jeko za proizvodnju dodaju obrano
mlijeko u prahu. Medutim, dodatak
obranog mlijeka u prahu moze biti
uzrok variranja kvalitete proizvoda i
promjene njegovih svojstava (po-
vec¢ana Kkiselost, manja trajnost
proizvoda, izdvajanje sirutke). Ne-
ujednacenost kvalitete posebno je
nepozeljna ako se radi o "brand"
proizvodu, koji potrosagi prepoz-
naju po odredenim, uvijek prisut-
nim svojstvima.

Za postizanje pozeljne strukture
jogurta, posebno ako se proizvodi
od niskomasnog mlijeka, sve vise
se koristi dodatak mlije¢nih prote-
ina ili jo$ blize — sirutkinih proteina.

Mlijeko sadrzi dve glavne grupe
proteina: kazeine i sirutkine prote-
ine. Sirutkini proteini imaju vaznu
ulogu u odredivanju strukturnih
svojstava jogurta.

Kazeini su u mlijeku organizira-
ni u micele, a sirutkini proteini
imaju globularnu strukturu. Tijekom
obrade mlijeka za proizvodnju jo-
gurta, sirutkini proteini povezuju se
sa kazeinskim micelama i stvaraju
sirutkine agregate. Kada se pH
sredine u procesu fermentacije sni-
zi, stvara se kiselinski gel, a njego-
va ¢e Cvrstoca, u mnogome, ovisiti
o proteinskoj kompoziciji proizvoda
— jogurta. Sto je vise sirutkinih pro-
teina ili, jo$ blize, §to je viSe R-lak-
toglobulina u mlijeku, bolji i ¢vrsci
bit ¢e gel.

Sirutkini proteini su prirodni
sastojci mlijeka i vrlo su povoljni za
postizanje dobre strukture i "puna
usta" okusa proizvoda od nisko-
masnog mlijeka. Prirodno, u odno-
su na sirutkine proteine, obrano
mlijeko u prahu, koje se dodaje od
cca 1,5-2,0%, po cijeni je povoljniji
dodatak, ali za kvalitetu proizvoda
znatno neefikasniji. Sirutkini prote-
ini se (prema uputi proizvodaca)
dodaju u koli¢ini od 0,2-0,7% (ovis-
no o sastavu proizvoda).

Dodatkom sirutkinih proteina u
mlijeko za proizvodnju jogurta ne
postize se samo Zeljena struktura
proizvoda, ve¢ se i funkcionalnost
proizvoda povecava, jer sirutka ima
najviSu bioloSku vrijednost od bilo
kojih poznatih proteina.

Na trziStu se nalazi cijeli niz
proizvoda razliCitih proizvodaca,
koji sadrze razli€ite koli€ine sirutki-
nih proteina. Proizvodaci sirutkinih
proteina preporucuju nacin primje-
ne i koli¢inu dodatka proteina za
odredene mlijeCne proizvode. Tre-
ba dodati da je vazno poStovati
upute proizvodaca, jer dodatak
previsokih koli¢ina sirutkinih protei-
na u mlijeko za proizvodnju moze

biti uzrok zrnatosti i pojave grudica
u proizvodu, koji moze imati kratku
i lomljivu strukturu.

Dodatak sirutkinih proteina u
mlijeko za proizvodnju jogurta vrlo
je povoljan (bez obzira na njihovu
cijenu), jer je to prirodni sastojak
mlijeka, proizvod — jogurt — je E-
free, a nutritivna vrijednost proiz-
voda povecana.

Moze se =zakljuciti da jogurt,
najpopularniji od fermentiranih mli-
je€nih proizvoda, moze odgovoriti
na mnogobrojne Zelje potroSaca,
kako populaciji koja vrlo aktivno
zivi i radi, Zelje Zenske populacije
koja zeli kontrolirati svoju tezinu,
djece koja rastu i starijih osoba
koje Zele zadrzati dobru strukturu
svojih kostiju.

Kljuéne rijeci: jogurt e kvaliteta e
potro$nja e egzopolisaharidi e pro-
teini sirutke
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SUMMARY
YOGHURT — CONSUMPTION AND TRENDS

Ljerka Gregurek, Katarina Tonkovi¢
Probiotik d.o.0., Zagreb, Croatia

Yoghurt is by far most ideal media for functional ingredients within all dairy products, and
because of its positive properties, increases milk product consumption. Recently, there
have been more and more producers who are using natural milk ingredients in yoghurt
production as egzopolysaccharide producing lactic acid bacteria or whey proteins, which
enhance physical and nutritive properties of the final product. Yoghurt can answer to
various consumer’s needs, active and working population, woman population wishing to
control their weight, growing children and elderly people which want to keep good bone
structure.

Key words: yoghurt e quality e consump-
tion e egzopolysaccharides e whey pro-
teins
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Sprecavanje oboljenja koja se pre-
nose hranom, smanjenje kvarenja
proizvoda i poboljSanje kvaliteta proiz-
voda tekuci su trendovi u prehrambe-
noj industriji. Zbog toga je bezbednost
hrane predmet od posebnog interesa
za prehrambenu industriju. Postoje
brojne mogucnosti za kontaminaciju
hrane od momenta proizvodnje do
konzumacije. Hrana moze da bude
kontaminirana na farmi, u moru, i u
prehrambenim objektima a isto tako i
za vreme transporta. | na kraju, hrana
moze da bude kontaminirana u final-
nim fazama proizvodnje, u objektima
prodaje i od strane potroSaa u nji-
hovim domovima. Prema tome, u eri u
kojoj je naglasak stavljen na bez-
bednost hrane, u kojoj su pripreme i
obim proizvodnje poveéani, neophod-
no je posvetiti ve€u paznju sanitarnim
uslovima u lancu od primarne proiz-
vodnje do konzumiranja. Neosporno
je da ovaj trend predstavlja veliki iza-
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OSNOVNI PRINCIPI SANITACIJE
POGONA - PREDUSLOV ZA HACCP

zov za prehrambenu industriju. Sani-
tacija je primenjena nauka koja obu-
hvata principe planiranja, razvoja, im-
plementacije, odrzavanja, uvodenja ili
poboljSanja higijenske prakse u cilju
obezbedenja odgovarajuéih ekoloskih
uslova za proizvodnju hrane. Sanita-
cija se isto tako smatra primenjenom
naukom zbog njenog znacaja u zastiti
zdravlja ljudi i njene povezanosti sa
faktorima okolne sredine koji uti¢u na
zdravlje.

To znaci da je sanitacija posve-
¢ena kontroli bioloskih, hemijskih i fi-
zi€kih hazarda u okruzenju proizvod-
nje hrane. Principi planiranja sa gle-
diSta higijene ukljuuju uspostavljanje
jasno odvojenih zona u pogonu, kon-
trolu kretanja osoblja i materijala u
cilju smanjenja hazarda, spre€avanje
nakupljanja vode u pogonu, kontrolu
temperature i vlaznosti u objektima,
kontrolu protoka i kvaliteta vazduha,
lokaciju objekta Sto uslovljava nivo

sanitacije, spoljasnje stanje objekta,
Sto uslovljava nivo sanitacije, raspo-
red unutrasnjeg prostora koji utiCe na
sanitaciju, gradevinsku konstrukciju
koja omogucava uslove sanitacije, op-
remu i alate dizajnirane tako da spre-
Cavaju kontaminaciju i sanitaciju u
skladu sa karakteristikama objekta.
Ovi principi su takode preduslov koji
je osnova za postavljanje HACCP a
istovremeno  predstavljaju  vitalnu
komponentu kompanijskog sistema
bezbednosti hrane.

Kljuéne reci: sanitacija e hrana e
objekat e higijena
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SUMMARY

BASIC PLANT SANITATION PRINCIPLES - PREREQUISITE FOR HACCP
Dragojlo B. Obradovi¢

University of Belgrade, Faculty of Agriculture, Department for Industrial Microbiology

Prevention of food borne ilinesses, reduction of product spoilage, and improvements to Key words: sanitation e food e plant e
product quality are ongoing concerns in the food manufacturing industry. Because of this hygiene
food safety has become an issue of special importance for the food industry. There are
many opportunities for food to be contaminated between production and consumption.
Food can be contaminated at the farm or in the sea and also in food processing plants and
during transport to food establishments. Finally, food can be contaminated during the last
stages of production, at retail establishments, and by consumers in their homes. Therefore
in this era of emphasis on food safety and security, high volume food processing and
preparation operations have increased the need for improved sanitary practices from
processing to consumption. This trend presents great challenge for the food industry.
Sanitation is an applied science that incorporates the principles of design, development,
implementation, maintenance, restoration and/or improvement of hygienic practices
designed to maintain a clean environment for food production, processing and storage.
Sanitation is considered to be applied science because of its importance to the protection
of human health and its relationship with environmental factors that relate to health. This
means that sanitation is dedicated to control of the biological, chemical and physical
hazards in a food environment. It is also prerequisite that provide the foundation for
HACCP and it is also vital component in a company food safety assurance system.
Hygienic design principles include direct hygienic zones in the facility, control the
movement of personnel and materials flows to reduce hazards, water accumulation
controlled inside the plant, room temperature and humidity controlled, room air flow and
room air quality control, site elements facilitate sanitary conditions, building envelope
facilitates sanitary conditions, interior spatial design promotes sanitation, building
components and construction facilitate sanitary conditions, design utility systems to prevent
contamination and sanitation integrated into facility design. These principles are also
prerequisite that provide the foundation for HACCP and it is also vital component in a
company food safety assurance system.
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IzvrSena je izolacija bakterija mleCne
kiseline (BMK) iz autohtonih mle¢nih pro-
izvoda proizvedenih na planinama Kopao-
nika, Zlatara, Golije i Durmitora. Njihovom
identifikacijom i determinacijom izdvojeni
su sojevi BMK sa probiotskim karakteristi-
kama. Tako dobijene BMK su kori§¢ene u
laboratorijskoj, eksperimentalnoj i industrij-
skoj proizvodnji fermentisanih mle¢nih na-
pitaka sa probiotskim svojstvima i standar-
dizovanoj proizvodniji autohtonih sireva.

Kljuéne reci: Autohtoni sirevi - kise-
lomle¢ni napici - bakterije mle¢ne ki-
seline - prirodni izolati

uvobD

Tradicija kori§éenja bakterija mle¢-
ne kiseline (BMK) u pripremi fermen-
tisane hrane je izuzetno duga.

Postoje zapisi da je Covek od
svoje najranije aktivnosti koristio pri-
rodno fermentisane proizvode, svaka-
ko ne znaju¢i da su BMK prirodnog
ambijenta, koji ga okruzuje, u najve-
¢em broju sluCajeva odgovorne za
dobijanje fermentisanih proizvoda.
BMK su i stalni stanovnici gastro-
intestinalnog trakta ¢oveka i ostalih si-
sara.

Rad je finansiralo Ministarstvo za nauku i
tehnolo$ki razvoj po projektu TR 20111

Adresa autora:
Dr Mihailo Ostoji¢, redovni profesor, Univerzitet u
Beogradu, Poljoprivredni fakultet, Nemanjina 6,

Zemun, e—mail: mostojic@agrifaculty.bg.ac.yu.
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ZNACAJ AUTOHTONIH SOJEVA
BAKTERIJA MLECNE KISELINE U ZASTITI
GEOGRAFSKIH OZNAKA MLECNIH

PROIZVODA"

U intestinalnoj populaciji BMK naj-
CeS¢e se mogu nac¢i Lactobacillus
acidophilus i Lactobacillus reuteri. Ne-
ki od sojeva BMK su probiotici, tj., po-
kazano je da mogu znacajno da utiu
na zdravlje ¢oveka. Probiotici su mo-
nokulture ili meSane kulture zivih mik-
roorganizama koje, kada ih koristi ¢o-
vek ili zivotinja, povoljno deluju na do-
macina, poboljSavajuci osobine posto-
je¢e mikroflore (Topisirovi¢ i Ostojic,
2000a).

Bakterije mle¢ne kiseline imaju ve-
liki industrijski znacaj. One se Siroko
koriste u proizvodnji fermentisanih
mlecnih proizvoda i druge fermenti-
sane hrane. Jedna od vaznih osobina
bakterija mle¢ne kiseline je posedo-
vanje proteolitickog sistema Sto im
omogucéava da rastu u mleku. Pored
toga, BMK su proizvodaci i bakterio-
cina, egzopolisaharida i aromogenih
materija. Izu¢avanja BMK, poreklom iz
tradicionalnih  fermentisanih  kiselo-
mlecnih proizvoda, dobijenih u doma-
¢oj radinosti na specificnim lokalite-
tima naSeg podrucja, omoguéava for-
miranje kolekcije ovih bakterija (Vuka-
Sinovi¢ i sar., 2003). Njihova mikro-
bioloSka i molekularno—genetitka izu-
¢avanja daju osnovu za selekciju spe-
cificnih sojeva karakteristi¢nih za od-
redene regione. Konstrukcija starter
kultura sastavljenih od dobro izu¢enih
prirodnih izolata BMK daje osnovu za
dobijanje proizvoda sa deklaracijom
specificnog geografskog porekla. Po-
red toga, sve je viSe podataka da su
neke BMK probiotici i samim tim osno-
va za proizvodnju funkcionalne hrane
(Topisirovi¢ i Ostoji¢, 2000b).

Takva saznanja stvaraju interes
da se BMK koriste u procesu konzer-
vacije hrane i produzenja veka njenog
trajanja. Medutim, najveci broj bakte-

riocina BMK ima uzak antimikrobni
spektar delovanja, tako da je njihova
upotrebna vrednost ograni¢ena. lzu-
C¢avanje mehanizama biosinteze bak-
teriocina, kao i kloniranje gena odgo-
vornih za njihovu sintezu daje mo-
gucnost genetiCke manipulacije i kon-
strukcije himernih bakteriocina sa Si-
rim spektrom antimikrobnog delovanja
(Topisirovi¢ i sar., 2003).

MATERIJAL | METODI

Kolekcija bakterija mle¢ne kiseline
(BMK) je napravljena od mikroorga-
nizama izolovanih iz fermentisanih
mleéno — kiselinskih proizvoda dobi-
jenih na tradicionalan nacin na pla-
ninama Kopaonika, Zlatara, Golije i
Durmitora. Njihovom identifikacijom i
determinacijom izdvojeni su sojevi
BMK sa probiotskim karakteristikama.
Tako dobijene BMK su kori§¢ene u
laboratorijskoj, eksperimentalnoj i in-
dustrijskoj proizvodnji standardizova-
nih autohtonih sireva i fermentisanih
mle¢nih napitaka sa probiotskim svoj-
stvima.

Iz kolekcije uzoraka 51 izolat je
identifikovan kao Lactobacillus sp. Svi
izolovani laktobacili pripadaju grupi
mezofilnih sojeva koji dobro rastu na
temperaturama od 15° C i 30° C, a ne
rastu na temperaturi od 45° C. Testi-
ranje sposobnosti rasta u prisustvu ni-
zina pokazalo je da su izolati BGCGK-
4, BGHN-40, BGBUK2-8, BGBUK2-7 i
BGBUK2-16 rezistentni na bakteriocin
nizin. U eksperimentu odredivanja mi-
nimalne inhibitorne  koncentracije
(MIK) za nizin pokazano je da je naj-
rezistentniji izolat Lactobacillus sp.
BGCGKA4. Izolat BGBUK2-16, deter-
minisan kao Lactobacillus paracasei
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subsp. paracasei, produkuje bakte-
riocin oznacen kao Bac217 i pokazuje
rezistenciju na 8000 IU/ml. Cigéenjem
plazmida iz soja BGBUK2-16 dobijena
su 2 derivata ozna¢ena kao BGBUK2-
16/K2 i BGBUK2-16/K4. Derivat
BGBUK2-16/K2 zadrzao je rezisten-
ciju na Bac217 i nizin, ali je izgubio
sposobnost sinteze Bac217, dok je
derivat BGBUK2-16/K4 pored gubitka
sposobnosti sinteze Bac217 postao
senzitivan na Bac217 i nizin. Prirodno
rezistentni laktobacili se mogu iskoris-
titi za pripremanje starter kultura u
kombinaciji sa nizinom kao konzer-
vansom u cilju kontrolisane mle¢no
kiselinske fermentacije.

Za mikrobioloSku analizu je koris-
¢eno 20 g svakog uzorka sira koji je
homogenizovan u 180 ml sterilnog 2%
(w/v) natrijum citrata. Razredenja ho-
mogenata pripremana su u sterilnom
0,85% (w/v) natrijum hloridu i zaseja-
vana na medijumima za izolaciju
BMK: a) za laktobacile je koriS¢en
MRS agar pH 5,7 i zasejane Petri
$olje inkubirane su 72 sata na 30°C i
45°C u aerobnim i 5 dana u anae-
robnim uslovima; b) za laktokoke je
koris¢éen M17 agar pH 5,7 i zasejane
Petri Solje inkubirane su 72 sata na
30°C (Mannu i sar., 2002).

Ukupna DNK iz BMK je izolovana
prema prethodno opisanoj proceduri
(Hopwood i sar., 1985). Tako izolova-
na DNK iz izolata BMK je koris¢ena
kao matrica za rep-PCR analizu, pri
¢emu je za umnozavanje specifi¢nih
fragmenata DNK koriS¢en oligonu-
kleotidni prajmer BOXA1R (5-CTA-
CGGCAAGGCGACGCTGACG-3"), a
prema optimalnom PCR programu
(Versalovi¢ i sar., 1994), sa Tag DNK
polimerazom. BOXA1R prajmer ima
repetitivne sekvence od 154 bp u obe
orijentacije. Dobijeni DNK fragmenti
su razdvajani elektroforezom na 1,5%
agaroznom gelu (15 x 20 cm) koji sa-
drzi 0,5 pg/ml etidiujum bromida u tra-
janju od 16 sati u TAE puferu pri kon-
stantnoj voltazi od 55 V na +4°C
(Versalovi¢ i sar., 1994). Rep-PCR
profili su vizualizovani pod UV svetlom
i snimani digitalnom CCD kamerom.
Referentni sojevi BMK su koriS¢eni
kao kontrola.

Analiza antimikrobne aktivnosti
izolata BMK izvrSena je odlozenom
metodom testiranja, koriS¢enjem razli-
¢itih indikator sojeva. Izolati koji poka-
zuju antimikrobnu aktivnost testiraju
se na sposobnost proizvodnje bak-
teriocina opisanom metodom koriSc¢e-
nja bunaréi¢a u agaru (Tagg i McGi-
ven, 1971). Kao indikator sojevi kori$-

¢eni su Lactococcus lactis subsp.
lactis BGMN1-596, Lactococcus lactis
subsp. cremoris NS1 i Lactobacillus
plantarum A112. Meki GM17 i MRS
agar (0,7%,wl/v), koji sadrzi odgovara-
juci indikator soj, razlivao se na GM17
ili MRS podlogu u Petri Soljama.

Soj Lactobacillus BGRA 43 izolo-
van je iz kolekcije humanih laktobacila
kao soj koji pokazuje najbrzi rast u
laboratorijskom medijumu (MRS), kao
i u mleku. Pored toga, ovaj izolat je
pokazivao znacajan antimikrobni efe-
kat protiv, kako Gram pozitivnih (uklju-
Cujuéi i Clostridium sporogenes), tako
i protiv Gram negativnih bakterija.
Rast Lactobacillus BGRA 43 u obra-
nom mleku u laboratorijskim uslovima,
rezultuje u snizavanju pH vrednosti na
4,53, nakon 6 sati inkubacije na 37°C.
Pored brze acidifikacije mleka, soj
BGRA 43 daje znatnu viskoznost pro-
izvodu. Lactobacillus BGRA43 proiz-
vodi ekstracelularne proteinaze, koje
mogu imati efekta na kvalitet dobije-
nog proizvoda.

REZULTATI | DISKUSIJA

Istrazivanja prirodnih izolata bak-
terija mle¢ne kiseline (BMK) nisu bila
u centru paznje istrazivata u svetu
sve do momenta kada je uo¢eno da bi
ovi izolati BMK mogli biti kori§¢eni za
unapredenje postojecih starter kultura,
ali i kao izvor novih gena &ijom bi se
kombinacijom moglo doéi do novih ti-
pova starter kultura ili poboljSanja ka-
akteristika postoje¢ih starter kultura.
Stoga se relativno malo zna, a u po-
lednje vreme sve viSe se radi na ge-
etiCkim i komercijalnim potencijalima
BMK koje se nalaze u autohtonim
fermentisanim proizvodima.

regionu zapadne Srbije na plani-
nama Kopaonik, Golija i Zlatar, kao i
na Durmitoru u Crnoj Gori zadrzana je
tradicionalna proizvodnja sira koja se
jo$ uvek odvija u domacinstvima. Zna-
¢ajno je da se za proizvodniju tih sire-
va ne Kkoristi bilo koja komercijalna
starter kultura. Stoga, populacija BMK
u tim sirevima predstavlja autohtonu
mikrofloru, specifiénu za lokalitet gde
se sir proizvodi. To je, izmedu ostalog,
i razlog Sto se i sirevi razlikuju od
domacinstva do domacinstva, po za-
stupljenosti pojedinih vrsta BMK, he-
mijskom sastavu i svojim senzorskim
karakteristikama.

Da bi se postigao ujednaceni kva-
litet ovog sira neophodno je da se
proizvodnja odvija u $to je moguce
kontrolisanijim uslovima u domacin-
stvima. To iziskuje ne samo poznava-

nje tradicionalne thenologije proizvod-
nje sira, vec¢ i analizu mikroflore, pre
svega BMK, koje iz sirovog mleka i
okolne sredine dolaze u sir (Ostoji¢ i
sar., 2001). Upravo zbog mogucih ko-
mercijalnih potencijala prirodnih izola-
ta BMK, mikrobioloske analize su do
sada sprovedene na mnogim pozna-
tim vrstama sira kao $to su Parmigi-
ano Reggiano, Cheddar i dr. (Banina i
sar., 1997). Pokazalo se da tokom
zrenja autohtonih sireva ne ucestvuje
samo jedna vrsta BMK, vec viSe vrsta,
koje se tokom procesa proizvodnje i
zrenja smenjuju, preplicu i dopunjuju.
Svaka vrsta BMK svojom aktivno$c¢u u
pojedinim fazama poizvodnje i zrenja
sira doprinosi prepoznatljivom ukusu,
mirisu i strukturi proizvoda (Olson,
1990). Prema tome, aktivnost autoh-
tone mikroflore odreduje specifi€nost
sira koji se proizvodi u tom lokalitetu.

Fermentisani mle¢ni napici pred-
stavljaju prehrambenu namirnicu bo-
gatu hranljivim materijama u odgova-
rajuéem odnosu i lako dostupnom ob-
liku za ljudski organizam. Oni u svom
sastavu imaju sve komponente mleka,
koje mogu biti uveéane koncentrisa-
njem ili obogacéene razli¢itim doda-
cima. Primenjeni fermentativni procesi
menjaju sastav mleka. Milecnokise-
linska fermentacija utic¢e na stvaranje
mlec¢ne kiseline iz laktoze, masnih ki-
selina iz mle¢ne masti i amino kiselina
iz proteina.

Fermentacija se odvija pod dejst-
vom BMK koje su prirodno prisutne u
mleku, ali se dodaju i kao starter
kulture. Prisuthe BMK svojom aktiv-
no$¢u povecavaju svarljivost proiz-
voda, poboljSavaju iskoris¢enje kalci-
juma i spreCavaju aktivnost drugih
patogenih mikroorganizama. Oni u ¢o-
velijem organizmu stvaraju i odrza-
vaju ravnotezu mikroflore probavnog
trakta i zato fermentisana mleka spa-
daju u zdravstveno korisnu hranu (To-
pisirovi¢ i Ostoji¢, 2000b).

Probiotici su organizmi u organ-
skoj materiji koji doprinose intenstal-
noj ravnotezi mikroorganizama. Oni
prakti¢no Stite organizam od razli€itih
bolesti kao Sto su akutna rotavirusna
dijareja, mnoge smetnje u funkciji de-
belog creva, alergije na hranu itd.
Znacajnu ulogu u tome imaju BMK iz
roda Streptococcus, Lactobacillus i
Bifidobacterium. One su prirodno pri-
sutne u ljudskom i Zivotinjskom muko-
znom tkivu. Fermentisani mlecni pro-
izvodi koji sadrze ove BMK nazivaju
se funkcionalna hrana (Rogelj, 2000).

Do sada su starter kulture za pro-
izvodnju fermentisanih mle¢nih napi-
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taka sadrzale dve ili viSe BMK porek-
lom iz intestinalnog trakta i to uglav-
nom Lactobacillus acidophilus i vrste
roda Bifidobacterium. Zbog sporog
rasta u mleku ove bakterije se Cesto
moraju kombinovati sa BMK koje ula-
ze u sastav starter kultura za proiz-
vodnju jogurta (Lactobacillus delbru-
eckii ssp. bulgaricus, Streptococcus
thermophilus).

Fluktuacija BMK praéena je u zla-
tarskom siru tokom njegovog zrenja.
U tu svrhu su BMK izolovane iz mleka
od koga je sir proizveden i uzoraka
sira starih 1, 10, 20, 30, 45 i 60 dana.
Ukupno je sakupljeno, nasumiénim iz-
borom 306 izolata od kojih 253 izolata
pripada grupi Gram-pozitivnih i kata-
laza-negativnih bakterija. Prvi rezultati
su pokazali da procenat koka i Stapic¢a
varira poc¢evsi od mleka kao sirovine i
tokom zrenja sira. Sirovo mleko i sir
starosti jednog dana ima znacajno
veéi broj koka nego Stapi¢a. Medutim,
tokom zrenja sira broj izolovanih mle¢-
nokiselinskih koka varira, dok se broj
mlecnokiselinskih Stapi¢a uvecava, a
najvedi broj je izolovan iz uzorka sira
nakon 30 dana zrenja. U siru nakon
60 dana zrenja izolovan je isti broj
mle¢nokiselinskih koka i Stapic¢a.

Analiza fizioloSkih osobina izolata
pokazala je da tokom zrenja sira raste
broj termofilnih mle¢nokiselinskih koka
(rastu na 45 °C), koje rastu u prisus-
tvu 6,5% NaCl i hidrolizuju eskulin.
Ovaj rezultat govori da se najvero-
vatnije radi o povecéanju broja ente-
rokoka tokom zrenja zlatarskog sira
(Terzi¢-Vidovic i sar., 2007).

Iz zlatarskog sira izolovan je veliki
broj mezofilnih mle¢nokiselinskih Sta-
ia, laktobacila koji proizvode aromo-
enu supstancu diacetil. Najveci broj
ovih laktobacila je izolovan iz sireva
45. i 60. dana zrenja. Testiranje spo-
obnosti rasta u litmus mleku je poka-
zalo da 90% izolata pokazuje ACR
karakteristiku (A — proizvode mle¢nu
kiselinu; C — efikasno formiraju grus u
mleku; R — redukuju litmus). Medu
ovim izolatima najvecu efikasnost je
poazalo osam izolata koji su zgrusa-
vali mleko nakon 5 do 7 sati inkuba-
cije kada je vrednost pH dostizala 4,8
(Veljovi¢ i sar., 2007).

Antimikrobna aktivhost BMK
izolovanih iz zlatarskog sira

Bakterije mle¢ne kiseline sintetiSu
veliki broj antimikrobnih supstanci koje
imaju znacaj u odrzavanju ispravnosti
i kvaliteta fermentisanih proizvoda.
Pored sinteze i izlu€ivanja metaboli¢-
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kih produkata (mle¢na kiselina, siréet-
na kiselina, vodonik peroksid, diacetil i
druga jedinjenja ukulju€ujuéi i enzime)
neke BMK sintetiSu i izluCuju anti-
mikrobne supstance koje se nazivaju
bakteriocini. Bakteriocini su proteinske
prirode i mogu imati baktericidno i
bakteriostaticko delovanje. Na osnovu
hemijskih, strukturnih i funkcionalnih
osobina, bakteriocini se dele u d&etiri
grupe (Nes i sar., 1996).

U prethodnim analizama BMK izo-
lovanih iz autohtonih sireva naSeg
podrugja, otkriveni su veoma dobri
proizvodaci bakteriocina. Medu njima
je bio i izolat koji istovremeno proiz-
vodi tri razli¢ita bakteriocina, odnosno
multiplikuju baktericidno i bakterista-
ticko delovanje (Koji¢ i sar., 1991b,
Gajic i sar., 1999).

Analiza antimikrobne aktivnosti
izolata zlatarskog sira je pokazala da
88 od 253 izolata BMK proizvodi anti-
mikrobne supstance. Detaljnijom ana-
lizom je utvrdeno da ovi izolati proiz-
vode bakteriocine. Neki od izolata po-
kazuju providne zone, drugi turbidne,
a treci obe vrste zona inhibicije rasta
indikator sojeva (tabela 1). Najvedi
broj proizvodaga bakteriocina je izo-
lovan iz sira starog jedan dan, dok je
77% bakteriocin proizvodaca od svih
testiranih nadeno u sirovom mleku.
Interesantno je da proizvodaci bakte-
riocina nisu detektovani medu izola-
tima iz sira starosti 60 dana. Gene-
tickom analizom je ustanovljeno da
proizvodaci bakteriocina pripadaju
vrstama Lactococcus lactis subsp.
Lactis, Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei i Enterococcus faecalis.

Soj BGZLM1-24, koji je geneticki
determinisan kao Lactococcus lactis
subsp. lactis, je pokazivao inhibitornu
zonu na sva Cetiri koriS¢ena indikator
soja (tabela 1). Dodatne molekularno—
geneticke analize su pokazale da ovaj
izolat sintetiSe bakteriocin nizin, koji je
izuzetno Sirokog spektra delovanja.

Poznato je da nizin, kao i ostali
bakteriocini BMK, mogu imati efekta
na sastav mikroflore koja zapocCinje
fermentaciju. Smatra se da je biosin-
teza bakteriocina vazan faktor koji od-
reduje sposobnost takvih BMK da
kompetiraju sa ostalim mikroorganiz-
mima u fermentacionom ekosistemu.
Interes za izuCavanje bakteriocina i
koris¢enje BMK koje sintetiSu bakte-
rioicine za dobijanje fermentisanih
proizvoda, lezi i u C&injenici da takvi
proizvodi imaju duzu trajnost. Najras-
prostranjeniji bakteriocin koji se pri-
menjuje u pripremi fermentisane hra-
ne je upravo nizin (Jung, 1991).

U poredenju sa drugim mlecnim
bakterijama izolovanim iz humanog
intestinalnog trakta, izolat Lactoba-
cillus helveticus BGRA43 poseduje
brojne tehnoloSke karakteristike koje
doprinose dobrim  organolepti¢kim
osobinama krajnjeg fermentisanog
mle¢nog napitka. Vecina intestinalnih
BMK odlikuje se veoma sporim ras-
tom u mleku, $to nije slu€aj sa izola-
tom BGRA 43 koji ima veoma dobru
aktivnost u mleku i na temperaturi od
37 °C za svega 6 sati dovodi do sniza-
vanja pH vrednosti mleka sa 6,5 na
4,53. Ukoliko se proces fermentacije
odvija na temperaturi od 42 °C vreme
fermentacije se dodatno skracuje na
svega 4 do 5 sati u zavisnosti da li se
primenjuje tehnoloSki postupak za
proizvodnju jogurta ili kiselog mleka.

Biohemijska i genetic¢ka istraziva-
nja ovog izolata su pokazala da sin-
tetiSe ekstracelularne proteinaze koje
veoma efikasno hidrolizuju sve ftri
frakcije kazeina prisutnih u mleku (o,
B, «), Sto dodatno doprinosi dobroj
aktivnosti u mleku. Nase dosadasnje
ispitivanje proteoliticke aktivnosti BMK
izolovanih kako iz humanog intesti-
nalnog trakta tako i brojnih kiselo-
mlecnih proizvoda pokazala su da ni-
jedan izolat ne poseduje takvu spo-
sobnost da u isto vreme hidrolizuje
sve tri frakcije kazeina kao $to je to
slu¢aj sa izolatom BGRA43. Pored
toga Sto ekstracelularne proteinaze
BMK doprinose njihovoj boljoj aktiv-
nosti u mleku, japanski naucnici su
pokazali u eksperimentima sa miSe-
vima, koji su hranjeni fermentisanim
napitcima dobijenim primenom neko-
liko sojeva vrste Lactobacillus helve-
ticus, da dolazi do sniZzavanja krvnog
pritiska. Kao glavni razlog za snizava-
nje krvnog pritiska ovi naucnici na-
vode prisustvo tri peptida kao $to su
Val-Pro-Pro i lle-Pro-Pro, koji nastaju
udruzenom aktivno8¢u ekstracelular-
nih proteinaza i drugih proteolitiCkih
enzima koje ove bakterije poseduju.

Antimikrobna aktivhost BMK
izolovanih iz autohtonih sireva

Bakterije mle¢ne kiseline sintetiSu
veliki broj antimikrobnih supstanci ko-
je imaju znacaj u odrzavanju isprav-
nosti i kvaliteta fermentisanih proiz-
voda. Pored sinteze i izlu€ivanja me-
taboli¢kih produkata (mle¢na kiselina,
siréetna kiselina, vodonik peroksid,
diacetil i druga jedinjenja ukljucujuéi i
enzime), neke BMK sintetiSu i izlu€uju
antimikrobne supstance koje se nazi-
vaju bakteriocini.
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Tabela 1. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST NEKIH IZOLATA BMK IZ AUTOHTONIH SIREVA

Table1. ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF SOME LAB ISOLATES FROM AUTOCHTHONOUS CHEESES

Indikator sojevi
Izolat Rod Indicator strains
Isolate Genus
Lc. lactis BGMN1-596 | Lc. lactis ssp. cremoris NS1 Lb. plantarum A112
BGZLM1-24 Lc. ssp 6 mm (c) 4 mm (c) 3 mm (t)
’ ’ +2 mm (t)
BGZLS1-8 Lc. ssp. 4 mm (c) 2 mm (c) 2 mm (t)
BGZLS10-6 Lb. ssp. NA 1,5 mm (c) 1 mm (t)
BGZLS10-11 Ec. ssp. 4 mm (c) 2 mm (t) NA
BGZLS20-19 Lb. ssp. 1 mm (c) NA NA
BGZLS20-34 Lc. ssp. NA NA NA
) 6 mm (c) 4 mm (c) 3,5mm (c)
BGZLS20-33 Ec. ssp. +2,5 mm (t) +1 mm (1) ¥ 1 mm (1)
BGZLS30-7 Lb. ssp. 2 mm (c) 2 mm (t) NA
] 2 mm (c) 1,5 mm (c)
BGZLS30-10 Ec. ssp. +5mm (1) +3,5mm (t NA

Skracenice (acronyms):

Lb. — Lactobacillus; Lc. — Lactococcus; Ec. — Enterococcus;

BGZLM1 — izolati iz mleka (isolates from milk);

BGZLS1 - izolati iz sira starog jedan dan (isolates from one day old cheese);
BGZLS10 - izolati iz sira starog 10 dana (isolates from ten days old cheese); BGZLS20 — izolati iz sira starog 20 dana

(isolates from twenty days old cheese);

BGZLS30 - izolati iz sira starog 30 dana (isolates from thirty days old cheese);
(c) — bistra zona oko bunar€i¢a u mm (clear zone around well in mm);
(t) — turbidna, mutna zona oko bunar¢i¢a u mm (turbid, opaque zone around well in mm);

NA — nema aktivnosti (no activity).

Bakteriocini su proteinske prirode i
mogu imati baktericidno i bakteriosta-
ticko delovanje. Na osnovu hemijskih,
strukturnih i funkcionalnih osobina,
bakteriocini se dele u Cetiri grupe (Nes
i sar., 1996).

U prethodnim analizama BMK izo-
lovanih iz autohtonih sireva naseg po-
drucja, otkriveni su veoma dobri pro-
izvodali bakteriocina. Medu njima je
bio i izolat koji istovremeno proizvodi
tri razli¢ita bakteriocina, odnosno mul-
tiplikuje baktericidno i bakteristatiCko
delovanje (Koji¢ i sar., 1991b, Gaiji¢ i
sar., 1999).

Analiza antimikrobne aktivnosti
izolata zlatarskog sira je pokazala da
88 od 253 izolata BMK proizvodi an-
timikrobne supstance. Detaljnijom
analizom je utvrdeno da ovi izolati
proizvode bakteriocine. Neki od izo-
lata pokazuju providne zone, drugi
turbidne, a treéi obe vrste zona inhi-
bicije rasta indikator sojeva. Najveéi
broj proizvodaca bakteriocina je izolo-

van iz sira starog jedan dan, dok je
77% bakteriocin proizvodaca od svih
testiranih nadeno u sirovom mleku.
Interesantno je da proizvodaci bakte-
riocina nisu detektovani medu izolati-
ma iz sira starosti 60 dana. Geneti¢-
kom analizom je ustanovljeno da pro-
izvodaci bakteriocina pripadaju vrs-
tama Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactobacillus paracasei subsp. Para-
casei i Enterococcus faecalis.

Soj BGZLM1-24, koji je geneticki
determinisan kao Lactococcus lactis
subsp. lactis, pokazivao je inhibitornu
zonu na sva Cetiri koriS¢ena indikator
soja (tabela 1). Dodatne molekularno-
geneticke analize su pokazale da ovaj
izolat sintetiSe bakteriocin nizin, koji je
izuzetno Sirokog spektra delovanja.

Poznato je da nizin, kao i ostali
bakteriocini BMK, mogu imati efekta
na sastav mikroflore koja zapocCinje
fermentaciju. Smatra se da je biosin-
teza bakteriocina vazan faktor koji od-
reduje sposobnost takvih BMK da

kompetiraju sa ostalim mikroorganiz-
mima u fermentacionom ekosistemu.
Interes za izu€avanje bakteriocina i
koris¢enje BMK koje sintetiSu bak-
terioicine za dobijanje fermentisanih
proizvoda, lezi i u c&injenici da takvi
proizvodi imaju duzu trajnost. Naj-
rasprostranjeniji bakteriocin koji se
primenjuje u pripremi fermentisane
hrane je upravo nizin (Jung, 1991).

lako kod izolata BGRA43 nije uo-
¢ena sinteza egzopolisaharida, ¢ak ni
pri anaerobnim uslovima uzgajanja,
tokom rasta ovog izolata u mleku for-
mira se veoma viskozan gru$ §to u
mnogome doprinosi dobrim reoloskim
svojstvima novog kiselomle¢nog pro-
izvoda.

Posto viskoznost fermentisanih
napitaka ne nastaje zbog sinteze
egzopolisaharida, pretpostavka je da
se viskoznost povecava kao rezultat
interakcija izmedu ¢elija izolata
BGRA43. Podseéamo da je izolat
BGRAA43 intestinalna BMK, a iz litera-
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ture je poznato da celije ovih bakterija
imaju sposobnost da se vezuju kako
jedne za druge, tako i za ¢elije crev-
nog epitela. Promena viskoznosti i po-
java sinerezisa nije uo€ena ni posle
sedamnaest dana €uvanja proizvoda
na +4 °C, $to otvara moguénost da se
novi kiselomle¢ni napitak iskoristi u
kombinaciji sa voéem. Primenom izo-
lata BGRA43 izbegla bi se upotreba
hidrokoloida u proizvodnji voénog jo-
gurta.

Ispitivanja izvedena na soju
BGRA43 pokazuju da on poseduje
znacajnu antimikrobnu aktivnost kako
prema gram pozitivnim bakterijama
(Clostridium sporogenes, Staphylo-
coccus aureus), tako i prema gram
negativnim vrstama (Escherichia coli i
Pseudomonas sp.). Primenom ovog
izolata u proizvodnji ne samo fermen-
tisanih mle¢nih napitaka, ve¢ i drugih
mlecnih proizvoda, izbegla bi se upo-
treba bioloskih aditiva kao $to je nizin,
koji se u mnogim zemljama koristi pri
proizvodnji  razli¢itih  fermentisanih
mlecnih proizvoda.

Eksperimentalna proizvodnja izve-
dena u mlekarama Zemun, Pancevo,
Sabac i Baé sa izolatom Lactobacillus
helveticus BGRA43 pokazala je da se
novi kiselomle¢ni napitak veoma us-
pesno moze proizvoditi i kao jogurt
(te€na varijanta) i kao kiselo mleko
(Cvrsta varijanta) (Ostoji¢ i sar., 2002).
| u jednoj i u drugoj varijanti (jogurt i
kiselo mleko) dobijen je proizvod koji
je imao zadovoljavaju¢e organole-
pticke karakteristike koje se nisu u
mnogome menjale tokom posmatra-
nog perioda ¢uvanja od sedamnest
dana. U tabeli 2 prikazana je promena
kiselosti izrazena u °SH i ukupnog
broja BMK u proizvodu ¢uvanom se-
damnaest dana na +4 °C.

Tokom sedamnaestodnevnog CEu-
vanja proizvoda na +4°C dolazi do
povecéanja naknadne kiselosti proizvo-
da koja je jo$ uvek ispod granice

predvidene Pravilnikom o kvalitetu
mleka i fermentisanih mle¢nih proiz-
voda (2002).

U istom posmatranom periodu
ukupan broj BMK nije opao ispod 10°
Sto je jedan od preduslova da bi se
jedan fermentisani mlecni napitak
smatrao probiotikom. Proizvodi su i
posle ovog perioda imali zadovo-
ljavaju¢e organolepticke karakteristi-
ke. Tako je u mlekarama Pancevo,
Zemun, Bag i Sabac po prvi put proiz-
veden kiselomle¢ni napitak od BMK
koja je izolovana i potpuno okarak-
terisana u nasoj zemlji. Za ovu bakte-
riju se sa sigurno$¢u moze reci da pri-
pada vrsti Lactobacillus helveticus,
posto je determinisana savremenim
molekularno-genetic¢kim metodama
(Vukasinovic i Topisirovic, 2000). To
je jo§ jedna prednost ovog novog
kiselomle€nog napitka jer su ispitiva-
nja izvedena sa DGGE metodom (De-
naturing Gradient Gel Electrophore-
sis) pokazala da svega 54,5% probiot-
skih jogurata sadrzi mikroorganizme
naznacene na deklaraciji. Ovo se po-
sebno odnosi na vrste roda Bifidobac-
terium koje su u vecini sluajeva ne-
precizno identifikovane (Temmerman i
sar., 2003, Theunissen i sar., 2005).

ZAKLJUCAK

Na osnovu sveobuhvatnih istra-
Zivanja moze se zakljuciti sledece:

U regionu zapadne Srbije zadr-
Zana je tradicionalna proizvodnja sira
koja se jo$ uvek odvija u domaginstvi-
ma. Znacajno je da se za proizvodnju
takvih sireva ne koristi bilo koja ko-
mercijalna starter kultura. Stoga, po-
pulacija bakterija mleCne kiseline
(BMK) u njima predstavlja autohtonu
mikrofloru, specificnu za lokalitet gde
se sir proizvodi. To je, izmedu ostalog,
i razlog $to se i sirevi razlikuju od do-
macdinstva do domadinstva, po za-

stupljenosti pojedinih vrsta BMK, he-
mijskom sastavu i svojim senzorskim
karakteristikama. Da bi se postigao
ujednaceni kvalitet ovog sira neop-
hodno je da se proizvodnja odvija u
8to kontrolisanijim uslovima u doma-
¢instvima. To iziskuje ne samo po-
znavanje tradicionalne tehnologije
proizvodnje sira, ve¢ i analizu mikro-
flore, pre svega BMK, koje iz sirovog
mleka i okolne sredine dolaze u sir.

Selekcija i geneticka karakteriza-
cija BMK iz autohtonih sireva, na os-
novu dobre proteoliticke aktivnosti,
sposobnosti da sintetiSu egzopolisa-
haride, bakteriocine i aromogena jedi-
njenja, doprine¢e ne samo pobolj$a-
nju i standardizaciji kvaliteta autohto-
nih sireva, ve¢ daje i mogucnost pro-
izvodnje novih tipova sireva sa mo-
difikovanim senzorskim karakteristika-
ma.

Na trZiStu je prisutan znatan broj
fermentisanih mle¢nih napitaka u ¢ijoj
proizvodnji ucestvuju razliCite BMK
poreklom iz intestinalnog trakta. Ovi
fermentisani mle¢ni napitci postali su
veoma popularni u ishrani ljudi, jer
ove bakterije svojom aktivno$éu spre-
Cavaju rast Stetnih bakterija u intesti-
nalnom traktu usporavajuci na taj na-
¢in proces starenja. Pored ovoga stal-
na izolacija novih sojeva BMK iz intes-
tinalnog trakta omoguc¢ava formiranje
takvih starter kultura Cijom se prime-
nom mogu dobiti fermentisani mle&ni
napitci sa poboljSanim ili novim oso-
binama.
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SUMMARY

IMPORTANCE OF AUTOCHTHONOUS STRAINS OF LACTIC ACID BACTERIA (LAB)
IN PROTECTION OF GEOGRAFICAL ORIGIN OF DAIRY PRODUCTS

'Mihailo S.Ostoji¢, *Ljubida M. Topisirovi¢

'University of Belgrade, Faculty of Agriculture, University of Belgrade, Faculty of Biology

The aim of this study was isolation, characterization and identification of lactic acid bacteria
(LAB) from autochthonous cheeses and natural fermented milk, and selection of strains
with good technological characteristics.

Characterization of LAB was based on morphological, physiological and biochemical
assays, as well as on determining proteolytic activity and plasmid profile.

Experimental industrial production of new fermented milk with starter culture containing
only strain Lactobacillus helveticus has been realized in dairy factories Pangevo, Sabac,
Ba¢ and Zemun. Strain BGRA43 was isolated in our laboratory from human intestinal tract.
Its biochemical, genetic and technological characteristics were tested, which helped in
production of new fermented milk.

During 17 days storage at 4°C acidity of new fermented milk didn't change more than
55°SH what is allowed according to the milk quality regulation. Total number of lactic acid
bacteria didn't decline under 1 x 10° during storage what is one of significant requirements
for probiotic fermented milk.
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Rezistencija na antibiotike predstavlja
ekoloski problem uslovljen, najveéim de-
lom, primenom enormnih koli¢ina antibio-
tika u humanoj i veterinarskoj medicini. U
sadasnje vreme, interesovanje naucne
javnosti pobuduje Cinjenica da populacija
komenzalnih bakterija, kao $to su bakterije
mle¢ne kiseline i bifidobakterije mogu
predstavljati rezervoar gena rezistencije na
antibiotike. Svojstvo rezistencije se moze
preneti putem mehanizama horizontalnog
transfera gena na patogene i oportunis-
ticke mikroorganizme bilo tokom procesa
proizvodnje ili tokom pasaze kroz gastro-
intestinalni trakt. Determinante rezistencije
odgovorne za rezistenciju na nekoliko anti-
biotika (hloramfenikol, eritromicin, strep-
tomicin, tetraciklin i vankomicin) lokalizo-
vane na prenosivim genetskim elementima
utvrdene su kod bakterija mlecne kiseline.
Rad izveStava o profilima rezistencije na
antibiotike kod nekoliko vrsta bakterija
mle¢ne kiseline, ukljucuju¢i laktobacile,
laktokoke, enterokoke, bifidobakterije,
leukonostok vrste i Str. Thermophilus.
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FENOMEN REZISTENCIJE NA 3
ANTIBIOTIKE KOD BAKTERIJA MLECNE

KISELINE

uvoD

U danaSnje vreme mnogi istra-
zivadi istiCu hipotezu o tome da ko-
menzalne bakterije, pre svega bakte-
rije mle€ne kiseline, mogu predstav-
ljati rezervoar gena rezistencije na an-
tibiotike (Perreten i sar., 1997a; Levy i
Salyers, 2002). Upravo iz ovog raz-
loga, populacija komenzala je veoma
znacajna u spoznavanju mehanizama
perzistencije i Sirenja gena rezisten-
cije u mikrobnom svetu (Levy i Miller,
1989). Takvi ,rezervoar® organizmi se
mogu naéi u razli¢itim namirnicama,
pre svega fermentisanim proizvodima
od mleka i mesa koji su u velikom bro-
ju optereéeni nepatogenom mikroflo-
rom kao rezultat njihovog prirodnog
procesa proizvodnje.

Prema ovoj teoriji, lanac hrane se
moze smatrati jednim od glavnih pute-
va transmisije rezistentnih bakterija iz-
medu populacije ljudi i Zivotinja (Witte,
1997). Pre svega, fermentisani proiz-
vodi od mleka i mesa, koji nisu ter-
micki tretirani, predstavljaju sredstvo
prenosa rezistentnih bakterija i time
postoji direktna povezanost izmedu in-
dogene mikroflore Zivotinja i gastroin-
testinalnog trakta ljudi. Projekt pod
imenom ,rezervoari antibiotske rezi-
stencije“ (Levy i Salyers, 2002) po-
stavljen je joS daleke 1998. godine u
cilju promovisanja studija o selekciji i
diseminaciji nepatogenih bakterija re-
zistentnih na antibiotike kod ljudi, to-
kom procesa proizvodnje hrane, kao i
u neposrednom okruzenju. lako mno-
ge bakterije mle¢ne kiseline, ukljuce-
ne u procese fermentacije namirnica
imaju ,Generally Regarded As Safe
(GRAS)* status, potencijalan rizik po
zdravlje ljudi usled transfera gena re-

zistencije od tzv. ,rezervoar® sojeva
bakterija mle¢ne kiseline na bakterije
koje predstavljaju rezidentnu popula-
ciju gastrointestinalnog trakta ljudi, jo$
nije u potpunosti definisan.

Neophodno je praviti razliku izme-
du prirodne (,intrinzi¢”) i ste¢ene (pre-
nosive) rezistencije. Rezistencija na
dati antibiotik moze biti intrinzicna u
odnosu na bakterijsku vrstu ili rod (pri-
rodna rezistencija), a karakteriSe se
sposobnos$¢u jednog organizma da
prezivi u prisustvu odredenog antimik-
robnog agensa, usled urodene karak-
teristike rezistencije. Intrinzi¢na rezi-
stencija se ne prenosi horizontalno.
Suprotno ovom tipu, ste€ena rezisten-
cija je karakteristika pojedinih sojeva
unutar vrste obi¢no osetljive na prime-
njeni antibiotik, i mozZe se horizontal-
nim putem prenositi medu bakterija-
ma. Ste€ena rezistencija na odredeni
antimikrobni agens proizlazi bilo iz
mutacije u genomu bakterije ili usled
sticanja dodatnih gena koji kodiraju
mehanizam rezistencije. Ovakve ge-
netske promene pojaCavaju odbram-
benu sposobnost bakterija. Rezisten-
cija se vrlo verovatno razvila daleko
pre klinicke primene antibiotika. Geni
rezistencije mogu voditi poreklo od
mikroorganizama, prirodnih produce-
nata antimikrobnih materija, koji su
snabdeveni doti€nim genima u cilju
samozastite (Davies, 1997). Drugi po-
tencijalni izvor gena rezistencije mogu
predstavljati geni C¢iji produkti imaju
ulogu u metabolizmu bakterija. Takvi
geni su mogli biti izlozeni ,pametnim*
mutacijama, koje su izmenile spektar
supstrata (po mutaciji supstrat pred-
stavlja antibiotik u odnosu na predas-
nje supstrate biosintetiCkih ili biode-
gradativnih puteva).
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Stecena rezistencija na antibiotike
predstavlja karakteristiku pre svega
onih mikroorganizama, ¢iji primarni
habitati podrazumevaju sredine per-
manentno izloZzene optereéenju usled
kontinuirane primene antibiotika (in-
testinum ljudi i zivotinja) (Teuber i
sar., 1999). Profili rezistencije na an-
tibiotike kod bakterija koje predstav-
ljagju komensalnu mikrofloru nekog
ekosistema, npr. bakterije mle¢ne ki-
seline, indikatori su selektivnog pritis-
ka koji dotiéni mikroorganizmi podno-
se u uslovima kontaminacije habitata
antimikrobnim sredstvima. Sirovo mle-
ko i meso kontaminira se tokom proiz-
vodnje fekalnim materijalom, gde se
mogu naci i bakterije mle¢ne kiseline
rezistentne na antibiotike. Na taj nacin
geni rezistencije bivaju preneseni u
krajnje proizvode, pre svega sireve
proizvedene od sirovog mleka i fer-
mentisane kobasice. Kako molekular-
na analiza gena rezistencije lokalizo-
vanih na plazmidima i transpozonima
pokazuje identiCne genetske elemen-
te kod ljudi i Zivotinja, ¢ini se moguc¢im
da namirnice animalnog porekla sluze
kao sredstvo preno$enja rezistentnih
bakterija, odnosno determinanti rezi-
stencije na antibiotike. Nau¢na javnost
poslednjih godina poku$ava odgovoriti
na pitanje: ,Da li komenzalne bakterije
iz namirnica mogu preneti gene rezi-
stencije na indogenu mikrofloru ljudi
tokom tranzita u intestinumu?“

Rezistencija na antibiotike kod
bakterija mle€ne kiseline

Veliki broj bakterija mle¢ne kise-
line prisutan u fermentisanim proizvo-
dima sasvim sigurno pomaze u ostva-

rivanju razli¢itih mehanizama rezisten-
cija na antibiotike putem mutacija. Do-
datno, bakterije mle¢ne kiseline su op-
skrbljene mobilnim genetskim elemen-
tima, pre svega plazmidima i transpo-
zonima, koji promoviSu horizontalan
transfer i diseminaciju gena rezisten-
cije. Po usvajanju svojstva rezisten-
cije, determinante rezistencije se am-
plifikuju i mogu predati drugom do-
macdinu. Iz ovih razloga, sasvim je
opravdan zahtev da se starter i pro-
biotski sojevi bakterija mle¢ne kiseline
ispituju na svojstvo prenosive rezi-
stencije na antibiotike, pored potrebe
za njihovom kompletnom fizioloSkom i
tehnoloskom karakterizacijom. Od vi-
talnog znacaja jeste jasno definisanje
grani¢nih vrednosti na osnovu kojih se
vr8i kategorizacija na rezistentne i
osetljive sojeve. Posebnu vrednost
ima razlikovanje intrinzine (nespeci-
ficne, neprenosive) i steCene rezisten-
cije, postupak koji zahteva poredenje
profila antimikrobne rezistencije veli-
kog broja bakterija mle¢ne kiseline po-
reklom iz razliCitih izvora (Teuber i
sar., 1999). Uz tradicionalne klinicke
grani¢ne vrednosti od pomoci klini¢a-
rima u odabiru efikasnog antibiotika,
predstavljen je i koncept mikrobiolos-
kih grani¢nih vrednosti, i to na osnovu
prouc¢avanja distribucije minimalnih in-
hibitornih koncentracija na dati anti-
biotik u odredenoj populaciji bakterija
(Olison-Liljequist i sar., 1997). Prema
datom konceptu, onaj deo populacije
koji pokazuje jasno odstupanje od
osetljive vec¢ine smatra se rezistent-
nim delom populacije, odnosno delom
populacije sa steenom i potencijalno
prenosivom rezistencijom. U tabeli 1.
dat je prikaz mikrobiolo$kih grani¢nih

vrednosti na osnovu kojih se pojedine
vrste bakterija mle¢ne kiseline katego-
rizuju kao rezistentne. Definisane gra-
niéne vrednosti trebalo bi smatrati
pragmati¢nim odgovorom na postojeci
prolem razdvajanja sojeva sa steCe-
nom rezistencijom od osetljivih so-
jeva.

Profili rezistencije na antibiotike
kod BMK

Profili rezistencije na antibiotike
kod Lactobacillus, Streptococcus, Pe-
diococcus, Leuconostoc, Bifidobacte-
rium i Propionibacterium vrsta su sas-
vim razliciti, iako se ne zapazaju jasno
odvojeni, po vrstu specifi¢ni profili re-
zistencije. S jedne strane, vecina
vrsta je rezistentna na metronidazol
(MIC 2256 pg/ml), i trimetoprim (MIC
230ug/ml) (Charteris i sar., 1998b;
Katla i sar., 2001). Ovi organizmi ima-
ju ograni¢enu biosinteticku sposob-
nost i ne poseduju metaboli¢ki put
sinteze folne kiseline, te se smatraju
intrinzino rezistentnim na ove agen-
se (Katla i sar., 2001). S druge strane,
bakterije mle¢ne kiseline i bifidobakte-
rije su osetljive na piperacilin i pipera-
cilin plus tazobaktam (MIC <16ug/ml)
(Delgado i sar., 2005; Florez i sar.,
2005; Moubareck i sar., 2005). Lac-
tobacillus, Lactococcus i Leuconostoc
vrste pokazuju rezistenciju visokog ni-
voa na cefoksitin (MIC =30ug/ml)
(Charteris i sar., 1998b; Delgado i
sar., 2005; Florez i sar., 2005). Vecina
laktobacila, pediokoka i Leuconostoc
vrsta je rezistentno na visoke koncen-
tracije vankomicina (MIC 2256 ug/ml),
dok je vecina laktokoka veoma oset-
liiva na isti antibiotik (MIC < 2ug/ml)

Tabela 1. MIKROBIOLOSKE GRANICNE VREDNOSTI ZA MIC (ug/ml) ZA POJEDINE BAKTERIJE MLECNE KISELINE

Table 1. MICROBIOLOGICAL BREAKPOINTS FOR MIC (ug/ml) OF SEVERAL LACTIC ACID BACTERIA
Vrste
Species
ANTIBIOTIK obligatno
ANTIBIOTICS homofgr- Heterofer- Lb. Enterococcus Pediococcus Leuconostoc Lactococcus Str. ther-
mentativ- mentativni lantarum s s s s mophilus
ni lakto- | laktobacili* | P Pp- Pp- Pp- Pp- P
bacili
Ampicilin 4 4 4 8 4 4 4 4
Vankomicin 4 IR IR 8 IR Ir 4 4
Gentamicin** 8 8 64 512 4 4 8 8
Kanamicin** 16 16 64 1024 4 8 8 8
Streptomicin** 16 16 64 1024 4 8 16 16
Neomicin** 16 16 32 1024 8 8 8 8
Eritromicin 4 4 4 4 4 4 4 4
Klindamicin 4 4 4 4 4 4 4 4
Kvinupristin+ 4 4 4 4 4 4 4 4
Dalfopristin
Tetraciklin 8 8 32 16 4 4 4 4
Hloramfenikol 4 4 8 8 4 4 8 8

Tabela je preuzeta od FEEDAP Panel izvestaja (European Commission, 2005). Sojevi sa MIC vrednos¢u veéom od naznacenih grani¢nih

vrednosti smatraju se rezistentnim

IR - intrinziéno rezistentni; *ukljucujuci i Lactobacillus salivarius; **opisana interferencija antibiotika sa medijumom koji se koristi pri odredi-

vanju osetljivosti/rezistencije na antibiotike
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(Danielsen i Wind, 2003; Delgado i
sar., 2005; Florez i sar., 2005). Rezi-
stencija Lactobacillus, Pediococcus i
Leuconostoc spp. Na vankomicin ob-
jaSnjava se egzistencijom D-Ala-D-
Laktata u peptidoglikanu, umesto D-
Ala-D-Ala dipeptida koji predstavlja
ciino mesto delovanja antibiotika
(Klein i sar., 2000). Time se rezisten-
cija kod ovih vrsta smatra intrinzicnom
i ne moze se porediti sa prenosivom,
plazmidima kodiranom rezistencijom
utvrdenom kod enterokoka. Ispitiva-
njem molekularne osnove rezistencije
kod BMK, a na osnovu poredenja
identiteta nukleotidne sekvence sa
sekvencom gena originalno opisanih
kod filogenetski udaljenih bakterijskih
grupa, utvrdeno je da sama rezisten-
cija vodi poreklo od drugih mikroor-
ganizama, sa kojih je na neki nacin
preneSena na bakterije mle¢ne kise-
line i bifidobakterije.

Profili rezistencije kod
Lactobacillus spp.

U odnosu na antimikrobne agen-
se, inhibitore sinteze c¢elijskog zida,
laktobacili su obi¢no osetljivi na peni-
ciline (penicilin i ampicilin), i B-lakta-
maza inhibitore, ali daleko rezistentniji
na oksacilin i cefalosporine (Coppola i
sar., 2005; Danielsen i Wind, 2003).
Impermeabilnost ¢elijskog zida izgle-
da da predstavlja glavni mehanizam
rezistencije kako vrstama ovog roda
nedostaje citohromima posredovan
transport elektrona (Condon, 1983).
Vecina vrsta laktobacila pokazuje rezi-
stenciju visokog nivoa na glikopeptide
(vankomicin i teikoplanin).

Laktobacili su generalno osetljivi
na antibiotike koji inhibiraju sintezu
proteina, kao Sto su hloramfenikol,
eritromicin, klindamicin i tetraciklin, i
daleko rezistentniji na aminoglikozide
(neomicin, kanamicin, streptomicin i
gentamicin) (Charteris i sar., 1998b;
Coppola i sar., 2005; Zhou i sar.,
2005). Ipak, i pored generalne oset-
ljivosti na prethodne antibiotike, iden-
tifikovani su rezistentni sojevi (Char-
teris i sar., 1998b; Danielsen i Wind,
2003; Delgado i sar., 2005; Florez i
sar., 2005), a geni odgovorni za us-
postavljanje rezistencije na iste anti-
biotike su detaljno prouceni. Gen za
rezistenciju na hloramfenikol (cat)
utvrden je kod Lactobacillus reuteri
(Lin i sar., 1996) i Lactobacillus plan-
tarum (Ahn i sar., 1992); razliCiti geni
rezistencije na eritromicin (erm) potvr-
deni su kod mnogih vrsta laktobacila
(Cataloluk i Gogebakan, 2004; Fons i
sar., 1997; Tannock i sar., 1994), kao
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i brojni geni rezistencije na tetraciklin -
tet(K), tet(M), tet(Q), tef(S), tet(W)
(Chopra i Roberts, 2001; Villedieu i
sar., 2003; Roberts, 2005; Torres i
sar., 2005; Huys i sar., 2006). Za
tet(S) gen kod probiotskog soja L.
plantarum CCUG 43738 utvrdeno je
da je lokalizovan na plazmidu (Huys i
sar., 2006). Geneticka organizacija
erm(B) gena kod Lactobacillus john-
sonii G41 ukazuje da je gen ubacen
sa plazmidnog erm(B) lokusa Entero-
coccus faecalis (Florez i sar., 2006a).
Laktobacili su obi¢no rezistentni na
vecinu inhibitora sinteze nukleinske ki-
seline, uklju€ujuéi nalidiksi¢nu kiseli-
nu, sulfametoksazol, trimetoprim i me-
tronidazol (Charteris i sar., 1998b;
Coppola i sar., 2005). Veé¢im delom
rezistencija na ove antibiotike je intrin-
zi€nog karaktera, mada su potrebna
daljna ispitivanja.

Profili rezistencije kod
Lactococcus spp.

Od sedam razli¢itih vrsta opisanih
unutar roda Lactococcus, tehnoloski
vazne vrste su Lactococcus lactis
subsp. lactis i L. lactis subsp. cremoris
(Carr i sar., 2002). L. lactis je gene-
ralno osetljiv na antibiotike Gram-po-
zitivnog spektra (makrolidi, bacitracin,
eritromicin, linkomicin, novobiocin, tei-
koplanin i vankomicin), antibiotike Si-
rokog spektra (rifampicin, spektino-
micin i hloramfenikol), B-laktame (pe-
nicilin, ampicilin, amoksicilin, pipera-
cilin i imipenem). Osetljivost na tetra-
cikline, cefalotin i nitrofurantoin je va-
rijabilnog karaktera. Vecina vrsta lak-
tokoka je rezistentna na metronidazol,
trimetoprim, antibiotike Gram-nega-
tivnog spektra (fusidiksi¢nu kiselinu,
nalidiksi¢nu kiselinu i polimiksin B),
kao i na aminoglikozide gentamicin i
kanamicin (Florez i sar., 2005; Her-
rero i sar., 1996; Temmerman i sar.,
2003). Sliéno laktobacilima, pojedini
sojevi L. lactis pokazuju rezistenciju
na hloramfenikol, klindamicin, strepto-
micin, eritromicin i tetraciklin (Florez i
sar., 2005; Raha i sar., 2002; Tem-
merman i sar., 2003). Utvrdeno je da
L. lactis subsp. lactis K214, soj izo-
lovan iz mekog sira proizvedenog iz
sirovog mleka, sadrZi najmanje tri raz-
licite, plazmidima kodirane determi-
nante rezistencije, i to za tetraciklin
tet(S), hloramfenikol i streptomicin
(Perreten i sar., 1997a).

Profili rezistencije kod
Streptococcus thermophilus

S. thermophilus, generalno, poka-
zuje osetljivost na hloramfenikol, te-

traciklin, eritromicin, cefalotin i cipro-
floksacin. Suprotno tome, kod S. ther-
mophilus utvrduje se srednja do viso-
kog nivoa rezistencija na aminogliko-
zide (gentamicin, kanamicin, i strepto-
micin), trimetoprim i sulfadiazin (Aslim
i Beyatli, 2004; Katla i sar., 2001;
Temmerman i sar., 2003). Osetljivost
na penicilin G, ampicilin i vankomicin,
kod iste vrste je varijabilnog karak-
tera.

Profili rezistencije kod
Leuconostoc vrsta

Pored njihove rezistencije na gli-
kozide, cefoksitin i metronidazol, Leu-
conostoc vrste su uobiCajeno rezi-
stentne na nalidiksi¢nu kiselinu, gen-
tamicin, kanamicin, streptomicin, nitro-
furantoin, sulfadiazin i trimetoprim
(Swenson i sar., 1990: Herrero i sar.,
1996; Zarazaga i sar., 1999; Katla i
sar., 2001; Florez i sar., 2005). Vec¢ina
Leuconostoc spp. pokazuje osetljivost
na rifampicin, hloramfenikol, eritromi-
cin, klindamicin i tetraciklin (Swenson
i sar., 1990; Florez i sar., 2005).

Profili rezistencije kod
Bifidobacterium spp.

Bifidobakterije su, uobi€ajeno,
veoma osetljive na antibiotike Gram-
pozitivnog spektra (makrolide, bacitra-
cin, eritromicin, linkomicin, novobio-
cin, teikoplanin i vankomicin), antibio-
tike Sirokog spektra (rifampicin, spek-
tinomicin i hloramfenikol), i B-laktame
(penicilin, ampicilin, amoksicilin, pipe-
racilin i imipenem) (Delgado i sar.,,
2005; Zhou i sar., 2005, Masco i sar.,
2006). Zapaza se varijabilnost u od-
nosu na njihovu osetljivost prema te-
traciklinu, cefalotinu i cefotetanu. Su-
protno ovome, vecina Bifidobacterium
spp. je rezistentna na metronidazol,
antibiotike Gram-negativnog spekira
(fusidiksi¢nu kiselinu, nalidiksi¢nu ki-
selinu i polimiksin B) i aminoglikozide
(neomicin, gentamicin, kanamicin i
streptomicin) (Charteris i sar., 1998a;
Delgado i sar., 2005; Moubareck i
sar., 2005; Zhou i sar., 2005; Masco i
sar., 2006). Vredna zapazanja jeste
¢injenica da su bifidobakterije rezi-
stentne na mupirocin, antibiotik koji se
testira u svrhu selektivne izolacije Bifi-
dobacterium spp. (Thitaram i sar.,
2005). Pojedini sojevi bifidobakterija
se smatraju rezistentnim na vankomi-
cin i cefoksitin (Charteris i sar.,
1998a), a drugi pak sojevi pokazuju
rezistenciju na eritromicin, klindamicin
i tetraciklin (Delgado i sar., 2005). Kod
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razli¢itih vrsta bifidobakterija okarakte-
risane su determinante koje kodiraju
rezistenciju na tetracikline, npr. Siroko
raspostranjena tet (W) (Chopra i Ro-
berts, 2001; Scott i sar., 2000; Florez i
sar., 2006b; Kastner i sar., 2006; Mas-
co i sar., 2006) i tet (M) determinanta
(Chopra i Roberts, 2001). Poredenje
nukleotidne sekvence tet (W) gena
izolovanih iz filogenetski udaljenih vrs-
ta i sojeva pokazuje na su geni gotovo
identi¢ni, Sto opet govori o nedavhom
transferu doti¢ne determinante iz jed-
nog originalnog izvora (Florez i sar.,
2006b).

Profili rezistencije na antibiotike
kod Enterococcus spp.

Enterokoke pokazuju intrinzi€nu
rezistenciju na cefalosporine, linkoza-
mide, mnoge B-laktame i aminogliko-
zide (Morrison i sar. 1997, Murray
1990, Moellering, R.C. 1990, Le-
clercq, R. 1997). Pored ove konstitu-
tivne rezistencije, enterokoke imaju
steCene genetske determinante, na
osnovu kojih ostvaruju rezistenciju na
sve dosada poznate klase antibiotika,
uklju€ujuci hloramfenikol, tetracikline i
glikopeptide. Najvedi rizik koji proizlazi
iz steCene rezistencije jeste taj Sto je
ona velikim delom prenosive prirode.
Transfer gena je posredovan feromo-
nima, ili se ostvaruje putem konjuga-
tivnih (Eesto multirezistentnih) plazmi-
da ili transpozoma. Takva izmena ge-
netskog materijala se odigrava ne sa-
mo izmedu enterokoka, vec je transfer
gena mogu¢ i na daleko virulentnije
patogene, kao Sto je Staphylococcus
aureus (Morrison i sar. 1997, Schwarz
i sar. 2001). Ekstremno visok nivo
rezistencije na antibiotike primecen
kod enterokoka, kao i njihova Siroka
zastupljenost u sirovoj hrani, pred-
stavljaju kljuCne elemente na osnovu
kojih se objasSnjava Cest nalaz anti-
biotski-rezistentnih enterokoka (anti-
biotic-resistant enterococci-ARE) u
fermentisanim i nefermentisanim na-
mirnicama. ARE su utvrdene u proizv-
odima od mesa, proizvodima od mle-
ka, “ready-to-eat foods”, pa ¢ak i me-
du sojevima enterokoka koji se pred-
laZu kao probiotici (Teuberi sar. 1999,
Corpet. 1998, Quednau i sar. 1998,
Son i sar.1999, Baumgartner i sar.
2001, Giraffa i sar. 2000). Ispitivanjem
evropskih sireva utvrdene su entero-
koke, prvenstveno E. faecalis i E.
faecium, rezistentne, u razli¢itom ni-
vou na penicilin, tetraciklin, hloramfe-
nikol, eritromicin, gentamicin, linkomi-
cin, rifampicin, fusidiksi¢nu kiselinu i

5. Carr ,

vankomicin, ujedno je primeéena i
multipla rezistencija na antibiotike
(Teuber i sar.1999). Sojevi sa visokim
nivoom rezistencije na kanamicin i
gentamicin su nedavno izolovani iz
francuskih sireva proizvedenih od si-
rovog mleka (Bertrand i sar. 2000).

ZAKLJUCAK

U sadasnje vreme multirezisten-
cija, na srecu, nije uobitajena kod
bakterija mle¢ne kiseline. Ipak u sve
veéem broju se izoluju sojevi koji po-
kazuju atipi¢ne nivoe rezistencije na
pojedine antibiotike (posebno tetracik-
lin i eritromicin). Takvi sojevi nose ge-
ne rezistencije za koje se veruje, a u
mnogim slu€ajevima je i potvrdeno, da
su steceni horizontalnom transmisi-

jom. Stoga je sasvim opravdana ini-

cijativa Evropske agencije za bez-
bednost hrane sa ciliem postavljanja
zahteva neophodnog testiranja na
prenosive determinante rezistencije
onih sojeva bakterija mle¢ne kiseline
koji se primenjuju kao starter ili pro-
biotski sojevi. Takvi zahtevi su defini-
sani usvajanjem sistema kvalifikovane
pretpostavke bezbednosti (Qualified
Presumption of Safety — QPS).
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THE PHENOMENON OF ANTIBIOTIC RESISTANCE IN LACTIC ACID BACTERIA

Snezana B. Bulgji¢, Zora M. Mijagevi¢

University of Belgrade, Faculty of Veterinary Medicine

The antibiotic resistance is an ecological problem generated by the world-wide use of
antibacterial agents. At present, there is great concern that commensal bacterial
populations from food, such as lactic acid bacteria (LAB) and bifidobacteria could act as a
reservoir for antibiotic resistance genes. Resistance could ultimately be transferred to
human pathogenic and opportunistic bacteria either during food manufacture or during
passage through the GIT. LAB species have traditionally been used as starter cultures in
the production of fermented food. The genes conferring resistance to several antimicrobials
(chloramphenicol, erythromycin, streptomycin, tetracycline and vancomycin) located on
transferable genetic element have already been described in lactic acid bacteria. This work
reports the antibiotic resistance profiles of several LAB species including lactobacilli,
lactococci, enterococci, Bifidobacterium spp., Leuconostoc spp. and Str. thermophilus.
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Bakterije mle¢ne kiseline izolovane iz
tradicionalnih sireva, predstavljaju neiscr-
pan potencijal u biotehnologiji. Njihova
primena kao starter kultura ima sve veci
znacaj u cilju poboljSanja senzornog kva-
liteta sira, ali probiotska sposobnost nije
dovoljno ispitana.

Na osnovu fenotipskih, biohemijskih i
tehnoloSkih karakteristika, za ispitivanje
potencijalnih probiotskih sposobnosti izab-
ran je autohtoni soj Lactobacillus paracasei
08. Ispitivanje probiotske sposobnosti obu-
hvatilo je senzitivhost na simulirane gastro-
intestinalne uslove, antimikrobnu aktivnost
u odnosu na patogene, antibiotsku rezistent-
nost i sposobnost autoagregacije. Lacto-
bacillus rhamnosus GG upotreblien je kao
referentni soj.

Testirani soj je dobro rastao u si-
muliranim gastrointestinalnim uslovima, ali
je njegova osetljivost bila neSto veca u
prisistvu Zuéne kiseline i pankreatina u
poredenju sa pepsinom niskog pH 2 i pH 3.

Ispitivani soj je pokazao veoma dobru
antimikrobnu aktivnost u odnosu na pato-
gene, senzitivnost na antibiotike i sposob-
nost autoagregacije.

Autohtoni soj Lb. paracsei 08 pokazao
je probiotski potencijal slican referentnom
soju Lb. rhamnosus GG, in vitro uslovima.

Kljuéne reéi: autohtone bakterije mlecne

kiseline e probiotska sposobnost e tradicio-
nalni sirevi
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KARAKTERIZACIJA AUTOHTONOG SOJA
Lactobacillus paracasei 08 NA POTENCI-
JALNE PROBIOTSKE SPOSOBNOSTI

uvoD

Proizvodnja sireva na tradiciona-
lan nacin je zastupljena svuda u svetu
i predstavlja obelezje odredene oblas-
ti i daje epitet ,autohtoni* za proizvod-
nju odredenog sira.

Brojna istrazivanja doprinela su
standardizaciji autohtonih sireva u
svetu, gde je uz najvaznije autentiCne
tehnoloske parametre proizvodnje,
obavezna primena autohtone mikro-
flore kao starter kulture (Gatti i sar.,
2008, Vanoni i sar., 2008, Barros i
sar., 2008).

Autohtone bakterije mle¢ne kiseli-
ne predstavljaju ogroman potencijal
za selekciju razli¢itih vrsta i sojeva,
koji bi se mogli primeniti u standardi-
zovanoj industrijskoj proizvodnji sireva
(Radulovi¢ i sar., 2006). Raznolikost
mikroflore se ogleda u zastupljenosti
razli¢itih vrsta BMK, kao i ispoljavanju
razliCitih metabolitskih karakteristika
medu sojevima u okviru vrste.

Primena autohtonih startera pod-
razumeva selekciju sojeva BMK pre-
ma osnovnim Kriterijumima za starter
kulture, Sto podrazumeva sposobnost
acidifikacije, proteoliticku sposobnost,
stvaranje aromogenih jedinjenja i dr.

Kako je sve vece interesovanje za
primenu probiotika u proizvodima od
mleka, pokazalo se da medu auto-
htonim sojevima svakako mogu da se
nadu i oni koji se karakteriSu probiot-
skim osobinama. Savremena istrazi-
vanja proSiruju kriterijume za selek-
ciju, pa osim tehnoloskih i biohemij-
skih osobina koje se odrazavaju na
senzorni kvalitet sireva, sve viSe su
aktuelna ispitivanja i probiotskih oso-
bina autohtonih sojeva BMK. Primena
autohtonih probiotskih BMK u stan-

dardizaciji proizvodnje tradicionalnih
sireva bi imala viSestruki efekat, kako
u dobijanju sireva sa tipiénim sen-
zornim karakteristikama i mikrobio-
loSki bezbednim svojstvima, tako i u
postizanju profilaktickog i terapeut-
skog efekta, odnosno o¢uvanju zdrav-
lja stanovnistva.

Cilj ovog rada je da ispita osnovna
probiotska svojstva soja Lactobacillus
paracasei 08, koji je izolovan iz sje-
ni¢kog sira, okarakterisan prema krite-
rijumima za starter kulture i primenjen
u standardizaciji proizvodnje sira u
tipu sjeni¢kog (Radulovi¢ 2007, Radu-
lovi¢ i sar., 2008).

MATERIJAL | METODI

U radu je ispitivan soj Lb. Para-
casei 08, koji je izolovan iz sjeni¢kog
sira, a kao referentni soj upotrebljen je
Lb. rhamnosus GG iz Laboratorije za
biotehnologiju hrane, ETH Cirih. Za
ispitivani soj prethodno su utvrdene
sledece karakteristike: sposobnost ra-
sta na 2, 4 i 6,5% NaCl, sposobnost
rasta na 15 i 45°C, acidogena aktiv-
nost u toku 24h fermentacije rekonsti-
tuisanog obranog mleka i proteoliticka
sposobnost razgradnje B-kazeina od-
redivana nakon 6 sati SDS PAGE
elektroforezom (Radulovi¢ i sar.,
2007).

Odredivanje probiotskih svojstava

Kao kriterijumi probiotskih svojsta-
va koriSéeni su:
- senzitivhost na simulirane gastroin-
testinalne (Gl) uslove:
0 gastro test
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o test Zuénih soli;
- antimikrobna aktivnost;
- rezistentnost na antibiotike;
- sposobnost autoagregacije.

Gastro test

Za imitiranje uslova u Zelucu pri-
menjen je rastvor pepsina i to od 0,5%
NaCl i 0,22% pepsina, Ciji je pH po-
deSen na 2 i pH 3 sa 1M HCI. Ispi-
tivane prekono¢ne kulture su zaseja-
vane u slane rastvore pepsina u od-
nosu 1:10, inkubirane anaerobno 1h
na 37°C i dalje metodom razredenja
zasejane na MRS agar.

Test zuénih soli

Za imitiranje uslova u duodenumu,
primenjena je podloga od obranog
mleka (0,5% m.m.), Zu¢ne soli (0,4%)
i pankreatina (0,2%). Ispitivane pre-
kono¢ne kulture su zasejavane u
rastvor Zzu¢nih soli i pankreatina u od-
nosu 1:10, inkubirane anaerobno 1h
na 37°C i dalje metodom razredenja
zasejane na MRS agar.

Uporedo sa ova dva testa ura-
deno je i zasejavanje sveze kulture na
MRS agar za utvrdivanje ukupnog
broja. Svi zasejani MRS agari su in-
kubirani na 37°C, 48h.

Antimikrobna aktivnost
Antimikrobna aktivnost je ispitiva-
na na patogenim sojevima iz labora-
torije TMF-a i Poljoprivrednog fakulte-
ta u Beogradu: Listeria monocytoge-
nes IM2000, Pseudomonas aerugino-
sa ATCC 5999, Bacillus subtilis ATCC
6633, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Candida albicans ATCC
10259, Escherichia coli ATCC 25922 i
Salmonella enteritidis ATCC 31806.
Za odredivanje antimikrobne aktiv-
nosti primenjen je SPOT test sa bikar-
bonatom (Bernet i sar., 1993), koji
ukazuje na inhibitornu sposobnost po-
tencijalnih probiotika, odnosno spo-
sobnost kompeticije sa prisutnim pa-
togenim mikroorganizmima, pri ¢emu
prisutan bikarbonat eliminiSe dejstvo
kiseline kao mogucéeg agensa inhibi-
cije.
Rezistentnost na antibiotike
Rezistentnost na antibiotike je
utvrdena difuznom metodom za anti-
biogram test. Plo¢e sa MRS agarom

su prelivene sa 6 ml TOP (soft) MRS
agara (0,6 % agara) koji je sadrzao
0,2 ml ispitivane kulture i ostavljen da
se stegne. Antibiotske tablete su po-
stavljene na povrsinu agara i to je in-
kubirano 24 sata na 37 °C. Nakon
toga merena je Sirina zone inhibicije.
Kori§¢ene su sledec¢e antibiogram ta-
blete, proizvodaca — Institut za imuno-
logiju — TORLAK: hloramfenikol, peni-
cilin, tetraciklin, streptomicin, ampicilin
i kanamicin.

Sposobnost autoagregacije

Autoagregacija je ispitivana modi-
fikovanom metodom Del Re i sar.,
(2000). Sveza bujonska kultura je
centrifugirana na 3000 o/min, 15 mi-
nuta. Odliven je supernatant a celije
su dva puta isprane i resuspendovane
u fizioloSkom rastvoru do dobijanja
10% &/ml. Odvojeno je 4 ml suspenzije
koja je homogenizovana na vorteksu
10 s i stepen autoagregacije je odre-
divan u toku narednih 5 sati na sobnoj
temperaturi. Na svakih sat vremena je
uzimano 0,1 ml suspenzije sa vrha,
sipano u 3,9 ml fizioloSkog rastvora,
homogenizovano na vorteksu i me-
rena absorbanca (A) na spektrofoto-
metru na talasnoj duZini od 600 nm.
Procenat autoagregacije je izraunat
prema sledecoj jednacini:

% autoagregacije = 1-(At/Ao)x100

Ao — absorbanca izmerena nultog
Gasa, t=0

At — absorbanca merena pri vreme-
nimat=1, 2, 3, 4, 5h

REZULTATI | DISKUSIJA

Ispitivani soj Lb. paracasei 08 iza-
bran je na osnovu tehnoloskih karak-
teristika koje su ranije ispitane (Radu-
lovi¢, 2007) i date u tabeli 1.

Izabrani soj Lb. paracasei 08 ka-
rakteriSe se svojstvima koje treba da
ima soj u starter kulturi a to je mo-
guénost preZivljavanja visokog % soli,
velikog temperaturnog opsega, dobre
acidogene sposobnosti i izrazene pro-
teoliticke aktivnosti u cilju ubrzanja
zrenja i poboljSanja senzornih karak-
teristika sira (Perovski i sar., 2007,
Radulovi¢, 2008).

lako su uslovi u Gl traktu veoma

Tabela 1. TEHNOLOSKE KARAKTERISTIKE SOJA Lb. paracasei 08

restriktivni za rast bakterija mle¢ne
kiseline, testirani soj je prezivljavao
ove uslove posle 60 minuta u velikom
broju (grafikon 1, slika 1).

U simuliranim gastro uslovima u
prisustvu pepsina pH 3, procenat
prezivljavanja je bio 100%, a pri pH 2
94,34%. Procenat prezivljavanja u
duodenalnim uslovima u prisustvu
pankreatina i zu¢nih soli bio je nesto
nizi i iznosio 93,64%. Ove vrednosti
su veoma visoke i slicne onima koje je
pokazao referentni soj Lb. Rhamno-
sus GG u ovim i ranijim istrazivanjima
(Perea Velez i sar., 2007, Martin i
sar., 2005). Treba ista¢i da je broj
¢elija u svim uslovima rasta bio veéi
od 108CFU/g, $to je od velikog zna-
Caja s obzirom da je visoka brojnost
Celija preduslov probiotskog dejstva
(tabela 2).

Jedna od veoma vaznih sposob-
nosti probiotskih bakterija je inhibitor-
no dejstvo na patogene bakterije.

Rezultati rezistentnosti na antibio-
tike pokazali su da ispitivani soj Lb.
paracasei 08 ima sli¢ne karakteristike
referentnom soju Lb. rhamnosusu
GG. Oba soja su rezistentni na kana-
micin, a senzitivha na skoro sve osta-
le ispitivane antibiotike. Jedina zna-
Cajna razlika je u rezistentnosti soja
Lb. paracasei 08 na streptomicin gde
je zona inhibicije iznosila 2 mm (tabe-
la 4).

Prema rezultatima prikazanim u
tabeli 3 testirani soj Lb. paracasei 08
pokazao je veoma dobro inhibitorno
dejstvo u odnosu na sve ispitivane
patogene mikroorganizme. Laktobacili
su veoma cCesto konstituenti primarne
mikrobioloSke barijere prema infekci-
jama intestinalnog i urinarnog trakta.
Njihova inhibitornost se javlja kao po-
sledica produkcije najéeSc¢e mle€ne
kiseline, bakteriocina ili H,O2. U okviru
laktobacila okarakterisan je veliki broj
probiotskih sojeva, tako da ova grupa
bakterija ima veliku primenu u preven
ciji bolesti izazvanih infekcijama
(Bengmark, 1998).

Prema podacima De Keersmaec-
ker i sar. (2006), inhibitorni potencijal
referentnog soja Lb. rhamnosus GG
je posledica produkcije mle€ne kiseli-
ne.

Table 1. TECHNOLOGICAL CHARACTERISTICS OF Lb. paracasei 08 STRAIN
% NaCl Temperatura Acidogena sposobnost Proteoliticka aktivnost
°C (promene pH u toku 24h)
2 4 6 15 45 2h 4h 6h 8h 24h % rezidua 3-kazeina
+ + + + + 6,39 6,30 6,12 5,86 4,60 43,27
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Tabela 2. SPOSOBNOST PREZIVLJAVANJA GASTROINTESTINALNIH USLOVA

Table 2. SURVIVAL ABILITY IN GASTROINTESTINAL CONDITIONS

Pogetni Pepsin pH 3 Pepsin pH 2 Pankreatin + Zu€ne soli
Soj broj I%roj . Progengt I%roj . Progengt Bvroj . Progengt
(CFU/ml) prezivelih prezivelih prezivelih prezivelih prezivelih prezivelih
(CFU/mI) (%) (CFU/mI) (%) (CFU/mI) (%)
Lb. paracasei 08 1.9x10° 1.9x10° 100 5.7x10° 94.34 4.85x10° 93.64
Lb. rhamnosus GG | 1.5x10° 1.5x10° 100 1.4x10° 99.56 6.9x10° 96.30
Tabela 3. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST
Table 3. ANTIMICROBIAL ACTIVITY
Pre¢nik zone inhibicije* (mm)
Soj Listeria mono- | Pseudomonas | Bacillus | Staph. Candida | E. coli Salmonellae
cytogenes Aeruginosa subtilis aureus albicans enteritidis
Lb. paracasei 08 21 15 17 24 17 25 26
Lb. rhamnosus GG 23 NR NR 25 12 26 27
Tabela 4. REZISTENTNOST NA ANTIBIOTIKE
Table 4. RESISTANCE TO ANTIBIOTICS
Antibiotik Lb. paracasei 08 Lb. rhamnosus GG
Zona inhibicije senzitivnost Zona inhibicije (mm) senzitivnost
(mm)
hloramfenikol 7 + 10 ++
penicilin 7 + 6 +
tetraciklin 6 + 6 +
streptomicin 2 R 7 +
ampicilin 5 + 6 +
kanamicin 0 R 0 R

++: vrlo senzitivan sa zonom inhibicije >10mm; senzitivan: sa zonom inhibicije 5-10mm;

R: rezistentan sa zonom inhibicije < 5mm

Tabela 5. SPOSOBNOST AUTOAGREGACIJE

Table 5. AUTOAGGREGATION ABILITY

% autoagregacije u ispitivanim vremenskim tackama

Soj (h)
1 3 4 5
Lb. paracasei 08 95.88 97.20 94.91 94.04 96.90
Lb. rhamnosus GG 76.42 NR 75.77 NR 70.60

Utvrdivanje rezistentnosti na an-
tibiotike je veoma vazan faktor za
utvrdivanje probiotskih svojstava lak-
tobacila. S jedne strane antibiotik-rezi-
stentni probiotik sojevi mogu pobolj-
Sati stanje pacijenata diji je balans
normalne intestinalne mioflore naru-
Sen primenom antibiotika (Salminen i
sar., 1998), a sa druge strane ovakvi
probiotik-sojevi mogu doprineti trans-
misiji antibiotik-rezistentnih gena na
patogene bakterije prisutne u Gl traktu
(Morelli i Wright, 1997, Saarelo i sar.,
2000). Determinacija lokacije gena
odgovornih  za rezistentnost na
antibiotike (plazmidna ili hromozomal-
na) doprinela bi bezbednoj primeni

antibiotik-rezistentnih sojeva kao pro-
biotika.

Kao jo$ jedan kriterijum probiotske
sposobnosti je i sposobnost autoagre-
gacije. Testirani soj Lb. paracasei 08
je pokazao veoma visoku sposobnost
autoagregacije u toku 5 sati ispitivanja
(94,04-97,20%), Sto je znatno vise od
rezultata koji su dobijeni za referentni
soj Lb. rhamnosus GG (70,60-
76,42%) $to je prikazano u tabeli 5 i
rafikonu 2.

Da bi odredena bakterija imala
probiotsko dejstvo, neophodna je nje-
na sposobnost kolonizacije i odrzava-
nja na zidovima intestinalnog trakta,
Sto podrazumeva sposobnost adhezi-

je. Prema podacima Vandevoorde i
sar. (1992) i Boris i sar. (1997), auto-
agregaciona sposobnost je u relaciji
sa adhezionom sposobnodc¢u celija.
Kompozicija, struktura i jacina interak-
cija odgovornih za bakterijsku adhe-
ziju bila su predmet istrazivanja duzi
niz godina (Del Re i sar., 2000, Gre-
ene i Kleanhammer 1994, Pelletier i
sar., 1997).

ZAKLJUCAK

Ispitivani autohtoni soj Lb. Pa-
racasei 08 u ranijim istrazivanjima je
zadovoljio sve kriterijume kao dopun-
ska starter kultura u cilju poboljSanja
senzornih svojstava sireva. U ovim
istrazivanjima je pokazao i potencijal-
nu probiotsku sposobnost, koja je
potpuno kompatibilna sa referentnim
sojem Lb. rhamnosus GG in vitro us-
lovima. Pokazao je veoma dobru spo-
sobnost prezivljavanja u simuliranim
Gl uslovima, pri ¢emu je prezivljava-
nje u prisustvu pepsina pH 3 iznosilo
100%, pri pH 2 94,34%, a u prisustvu
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Figure 1. SURVIVAL ABILITY IN GASTROINTESTINAL CONDITIONS
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Grafikon 2. AUTOAGREGACIJA U TOKU 5 SATI
Figure 2. AUTOAGGREGATION DURING 5 HOURS

pankreatina i Zu¢nih soli 93,64%. Ve-
oma dobro je inhibirao rast patogenih
mikroorganizama, pokazao senzitiv-
nost na vecinu antibiotika, a njegova
sposobnost autoagregacije je bila
znatno veca (94,04-97,20%) nego kod
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referentnog soja Lb. Rhamnosus GG.
Dalja ispitivanja bi svakako dala defi-
nitivnu sliku o eventualnim probiot-
skim karakteristikama ovog soja, koja
bi otvorila novi aspekt u selekciji auto-

htonih sojeva za starter kulture u pro-
izvodniji sireva.
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SUMMARY

CHARACTERIZATION OF AUTOCHTHONOUS Lactobacillus paracasei 08 STRAIN ON
POTENTIAL PROBIOTIC ABILITY

Zorica T. Radulovi¢, Tanja S. Petrovi¢, DuSanka D. Paunovi¢, Nemanja L. Mirkovic,
Dragojlo B. Obradovi¢

University of Belgrade, Faculty of Agriculture

Lactic acid bacteria strains isolated from traditionally made cheeses constitute a reservoir
of unexplored potential in biotechnology. Their application as starter cultures is very
important in improving sensory properties of cheese, but their probiotic ability hasn’t been
sufficiently researched.

According to phenotypic, biochemical and technological characterization, autochthonous
strain Lactobacillus paracasei 08 was selected for examination on potential probiotic ability.
The investigation of probiotic ability comprised of sensitivity to simulated gastrointestinal
tract conditions, antimicrobial activity against wide range of pathogens, antibiotic resistance
as well as autoaggregation ability. Lb. rhamnosus GG was used as referent strain.

Tested strain grew well in simulated gastrointestinal conditions, but its sensitivity was to a
certain greater on bile acids and pancreatin compared to pepsin’s low pH 2 and pH 3. The
examined strain showed very good antimicrobial activity to pathogens, sensitivity to
antibiotics and autoaggregation ability.

For autochthonous strain Lb. paracasei 08 probiotic potential was similar with referent
strain Lb. rhamnosus GG, determined in vitro.
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U svjezem siru tipa Quark odredeni su
sastav masnih kiselina i sadrzaj kolesterola
pomocu plinske kromatografije.

Sastav masnih kiselina pokazao je da
su najzastupljnije palmitinska i stearinska
kiselina, a od mononezasi¢enih masnih
kiselina je oleinska.

Sadrzaj kolesterola u rasponu 5,30 do
70,12 mg/100g masti je u direktnoj korela-
ciji sa sadrzajem mlijeCne masti u svjezem
siru.

Odnos zasi¢enih, mononezasic¢enih i
polinezasi¢enih masnih kiselina u svjezem
siru tipa Quark je obrnuto proporcionalan
potrebama balansirane prehrane i utjecaju
na ljudsko zdravlje.

Kljuéne rijec€i: svjezi sir tipa Quark e
masne kiseline e kolesterol

uvoD

Posljednjih godina sve vec¢a popu-
larnost pridaje se onim mlije¢nim pro-
izvodima koji imaju povoljno djelo-
vanje na ljudski organizam (Soyeurt i
sur. 2006). Milije¢na mast je druga
vazna komponenta sa sadrzajem od 0
do 15 g masti/100 g svjezeg sira, i
njen znacaj se sagledava sa vise
aspekata (Sieber, 2005). Zbog toga
su u literaturi dosta obradivani i sastav
i zastupljenost masnih kiselina (Andri-
kolopoulos i sur., 2003; Dashti i sur.,
2003; Dela$ i sur., 2005; Kinik i sur.,
2005; Sla¢anac i sur., 2005), kao i
sadrzaj kolesterola (Fletouris i sur.,
1998; Andrikolopoulos i sur., 2003;
Dashti i sur., 2003; Kinik i sur., 2005;
Seckin i sur., 2005)
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SASTAV MASNIH KISELINA | SADRZAJ
KOLESTEROLA U SVJEZEM SIRU TIPA

QUARG

U mlijeénoj masti je identificirano
preko 400 razlicitih masnih kiselina
(Collins i sur., 2003), a samo 13 mas-
nih kiselina je prisutno u koncentraciji
vecoj od 1%. Odnos pojedinih masnih
kiselina u mlije¢noj masti ovisi o
stadiju laktacije i prehrani, a racuna se
da je koli¢ina zasic¢enih masnih kise-
lina oko 70% od ukupne koli¢ine, mo-
nonezasicenih ima oko 27%, a poline-
zasi¢enih samo oko 3% (Tratnik,
1998).

Uzimajuéi u obzir sadrzaj esenci-
jalnih masnih kiselina koje ulaze u
sastav masne globule, kao i njihovu
viSestruku ulogu u organizmu, nesum-
njivo je da lipidi predstavljaju vaznu
komponentu hrane.

Prilikom razvoja organizma naj-
vaznije je osigurati esencijalne masne
kiseline tkivima koja intenzivno rastu i
za Ciji su razvoj one neophodne. Kod
odraslih osoba sindrom nedostatka
esencijalnih masnih kiselina najéeSée
je posljedica bezmasne prehrane, ka-
rakterizirana promjenama na kozi i ko-
si, neurodermatitisom, poremecajima

metabolizma masti i lipoproteina te
razvojem masne jetre (Delas i sur.,
2005).

Osim esencijalnih masnih kiselina,
lipidi mlije¢nih proizvoda sadrze i kole-
sterol, kao i zasi¢ene masne kiseline
dugog lanca (laurinska, miristinska i
palmitinska) koje djeluju aterogeno,
povecavaju nivo holesterola u krvi.
Poznato je i da pri visokim tempera-
turnim rezimima polinezasi¢ene mas-
ne kiseline se transformiraju u zasiée-
ne oblike. Istovremeno treba konsta-
tirati da mlije€ni proizvodi sadrze i mo-
no- i polinezasiéene masne kiseline
cis-oblika, koje imaju povoljan utjecaj
na proces ateroskleroze. Da bi se
smanjio rizik povec¢anja sadrzaja LDL

kolesterola u krvi, danas nutricionisti
savetuju smanjen unos namirnica sa
visokim sadrzajem kolesterola i zasi-
¢enih  masnih kiselina dugog lanca
(Milanovi¢ i sur., 2001).

S obzirom na ulogu masti odnosno
masnih kiselina u ljudskoj prehrani,
neophodne su nove spoznaje o njiho-
voj strukturi i djelovanju na ljudski
organizam.

Svrha ovog rada je bila istraZiti
sastav masnih kiselina i sadrzaj kole-
sterola u svjezem siru tipa Quark
zbog njihove znacajne uloge za pre-
hranu i zdravlje ljudi.

MATERIJAL | METODI
Materijal

Za proizvodnju svjeZzeg sira tipa
Quark koristeno je mlijeko sa 0,1, 1,5
3,2% mlije¢ne masti, uz KkoriStenje
Frozen Dried-Direct Vat Set (FD-DVS)
mikrobnih kultura - CHN-22 (Lacto-
coccus lactis ssp. lactis, Lactococcus
lactis ssp. cremoris, Lactococcus lac-
tis ssp. lactis biovar diacetylactis, Leu-
conostoc mesenteorides ssp. Cre-
moris), R-704 (Lactococcus lactis ssp.
lactis, Lactococcus lactis ssp. Cre-
moris) i ABT-2 (Streptococcus ther-
mophilus,  Bifidobacterium BB-12,
Lactobacillus acidophilus LA-5).

TehnoloSki proces proizvodnje
svjezeg sira vec je opisan u radu (Vi-
lusi¢ i sur., 2006; Vilusi¢ i sur. 2007),
a procesni parametri i oznake uzoraka
dati su u tablici 1.

Metodi

Metil esteri masnih kiselina ispiti-
vanih uzoraka pripremljeni su direkt-
nom esterifikacijom sa zasi¢enom oto
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Tablica 1. PROCESNI PARAMETRI |
TIPA QUARK

OZNAKE UZORAKA SVJEZEG SIRA

Table 1. PROCESS PARAMETERS AND CHARACTERISTICS OF
FRESH CHEESE SAMPLES QUARG TYPE
Uzorak / Miijecna mast u mlijeku / Mikrobioloka kultura /
Milk fat in milk . . )

Sample (%) Microbiological culture
A1 CHN-22
A2 0,1 R-704
A3 ABT-2:CHN-22=1:3
B1 CHN-22
B2 1,5 R-704
B3 ABT-2:CHN-22=1:3
C1 CHN-22
Cc2 3,2 R-704
C3 ABT-2:CHN-22=1:3

pinom metanola sa KOH, a identifika-
cija i semikvantitativno odredivanje
metilestera masnih kiselina provedeni
na plinskom kromatografu model 6890
(sa masenim detektorom model 6890)
proizvodaca Agilent (USA). KoriStena
je DB-5MS kolona dimenzija: duzina

na osnovu vremena retencije, uspo-
redbom sa poznatim standardima.
Sastav masnih kiselina (%) svje-
Zeq sira tipa Quark izrazen je sadrza-
jem pojedinacnih visih masnih (C14:0,
C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2,
C20:0, C20:1 i C22:0), kao i zastup-

Tablica 2. SASTAV | KVALITETA SVJEZEG SIRA TIPA QUARK
Table 2. COMPOSITION AND QUALITY OF FRESH CHEESE QUARG

TYPE
Komponenta Uzorak svjezeg sira
Component (%) Sample of fresh cheese

A B C

Mlije¢na mast / Milk Fat 0,30 5,50 12,5
Proteini / Proteins 13,50 12,90 10,13
Laktoza / Lactose 2,60 1,66 1,83
Pepeo / Ash 0,99 1,08 1,08
Suha tvar / Dry matter 17,39 20,74 25,54
Mlije€na mast / Suha tvar
Milk fat / Dry matter 173 26,52 48,94

60 m, Sirina 0,25 mm, punjenje 0,1
um. Temperatura analize se kretala
od 140-280°C, a vrijeme analize tra-
jalo 45 minuta. Volumen injektovanog
uzorka iznosio je 1pl. Identifikacija po-
jedinih masnih kiselina provedena je

lienoS¢u zasicenih (ZMK), mononeza-
sicenih  (MNMK) i polinezasi¢enih
(PNMK) masnih kiselina.

Odredivanje kolesterola izvrSeno
je prema proceduri opisanoj u radu
Fletouris i sur. (1998), a za pripremu

standarda kolesterola koriSten je re-
ferentni standard (Sigma Chemical
Co., St. Luise, USA). Za analizu ko-
ristena je DB-5MS kolona duzine 30
m, Sirina 0,32 mm, punjenje 1,0 ym.
Temperatura analize se kretala od 285-
300°C. Volumen injektovanog uzorka iz-
nosio je 1ul.

Koncentracija kolesterola izracu-
nata prema jednadzbi datoj u radu
Fletouris i sur. (1998).

REZULTATI | DISKUSIJA

Sir, kao koncentrirani mlije¢ni pro-
izvod, ima ogromnu popularnost zbog
njegovog okusa, funkcionalnosti,
mnogovrsnosti i nutritivnih svojstava.

Za proizvodnju jednog takvog sira
koristeno je mlijeko utvrdenih fizikal-
no-kemijskih karakteristika (VilusSi¢ i
sur., 2007), a sastav i kvaliteta proiz-
vedenog sira dati su u tablici 2.

Povecanjem sadrzaja proteina po-
vecavao se i udio suhe tvari bez masti
u mlijeku, iako je izvrSena standardi-
zacija i obiranje mlijeka.

Prema Slac¢anac i sur. (2005) razli-
Cite su tendencije nastanka masnih ki-
selina tijekom fermentacije mlijeka,
Sto se kasnije moze odraziti i na nji-
hov sastav tijekom €uvanja proizvoda.
Iz podataka u tablici 3 ocigledna su
variranja sadrzaja pojedinih masnih
kiselina u svjeZzem siru tipa Quark bez
znacajnijeg utjecaja sadrzaja mlijecne
mlije¢éne masti u siru, odnosno vrste
koriStene mikrobne starter kulture.

Milijeéna mast mlijeka i mlije¢nih
proizvoda je Kkarakterizirana vecéim
udjelom kratko- i dugolan€anih mas-
nih kiselina, a neSto manje su zastup-
liene srednjelantane masne kiseline.

U sastavu masnih kiselina svjezeg
sira tipa Quark dominantna je bila pal-
mitinska kiselina (C16:0) sa 40,01%

Tablica 3. SASTAV MASNIH KISELINA | SADRZAJ KOLESTEROLA U SVJEZEM SIRU TIPA QUARK

Table 3. FATTY ACID COMPOSITION AND CHOLESTEROL CONTENT OF FRESH CHEESE QUARG TYPE
gzorak Masne kiseline / Fatty acids (%)
ample Kolesterol / Cholesterol

C14:0 | C16:0 | C16:1 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C20:0 | C20:1 | C22:0 (mg/100 g)
A1 16,49 | 40,01 1,58 | 13,62 | 244 2,31 0,21 - 0,10 5,30
A2 9,06 | 28,66 | 124 | 14,75 | 26,44 | 2,28 0,28 - 0,11 8,19
A3 11,11 | 3574 | 164 | 11,31 | 21,21 2,42 0,17 - 0,05 6,80
B1 9,56 | 35,95 | 1,27 | 12,54 | 24,31 3,11 0,26 - 0,13 18,05
B2 9,02 | 28,37 | 125 | 14,43 | 26,38 | 2,02 0,29 - 0,11 22,40
B3 8,91 27,63 | 1,41 13,96 | 26,25 | 2,26 0,83 - 0,15 24,10
C1 10,32 | 3528 | 1,35 | 13,63 | 24,07 | 2,51 0,26 - 0,11 51,88
C2 8,78 | 28,86 | 158 | 12,79 | 24,93 | 2,82 0,31 - 0,14 66,02
C3 8,74 | 37,08 | 1,28 | 15,55 | 31,06 | 2,56 0,24 - 0,11 70,12
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Slika 1.

UDIO ZASICENIH (ZMK), MONONEZASICENIH (MNMK) i

POLINEZASICENIH MASNIH KISELINA (PNMK) U SVJEZEM SIRU

TIPA QUARK

Figure 1. RATIO OF SATURATED (SFA), MONOUNSATURATED (MUFA)
AND POLYUNSATURATED FATTY ACIDS (PUFA) IN FRESH

CHEESE TYPE QUARK

(A1), Sto je 56,57% od ukupnih zasi-
¢enih masnih kiselina ovog uzorka,
dok je prema Tratnik (1998) udio pal-
mitinske oko 70% zasi¢éenih masnih
kiselina. Palmitinska kiselina moze da
doprinese porastu koncentracije kole-
sterola u krvnoj plazmi ljudi (Dela$ i
sur., 2005), Sto je karakteristicno i za
miristinsku kiselinu (C14:0) sa 16,49%
u uzorku A1.

Potom slijedi stearinska kiselina
(C18:0) sa grani¢nim vrijednostima od
11,31% (A3) do 15,55% (C3). Zapa-
Zen je i proporcionalni odnos sadrzaja
stearinske kiseline uzoraka A3, B3 i
C3 sa povecanjem udjela mlije¢ne
masti, a obrnuto proporcionalan kod
uzoraka A2, B2 i C2.

Oleinska kiselina sa sadrzajem od
21,21% (A3) do 31,06% (C3) je najza-
stupljenija masna kiselina u skupini
mononezasi¢enih masnih kiselina, sto
se podudara sa literaturnim podacima
(Dashti i sur., 2003; Kinik i sur., 2005;
Seckin i sur., 2005). Kod uzoraka sira
sa mikrobnom starter kulturom
ABT2:CHN-22=1:3 zapazen je utjecaj
povecanja udjela mlije¢ne masti na
povecéanje sadrzaja oleinske kiseline.

Glavna polinezasi¢éena masna ki-
selina u svijezem siru je linolna
(C18:2) sa udjelom od 2,02% (B2) do
3,11% (B1) i kao esencijalna masna
kiselina ne moze se sintetizirati u ljud-
skom organizmu. Medutim, samo ma-
nji dio ovih kiselina potje€e iz nepo-
sredne resorpcije hrane, dok veéi dio
potjee iz zaliha organizma, ¢ime se
djelomi¢no kompenziraju oscilacije u
unosu hranom. Sir je znacajan izvor
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linolne kiseline i njenih izomera Koji
imaju potencijalnu ulogu u reduciranju
rizika karcinoma i sr€anih oboljenja,
povecéavaju imunolosku funkciju i re-
gulaciju tjelesne tezine odnosno ras-
podjelu masnih naslaga.

Ostale identificirane dugolan€ane
zasi¢ene masne kiseline, arahidinska
(C20:0) i behenik (C22:0) kiseline u
uzorcima svjezeg sira tipa Quark bile
su prosje¢no zastupliene sa 0,32%
odnosno 0,10%.

Sadrzaj kolestorola u uzorcima
svjezeg sira tipa Quark (tablica 3) pro-
porcionalno se povecava sa poveca-
njem udjela mlije¢ne masti u siru, Sto
odgovara i literaturnim podacima (Fle-
touris i sur., 1998; Sieber i sur., 1999;
Andrikopoulos i sur., 2003; Kinik i sur.,
2005), ali ima i tvrdnji da u mlijeénim
proizvodima sa niskim sadrzajem
mlijeéne masti dolazi do povecanja
kolesterola (Molkentin, 2005). S
obzirom da je kolesterol sastavni dio
staniéne membrane vazan je i za iz-
gradnju steroidnih hormona, Zuénih
kiselina i vitamina D. U krvi se nalazi
5% kolesterola, od ¢ega se 70% este-
rificira sa masnim kiselinama.

Na slici 1 prikazana je zastup-
lienost zasicenih (ZMK), mononezasi-
¢enih (MNMK) i polinezasi¢enih mas-
nih kiselina (PNMK) u svjezem siru
tipa Quark.

Razli¢it udio mlije¢ne masti u siru
odnosno mlije¢ne masti u suhoj tvari
sira nije znacajnije utjecao na sastav
masnih kiselina u ispitivanim uzorci-
ma, jer je sadrzaj ZMK varirao od
50,88% (C2) do 70,43% (A1), MNMK

od 22,85% (A3) do 32,34% (C3) i
PNMK od 2,02% (B2) do 3,11% (B3).
Kompariraju¢i rezultate prema vrsti
koristene mikrobne starter kulture, ta-
koder je zapaZeno variranje udjela
ZMK, MNMK i PNMK. Upotrebom
starter kulture CHN-22 i povecéanjem
udjela mlijeéne masti vidljivo je sma-
njenje udjela MNMK za 2,16%, dok sa
kulturom R-704 zastupljenost ZMK za
3,75% i MNMK za 4,23% se smanjuje
povecanjem udjela mlijeCne masti u
uzorcima svjezeg sira. lzuzetak su
uzorci sira sa ABT2:CHN-22=1:3, gdje
zastupljenost MNMK raste za 29,34%
sa povecanjem udjela mlijeéne masti
u siru. Sadrzaj MNMK u uzorcima
svjezeg sira tipa Quark ima zastitni
utjecaj na kardiovaskularne bolesti,
dok je odnos ZMK:MNMK:PNMK obr-
nuto proporcionalan potrebama balan-
sirane prehrane i utjecaju na ljudsko
zdravlje.

ZAKLJUCAK

Rezultati ispitivanja pokazuju vari-
ranje sadrzaja pojedinih masnih ki-
selina u svjezem siru tipa Quark bez
znacajnijeg utjecaja sadrzaja mlijeCne
masti u siru, odnosno vrste koriStene
mikrobne starter kulture.

U sastavu masnih kiselina svjezeg
sira tipa Quark dominantna je bila pal-
mitinska kiselina (C16:0) sa 40,01%
(A1), Sto je 56,57% od ukupnih zasi-
¢enih masnih kiselina ovog uzorka.

Oleinska kiselina sa sadrzajem od
21,21% (A3) do 31,06% (C3) najza-
stupljenija je masna kiselina u skupini
mononezasi¢enih masnih kiselina.

Kod uzoraka sira sa mikrobnom
starter kulturom ABT2:CHN-22=1:3
zapazen je utjecaj povecéanja udjela
mlije€ne masti na povecanje sadrzaja
oleinske kiseline.

Glavna polinezasi¢éena masna ki-
selina u svjezem siru je linolna
(C18:2) sa udjelom od 2,02% (B2) do
3,11% (B1) i kao esencijalna masna
kiselina ne moze se sintetizirati u ljud-
skom organizmu.

Ostale identificirane dugolan€ane
zasi¢ene masne kiseline, arahidinska
(C20:0) i behenik (C22:0) kiseline u
uzorcima svjezeg sira tipa Quark bile
su prosje¢no zastupliene sa 0,32%
odnosno 0,10%.

Sadrzaj kolestorola u svjezem siru
tipa Quark proporcionalno se poveca-
va sa povecanjem udjela mlije¢ne ma-
sti u siru.

Sadrzaj MNMK u uzorcima svje-
Zeqg sira tipa Quark ima zastitni utjecaj
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na kardiovaskularne bolesti, dok je
odnos ZMK:MNMK:PNMK  obrnuto
proporcionalan potrebama balansira-
ne prehrane i utjecaju na ljudsko
zdravlje.
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In this work the fatty acid composition and cholesterol content of fresh cheese Quarg were

determined by applying gas chromatography.

The fatty acid composition showed that palmitic and stearic acid as saturated fatty acids
were predominant, whereas oleic was the major monounsaturated fatty acid.
Cholesterol content was in direct correlation with fat content in fresh cheese, ranging from

5,30 to 70,12 mg/100 g fat.

Ratio of saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acid of fresh cheese Quarg
is in inverse proportion to the needs of a balanced nutrition and influence on the human

health.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

smitteluntersuchung und Hygiene, 90 (1999)
662-669.

Sieber, R.: Kése-ein wertvolles Lebensmittel
in der menschlichen Erndhrung. Mitteilung
Lebensmittel Hygiene 96 (2005) 141-170.
Sla¢anac, V., Hardi, J., Pavlovi¢, H., Vlaini¢,
M., Luéan, M.: Promjena udjela masnih
kiselina tijekom fermentacije kozjeg i krav-
lieg mlijeka ABT-2 kulturom. Mljekarstvo, 55
(2005) 113-124.

Soyeurt, H., Dardenne, P., Dehareng, F.,
Lognay, G., Veselko, D., Marlier, M., Ber-
tozzi, C., Mayeres, P., Gengler, N.: Estima-
ting fatty acid content in cow milk using mid-
infrared spectrometry. Journal Dairy Scien-
ce, 89 (2006) 3690-3695.

Tratnik, LJ.: Mlijeko — tehnologija, biokemija
i mikrobiologija, Hrvatska mljekarska
udruga, Zagreb, p. 23 (1998).

Vilusi¢, M., Milanovi¢, S., Juki¢-Grbavac, M.,
Basi¢, M.: Utjecaj procesnih parametara na
senzorska svojstva i prihvatljivost svjezeg
sira tipa Quarg. Prehrambena industrija —
Mleko i mleéni proizvodi, 18 (2007) 37-42.
Vilusi¢, M., Milanovi¢, S., Juki¢-Grbavac, M.,
Basi¢, M.: Zastupljenost masnih kiselina u
mlijeku i njihov odnos u svjezem siru tipa
Quark, 37. Hrvatski simpozij mljekarskih
stru€njaka, Lovran, 26.-29. studenoga 2006,
Zbornik sazetaka, p. 25.

Key words: fresh cheese type Quarg -
fatty acids - cholesterol

31



Preh. ind. 1-2, (2008)

MARTINA KUTIJA et al.: OPTIMIRANJE PROCESA...

"MARTINA KUTIJA
2KATARINA TONKOVIC
'RAJKA BOZANIC
2 JERKA GREGUREK

'Sveugiliste u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski
fakultet, Zavod za mijekarstvo,
Zagreb, Hrvatska

Probiotik d.o.o., Zagreb, Hrvatska

NAUCNI RAD

UDK: 637.146.3:637.044

Laktoza, ili mlije¢ni Secer, pri-
sutna je u mlijeku svih sisavaca. U
prehrambenoj industriji  laktoza
uglavnom sluzi kao aditiv u raznim
prehrambenim proizvodima (nosac
razli¢itih aroma, sredstvo za po-
smedivanje pekarskih proizvoda,
kod proizvodnje slatkih sirupa, sup-
strat za proizvodnju razlic¢itih fer-
mentiranih proizvoda), a istovreme-
no je i vazan sastojak mnogih far-
maceutskih proizvoda.

Za probavu laktoze neophodan
je enzim laktaza, koji se nalazi u
stanicama sluznice tankog crijeva i
cijepa laktozu, kao slozeni Secer,
na jednostavne Secere, glukozu i
galaktozu. Covjek se rada s odre-
denom koli¢inom laktaze u organiz-
mu. Medutim, sadrzaj ovog enzima
postupno se smanjuje tijekom dje-
tinjstva i adolescencije, a u odrasloj
dobi moze dodi i do potpune inak-
tivacije gena za proizvodnju lakta-
ze. Odrasle osobe koje imaju kon-
stantno visoki kapacitet probave
laktoze nalazimo kod samo nekoli-
ko populacija. Niska aktivnost in-
testinalne laktaze ili njen izostanak,
uobicajen je za vecinu etnickih gru-
pa. Kako je interes za proizvode
bez ili sa smanjenim sadrzajem
laktoze sve vedi, i raste, mlijeCna
industrija stavljena je pred izazov
proizvodnje novih funkcionalnih
proizvoda za Siroki broj potrosaca.

Adresa autora:

Martina Kutija, Sveuciliste u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet,
Zavod za mljekarstvo, Pierottijeva 6,
10 000 Zagreb, Republika Hrvatska
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DELAKTOZACIJE MLIJEKA |
PROIZVODNJA JOGURTA I1Z
HIDROLIZIRANOG MLIJEKA

Osim toga, hidroliza laktoze u
mlijeku ima za posljedicu promjenu
fizikalno-kemijskih svojstava sup-
strata koji mogu biti od velikog in-
teresa za mlijeCnu industriju (npr.
izbjegavanje kristalizacije laktoze,
povecana slatko¢a, bolja probav-
ljivost, itd.). Smatra se da fermen-
tirani mlijeéni proizvodi poput jo-
gurta mogu ucinkovito poboljSati
probavu laktoze kod osoba sa
poremeéenom probavom laktoze.
Stoga, fermentirani proizvodi proiz-
vedeni iz hidroliziranog mlijeka mo-
gu dodatno olak8ati probavu mli-
je€nih proizvoda, a istovremeno
osigurati isti sadrzaj proteina, vita-
mina, kalcija te dati slatki okus
proizvodu bez dodatnog Secera ili
umijetnih sladila.

Cilj ovog rada bio je optimirati
proces hidrolize mlijeka pomoéu
enzima laktaze — R-galaktozidaze
izolirane iz mlije¢nog kvasca Sac-
charomyces marxianus var. lactis,
komercijalnog naziva Maxilact
L2000 (DSM Food Specialties),
pokusna proizvodnja jogurta iz pro-
izvedenog delaktoziranog mlijeka
te odredivanje njegove prihvatlji-
vosti i pozeljnosti medu odabranom
skupinom potroSaca.

Za odabir optimalnog procesa
hidrolize mlijeka odabrana su i pro-
vedena tri razli¢ita postupka:

1) predhidroliza pasteriziranog milije-
ka za proizvodnju jogurta pri tem-
peraturi +6 °C tijekom 20h,

2) predhidroliza pasteriziranog mlije-
ka za proizvodnju jogurta pri tem-
peraturi +37 °C tijekom 2h i

3) simultana hidroliza i fermentacija
mlijeka za proizvodnju jogurta.

Sadrzaj laktoze (i galaktoze)
odreden je prije i nakon provedene
hidrolize mlijeka, za svaki navedeni
postupak. Kako je ova laktaza do-
bivena iz mlije€nog kvasca, njeni
su optimalni uvjeti blizu prirodnog
pH mlijeka i temperature mlijeka, tj.
pH 6,6-6,8 i temperature od 35-40
°C.

Prema dobivenim rezultatima
analize uzoraka mlijeka, najveci
stupanj hidrolize laktoze (97,42%)
postignut je postupkom predhidro-
lize mlijeka pri temperaturi +37 °C.
Pri temperaturi +6 °C hidrolizirano
je 91,80% laktoze, a najnizZi stupanj
hidrolize (74,26%) postignut je pos-
tupkom simultane hidrolize i acidifi-
kacije mlijeka.

S obzirom na slozenost proce-
sa obrade i hidrolize mlijeka, u
daljnjim pokusima mlijeko za proiz-
vodnju jogurta hidrolizirano je po-
stupkom predhidrolize mlijeka pri
niskim temperaturama (+6 °C).
Ova je metoda odabrana iz prakti¢-
nih razloga uvjeta laboratorijskih
pokusa, ali i uobi¢ajene industrijske
prakse: u velikom broju mljekara
mlijeko se po zaprimanju pasteri-
zira i hladi te prebacuje u tankove
gdje €eka daljnju preradu. Druga
metoda hidrolize laktoze pri tempe-
raturi +37 °C bila bi pogodnija za
proizvodnju mlije€nih napitaka koji
sadrze probioticke bakterije Lacto-
bacillus acidophilus i Bifidobacte-
rium sp., jer je ova temperatura op-
timalna za njihov rast, dok je za
jogurtne kulture pogodnija tempe-
ratura iznad 40 °C. Zahtjev trece
metode simultane hidrolize i fer-
mentacije je da temperatura fer-
mentacije ne prelazi +40 °C. To
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produljuje vrijeme fermentacije jo-
gurta, a i dobiveni rezultat za stu-
panj hidrolize laktoze bio je maniji
nego u prethodna dva opisana
postupka hidrolize.

Prema postupku hidrolize koji je
odabran, dobiveno hidrolizirano
mlijeko (prosjecni % hidrolize =
95,49) dogrijano je na temperaturu
inokulacije i fermentacije od 43 °C i
inokulirano jogurtnom starter kultu-
rom. Fermentacija je trajala do po-
stizanja pH-vrijednosti 4,55. Pros-
je€no vrijeme fermentacije jogurta
iz delaktoziranog mlijeka (4,5h) nije
se bitno razlikovalo od trajanja fer-
mentacije kontrolnih uzoraka (4h),
koji su proizvedeni paralelno iz ne-
hidroliziranog mlijeka. Nakon toga,
proizvedeni uzorci jogurta su ohla-
deni uz mijeSanje i pohranjeni na
hladno skladidtenje (+4 °C). Pro-
izvedenim uzorcima jogurta odre-
dena je prihvatljivost i ocijenjena su
im senzorska svojstva.

Senzorska svojstva uzoraka jo-
gurta ocijenila je panel skupina od

SUMMARY

5 senzorskih analiti¢ara, sustavom
bodovanja od ukupno 20 ponde-
riranih bodova. Ocjena pojedinog
svojstva pomnoZena je faktorom
znacajnosti tog svojstva.

Prema dobivenim rezultatima
provedene senzorske procjene za
oba uzorka jogurta dale su gotovo
jednake ocjene za sve parametre
senzorske procjene osim za svoj-
stvo okusa. Ukupne prosjeéne
ocjene senzorske procjene bile su
visoke: za kontrolni uzorak jogurta
iznosile su 19,5 bodova, a za uzo-
rak jogurta od hidroliziranog mlije-
ka 17,4 od maksimalnih 20 bo-
dova. Okus proizvedenih jogurta iz
hidroliziranog mlijeka ocijenjen je
nesto nizom ocjenom (8,4 od
maksimalno 10,0 bodova) u od-
nosu na kontrolni uzorak, koji je
dobio maksimalni broj bodova za
okus. Jogurt od hidroliziranog mli-
jeka imao je sladi okus od kon-
trolnog radi veceg udjela monosa-
harida, glukoze i galaktoze, koji su
sladi od laktoze.

OPTIMIZATION OF MILK DELACTOSATION PROCESS AND PRODUCTION OF

YOGHURT FROM HYDROLYZED MILK

'Martina Kutija, ?Katarina Tonkovi¢, 'Rajka BoZani¢, Ljerka Gregurek

1University of Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology, Croatia

2Probiotik d.o.0., Zagreb, Croatia

Lactose or milk sugar is present in all mammalian milk. In food industry, it is mostly used as
an agent in various food products (as flavor carrier, browning agent in baking industry, in
production of sweet syrups, as substrate in production of various fermented products), and
at the same time, it functions as an important ingredient in many pharmaceuticals.

Enzyme lactase is essential for lactose digestion, and it is present in intestine mucus cells
where it breaks down disaccharide lactose into monosaccharides glucose and galactose.
Humans are born with certain definite lactase content in organism. However, it gradually
decreases during childhood and adolescence, which may even result with complete
inactivation of the gene that produces lactase in adult age. Adults with constant, high
capacity of lactose digestion are found only in few populations. Low activity or absence of
intestinal lactase is common for the majority of ethnic groups. Given that the interest for
lactose-free or lactose-low products is considerable and continues to grow, milk industry
meets with a challenge to make new functional products for numerous consumers.
Moreover, lactose hydrolysis in milk has as its consequence a change of physical and
chemical properties of substrate, which can be of great interest for milk industry (e.g.
avoidance of lactose crystallization, increased sweetness, improved digestibility, etc). It is
considered that fermented milk product, such as yoghurt, can effectively enhance lactose
digestion in people with disturbed lactose digestion. Therefore, fermented milk products,
made from hydrolyzed milk, can additionally facilitate milk products digestion, and at the
same time, ensure the same protein, vitamin and calcium content, and give sweet product
taste without adding extra sugar or sweeteners.

Utvrdivanje prihvatljivosti uzora-
ka proizvedenih jogurta provedeno
je testiranjem skupina od po 50
potroSaca Zivotne dobi od 30-40
godina starosti, koristec¢i verbalnu
hedonisticku skalu po Periamu s
devet mogucih odgovora. Testi-
ranje prihvatljivosti uzoraka jogurta
provedeno je u tri navrata sa sva-
kim uzorkom jogurta, a rezultati su
izrazeni kao prosje¢ne ocjene svih
ocjenjivaca. Kontrolni uzorci jogur-
ta i uzorci jogurta proizvedeni iz
delaktoziranog mlijeka pokazali su
iznimno visoku prihvatljivost (100%
odnosno 97,92% prihvatljivost).

Kljuéne rijeci: hidroliza mlijeka e
jogurt e senzorska procjena e pri-
hvatljivost

Key words: milk hydrolysis - yoghurt -
sensory evaluation - acceptability
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Problem prisustva teSkih metala u
hrani aktuelan je ve¢ dugi niz godina. Za
razliku od organskih polutanata, teski
metali nisu biorazgradivi i mogu biti prisutni
u lancu ishrane viSe godina. Ovom
problemu danas se pridaje sve veci znacaj
jer je razvoj sofisticiranih visokoosjetljivih
tehnika, kao Sto je diferencijalna pulsna
voltametrija, omogucila precizno odrediva-
nje tragova teskih metala. TeSki metali su
toksi€ni €ak i u tragovima, dok esencijalni
metali postaju kobni za Zzivi organizam
kada predu odredenu koncentracijsku gra-
nicu. Zbog toga je vrlo vazno poznavati
prisutne i dozvoljene koli¢ine obje pome-
nute vrste elemenata, narocito u namir-
nicama koje su sastavni dio svakodnevne
ishrane. U ovom radu analizirani su sa-
drzaji teSkih metala olova i kadmija u mli-
jeku primjenom diferencijalne pulsne anod-
ne striping voltametrije.

Kljuéne rijeci: teski metali o mlijeko e
diferencijalna pulsna anodna striping
voltametrija

uvoD

Mlijeko je kompleksna smjesa sas-
tavljena od masti, proteina, ugljenih
hidrata, minerala, vitamina i vode u
odnosima koji najbolje odgovaraju
ljudskom organizmu.

Po svom sastavu predstavlja naj-
idealniju namirnicu, prirodna je hrana
dojencadi, upotrebljava se u normal-
noj ishrani odraslih i vazan je faktor u
dijetoterapiji mnogih oboljenja.
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ODREDIVANJE SADRZAJA KADMIJA |
OLOVA U MLIJEKU PRIMJENOM
VOLTAMETRIJSKE TEHNIKE

Postoji interes i potreba za anali-
zama teskih metala u mlijeku, jer se
ono smatra indikatorom okoliSnog za-
gadenja i znagajan je unosnik toksic-
nih elemenata ako je na bilo koji nacin
kontaminirano. Nivo elemenata u tra-
govima Kkoji se javljaju u kravljem
mlijeku zavise od brojnih faktora kao
$to su genetika, stepen laktacije, oko-
lini uslovi, vrste pasnjaka i ishrana.
Pored toga, grupa autora, Gambelli,
Belloni i ostali (1999) istakli su da na
konacan sadrzaj metala uti¢e i tehno-
loSki tretman odnosno postrojenja
koja su nacinjena od metala ili legura
koja mogu unijeti odredene koncen-
tracije datih elemenata u mlijeko i mli-
je€ne proizvode.

Pavelka i Golijan (2000) odredivali
su sadrzaj kadmija i olova u uzorcima
mlije€nih proizvoda kao $to su jogurt i
sir domaceg i stranog porijekla. Pre-
ma WHO, Cadmium, Environmental
Health Criteria (EHC, 134, 1992) kad-
mij je neesencijalan element u hrani i
akumulira se pretezno u jetri i bub-
rezima, a najvec¢i problem koji moze
biti prouzrokovan je trovanje bubrega.
Specificnost kadmija se ogleda u nje-
govoj toksi¢nosti u veoma malim koli-
¢inama, Codex Alimentarius Commi-
sion, Food and Agriculture Organiza-
tion of the United Nations (2001) du-
gom bioloskom poluzivotu (oko 30 go-
dina u ljudskom tijelu) i teznje akumu-
lacije u mekim tkivima. Kako je kadmij
bioakumulativni metal njegova kon-
centracija raste u ljudskom organizmu
srazmjerno Zzivotnoj dobi. Kadmij je
klaificiran u prvu grupu elemenata
kancerogenih uzro¢nika od strane In-
erational Agency for Research on
Caner, IRAC, (1993).

Poznat kao ozbiljan kumulativni

metabolicki otrov, olovo, &iji je Stetni

uticaj na ljude poznat desetlije¢ima, i
dalje je znacajno prisutan u okoliSu
zbog velike primjene u tehnici. Olovo
Stetno djeluje na sastav krvi, pri ¢emu
moze do¢i do olovne malokrvnosti,
poviSenja krvnog pritiska i drugih kar-
diovaskularnih smetnji. Olovo uzro-
kuje akutnu i hroniénu intoksikaciju.
Akutno trovanje je rijetko, dok je hro-
niéno dosta ozbiljnije i evidentnije.
Odrasli apsorbiraju oko 10-15% olova,
dok djeca mogu apsorbirati i do 50
procenata ovog metala unesSenog hra-
nom. Apsorbirano olovo se koncentri-
ra u kostima (95%), WHO, Lead, En-
vironmental Health Criteria, EHC,
1998, krvi i mekom tkivu (jetra, bub-

MATERIJAL | METODI

Za mijerenje koncentracije metal-
nih iona kadmija i olova u mlijeku
primjenjena je elektroanaliticka meto-
da, diferencijalna pulsna anodna stri-
ping voltametrija (DPASV). Analiza
DPASYV je izvedena u elektroanalitic-
koj ¢eliji (Princenton Applied Rese-
arch model 303 A) sa radnom, refe-
rentnom i pomo¢nom elektrodom. Kao
radna elektroda koristena je zZivina ka-
pajuca elektroda, a srebro-srebro hlo-
ridna kao referentna elektroda i pla-
tinska zica kao pomocna elektroda.
Zatim, potenciostat/ galvanostat, PAR,
model 263 A i raCunar sa instaliranim
programom Model 270/250 Research
Electrochemistry Software, version
4.3, za kontrolu i pracenje voltamet-
rijskih mjerenja. Proces analize je za-
pocet u elektroanalitickoj ¢eliji (10 ml)
sa uronjenim elektrodama u ispitivani
medij (sa prethodno podeSenim pH),
provodenjem struje internog plina.
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Kao interni plin koriSten je azot
velikog stepena Cisto¢e (99,999 %),
¢ijim uvodenjem je omoguceno ukla-
njanje atmosferski otopljenog kisika
koji moze oslabiti koncentraciju elek-
trolizom izlu€enih metala u Zivi i tako
smanijiti osjetljivost i reproducibilnost
odredivanja. U procesu pripreme i
analize uzoraka koriStene su hemika-
lije visokog stepena Cdistoée (proiz-
vodata Merck Co. Darmstadt). Kod
pripreme uzoraka i standardnih rast-
vora Kkoristila se redestilovana voda
dobivena postupkom trostruke desti-
lacije. Standardni rastvori metala kad-
mija i olova pripremani su u slijede¢im
koncentracijama:

amalgam na HMDE. Pretkoncentracija
metalnih iona se deSava tokom zada-
nog vremena depozicije pri konstant-
nom potencijalu uz kontrolirane hidro-
dinamicke uslove. Tokom ovog proce-
sa rastvor u Celiji se intenzivno mijesa.
Struja celije tokom depozicije je ka-
todna. Nakon elektrodepozicije slijedi
period mirovanja, a zatim proces ano-
dnog otapanja depozita koji se odvija
uz linearnu promjenu potencijala rad-
ne elektrode, odnosno dolazi do ano-
dne oksidacije prethodno izlu¢enih
metala nazad u ionski oblik i snimanja
primjenjenog potencijala u pozitivnom
smjeru. Tokom procesa anodnog ota-
panja mjeri se rezultuju¢a struja koja
je proporcionalna koncentraciji istalo-

- vrijeme depozicije: 600 s

- vijeme skeniranja: 2 mV/s
- vrijeme deaeracije: 300 s
- amplituda: 0,05V

- potencijal.

Metal  Pocetni Konaéni
potencijal potencijal

Cd -09V -06V

Pb -06V -03V

REZULTATI | DISKUSIJA

Na slici 1 dati su karakteristi¢ni
voltamogrami  dobiveni  primjenom
DPASV za odredivanje kadmija i olo-
va u mlijeku.
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Slika1. VOLTAMOGRAMI ZA KADMIJ | OLOVO DOBIJENI PRIMJENOM DPASV METODE

Figure 1. VOLTAMMOGRAMS OF CADMIUM AND LEAD OBTAINED BY APPLICATION OF DPASV METHOD

Tabela 1. PREGELED UKUPNIH PROSJECNIH KONCENTRACIJA KADMIJA | OLOVA U MLIJEKU

Table 1. THE REWIEV OF AVERAGE CONCENTRATIONS OF CADMIUM AND LEAD IN MILK
Uzorak mlijeka Ukupna prosje¢na koncentracija kadmija Ukupna prosje¢na koncentracija olova
Milk sample Total average cadmium concentration, ug/L Total average lead concentration, ug/L
| 7,06 21,9
Il 12,9 15,0
1} 9,14 33,5
v 7,64 18,6

Cd(NO3) u HNOs3 (0,5M),
¢ (Cd) = 1000 mg/L, (Merck)

Pb(NO3) u HNOs3 (0,5 M),
¢(Pb) = 1000 mg/L, (Merck)

Nakon deareacije izluCuje se Zivi-
na kap nakon ¢ega slijedi proces elek-
trolize. Eksperiment anodne striping
voltametrije zapocinje procesom elek-
trodepozicije. Metalni ion iz rastvora
se redukuje u metalni oblik gradeci

zenog metala iz ispitivanog medija.
Adicijom standardnog rastvora ispiti-
vanog metala, proces se ponavlja sa
novoformiranom zivinom kapi pod is-
tim zadanim uslovima.

Za analizu kadmija i olova uzete
su Cetiri reprezentativne vrste mlijeka,
od kojih mlijeko I nije sa lokalnog pod-
rucja.

Instrumentalni parametri za odre-
divanje koncentracija ispitivanih teskih
metala:

Analizom rezultata dobivenih dife-
rencijalnom pulsnom anodnom strip-
ing voltametrijom i primjenom mate-
maticke obrade metode standardnog
dodatka u Mathcad programu dobi-
jene su sljede¢e koncentracije teskih
metala kadmija i olova u ispitivanim
uzorcima mlijeka koji su dati u tabeli
1.

Od teskih metala Evropska unija
(2001) i International Dairy Federation
(IDF) standard, dozvoljavaju maksi-
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malnu koncentraciju olova do 20
pg/kg m.m u mlijeku. Medutim, prema
starom pravilniku iz Sluzbenog lista
SFRJ dozvoljena koli¢ina olova u mli-
jeku je 0,1 mg/kg, Sto je pet puta vecéa
koncentracija od dozvoljene koncen-
tracije ovog metala od strane Evrop-
ske komisije. U tabeli 2 su predstav-
liene izraGunate vrijednosti maksimal-
nog i prosjeénog indeksa rizika kod
odraslog Covjeka pod pretpostavkom
da unosi najnizu koli¢inu mlijeka od-
nosno 200 mL dnevno.

U mlijeku | zabiljeZzena je najniza
koncentracija kadmija od 7 pg/L. Kon-
centracija olova od 21,9 ug/L u mli-

odraslu osobu ove koncentracije olova
ne pokazuju veliki indeks rizika. U
mlijeku IV nadena je koncentracija
olova od 18,6 pg/L koja se priblizava
zakonom definisanoj maksimalno doz-
voljenoj koncentraciji. Kadmij je naden
u nizoj koncentraciji kao i kod uzorka
.

ZAKLJUCAK

Neophodnost kontinuiranog prace-
nja sadrzaja teSkih metala u namirn-
icama i unosa ovih elemenata namet-
nula je aktuelnost primjene savreme-
nih polarografskih tehnika u kontroli
hrane. S obzirom da se kadmij i olovo

Tabela 2. INDEKS RIZIKA KOD UNOSA KADMIJA | OLOVA MLIJEKOM
Table 2. INDEX OF RISKS OF CADMIUM AND LEAD BY MILK CONSUMPTION

Metal/ Metal Kadmij / Cadmium Olovo / Lead

Prosje&na koncentracija @
Average concentration 0,184 0,44

: @
Mak_S|ma|na koncentr‘acua 0,258 0,67
Maximum concentration
PTWI®
Provisinoal Total Weekly Intake 7 25
Indeks rizika (prosjek)™®
Risk Index (average) 2,63 % 1,8 %
Indeks rizika (maksimalno)®©
Risk Index (maximum) 3.7 % 28%

®sedmiéni unos metala mlijekom po kilogramu tjelesne teZine (ug/kg t.t/sedmiéno)
®PTWI - sedmiéna tolerirajuéa doza unosa metala (ug/kg t.t/sedmiéno)
©indeks rizika = (unos metala mlijgkom/PTWI)-100

jeku I, vrlo malo prelazi maksimalno
dozvoljenu koncentraciju olova od
strane Evropske unije (2001), ali je ni-
Za gotovo pet puta od dozvoljene kon-
centracije ovog metala prema starom
Pravilniku SFRJ (1983). U milijeku I
naden je najveci sadrzaj kadmija u iz-
nosu od 12,9 ug/L i najmanja pro-
sje€na koncentracija olova od 15,00
pg/L. Miijeko Il sadrzi najviSu prosjec-
nu koncentraciju olova od 33 pg/L.
Ovako visoka koncentracija olova je
iznad maksimalne dozvoljene koncen-
tracije olova od 20 uyg/m.m od strane
Evropske komisije (2001) a ispod doz-
voljene koncentracije olova prema
Pravilniku SFRJ (1983).

Prema pretpostavljenoj unesenoj
koli€ini mlijeka od 200 mL dnevno za
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smatraju polutantima u hrani, njihovo
prisustvo i u najmanjim koli¢inama
moze biti Stetno ako se zna da su to
bioakumulativni metali i da samo je-
dan prekomjeran unos ovih metala
moze dovesti do trajnih nezeljenih po-
sljedica po zdravlje Covjeka. Nadene
koncentracije kadmija i olova u mlijeku
ne pokazuju velike indekse rizika ako
se uzme u obzir podatak da odrasle
osobe dnevno konzumiraju najmanje
200 mL mlijeka. Medutim, opterece-
nost organizma ili indeksi rizika bi se
pokazali veé¢im za djecu kada bi se u
proracun uvrstile ve¢e konzumirane
koli¢ine mlijeka u odnosu na tjelesnu
tezinu.
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SUMMARY

LEAD AND CADMIUM CONTENT DETERMINATION IN MILK BY APPLYING THE
VOLTAMMETRY METHOD

'Husejin Keran, 'Amra Odobasi¢, 'Amra Bratovéié, 'Indira Sestan, 2Emira Omeragié

1University of Tuzla, Faculty of Technology, Bosnia and Herzegovina, ’PMG-VIP, Bosnia
and Herzegovina

The problem of heavy metal presence in food has been evident for many years. Contrary to
organic pollutants, heavy metals are not biodegradable and can be present in food chain
for a long period of time. Today, this problem has become very important, because the
development of sophisticated methods, such as differential pulse voltammetry has enabled
the determination of heavy metal’'s traces. Essential metals are dangerous for human
beings; particularly if they are present in higher concentrations then it is allowed. However,
heavy metals can have a significant influence on human organisms, even if their presence
in food is only in traces. Therefore, it is important to know both present and allowed
amounts of elements, particularly in food which is being consumed on daily basis. In this
work, the content of heavy metals such as lead and cadmium is determined in milk by
applying differential pulse anodic stripping voltammetry. Based on lead and cadmium
content in milk and average weekly milk consumption, risk indexes are estimated as the
measure of these elements' intake by milk.

Key words: heavy metals e milk  differen-

tial pulse anodic stripping voltammetry

37



Preh. ind. 1-2, (2008)

RADE |. POPOVIC: TRENDOVL...

RADE I. POPOVIC

Univerzitet u Novom Sadu,
Ekonomski fakultet Subotica

NAUCNI RAD

UDK: 637.1:339.13

Turbulentna deSavanja na medunarod-
nom trzistu mleka odrazila su se na pro-
mene u strukturi ponude i traznje za mle¢-
nim proizvodima. Nova kretanja u svetskoj
proizvodniji i trgovini mle&nim proizvodima,
kao i efekti ovih promena na trziSte Srbije
jesu predmet istrazivanja u ovom radu.
Kao izvori podataka posluzile su baze po-
dataka Svetske prehrambene organizacije,
nacionalnih statisti¢kih sluzbi i rezultati is-
trazivanja ekonomskog stanja na uzorku
komercijalnih porodi¢nih gazdinstava koja
se bave proizvodnjom kravljeg mleka.

Kljuéne re€i: mleko e trziSte e cene e tren-
dovi e porodi¢no poljoprivredno gazdinstvo

uvoD

Svetsko trzisSte prehrambenih pro-
izvoda otvorilo je tokom 2007. i 2008.
godine novu eru ekstremnih varijacija
cena. Nivo rasta cena proizvoda od
mleka, meren indeksima, dominantno
je bio visi od rasta cena zitarica, ulja-
rica i mesnih preradevina. Kolebanje
cena poljoprivrednih proizvoda je po-
java na koju utiCe prvenstveno odnos
ponude i traznje. Na promene na svet-
skom trziStu mlecnih proizvoda uticao
je Citav niz faktora, kako na strani po-
nude, tako i na strani traznje.
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TRENDOVI NA SVETSKOM TRZISTU
MLEKA | UTICAJ NA TRZISTE SRBIJE

Trziste mleka i mle¢nih proizvoda
u Srbiji, u posmatranom periodu, rea-
govalo je u skladu sa promenama na
svetskom trzistu, ali sa izvesnim vre-
menskim zakasnjenjem.

MATERIJAL | METODI

Podaci u istrazivanju su prikupljeni
iz viSe izvora koji bi se mogli podeliti u
dve grupe. U prvu grupu spadaju ba-
ze statistickin podataka o poljopri-
vrednoj proizvodniji u svetu i Srbiji, kao
Sto su: Food and Agricultural Orga-
nization (FAO), International farm
comparison network (IFCN), Zavod za
statistiku Republike Srbije (RZS), Na-
cionalna statisticka sluzba Ministars-
tva poljopriviede SAD (NAAS; USDA)
i druge nacionalne statisticke sluzbe.
Drugoj grupi izvora podataka pripa-
daju sprovedene ankete, intervjui i na
bazi njih izradene kalkulacije za 24
poljoprivredna gazdinstva kod kojih su
prihodi sa linije proizvodnje mleka do-
minantni u ukupnim prihodima gazdin-
stva.

REZULTATI | DISKUSIJA
Proizvodnja mleka u svetu

Ukupnu svetsku proizvodnju mle-
ka Cini pet vrsta mleka i to: kravlje, bi-
volje, kozje, ov€ije i kamilje. Njihov
udeo u ukupnoj svetskoj proizvodniji,
prema FAO podacima za 2005. godi-
nu, iznosio je: 83,89% kravlje, 12,22%
bivolje, 2,23% kozje, 1,43% ovcije i
0,23% kamilje mleko. Svetska proiz-
vodnja mleka je u 2005. godini izno-
sila 645 milijardi litara, a prema pro-
se€noj godiSnjoj stopi rasta za period

1996 -2005. godine, od 1,85% trebalo
bi da premasi 700 milijardi litara do
kraja prve dekade ovog veka. Najvedi
doprinos ukupnom rastu proizvodnje
mleka u periodu 1996-2005. godine
dala je proizvodnja kravljeg mleka,
koja je porasla za 74 milijarde litara.

Procenjuje se da je proizvodnja
mleka u 2007. godini porasla za 1,8%
dostigavsi obim proizvodnje od 676
miliona tona. Oc&ekivani rast u 2008.
godini je 2,5% (1), imajuci u vidu reak-
cije proizvodaca na visoke cene mle-
ka u prethodnoj godini. Najvec¢i rast
proizvodnje oCekuje se u zemljama u
razvoju, pri ¢emu bi se njihov udeo u
svetskoj proizvodnji pove¢ao na
47,6%. Drugadiji trend se ocekuje u
zemljama koje su najveci svetski iz-
voznici mleka (Novi Zeland, EU, Au-
stralija, Belorusija, Argentina i USA),
gde se ocCekuje skroman rast proiz-
vodnje od 1%. Nakon pada proiz-
vodnje od 0,7%, u 2008. godini ukup-
na proizvodnja u ovim zemljama ce
biti tek nesto via u odnosu na 2006.
godinu. Pomenute zemlje, najvece
izvoznice mle¢nih preradevina, proiz-
vode 40% svetske proizvodnje mleka i
uCestvuju sa oko 80% u ukupnom
izvozu na medunarodnom trzistu.

Sedam zemalja (tabela 1), koje su
najveci proizvodaci mleka proizveli su
u 2007. godini 51,08% od ukupne
proizvodnje mleka u svetu. Prognoza
FAO-a za 2008. godinu ukazuje da ¢e
njihov udeo porasti na 51,4%, prven-
stveno pod uticajem rasta proizvodnje
u Aziji.

Proizvodnja mleka u Srbiji se uz
manje oscilacije odrzava u poslednjih
deset godina na nivou od 1,75 (2)
miliona tona. U strukturi proizvodnje
dominantno je kravlje mleko, dok
ovcije uCestvuje sa svega 0,94%(4). U
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Tabela 1. PROIZVODNJA MLEKA U ZEMLJAMA SA NAJVECOM
SVETSKOM PROIZVODNJOM U PERIODU 2005 — 2008.

GODINE (u milionima tona)

Table 1. MILK PRODUCTION IN LEADING MILK PRODUCER
COUNTRIES IN 2005 — 2008 (million tons)
Udeo u
2005. 2006. 2007. 2008. (1) 2008.
Indija 95,6 100,0 102,9 106,0 15,29%
SAD 80,3 82,5 84,2 86,5 12,48%
Kina 32,0 37,5 41,1 44,5 6,42%
Rusija 31,1 31,4 32,2 32,8 4,73%
Pakistan 29,4 31,2 32,5 33,8 4,88%
Nemacka 28,5 28,0 27,9 28,1 4,05%
Francuska 25,7 25,0 24,5 24,7 3,56%
Srbija 1,8 1,7 1,7 1,7 0,25%
Svet ukupno: 645,0 664,1 676,3 693,2 100,00%

rusija. Medutim, rast izvoza ove dve
zemlje kao i blagi oporavak izvoza
Argentine nije dovoljno da nadoknadi
pad proizvodnje zemalja Okeanije i
EU.

Na strani traznje, inicijalno visoka
uvozna traznja u nekoliko zemalja
severne Afrike i juzne Azije dovela je
tokom 2007. godine do ekstremnog
rasta cena mleka. Tome je doprinelo
iscrpljivanje svetskih zaliha mlecnih
preradevina, a narocCito zaliha EU,
koje bi (da su postojale u veéem obi-
mu) u izvesnoj meri mogle amortize-
vati nagli rast cena. Kod velikih ku-
paca mle¢nih preradevina na medu-
narodnom trzistu, rast cena je izazvao
paniku i potrebu da kupuju vec¢e ko-
licine i prave zalihe, kako bi se zastitili

Tabela 2. NAJZNACAJNIJI UVOZNICI | 1ZVOZNICI MLEKA U PERIODU 2005 — 2008. GODINE (u milionima tona)

Table 2. LEADING IMPORT AND EXPOR COUNTRIES IN 2005 — 2008. (million tons)
Neto uvoz Neto izvoz

2005 | 2006 | 2007* 2008** 2005 | 2006 | 2007* 2008**
Rusija 1,9 2,6 2,9 3,1 | Novi Zeland 10,6 11,6 11,2 9,8
Meksiko 2,8 1,8 1,9 2,1 | EU 11,6 7,7 7,0 6,9
Kina 2,9 1,8 1,5 1,4 | Australija 4,3 3,8 3,0 2,8
Alzir 1,9 1,5 1,5 1,4 | Belorusija 1,6 1,6 1,6 1,8
Saudijska Arabija 1,4 1,3 1,0 0,7 | Argentina 1,7 2,1 1,1 1,2
Egipat 0,7 1,5 1,5 1,4 | SAD 2,3 1,0 1,2 1,4
Svet ukupno: 427 39,3 37,8 36,5 | Svet ukupno: 42,8 39,4 38,0 36,4
* Procenjene koli¢ine; ** Prognozirane koli¢ine

2007. godini u Srbiji je proizvedeno
1,71 milion tona mleka, $to ¢ini 0,25%
od ukupne svetske proizvodnje. Zbog
suSe koja je dovela do nizih prinosa i
rasta cena sto€ne hrane, proizvodnja
mleka u Srbiji je opala u 2007. za
2,46% u odnosu na prethodnu proiz-
vodnu godinu. Imajuc¢i u vidu viSu ce-
nu mleka, bolje prinose useva i pad
cena sto¢ne hrane, realno je o¢ekivati
oporavak proizvodnje mleka u 2008.
godini.

Medunarodna trgovina mleénim
proizvodima

Znacajne promene, koje su tokom
2007. godine nastale na svetskom
trziStu mle¢nih proizvoda, posledica
su prilagodavanja smanjenim izvoz-
nim moguénostima i izuzetno visokim
cenama. Ukupni izvoz mle¢nih proiz-
voda u 2007. godini smanjio se na 38
miliona tona mleka (5), $to &ini 5,6%
od ukupne proizvodnje mleka. To je
ujedno i najmanja koli¢ina koja je po-
nudena na svetskom trzistu u posled-
njih deset godina. Prema prognozi za
2008. godinu nastaviée se smanjenje

obima trgovine mle¢nim proizvodima
za dodatnih 4,6% i ukupan obim trgo-
vine ¢&e iznositi 36,4 miliona tona mle-
ka. Medu velikim brojem mlec¢nih pre-
radevina koje se nalaze u medunarod-
noj trgovini, Cetiri proizvoda dominiraju
po koli¢inama. U pitanju su, prema
obimu prometa: punomasno mileko u
prahu, sir, obrano mleko u prahu i
maslac.

Od S8est najznacajnijin izvoznika
mle¢nih proizvoda, Cetiri su zbog ne-
povoljnih klimatskih prilika imale pad
izvoza u 2007. godini. Prognoza za
2008. godinu je da ¢e do¢i do daljeg
smanjenja izvoznih moguénosti Novog
Zelanda, Australije i EU. Pojedinacno,
najveci svetski izvoznik mle¢nih proiz-
voda je Novi Zeland koji u€estvuje sa
30% u ukupnoj ponudi na meduna-
rodnom trzistu. Susa koja je u 2007.
godini zahvatila vec¢i deo podrucja ove
zemlje odrazila se na pad u proizvod-
nji mleka i smanjenje izvoznih mo-
gucnosti. LoSi klimatski uslovi u teku-
¢oj proizvodnoj sezoni dovesée, pre-
ma procenama, do daljeg smanjenja
izvoza mle¢nih preradevina. Od zna-
€ajnijih izvoznika pozitivan trend u
izvozu mleka ostvarili su SAD i Belo-

od daljeg rasta cena. Visoke svetske
cene indukovale su rast cena mleka u
zemljama uvoznicama S$aljuéi signal
poljoprivrednicima sa tih prostora da
povecaju sopstvenu proizvodnju. Us-
led toga u zemljama uvoznicama, kao
Sto su Kina, Alzir, Saudijska Arabija i
Egipat, o¢ekuje se pad uvozne traznje
za mle¢nim preradevinama u 2008.
godini. U razvijenim zemljama, uprkos
rastu cena mleka, traznja za mle€nim
preradevinama iz inostranstva ostala
je stabilna.

U strukturi traznje za pojedinim
vrstama mle¢nih preradevina doslo je
do specificnih promena. Traznja za
maslacem je opala za 22% u periodu
2006 — 2008. godine. Nasuprot tome,
traznja za raznim vrstama sireva bla-
go je porasla za 3,6%. Traznja za pre-
ostala dva zna€ajna mle€na proizvo-
da, punomasnim i obranim mlekom u
prahu, opala je redom za 6 i 4,6% u
2007. godini, sa tendencijom smanje-
nja u narednoj godini.

Cene mleka i mle¢nih proizvoda

Rast svetskih cena mleka u perio-
du novembar 2006 — novembar 2007.
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*Indeksi cena su obraCunati na bazi pretvaranja ponderisanih koli¢ina mlec¢nih
proizvoda iz medunarodne trgovine u mleko (mlecni ekvivalent).

Slika 1.

MESECNI INDEKSI SVETSKIH CENA ODABRANIH MLECNIH

PROIZVODA* (1998-2000=100)

Figure 1. MONTHLY INTERNATIONAL PRICE INDEXES OF SELECTED DAIRY
PRODUCTS* (1998-2000=100)
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Slika2. PROSECNE MESECNE CENE MLEKA PLACENE POLJOPRI-

VREDNIM PROIZVOPACIMA U NEMACKOJ, POLJSKOJ, SRBIJI |

PROCENJENE CENE ZA CEO SVET

Figure 2. AVERAGE MONTHLY FARM GATE MILK PRICES IN GERMANY,

POLAND, SERBIA AND ESTIMATE FOR WORLD

godine, otvorio je novu eru oscilacija
cena kakve nisu videne u poslednjih
trideset godina.

Odredeni trendovi na strani ponu-
de i traznje prisutni su u duzem pe-
riodu, ali oni nisu bili glavni razlozi
rasta cena. Svetska traznja za mle-
kom i mle¢nim proizvodima je u kon-
stantnom blagom porastu, prvenstve-
no pod uticajem rasta potroSnje mleka
po glavi stanovnika u zemljama u
razvoju, po godiSnjoj stopi od 1,9%.
Traznja mleka u razvijenim zemljama

40

je stabilna i sa manjom stopom rasta
od 0,9%. Prema procenama IFCN
eksperata (6), ponuda mleka i mle€nih
proizvoda u 2007. godini bila je niza
od traznje, za oko 2 miliona tona, $to
iznosi svega 0,3% od ukupne svetske
proizvodnje.

Medu tri osnovna faktora koja su
izazvala rast cena mogu se ubrojati:
iscrplienost svetskih zaliha mlecnih
proizvoda, panika kod najznacajnijih
uvoznika i loSi klimatski uslovi koji su
doveli do smanjenja izvoznih mogué-

nosti najznacajnijih izvoznika. Svet-
ske zalihe punomasnog mleka u
prahu iscrpliene su u novembru
2006. godine, a zalihe maslaca su
potroSene u prolece 2007. Rast ne-
sigurnosti na trzistu mlecnih proiz-
voda izazvao je kod velikih uvoznika
mleka pani¢no ponasanje i teznju za
stvaranjem zaliha. Nepovoljne Kli-
matske prilike smanijile su prinose i
uticale na rast cena sto¢ne hrane u
Novom Zelandu, Australiji i zemljama
EU u dve uzastopne godine, $to je
dovelo do rasta troSkova u proizvod-
nji mleka.

Najvisi nivo svetskih cena dostig-
nut je u decembru 2007. godine,
kada je meren FAO indeksom cena
(slika 1) dostigao vrednost od 302.
Nakon tog najviSeg, ikada zabeleze-
nog nivoa cena mleka, usledio je pad
cena, koje su prema FAO indeksu
cena u avgustu 2008. godine pale na
vrednost od 247. Ovakav nivo cena
je jo$ uvek znatno iznad nivoa cena u
periodu pre novembra 2006. godine.
Dodatan razlog zadrzavanju cena na
viSem nivou jesu i obnovljeni fju€ers
ugovori sa visokim cenama na peri-
ode do Sest meseci (7), ¢ime se pro-
longira pad cena. Tesko je predvideti
kakav ¢e biti dalji pravac razvoja ce-
na, mada se mogu identifikovati os-
novni faktori koji uti€u na pad cena.
Visoke cene stimuliSu rast proizvod-
nje, ali isto tako uti€u i na smanjenje
traznje. Ponuda zemalja EU i SAD ce
rasti, prema prognozama, u nared-
nom periodu 8to ¢e pozitivno uticati
na smanjenje cena. Rast proizvodnje
mleka u zemljama u razvoju delimic-
no ¢e supstituisati uvozne potrebe.
Visoke cene destimuliSu potrosnju pr-
venstveno mlec¢nih preradevina u
zemljama sa nizom kupovnom modi
stanovniStva. Efekti visokih svetskih
cena mleka razliCito su se odrazili na
proizvodace i potroSae u raznim
zemljama. Razvijene zemlje, koje
imaju visoke nivoe subvencija i carin-
sku zastitu, nisu osetile efekte rasta
svetskih cena sve do momenta kada
su one nadmasile nivo domacih cena.
Potrosadi u zemljama velikim uvoz-
nicama mlec¢nih proizvoda, kao $to su
Rusija, Alzir, Meksiko i Kina, najbrze i
u najvec¢em obimu su trpeli posledice
rasta cena. Najveée Sanse u ovakvoj
situaciji su imali proizvodaci mleka u
zemljama izvoznicama.

Kada su u pitanju cene mleka koje
su postizali poljoprivredni proizvodaci
Sirom sveta, moze se reci da je polje
kretanja ovih cena omedeno stanjem
u dve grupe zemalja sa ekstremnim
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PROSECNIH CENA MLEKA NA UZORKU OD 24 POLJOPRIVRED-

NA GAZDINSTVA

Figure 3. RELATIONSHIP BETWEEN AVERAGE HERD SIZE AND MILK
PRICE (SAMPLE OF 24 FARMS)

rastom, odnosno sa stagnacijom pro-
izvodackih cena.

Ekstremni slu€ajevi rasta cena de-
sili su se u zemljama poput Islanda,
Norveske i Svajcarske gde su cene
mleka presle prag od 70 US dolara za
100 kg mleka u 2007. godini, uz
prognoze eksperata da je u narednoj
godini mogu¢ dalji rast cena. Sa druge
strane, poljoprivredni proizvodadi sa
slabo integrisanih trziSta, kao i trzista
sa niskim procentom trziSnosti (8)
proizvedenog mleka poput Belorusije,
Pakistana i Indonezije, gotovo da
uopste nisu osetili efekte rasta cena
na svetskom trzistu. Cene u ovim
zemljama su ostale na nivou nizem od
25 US dolara za 100 kg mleka, uz
prognozu eksperata da u 2008. godini
cene nece nadmasiti pomenuti nivo.

Do transmisije medunarodnih pro-
izvodackih cena sirovog mleka (slika
2) na trziSte Srbije, doslo je tek nakon
11 meseci, a u odnosu na proizvo-
dace u Nemackoj i Poljskoj nakon 3,
odnosno 2 meseca. Ovakav zakasneli
rast cena ukazuje na nizi nivo inte-
grisanosti trzista mleka Srbije u svet-
sko trziSte. Takode, zakasneli rast ce-
na moze biti signal o nepovoljnijem
trziSnom poloZaju proizvodaa mleka
u Srbiji u odnosu na mlekarsku indu-
striju. Da bi se proverila ovakva tvrd-
nja potrebno je analizirati polozaj ko-
mercijalnih proizvodaca mleka. Podaci
dobijeni sa 24 komercijalna porodi¢na
poljoprivredna gazdinstva sa podrucja
Vojvodine, koja raspolazu sa osnov-
nim stadima kapaciteta od 6 do 101
krave, upucuju na odredene zakljuc-
ke. Jasno je na osnovu podataka iz
slike 2 da je i kod ovog tipa gazdin-
stava doSlo do identicnog zakasnje-

nja, osim u slucaju svetskih cena gde
je zakasnjenje u rastu cena mleka iz-
nosilo 6 meseci. S obzirom na viSi
kvalitet mleka komercijalnih porodi¢-
nih gazdinstava, koji je sli¢an kvalitetu
u razvijenim zemljama, razumljiva je
razlika u odnosu na prosecni nivo ce-
na u Srbiji. Jedina razlika je u tome da
su cene mleka, koje su komercijalna
gazdinstva ostvarila u periodu od dva
meseca (septembar—oktobar), dostig-
le nivo svetskih cena. Nagli rast cena
mleka komercijalnih gazdinstva, po
stopi viSoj od stope rasta u Nemackoj
i Poljskoj, pozitivno je uticao na rast
prose¢nog nivoa cena mleka u Srbiji.
Rast troSkova proizvodnje mleka us-
led rapidnog rasta cena sto¢ne hrane
koji je otpoCeo u junu, uz dodatni rast
cena energenata i usluga, znacajno je
ugrozio poslovanje poljoprivrednih
gazdinstava u periodu jun — septem-
bar 2007. godine. Imajuéi sve ovo u
vidu, kao i Cinjenicu da su i komer-
cijalni proizvodac¢i mleka tek u sep-
tembru naplatili prodato mleko po
viS§im cenama, moze se zakljuiti da
su svi proizvodaci mleka u Srbiji trpeli
gubitke u periodu od juna do kraja
avgusta zbog zadrzavanja cena mleka
na ranijem nivou. Ovakva situacija
moze se donekle objasniti i neposto-
janjem zadruga proizvodaca mleka
koje bi omogucile snaznije i pravo-
vremeno artikulisanje njihovih interesa
i poboljSavanije trziSne pozicije.
Dostupnost i primenjivost razli€itih
sistema proizvodnje utiCu na to da se
kvalitet mleka, kao osnovna odrednica
cene, znatno razlikuje izmedu komer-
cijalnih poljoprivrednih gazdinstava i
gazdinstava sa sitnim kapacitetima
proizvodnje. Posedovanje opreme za

rashladivanje mleka, kao i izmuzista
kod proizvoda¢a sa veéim osnovnim
stadima, omogucava ovim gazdinstvi-
ma da proizvode mleko koje je daleko
iznad prosecnog nivoa kvaliteta mleka
na trzistu Srbije. Samim tim i nivo
cena mleka koje komercijalna
gazdinstva ostvaruju daleko je iznad
nivoa cena koje postizu gazdinstva sa
jednom ili nekoliko krava. Prema po-
pisu poljoprivrede iz 2002. godine,
97,61% poljoprivrednih gazdinstava je
raspolagalo sa 1 do 5 krava i pri tome
su posedovali 87% od ukupnog broja
krava u Srbiji. Podaci ukazuju na to
da pretezni deo poljoprivrednih gaz-
dinstava nema preduslove da proizvo-
di kvalitetno mleko. Kao posledica
takvog stanja prose¢na cena mleka
na trzistu Srbije je na znatno niZzem
nivou u odnosu na cene u razvijenim
zemljama zbog nizeg kvaliteta mleka.

Podaci iz slike 3 ukazuju na po-
zitivnu zavisnost prosec¢nih cena mle-
ka u 2007. godini u odnosu na veli-
¢inu osnovnog stada. Drugim re¢ima,
poljoprivredna gazdinstva sa veéim
osnovnim stadima, koja proizvode
kvalitetnije mleko po kriterijumima
Pravilnika o kvalitetu mleka, ostvari-
vali su ve¢e cene za svoje mleko to-
kom 2007. godine. Treba napomenuti
i da su gazdinstva sa osnovnim sta-
dima manjim od 10 krava ostvarivala
znacajno niZze cene mleka u odnosu
na vece proizvodace. Pojedini komer-
cijalni proizvodaci, sa osnovnim staid-
ma od 20 i viSe krava postizali su
visoke prosecne cene mleka, Sto uka-
zuje na znacaj kvalitethog menadz-
menta u proizvodnji mleka.

ZAKLJUCAK

Svetska proizvodnja mleka raste
po godi$njoj stopi od 1,85% i uskoro
¢e nadmasiti 700 miliona tona. Naj-
veéi doprinos rastu svetske proizvod-
nje daje proizvodnja kravljeg mleka
koja uCestvuje sa 84% u ukupnoj
strukturi proizvedenog mleka. Proiz-
vodnja mleka u Srbiji je relativno
stabilna ve¢ duzi niz godina, zasno-
vana je gotovo u celosti na proizvodnji
kravljeg mleka i iznosi 0,25% svetske
proizvodnje mleka. LoSi klimatski us-
lovi koji su izazvali smanjenje proiz-
vodnje u kljuénim zemljama izvozni-
cama u 2007. godini, procenjeni ma-
njak ponude od 5% i panika na me-
dunarodnom trzistu, pokrenuli su lavi-
nu rasta cena mle¢nih proizvoda kak-
va nije zabelezena u novijoj istoriji.
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Medunarodna trgovina mlecnim
preradevinama ima trend smanjenja
ve¢ nekoliko godina, a prema progno-
zama takav trend ¢e se nastaviti i u
2008. godini. Pad proizvodnje u zem-
ljama Okeanije (Novi Zeland i Austra-
lija) koje daju preko 35% medunarod-
ne ponude mle¢nih preradevina, usled
loSih vremenskih prilika, imao je pre-
sudan efekat na smanjenje ukupne
ponude. Smanjena ponuda i visoke
cene mlecnih proizvoda uslovili su iz-
vesne promene u strukturi traznje na
svetskom trzitu. Uvozna traZznja za
mleénim proizvodima u razvijenim
zemljama je ostala stabilna, dok se u
zemljama u razvoju smanijila, delimic-
no i zbog rasta domace proizvodnje.

Najve¢i nivo medunarodnih cena
mleénih proizvoda zabeleZen je u de-
cembru 2007. godine. Tri osnovna
razloga su dovela do rasta cena: is-
crplienost svetskih zaliha mle¢nih pro-
izvoda, panika kod najvecih uvoznika i
loSi klimatski uslovi koji su znacajno
redukovali proizvodnju i smanijili izvoz-
ne mogucnosti kod veceg broja ze-
malja izvoznica mle¢nih proizvoda.

Zakasnela transmisija medunarod-
nih cena mleka na trziSte Srbije tokom
2007. godine ukazuje na nizi stepen
integrisanosti srpskog trzista mleka u

SUMMARY

medunarodno trziSte. Rast troSkova
proizvodnje mleka koji je po¢eo vec¢ u
junu i zadrzavanje cena mleka na
ranijem nivou sve do septembra 2007.
godine, ugrozili su poslovanje svih
proizvodata mleka u Srbiji u istom
periodu. Nepovoljna trziSna pozicija u
odnosu na mlekarsku industriju poja-
¢ana je sa dva faktora. Prvi je ne-
postojanje zadruga proizvodaca mle-
ka, a drugi, nedostatak vertikalnih in-
tegracija ili, drugim rec¢ima, proizvo-
daci mleka nisu vlasnici ni jedne mle-
kare u Srbiji (9).
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Ispitan je kvalitet fermentisanih mle¢-
nih proizvoda dobijenih primenom razli€itih
inokuluma kombuhe, laboratorijski proizve-
denih i komcercijalnog. Kvalitet proizvoda
je uporeden sa probiotskim jogurtom dobi-
jenim od istog mleka.

Dobijeni proizvodi sa kombuhom su u
potpunosti senzorno prihvatljivi u odnosu
na probiotski jogurt. Sadrze znatno viSe L-
mlecne kiseline, mnogo manje D-mle¢ne
kiseline, veoma malo siréetne kiseline,
nesto vise laktoze, a manje D-galaktoze. U
svim proizvodima sadrzaj D-fruktoze i eta-
nola je neznatan, dok probiotski jogurt sa-
drzi najviSe D-glukoze.

Kljuéne reci: kombuha e fermentisani
mleéni proizvodi e probiotici e kvalitet
proizvoda

uvobD

Smatra se da su fermentisani
mlecni proizvodi pronadeni na Sred-
njem istoku, kao fermentisano mleko,
mnogo pre nove ere. Pretpostavlja se
da su fermentisane mle¢ne proizvode
slu¢ajno otkrila nomadska plemena,
koja su mleko €uvala u vreéama od
kozje koze. Visoke temperature, uticaj
bakterija i stalno mesSanje usled kre-
tanja, doveli su do nastanka prvog jo-
gurta (1).
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UTICAJ INOKULUMA KOMBUHE NA
KVALITET FERMENTISANIH MLECNIH

PROIZVODA

Fermentisani mle¢ni napici danas
se proizvode Sirom sveta pod raznim
imenima. U Evropi se proizvode jo-
gurt, kiselo mleko, acidofilno mleko,
kefir; u Aziji kumis, dahi, karunga; u
Africi leben, bongo, kamabele i dr.

Razvoj industrije mleka, kao i sva-
kodnevni progres nauke i tehnoloskog
razvoja, doveli su do toga da se fer-
mentisani mle¢ni napici, kao i jogurt,
proizvode u strogo kontrolisanim i teh-
noloski definisanim uslovima, uz ko-
ris¢enje termofilnih i mezofilnih bakte-
rija mle¢ne kiseline, kao starter kultu-
ra. Jogurtne starter kulture pripadaju
rodovima Streptococcus and Lactoba-
cillus. Ova mikroflora za svoj meta-
bolizam koristi laktozu, koja se preko
niza jedinjenja transformiSe do mle¢ne
kiseline (2).

Novi prehrambeni proizvodi su
koncipirani sa zahtevima o o€uvanju i
unapredenju zdravlja. Poslednjih godi-
na je posebno znacajna funkcionalna
hrana. Proizvod se smatra funkcional-
nom hranom ako osim nutritivne vred-
nosti sadrzi komponente koje pozitiv-
no deluju na zdravstveno, fizi¢ko i psi-
hic¢ko stanje humanog organizma. Me-
du najznacajnije primere funkcionalne
hrane spadaju fermentisani mlecni
proizvodi koji sadrze probiotske bakte-
rije i probiotike. Fermentisano mleko
sadrzi brojne mikronutritivne kompo-
nente koje, pojedinacno ili u kombina-
ciji, mogu da uti€u na odrzavanje ili
poboljSanje zdravlja Coveka (3).

Kombuha je dobro poznata sim-
biotska asocijacija kvasaca i bakterija
siréetnog vrenja, koja metaboliCkom
aktivno$¢u od crnog ¢aja zasladenog
saharozom stvara prijatan, blago gazi-
ran nakiseo napitak, koji sadrzi brojne
nutritivne i farmakoloSki znacajne
komponente. Pozitivan uticaj tih kom-

ponenata na zdravlje ljudi su istra-
zivali i u literaturi opisali brojni autori
(4-6).

Aktivnost kombuhe na saharozi je
priliéno dobro istrazena (4-6) i odre-
dene su glavne putanje konverzije
saharoze u brojne produkte. Osim
saharoze, moguca je primena i drugih
Secera, kao $to su laktoza, glukoza i
fruktoza. To dovodi do manjeg uticaja
na senzoriku fermentisanog proizvo-
da, dok je bitan uticaj na stvaranje
etanola i mle¢ne kiseline (7). lako je
utvrdena moguénost  fermentacije
kombuhe na laktozi (7), nije uradeno
mnogo dodatnih istrazivanja vezanih
za ovaj izvor ugljenika. LonCar i sar.
(8) su utvrdili metabolicku aktivnost
kombuhe na mileku, dok su Belloso-
Morales i Hernandez-Sanchez (9) ob-
javili rad o proizvodnji napitka od kom-
buhe iz surutke.

Osim $to je utvrdena metaboli¢ka
aktivhost kombuhe na mleku kada se
ono inokulira fermentativnom te¢no-
§¢u od prethodne fermentacije (8),
utvrdeno je da se mleko moze ino-
kulisati i koncentrovanim inokulumom
(10).

Cilj ovog rada je bio da se ispita
uticaj razli¢itih inokuluma kombuhe,
kako laboratorijski proizvedenih, tako i
komercijalnog, na kvalitet fermentisa-
nih mle¢nih proizvoda. Radi porede-
nja, sa istim mlekom je proizveden
probiotski jogurt. U dobijenim proizvo-
dima su odredivani sadrzaj laktoze, D-
galaktoze, D-glukoze, D-fruktoze, D- i
L-mle€ne i sirCetne kiseline, kao i
etanola.
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MATERIJAL | METOD RADA
Inokulumi

Za inokulaciju su koriséeni:

e Probiotska starter kultura — Delvo-
Yog MY-721, proizvodaca DSM
FOOD SPECIALITES, Holandija.

e Koncentrovani inokulum kombuhe
— kultivacija kombuhe na supstratu
sa saharozom, koncentracije 70
g/L, uz dodatak crnog ¢€aja, 1,5
g/L. U ohladen ¢aj je dodato 10%
(v/v) nativnog inokuluma, fermen-
tativne te€nosti, iz prethodne fer-
mentacije. Inkubacija na 29,5°C je
trajala 7 dana. Nakon toga je fer-
mentativna te¢nost, suve materije
6,5%, koncentrisana uparavanjem
pod vakuumom (40°C) do sadrza-
ja suve materije od 64%. Tako do-
bijen koncentrat je koris¢en kao
inokulum.

o Kombucha kapsule — dijetetski do-
datak ishrani obogacen vitaminima
C i E i B-karotenom, proizvodaca
Dr. Forster, GmbH, Neu Isenburg,
Nemacka. Sadrzaj kapsule, koja je
sadrzavala suvi ekstrakt kombuhe,
koris¢en je kao inokulum.

Proizvodnja fermentisanih mleénih
napitaka

Za proizvodnju fermentisanih mle¢-
nih napitaka u laboratorijskim uslovima
kori¢eno je pasterizovano, homogeni-
zovano mleko sa 0,9% mleéne masti,
proizvodaca Novosadska mlekara, Novi
Sad.

Kontrolni jogurt, oznacen Kontr., je
proizveden wuz Kkori§¢enje 0,005%
starter kulture. Fermentacija je izvede-

na na 42°C do postizanja pH od 4,5.
Gel je potom hladen na temperaturu
od 8°C i homogenizovan mesalicom.
Tri fermentisana mle€¢na napitka od
kombuhe proizvedena su po istom
postupku kao i kontrolni jogurt, uz do-
datak 1,5 i 3% (v/v) koncentrovanog
inokuluma kombuhe (uzorci K-1,5% i
K-3%, redom), odnosno 0,12% (v/v)
kombuha kapsule (uzorak K-0,12%).
Proizvodnja je ponovljena u dve se-
rije.

Metode analize

Razli¢iti sastojci fermentisanih
mlecnih napitaka su odredivani pomo-
¢u specificnih enzimskih testova, Me-
gazyme, Irska: D-mle¢na i L-mle¢na
kiselina (K-DLATE 11/05), sircetna
kiselina (K-ACET 11/05), laktoza i D-
galaktoza (K-LACGAR 12/05), D-fruk-
toza i D-glukoza (K-FRUGL 11/05) i
etanol (K-ETOH 03/06). Analize se
prakticno izvedene prema uputstvu
proizvodaca, a sadrzaj proizvoda re-
akcije je meren spektrofotometrijski.

REZULTATI | DISKUSIJA

Na osnovu ocene dva kvalifiko-
vana i Cetiri nasumi¢no odabrana oce-
njivata, proizvedeni fermentisani
mlecni napici su ocenjeni kao sen-
zorno potpuno prihvatljivi, sa sli€nim ili
tek nesto nizim kvalitetom u odnosu
na probiotski jogurt. U njima je odre-
den sadrzaj D- i L-mle¢ne i siréetne
kiseline, D-glukoze, D-fruktoze, lakto-
ze, D-galaktoze i etanola. Rezultati su
prikazani u tabelama od 1-3.

Prema rezultatima (tabele 1-3)
moze se uociti da je ponovljivost dve

serije fermentacija prili€no dobra. Po-
stoje izvesna odstupanja, kao $to je
npr. sadrzaj L-mle¢ne kiseline kod
uzorka K-1,5%, druge serije, koji je
nesto nizi od oekivanog. Osim toga,
nizi je i sadrzaj D-fruktoze kod istog
uzorka, iste serije (tabela 2).

U probiotskom jogurtu (tabela 3)
uocljiv je priblizno jednak sadrzaj D- i
L-mle¢ne kiseline. Kod uzoraka proiz-
vedenih fermentacijom kombuhe (ta-
bele 1 i 2), sadrzaj L-mle¢ne kiseline
je znacajno viSi u odnosu na sadrzaj
D-mlecne kiseline. U zbiru sadrZaja D-
i L-mle€ne kiseline kod uzoraka K-
1,5% i K-3%, uoCava se vrednost
sli¢na zbiru sadrzaja D- i L-mleCne
kiseline kao kod probiotskog jogurta.
Kod uzorka K-0,12% je ovaj zbir i
vedi, i to zbog viSeg sadrzaja L-mlec-
ne kiseline, koji u proseku iznosi
0,958 g/100g. Visi sadrzaj L-mle¢ne
kiseline u uzorcima proizvoda fermen-
tisanih kombuhom je izuzetno bitan i
veoma koristan za kvalitet ovako pro-
izvedenih napitaka. L-mle¢na kiselina
je veoma vazna za prevenciju kance-
ra. Krv, miSiéi i Zeludac sadrze L-
mle¢nu kiselinu i ona je neophodna za
regulaciju pH krvi u organizmu. Posto-
je dva oblika mle¢ne kiseline, "dobra"
ili L-mleéna, odnosno "losa" ili D-
mle¢na kiselina. L-mle¢na kiselina
potpomaze cirkulaciju krvi, sprecava
truljenje u crevima i konstipaciju, pod-
stu€uéi rad creva. Uti¢e na kiselinsko-
baznu ravnotezu i podrzava dejstvo
vitamina C u organizmu, ¢ime je oja-
€ana prirodna rezistencija na infekcije.
Takode podsti¢e funkciju pankreasa,
Sto stimuliSe sekreciju svih digestivnih
organa (11). Nedostatak L-mle¢ne ki-
seline u organizmu oteZava respira

Tabela 1. HEMIJSKI SASTAV FERMENTISANIH MLECNIH PROIZVODA OD KOMBUHE (SERIJA 1)

Table 1. CHEMICAL COMPOSITION OF MILK-BASED BEVERAGES OBTAINED BY KOMBUCHA (SERIE 1)
Komponenta (g/100g)
Uzorak D-mle¢na L-mle¢na Siréetna Laktoza | D-galaktoza | D-glukoza | D-fruktoza | Etanol
kiselina kiselina kiselina
K-1,5% 0,025 0,604 0,004 3,42 0,47 0,119 0.046 0,0044
K-3% 0,006 0,680 0,014 3,31 0,37 0,390 0.319 0,0013
K-0,12% | 0,035 1,007 0,003 3,02 0,82 0,025 0,032 0,0014

Tabela 2. HEMIJSKI SASTAV FERMENTISANIH MLECNIH PROIZVODA OD KOMBUHE (SERIJA 2)

Table 2. CHEMICAL COMPOSITION OF MILK-BASED BEVERAGES OBTAINED BY KOMBUCHA (SERIE 2)

Uzorak Komponenta (g/100g)
D-mle¢na L-mle¢na Sir¢etna Laktoza | D-galaktoza | D-glukoza | D-fruktoza | Etanol
kiselina kiselina kiselina
K-1,5% 0,091 0,256 0,001 3,33 0,55 0,202 0,006 0,0040
K-3% 0,005 0,650 0,013 3,24 0,41 0,420 0,202 0,0046
K-0,12% | 0,093 0,908 0,004 3,16 0,73 0,023 0,067 0,0020
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Tabela 3. HEMIJSKI SASTAV PROBIOTSKOG JOGURTA (SERIJE 1 12)
Table 3. CHEMICAL COMPOSITION OF PROBIOTIC YOGHURT (SERIES 1 AND 2)

Uzorak Komponenta (g/100g)
D-mlecna L-mlecna Sircetna Laktoza D-galaktoza D-glukoza D-fruktoza Etanol
kiselina kiselina kiselina
Kontr. 0,31 0,32 0,0076 2,40 0,82 0,55 0,056 0,0001
Serija 1
Kontr. 0,29 0,28 0,0091 2,54 0,88 0,51 0,0063 0,0002
Serija 2

ciju celija, Sto dovodi do stvaranja ra-
cemske smese L- i D-mlec¢ne kiseline,
a to su uslovi koji pogoduju stvaranju
kancerogenih ¢elija (12).

U fermentaciji kombuhe sir¢etna
kiselina nastaje iz etanola, koga u
siréetnu kiselinu prevode bakterije
siréetnog vrenja. lako su u simbiozi
kombuhe siréetne bakterije veoma
znacajne, zapaza se da prilikom fer-
mentacije kombuhe na mleku nastaje
veoma mali sadrzaj siréetne kiseline
(tabele 1 i 2). Verovatni razlozi leze u
tome Sto je fermentacija na mleku
mnogo kra¢a u odnosu na fermen-
taciju kombuhe na crnom ¢aju sa sa-
harozom, a da je sirCetnim bakterija-
ma potreban duZi period za adapta-
ciju. Osim toga, uoCava se da je, Sto
se tiCe kiselinske fermentacije, meta-
bolizam kombuhe na laktozi kao pri-
marnom $eceru u mleku, pomeren u
pravcu nastajanja L-mlecne kiseline.

Sadrzaj laktoze u odnosu na D-ga-
laktozu u uzorcima probiotskog jogur-
ta je uobicajen (1), odnosno oko tri
puta veci (tabela 3). U uzorcima fer-
mentisanih mle¢nih proizvoda proiz-
vedenih kombuhom ovaj odnos je od
3,5 do 9 puta vedi, narocito u uzor-
cima K-1,6% i K-3%. U uzorcima K-
0,12% taj odnos je od 3,5 do 4 puta
veéi nego kod probiotskog jogurta
(tabele 1 i 2). OcCigledno je da se
fermentacijom kombuhe na mleku sa
0,9% mle€ne masti sporije fermentiSe
laktoza u poredenju sa probiotskom
kulturom, pa otud i visi sadrzaj, ali ta
vrednost je svakako prihvatljiva, jer
nije mnogo ve¢a u odnosu na pro-
biotski jogurt.

D-glukoza i D-fruktoza su monosa-
haridi koji uobiajeno nastaju fermen-
tacijom kombuhe na crnom &aju za-
sladenom saharozom (4-6). Takode,
tokom fermentacije probiotske kulture
na mleku nastaje izvesna koli¢ina D-
glukoze i neznatna koli¢ina D-fruk-
toze, Sto se i vidi iz rezultata u tabeli
3. NajniZi sadrZaj ovih monosaharida
je u uzorcima K-0,12%, nesto visi u K-
1,6%, a najvisi u K-3% uzorcima. Kod
uzoraka K-3% je jasno da je znatno
viSi sadrzaj D-glukoze i D-fruktoze
posledica njihovog prisustva u samom

inokulumu, odnosno najviSe se ovih
Secera i unese u supstrat, a tokom
fermentacije se ne razgraduju u
potpunosti. Najnizi sadrzaj u uzorcima
K-0,172% ne moze se sa sigurnoSc¢u
objasniti. Moguce je da je tokom pro-
izvodnje kombuha kapsula proizvodac
Zeleo proizvod bez ovih Seéera, jer na
deklaraciji proizvoda nije naveden
sastav ugljenih hidrata.

Za mikrobioloski nastanak etanola
je karakteristicna anaerobna fermen-
tacija. Procesi fermentacije kombuhe i
probiotske kulture u mleku su, kako je
i tipicno, radeni aerobno, pa se i nije
ocekivao neki veci sadrzaj etanola. Za
fermentaciju kombuhe je to jo§ manje
oCekivano, jer kako je ve¢ navedeno,
etanol stvaraju kvasci, a bakterije ga
prevode u kiseline. Bez obzira na po-
menute Cinjenice, dobro je prekontro-
lisati sadrzaj ovog metabolita u go-
tovom proizvodu koji, uz odrasle, kon-
zumiraju i deca. Rezultati (tabele 1-3)
pokazali su da je u svim proizvodima
sadrzaj etanola neznatan, odnosno
detektovan je samo zahvaljujuéi veo-
ma osetljivoj enzimskoj analiti¢koj me-
todi.

ZAKLJUCAK

Proizveden je niskoenergetski fer-
mentisani mle¢ni proizvod od mleka
sa 0,9% mle€ne masti koriS¢enjem
koncentrovanog inokuluma simbiotske
kulture kombuhe i probiotske jogurtne
kulture.

Kod uzoraka proizvedenih fermen-
tacijom kombuhe, sadrzaj L-mle¢ne
kiseline je zna€ajno viSi u odnosu na
sadrzaj D-mle¢ne kiseline, a najvisi je
u uzorcima proizvedenim kombuha
kapsulama (K-0,72%) i prose¢no iz-
nosi 0,958 g/100g.

Metabolickom aktivnoS¢u kombu-
he na mleku sporije se fermentise
laktoza u poredenju sa probiotskom
kulturom, ali je njen sadrzaj svakako
prihvatljiv, jer nije mnogo veéi u od-
nosu na probiotski jogurt.

Fermentisani napici sadrze izves-
ne koli¢ine D-glukoze i D-fruktoze.
Najnizi sadrzaj ovih Seéera je u uzor-
cima K-0,12%, nesto visi u K-1,5%, a

najvisi u K-3% uzorcima, i zavisi od
porekla i koli¢ine inokuluma.

U senzorno potpuno kvalitetnim
fermentisanim mle¢nim proizvodima,
proizvedenim fermentacijom kombu-
he, sadrzaj etanola je bio neznatan.
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SUMMARY

INFLUENCE OF INOCULUM OF KOMBUCHA ON QUALITY OF FERMENTED DAIRY
PRODUCTS

Radomir V. MalbaSa, Sofija B. Mini¢, Eva S. Lon¢ar, Ljiljana A. Kolarov
University of Novi Sad, Faculty of Technology

Quality of fermented dairy products obtained by different kombucha inoculums was
researched. Quality of products was compared with probiotic yoghurt produced from the
same milk.

Products obtained from kombucha were completely acceptable from the aspect of their
sensory characteristics, in comparison with probiotic yoghurt. They contained significantly
more L-lactic acid, and less D-lactic acid. Differences in lactose and D-galactose contents
were minor. All products had insignificant amount of ethanol and D-fructose, while probiotic
yoghurt contained the highest amount of D-glucose.
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NAUCNI RAD

UDK: 637.146:636.39:637.05:637.133

U radu je ispitan uticaj temperature
termiCke obrade i dodatka inulina na neke
fizickohemijske osobine dobijenog probio-
tickog napitka. Fermentisani napitak je
proizveden od punomasnog kozjeg mlijeka
termicki obradenog na 85°C 10 minuta i
95°C 5 minuta s dodatkom 1,5 i 3% inulina.
Proizvedeni su i kontrolni uzorci kome nije
dodat inulin. Za inokulaciju upotrijebljena je
mijeSana bakterijska kultura sastavljena od
Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus aci-
dophilus, Streptococcus thermophilus i
Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgari-
cus.

Tokom 28 dana skladiStenja praéene
su promjene pH vrijednosti, stepena kise-
losti, viskoziteta, sinereze i senzorskih
svojstava.

Ispitivanja su pokazala da dodatak inu-
lina, kao i prethodni termicki tretman
mlijeka, imaju uticaja na fizickohemijske i
organolepti¢ke osobine gotovog proizvoda.

Vidljiv je ve¢i pad pH-vrijednosti prvih
sedam dana C€uvanja u svim ispitivanim
uzorcima, dok se u kasnijem periodu pH
nije bitnije mijenjala.

Titraciona kiselost pokazuje kontinui-
rani blagi porast vrijednosti tokom cjelo-
kupnog vremena skladistenja.

Na povecanje viskoziteta proizvoda ve-
¢eg uticaja je imao termicki tretman mlijeka
nego dodatak inulina.

Senzorska analiza je pokazala da do-
datak inulina daje kremastu strukturu proiz-
vodu, te kozjem jogurtu ublazava karakte-
ristiCan ukus.

Kljuéne rijeéi: kozje mlijeko e probiotik e
inulin e termicka obrada e viskoznost e
sinereza e senzorska svojstva

Adresa autora:
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Nikole Pasi¢a 4a, 52 000 Prijedor tel.: 0038752/
242 380; faks: 0038752/ 242 381

UTICAJ TEMPERATURE TERMICKE
OBRADE SVJEZEG KOZJEG MLIJEKA |
DODATKA INULINA NA KVALITET
PROBIOTICKOG JOGURTA

uvoD

Upotreba bakterija u modifikovanju
sastava i senzornih i reolo$kih karak-
teristika mlijeka traje ve¢ nekoliko vije-
kova. Fermentisani mlijeCni proizvodi
imaju dugu tradiciju upotrebe, poseb-
no u podnebljima gdje su kod sta-
novnistva prisutni nedostatak enzima
B-galaktozidaze i laktozna intoleranci-
ja. Medutim, tek u novije vrijeme, za-
hvaljujuéi intenzivnom razvoju mlje-
karske industrije, otvorila se moguc¢-
nost za proizvodnju Sirokog asortima-
na i velike raznovrsnosti kiselomlije¢-
nih proizvoda kojima je produzena
trajnost sa boljim fizioloSkim svojstvi-
ma i poboljSanim kvalitetom.

Svojstva fermentisanih mlijeCnih
proizvoda zavise od niza proizvodnih
faktora: vrste i fizickih osobina koriSte-
nog mlijeka, njegovog hemijskog sas-
tava, upotrijebljene mikrobioloske kul-
ture, primijenjenog termickog tretma-
na, temperature fermentacije, sadrza-
ja i sastava proteina itd.

Termi¢ka obrada mlijeka namije-
njenog za proizvodnju kiselo-mlije¢nih
napitaka jedan je od primarnih proces-
nih parametara koji utiCcu na stvaranje
grusa i kvalitet samog proizvoda (Mul-
vihill & Grufferty, 1995; O‘Kennedy &
Kelly, 2000). Smatra se da nedovoljni
termiCki tretman mlijeka rezultira na-
stajanjem mekanijeg grusa koji lako
otpusta surutku (Kessler, 1998), dok
prejaki termicki tretmani imaju za po-
sljedicu nastajanje grusa zrnaste stru-
kture koji takode otpusta surutku
(Schmidt & Morris,1984).

Primjena oStrijeg rezima toplotne
obrade mlijeka, na temperaturama vi-
8§im od 70 °C u duZem vremenskom
razdoblju, moze uticati na hemizam i

stvaranje kompleksa izmedu kazeina i
serum proteina — koagregata proteina
mlijeka (Macej, Jovanovi¢ & Barac,
2007), Sto znatno moze uticati na hid-
rofilna svojstva proteina i konzisten-
ciju jogurta (Rasi¢ & Kurmann, 1978;
O‘Kennedy & Kelly, 2000). Preporu-
Cuju se takvi termicki tretmani koji ¢e
izazvati denaturaciju 70-95% serum
proteina. Smatra se da je vrijednost
temperature od 95°C u roku 5 minuta
optimalna za toplotni tretman mlijeka i
dobre osobine jogurta (Benezech &
Maingonnat 1994), kao i termicki tret-
mani na 80-85°C u trajanju 20-30 min.
(Tamime & Deeth,1980). Medutim,
sam mehanizam termi¢kog tretmana
na proizvodnju i svojstva jogurta jo$
nije potpuno razjasnjen.

Fermentacija mlijeka provodi se
pomocéu bakterija mlijeCne kiseline
Streptococcus thermophilus i Lacto-
bacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ko-
je su sposobne da konvertuju laktozu
u mlije€nu kiselinu. U proizvodnji fer-
mentisanih mlije¢nih proizvoda poseb-
no se istiCu prednosti upotrebe pro-
bioti¢kih kultura koje pozitivho djeluju
na zdravlje pojedinca, a koje sadrze
bakterije Lactobacillus acidophilus i
Bifidobacterium sp.

Dodatno, radi povecéanja korisnih
bakterija u probavnom sistemu uvode
se prebiotici, od kojih je do sada naj-
bolje istrazen inulin - neprobavljivi Se-
¢er Kkoji sluzi kao supstrat za razmno-
Zavanje bifidobakterija.

Kombinovana primjena probioti¢-
kih bakterija i prebiotickih supstrata
poti¢e aktivnost autohtonih i unesenih
probiotickih bakterija u intestinalnom
sistemu (Frece, 2007).

Osim toga, iako bez dovoljno is-
trazenih mogucnosti, u svijetu je zapa
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Zen porast proizvodnje i ponude proiz-
voda od kozjeg mlijeka, zbog sasto-
jaka vece nutritivne vrijednosti, bolje
probavljivosti (Caponio, Gomes, Allog-
gio & Pasqualone, 2000), veceg pu-
ferskog kapaciteta kozjeg mlijeka u
odnosu na kravlje, te jaCe izrazenih
baktericidnih, imunoloskih i antialergij-
skih karakteristika (Park, 2000). Kozji
jogurt ima znatno manju viskoznost,
njezniji sastav i ostriji ukus, slabije ot-
pusta surutku, a razvoj kiseline je brzi
i ja€i u poredenju s jogurtom od krav-
lieg mlijeka.

lako se inulin ve¢ uveliko primje-
njuje u proizvodnji svjezeg sira, jogur-
ta, fermentisanih mlijeka, mlije¢nih na-
pitaka i dr.(Franck, 1998), u svijetu
gotovo da i nema radova o njegovoj
primjeni u proizvodnji fermentisanih
napitaka od kozjeg mlijeka.

Svrha ovog rada bila je da se is-
trazi uticaj razli€itih uslova termickog
tretmana i dodatog prebiotika inulina
na neka fizicko-hemijska i senzorska
svojstva probioti¢kog kozjeg jogurta.

MATERIJAL | METODI

Od osnovnih parametara kvaliteta
mlijeka odredeni su osnovni sastojci,
kiselost i gustina mlijeka. Sirovom
kozjem mlijeku odreden je hemijski
sastav aparatom LactoScan (Micotro-
nic LTD, Made in Europe), a gustina
laktodenzimetrom. Odredena je i ak-
tivna i titraciona kiselost. Mlijeko je
zatim podijeljeno u 6 dijelova po 1000
ml, te 3 uzorka pasterizovana na
85°C/10 min i 3 na 95°C/5 minuta, a
zatim djelimi¢no ohladeni na 55°C.

U uzorke je dodat inulin.

Na 85°C/10min dodato je:

e 3% inulina

e 1,5% inulina

e bez inulina (kontrolni uzorak)
Na 95°C/5 min dodatoje:

e 3% inulina
e 1,5% inulina
e bez inulina ( kontrolni uzorak)

Mlijeko sa dodatim i bez dodatog
inulina dalje je ohladeno do tempera-
ture fermentacije, te inokulisano sa
2% inokuluma. Svaki uzorak razdije-
lien je u 5 sterilnih erlenmajer tikvica
od 200 ml i fermentisan u inkubatoru
na 37°C u roku 16 sati. Za inokulaciju
kozjeg mlijeka upotrijebljena je kultura
YO FAST 88,ABY3 (Bifidobacterium
bifidum, Lactobacillus acidophilus,
Streptococcus thermophilus i Lactoba-
cillus delbrueckii subsp. bulgaricus).

Nakon zavrS§ene fermentacije, pro-
izvedeni uzorci su ohladeni u vrlo
hladnoj vodi, te €uvani 28 dana u frizi-
deru na +5°C u kontrolisanim uslovi-
ma. Dinamika izvodenja analiza je 0.,
7., 14., 21. i 28. dana skladistenja, a
uzimani uzorci su i temperisani na
temperaturu od 20°C, odnosnho na
25°C za mjerenja pH.

Mijerenje viskoziteta vrSeno je po-
moc¢u BROOKFIELD Digital Viscome-
ter, Model DV-E. Koristen je simetri¢ni
rotacijski mjerni sistem kod kojeg
mjerno tijelo rotira, a posuda je fiksi-
rana. Mjerene su promjene viskoziteta
tokom definisanog vremena od 3 mi-
nute pri brzini rotacije spindla (¢4) od
30 obrt/min. Vrijednosti su oCitavane
svakih 30s, a u radu su koriStene
srednje vrijednosti viskoziteta izmjere-
ne u toku 3 minute.

Za odredivanje intenziteta sine-
reze koristila se centrifuga SIGMA 2-6
Laboratory Centrifuges. Uzorci su
podvrgnuti razli€itim brzinama obrtaja
od 1500 i 3000 o/min u trajanju od 10
minuta.

pH vrijednost mjerena je pH-met-
rom (EUTECH pH 510/mV Meter).

Titraciona kiselost odredivana je
metodom po Soxshlet — Henkel-u
(Cari¢, Milanovi¢ & Vucelja, 2000).

Senzorska svojstva su ocijenjena
od strane Cetiri senzorska analitiCara

Tabela 1. FIZICKOHEMIJSKI PARAMETRI SVJEZEG KOZJEG MLIJEKA
Table 1. PHYSICO-CHEMICAL PARAMETERS OF RAW GOAT MILK

Uzorak/Sample

pH vrijednost / pH value
Kiselost / Acidity (°SH)

Gustoca / Density {g/cm")
Mlije¢na mast / Milk fat (%)
Proteini/ Proteins (%)
Laktoza/Lactose (%)

Suva materija / Total solids (%)
Bezmasna suva mat / Solids not

6,7
6,2
1,028
3.64
3,13
4,06
11,67
8,03
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prema sistemu bodovanja na bazi fak-
tora vaganja sa ukupno 20 bodova
(ISO, 1985). Rezultati senzorske ana-
lize su prikazani kao srednja vrijed-
nost ispitivanih uzoraka. Rezultati su
obradeni u programu Microsoft® Excel
2003.

REZULTATI | DISKUSIJA

Rezultati analize fiziCkohemijskog
sastava svjezeg kozjeg mlijeka kori-
Stenog za proizvodnju probioti¢kog
napitka prikazani su u tabeli 1.

Na osnovu tabele 1, sadrzaj bez-
masne suve materije je nesto maniji
nego $to je predvideno ,Pravilnikom o
kvalitetu i drugim zahtevima za mleko,
mlec¢ne proizvode, kompozitne mlec-
ne proizvode i starter kulture” (Sluz-
beni list SRJ, Br.26/2002), vjerojatno
kao posljedica manjeg sadrzaja lak-
toze. Ostali fizickohemijski parametri
svjezeg mlijeka bili su u propisanim
granicama.

Toplotna obrada mlijeka je jedan
od najbitnijih faktora koji uticu na he-
mizam, stvaranje strukture koaguluma
i konzistenciju fermentisanog proizvo-
da (Rasi¢ & Kurmann, 1978; O‘Ken-
nedy & Kelly, 2000). Takode, inulin,
kao prebiotik, podsti¢e rast bifidobak-
terija (Roberfroid, Van Loo, Gibson &
1998) koje, za razliku od jogurtne
kulture, vrlo sporo proizvode mlije¢nu
kiselinu i sporo se adaptiraju za rast u
mlijeku.

Praéenjem pH, titracione kiselosti,
viskoziteta, intenziteta sinereze, te or-
ganoleptickih svojstava, pokuSala se
utvrditi povezanost svih parametara
kvaliteta s uticajem razliCitih uslova
termi¢kog tretmana i u€es$c¢a dodatog
inulina.

Medutim, u procesu kiseljenja po-
stoji odgovarajuci odnos izmedu titra-
cione kiselosti i pH, jer produkti fer-
mentacije, prije svega mlije¢na kiseli-
na, uslovljavaju pad pH vrijednosti i
porast stepena kiselosti (KrSev,
1989). pH vrijednost, tokom skla-
distenja, najviSe je opala u kontrolnom
uzorku bez dodatka inulina (mlijeko
tretirano sa 85°C 10 minuta) za 0,24
pH jedinice, a uzorci sa 1,5% inulina
uz termicke tretmane mlijeka na 95 °C
5 min. i 85°C 10 min. pokazali su naj-
manje promjene i pad pH za 0,06,
odnosno 0,08 pH jedinica (slika 1,
a,b,c). Rezultati titracione kiselosti (sli-
ka 2, a,b,c) su u odgovarajucoj korela-
ciji s pH.
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Vrijednosti uzoraka sa dodatkom
3% inulina bile su nesto viSe za pH i
nize za titracionu kiselost, u odnosu
na ostale uzorke na oba termitka
tretmana mlijeka, $to nije u skladu sa
literaturnim podacima, s obzirom na
stimulaciju inulina na rast probiotickih
kultura.Vidljiv je nesSto veéi pad ak-
tivne i rast titracione kiselosti prvih 7
dana ¢uvanja kod svih uzoraka, $to se
moze objasniti naknadnom aktivho$éu
bakterijskih kultura i nakon zavrSene
fermentacije. Najnize pH vrijednosti
imali su kontrolni uzorak kome nije
dodat inulin, a &ije je ishodno mlijeko
tretirano na 85°C 10 minuta (slika 1,a)
i uzorak dobijen iz terminiziranog mli-
jeka na 95 °C 5 minuta sa dodatkom
1,5% inulina (slika 1,b).

Prethodni termiCki tretman mlijeka
imao je uticaja na kiselost uzoraka
(slika 1,c,d, slika 2,c,d).

Tako, uzorci koji su dobijeni iz
mlijeka koje je podvrgnuto temperaturi
85°C 10 minuta imali su viSe vrijed-
nosti pH i nizu kiselost, bez obzira na
procenat dodatog inulina.

U uzorcima sa 1,5% inulina (slika
1,c), Cije mlijeko je tretirano sa 85°C
10 minuta, uoCavaju se blaze oscila-
cije pH vrijednosti tokom skladiStenja,
dok u uzorku ¢iji je tretman mlijeka bio
95°C 5 minuta, od 7. dana ¢uvanja
gotovo da i nije bilo promjena u pH
vrijednosti. Titraciona kiselost (slika
2,c) prati ove vrijednosti pH.Uzorci sa
3% inulina (slika 1,d), u odnosu na
termiCki tretman mlijeka, imaju medu-
sobno gotovo proporcionalno opada-
nje pH vrijednosti i rasta kiselosti
(slika 2,d).

Za odredivanje intenziteta sinere-
ze koristena je centrifuga SIGMA 2-6
Laboratory Centrifuges.

Stabilnost teksture fermentisanih
mlije€nih napitaka vezana je za spo-
sobnost vezivanja i zadrzavanje vode
unutar reSetke Ca-kazeinata i moze
se izraziti stepenom sinereze.

Promjene intenziteta sinereze u
ovim ispitivanjima vr§ene su pri 1500 i
3000 o/min.u roku od 10 minuta. O
djelovanje inulina na stabilnost grusa
fermentisanih mlije¢nih proizvoda ima
vrlo malo pisanih radova. Po nekim
autorima (Bozani¢, Rogelj, & Tratnik,
2002), sa povecanim ucesSc¢em inulina
smanjuje se intenzitet sinereze, dok
Gueven, Yasara, Karaca and Haya-
loglu (2005) smatraju da je 1-1,5%
inulina optimalna vrijednost za dobre
fizickohemijske i organoleptiCke ka-
rakteristike proizvoda, a da veci doda-
tak ovog prebiotika uzrokuje izdva-
janje surutke.
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Slika 1: Promjene pH vrijednosti tokom ¢uvanja probiotickog jogurta od kozjeg mlijeka u
zavisnosti od termickog tretmana mlijeka i dodatka inulina (IN)
Figure 1:  Changes of pH value during storage of probiotic yoghurt made from goat's milk
depending on thermal treatments of milk and inulin addition (IN)
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Slika 2:

Vrijeme {dani) / Time (days)

Promjene titracione kisclosti tokom skladistenja probiotickog jogurta od kozjeg mlijeka u

zavisnosti od termickog tretmana mlijeka i dodatka inulina (IN)

Figure 2:

Changes of titratable acidity during storage of probiotic yogurt made from goat's milk

depending on thermal treatments of milk and inulin addition (IN)

Iz podataka o intenzitetu sinereze
pri 1500 o/min.(Slika 3,a,b), vidljivo je
da uzorci sa dodatkom 3% inulina ja-
Ce otpustaju surutku, te imaju znatno
veée promjene intenziteta sinereze u
odnosu na ostale uzorke (bez inulina i
sa 1,5% inulina). Na oba termicka tret-
mana mlijeka (85°C /10 min, 95°C/5
min) zabiljezeno je opadanje sinereze
do 14. dana skladistenja, da bi se da-

lie do 28. dana pojacalo izdvajanje
surutke. Jedan od razloga inten-
zivnijeg izdvajanja surutke u uzorku
sa 3% inulina (termicki tretman
mlijeka 85°C /10 min) moze biti
zbog nize kiselosti tog uzoraka, u
odnosu na kiselost ostalih uzoraka
u momentu prekida fermentacije
(slika 2).
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Slika 3: Intenzitet sinereze probiotickog kozjeg jogurta tokom ¢uvanja u zavisnosti od termickog
tretmana mlijeka i dodatka inulina (IN) pri centrifugiranju na 1500 obriaja u minuti
Figure 3:  Intensity of syneresis of probiotic yoghurt made from goat's milk depending on thermal
treatments of milk and inulin addition (IN) centrifuged on 1500 speed in 10 minutes.
during storage
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Slika 4:

Vrijeme (dani)  Time (days)

Intenzitet sinereze probiotickog kozjeg jogurta tokom ¢uvanja u zavisnosti od termickog

tretmana mlijeka i dodatka inulina (IN) pri centrifugiranju na 3000 obrtaja u minuti

Figure 4:

Intensity of syneresis of probiotic yoghurt made from goat's milk depending on thermal

treatments of milk and inulin addition (IN) centrifuged on 3000 speed in 10 minutes.

during storage

Najnizi intenzitet sinereze pokazali
su uzorci sa dodatkom 1,5% inulina,
bez obzira na termicki tretman mli-
jeka. Tokom skladistenja uzoraka za-
paza se, takode, pad vrijednosti inten-
ziteta sinereze gdje 14. dana gotovo i
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nije bilo izdvajanja surutke (slika 3a i
3b). U daljem periodu pracenja vri-
jednosti, do kraja skladistenja biljezi
se povecanje intenziteta sinereze. Za-
nimljivo je da je tokom cjelokupnog
vremena ¢uvanja proizvoda, najstabil-

niji grus i najmanje oscilacije u sine-
rezi pokazao kontrolni uzorak, bez do-
datka inulina, €ije je ishodno mlijeko
tretirano na 85°C 10 minuta (slika
3,a).

Za fermentisani proizvod, sa naj-
boljim karakteristikama, neophodno je
odabrati odgovaraju¢u kombinaciju vi-
sine temperature i vremena njenog
delovanja. Smatra se da je vrijednost
temperature od 95°C u roku 5 minuta
optimalna za toplotni tretman mlijeka i
dobre osobine jogurta (Dannenberg &
Kessler 1988; Benezech & Maingon-
nat 1993), kao i termicki tretmani na
80-85°C u trajanju 20 do 30 min
(Tamime & Deeth,1980).

Analiziraju¢i rezultate uzoraka koji
su termicki razliito tretirani (slika
3,c,d), uodljive su gotovo identi¢ne vri-
jednosti intenziteta sinereze u uzorku
sa 3% inulina, na oba termicka tret-
mana obrade mlijeka. Medutim, rezul-
tati sa dodatkom 1,5% inulina kazuju
da je temperatura od 95°C u roku 5
minuta povoljnije djelovala na sta-
bilnost grusa, sa slabijom sinerezom.

Izdvajanje surutke se povecava sa
povecanjem primijenjene centrifugal-
ne sile (Guinee, Mullins, Reville, &
Cotter,1995).

Nasi rezultati, takode, pokazuju
znatno viSe vrijednosti sinereze pri 3000
o/min. (slika 4).

Tokom skladistenja dolazi do po-
vecanja vrijednosti izdvojene surutke,
kod svih uzoraka, s tim da kod uzorka
sa dodatim 1,5% inulina povoljnije na
sinerezu djeluje prethodno podvrga-
vanje mlijeka na 95°C/5 min., dok kod
dodatka 3% inulina nesto nize vrijed-
nosti uzorka su bile na tretiranom
mlijeku 85°C 10 minuta.

Vrijednosti za viskozitet probiotic-
kog kozjeg jogurta (slika 5) utvrdene
su 0, 7, 14, 21. i 28. dana skladiSte-
nja rotacijskim viskozimetrom tipa
Brookfield, Model DV-E.

Na teksturalna svojstva fermenti-
sanog mlijeénog proizvoda utiCe, iz-
medu ostalih, i prethodni termicki tret-
man mlijeka kao i vrsta dodatka
mlijeku.

Uzorci  termiCki  tretirani na
85°C/10min pokazuju nes$to viSe vri-
jednosti viskoziteta u odnosu na uzor-
ke termicki tretirane na 95°C/ 5min,
izuzev kontrolnog uzorka (95°C/5min)
koji ima vece vrijednosti (slika 5a,b).
Vidljivo je da veci uticaj na povecanje
viskoziteta ima termicki tretman mli-
jeka nego dodatak inulina.
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Promjene vrijednosti viskoziteta probiotickog kozjeg jogurta tokom ¢uvanja u zavisnosti od

termickog tretmana mlijeka i dodatka inulina (IN) pri brzini rotacije spindla (@4) od

30 obrt/min
Figure 5:

Changes of viscosity value probiotic yoghurt made from goat's milk depending on

thermal treatments of milk and inulin addition (IN) at rotational speed of spindle (@4)

30 rotation/min

Termickim tretmanom mlijeka na
82°C/10min dolazi do denaturacije se-
rum proteina (Pudja & Obradovic,
1993), Sto uzrokuje poboljSanje kon-
zistencije jogurta, dok prejaki termicki
tretmani imaju za posljedicu nasta-
janje gela zrnaste strukture, koji lako
otpusta surutku a samim tim ima i nize
vrijednosti viskoziteta Sto se vidi kod
uzoraka sa dodatkom inulina tretiranih
na 95°C/5min. Odstupanje od litera-
turnih podataka i vece vrijednosti vis-
koziteta pri termickom tretmanu na
95°C/5min ima kontrolni uzorak treti-
ran na toj temperaturi. Uzorci tretirani
na 95°C/5min imali su izrazenu sta-
bilnost i relativno male oscilacije vri-
jednosti viskoziteta tokom skladistenja
(slika 5b).

Poznato je da dodatak inulina ima
pozitivno djelovanje na konzistenciju
grusa i kvalitet teksture fermentisanih
napitaka (Lu¢an, 2003). Nasi rezultati
pokazuju izvjesno odstupanje od lite-
raturnih podataka, tako da veci visko-
zitet pokazuju uzorci sa 1,5% inulina
nego uzorci sa 3% inulina (slika 5c,d).

Uodljiva je i poviSena vrijednost vi-
skoziteta 14. dana skladi$tenja kod
uzoraka sa dodatkom 1,5% i 3% inu-
lina (85°C/10min), $to se moze objas-
niti kasnijom stabilizacijom strukture
gruSa, nakon Cega dolazi do blagog
opadanja viskoziteta jogurta do zad-
njeg dana Cuvanja. Uzorci sa 1,5% i
3% inulina (95°C/10min) pokazuju sta-

bilnost od poletka do kraja skladis-
tenja sa malim promjenama vrijedno-
sti viskoziteta.

Ocijenjivanje senzorskih svojstava
proizvedenih uzoraka kozjeg probio-
tickog jogurta provela je panel grupa
od 4 ¢lana. Senzorski kvalitet probio-
tickih napitaka tokom skladi$tenja nije
znacajno opadao niti se mijenjao, $to
ukazuje na stabilnost ovih proizvoda.
Opsti izgled kod gotovo svih uzoraka
je bio homogen, ujednacen, bez gru-
dica, glatke povrSine i bez izdvojene
surutke. Boja proizvoda se nije mijenjala
i svi uzorci su zadrzali postojanu bijelu
boju.

Miris i ukus su okarakterisani kao
ugodni i osvjezavajuéi tokom cijelog
skladiStenja, bez obzira na dodatak
inulina i termicki tretman. Inulin je bla-
gog, neutralnog ukusa, bez ikakvog
suokusa i daje kremastu teksturu (Sal-
minen, Roberfroid, Ramos& Fonden,
1998).

U uzorcima kozjeg mlijeka s do-
datkom inulina slabije je izrazen suo-
kus na kozu, dok su kontrolni uzorci
termicki tretirani na 85°C/10min i
95°C/5min imali blag ukus i intenziv-
niju aromu karakteristicnu za kozje
mlijeko (tabela 2).

Ukus je bio ugodan i specificno
kiseo kod uzoraka termicki tretiranih
na 95°C/5min sa dodatom 1,5 % i 3%
inulina (tabela 2). Konzistencija kod
uzoraka termicki  tretiranih na

95°C/5min sa dodatkom 1,5 % i 3%
inulina, dobila je najnize ocjene jer je
tokom c&uvanja bilo primjetno zadrza-
vanje grudvica, odvajanje te¢ne faze
od krute i nehomogen grus.
Najprijatnu aromu, umjereno kisel-
kastu i osvjezavajuéu sa kremastom
konzistencijom, homogenom, sjajnom
i glatkom grusi, imali su uzorci koji su
bili podvrgnuti termickom tretmanu na
85°C/10 min sa dodatkom 1,5 % i 3%
inulina i koji su najbolje ocijenjeni za
sve parametre kvaliteta tokom skladi-
Stenja (tabela 2). Ovi uzorci su po-
kazali i veliku elasti¢nost.
Nakon 28. dana ¢uvanja zadrzane
su relativno visoke prosje¢ne ocjene u
svim uzorcima, s tim da su proizvodi
sa 3 % inulina i 1,5 % termicki tretirani
na 85°C/ 10 min najbolje ocijenjeni i
dobili su najviSe ocjene za sve para-
metre kvaliteta Sto je odraz stabilnosti
ovih probioti¢kih napitaka (tabela 2).
Uzorak sa 3% inulina termicki treti-
ran na 95°C/5min najlosije je ocije-
njen, tokom skladiStenja, na osnovu
konzistencije i izgleda povrsine.
Tokom 28 dana Cuvanja uzoraka u
frizideru nije bilo znakova kvarenja ni
u jednom uzorku.

ZAKLJUCAK

Termicka obrada mlijeka i dodatak
inulina, imali su uticaja na fizickohe-
mijske i organolepticke osobine pro-
biotickog kozjeg jogurta. Vidljiv je po-
rast kiselosti do 7. dana &uvanja kod
svih uzoraka, nakon ¢ega dolazi do
stabilizacije i ne javljaju se bitnije pro-
mjene do kraja skladiStenja. Mjere-
njem viskoznosti, uzorci sa 1,5% i 3%
inulina, uz prethodni tretman mlijeka
na 85°C/10min, pokazali su najbolju
konistenciju i najstabilniju strukturu
gru8a. Uzorak koji je najmanje otpus-
tao surutku tokom centrifugiranja bio
je sa dodatkom 1,5 % inulina na oba
termic¢ka tretmana mlijeka. Pri toplot-
noj obradi mlijeka na 85°C 10 minuta,
senzorski je najbolje ocijenjen uzorak
sa 3% inulina, a na 95°C 5 minuta
uzorak sa 1,5% inulina. Dodatak inu-
lina dobro je pokrio karakteristiCan
kozji ukus i miris. S obzirom na sve
analize, naSi eksperimenti pokazuju
da su uzorci 14. dana skladistenja
imali najbolje fizicko-hemijske karak-
teristike i senzorske ocjene. Tokom
cjelokupnog vremena skladiStenja u
frizideru, ni u jednom uzorku nije bilo
znakova kvarenja.

Medutim, treba naglasiti da je u
ovom radu proveden samo mali dio
istrazivanja uticaja termic¢kog tretma-
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na mlijeka i dodatka inulina na pro-
mjene tokom c¢uvanja probioti¢kog
kozjeg jogurta i da je ovo, nadamo se,
mali doprinos za buduca potpunija i
opseznija istrazivanja.
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Tabela 2: SENZORSKA PROCJENA (BODOVI) UZORAKA PROBIOTICKOG
NAPITKA OD KOZJEG MLIJEKA TOKOM SKLADISTENJA :

¢ Kontrolni uzorci termicki tretirani na 85°C(A2) i 95°C(B2),

e Uzorci sa dodatkom 1,5% inulina termicki tretirani na 85°C(A1) i 95°C(B1) i

¢ Uzorci sa dodatkom 3% inulina termicki tretirani na 85°C(A) i 95°C(B)

Table 2: SENSORY EVALUATION (SCORES) OF PROBIOTIC BEVERAGES
MADE FROM GOAT MILK DURING STORAGE:

¢ Control samples thermal treated on 85°C(A2) and 95°C(B2),

e Samples with 1,5% inulin addition thermal treated on 85°C(A1) and 95°C(B1) and

e Samples with 3% inulin addition thermal treated on 85°C(A) and 95°C(B)

Vrijeme ¢uvanja (dani) A2 Al A B2 Bl B
Time of storage (days)
Izgled / Appereance 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,8
Boja / Colour 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
0 Miris /Odour 20 20 2,0 2,0 2,0 2,0
Konzistencija / Consistency 4.0 4,0 4,0 3,6 4.0 32
Ukus / Flavour 120 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0
b 20,0 20,0 20,0 19,6 20,0 19,0
Izgled / Appereance 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Boja / Colour 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
7 Miris /Odour 2,0 2,0 2,0 2,0 2.0 2,0
Konzistencija / Consistency 3,6 4,0 4,0 3,6 4,0 3,6
Ukus / Flavour 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0
z 19,6 20,0 20,0 19,6 20,0 19,6
Izgled / Appereance 1.0 1.0 1,0 1.0 1,0 0.8
Boja / Colour 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
14 Miris /Odour 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Konzistencija / Consistency 34 4,0 4,0 4,0 4,0 3,2
Ukus / Flavour 120 12,0 12,0 12,0 12.0 10,8
b 194 20,0 20,0 20,0 20,0 17,8
Izgled / Appereance 1,0 1,0 1,0 1,0 0,8 1,0
Boja / Colour 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
21 Miris /Odour 2.0 2,0 2.0 2,0 2,0 2,0
Konzistencija / Consistency 3,6 4.0 4,0 4,0 3,2 3,2
Ukus / Flavour 12,0 12,0 12.0 12,0 12,0 12,0
z 19,6 20,0 20,0 20,0 19,0 19,2
Izgled / Appereance 1,0 0,4 1,0 0,8 0,8 1,0
Boja / Colour 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
28 Miris /Odour 2.0 2,0 2.0 2.0 2,0 2.0
Konzistencija / Consistency 4,0 4.0 4,0 4,0 32 32
Ukus / Flavour 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0 12,0
z 20,0 19,6 20,0 19,2 19,0 19,2
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SUMMARY

THE INFLUENCE OF THERMAL TREATMENTS TEMPERATURE OF RAW GOAT MILK
WITH INULIN ADDITION ON THE QUALITY OF PROBIOTIC YOGHURT

'Milka J. Stijepi¢, 'Jovana R. Glusac, *Dragica M. Miloevi¢ — Burdevi¢
"Visoka medicinska Skola, Prijedor, 2\/isoka tehnologka Skola strukovnih studija, Sabac

In this paper, the influence of thermal treatments temperature and inulin addition on certain
physico-chemical properties og the produced probiotic drink, was investigated. Fermented
drink was produced from whole goat milk thermally treated on 85°C for 10 minute and on
95°C for 5 minute with 1,5 and 3% addition of inulin, respectively. A control sample without
inulin addition was made. Inoculum of mixed bacteria culture : Bifidobacterium bifidum,
Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus was added to milk.

During 28 days of storage the change of pH, titratable acidity, viscosity, syneresis and
sensory properties were observed.

Research indicates that inulin addition as well as thermal treatment of raw milk have
influence on physico-chemical properties and organoleptic characteristics of finished
product. All samples show decreasing pH value during first 7 days of storage, while later
during the storage period no significantly change of pH value was detected.

Titratable acidity shows mild, but continuous increase in value during all days of storage.
Thermal treatment of milk had higher influence on increasing viscosity of probiotic yoghurt
than inulin addition. Sensory analysis showed that inulin addition improved textural
properties and partly masked the goat flavour of produced yoghurt.

Key words: goat milk e probiotic e inulin e
thermal treatment e viscosity e syneresis

sensory properties
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Da bi se dobio kvalitetan mlecni
proizvod, mora se raspolagati kvalitetnim
mlekom. Kvalitet mleka, ukoliko su ispu-
njeni ostali uslovi kao $to je rasni sastav,
ishrana i adekvatni uslovi ¢uvanja muznih
grla, zavisi i od higijene muze. Muza se
obavlja ru¢no i masSinski. U novije vreme
se najCesce obavlja masinski i veoma je
vazno adekvatno odrzavanje aparata za
muzu. Kuce koje nude uredaje za muzu
obi¢no preporucuju i sredstva za njihovo
odrzavanje, ili ih i sami nude. Postoji veo-
ma veliki problem kod odrzavanja higijene
uredaja za muzu kao npr. Kvalitet vode za
ispiranje, temperatura vode za pranje, ade-
kvatna koncentracija sredstva za pranje,
vreme delovanja sredstva za pranje i niz
drugih parametara koji mogu uticati na
higijenski kvalitet sirovog mleka na mestu
proizvodnje. Pored uslova u proizvodnji,
kasnije ima uticaj i skladiStenje i njegov
transport do mesta proizvodnje.

Tako zbir svih ovih parametara utiCe
na higijenski kvalitet sirovog mleka, a time i
na kvalitet proizvoda od mleka.

Sve to ukazuje na potrebu za brzom i
jednostavnom kontrolom uredaja za muzu.
U ovom radu su koriS€eni brzi proteinski
testovi, metoda bioluminiscencije, ATP
total i dipslajdovi, u skladu sa zahtevima
HCCP-a. Sve to je neophodno da bi se
dobilo kvalitetno sirovo mleko, a time i
kvalitetan mle¢ni proizvod.

Kljuéne reci: higijena e sredstva za
pranje i CiScenje mlekarskre opreme e siro-
vo mleko e proteinski test ¢ ATP e dipslajd
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Veoma veliku ulogu u Zivotu sisa-
ra, znaci i Coveka, igra mleko. Naime,
to je jedina hrana u po¢etnom periodu
zivota (1). U kasnijim fazama Zzivota
mleko se takode koristi kao vazan sa-
stojak u ishrani, kao i mleéni proizvo-
di. Zbog svega toga je veoma vazno
da se dobije kvalitetno mleko po svo-
jim hemijskim karakteristikama, $to
naj¢eSce zavisi od rase, ishrane i sl.
Zdravstvena ispravnost mleka zavisi
od veterinarske sluzbe i brige vlasnika
0 zdravstvenom stanju muznih grla i
nacinu njihovog uzgoja. Pored ova
dva elementa kvaliteta sirovog mleka,
a time i mle¢nih proizvoda, je mikro-
bioloski kvalitet koji zavisi od nacina
muze i tretmana mleka u pocetnoj fazi
njegovog dobijanja, nacina Cuvanja i
transporta i skladiStenja do momenta
prerade. Muza se obavlja ru¢no i ma-
Sinski. Kod oba nacina je veoma vaz-
no odrZavanje higijene vimena i posu-
da u koje se mleko skladisti, a kod
masinske muze i odrZzavanje uredaja
za muzu. MasSinska muza, koja je sve
¢eS¢a zbog ukrupnjavanja stada i po-
godnosti koje taj nacin pruza, u isto
vreme dodaje jo$ jedan segment koji
uti¢e na higijenski kvalitet mleka.
Zbog toga je veoma vazno odrzavanje
higijene muznih uredaja, jer ona ima
uticaja i na suzbijanje mastita (3). Nai-
me, adekvatno odrzavanje higijene vi-
mena, poda i prostirke takode utiCe na
mikrobioloSki kvalitet i zdravstvenu is-
pravnost mleka, u stadijumu proizvod-
nje, transportu, na prijemnoj rampi, to-
kom proizvodnje — ukazuje niz autora,
a da se termiCkom obradom ¢&esto ne
moze ispraviti ono Sto je neefikasno
do tada uradeno (3, 4, 5, 6).

MATERIJAL | METODI

Rad je rezultat kontrole sirovog
mleka sa mini farme koja proizvodi sir,
a koja je sa ru¢ne muze, zbog prosi-
renja stada pocela da koristi maSinsku
muzu. Posle prelaska na maSinsku
muzu suocila se sa problemom kvali-
teta sira koji je do tada uspesno pro-
izvodila.

Prelaskom na masinsku muzu i
dalje su proizvodili sir, koji je do tada
kontrolisan i ¢iji je kvalitet odgovarao
propisanim parametrima mikrobiolo$-
kog kvaliteta (6). Rezultati nalaza su
ukazivali na povec¢an broj stafilokoka i
koliformnih mikroorganizama.

S obzirom da je bio povec¢an broj
stafilokoka prvo se posumnjalo na
mastite. Veterinar je odmah kontrolom
pojedinacnih grla na mastite konstato-
vao da to nije uzrok.

S obzirom da nisu Kkoristili spe-
cijalne dezificijense za negu vimena
nabavili su i sredstva za negu vimena
i koristili ih prema preporuci prodavca.
Inace, preporuka je bila da je to sred-
stvo tako dobro da se jednom krpicom
mogu obraditi sva vimena. Ni nakon
uvodenja nege dezinfekcije vimena
stanje se nije popravljalo.

Sredstva za pranje muznih ure-
daja koristili su prema preporuci pro-
davca i ocekivali da ¢e to resiti prob-
lem. Treba napomenuti da su prvih
nekoliko muza obavili bez sredstava
za pranje jer su drugi korisnici uredaja
za muzu rekli da je dovoljno oprati
vodom!

Posle njihovog zaklju¢ka da je pro-
blem u uvodenju muznog uredaja, tra-
zili su pomo¢ i dosli do toga da je jed-
na od sisaljki neispravna, ali problem
sa kontaminacijom nije resSen. Sir koji



Preh. ind. 1-2, (2008)

EMILIJA V. STOJANOVIC: HIGIJENA MUZNIH UREDAJA

su proizveli i dalje nije odgovarao pa-
rametrima kvaliteta.

Posle toga su se ponovo obratili
za pomoc. lzabrane su brze metode
da bi se $to pre resio problem.

Kontrolisani su sir, mleko, voda,
kao i oprema za proizvodnju sira, ure-
daji za muzu i dodatna oprema, krpe,
kante i sl.

Kao brze metode su izabrane me-
toda bioluminiscencije i proteinskog
testa za brzu detekciju problema, a za
mikrobioloSku procenu su Kkoridceni
dipslajdovi (7, 8, 9).

3M Cleane-Trace Surface Protein-
Plus test se koristio da bi se procenila
higijena povrsina opreme za proizvod-
nju sira, kao i kanti i sl. Test je izabran
da bi kasnije sami mogli da ga koriste
u proceni higijene pranja opreme ko-
jom se sluze. Osetljivost testa je 32
ug proteina i u roku od 10 minuta je
dostupan rezultat koji je u slu€aju da
je visi registruje promenom zelene bo-
je u sivu ili neku od ljubi¢astih nijansi.

Uzorci metodom bioluminiscencije
su uzimani sa 3M Cleane-race Sur-
face, testom za kontrolu povrSina, dok
su voda i vodeni ispirci uzimani 3M
Cleane-Trace Water total i merenja su
izvrSena u instrumentu UNI LITE NG
2 istog proizvodaca 3M Biotrace.

Rezultati su tumaceni na osnovu
uputstava (6), odnosno nalaza ATP-a
u vodi koja sluzi za ispiranje.

Za procenu mikrobioloskog stanja
opreme, vode, mleka, sira, pribora ko-
ris¢eni su dipslajdovi proizvodaca 3M i
to dve vrste sa kombinacijom podloga
za stafilokoke i enterobakterije BV i
RBS na kojem je kombinacija podloga
za ukupan broj mikroorganizama sa
indikatorom pa se lako uo¢avaju kolo
nije, dok je na drugoj strani nanesena
podloga za plesni i kvasce Rose-Ben-
gal (7). Inkubacija dipslajdova BV je
vréena na 37°C a ocitavanje na 24 i
48 h. Dipslajdovi za ukupan broj i ple-
sni i kvasce je inkubiran na 30°C a
ocitavanje je vrSeno na 24 i 48 h. Re-
zultati su tumaceni prema prilozenom
etalonu u pakovanju.

Slika 1. TEST ZA KONTROLU
PROTEINSKIH OSTATA-
KA U SAMO TRI KORAKA

Photo 1. 3M CLEANE-TRACE
SURFACE PROTEIN-
PLUS TEST

[

e

Slika 2. UNILITE NG | BRISEVI ZA
TOTALAN ATP ZA
POVRSINE | VODENE
ISPIRKE

Photo 2. 3M CLEANE-TRACE
SURFACE AND WATER
TOTAL

Slika 3. 3M DIPSLAJDOVI

Photo 3. 3M DIPSLIDES

Tabela 1. REZULTATI KONTROLE OPREME PROTEINSKIM TESTOM

PROTEIN-PLUS

Table 1. RESULTS OF SWABS FROM SOME EQUPMENT WITH

PROTEIN-PLUS

Uzorak / Samples Protein-plus Komentar
test Comment
Posude za sir / Equipment for cheese Sivo OPREZ
Kanta muzlice / Can from milking equipment Sivo OPREZ
Kanta za mleko / Can for milk Sivo OPREZ

REZULTATI | DISKUSIJA

a) Rezultati brze i jednostavne
kontrole

Zbog svega navedenog kod prve
posete i dogovora su uzeti uzorci bri-
seva sa opreme u proizvodnji sira,
kante muzlice i kante za prenos mleka
testom Protein-plus (7). Rezultati kon-
trole povrSina opreme za proizvodnju
sira, kao i kanti muzlice i kanti za pre-
nos mleka, ukazivali su da na njima
postoje ostaci proteina, jer se bris
obojio u sivo $to ukazuje na neade-
kvatno opranu povrsinu i rezultati su
prikazani u tabeli 1.

Rezultati kontrole testom za odre-
divanje proteinskih ostataka su uka-
zivali da postoje ostaci i da odrzava-
nje higijene nije adekvatno.

Sutradan su uzeti uzorci mleka iz
kante muzlice, kao i uzorak mleka iz
jedne sise ruéno pomuzene u sterilnu
posudu, da bi se odmah eliminisale
neke moguce dileme i da ne bi dovele
do pogresnog zaklju¢ka. Takode su
uzeti i uzorci vode za ispiranje. S ob-
zirom da je na rezultat trebalo Cekati
24, odnosno 48 h, uzeti su uzorci po-
sle pranja alkalnim i kiselim sredstvom
i sa poklopca kante i sisaljki posle al-
kalnog i kiselog pranja ATP metodom.
Rezultati su prikazani u tabeli 2.

Ukoliko je pranje bilo efikasno
oCekuju se rezultati koji bi trebalo da
se kre¢u u okvirima rezultata dobije-
nog za vodu koja se koristi za ispi-
ranje. U ovom slucaju i viSe od toga
jer se voda prenosi kantama do mesta
gde se vr§i muza i pranje uredaja za
muzu, jer i higijenski status vode za-
visi od higijenskog stanja posuda koji-
ma je voda donoSena. Rezultati koji
su dobijeni su znatno visi nego dobi-
jeni u sliénim uslovima, gde nisu
obezbedeni svi uslovi za adekvatno
pranje i kretali su se od 187-3120.
Inae u svim ispitivanim pogonima se
rezultat kretao od 1-3.580 ATP jedini
ca (8). | ako ovi rezultati imaju svoje
opravdanje jer se radi 0 mestu proiz-
vodnje sirovog mleka, a zna se da so-
matske c¢elije sadrze 300.000 ATP
jedinica, medutim oni ukazuju na ne-
efikasnost primenjenih mera pranja u
datim uslovima. U ovom slu€aju veo-
ma visok nivo ATP, odnosno svet-
losnih jedinica, rezultat je neadekvat
nog odrzavanja higijene uredaja, bez
obzira na primenjena sredstva za pra-
nje Sto je rezultiralo stvaranjem biofil-
mova. Biofilmovi na opremi mogu uti-
cati na kvalitet proizvoda, jer biofilm
moze sadrzati i Zive i neZive mikroor-
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Tabela 2. KONTROLA KVALITETA METODOM ATP POSLE PRANJA
ALKALNIM | KISELIM SREDSTVOM

Table 2. QUALITY CONTROL WITH ATP METHODS AFTER USING ALCALIC
AND ACIDIC DETERGENT

Uzorak RLU Komentar
Samples (ATP) Comment
Poklopac kante posle pranja alkalnim sredstvom NE odgovara
; 474.582
Cover can after alcalic detergent Fall
Sisaljke posle alkalnog pranja 2 564 NE odgovara
Ejector after alcalic detergent ) Fall
Poklopac kante posle kiselog pranja NE odgovara
; 170.087
Cover can after acid detergent Fall
Sisaljke posle kiselog pranja 1421 NE odgovara
Ejector after acidic detergent ) Fall
Kanta muzlice 3.936 NE odgovara
Can of milking equipment ) Fall
Vodovodna voda
L 225
Waterpiping
*Voda u kanti 430 NE odgovara
*Water from can Fall
Tabela 3.REZULTATI POSLE PRANJA POVECANOM KONCENTRACIJOM
SREDSTAVA ZA PRANJA

Table 3. RESULTS AFTER CLEANING WITH HIGHER CONCENTRATION
OF CLEANING AGENST

Uzorak RLU Komentar
Samples (ATP) Comment
Poklopac kante posle pranja alkalnim i kiselim NE odgovara
sredstvom 29127 Fall
Cover can after clining whit alcalic and acid

detergent

Sisaljke posle pranja alkalnim i kiselim sredstvom 415 NE odgovara
Ejector after clining whit alcalic and acid detergent Fall

Tabela 4. REZULTATI SA PROPISANOM KONCENTRACIJOM | MENJANJEM
KRPE KOD SVAKOG MUZNOG GRLA

Table 4. RESULTS AFTER USING PRESCRIBE CONTENTRATION AND
CONVERT CLOUTH AFTER EVERY MILKING

Uzorak RLU Komentar
Samples (ATP) Comment
Poklopac kante posle alkalnog i kiselog pranja NE
Cover can after cleaning with alcalic and acid 1404 odgovara
detergent Fall
Sisaljke posle alkalnog i kiselog pranja 358 Oprez
Ejector after cleaning with alcalic and acid detergent Caution
Vodovodna voda

L 277
Waterpiping

Tabela 5. RUTINSKA KONTROLA POSLE 45 DANA
Table 5. ROUTINE CONTROL AFTER 45 DAYS

Oznaka RLU (ATP) Komentar
Poklopac kante 925 Oprez
Kanta muzlice 205 Odgovara

Tabela 6. REZULTATI KONTROLE SIRA KOD PRVOG DOLASKA
Table 6. RESULTS OF CHEESE WITH DIPSLIDES, FIRST VISIT

ganizme i ostatke hrane a da ujedno i
pravi zastitu za sadrzaj u kome se
mogu nadci i patogeni mikroorganizmi
kao i oni koji dovode do kvarenja pro-
izvoda (10).

Na osnovu dobijenih rezultata i do-
bijenih podataka kako i kojim koncen-
tracijama peru, kao i prisustvovanjem
tokom pranja, uoceno je nekoliko mo-
gucih nedostataka koji utiCu i mogu
uticati na poveéanu kontaminaciju:
1.Vreme trajanja pranja je kratko, jer

ni koli¢ine vode sa kojom se raspo-
laze nisu dovoljne (voda se donosi
u kantama), odnosno ne postoji mo-
gucnost kruznog pranja.
PREDLOZENO: okrenuti kantu da
bi se simuliralo kruzno pranje, da bi
vakuum bio opran nakon tog pranja,
jer je odmah uocen nivo higijene
tog dela muznog uredaja.

2. Koncentracija deterdZenata je tako-
de bila nedovoljna — preporuka pro-
davaca je bila da je dovoljna rakij-
ska ¢asa.

PREDLOZENO: pranje poveéanom
koncentracijom.

3. Koris¢enje jedne krpe za nanoSenje
sredstva za dezinfekciju i negu vi-
mena.

PREDLOZENO: Promena krpe za
negu vimena kod svakog muznog
grla.

4. Koris¢enje istih kanti za donoSenje
vode za potrebe pranja i ispiranje i
za prenoSenje mleka u laktofriz.
PREDLOZENO: korisititi kante za
vodu, jedne boje, a kante za prenos
mleka u drugoj boji, ili pak kupiti
specijalne kante za mleko.

5. PREDLOZENO: kori$éenje sredsta-
va za dezinfekciju uredaja za muzu,
pribora koji se koristi i kod muze i
kod proizvodnje sira, kao i vazduha
i podova u prostorijama gde se
odvija muza i proizvodi sir.

Dogovoreno je da se kod sledecéeg
pranja povec¢a koncentracija sredsta-
va za pranje i da se nekoliko puta pro-
pusti kroz uredaj za muzu, kao i da se
obavezno okrene kanta sa poklopcem
naopako, tako da sredstvo za pranje
zahvati i poklopac i opere i deo opre-
me koji omogucava vakuum. Dobijeni

Uzorak Enterobakterije Stafilokoke Kvasci i plesni Ukupan broj
Samples Enterobactericae Staphylococcus. Yeast & Molds Total aerobic count
CS:” 10° 10 10° 10 0 0 10° 10
heese
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
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Tabela 7. REZULTATI KONTROLE VODE, SIROVOG MLEKA, SREDSTVO ZA NEGU VIMENA, KRPA
Table 7. RESULTS OF WATER CONTROL, RAW MILK, WATER, WATER FROM CAN, MEANS FOR CARE MAMMA

Uzorak Enterobakterije Stafilokoke Kvasci i plesni Ukupan broj
Samples Enterobactericae Staphylococcus Yeast & Molds Total aerobic count
Vodovodna voda 0 0 0 0 0 0 0 110
Waterpiping
Mieko — kanta 10° 10° 10° 10° 0 0 10° 10°
Milk —can
Mieko — vime 0 10° 0 10° 0 0 10° 10°
Milk — mamma
Krpa za negu vimena 10° 10° 10° 10°
Clout for care mamma
Sredstvo za negu vimena 0 0 0 0
Means for care mamma
Voda iz kante 10° 10° 102 102 0 0 10° 10°
Water from can

Kanta za vodu 10° 10° 10° 10°
Can for water

* bris kante za vodu je uzet NEPLANIRANO, kada je zapazeno da se u iste kante sipalo mleko
* swabs from can for water not planned

Tabela 8. REZULTATI KONTROLE SIROVOG MLEKA POSLE PRVIH KOREKCIJA U PRANJU
Table 8. RESULTS OF RAW MILK AFTER FIRST CORRECTION OF CLEANING EQUIPMENT

Uzorak Enterobakterije Stafilokoke Kvasci i plesni Ukupan broj
Samples Enterobactericae Staphylococcus. Yeast & Molds Total aerobic count
Mieko ~ kanta 10° 10° 10° 10° 0 0 10* 10*
Milk —can

Tabela 9. REZULTATI KONROLE SIROVOG MLEKA POSLE PRIMENJENIH KOREKCIJA
Table 9. RESULTS OF RAW MILK AFTER CORRECTION OF CLEANING

Uzorak Enterobakterije Stafilokoke Kvasci i plesni Ukupan broj
Samples Enterobactericae Staphyloc. Yeast & Molds Total aerobic count
Mieko — kanta 0 10° 0 10° 0 0 0 10°
Milk — can

rezultati kontrole prikazani su u tabeli
3.

Tokom slede¢e muze menjane su
krpe za nanoSenje sredstava za negu
i dezinfekciju vimena kod svakog
pojedinaénog muznog grla. Prilikom
pranja primenjene su koncentracije
kao Sto je navedeno na originalnim
posudama u kojima je bilo stredstvo
za pranje i dobijeni rezultati kontrole
su prikazani u tabeli 4.

S obzirom na postignute rezultate
PREDLOZENO je da se nastavi
pranje propisanim koncentracijama sa
svim drugim navedenim predlozima,
kao i nedeljno pranje poja¢anim kon-
centacijama.

Posle 45 dana uradena je kontrola
bez najave i ti rezultati su prikazani u
tabeli 5.

Rutinska kontrola koja je uradena
bez najave ukazuje da je serija pranja
posle datih predloga donela rezultate,
$to je u meduvremenu i potvrdeno se-
rijama partija sireva, koji su odgovarali

Pravilniku o mikrobiolo$koj ispravnosti
namirnica u prometu.

b) Rezultati kontrole dobijeni dip-
slajdovima

Rezultati dobijeni kontrolom sa
dipslajdovima prikazani su u tabeli 6
sira i brisa sa opreme za proizvodnju
sira i tabeli 4 mleka i opreme koris¢e-
ne kod muze. Sa povrsina sira je dip-
slajdom uzet uzorak za kontrolu za
stafilokoke/enterobakterije.

Kontrola dipslajdovima je potvrdila
da proizveden sir i dalje ima visok
nivo kontaminacije stafilokokama i
enterobakterujama. Da bi se uodili
moguci uzroci tako visoke kontami-
nacije moralo se prisustvovati kom-
pletnoj muzi, pranju uredaja i pribora.
Na osnovu rezultata koji su izneseni u
prethodnom poglavlju dobijenim meto-
dom bioluminiscencije i rezultatima
dobijenim mikrobioloSkom kontrolom
ukazalo se na nedostatke u dotadas-

njem nacinu odrzavanja higijene i mo-
guéim korekcijama. Rezultati te kon-
trole prikazani su u tabeli 6.

U sledecoj poseti je pracena kako
kontrola metodom bioluminiscencije,
tako i dipslajdovima, i ti rezultati su
prikazani u tabeli 7.

Rezultati ukazuju na visoke kon-
taminacije mleka, sira i pribora koji je
koriS¢en i kod pripreme sira i prilikom
muze. Potvrdeni su nalazi koji su veé
dobijeni kroz kontrolu sira, ali i novi
koji su dali smernice kod napred po-
stavljenih predloga da bi se pobolj$alo
odrzavanje uredaja za muzu i pribora.

U tabelama 8 i 9 su pikazani
rezultati posle korekcija, kada se do-
bilo sirovo mleko nivoa kontaminacija
10% i 104, koji su Cesti kao nalaz za
sirovo mleko sa mesta proizvodnje (3,
4, 5).
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SUMMARY

HYGIENE OF MILKING EQUIPMENT
Emilija V. Stojanovi¢
S.E.Ver kd, Novi Sad

In order to get a high-quality milk product, the quality of raw milk is of outmost importance.
The quality of milk, if all other requirements, including the composition of cow breeds,
feeding and adequate conditions of raising milk cows are met, depends on the hygiene of
milking. Milking is performed by hand or by milking machines. Nowadays it is most
frequently done by milking machines, which particularly underlines the importance of the
maintenance of adequate hygiene of milking equipment. Companies which sell such
equipment usually either recommend cleaning material for its maintainance, or have it as a
part of their offer. There are numerous problems related to the maintainance of the
equipment, such as the quality of water used for rinsing, temperature of water used for
washing, adequate concentration of cleaning material, operating time and many other
parameters which can affect the level of hygiene of raw milk in its production site. Apart
from the production conditions, storing and transport coditions have a large impact on the
quality of milk products, as well. Thus, all of these parameters together have their impact
on the quality of hygiene of raw milk as well as milk products. Therefore, there is a need to
have quick and easy control over milking equipment. In this paper quick protein tests,
method of bioluminiscence ATP total and dipslides have been used, all in accordance with
HCCP. All of these are necessary in order to have high-quality raw milk as well as high-
quality milk products.
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Membranski separacioni procesi imaju
Siroku primenu u industriji mleka. Nega-
tivan aspekt primene membranske filtracije
predstavlja opadanje fluksa permeata to-
kom vremena usled formiranja naslaga na
povrsini i/ili u porama membrane. Ova po-
java narocito je izrazena u slucaju filtracije
proteina uopste, a posebno proteina surut-
ke. Kako bi se fluks permeata regenerisao,
membrane se u industriji mleka Ciste veo-
ma ¢esto. U ovom radu opisana je proce-
dura CciS¢enja keramickih cevnih mem-
brana (srednji pre¢nik pora 50 i 200 nm)
zaprljanih proteinima surutke pomocu ul-
trazvuka. IzvrSeno je ispitivanje efikasnosti
CiScenja ultrazvukom kao i uticaj izabranog
hemijskog agensa i njegove koncentracije
na regeneraciju fluksa. Kori§¢eni su rastvor
NaOH i komercijalni deterdzenti Ultrasil P3
67 i Ultrasil P3 69 kao agensi za CiS¢enje.
Za CiSc¢enje u ultrazvuénom kupatilu upo-
trebljavani su ultrazvuci frekvencije 35 kHz.
U slu€aju membrane od 50 nm, regene-
racija fluksa nije poboljSana upotrebom ul-
trazvuka. Cigéenje ultrazvukom je u sluéaju
membrane od 200 nm doprinelo pobolj-
Sanju regeneracije fluksa, naro€ito upotre-
bom rastvora deterdZenta.

Optimalna koncentracija deterdzenta je
kombinacija 0,25% (mas) Ultrasil P3 67 i
0,4% Ultrasil P3 69 koja obezbeduje efi-
kasnost od 91% nakon 15 min. CidCenja i
15 min. Ispiranja destilovanom vodom.
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CISCENJE MEMBRANA U INDUSTRIJI
MLEKA PRIMENOM ULTRAZVUKA*

uvoD

Membranski separacioni procesi
se sve ¢eSc¢e koriste u industriji mleka
zahvaljujuc¢i tome Sto obezbeduju vi-
soku efikasnost i prakti€no ne uti¢u na
smanjenje kvaliteta proizvoda. Prime-
na ultrafiltracije i mikrofiltracije je veo-
ma rasprostranjena, kako u predtret-
manu mleka tako i u proizvodnji mle¢-
nih proizvoda. Poslednjih nekoliko go-
dina je sve aktuelnija njihova primena
u dobijanju koncentrata proteina su-
rutke zbog njegove velike hranljive
vrednosti.

Medutim, primena membranske fil-
tracije donekle je uslovljena prljanjem
membrana koje vodi ka smanjenju
vrednosti fluksa kroz membranu. Pr-
ljanje membrana, tokom ultra- i mikro-
filtracije surutke, prvenstveno nastaje
postepenom adsorpcijom i taloZenjem
proteina surutke na povrsini membra-
ne i blokiranjem pora membrane (Ra-
machandra Rao, 2000). Posto fluks u
vecini slu€ajeva opada na neprihvat-
liivo niske vrednosti, ¢iS¢enje mem-
brana je neophodno radi regeneracije
fluksa. lzbor metode ciScenja zavisi
od konfiguracije modula, hemijske i fi-
zicke izdrZljivosti membrane i pomoc¢-
ne opreme i u najvecoj meri prirode
prljanja (Bartlett et al., 1995). Hemij-
ske metode ¢iScenja su najcesce ko-
riS¢ene metode, a najefikasniji agensi
za CiSc¢enje su: alkalni rastvor NaOH
(Vaisanen et al., 2002, Nigam et al.,
2008) i razni komercijalni deterdzZenti
(Arguello et al. 2005, Mufioz-Aguado
et al., 1996). U novije vreme istrazuje
se moguénost koriS¢enja ultrazvuka,
frekvencije iznad 18 kHz, kao po-
moénog sredstva u membranskoj fil-
traciji. (Lamminen et al., 2004, Li et al.
2002, Muthukumaran et al., 2004,

2005, 2007). Ultrazvukom se uspesno
raskidaju veze izmedu Cestica nasla-
ga i povrSine membrane (Lamminen
et al.,, 2004) ¢ime je olakSano ukla-
njanje naslaga sa povrSine zaprljane
membrane. Mehani¢ko dejstvo ultra-
zvuka pomaze dejstvo hemijskih sred-
stava za CiS¢enje tako da se njihova
potro$nja moze znatno umanijiti. Nai-
me, Muthukumaran et al. (2004) su
pokazali da dodatak povrSinski aktiv-
nih materija (PAM), natrijum dodecil
sulfata, povecava sposobnost CiSée-
nja ultrazvukom posto se poveéava
kavitaciona sposobnost povrsinski ak-
tivnih rastvora. Medutim, efekat koris-
¢enja ultrazvuka i PAM-a je sli¢an,
posto oba raskidaju veze izmedu pro-
teina i povrS§ine membrane. Utvrdeno
je da i NaOH ima sinergicko dejstvo
sa ultrazvukom u slu€aju ¢iSéenja
cevnih membrana, zaprljanih otpad-
nom vodom industrije stakla (Kang &
Choo, 2006) jer je dodatkom NaOH
povecana regeneracija fluksa na 96 %
sa 92% u slucaju Ciste vode.

Cilj ovog rada je ispitivanje mo-
gucnosti primene ultrazvuka pri ¢iS¢e-
nju kerami¢kih membrana sa srednjim
pre€nikom pora od 50 i 200 nm za-
prljanih proteinima surutke. Istrazi-
vanja ¢e obuhvatiti i ispitivanje uticaja
koncentracije natrijum hidroksida i ko-
mercijalnog deterdzenta na efikasnost
¢is¢enja ultrazvukom.

MATERIJAL | METODI
Opis aparature

Eksperimentalna ispitivanja su iz-
vrSena na laboratorijskoj ultrafiltra-
ciono-mikrofiltracionoj aparaturi izra-
denoj od nerdajuceg celika (slika 1).
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Slika 1.
Figure 1. EXPERIMENTAL SET-UP

Tabela 1. OPERATIVNI USLOVI

Digitalna
Odvod vaga

PC

SEMATSKI PRIKAZ LABORATORIJSKE APARATURE

Table 1. OPERATING CONDITIONS

v TMP . o . .
Korak (mls) (kPa) t (min) | T (°C) Napojna struja
Merenije fluksa Ciste 1,73 30 30 25 Voda
vode
Prijanje 0,43 30 60 25 Surutka (10g/L)
Ispiranje 1,73 30 30 25 Voda
Ciséenie u kupatilu / / / 50 Url\tl;(;i'l-ll3/3
Ispiranje 1,73 30 30 25 Voda
Merenije fluksa Ciste 1,73 30 30 25 Voda
vode

Glavni deo aparature predstavlja mo-
dul sa keramickom membranom u ob-
liku cevi. Procesni fluid je iz napojnog
suda transportovan pomocu rotacione
pumpe (Cmf, Italija). Protok retentata i
transmembranski pritisak su istovre-
meno podeSavani pomodéu ventila
glavnog toka i bajpas ventila. Trans-
membranski pritisak je meren pomoéu
manometara dok je protok retentata
meren rotametrom. Temperatura pro-
cesnog fluida odrzavana je konstant-
nom i merena digitalnim termomet-
rom. Eksperimenti su izvodeni u uslo-
vima potpune recirkulacije i permeata
i retentata u napojni sud da bi se
izbeglo koncentrisanje napoja. Masa
permeata je merena kontinualno, u
odredenim vremenskim intervalima,
pomocu digitalne vage (EW 1500-2M,
Kern, Nemacka) sa direktnim preno-
som podataka na personalni radunar
(PC).

Membrane
Eksperimenti su izvodeni na dve

cevne kerami¢ke membrane Membra-
lox™ (Pall Exekia, Francuska), duzine
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250 mm i unutradnjeg precnika 6,8
mm. Aktivna povr§ina obe membrane
iznosila je 46,2 cm?. Jedina razlika
izmedu membrana bila je u materijalu
aktivnog sloja i veli€ini pora membra-
ne. Prva membrana, M200, sa sred-
njim pre¢nikom pora 200 nm, naprav-
liena je od a-Al,O3 aktivnog sloja na
a-Al203 nosacu, dok druga membra-
na, M50, sa srednjim pre¢nikom pora
50 nm, ima nosa¢ napravljen od o-
Al>O3 a aktivni sloj od ZrO..

Prljanje

Prljanje membrana izvodeno je fil-
tracijom rekonstituisanog rastvora su-
rutke u prahu sledeceg sastava:
11,8% mas. proteina, 75,0% mas.
Laktoze, 3,3% mas. masti, 9,5% mas.
pepela i 2,3% mas. vode (donatora
Novosadske mlekare, Srbija). Pripre-
man je rastvor koncentracije 10g/L i
pH vrednost dobijenog rastvora je
iznosila 6,0.

Agensi za ¢iSéenje

Destilovana voda je koriS¢ena za
ispiranje kako pre tako i posle Cis-

¢enja u ultrazvuénom kupatilu. Za ¢&is-
¢enje membrana koriS¢éena su dva he-
mijska agensa: natrijum hidroksid
(NaOH) i komercijalni deterdZent
(Dtg.). Koris¢eni su rastvori NaOH
koncentracije 0,2 i 1,0% (mas.). Za
eksperimente u ovom radu odabrana
su dva teé¢na deterdzenta, P3 Ultrasil
67 i P3 Ultrasil 69 (Henkel, Nemacka).
Ultrasil P3 67 je neutralni deterdzent
koji sadrzi alkilamin oksid (15-30%) i
proteoliticki enzim (<5%), dok je Ultra-
sil P3 69 blago alkalni deterdZent koji
sadrzi fosfonate (5-15%) i soli organ-
skih kiselina (5-15%). Rastvor deter-
dZenta je pripreman tako da se oba
deterdzenta koriste zajedno pri od-
nosu koncentracija P3 Ultrasil 69/P3
Ultrasil 67 jednakom 1,6. Ispitivanja
su vrSena koristeéi sledece koncen-
tracije deterdZzenta (% mas.): 0,125 +
0,2;0,25+0,4;0,375+0,6;05+0,8i
0,75 + 1,2 P3 Ultrasil 67 + 69, respek-
tivno.

Ultrazvuéno kupatilo

Ultrazvuéno kupatilo (Sonorex RK
255, Bandelin, Nemacka), unutrasnjih
dimenzija 300x150%x150 mm, koriS¢e-
no je za ¢iScenje keramickih membra-
na (slika 2).

Slika 1. ULTRAZVUCNO KUPATILO
Figure 2. ULTRASOUND BATHROOM

Kupatilo proizvodi ultrazvuke frek-
vencije 35 kHz, pomocu tri izvora sa
velikom povrSinom oscilovanja. Izlaz-
na snaga kupatila iznosi 280 W.

Operativni uslovi

Svaki eksperiment se sastojao od
sledecih koraka: merenje fluksa Ciste
vode (FCV), prljanje membrane (filtra-
cija), ispiranje, hemijsko ciS¢enje ul-
trazvukom, ispiranje i merenje fluksa
Ciste vode (tabela 1). Prilikom ciSée-
nja ultrazvukom membrane su vadene
iz modula, nakon ispiranja destilova-
nom vodom posle filtracije, i potapane
u rastvor za &iS¢enje u kupatilu gde su
bile izloZzene ultrazvucima.
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Slika 3. FLUKS PERMEATA TOKOM PRLJANJA ZA MEMBRANU A) M50 |

B) M200. Simboli su povezani sa procedurom pranja koja je primenjivana: (e)
0,2% mas. NaOH (o) 1,0% mas. NaOH (A) 0,5-0,8% mas. deterdzenta i (A)

0,75-1,2% mas. deterdzenta.

Figure 3. PERMEATE FLUX DURING FOULING FOR THE A) M50 AND B) M200
MEMBRANE. Symbols are related to the employed cleaning procedure: (e)
0.2% (w/w) NaOH (0) 1.0% (w/w) NaOH (A ) 0.5-0.8% (w/w) Dtg. and (A)

0.75-1.2% (w/w) Dtg.
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Slika 4.
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EFIKASNOST ISPIRANJA ZA MEMBRANU A) M50 | B) M200.

Simboli su povezani sa procedurom pranja koja je primenjivana: (e) 0,2%
mas. NaOH (o) 1,0% mas. NaOH (A) 0,5-0,8% mas. deterdzenta i (A) 0,75-

1,2% mas. deterdzenta.

Figure 4.
MEMBRANE.

RINSING EFFICIENCY FOR THE A) M50 AND B) M200

Symbols are related to the applied cleaning procedure: () 0.2% (w/w)
NaOH (o) 1.0% (w/w) NaOH (A) 0.5-0.8% (w/w) Dtg. and (A) 0.75-1.2%

(w/w) Dtg.

Nakon ¢iS¢enja u kupatilu mem-
brane su vracene u modul gde je izvo-
deno ispiranje i merenje FCV.

Jednacine koriS¢ene za obradu
rezultata

Fluks permeata kroz membranu,
J=V/(at)definiSe se kao koli¢ina per-
meata po jedinici aktivne povrSine
membrane u jedinici vremena (Lm'2
h'1), gde su V ukupna zapremina do-
bijenog permeata, t ukupno vreme tra-
janja, a a aktivna povrSina membrane.
Radi poredenja dobijenih rezultata iz
raCunavana je efikasnost ispiranja i
CiS¢enja. Efikasnost ispiranja, Efi=
(J,'/JFév)X1 OO%, gde J,'i JFCV pred-

stavljaju fluks pri ispiranju tokom vre-
mena i fluks Ciste vode, respektivno.
Efikasnost CiSéenja, Efc=(Jc/JFcv)
x 100% racunata je u odnosu na
krajnju vrednost fluksa nakon &iS¢enja
membrane gde je J¢ krajnji fluks oCis-
¢ene membrane.

REZULTATI | DISKUSIJA

Prljanje membrana rastvorom
surutke

Na slici 3 prikazane su vrednosti
fluksa permeata dobijenog prilikom
prljanja rastvorom surutke za mem-
brane M50 i M200. Kao $to se moglo

oCekivati, za obe membrane fluks per-
meata znacajno opada tokom filtracije
rastvora surutke dok se ne uspostavi
pseudostacionarno stanje. Nakon pe-
rioda prljanja od 1 sata, membrana
M200 ima veci pad fluksa u poredenju
sa M50, iako su apsolutne vrednosti
dobijenog fluksa priblizno iste, posto
membrana M200 ima veéi pocetni
fluks Ciste vode goko 580 Lm?h™ nas-
pram 250 Lm?h )- Veéi pad fluksa za
membranu M200 mozZe se pripisati
znacajnijoj adsorpciji proteina unutar
pora vecih dimenzija, Sto je u skladu
sa rezultatima Krsti¢a i sar. (2000).

Efikasnost ispiranja

Ispiranje destilovanom vodom je
primenjeno odmah po zavrSetku prlja-
nja da bi se uklonile slabije vezane
naslage natalozenih proteina sa povr-
Sine membrane. Postignute su male
efikasnosti ispiranja (slika 4) jer su na-
slage proteina slabo rastvorljive u de-
stilovanoj vodi. Pored toga, prisutne
su veoma Cvrste veze izmedu prote-
ina i povrSine membrane koje nije la-
ko raskinuti mehani¢kim dejstvom
vode.

Krajnja efikasnost ispiranja mem-
brane M50 je u opsegu 19-24%, dok
je efikasnost ispiranja membrane
M200 niza i iznosi oko 11%. Zaklju€ak
je da se ispiranjem uklanjaju uglav-
nom povrSinske naslage dok je ukla-
njanje naslaga iz unutrasnjosti pora
daleko sloZenije. S tim u skladu dobi-
jena je veoma niska efikasnost ispira-
nja, naroCito membrane M200 koja
ima izraZenije prljanje unutar pora us-
led adsorpcije proteina. Stoga je ne-
ophodno primeniti hemijsko ¢iS¢enje
radi regeneracije fluksa.

Ispitivanje uticaja koncentracije
NaOH i deterdzenta na ¢iSéenje
M50

Na slikama 5a i 5b prikazan je
fluks permeata nakon ¢is¢enja mem-
brane M50 rastvorima NaOH-a i de-
terdzenta uz primenu ultrazvuka, me-
ren tokom ispiranja neposredno na-
kon ciS¢enja. Moze se primetiti da
fluks na samom pocetku procesa
gotovo dostiZe vrednost FCV a zatim i
blago opada tokom 30 minuta ispi-
ranja u slu€aju ciS¢enja rastvorom
NaOH (slika 5a). Opadanje fluksa mo
Medutim, tokom procesa ispiranja do-
lazi do ponovnog delimi¢nog prljanja
membrane i sabijanja prethodno raz-
bijenih naslaga koje su zaostale na
povrSini membrane.
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Slika 5. KRIVE FLUKSA DESTILOVANE VODE, TOKOM ISPIRANJA

NAKON CISCENJA U ULTRAZVUKU 30 MIN. RASTVOROM: a) NaOH:

(#)0,2 % (mas) () 1,0% (mas); b) deterdzenta: (A) 0,5-0,8 % (mas)
(A) 0,75-1,2 % (mas); (o) FCV pre eksperimenta.

Figure 5. FLUX CURVES OF DISTILLED WATER DURING THE RINSING
AFTER THE ULTRASOUND CLEANING FOR 30 MIN. WITH: a)
NaOH: () 0,2 % (w/w) (o) 1,0% (w/w); b) Dtg.: (A) 0,5-0,8 % (w/w)
(A) 0,75-1,2 % (w/wy); (o) Initial Water Flux.
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Slika 6. EFIKASNOST CISCENJA SA NaOH-OM | DETERDZENTOM
NAKON CISCENJA U ULTRAZVUKU 30 MIN.

Figure 6. CLEANING EFFICIENCY AFTER THE ULTRASOUND CLEANING
WITH NaOH AND DETERGENT FOR 30 MIN.
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Slika 7. KRIVE FLUKSEVA TOKOM ISPIRANJA NAKON a) PRVOG;
b) PONOVLJENOG CISCENJA ULTRAZVUKOM | NaOH-OM:
(®) 0,2 %(mas); (o) 1,0% (mas); (o) FCV pre eksperimenta.
Figure 7. FLUX CURVES DURING THE RINSING AFTER a) THE FIRST;
b) REPEATED ULTRASOUND CLEANING WITH NaOH:
(0) 0,2 % (wiw); (o) 1,0% (w/w); (o) Initial Water Flux.
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Tokom ispiranja nakon ¢iS¢enja ul-
trazvukom i rastvorom deterdzenta
(slika 5b) nije primeceno opadanje
fluksa permeata tokom vremena kao
u slu€aju ¢iSéenja sa rastvorom
NaOH-a.

Nakon ispiranja izvr§eno je mere-
nje fluksa Ciste vode. Da bi se upo-
redilo hemijsko c&iSéenje rastvorom
natrijum hidroksida i komercijalnog
deterdzenta, izraunavane su vredno-
sti efikasnosti ¢iséenja (slika 6). Cis-
¢enje rastvorom deterdZzenta vece
koncentracije obezbeduje regeneraci-
ju fluksa od 77%, dok je regeneracija
postignuta ciS¢enjem 1,0 % (mas)
rastvorom NaOH 75%.

Poredenjem sa prethodnim istrazi-
vanjem autora uoCeno je da je efi-
kasnost CiS¢enja ultrazvukom niZa od
efikasnosti CiS¢enja u toku (bez upo-
trebe ultrazvuka) za rastvore NaOH,
dok je u slu€aju deterdZzenta na istom
nivou. Stoga je zaklju¢eno da u slu-
¢aju membrane M50 nema potrebe
primenjivati ultrazvuk.

Ispitivanje uticaja koncentracije
NaOH i deterdzenta na €iSéenje
M200

Preliminarnim istrazivanjima je ut-
vrdeno da se duzim ¢iS¢enjem ultra-
zvukom ne ostvaruje automatski i naj-
veca efikasnost. Naime, primeceno je
da bolje rezultate daje CiSc¢enje ispira-
njem destilovanom vodom u periodu
izmedu dva CciSéenja ultrazvukom.
Stoga je nakon prvog ispiranja €iSce-
nje u kupatilu ponovljeno u istom rast-
voru a zatim je membrana ispirana
destilovanom vodom. Fluks dobijen
tokom ispiranja, nakon prvog i ponov-
lienog CiS¢enja ultrazvukom i rastvo-
rom NaOH prikazan je na slici 7. Evi-
dentno je da je ostvareno poboljSanje
fluksa ponovljenim C¢iS¢enjem. Pore-
denjem slika 5a i 7a uoCava se oStriji
pad vrednosti fluksa kod membrane
M200, sto bi se moglo objasniti time
da u porama vecih dimenzija dolazi
do izrazenijeg ponovnog prljanja na-
slagama koje su prethodno razbijene
tokom prvog €idc¢enja u kupatilu.

Nakon prvog i ponovljenog CiSée-
nja membrane M200 rastvorom de-
terdzenta fluks permeata, prikazan na
slici 8, ne opada tokom ispiranja kao
Sto je to bio slucaj sa rastvorom
NaOH-a. Jedno od objasnjenja bi mo-
glo da bude da je tokom ¢iS¢enja u ul-
trazvuku doSlo do raskidanja odrede-
nih veza izmedu samih proteina i pro-
teina i membrane, ali i da je, u pore-
denju sa rastvorom NaOH-a, rastvor
deterdzenta u znacajnijoj meri, dodat-
no, hidrolizovao proteine.
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¢enja ultrazvukom moze se zakljugiti
da je efikasnije membranu M200 distiti
u kupatilu rastvorom deterdzenta (sli-
ka 9). Ostatak naslaga proteina koje
nisu izreagovale tokom prvog ¢is¢enja
i uklonjene tokom ispiranja, delimi¢no
se uklanjaju ponavljanjem procedure
CiS¢enja. Tako se efikasnost pove-
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Slika 8. KRIVE FLUKSEVA TOKOM ISPIRANJA NAKON a) PRVOG; b)
PONOVLJENOG CISCENJA ULTRAZVUKOM | RASTVOROM
DETERDZENTA: (A) 0,5-0,8 % (mas) (A) 0,75-1,2 % (mas);

T
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(o) FCV pre eksperimenta.

Figure 8. FLUX CURVES DURING THE RINSING AFTER a) THE FIRST; b)
REPEATED ULTRASOUND CLEANING WITH DETERGENT: (A)
0,5-0,8 % (w/w); (A) 0,75-1,2 % (w/w); (o) Initial Water Flux.
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Figure 9. CLEANING EFFICIENCY AFTER THE FIRST ([]) AND REPEATED

(l) ULTRASOUND CLEANING FOR 30 MINUTES.
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¢ava u slu€aju ponovljenog ¢iS¢enja
pomocu oba hemijska agensa.

U slede¢em koraku izvodeni su
eksperimenti optimizacije vremena
Cis¢enja rastvorom deterdZenta opti-
malne koncentracije (Dtg. 0,25 - 0,4%
mas.) i ultrazvukom, a dobijeni rezul-
tati prikazani su na slici 10. Na slici se
moze uociti da je optimalno vreme pr-
vog CiS¢enja upravo 15 min. iako raz-
lika izmedu efikasnosti nije zna¢ajna i
kada su u pitanju druga vremena &is-
¢enja. Prakti¢no, potpunu regenera-
ciju fluksa, nakon ponovljenog cis¢e-
nja, obezbeduje vreme ¢iScenja od 15
min. kao i vreme ¢iS¢enja od 10 min.
(slika 10b).

T
30

Optimizacija koncentracije
deterdzenta i vremena ¢iSéenja za
M200

U cilju optimizacije procedure ¢is-
¢enja membrane M200 u ultrazvué-
nom kupatilu, a na osnovu prethodne
analize efikasnosti, izabran je deter-
dzent kao efikasnije sredstvo za &is-
¢enje. U preliminarnim istrazivanjima
je utvredeno da je veca efikasnost
postignuta smanjenjem vremena Cis-
¢enja sa 30 na 15 min., dok sma-
njenje vremena ispiranja sa 30 na 15
min. ne uti¢e na vrednosti fluksa. Eks-
perimenti su dalje izvodeni sa jo$ ne-
koliko rastvora deterdzenta razliCitih
koncentracija sa ciliem smanjenja
utroSka deterdzenta odnosno optimi-

zacije koncentracije deterdzenta. Na
slikama 9a i 9b prikazana je efikas-
nost ciS¢enja nakon prvog i ponov-
lienog Cis¢enja ultrazvukom. Moze se
uociti da nakon prvog ciS¢enja ultra-
zvukom u periodu od 15 min. i pri ispi-
ranju od 15 min. Najvecu regenera-
ciju fluksa (91%) obezbeduje rastvor
deterdzenta koncentracije 0,25 -0,4%
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Slika 10. EFIKASNOST CISCENJA NAKON: a) PRVOG |

b) PONOVLJENOG CISCENJA ULTRAZVUKOM 15 MIN |

ISPIRANJA DESTILOVANOM VODOM 15 MIN.

Figure 10. CLEANING EFFICIENCY AFTER: a) THE FIRST AND
b) REPEATED ULTRASOUND CLEANING FOR 15 MINUTES AND
RINSING WITH DISTILLED WATER FOR 15 MIN

b b o
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(mas). Nakon ponovljenog c¢is¢enja
ostvareno je poboljSanje efikasnosti
CiS¢enja pri ¢emu je rastvorima kon-
centracije 0,25-0,4% (mas) i 0,375-
0,6% (mas) ostvarena efikasnost od
100%.
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Slika 11:

EFIKASNOST CISCENJA NAKON PRVOG () | PONOVLJENOG

() CISCENJA RASTVOROM DETERDZENTA KONCENTRACIJE
0,25-0,4% (mas) U ZAVISNOSTI OD VREMENA CISCENJA U
ULTRAZVUCNOM KUPATILU, BAZIRANA NA MERENJU FLUKSA
TOKOM ISPIRANJA CISTOM VODOM 15 MIN.

Figure 11.CLEANING EFFICIENCY AFTER THE FIRST () AND REPEATED

@ CLEANING WITH 0.25-0.4%

(wiw) DETERGENT CON-

CENTRATION DEPENDING ON THE TIME OF ULTRASOUND
CLEANING, BASED ON MEASURED FLUX DURING THE RINSING

FOR 15 MINUTES

ZAKLJUCAK

Ovaj rad obuhvata ispitivanje mo-
gucnosti CiS¢enja keramic¢kih mem-
brana sa srednjim pre¢nikom pora od
50 i 200 nm zaprljanih proteinima su-
rutke ultrazvukom. Dobijeni eksperi-
mentalni rezultati omogucili su pre-
poruku unapredene procedure CiSée-
nja membrana.

Ispiranje obe membrane je dopri-
nelo odredenom stepenu regeneracije
fluksa. Medutim, fluks permeata na-
kon ispiranja je i dalje neprihvatljivo
nizak. Ciséenje membrane od 50 nm
ultrazvuénim talasima nije se poka-
zalo efikasnim najverovatnije zbog to-
ga Sto su pore membrane relativno
male da bi ultrazvuk mogao da deluje.
S druge strane, u slu¢aju membrane
od 200 nm ultrazvuk se pokazao po-

64

godnim. Optimalna koncentracija de-
terdzenta je 0,25 %(mas) P3-Ultrasil
67 i 0,4 %(mas) P3-Ultrasil 69 koja
obezbeduje efikasnost od 91% nakon
15 min ¢iS¢éenja i 15 min ispiranja de-
stilovanom vodom. Ponavljanjem ¢is-
¢enja ultrazvukom i ponovnim iskori-
8¢avanjem rastvora postize se pot-
puna regeneracija fluksa. To se, tako-
de, postize i ponovnim c&iSéenjem u
rastvoru deterdzenta optimalne kon-
centracije u periodu 10 min.
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SUMMARY

THE APPLICATION OF ULTRASOUND FOR CLEANING OF MEMBRANES EMPLOYED
IN THE DIARY INDUSTRY

Svetlana S. Popovi¢, Nata$a Lj. Lukié, Zorica I. Jaramazovié, lvana M. Sijagki
University of Novi Sad, Faculty of Technology

Membrane separation processes are widely employed in the diary industry. Negative
aspect of membrane filtration application is flux reduction due to the deposits formation on
the surface and/or in membrane pores. This is apparent in the case of protein filtration in
general, especially in whey proteins filtration. Membranes used in the diary industry are
cleaned frequently in order to regenerate the permeate flux. This paper describes cleaning
procedure of ceramic tubular membranes (50 and 200 nm mean pore size) fouled with
whey proteins employing combination of chemical agents and ultrasound. Ultrasound
cleaning efficiency and influence of concentration of different cleaning agents on flux
recovery were investigated. The caustic solution and the commercial detergents P3-Ultrasil
67 and P3-Ultrasil 69 were used as chemical cleaning agents. The ultrasound had
frequency of 35 kHz. In the case of 50 nm membrane, flux recovery was not improved by
ultrasound application. In the case of 200 nm membrane, the ultrasound cleaning improved
flux recovery, especially if detergent was used. The optimal detergent concentration was
combination of 0,25% (w/w) Ultrasil P3 67 and 0,4% (w/w) Ultrasil P3 69. Namely, the
forementioned combination produced efficiency of 91% after 15 min of cleaning and 15 min
of rinsing with distilled water.

Key words: ceramic membranes ¢ whey
proteins e rinsing ¢ chemical cleaning e

ultrasound
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U radu ispitana je moguénost
proizvodnje funkcionalnih niskoenergetskih
fermentisanih mle¢nih napitaka primenom
¢ajne gljive — kombuhe, koja predstavlja
simbiotsku kulturu viSe vrsta kvasaca i
bakterija sir¢etne kiseline. Funkcionalni
niskoenergetski fermentisani mle¢ni napici
dobijeni su iz mleka sa 0,9% mle¢ne masti
dodatkom 1,5% i 3,0% koncentrovanog
inokuluma ¢ajne gljive i 0,12% kombuha
kapsule. Hemijski sastav, fizicko—hemijske
i teksturalne karakteristike, kao i senzorni
kvalitet funkcionalnih niskoenergetskih fer-
mentisanih mle¢nih napitaka, ispitan je na-
kon proizvodnje i tokom 10 dana skladis-
tenja.

Primenom ¢&ajne gljive proizvedeni su
funkcionalni niskoenergetski fermentisani
mleéni napici visoke nutritivne vrednosti,
prijatnog, blagog i osvezavaju¢eg ukusa i
mirisa.
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FUNKCIONALNI NISKOENERGETSKI
FERMENTISANI MLECNI NAPITAK .
PROIZVEDEN UZ PRIMENU KOMBUHE

uvoD

Savremeni trend u industriji pre-
rade mleka je proizvodnja fermenti-
sanih mle¢nih napitaka koji doprinose
poboljSanju zdravlja zahvaljujuéi pri-
sutnim funkcionalnim sastojcima (pro-
biotici, prebiotici i dr.). Tehnologija fer-
mentisanih mle¢nih napitaka je veoma
kompleksna i primarno zavisi od sas-
tava supstrata, izbora starter kulture i
parametara procesa.

Pored primene probiotika i prebio-
tika u proizvodnji fermentisanih mle¢-
nih proizvoda, na trzistu sve viSe raste
potraznja i za funkcionalnim mle¢nim
proizvodima sa niskim sadrzajem ma-
sti (Mattila—Sandholm et al., 2002).
Slozena struktura masne globule, tj.
sastav mle¢ne masti unutar globule,
bitno uti¢e na senzorne karakteristike
(boja, ukus, miris, tekstura, konzisten-
cija), kao i na sadrzaj mikrokompone-
nata (liposolubilni vitamini — pre svega
vitamin A, holesterol, proteini, itd.) u
finalnom proizvodu (Tamime, 2006).

Kombuha je simbiotska kultura
viSe vrsta kvasaca (iz rodova Zygo-
saccharomyces, Pichia, Brettanomy-
ces, Schizosaccharomyces, Saccha-
romycodes, Saccharomyces, Torula-
spora i Candida) i bakterija siréetne
kiseline (rodovi bakterija Acetobacter i
Gluconobacter). Primarna bakterija u
ovoj simbiozi je Acetobacter xylinum.
Ova simbioza sposobna je da, u inku-
bacionom periodu od 7 do 10 dana,
prevede veoma jednostavan supstrat
(saharozu i crni &aj), pod aerobnim
uslovima, u blago gazirani, blago ki-
seo, osvezavajuci napitak, koji sadrzi
Secere, glukonsku, glukuronsku, L—
mlecnu, sir¢etnu, jabuénu, vinsku, li-

munsku i oksalnu kiselinu, etanol, 14
aminokiselina, u vodi rastvorljive vitami-
ne, antibiotski aktivne materije, neke
hidrolitiCke enzime i dr.

Cajna gljiva se obiéno kultivise na
zasladenom crnom i zelenom ¢aju,
mada raste i na drugim supstratima,
kao Sto su pivo, koka — kola, vino,
razni aromati¢ni napici i dr. (Loncar et
al., 2001; Loncar et al., 2006; Mal-
basa et al., 2008). Na povrsSini fer-
mentacione te¢nosti ¢ajna gljiva obra-
zuje belo-braonkastu viseslojnu Zelati-
noznu skramu lamelarne strukture,
koja pluta usled prisustva ugljenik—
(IV)—oksida, koji je metabolicki pro-
dukt. Osnovna komponenta membra-
ne je celuloza.

Pored osvezavajuéeg efekta, napi-
tak od Cajne gljive pokazuje i tera-
peutsko dejstvo. Smatra se da deluje
povoljno kod upale krajnika, glavo-
bolje, arterioskleroze, reumatizma,
otezanog varenja, jaanja imuno
sistema i dr. Celulozna skrama c&ajne
gljive se Koristi za tretman opekotina i
povreda koze (Malbasa et al., 2001;
Dufresne and Farnworth, 1999).

Novija istrazivanja dokazala su
antibiotsku aktivnost kombuhe prema
Helicobacter pylori, Esherichia coli,
Staphylococcus aureus i Agrobacte-
rium tumefaciens, uglavnom zahvalju-
juci produkciji sir¢etne kiseline tokom
fermentacije  (Sreeramulu et al.,
2000).

Poslednjih godina su se na ino-
stranom trzistu, u Nemackoj, Austriji,
Madarskoj, Hrvatskoj, Australiji i SAD,
pojavili i razli€iti komercijalni proizvodi
od kombuhe, uz intenzivnu ekonom-
sku propagandu. Medijski je najviSe
promovisana u SAD, uz preporuke da
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snizava krvni pritisak, suzbija artritis,
ojaCava imuno sistem i leci karcinom.
Ovi zdravstveni efekti izazvali su po-
vecan interes za kombuhu, ali ipak
treba naglasiti da do sada nisu detalj-
no nau¢no dokazani (Greenwalt et al.,
2000).

MATERIJAL | METODI

Za proizvodnju  fermentisanih
mle¢nih napitaka u laboratorijskim
uslovima koriS¢eno je pasterizovano,
homogenizovano mleko sa 0,9%
mle¢ne masti proizvodac¢a AD IMLEK
ogranak Novosadska mlekara, Novi
Sad.

Za inokulaciju je koris¢ena:

1) PROBIOTSKA STARTER KUL-
TURA - Delvo-Yog MY-721
proizvodata DSM FOOD SPE-
CIALITES, Holandija u koli€ini
od 0,005%.

2) KONCENTROVANI INOKU-
LUM CAJUNE GLJIVE — kultiva-
cija ¢ajne gljive na supstratu sa
saharozom koncentracije 70 g/l
kao izvoru C—atoma uz doda-
tak crnog €aja 1,5 g/l.

Priprema supstrata: u 1 litar pro-

kuvane vode dodato je 70 grama

saharoze, 1,5 gram crnog Caja i

ostavljeno je da kljuéa 5 minuta.

Caj je ohladen na sobnu tempe-

raturu, proceden, a zatim je do-

dato 100 ml inokuluma iz prethod-
ne fermentacije. Casa je prekri-
vena tkaninom propusnom za vaz-
duh. Inkubacija je vrSena na tem-

peraturi 29,5°C tokom 7 dana. 700

ml pripremljenog inokuluma (suve

materije 6,5%) koncentrisano je

uparavanjem pod vakumom

(40°C) do zapremine od 70 ml (su-

ve materije 64%).

3) KOMBUCHA KAPSULE - dije-
tetski dodatak ishrani oboga-
¢en vitaminom C+E i B-karote-
nom. (Poizvodaé: Dr. Forster,
GmbH, Dornhofstrasse 14, D—
63263 Neu Isenburg, Nemac-
ka).

Kontrolni jogurt je proizveden iz
pasterizovanog, homogenizovanog
mleka sa 0,9% mleéne masti uz ko-
ris¢enje 0,005% starter kulture. Fer-
mentacija je vr8ena na 42°C do posti-
zanja pH od 4,5. Gel je potom hladen

na temperaturu 8 °C i homogenizo-
van, tj. razbijen mesalicom.

Tri fermentisana mle¢na napitka
proizvedena su po istom tehnoloSkom
postupku kao kontrolni jogurt uz do-
datak 1,5% i 3% koncentrovanog ino-
kuluma &ajne gljive (uzorci 2 i 3, res-
pektivno), odnosno 0,12% kombuha
kapsule (uzorak 4). Fermentacija je
takode vr$ena na 42°C do postizanja
pH od 4,5. Gru$ je potom hladen na
temperaturu 8°C i homogenizovan.

Proizvedeni su sledeéi uzorci:

1) fermentisani mle¢ni napitak uz
primenu probiotske starter kul-
ture — kontrolni jogurt;

2) fermentisani mle¢ni napitak
dodatkom 13,5 ml koncentrova-
nog inokuluma c&ajne gljive u
900 ml mleka — napitak sa 1,5
% kombuhe;

3) fermentisani mle¢ni napitak
dodatkom 27,0 ml koncentrova-
nog inokuluma c&ajne gljive u
900 ml mleka — napitak sa 3,0
% kombuhe;

4) fermentisani mle¢ni napitak sa
0,12% sadrzaja kombuha kap-
sule — napitak sa 0,12% kom-
buha kapsule.

Hemijski i fiziCki kvalitet proizvede-
nih varijanti fermentisanog mle¢nog
napitka, ispitan je nakon proizvodnje i
10 dana skladistenja metodama (Ca-
ri¢ i sar., 2000):

e suva materija

sadrzaj suve materije odreden je
direkthom metodom suSenja na tem-
peraturi 102 + 1°C;

. mleéna mast

sadrzaj mleCne masti odreden je
metodom po Gerberu (Cari¢ i sar.,
2000);

e ukupni proteini

sadrzaj proteina odreden je meto-
dom po Kjeldahlu-u (Cari¢ i sar.,
2000);

e pH

aktivna kiselost odredena je elek-
trohemijski pomoc¢u pH-metra (pH
Spear, Eutech Instruments Oakton);

e ukupna kiselost

ukupna kiselost odredena je titra-
cionom metodom po Soxhlet- Henkel-
u (°SH) (Cari¢ i sar., 2000);

e pepeo

sadrzaj pepela odreden je meto-
dom Zarenja na temperaturi 550°C
(Cari¢ i sar., 2000);

Sinerezis surutke (izrazen u ml)
odreden je nakon 3 sata filtracije 50g
uzorka probiotskog jogurta na sobnoj
temperaturi (Atamer i sar., 1996);

Sposobnost vezivanja vode
(SVV) po metodi Guzman — Gonzalez
et al., 1999. predstavlja koli¢inu surut-
ke (%) izdvojene nakon centrifugiranja
20 g uzorka u trajanju od 30 min. na
sobnoj temperaturi;

Teksturalne karakteristike vari-
janti fermentisanih mle¢nih napitaka
ispitane su primenom uredaja Texture
Analyser TA.HD24S (Micro Stable Sys-
tem, Engleska) na temperaturi +4°C.
Sila kompresije je merena koris¢e-
njem diska A/BE pre¢nika 35 mm i
ekstenzionog tega Cije je opterecenje
5 kg. Koriséena je opcija "Return to
Start". Brzina pomeranja diska pre i
tokom testa je iznosila 1,0 mm/s. Disk
je prelazio rastojanje od 30 mm.

Senzornu analizu fermentisanih
mlec¢nih napitaka izvrSila je strucna
komisija prema utvrdenom bodovnom
sistemu.

¢ energetska vrednost

energetska vrednost fermentisanih
mlecnih napitaka u 100 grama proiz-
voda izra€unata je na sledeci nacin:

EV=( % proteina x 4,4 + % mlecne
masti x 9,3 + % ukupni Seceri x 4,1 ) x
4,186 (Kcal/100g).

Dobijeni rezultati su statisticki ob-
radeni.

REZULTATI | DISKUSIJA

Promena pH tokom fermentacije
mleka

Tok fermentacije mleka u procesu
proizvodnje fermentisanih mle¢nih na-
pitaka prikazan je na slici 1.

Fermentacija je =zaustavljena u
svim uzorcima nakon postizanja
pH=4,5. Vreme potrebno da se u pro-
cesu proizvodnje uzoraka postigne pH
vrednost od 4,5 kreée se od 5 sati
(kontrolni jogurt) do maksimalno 9 sati
(uzorak 4 — napitak sa 0,12% kom-
buha kapsule). Vreme fermentacije u
fermentisanom napitku proizvedenom
sa 1,5% koncentrata kombuhe krace
je (uzorak 2, prose¢no 8,3h) nego u
uzorku sa 3% koncentrata kombuhe
(uzorak 3).

Na slici 1 uo€ava se razli¢it trend
pada pH vrednosti u uzorcima tokom
fermentacije.
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— Kontrolni jogurt —*—napitak sa 0,12% kombuha kapsule

— napitak sa 1,5% koncentrata kombuhe —&— napitak sa 3,0% koncentrata kombuhe

6.5 1

\\

pH vrednost

4.5 = %

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
vreme fermentacije (h)

Slika 1. PROMENA pH VREDNOSTI U UZORCIMA FERMENTISANIH MLECNIH

NAPITAKA TOKOM FERMENTACIJE

Figure 1. CHANGE OF pH VALUE IN FERMENTED MILK BEVERAGES DURING

FERMENTATION

Dok u kontrolnom uzorku proizve-
denom uz primenu probiotske starter
kulrure pH vrednost konstantno opada
od pocetne 6,5 do Zeljene vrednosti
(pH=4,5), u uzorcima sa dodatkom
koncentrata ajne gljive (uzorci 2i 3) i
kombuha kapsule (uzorak 4) trend
pada pH vrednosti je potpuno druga-
¢iji. Krive pada pH vrednosti u uzorku
2 i uzorku 3 poklapaju se u toku
5,45h, a potom dolazi do brZzeg pada
pH vrednosti u uzorku sa dodatkom
1,5% koncentrata kombuhe (uzorak
3). Konstantna, nepromenjena pH
vrednost u uzorku 4 (dodato 0,12%
kombuha kapsule) zadrzala se 5,5h,
da bi potom nakon 6,5h tok fermen-
tacije imao isti trend kao u uzorku 3 u
kojem je dodato 3,0% koncentrata
Cajne gljive. Dobijeni rezultati u sa-
glasnosti su sa prethodnim istraziva-
njima autora LonCar i sar., (2001) i
Milanovi¢ i sar., (2002).

Tabela 1. HEMIJSKI SASTAV, FIZJCKO—HEMIJSKE KARAKTERISTIKE | ENERGETSKA VREDNOST
FERMENTISANIH MLECNIH NAPITAKA NAKON PROIZVODNJE

Table 1. CHEMICAL COMPOSITION, PHYSICO-CHEMICAL CHARACTERISTICS AND ENERGY VALUE OF

FERMENTED MILK BEVERAGES AFTER PRODUCTION

UZORAK
Komponenta (%) | gyatisticka - - - -
/Parametar kvaliteta Kontrolni Napitak sa 0,12% Napitak sa 1,5% Napitak sa 3,0%
vrednost jogurt kombuha kapsule | koncentrata kombuhe koncentrata kombuhe
SV 10,10 10,16 11,10 12,11
Suva materija SD 0,08 0,08 0,10 0,12
CV 0,80 0,85 0,92 1,05
SV 0,88 0,88 0,88 0,88
Mle¢na mast SD 0,00 0,00 0,00 0,00
CV 0,00 0,00 0,00 0,00
SV 3,37 3,27 3,20 3,10
Ukupni proteini SD 0,10 0,07 0,05 0,10
CV 3,08 2,14 1,56 3,35
SV 0,78 0,78 0,76 0,75
Pepeo SD 0,00 0,01 0,00 0,01
CVv 0,73 1,47 0,00 2,02
Laktoza SV 5,07 5,23 6,26 7,38
SD 0,17 0,07 0,15 0,12
Ccv 3,41 1,34 2,42 1,72
Ukupna kiselost, SV 4,64 4,81 4,52 4,65
gCH3;COOH/L SD 0,07 0,12 0,13 0,24
CV 1,61 2,49 2,93 5,37
Kiselost SV 32,66 31,46 32,13 30,73
°SH ’ SD 1,84 3,60 2,31 2,13
CV 5,65 11,44 7,21 6,95
o SV 29,33 43,33 42,5 43,16
SW.% SD 0,57 0,76 0,86 2,30
Ccv 1,96 1,76 2,03 5,34
SV 31,66 31,16 31,83 31,33
Sinerezis,mL SD 0,57 0,28 1,04 0,76
Ccv 1,82 0,92 3,26 2,43
Energetska vrednost, 183,34 184,25 200,63 218,00
(Kcal/100g) ‘ ‘ ‘ ‘
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Hemijski sastav, fizicko—hemijske
karakteristike i energetska
vrednost fermentisanih mle¢nih
napitaka nakon proizvodnje

U tabeli 1 prikazan je hemijski
sastav, fizicko—hemijske karakteristike
(ukupna kiselost, kiselost /°SH/, spo-
sobnost vezivanja vode i sinerezis
surutke) i energetska vrednost uzora-
ka fermentisanih mlec¢nih napitaka
nakon proizvodnje.

Iz tabele 1 uodljiv je porast sadrza-
ja suve materije sa porastom koli¢ine
dodatog koncentrata kombuhe. U na-
pitku sa 0,12% kombuha kapsule sa-
drzaj suve materije priblizan je kao u
kontrolnom jogurtu.

Sadrzaj proteina u uzorcima krece
se od 3,10% (napitak sa 3% kom-
buhe) do 3,37% (kontrolni jogurt) i
prosec¢no iznosi 3,23%.

Sadrzaj pepela u uzorcima pro-
secno iznosi 0,77%.

Prose€an hemijski sastav uzoraka
fermentisanih mle¢nih napitaka odgo
vara dobijenim tokom ranijih istrazi-
vanja mogucnosti kori§¢enja kombuhe
u proizvodnji fermentisanih mlecnih
napitaka (Lon¢ar i sar., 2001; Milano-
vic€ i sar., 2002).

Sinerezis surutke priblizno je isti u
svim uzorcima i prose¢no iznosi 31,5
ml.

Vrednosti sposobnosti vezivanja
vode pokazuju da kontrolni jogurt ima

‘ OO0dana [[@5dana O10dana

najmanju sposobnost vezivanja vode
koja iznosi 29,33 %, dok najvecu
imaju napici sa 1,5% i 3,0% koncen-
trata kombuhe (uzorci 2 i 3, respek-
tivno).

Fizicko—hemijske karakteristike
fermentisanih mleénih napitaka
tokom skladistenja

Nakon 10 dana skladistenja u
svim uzorcima proizvedenih mlecnih
napitaka povecava se sposobnost
vezivanja vode (slika 2).

Na slici 3 prikazana je promena
pH vrednosti tokom 10 dana skladis-
tenja.
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Figure 5. CHANGE OF WHEY SYNERESIS IN
FERMENTED MILK BEVERAGES
DURING 10 DAYS OF STORAGE
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Tabela 2. TEKSTURALNE KARAKTERISTIKE FERMENTISANIH MLECNIH

NAPITAKA NAKON PROIZVODNJE

Table 2. TEXTURAL CHARACTERISTICS OF FERMENTED MILK

BEVERAGES AFTER PRODUCTION

Indeks
Uzorak Cvrstoéa Konzistencija Kohezivnost viskoziteta

(9) (9s) (9) (9s)

Kontrolni jogurt sv 15,155 293,070 -7,245 -2,172
sd 0,637 184,615 0,733 0,318

cv 4,204 62,994 -10,115 -14,630

Napitak sa 0,12% | sv 15,305 432,281 -6,163 -1,490
kombuha kapsule | sd 0,279 3,035 0,153 0,190

cv 1,823 0,702 -2,485 -12,770

Napitak sa 1,5% sv 14,641 404,057 -8,466 -4,024
koncentrata sd 0,605 16,708 1,887 2,231

kombuhe cv 4,132 4,135 -22,292 -55,434
Napitak sa 3,0% sv 13,671 380,719 -7,809 -2,932
koncentrata sd 0,906 32,571 1,040 1,249

kombuhe cv 6,627 8,555 -13,317 -42,592

Force fhgh
oy

L

LT

A
e

m kontrolni uzorak; m 0,12% kombuha kapsula;
m 1,5% koncentrata kombuhe; m 3% koncentrata kombuhe

Slika 6. TEKSTURALNE KARAKTERISTIKE FERMENTISANIH MLECNIH
NAPITAKA NAKON PROIZVODNJE

Figure 6. TEXTURAL CHARACTERISTICS OF FERMENTED MILK

BEVERAGES AFTER PRODUCTION

Promena ukupne kiselosti tokom
10 dana skladistenja prikazana je na
slici 4.

Ukupna kiselost proizvedenih na-
pitaka kre¢e se od minimalno 4,52
(gCH3COOH/L) za napitak sa 1,5%
koncentrata kombuhe, do maksimalne
vrednosti 4,81(gCH3;COOQOH)/L) za napi-
tak sa 0,12% kombuha kapsule.

Promena sinerezisa surutke u fer-
mentisanim mle¢nim napicima tokom
10 dana skladistenja prikazana je na
slici 5. U kontrolnom uzorku, kao i u
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uzorcima proizvedenim sa kapsulom i
koncentratom kombuhe, sinerezis se
smanjuje tokom skladistenja, Sto uka-
zuje prisutnu slabije izrazenu aktiv-
nost dodatog kombuha startera, koji
pozitivno utiCe na kvalitet i trajnost
proizvoda.

Teksturalne karakteristike
fermentisanih mle¢nih napitaka

U tabeli 2 i na slici 6 prikazane su
teksturalne karakteristike (Cvrstoca,

konzistencija, kohezivnost i indeks
viskoziteta) fermentisanih mle¢nih na-
pitaka merenih na aparatu Texture
Analyser TA.HD®“® nakon proizvod-
nje.

Iz tabele 2 vidi se da najvecu
¢vrstocu ima napitak proizveden sa
0,12% kombuha kapsule (15,305g),
dok napitak sa 3,0% kombuhe ima
najmanju ¢vrstoéu koja iznosi 13,671
g. Cvrstoéa napitaka na slici 6 pred-
stavlja pik ili maksimalnu vrednost
sile.

Konzistencija napitaka predstavlje-
na je u vidu povrSine ispod krive za-
visnosti sile od vremena (na slici 6 po-
zitivan deo krive). Veca vrednost kon-
zistencije ukazuje na guséi proizvod.
Konzistencija napitka sa 0,12% kom-
buha kapsule je najve¢a i iznosi
432,28 gs. Najmanja vrednost konzi-
stencije je u kontrolnom jogurtu
290,070 gs.

Kohezivnost napitaka predstavlja
najnegativniju vrednost na krivi zavis-
nosti (slika 6). Sto je vrednost ne-
gativnija, to je uzorak kohezivniji.
Maksimalna vrednost kohezije iznosi
—8,466 g (napitak sa 1,5% koncentrata
kombuhe), dok je najniza u napitku sa
0,12% kombuha kapsule —6,163 g.

Indeks viskoziteta prikazan je u vi-
du povrsine ispod apscise (slika 6).

Evidentno je da napitak sa 1,5%
koncentrata kombuhe ima najveéi in-
deks viskoziteta i iznosi — 4,024 gs, dok
je najnizi indeks viskoziteta u napitku sa
0,12% kombuha kapsule i iznosi —1,490
gs.

Nakon deset dana skladistenja (ta-
bela 3) najvec¢u &vrsto¢u ima kontrolni
jogurt i ona iznosi 15,144 g, dok napi-
tak sa 3,0% kombuhe ima najmanju
gvrstoéu i iznosi 14,284 g. Cvrstoda
napitaka tokom deset dana skladiste-
nja prikazana je na slikama 7 i 8a.

Konzistencija napitka sa 0,12%
kombuha kapsule je najve¢a i iznosi
430,814 gs. Najmanja vrednost kon-
zistencije je u napitku sa 3,0%
kombuhe nakon deset dana skladiste-
nja i iznosi 399,491 gs. Konzistencija
napitaka tokom deset dana skla-
diStenja prikazana je na slikama 7 i

Nakon deset dana skladiStenja
maksimalna vrednost kohezije iznosi
—8,141 g u kontrolnom jogurtu, dok je
najniza u napitku sa 0,12% kombuha
kapsule —6,156 g. Kohezivnost napi-
taka tokom deset dana skladiStenja
prikazana je na slikama 7 i 8c.
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Tabela 3. TEKSTURALNE KARAKTERISTIKE FERMENTISANIH MLECNIH
NAPITAKA NAKON 10 DANA SKLADISTENJA

Table 3. TEXTURAL CHARACTERISTICS OF FERMENTED MILK

BEVERAGES AFTER 10 DAYS OF STORAGE

Cvrstoca Konzistencija Kohezivnost .Inde.k S
Uzorak viskoziteta
(9) (9s) (9) (9s)
sv 15,144 412,597 -8,141 -3,234
Kontrolni jogurt
entroint jogu sd | 0,169 17,955 1,865 1,607
cv 1,116 4,352 -22,907 -52,470
sv 14,870 430,814 -6,156 -1,466
Napitak sa
0,12% kombuha sd 0,056 1,668 0,094 0,050
kapsule
cv 0,378 0,387 -1,5634 -3,411
sv 14,678 408,384 -7,377 -2,330
Napitak sa 1,5%
koncentrata sd 0,439 23,880 0,845 0,686
kombuhe
cv 2,991 5,847 -11,451 -29,447
sv 14,284 399,491 -6,986 -1,910
Napitak sa 3,0%
koncentrata sd 0,946 35,146 0,256 0,199
kombuhe
cv 6,620 8,798 -3,671 -10,415

Force (ko)
[T

m kontrolni uzorak; m 0,12% kombuha kapsula;
m 1,5% koncentrata kombuhe; m 3% koncentrata kombuhe

W
Time (sec)

Slika 7. TEKSTURALNE KARAKTERISTIKE FERMENTISANIH MLECNIH
NAPITAKA NAKON 10 DANA SKLADISTENJA

Figure 7. TEXTURAL CHARACTERISTICS OF FERMENTED MILK
BEVERAGES AFTER 10 DAYS OF STORAGE

Najvedi indeks viskoziteta (—3,234
gs) je u kontrolnom jogurtu nakon de-
set dana skladiStenja, dok je najnizi u
napitku sa 0,12% kombuha kapsule i
iznosi —1,466 gs. Indeks viskoziteta
tokom deset dana skladiStenja prika-
zan je na slikama 7 i 8d.

Generalno posmatrano, ¢&vrstoéa
fermentisanog mle¢nog napitka sa 3%
koncentrisanog inokuluma kombuhe
je konstantna prvih pet dana skladis-
tenja, a potom raste, dok u fermenti
sanim mle¢nih napicima sa 0,12%
kombuha kapsule i 1,5% koncentrisa-
nog inokuluma ¢&vrsto¢a ima suprotan
trend. Cvrstoéa kontrolnog jogurta se
neznatno menja tokom skladistenja.

ProseCne vrednosti konzistencije
fermentisanih mlec¢nih napitaka sa
0,12% kombuha kapsule i 1,5% kon-
centrata inokuluma kombuhe se veo-
ma malo razlikuju tokom skladistenja,
dok, u uzorku sa 3% koncentrata ino-
kuluma kombuhe zabelezen porast
izmerene vrednosti konzistencije to-
kom skladistenja.

Kohezivnost fermentisanog napit-
ka sa 0,12% kapsule je bez promene
tokom skladistenja, dok u uzorku sa
1,5% koncentrata inokuluma kombu-
he raste. U fermentisanom mle¢nom
napitku proizvedenom sa 3% kon-
centrisanog inokuluma kohezivnost
opada tokom skladistenja, $to znaci
da je rad sile kohezije intenzivno izra-
Zen nakon 10 dana skladistenja.

Indeks viskoziteta u fermentisanim
mle¢nim napicima proizvedenim sa
1,5% i 3,0% koncentrata kombuhe
raste tokom skladistenja, dok u kon-
trolnom uzorku ima suprotan trend. U
fermentisanom napitku proizvedenom
sa 0,12% kombuha kapsule prose¢na
vrednost indeksa viskoziteta minimal-
no se menja.

Izgled, konzistencija, ukus i miris
su najbolje ocenjeni kod kontrolnog
jogurta.

Na osnovu rezultata senzorne
analize moze se zaklju€iti da dodat-
kom manje koli¢ine koncentrata kom-
buhe fermentisani mle¢ni napici imaju
bolje senzorne karakteristike.

ZAKLJUCAK

Primenom odgovarajuéeg tehno-
loSkog procesa proizvedeni su fer-
mentisani mle¢ni napici dodatkom
1,5% i 3,0% koncentrata inokuluma
¢ajne dljive i 0,12% kombuha kapsule
u mleko sa 0,9% mle¢ne masti.
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Slika 8. TEKSTURALNE KARAKTERISIKE FERMENTISANIH MLECNIH NAPITAKA TOKOM 10 DANA SKLADISTENJA:

a) CVRSTOCA,; b) KONZISTENCIJA; c) KOHEZIVNOST; d) INDEKS VISKOZITETA

Figure 8. TEXTURAL CHARACTERISTICS OF FERMENTED MILK BEVERAGES DURING 10 DAYS OF STORAGE:

0,12% kom. kap (&}

Kontrolni jogurt

3,0% konc. kom.

— Izgled
—&— Boja
—a— Konzistencija

Slika9. SENZORNA ANALIZA FERMENTISANIH MLECNIH NAPITAKA NAKON

Figure 9. SENSORY ANALYSES OF FERMENTED MILK BEVERAGES AFTER
PRODUCTION
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PROIZVODNJE

a) FIRMNESS; b) CONSISTENCY; c) COHESIVENESS; d) INDEX OF VISCOSITY

Vreme fermentacije mleka do Ze-
liene pH vrednosti (pH=4,5) varira u
zavisnosti od stepena koncentrisanja
inokuluma €ajne gljive i kre¢e se od 8
h u fermentisanom mle¢nom napitku
sa 1,5% koncentrata ¢ajne gljive do 9
sati u napitku sa 0,12 % kombuha
kapsule.

Sposobnost vezivanja vode, sine-
rezis i teksturalne karakteristike naj-
bolje su u uzorku fermentisanog mle¢-
nog napitaka dobijenog dodatkom
1,5% koncentrata inokuluma cajne
gljive i zadrzavaju isti trend bez zna-
¢ajnijih promena tokom skladistenja.

Senzorni kvalitet fermentisanih
mlec¢nih napitaka zavisi od kvaliteta
mleka i koli¢ine dodatog inokuluma
€ajne gljive za fermentaciju. Na osno-
vu rezultata senzorne analize moze
se zakljuciti da se dodatkom manje
kolic¢ine koncentrata ¢&ajne gljive
(1,5%) postizu bolje senzorne karak-
teristike fermentisanih mle¢nih napi-
taka.

Primenom inokuluma ¢ajne gljive
proizvedeni su niskoenergetski, nutri-
tivno visokovredni fermentisani mlecni
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SUMMARY

FUNCTIONAL LOW ENERGY FERMENTED MILK BEVERAGE PRODUCED WITH
KOMBUCHA APPLICATION

Katarina G. Durakovi¢, Spasenija D. Milanovi¢, Marijana B. Cari¢, Mirela D. lli¢i¢, Mirjana
S. Buri¢, Miodrag N. Teki¢, Jasmina Lendel

University of Novi Sad, Faculty of Technology

The possibility of functional low—energy fermented milk beverage production by tea fungus
— kombucha application was researched in this study. Functional low—energy fermented
milk beverages were produced with addition of 1.5% and 3.0% tea fungus concentrate and
0.12% of kombucha capsule. Chemical composition, physico—chemical and textural cha-
racteristics, as well as sensory quality of functional low—energy fermented milk beverages
have been analysed after production and during 10 days of storage.

Functional low—energy fermented milk beverages of high nutritive value, with pleasant, mild
and fresh taste and aroma were obtained.

fermentation on sucrose and molasses,
Food Chemistry, 106, 1039-1045.

11. Mattila—Sandholm, T., Myllarinen, P.,
Crittenden, R., Mogensen, G., Fondén, R.,
Saarela, M. (2002): Technological challenges
for future probiotic foods, International Dairy
Journal, 12, 173-182.

12. Milanovi¢, S., Cari¢, M., Lon¢ar, E., Pani¢,
M., Malba$a, R., Dobri¢, D. (2002): Primena
koncentrata cCajne gljive u proizvodnji
fermentisanih mlecnih napitaka,
Prehrambena industrija — Mleko i mle¢ni
proizvodi, Vol. 13, 1-2, 8-13.

13. Sreeramulu, G., Zhu, Y. and Knol, W.
(2000): Kombucha Fermentation and lts
Antimicrobial Activity, Journal of Agricultural
and Food Chemistry 48 (6) 2589-2594.

14. Tamime, A.Y., (2006): Fermented milks,
Blackwell Science, UK, p. 262.

Key words: tea fungus e fermented milk
beverages e physico—chemical characteris-
tics e textural characteristics

73



Preh. ind. 1-2, (2008)

ADELA R. ISAKOVIC et al.: KOMPARATIVNA ANALIZA...

ADELA R. ISAKOVIC
ZLATAN O. SARIC
TARIK A. DIZDAREVIC

Univerzitet u Sarajevu,
Poljoprivredno — prehrambeni fakultet

NAUCNI RAD

UDK: 637.146.2:637.07

Najvaznija faza u proizvodnji kefira je
fermentacija. Stoga, izbor adekvatne star-
ter kulture predstavlja vazan korak u pro-
cesu njegove proizvodnje. Cilj ovog rada je
bio da se ispita uticaj razliCitih starter
kultura na tok fermentacije, postacidika-
cioni period i senzorni kvalitet proizvede-
nog kefira.

U tu svrhu je mlijeko za proizvodnju
kefira inokulirano sa pet razli¢itih kombina-
cija starter kultura. U toku fermentacije
mjeren je pH, te sadrzaj mlije¢ne i slo-
bodne uglji€ne kiseline. Stepen postacifika-
cije je pracen istim mjerenjima tokom
¢uvanja na +4°C. Kontrolni kefir je sprav-
ljan pomocu starter kulture napravljene od
kefirnih zrnaca. lzvrSena je senzorna ocje-
na proizvedenog kefira gdje je kao uzor
posluzio komercijalni kefir.

Uzorci proizvedeni primjenom kombi-
nacija kultura Probat KC3 sa XPL-1 i LAF-
3 sa XPL-1 i mlijeka sa viSim sadrzajem
mlije€ne masti, 2,8% i 3,2%, pokazali su
najbolje rezultate u smislu senzornih svoj-
stava kefira.

Stoga se ove kombinacije mogu pre-
poruciti za komercijalnu proizvodnju kefira.

Kljuéne rijeci: kefir o fermentacija-e
postacifikacija e senzorna ocjena
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KOMPARATIVNA ANALIZA KEFIRA PRO-
IZVEDENOG FERMENTACIJOM MLIJEKA
RAZLICITIM STARTER KULTURAMA

uvoD

Senzorni  kvalitet fermentisanih
mlijeénih napitaka zavisi od upotreb-
liene sirovine te od promjena koje
nastaju pri obradi i preradi, narocito
pri fermentaciji. Nastale promjene za-
vise i od sastava upotrebljene starter
kulture.

Fermentacijom mlijeka smanjuje
se koli¢ina prisutne laktoze za oko
20% do 30%, a povecava koli¢ina
mlije¢ne kiseline koje ima vrlo malo u
svjezem mlijeku. Zbog smanjene koli-
Cine laktoze fermentisani mlije¢ni na-
pici su lako probavljivi, a nastala mli-
je€na kiselina podstice peristaltiku cri-
jeva, sekreciju sluzi i korisnih enzima,
te udvostru€uje resorpciju kalcija, fos-
fora i ostalih hranjivih materija. Tako
se u crijevima spreava rast nepo-
zeljnih mikroorganizama i njihovih tok-
si¢nih metabolita (Tratnik, 1998).

Postupak proizvodnje kefira obu-
hvata: standardizaciju masti, homoge-
nizaciju, pasterizaciju, inokulaciju sa
starter kulturom, inkubaciju u dvije fa-
ze, hladenje, pakovanje i skladistenje.
Svakako je od najveéeg znacaja za
kvalitet gotovog proizvoda vrsta upo-
trebljene starter kulture. Za proizvod-
nju kefira koriste se mjeSovite kulture,
sastavljene od bakterija mlije¢ne kise-
line i kvasaca. Zbog sastava kulture,
dolazi do mlijeéno-kiselog i alkoholnog
vrenja. Stoga, proces je formiranja ko-
nac¢ne arome dosta kompleksan. Sen-
zorne karakteristike fermentacije koju
provode bakterije mlijeCne kiseline su
dosta dobro izu€ene ali kada su u pi-
tanju kvasci nema toliko informacija.
Neki su autori ipak pratili fermentaciju
koju izvode kvasci i vrsili senzornu
ocjenu konaénog proizvoda (Wyder,
1998, Klantschitsch, 1999).

Cilj rada je bio da se ispita uticaj
razli¢itih starter kultura na razvoj kise-
losti tokom fermentacije, postacidifika-
ciju i senzorna svojstva kefira. Pracen
je sadrzaj mlijecne kiseline, a takode i
slobodne ugljicne kiseline radi stva-
ranja ugljen dioksida radom kvasaca.

MATERIJAL | METODI

Za proizvodnju kefira uzeto je ko-
mercijalno UHT mlijeko sa tri razliita
sadrzaja masti (1,5%, 2,8% i 3,2%
masti). Starter kulture koje su se ko-
ristile za proizvodnju kefira bile su:

e Standard, komercijalni kefir mlje-
kare ,Milkos” d.d., Sarajevo, BiH,
s 2,8% mlijeéne masti, za proiz-
vodnju kefira koristeno je 25 ml
kulture / litar mlijeka (2,5%) pre-
raCunato na tezinu.

eProbat KC3 LYO 100 DCU, CHO-
OZIT™ Cheese Cultures (DVS),
Danisco (zamrznuta osu$ena star-
ter kultura u obliku granula); pre-
poru¢ena doza za proizvodnju ke-
fira je 10 do 20 DCU /100 I, a pre-
raCunato na tezinu 0,025 gl/litar
mlijeka.

e XPL-1, DVS, Chr-Hansen (zamrz-
nuta osuSena starter kultura u ob-
liku granula, DVS); preporuc¢ena
doza za proizvodnju kefira je 100
do 200 DCU / 1.000 |, a prera-
Cunato na tezinu 0,025 g/litar
mlijeka.

e¢LAF-3, DVS, Chr-Hansen (zamrz-
nuta osuSena starter kultura u ob-
liku praha, DVS); preporu¢ena do-
za za proizvodnju kefira je 2U /
1.000 1, a preraCunato na tezinu
0,001g / litar mlijeka.
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Kefir je proizveden upotrebom pet
razli¢itih kombinacija starter kultura, i
to posebno za mlijeko razli¢itog sadr-
Zaja masti (1,5%, 2,8% i 3,2%). Inku-
bacija se odvijala u dvije faze: faza
zakiseljavanja i faza fermentacije. Pr-
va u trajanju od 12 sati na temperaturi
od 23°C, a druga je nastavljena u
narednih 12 sati na temperaturi 15
°C. Nakon toga svi uzorci su stavljeni
u hladnjak na temperaturu +4°C, i
Cuvani narednih 30 dana na toj tem-
peraturi. Uzorci su Sifrirani kako je pri-
kazano u tabeli 1.

VrSena je analiza kefira u toku
procesa fermentacije kao i nakon za-
vr§enog procesa proizvodnje. Analize
su ukljucile mjerenje pH vrijednosti,
sadrzaja mlije€ne kiseline i slobodne
ugljine kiseline i to svaka tri sata u
prvih 12 sati inkubacije, a zatim na-
kon 24 i 48 sati od pocetka fermen-
tacije. Analize su ponovljene nakon
10, 20 i 30 dana &uvanja pri +4°C.

Odredivanje pH vrijednosti vrseno
je pomoc¢u aparata pH-metar Meth-
rom / 632 sa elektrodom Chemonorm
AG2211503. Odredivanje sadrZaja
mlije€ne kiseline (u %) tokom prvog
dijela fermentacije vrSeno je mijere-
njem kiselosti mlijeka metodom Sox-
hlet — Hénkel-a ((Dozet, StaniSic i Bi-
jeljac, 1985), a nakon stvaranja koa-
guluma po postupku predvidenom za
fermentisane mlije¢ne napitke. Sadr-
Zaj slobodne ugljicne kiseline izrazen
u mg/l (CO,) kefira takode je odreden
titracijom sa NaOH (Sabado$, 1996).

IzvrSena je senzorna analiza pro-
izvedenog kefira, gdje je kao uzor ko-
risten kefir mljekare ,Milkos” d.d.
Sarajevo, BiH, zbog toga Sto je na-
pravljen uz upotrebu kefirnih zrnaca,
a ne komercijalne kulture. Takode su
senzorno ocijenjena jo§ dva komer-
cijalna kefira koji se proizvode uz
upotrebu komercijalne starter kulture
(“Saraj-Milk” i Z'bregov, “Vindija”, Va-
razdin). Senzorna analiza ispitivanih
uzoraka kefira je obuhvatila vizuelno
odredivanje izgleda, boje, konzisten-
cCije, mirisa i okusa, po sistemu bodo-
vanja gdje se svaka od ovih osobina
boduje zasebno. Zatim se bodovi za
svaku osobinu zbrajaju i dobiva se
ukupna senzorna ocjena za svaki
uzorak koja maksimalno moze biti
20,00.

REZULTATI | DISKUSIJA

Promjene pH vrijednosti, te sadr-
Zaja mlije¢ne i slobodne uglji¢ne kise-
line nakon 3, 6, 9, 12, 24 i 48 sati fer-
mentacije kod kefira napravljenog uz

Tabela 1. KOMBINACIJE STARTER KULTURA KORISTENE ZA
PROIZVODNJU KEFIRA
Table 1. COMBINATION OF STARTER CULTURES USED FOR KEFIR
MANUFACTURING

Miijeko Starter kultura Koli¢ina startera Sifra

Milk Starter Culture Quantity of Starter Code

1 5% Standard 25 ml 1A

770 Probat KC3 0,25¢g 2A

m'”ect’.‘/e Probat KC3 + XPL-1 0,0259 +0,025 g 3A

rrr?iﬁ(Sflat LAF-3 0,001g 4A

XPL-1 + LAF-3 0,025 g + 0,001 g 5A

2 8% Standard 25 mil 1B

mlijeéne Probat KC3 0,025¢g 2B

. Probat KC3 + XPL-1 0,025g +0,025g 3B
masti/

milk fat LAF-3 0,001g 4B

XPL-1 + LAF-3 0,025 g + 0,001 g 5B

329 Standard 25 ml 1C

mlijeé;e Probat KC3 0,025¢ 2C

. Probat KC3 + XPL-1 0,025g +0,025g 3C
masti/

milk fat LAF-3 0,001g 4C

XPL-1 + LAF-3 0,025g +0,001g 5C

upotrebu razli€itih starter kultura prika-
zani su u grafikonima 1-9.

Opadanje pH vrijednosti najbrze
se odvijalo kod uzoraka inokuliranih
sa kulturom spravljenom od kefirnih
zrnaca i to za sve tri masnocée mlijeka
(1A, 1B i 1C). Pad pH je bio rapidniji
kod uzorka sa 1,5% mlije€ne masti
(1A) nego kod uzoraka sa 2,8% (1B) i
3,2% (1C) mlije¢ne masti u mlijeku.
Najsporije opadanje pH vrijednosti je
zabiljezeno kod uzoraka inokuliranih
sa starter kulturom LAF-3 za sve tri
masnoée mlijeka (4A, 4B i 4C). pH
vrijednost gotovog kefira se kretala od
4,27 do 4,70 (kod uzoraka 4A i 4B
koagulacija se nije niti desila nakon
48 sati).

Tokom fermentacije se povecava
kiselost uslijed stvaranja mlijecne ki-
seline. Pored nje, stvaraju se, istina u
mnogo manjim koli¢inama, i druge ki-
seline. Tok fermentacije se moze pra-
titi i preko proizvodnje slobodne uglji¢-
ne kiseline odnosno CO,. Sadrzaj mli-
je€ne kiseline postepeno se poveca-
vao. Povecanje koncentracije mlijecne
kiseline je bilo slabije izrazeno kod
uzoraka sa kulturom LAF-3 (4A, 4B i
4C). Kod uzorka 4B, 48h nakon inoku-
lacije nije bilo znacajnijeg porasta
koncentracije mlije¢ne kiseline, dok je
kod uzoraka 4B i 4C zabiljezena zna-
Cajnija proizvodnja mlijeéne kiseline
tek u periodu 24-48 sati. Mlije¢nu ki-
selinu je sporije proizvodila i Probat
KC3, dok su ostale varijante imale
zadovoljavaju¢u brzinu stvaranja mli-
je€ne kiseline.

U procesu proizvodnje kefira, sa-
drzaj mlije€ne kiseline se povecavao.

Povecanije je najviSe bilo izrazeno kod
uzoraka 1A, 1B i 1C (inokuliranih ke-
firnim zrncima), a najmanje kod uzo-
raka inokuliranih kulturom Probat KC3
(2A, 2B i 2C) i LAF-3 (4A, 4B i 4C).
Sadrzaj mlije¢ne kiseline kod proizve-
denih kefira kretao se od 0,738% kod
uzorka 4C (inokuliran s kulturom LAF-
3) do 0,945% kod uzorka 5A (LAF-3 i
XPL-1). Srazmjerno povecanju kon-
centracije mlijeéne kiseline, poveca-
vala se i koncentracija slobodne ug-
ljicne kiseline. To povecanje je najvise
bilo izrazeno kod uzoraka inokuliranih
sa kultuom od kefirnih zrnaca (1A, 1B
i 1C), kombinacijom kultura Probat
KC3 sa XPL-1 (3A, 3B i 3C) i LAF-3
sa XPL-1 (5A, 5B i 5C), a najmanje
kod uzoraka inokuliranih kulturom
LAF-3 (4A, 4B i 4C), te Probat KC3
(2A, 2B i 2C).

Primje¢eno je da se koncentracija
mlijeéne kiseline uglavnom snizavala
pri ¢uvanju kod uzoraka sa kulturom
od kefirnih zrnaca (1A, 1B i 1C), a
stepen postacidifikacije je bio najizra-
Zeniji kod LAF-3 uzorka (4A).

Sliéno je vazilo i za sadrzaj slo-
bodne uglji€ne kiseline.

Kod senzorne ocjene dobivenih
kefira najmanju ukupnu ocjenu dobili
su uzorci 4A i 4B (inokulirani sa kultu-
rom LAF-3) gdje je zbir bodova bio
7,0 odnosno 8,0. Najvecéu ukupnu
ocjenu 17,5 dobio je uzorak 3C (ino-
kuliran kombinacijom kulture Probat
KC3 sa XPL-1). Uzorci 3B, 5B i 5C ta-
kode su visoko ocijenjeni (17,0). Kon-
trolni uzorci (komercijalni kefir tri pro-
izvodaca) ocijenjeni su sa 17,7; 17,0 i
14,0.
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Slika 1.

Figure 1.

PROMJENA pH VRIJEDNOSTI TOKOM FERMEN-
TACIJE KOD KEFIRA NAPRAVLJENOG OD MLIJE-
KA SA 1,5% MLIJECNE MASTI

CHANGES OF pH VALUES DURING FERMENTA-
TION IN KEFIR MADE BY MILK WITH 1,5% MILK
FAT CONTENT
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Slika 2.

Figure 2.

PROMJENA pH VRIJEDNOSTI TOKOM FERMEN-
TACIJE KOD KEFIRA NAPRAVLJENOG OD MLI-
JEKA SA 2,8% MLIJECNE MASTI

CHANGES OF pH VALUES DURING FERMENTA-
TION IN KEFIR MADE BY MILK WITH 2,8% MILK
FAT CONTENT
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Slika 3.

PROMJENA pH VRIJEDNOSTI TOKOM FERMENTA-
CIJE KOD KEFIRA NAPRAVLJENOG OD MLIJEKA
SA 3,2% MLIJECNE MASTI

Figure 3. CHANGES OF pH VALUES DURING FERMENTATI-
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ON IN KEFIR MADE BY MILK WITH 3,2% MILK FAT
CONTENT
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Slika 4.

Figure 4.

PROMJENA SADRZAJA MLIJECNE KISELINE TO-
KOM FERMENTACIJE U KEFIRU NAPRAVLJE-
NOM OD MLIJEKA SA 1,5% MLIJECNE MASTI

CHANGES OF LACTIC ACID CONTENT DURING
FERMENTATION IN KEFIR MADE BY MILK WITH
1,5% MILK FAT CONTENT
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Slika 5.

Figure 5.

PROMJENA SADRZAJA MLIJECNE KISELINE TO-
KOM FERMENTACIJE U KEFIRU NAPRAVLJENOM
OD MLIJEKA SA 2,8% MLIJECNE MASTI

CHANGES OF LACTIC ACID CONTENT DURING
FERMENTATION IN KEFIR MADE BY MILK WITH
2,8% MILK FAT CONTENT
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Slika 6.

Figure 6.

PROMJENA SADRZAJA MLIJECNE KISELINE TO
KOM FERMENTACIJE U KEFIRU NAPRAVLJENOM
OD MLIJEKA SA 3,2% MLIJECNE MASTI

CHANGES OF LACTIC ACID CONTENT DURING
FERMENTATION IN KEFIR MADE BY MILK WITH
3,2% MILK FAT CONTENT
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Slika7. PROMJENA SADRZAJA SLOBODNE UGLJICNE K-
SELINE TOKOM FERMENTACIJE U KEFIRU NAPRAV

LJENOM OD MLIJEKA SA 1,5% MLIJECNE MASTI

Figure 7. CHANGES OF FREE CARBONIC ACID CONTENT DU-
RING FERMENTATION IN KEFIR MADE BY MILK
WITH 1,5% MILK FAT CONTENT
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Slika 8. PROMJENA SADRZAJA SLOBODNE UGLJICNE Kl
SELINE TOKOM FERMENTACIJE U KEFIRU NAPRAV

LJENOM OD MLIJEKA SA 2,8% MLIJECNE MASTI

Figure 8. CHANGES OF FREE CARBONIC ACID CONTENT
DURING FERMENTATION IN KEFIR MADE BY MILK
WITH 2,8% MILK FAT CONTENT
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Slika9. PROMJENA SADRZAJA SLOBODNE UGLJICNE K-
SELINE TOKOM FERMENTACIJE U KEFIRU NA-
PRAVLJENOM OD MLIJEKA SA 3,2% MLIJECNE

MASTI

Figure 9. CHANGES OF FREE CARBONIC ACID CONTENT
DURING FERMENTATION IN KEFIR MADE BY MILK
WITH 3,2% MILK FAT CONTENT
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Slika 11.

Figure 11. POSTACIDIFICATION DEGREE AT KEFIR STORED
AT +4°C MEASURED BY CHANGES IN LACTIC ACID
CONTENT (%)
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Slika 12. STEPEN POSTACIDIFIKACIJE PRI CUVANJU KEFIRA
NA +4°C MJEREN PROMJENOM SADRZAJA SLO-
BODNE UGLJICNE KISELINE (%)

Figure 12. POSTACIDIFICATION DEGREE AT KEFIR STORED
AT +4°C MEASURED BY CHANGES IN FREE CARBO-
NIC ACID CONTENT (%)
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Slika 13. SENZORNA OCJENA KOMERCIJALNOG KEFIRA |
EKSPERIMENTALNOG KEFIRA PROIZVEDENOG

UPOTREBOM RAZLICITIH STARTER KULTURA
Figure 13. SENSORY EVALUATION OF COMMERCIAL KEFIR

AND EXPERIMENTAL KEFIR MADE BY USE OF
DIFFERENT STARTER CULTURES
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ZAKLJUCAK

Kefir je fermentisani mlije¢ni proiz-
vod Cija se potroSnja povecava sva-
kim danom. U komercijalnoj prodaiji
danas postoji kefir gdje je mlijeko ino-
kulirano starter kulturom dobivenom
od kefirnih zrnaca, ali je puno viSe
zastupljen kefir proizveden od ko-
mercijalnih starter kultura. Cilj ovog is-
trazivanja je bio utvrditi uticaj starter
kulture na kiselost i senzorna svojstva
kefira. U tu svrhu vrSeno je pracenje

mlije€ne masti (3,2%), Sto se objas-
njava ¢injenicom da mlije€na mast do-
nekle ometa rad mikroflore starter kul-
ture.

Uzorci  proizvedeni  primjenom
kombinacija kultura Probat KC3 sa
XPL-1 i LAF-3 sa XPL-1 i mlijeka sa
vi§im sadrzajem mlije¢ne masti, 2,8%
i 3,2% (3B i 3C, 5B i5C) pokazali su
najbolje rezultate u smislu senzornih
svojstava kefira. Stoga se ove kombi-
nacije mogu preporuciti za komercijal-
nu proizvodnju kefira.

pH vrijednosti i kiselosti (izrazene u %
mlijecne kiseline i mg / | slobodne ug-
ljicne kiseline) u toku proizvodnje kefi-
ra i tokom Cuvanja kefira u periodu od
30 dana. Izvr8ena je senzorna ocjena 1
proizvedenih uzoraka kefira.

U toku procesa fermentacije pH
vrijednost se snizavala, a sadrzaj mli-
je€ne i slobodne ugljicne kiseline po-
vecavao. SniZenje pH vrijednosti, od- 3.
nosno povecanje kiselosti je bilo sla-
bije izrazeno kod uzoraka proizvede-
nih od mlijeka sa vi§im procentom
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SUMMARY

COMPARATIVE ANALYSIS OF KEFIR MADE BY FERMENTATION OF MILK
WITH DIFFERENT STARTER CULTURES

Adela R. Isakovi¢, Zlatan O. Sari¢, Tarik A. Dizdarevi¢
University of Sarajevo, Faculty of Agriculture and Food Science

The most important phase in kefir production is fermentation. The process is more complex
in kefir production compared to the production of other fermented dairy beverages due to
the fact that it is highly dependant on lactic acid bacteria and yeasts. Therefore, right
choice of starter culture presents a step of great importance in the producing process. The
aim of this work was to examine the influence of different starter cultures on the
fermentation process, post — acidification period and sensory quality of manufactured kefir.

In order to obtain this, milk for kefir production was inoculated with five different
combinations of starter cultures. Also, milk with different fat content was used (1,5; 2,8 and
3,2% fat). pH as well as content of lactic and free carbonic acids were measured during
fermentation after 3, 6, 9, 12, 24 and 48 hours. Postacidification degree was monitored 10,
20 and 30 days of storage at +4°C. Standard (control) kefir was made by using culture
prepared of kefir grains. Sensory evaluation of the produced kefir was carried out.

Kefir samples made by starter culture combinations Probat KC3 with XPL-1 and LAF-3 with
XPL-1 and milk with higher fat percentage, 2,8% and 3,2% (3B i 3C, 5B i 5C) gave best
results within the scope of sensory evaluation of kefir. Thus, these combinations could be
recommended for commercial production of kefir.

78

4. Mileti¢, S.: Mlijeko i mlije¢ni proizvodi, lzd.
Hrvatska mljekarska udruga, Zagreb.
(1994).

5. Pravilnik o kvalitetu mlijeka, proizvoda od
mlijeka, sirila i Cistih kultura. Sluzbeni list
SFRJ 51/ 82.

6. Sabados$, D.: Kontrola i ocjenjivanje kakvoce
mlijeka i mlije¢nih proizvoda, lzd. Hrvatska
mljekarska udruga, Zagreb. (1996).

7. Tratnik, Lj.: Mlijeko — tehnologija, biokemija i
mikrobiologija, lzd. Hrvatska mjekarska
udruga, Zagreb. (1998).

8. Wyder, M.: Identification and charac-
terisation of the yeast flora in kefyr and
smear ripened cheese — Contribution of
selected yeasts to cheese ripening, Diss.
ETH No. 12842, Zurich. (1998).

9.  http://www.nutricionisti.org/index.php,
preuzeto, juli 2008.

10. http://bs.wikipedia.org/wiki/Kefir,
juli 2008.

11. http://www.kefir.net/into.htm, preuzeto, juni
2008.

12. www.danisco.com, preuzeto, juni 2008

preuzeto,

Key words: kefir o fermentation e post —
acidification e sensory evaluation



Preh. ind. 1-2, (2008)

MIRELA D. ILICIC et al.: TEKSTURALNE KARAKTERISTIKE...

'"MIRELA D. ILICIC
'SPASENIJA D. MILANOVIC
"MARIJANA D. CARIC
"MIRJANA S. BURIC
"MIODRAG N. TEKIC
2DRAGAN J. SASIC

"Univerzitet u Novom Sadu,

Tehnoloski fakultet
2AD Miekara Subotica, Subotica
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U radu su ispitane teksturalne osobine:
¢vrstoca, konzistencija, kohezivnost i in-
deks viskoziteta devet komercijalnih uzo-
raka fermentisanih mle¢nih proizvoda (jo-
gurt, aromatizovani jogurt, sa dodatkom
probiotika/prebiotika, sa razli¢itim sadrza-
jem mle€ne masti), kao i fermentisanih
mle¢nih napitaka proizvedenih uz primenu
transglutaminaze (TG) i koncentrata pro-
teina surutke (KPS). Tekstura uzoraka
analizirana je aparatom Texture Analyser
TA XP (Stable Micro System, Goldaming,
Engleska) na temperaturi 8°C.

Na osnovu rezultata izvrSenih analiza
teksturalne karakteristike uzoraka fermen-
tisanih mle¢nih proizvoda su u funkciji
sadrzaja mle€¢ne masti.

Primena transglutaminaze u minimal-
noj koncentraciji 0,01% doprinosi pobolj-
Sanju teksturalnih osobina jogurta sa nis-
kim sadrzajem mle¢ne masti, dok se koris-
¢enjem transglutaminaze u kombinaciji sa
koncentratom proteina surutke dobijaju
znatno loSije tehnoloske karakteristike pro-
izvoda.

Kljuéne recéi: Fermentisani mle¢ni proiz-
vodi « starter kulture ¢ transglutaminaza -
koncentrat proteina surutke (KPS)e tekstu-
ralne karakteristike

*Rad je deo istraZivanja u okviru projekta
EUREKA "E! 3488 Razvoj tehnologije probiot-
skog jogurta poboljSanih karakteristika" koji fi-
nansira Ministarstvo za nauku i tehnoloski razvoj
Republike Srbije.

Adresa autora:

Mr Mirela lli¢i¢, asistent, Univerzitet u Novom
Sadu, Tehnoloski fakultet, Bulevar cara Lazara 1,
21000 Novi Sad, tel.. 021/485 3705; fax.:
021/450-413,

e-mail: panim@uns.ns.ac.yu

TEKSTURALNE KARAKTERISTIKE
FERMENTISANIH MLECNIH PROIZVODA*

uvoD

Fermentisani mle¢ni  proizvodi
obuhvataju veliku grupu proizvoda koji
se medusobno razlikuju prema vrsti
mleka od kojeg su proizvedeni, tipu
fermentacije, konzistenciji, sadrzaju
mleé¢ne masti, vrsti dodataka i dr.
(Tamime, Robinson, 2004).

Klasifikacija fermentisanih mle¢nih
proizvoda u zavisnosti od razli€itih
faktora prikazana je na slici 1.

Stabilnost formiranog gela postize
se optimizacijom parametara tehno-
loSkog procesa, izborom startera, kao
i dodatkom razli¢itih komponenata:
obrano mleko u prahu, surutka u pra-
hu, koncentrat proteina surutke, prote-
ini mleka, aditivi, Sec¢eri i zasladivadi,
vocne paste i arome, egzopolisaha-
ridi, i dr. Navedene komponente zna-
¢ajno poboljSavaju fizitko-hemijske
osobine (sinerezis i sposobnost vezi-
vanja vode) i teksturalne osobine fer-
mentisanih mle¢nih proizvoda, a poje-

KVASCI - MLECNA
FERMENTACIJA

MLECNA
FERMENTACIJA

FERMENTISANI
MLECNI PROIZVODI

Slika 1.
(Tamime, Robinson, 2004)

Fermentisani napitak

X
0

PLESNI - MLECNA
L
FERMENTACIJA

SEMA KLASIFIKACIJE FERMENTISANIH MLECNIH PROIZVODA

dini dodaci obogacuju proizvod i ¢ine
ga nutritivno vrednijim.

U novijim istrazivanjima veliki broj
naucnika ispituje moguénost primene
enzima transglutaminaze (TG) u pro-
izvodnji fermentisanih mle¢nih proiz-
voda. Pregled rezultata dosadas$njih
istrazivanja uticaja transglutaminaze
na kvalitet proizvoda prikazan je u ra-
dovima autora: Cari¢ i sar. 2006; Mila-
novi¢ i sar.; 2007, Ili¢i¢, 2008.

Dosadas$nja istrazivanja su poka-
zala da je termicki tertman mleka ne-
ophodan pre umrezZavanja proteina
zbog veoma niske reaktivnosti trans-
glutaminaze u termicki netretiranom
mleku, odnosno da UHT tretman mle-

ka znacajno poboljSava reakcije
umrezavanja (Bonisch, Lauber, &
Kulozik, 2004; Rodriguez-Nogales,

2006).

Pored termi¢kog tretmana mleka,
tok fermentacije tj, promene pH vred-
nosti i obogacivanje mleka proteinima
(obrano mleko u prahu, surutka u

™ Kefir
= Kumis

Acidophillus — kvasac

» Fermentisana mlaenica
™ Miacenica

> Tafil

» Fitmiolk

» Taotmjolk

“» Langofu

MEZOFILNI STARTERI

r» Jogurt

(» Bugarska mlacenica
» Zabadi

(» Labneh

9 Chakka

TERMOFILNI STARTERI

> Bifighurt*

¥ Acidofilno mleko
% ABT

% Yakult

» BRA

> Biogarde*

PROBIOTSKI STARTERI

Villi

Figure 1. CLASSIFICATION OF DIFFERENT FERMENTED DAIRY
PRODUCTS (Tamime, Robinson, 2004)
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prahu, koncentrat proteina surutke,
natrijum kazeinat) ima znacajan uticaj
na reaktivnost transglutaminaze (Du-
rakovi¢ i sar., 2007; Milanovi¢ i sar.,
2007). Dodatak mle¢nih ingredijenata
u mleko poboljSava strukturu gela. Ta-
kode, odnos kazeina i proteina su-
rutke utiCe na gustinu i stabilnost tro-
dimenzionalne strukture proteinskog
gela. Bonisch i sar. (2007) utvrdili su
da viskozitet i stepen polimerizacije
proteina mleka u te€nom jogurtu pro-
izvedenom sa TG raste sa poveca-
njem koncentracije proteina.

ReoloSke osobine te€nog jogurta
su znacCajan aspekt koji ukazuje na
kvalitet proizvoda i mogu da se Koristi
za utvrdivanje stabilnosti proizvoda.
Proces fermentacije mleka znacajno
utiCe na viskozitet i druge reoloSke
osobine fermentisanih mleénih proiz-
voda (lli¢i¢, 2008). Stoga, proces for-
miranja trodimenzionalne strukture
gela i fizicko-hemijske osobine proiz-
voda direktno utiCu na ponasanje pro-
izvoda pri proticanju i odreduju tip sis-
tema.

Fermentisani mle¢ni proizvodi pri-
padaju Njutnovskim sistemima i sta-
bilni su tokom skladistenja. U navede-
nim uzorcima viskozitet ostaje nepro-
menjen sa povec¢anjem brzine smi-
canja (Njutnovski sistem). Ukoliko vis-
kozitet jogurta opada sa povecanjem
brzine, smicanja fermentisani mlecni
proizvod ponasSa se kao pseudoplas-
tican sistem (Tamime, 2006).

S obzirom da su teksturalne ka-
rakteristike jogurta veoma vazan pa-
rametar tehnoloskog kvaliteta proizvo-
da, u radu je ispitan uticaj hemijskog
sastava mleka tj. sadrzaja mleéne ma-
sti, odnosno razli¢itih dodataka: voéne
paste, cerealija, inulina, koncentrata
proteina surutke i transglutaminaze na
teksturalne osobine fermentisanih
mlecnih proizvoda: ¢vrstoca, konziste-
ncija, kohezivnost i indeks viskoziteta.

MATERIJAL | METOD RADA

Za analizu teksturalnih osobina u |
seriji koriS¢eno je devet komercijalnih
uzoraka fermentisanih mle¢nih proiz-
voda:
1.Uzorak 1 — 0,9% mleéne masti,
3,2% proteina i 3,0% ugljenih
hidrata

2.Uzorak 2 — 1,6 % mle¢ne masti,
3,2% proteina i 3,0% ugljenih hidra-
ta

3.Uzorak 3 — 3,2% mlec¢ne masti,
3,0% proteina i 3,0% ugljenih hidra-
ta
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4.Uzorak 4 - 3,2% mlecne masti,
2,9% proteina i 3,0% ugljenih hidra-
ta
5.Uzorak 5 — kajsija; 2,2% mlecne
masti, 2,9% proteina i 13,4% ugljeni
hidrati
6.Uzorak 6 — viSnja; 2,2% mleCne
masti, 2,9% proteina i 12,5% ugljeni
hidrati
7.Uzorak 7 — jagoda; 2,2% mlecne
masti, 2,9% proteina i 14,0% ugljeni
hidrati
8.Uzorak 8 — Sumsko voce; 2,2%
mle¢ne masti, 2,9% proteina i
13,1% ugljeni hidrati
9.Uzorak 9 — cerealije; 1,0% mlecne
masti, 3,5% proteina i 12,2% ugljeni
hidrati
U Il seriji analizirane su tekstural-
ne karakteristike fermentisanih mle¢-
nih napitaka (FMN) proizvedenih uz
primenu probiotske starter kulture:
Streptococcus thermophilus, Lactoba-
cillus acidophilus LAFTI L10 and Bifi-
dobacterium sp. LAFTI B94 (DIRECT-
SETTM DELVO-YOG® MY-721 "DSM
Food Specialites", NS Trading, Novi
Sad) i uz dodatak transglutaminaze
(Ajinomoto Co. Inc., Hamburg, Ne-
macka), odnosno koncentrata prote-
ina surutke Lactomin 80S - KPS
(LACTOPROT, Aplenandisch Milchin-
dustrie und Handels- GMBH, NS Tra-
ding, Novi Sad):

10. kontrolni uzorak (bez dodatka
transglutaminaze)

11. FMN sa 0,01% TG, BA (bez akti-
vacije)

12. FMN sa 0,02% TG, BA (bez akti-
vacije)

13. FMN sa 0,01% TG, A (uz aktiva-
ciju 25°C, 2 sata; inaktivacija 80
°C, 1 minut)

14. FMN sa 0,02% TG, A (uz aktiva-
ciju 25°C, 2 sata; inaktivacija 80
°C, 1 minut)

15. FMN sa 0,01% TG, BA i 0,03%
KPS

16. FMN sa 0,01% TG, A i 0,03%
KPS

Teksturalna analiza uzoraka

Teksturalne karakteristike varijanti
fermentisanih mle¢nih napitaka ispita-
ne su primenom uredaja Texture ana-
lyser TAXPplus (Micro Stable Sys-
tem, Engleska) na temperaturi +8°C.
Sila kompresije merena je KkoriSce-
njem diska A/BE pre¢nika 35 mm i
ekstenzionog tega Cije je opterecenje
5 kg. Koriséena je opcija "Return to
Start". Brzina pomeranja diska pre i
tokom testa iznosila je 1,0 mm/s. Disk
je prelazio rastojanje od 30 mm.

REZULTATI | DISKUSIJA

U tabeli 1 i slici 2 prikazane su
teksturalne karakteristike: ¢&vrstoca,
konzistencija, kohezivnost i indeks vi-
skoziteta devet komercijalnih uzoraka
fermentisanih mlecnih proizvoda sa
razli¢itim sadrzajem mle¢ne masti:
0,9%, 1,6% i 3,2 % i dobijenih uz pri-
menu tradicionalne starter kulture,
probiotske starter kulture i razli€itih
dodataka (inulin, kajsija, viSnja, jago-
da, Sumsko voce i pSenica sa klicom).

Cvrstoda uzoraka jogurta (slika 1)
predstavlja pik ili maksimalnu vred-
nost sile. Vrednosti ¢évrstoce kre¢u se
od 15,328 g (uzorak 2 sa 1,6 % mlec-
ne masti) do 19,470 g (uzorak 3 sa
3,2% mle€ne masti). Cvrstoc¢a uzorka
1 sa 0,9% mle¢ne masti iznosi 17,095
g, i vec¢a je od Cvrstoée uzoraka 2 i 3
sa 1,6% i 3,2 % mlec¢ne masti. Posto
je poznato da sa porastom sadrzaja
mle¢ne masti u uzorcima jogurta ¢vrs-
to¢a raste, navedena razlika izmedu
uzoraka jogurta moze se objasniti Ci-
njenicom da uzorak jogurta sa 0,9%
mle¢ne masti sadrzi prebiotik inulin
koji iz literaturnih podataka znacajno
utie na metabolizam startera i pobolj-
Sava teksturu finalnog proizvoda.
Cvrstoéa uzorka 5 — kajsija i uzorka 6
— vidnja je priblizno jednaka i prose¢-
no iznosi 19,9265 g, dok C¢&vrstoca
uzorka 9 sa dodatkom cerealija zna-
¢ajno je manja i iznosi 15,716 g.
Konzistencija analiziranih varijanti fer-
mentisanih mle¢nih proizvoda pred-
stavljena je u vidu povrsine iznad kri-
ve zavisnosti sile od vremena (poziti-
van deo krive). Veca vrednost konzi-
stencije ukazuje na guséi proizvod.
Najmanja vrednost konzistencije je u
uzorku 2 sa 1,6 % mle¢ne masti i iz-
nosi 401,506 gs, dok je najvisa u
uzorku 3 sa 3,2% mleéne masti
507,932 gs. Uzorak 5 - kajsija i uzorak
6 - viSnja imaju visoku vrednost kon-
zistencije  koja prose¢no iznosi
503,607 gs. Konzistencija uzorka 8 —
Sumsko voce je neSto niza i iznosi
493,519 gs, dok konzistencija uzorka
7 - jagoda i uzorka 9 - cerealije znatno
je niza i respektivno iznosi 405,873
gs, odnosno 406,727 gs.

Kohezivnost uzoraka predstavlja
najnegativniju vrednost na krivoj za-
visnosti (slika 1). Sto je vrednost ne-
gativnija to je uzorak kohezivniji. Mak-
simalna vrednost kohezije je -13,160
g (uzorak 3 sa 3,2% mle€ne masti)
dok je minimalna -9,794 g (uzorak 1
sa 0,9% mle¢ne masti). Kohezivnost
uzorka 7 — jagoda i uzorka 9 — cerea-
lije je niza i iznosi redom: 10,425 g,
odnosno 10,728 g.
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Tabela 1. TEKSTURALNE KARAKTERISTIKE FERMENTISANIH MLECNIH PROIZVODA SA RAZLICITIM DODACIMA

Table 1. TEXTURAL CHARACERISTICS OF FERMENTED MILK PRODUCTS WITH DIFFERENT FLAVOURINGS
Uzorak Cvrstocéa Konzistencija Kohezivnost Indeks viskoziteta
Sample Firmness Consistency Cohessivness Index of viscosity

(9) (9s) (9) (gs)
Uzorak 1,
0,9% mle&ne masti 17,095 423,312 -9,794 -5,381
JJzorak2, 15,328 401,506 -9,834 -4,620
1,6 % mle¢ne masti
Uzorak 3,
3,.2% mleéne masti 19,470 507,932 -13,160 -15,30
Uzorak 4,

3.2% mleéne masti 16,515 426,792 -10,976 -6,658
Uzorak 5 - kajsija 19,960 502,425 -12,519 -13,215
Uzorak 6 - viSnja 19,893 504,789 -12,620 -13,685
Uzorak 7 - jagoda 15,693 405,873 -10,425 -5,985

Uzorak 8 - Sumsko voce 18,868 493,519 -12,676 -12,80

Uzorak 9- cerealije 15,716 406,727 -10,278 -5,172

s Sila (kg)

[

i

000+
q

s

u?drak 1, 0,9% mleéne masti; * uzorak 2, 1,6% mlec¢ne masti ;
* uzorak 3, 3,2% mle¢ne masti ;* uzorak 4, 3,2% mlecne masti

Slika 2.

TEKSTURALNE KARAKTERISTIKE FERMENTISANIH

MLECNIH PROIZVODA SA RAZLICITIM SADRZAJEM MLECNE

MASTI
Figure 2.

PRODUCTS WITH DIFFERENT FAT CONTENT

Indeks viskoziteta uzoraka pred-

TEXTURAL CHARACTERISTICS OF FERMENTED DAIRY

Navedene teksturalne karakteristi-

stavljen je u vidu povrSine ispod krive
zavisnosti sile od vremena (negativan
deo krive). Analizom indeksa viskozi-
teta u uzorcima fermentisanih mle¢nih
proizvoda utvrden je isti trend kao i
kod ostalih teksturalnih karakteristika:
¢vrstoca, konzistencija i kohezivnost.

ke su takode u skladu sa hemijskim
osobinama proizvoda (sadrzaj makro-
komponenata).

Generalno posmatrano, uzorci sa
manjim sadrzajem mle¢ne masti imaju
manje vrednosti ispitivanih tekstural-
nih karakteristika. Medutim, navedeni

nedostatak se veoma uspeSno moze
prevazi¢i dodatkom prebiotika ¢ime se
znacajno poboljSavaju fiziCko-hemij-
ske osobine niskomasnog fermentisa-
nog mle¢nog proizvoda.

U cilju proizvodnje jogurta sa nis-
kim sadrzajem mle¢ne masti odgova-
rajucih  fizicko-hemijskih  svojstava,
proizvedene su varijante jogurta sa
0,1% mle¢ne masti uz primenu trans-
glutaminaze u koncentraciji od 0,01%
i 0,02%, sa aktivacijom 25°C, 3 sata i
bez prethodne aktivacije. Teksturalne
osobine (&vrstoca, konzistencija, ko-
hezivnost i indeks viskoziteta) uzora-
ka fermentisanih mleCnih napitaka
proizvedenih uz koriSéenje transgluta-
minaze prikazane su na slici 3. Evi-
dentno je da uzorak kontrolnog jogur-
ta ima najmanju ¢vrstoéu, dok uzorci
proizvedeni bez prethodne aktivacije
imaju znacajno vecu &vrsto¢u u pore-
denju sa kontrolnim uzorkom, odnos-
no sa uzorcima uz prethodnu aktiva-
ciju TG. Takode, uzorci fermentisanih
mlecnih napitaka proizvedenih sa do-
datkom 0,01% TG i 0,3% KPS imaju
manju ¢vrsto¢u od svih uzoraka (Slika
3a).

Analizom ostalih parametara: kon-
zistencija, kohezivnost i indeks visko-
ziteta u uzorcima fermentisanih mlec-
nih napitaka proizvedenih uz primenu
TG utvrden je trend kao i kod Evrstoce
uzoraka.

Minimalne vrednosti teksturalnih
karakteristika ima kontrolni uzorak, a
maksimalne su u uzorku jogurta sa
najve¢om koncentracijom TG.

Primena transglutaminaze u mini-
malnoj koncentraciji 0,01% doprinosi

81
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Kontroi jogurt
0.01% TG, BA
BB 0.02 % TG, BA
E=30.01% TG, WA+ 0.3% KPS

Cvrstoca (g)

ESY0.01% TG, A
BRE1002 % TG, A
[LT10.01 % TG, A+ 0.3% KPS

2 7

7)\

Fermentisani mle¢ni napici

Kontrolni uzorak
001% TG, BA
BEBRE 0.02 % TG, BA
E=3001% TG, BA+ 0.3% KPS

Kohezivnost (g)

SS9001% TG, A
BXX1002% TG, A
[IT10.01 % TG, A+ 0.3% KPS

Fermentisani mle¢ni napici

Slika 3.
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Fermentisani mle¢ni napici

BA
5001 % TG, BA*+ 0.3% KPS

E530.01%T6,A
B250.02%T6, A
[IT10.01 % TG, A+ 0.3% KPS,

Fermentisani mle¢ni napici

TEKSTURALNE KARAKTERISTIKE FERMENTISANIH MLECNIH NAPITAKA KAO FUNKCIJA

KONCENTRACIJE TRANSGLUTAMINAZE: a) CVRSTOCA, b) KONZISTENCIJA, ¢) KOHEZIVNOST,

d) INDEKS VISKOZITETA.

Figure 3. TEXTURAL CHARACTERISTICS OF LOW FAT FERMENTED DAIRY BEVERAGES AS A FUNCTION OF TG
CONCENTRATION: a) FIRMNESS, b) CONSISTENCY, c) COHESIVNESS, d) INDEX OF VISCOSITY

poboljSanju teksturalnih osobina jo-
gurta sa niskim sadrzajem mlecne
masti.

Takode, primena prethodnog ter-
mickog tretmana mleka ima znacajan
uticaj na kvalitet i reoloSke osobine
finalnog proizvoda (Gustaw i sar.,
2006, Milanovi¢ i sar., 2007, lli¢i¢,
2008).
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Cvrtoca (9) 34,00
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3.60 30.00

Ukupni proteini (g/100g)

28.00

T T T T
00 0.1 02 03 04 05
Koncentrat proteina surutke (%)

Teksturalne karakteristike fermen-
tisanih mle¢nih napitaka proizvedenih
uz dodatak razliitih koncentracija
KPS, prikazane su na slici 4.

Uzorci fermentisanih mlecnih napi-
taka proizvedenih sa dodatkom 0,03%
koncentrata proteina surutke, imaju
veéu C&vrstoéu od uzoraka sa trans-
glutaminazom. Evidentno je da &vrs-

912.5

b) Konzistencija (gs) S

3.704

3.65 4 825.0

Ukupni proteini (%)

3.60 4 781.3

737.5

3.55 8
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Slika 4. TEKSTURALNE KARAKTERISTIKE NISKOMASIH FERMENTISA-
NIH MLECNIH NAPITAKA KAO FUNKCIJA KONCENTRACIJE
KPS: a) CVRSTOCA, b) KONZISTENCIJA

Figure 4. TEXTURAL CHARACTERISTICS OF LOW FAT FERMENTED
DAIRY BEVERAGES AS A FUNCTION OF WPC CONCENTRA-
TION: a) FIRMNESS, b) CONSISTENCY
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to¢a uzoraka jogurta raste sa poveca-
njem koli¢ine koncentrata proteina su-
rutke. Navedeni rezultati su u skladu
sa istrazivanjima autora Antunes i sar.
(2004) koji su utvrdili da je jogurt pro-
izveden sa dodatkom obranog mleka
u prahu (OMP) i koncentratom protei-
na surutke (KPS) veoma ¢&vrste kon-
zistencije i ima dobru sposobnost ve-
zivanja vode. Najvecéu vrednost konzi-
stencije imaju uzorci proizvedeni sa
dodatkom 0,02% TG bez prethodne
aktivacije (707,871 gs), dok kontrolni
uzorak ima najmanju vrednost konzi-
stencije koja iznosi 480,826 gs. Akti-
vacija transglutaminaze u proizvodnji
fermentisanih mle¢nih napitaka pove-
¢ava Cvrstocu uzorka za 4,79% u po-
redenju sa Cvrstoéom kontrolnog
uzorka. Konzistencija fermentisanih
mle¢nih napitaka proizvedenih bez
prethodne aktivaciie TG je veta za
33,6% od konzistencije kontrolnog
uzorka, a 27,49% u poredenju sa
uzorcima dobijenim uz prethodnu akti-
vaciju enzima. Konzistencija fermenti-
sanih mle¢nih napitaka proizvedenih
sa koncentratom proteina surutke ima
sli¢an trend promene kao i Cvrstoca



Preh. ind. 1-2, (2008)

MIRELA D. ILICIC et al.: TEKSTURALNE KARAKTERISTIKE...

uzoraka. To znali da uzorak sa
maksimalnom koli¢inom od 0,5% KPS
ima najvecu vrednost konzistencije
(995,487gs), dok je najmanja vrednost
konzistencije izmerena u kontrolnom
uzorku. Dobijeni rezultati su u skladu
sa istrazivanjima autora Patocka i sar.
(2004).

Generalno posmatrano, razlike iz-
medu teksturalnih karakteristika uzo-
raka proizvedenih sa i bez prethodne
aktivacije enzima, mogu se objasniti
¢injenicom da se 80% umreZavanja
proteina uz primenu TG vrsi pri pH
vrednosti iznad 5,7 (Bonisch et al.,
2004). Vrednosti teksturalnih karakte-
ristika su nize u fermentisanim mlec-
nim proizvodima sa aktivacijom nego
kod uzoraka bez aktivacije, s obzirom
da je umrezavanje proteina mleka u
optimalnom pH intervalu aktivnosti TG
kraée u uzorcima proizvedenim uz
prethodnu aktivaciju enzima (25°C, 3
sata) i inaktivaciju (80°C, 1min), nego
kod uzoraka proizvedenih bez aktiva-
cije TG.

ZAKLJUCAK

Primenom aparata Texture Analy-
ser (Mycro Stable System, UK) utvr-
dene su znacajne razlike u tekstural-
nim osobinama izmedu uzoraka fer-
mentisanih mle¢nih proizvoda sa razli-
¢itim sadrzajem mle¢ne masti. Tako-
de, dodatak probiotika/prebiotika, kao
i razli¢itih vo¢nih dodataka (kajsija,
vi$nja, jagoda i Sumsko voce) znacaj-
no uti€e na teksturu finalnog proizvo-
da. Utvrdeno je da se dodatkom kajsi-
je i viSnje postizu najbolje teksturalne

SUMMARY

osobine fermentisanih mle¢nih proiz-
voda.

Analizom teksture jogurta proizve-
denog iz mleka sa 0,1% masti uz pri-
menu transglutaminaze dobija se pro-
izvod znacajno poboljSanih tekstural-
nih karakteristika. Dodatak transgluta-
minaze u koncentraciji od 0,01% utice
na povecanje svih teksturalnih para-
metara kvaliteta. Ustanovljene vred-
nosti su prose¢no za 13% vece u po-
redenju sa vrednostima teksturalnih
parametara kvaliteta fermentisanog
mle¢nog napitka proizvedenog iz pu-
nomasnog mleka sa 3,2% masti.

Generalno se moze zakljuditi da
sadrzaj mleéne masti u fermentisanim
mlec¢nim proizvodima uti¢e na kvalitet
proizvoda, a dodatak pojedinih kom-
ponenata tokom proizvodnje: inulin,
proteini mleka ili transglutaminaza i
koris¢enje razli¢itih starter kultura,
zna€ajno poboljSavaju teksturalne
osobine fermentisanih mle¢nih proiz-
voda kao Sto su: évrstocéa, konzisten-
cija, kohezivnost i indeks viskoziteta.
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U industriji prerade mleka koriste se
razli¢iti materijali za pakovanje.

Funkcionalni  fermentisani  mlec¢ni
proizvodi, kao Sto su razli€iti tipovi jogurta,
pavlake i sli¢ni proizvodi, mogu se pakovati
u ambalazu od mono folija, kombinovanih
materijala, ¢aSe, posudice ili boce od
razli¢itih polimernih materijala. Za pako-
vanje funkcionalnih proizvoda potrebno je
koristiti ambalazu dobrih svojstava, am-
balazu atraktivog oblika i dizajna, koja je
ekonomski opravdana i ekoloski podobna.

Zadatak ovog rada je prikaz razli€itih
mogucnosti pakovanja  funkcionalnih
fermentisanih napitaka, kao i rezultata
ispitivanja najceSée koristenih ambalaznih
materijala za ovu namenu.

Dobijeni rezultati pokazuju razlicita
svojstva ispitivanih materijala i pruzaju
mogucnost adekvatnog izbora.

Kljuéne reci: ambalaza e mleko e fermen-
tisani proizvodi e funkcionalna hrana

uvobD

Znacajni proizvodi industrije prera-
de mleka, po proizvedenim i prodatim
koliinama su svakako fermentisani
mlecni proizvodi, pasterizovano i ste-
rilizovano mleko.

Koris¢eni ambalazni materijali i
ambalaza za te namene su prihva-
¢eni, dobro &tite upakovani proizvod i
omogucavaju pravilno punjenje, za-
tvaranje, transport, ali pod uslovom da
su standardnog kvaliteta (1).

Adresa autora:

Danijela Peji¢, Univerzitet u Novom Sadu,
Tehnoloski fakultet

Bulevar cara Lazara 1, 21 000 Novi Sad
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AMBALAZA ZA PAKOVANJE
FUNKCIONALNIH FERMENTISANIH
MLECNIH PROIZVODA

Fermentisani mle¢ni  proizvodi
obuhvataju veoma veliku grupu proiz-
voda koji se medusobno razlikuju pre-
ma vrsti mleka od kojih su izradeni,
tipu fermentacije, konzistenciji, sa-
drzaju mle¢ne mast, vrsti dodatka .

Medu fermentisanim mle¢nim pro-
izvodima u svetu, a i kod nas, naj-
poznatiji i najzastupljeniji je jogurt. Po-
red klasicnog — nativhog jogurta,
razvijen je niz fermentisanih proizvo-
da, kao Sto su kefir, kumis, fermenti-
sana mlaéenica, jogurt sa probiotici-
ma, a u razvoju su i drugi funkcionalni
mlecni napitci. Zbog nutritivnih svoj-
stava i uticaja na ljudsko zdravlje, ovi
visokovredni proizvodi pripadaju funk-
cionalnoj hrani (2,3).

Za ocuvanje nutritivnih svojstava
tokom deklarisanog perioda skladiste-
nja, odgovorni su odabrani i pravilno
primenjeni ambalazni materijali i am-
balaza (4,5)

Ambalaza mora da safuva visok
kvalitet proizvoda tokom najduzeg ro-
ka upotrebe. U tu svrhu, imajucéi u vidu
razliCite proizvode, specifictne tehno-
logije, specificne uslove skladiStenja,
diostribucije i primene, biraju se raz-
liciti ambalazni materijali, odnosno nji-
hove kombinacije. Takode se prime-
njuju specifi¢ni uslovi pakovanja (va-
kuum, modifikovana atmosfera), ili ne-
ki drugi vid aktivnhog pakovanja (6,7).

Pakovanje ima fundamentalnu ulo-
gu u odrzavanju kvaliteta i roka odr-
Zivosti proizvoda. Ambalaza je sastav-
ni deo gotovog proizvoda i ima ulogu
barijere izmedu upakovanog proizvo-
da i spoljadnje sredine. Osim primarne
zastitne uloge, ambalaza ima jo$ Citav
niz funkcija (5).

Za pakovanje funkcionalnih fer-
mentisanih mle¢nih proizvoda Koristi
se relativno mali broj plastiénih ma-
terijala sa razli¢itim dodacima, koji
modifikuju materijal u cilju dobijanja
poboljSanih osobina, u obliku jedno-
slojnih, viSeslojnih ili kombinovanih fo-
lija (8).

Nepovoljni faktori spoljne sredine

Mleko i proizvodi od mleka su
veoma podlozni promenama pod uti-
cajem faktora spoljne sredine, kao §to
su svetlost i kiseonik.

Svetlost kao energija zracenja
prostire se u vidu elektromagnetnih
talasa. Poznato je da svetlost odre-
denih talasnih duzina negativno utiCe
na senzorna svojstva i na gubitak vita-
mina. Ove promene zavise od he-
mijskih reakcija koje su inicirane svet-
lo8¢u talasne duzine ispod 550 nm u
kojima riboflavin (vitamin B2) ima cen-
tralnu ulogu. On katalizuje razvoj oksi-
dovane askorbinske kiseline kiseoni-
kom u ekscitovanom stanju. Zbog ove
apsorpcije riboflavina talasna duzina
od 350 do 550 nm je najkriti¢nija, a
maksimum negativnhog delovanja je
oko 450 nm. Preporuka je da mate-
rijali koji se koriste za pakovanje mle-
ka ne smeju da propustaju vise od 8%
upadne svetlosti na 500 nm kao ni
vise od 2% na 400 nm. Izlaganje di-
rektnoj suncevoj svetlosti treba izbe-
gavati i zbog porasta temperature sa-
drzaja, Sto ubrzava mikrobioloSki kvar
(5,7).

Gubici riboflavina i vitamina A zna-
€ajno su manji u kombinovanim am



Preh. ind. 1-2, (2008)

DANIJELA Z. PEJIC ET. AL.: AMBALAZA ZA...

balaznim materijalima nego u mono-
materijalima sa visokom propustljivos-
¢u svetlosti (9)

Kiseonik takode igra vaznu ulogu
u promeni senzornih svojstava fer-
mentisanih proizvoda. Kiseonik iz
okolnog prostora, ukoliko dospe u
proizvod kroz ambalazne materijale ili
loSe zatvaranje, ubrzava oksidacione
proene. Tokom skladistenja gotovih
proizvoda sadrzaj kiseonika se pove-
¢ao u polimernoj ambalazi (11). Neop-
hodno je da ambalaza bude nepro-
pusna za kiseonik kao bi se sprecio
kvar i favorizovala anaerobna sredina
koja pogoduje rastu probiotskih kul-
tura. Dobri rezultati postizu se pako-
vanjem fermentisanih mlecnih proiz-
voda u viSeslojne strukture u kojima
jedan od slojeva je dobra barijera za
kiseonik (11).

Razli¢iti fermentisani mlec€ni proiz-
vodi pakuju se u razli¢itu ambalazu,
kao $to su kese od polietilenske folije
(PE), ambalazu tipa ,tetra rex“, plas-
ticne Case ili boce od razliCitih poli-
mernih materijala. Takode se prime-
njuju specifiéni uslovi pakovanja (va-
kuum, modifikovana atmosfera), ili sa-
vremeni postupci aktivnog pakovanja
(8,10).

Kvalitativna svojstva ambalaznih
materijala i ambalaze, kao S$to su
ravnomernost debljine, zatezna jacina
i izduzenje pri kidanju, bitna su za pra-
vilno formiranje, prohodnost na pa-
kericama, ponaSanje pri transportu i
skalidiStenju, a barijerna svojstva di-
rektno utiCu na odrzivost upakovanog
proizvoda.

MATERIJALI | METODI

U radu su ispitani slede¢i amba-
lazni materijali:
1. PE folija
2. PS foija
3. PP folija
4. PET folija
5. kombinovana folija sastava
PE/PAP/PE/AI/IPE
Ispitana su sledeca svojstva:

- debljina folija, metodom po JUS-u
G. S2. 703. mernim vijkom MIKRO
2000,

- zatezna jacina i izduzenje pri kida-
nju metodom po JUS-u G. S2. 612 i
G. S2. 734. na aparatu INSTRON
4301,

- propustljivost gasova i vazduha me-
todom po LYSSY-u, prema DIN-u
53380 na aparatu Lyssy GPM-200
sa pripadaju¢im gasnim hromato-
grafom GASUKURO KOGYO GC-
320 i integratorom HP 3396A.
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REZULTATI | DISKUSIJA

Debljina je osnovno fizicko meha-
ni¢ko svojstvo ambalaznih materijala,
a ravnomernost debljine znacajna je
za formiranje ambalaze, prohodnost
na pakericama i zastitu integriteta sa-
drzaja. Rezultati odredivanja su pri-
kazani na slici 1.

Sve dobijene vrednosti za debljine
uzoraka odgovaraju deklarisanim
vrednostima sa manjim odstupanjima.

Rezultati odredivanja fizickome-
hanickih svojstava, izrazeni zateznom
ja¢inom i izduZenjem pri kidanju, pri-
kazani su na slikama 2 i 3.

Uporedni rezultati zateznih jacina i
izduzenja pri kidanju dati su u obliku
histograma. Na grafiku su brojevima
oznaceni koriséeni materijali i to res-
pektivno: PE, PP, PP, PET i kombi-
novani materijal.

Na osnovu prikazanih rezultata
moze se zakljuciti da PP ima bolja
mehani¢ka svojstva od PS-a (vece
vrednosti zatezne jacine) a da vise-
slojni materijal i PET imaju najbolja
mehani¢ka svojstva, Sto je saglasno
sa literaturnim podacima.

Za ocuvanje nutritivnih i funkcio-
nalnih svojstava fermentisanih mle¢-
nih proizvoda, bitha su svojstva pro-
pustljivosti gasova, pre svega kiseoni-
ka. Rezultati ovih ispitivanja prikazani
su u tabeli 1 i slici 4.

Na grafiku su brojevima oznaceni
koris¢eni materijali, respektivno PE,
PP, PP, PET i kombinovani materijal.

Sa grafika se uoCava da je pro-
pustljivost PE za gasove najveca. Naj-
manja je propustljivost kod kombino-
vanog materijala.

ZAKLJUCAK

Pakovanje fermentisanih mlec¢nih
proizvoda izuzetno je vazan proces na
liniji proizvodnje. Ambalaza obezbe-
duje adekvatnu zastitu ako je odabran
materijal pozeljnih barijernih svojstava
i ako je ambalaza pravilno formirana.

Za pravilan izbor i primenu am-
baznih materijala i ambalaze, neop-
hodno je poznavanje svojstava i proiz-
voda i ambalaze, permanentna kon-
trola kvaliteta, prac¢enje novih trendo-
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Tabela 1. PROPUSTLJIVOST GASOVA (ml/m?“24)

Table 1. GAS PERMEABILITY (mi/m®24)

uzorci propustljivost
CO2 c:o2
PE 3406,6 PE 3406,6 PE
PS 867.3 PS 867.3 PS
PP 31,2 PP 31,2 PP
PET 2,1 PET 2,1 PET
tetra 0 tetra 0 tetra
4000
3500 1
£ 3000 1
E 2500
E 2000
‘i 1500
o
S 1000
500
o
1 2 3 4 5
materijali

Slika 4. PROPUSTLJIVOST GASOVA (ml/m?24)
Figure 4. GAS PERMEABILITY (ml/m?24)

va, odrzavanje pakerica ili primena
novih linija za pakovanje.

Rezultati ispitivanja pokazuju da
svi odabrani materijali imaju dobra
svojstva i od njih se moze formirati
ambalaza za pakovanje razli€itih pro-
izvoda.
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SUMMARY

PACKAGING OF FUNCTIONAL FERMENTED DAIRY PRODUCTS
Danijela Z. Peji¢, Vera L. Lazi¢, Jasna J. Gvozdenovi¢

University of Novi Sad, Faculty of Technology

Various materials for product packaging are being used in the dairy industry.

Functional fermented dairy products, such as different types of yoghurt, creme and similar,
can be packed in monolayer, multilayer, cups, pouches or bottles made of different polymer
materials. For functional products, it is necessary to use packaging of good quality and of
attractive shape and design, which is economically reasonable and ecologically applicable.
Aim of this work is to review various possibilities of packaging functional fermented dairy
products, as well as to present the results of the analysis carried out on most commonly
used materials for this purpose.

Obtained results point out various qualities of analyzed materials and allow different
possibilities when searching for a most adequate choice.

Key words: packaging ¢ milk e fermented

products e functional food
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NAUCNI RAD

UDK: 637.352:637.04/.05(497.11)

U radu su ispitani hemijski parametri
kvaliteta i nutritivne vrednosti belih sireva u
salamuri od kravljeg, kozijeg i ovc€ijeg
mleka, proizvedenih na teritoriji pirotskog
okruga kao i dinamika promene ovih
parametara tokom perioda zrenja i Cuva-
nja. Ispitivanje hemijskog sastava (suve
materije, masti, ukupnih azotnih materija,
NaCl, kalcijuma, pepela) i kiselosti (pH i
titraciona kiselost) analiziranih belih sireva
u salamuri vrSeno je tokom 6 meseci
zrenja i to po sledecoj dinamici: nakon
proizvodnje, 30, 60, 120 i 180-og dana
nakon proizvodnje.

Dobijeni rezultati su u skladu sa opstim
karakteristikama belih sireva u salamuri:
kiselo-slani ukus, meka konzistencija i
visok sadrzaj masti u suvoj materiji. Nakon
detaljne hemijske analize belih sireva u
salamuri, koji su proizvedeni od kravljeg,
ovCijeg i kozjeg mleka, moze se zakljuditi
da ovi sirevi i nakon Sest meseci imaju
znacajnu nutritivnu vrednost, a na osnovu
pracenja dinamike promene hemijskog
sastava analiziranih sireva tokom perioda
zrenja, da je ona najintenzivnija tokom
prvih 30 dana zrenja.

Kljuéne reci: kravlje mleko e ovcije mleko
* kozje mleko e beli sir u salamuri e zrenje

Adresa autora :
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ISPITIVANJE BELIH SIREVA U SALAMURI
SA TERITORIJE PIROTSKOG OKRUGA

uvoD

Beli sirevi u salamuri su veoma
zastuplijena grupa sireva na nasem
podrugju. Proizvode se od razli€itih
vrsta mleka, najéeSée od kravljeg, ov-
Cijeg i kozjeg mleka, na tradicionalan
ili industrijski nac¢in. U zavisnosti od
regiona gde se proizvode i specifi¢-
nosti vezanih za postupak proizvod-
nje, razlikuje se viSe varijeteta i sub-
varijeteta ove grupe sireva (1).

Beli sir u salamuri spada u grupu
mekih, kiselo-slanih sireva koji se od-
likuju specifiénim nacinom izrade, us-
lovima zrenja, kao i specificnim oso-
binama sirnog testa. Osnovna karak-
teristika ove grupe sireva je da se
zrenje i skladistenje obavlja u slanom
rastvoru -salamuri. Tokom zrenja do-
lazi do slozenih hemijskih, fizi¢kih i mi-
krobioloskih promena, koje dovode do
formiranja Zeljenih senzornih, kao i
reoloskih karakteristika sireva (2).

Cilj ovog rada bio je ispitivanje
hemijskih parametara kvaliteta i nutri-
tivne vrednosti belih sireva u salamuri
od kravljeg, kozijeg i ov€ijeg mleka,
proizvedenih na teritoriji pirotskog ok-
ruga kao i pracenje dinamike promena
ovih parametara tokom perioda zrenja
i Cuvanja.

Kako kvalitet sira, primarno zavisi
od sirovine, odnosno od kvaliteta mle-
ka kori§¢enog za njegovu proizvodnju,
ispitivanje je obuhvatilo i odredivanje
osnovnih fizitko-hemijskih parametara
kvaliteta kravljeg, kozijeg i ovc€ijeg
mleka kori§¢enog u proizvodniji sireva.

MATERIJAL | METODI
Proizvodnja sireva

Proizvodnja belih sireva u sala-
muri je obavljena u mlekarskoj $koli

,Dr Obren Peji¢” u Pirotu. Za proiz-
vodnju sireva koriS¢eno je sirovo
kravlje, ov€ije i kozje mleko prikuplje-
no u otkupnoj stanici Krupac.

Postupak proizvodnje belih sireva
u salamuri obuhvatio je sledece faze:
Mleko je termicki tretirano pri 63-
65°C, a zatim ohladeno do 28-30°C.
Inokulacija je izvrSena dodatkom DVS
koncentrovane kulture R-704 (Han-
sen, Denmark). Za koagulaciju mleka
koris¢eno je sirilo u prahu animalnog
porekla (Caglio clerici) i koagulacija je
izvrSena u toku 45 min. Nakon se-
¢enja, mesanja i odlivanja surutke, sir-
na masa je prebacena u kalupe, gde
je izvrSeno samopresovanje i preso-
vanje (optereéenje od 2-4 kg/kg sirne
mase u toku 2-3h). Nakon zavrSenog
presovanja, sirna gruda je se€ena na
kriske veli¢ine (10x10x8 cm) koje su
zatim ruéno soljene sa 2,3% NacCl.
Zrenje se obavljalo u salamuri kon-
centracije 8% NaCl.

Uzorkovanje i analiza mleka i sireva

Ispitivanje  hemijskog kvaliteta
kravljeg, ovcijeg i kozjeg mleka, koje
je kori§¢eno u proizvodnji belih sireva
u salamuri, podrazumevalo je odredi-
vanje sadrzaja: suve materije (meto-
dom susSenja), mle€ne masti (acido-
butirometrijskom metodom), ukupnih
azotnih materija, odnosno proteina
(metodom po Kjeldahlu), pepela (me-
todom zarenja na 550°C) i kalcijuma
(metodom  atomske  apsorpcione
spektrofotometrije). U uzorcima mleka
ispitivana je i titraciona kiselost (me-
todom po Soxhlet-Henkel-u), relativna
zapreminska masa (pomocu laktoden-
zitometra) i pH vrednost (pomocu pH-
metra).
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Ispitivanje kvaliteta belih sireva u
salamuri, proizvedenih od kravljeg,
ovCijeg i kozjeg mleka vrieno je to-
kom 6 meseci zrenja i to po sledecoj
dinamici: nakon proizvodnje, 30, 60,
120 i 180-0g dana nakon proizvodnje.
Analizom belih sireva u salamuri od-
redena je: suva materija (metodom
suSenja), mle¢na mast (acidobutiro-
metrijskom metodom), ukupne azotne
materije (metodom po Kjeldahlu po-
mocéu Kjeltec sistema), NaCl (meto-
dom po Mohr-u), pepeo (metodom za-
renja na 550° C), kalcijum (metodom
atomske apsorpcione spektrofotomet-
rije), pH (pomoc¢u pH-metra) i kiselost
(metodom po Soxhlet-Henkel-u).

Sadrzaj vode u bezmasnoj materiji
sireva i sadrzaj mle¢ne masti u suvoj
materiji dobijeni su racunski.

Svi dobijeni rezultati predstavljaju
prose¢nu vrednost pet ponavljanja.

REZULTATI | DISKUSIJA

Rezultati ispitivanja sirovog krav-
lieg, ovCijeg i kozijeg mleka dati su u
tabeli 1.

varaju¢eg hemijskog kvaliteta. Svi re-
zultati su u skladu sa zahtevima za
mleko koje definiS8e Pravilnik o kva-
litetu mleka, mle¢nih proizvoda, kom-
pozitnih mle¢nih proizvoda i starter
kultura iz 2002. godine (3).

Rezultati ispitivanja belih sireva u
salamuri izradenih od kravljeg, ov€ijeg
i kozjeg mleka dati su u tabelama 2, 3
i4.

Iz tabele 2 se vidi da se vrednost
suve materije kravljeg belog sira u
salamuri kretala u granicama 40,68%-
51,44%. Nakon prvih mesec dana zre-
nja zabelezen je najveéi porast pro-
centa suve materije od 12,16%. Pre-
ma sadrzaju vode u bezmasnoj ma-
teriji sira koja se kretala u granicama
72,78%-66,64%, kravlji beli sir u sala-
muri nalazi se na granici izmedu po-
lutvrdih i mekih sireva. Sadrzaj mle¢-
ne masti kretao se u intervalu
18,49%-27,13%. Promene u sadrzaju
mle¢ne masti su u saglasnosti sa pro-
menama suve materije sira tokom
ispitivanog perioda zrenja. Prema sa-
drzaju mle€¢ne masti u suvoj materiji
(45,31%-53,18%) ispitivani beli sir se,
prema Pravilniku, svrstava u grupu

Tabela 1. KVALITET KRAVLJEG, OVCIJEG | KOZJEG MLEKA KORISCENOG
ZA PROIZVODNJU BELIH SIREVA U SALAMURI

Table 1. QUALITY OF COW MILK, OVINE MILK, GOAT MILK THAT ARE
USED IN PRODUCING OF WHITE BRINED CHEESE
Mle¢na . Ukupni .

SM (%) Erc'}a)st E:,/r:;teml ?;(;t E;z;)eo ((;7kg) pH ;I:,'gH) gustina
Kravlie 11179 [4,02 2.90 0,45 0,53 083 |663 |7.54 |1,029
mleko
Oviie 141761 |7,14 5,33 0,83 0,82 1,57 6,62 10,00 |1,034
mleko
Kozie 11539 |352 2,99 0,46 0,77 121|672 |642 |[1,027
mleko

Na osnovu dobijenih rezultata mo-
Ze se zakljuciti da su sve tri vrste
mleka, kori§¢ene u proizvodnji analizi-
ranih belih sireva u salamuri, odgo-

punomasnih sireva. Prvog dana zre-
nja prose€an sadrzaj ukupnog azota,
izraZzen na suvu materiju sira, iznosio
je 6,67%. Nakon 30 dana zabeleZeno

Tabela 2. HEMIJSKI SASTAV KRAVLJEG BELOG SIRA U SALAMURI
Table 2. CHEMICAL COMPOSITION OF WHITE COW BRINED CHEESE

je znatno smanjenje sadrzaja ukup-
nog azota, u iznosu od 1,08%, dok se
u narednim intervalima zrenja ovaj sa-
drZaj nije znacajnije menjao. Sadrzaj
soli kretao se u intervalu od 5,42%-
8,94%, pri ¢emu je zapaZeno pove-
¢anje sadrzaja soli tokom Sest meseci
zrenja. Sadrzaj kalcijuma se tokom
perioda zrenja smanjuje, $to se moze
objasniti prelaskom kalcijuma iz sira u
salamuru. Povecéanjem Kkiselosti, od-
nosno shizenjem pH vrednosti sireva,
koloidne kalcijumove soli postepeno
prelaze u rastvorljiviji oblik, Sto je zna-
€ajno za reoloske karakteristike sireva
(4). Titraciona kiselost najvise se po-
vecala tokom prvog meseca zrenja.
Ovo povecanje iznosi 68,58 9SH. Sa-
mim tim u tom intervalu zrenja dolazi
do snizenja pH vrednosti koje je izno-
silo 0,75 pH jedinica (tabela 2).

Iz tabele 3 se vidi da se suva
materija ov€ijeg belog sira u salamuri
tokom perioda zrenja kretala u
granicama 43,78%-49,02%. Tokom
prvog meseca zrenja povecan je
sadrzaj suve materije za 5,77%, dok
se u ostalim fazama zrenja nije
znacajnije menjao. Prema sadrzaju
vode u bezmasnoj materiji, koja se
kretala od 71,47-70,05%, beli ov¢iji sir
u salamuri se, prema Pravilniku,
svrstava u grupu mekih sireva, a na
osnovu sadrzaja mle¢ne masti u suvoj
materiji ubraja se u punomasne sire-
ve. Visok sadrzaj mleCne masti u
ov€ijem siru, mozZe se objasniti viso-
kim sadrZzajem mle¢ne masti u mleku.
Sadrzaj ukupnog azota u suvoj ma-
teriji sira prvog dana zrenja iznosio je
5,82%, zatim se sadrzaj azota sma-
njivao i nakon mesec dana zrenja
iznosio je 4,86%. Tokom narednog
perioda zrenja nisu uocene intenziv-
nije promene u dinamici promene
sadrzaja ukupnog azota u suvoj ma-
teriji. Sadrzaj soli se kretao u intervalu

e SM VBSM Mle¢na Mle¢na Ukupni Pepeo Ca , .
Kravlji sir P P! )
/ (%) V((;:i)a (%) mast mast u azot u (%) (g/kg) % NaCl pH ki:::lr ::;(()JI;H)
(%) SM (%) | SM (%)
. | 4068 | 59,32 72,78 18,49 | 4531 6,67 8,39 10,63 5,42 4,82 51,02
Nakon proizvodnje
Nak°"z':‘:nsj‘;° dana | 5r84 | 47,16 64,61 27,01 50,67 5,59 7,04 5,82 6,08 4,07 119,60
Na"°“z‘:‘éf‘j':ese°a 49,73 | 50,27 66,99 24,97 49,79 542 8,26 3,47 8,08 4,23 109,28
Nakon Cetiri 50,95 | 49,05 66,36 26,09 50,96 5,81 7,72 2,90 8,03 4,08 123,20
meseca zrenja
Nak°"zsr2f1tj;"ese°' 5144 | 4856 | 6664 | 2713 | 5318 | 561 8,33 178 8,94 3,78 88,00

SM- suva materija

VBSM- voda u bezmasnoj materiji sira
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Tabela 3. HEMIJSKI SASTAV OVCIJEG BELOG SIRA U SALAMURI
Table 3. CHEMICAL COMPOSITION OF WHITE OVINE BRINED CHEESE

Mlecéna Mlecéna Ukupni Titraciona

Ovg¢iji sir SM (%) V((;d)a V(B‘,/S)M mast mast u azot u P((ao;/)()eo Ca (g/k) ":f/?l pH kiselost

° ° (%) SM (%) | SM (%) ° ° (°sH)
Nakon proizvodnje 4378 | 56,22 | 7147 | 21,34 48,57 5,82 3,30 5,64 2,26 496 | 66,02
2‘;’:“]’: mesec dana 4955 | 50,45 | 69,17 | 27,06 54,71 4,86 4,65 3,97 3,39 420 | 108,16
Erzl:::: dva meseca 49,84 | 50,16 | 66,92 | 2505 | 50,28 | 4,89 4,34 3,59 4,34 416 | 102,24
2‘;‘:“]’: Cefiimeseca | 4775 | 5228 | 70,02 | 25,34 53,45 5,11 5,28 2,08 4,71 413 | 109,12
;“rae':g: Sest meseci 49,02 | 5098 | 70,05 | 27,23 55,55 4,88 4,50 0,97 5,66 3,93 | 88,28
SM - suva materija
VBSM - voda u bezmasnoj materiji sira
Tabela 4. HEMIJSKI SASTAV KOZJEG BELOG SIRA U SALAMURI
Table 4. CHEMICAL COMPOSITION OF WHITE GOAT BRINED CHEESE

Mlecéna Miec¢na Ukupni Titraciona

Kozji sir SM (%) V(f,;d)a V(BG/S)M Mast Mast u azot u P?‘,’/)?o ( ?: ) ":,a/c)l pH kiselost

o o (%) SM (%) | SM (%) o g'kg o (°SH)
Nakon proizvodnje | 43,36 56,64 69,24 18,2 51,23 5,30 2,85 5,09 1,57 485 | 83,52
Erzl:::: mesecdana | 4643 | 5357 | 7162 | 252 54,30 5,32 4,19 2,93 3,06 4,37 | 92,80
2‘;’:“]’: dvameseca | 4561 54,39 71,85 24,3 53,45 5,50 3,12 2,32 3,53 418 | 99,52
;“rae':“j’: Cetiimeseca | 4631 | 5369 | 7325 | 267 57,78 5,36 3,32 1,70 3,53 399 | 11264
;“rae':“j’: Sestmeseci | 4658 | 5342 | 7278 | 266 57,11 5,02 483 1,02 524 4,04 | 107,68
SM - suva materija
VBSM - voda u bezmasnoj materiji sira

od 2,26-5,66%. Dinamika smanjenja
sadrzaja kalcijuma (5,64-0,97) u kore-
laciji je sa povecanjem titracione kise
losti (66,02-88,28°SH) odnosno sma-
njenjem pH (4,96-3,93) tokom perioda
zrenja.

Iz tabele 4, koja sadrzZi rezultate
ispitivanja kozjeg sira, moze se uogiti
smanjenje sadrzaja vode, odnosno
povecéanje sadrzaja suve materije koz-
jeg belog sira u salamuri tokom pe-
rioda zrenja. Najveci porast suve ma-
terije od 3,06% zabelezen je nakon 30
dana zrenja. Na osnovu rezultata sa-
drzaja vode u bezmasnoj materiji koji
se kretao u intervalu 69,24%-72,78%,
beli kozji sir u salamuri se, prema Pra-
vilniku, svrstava u grupu mekih sireva,
a na osnovu sadrzaja mle¢ne masti u
suvoj materiji (51,23-57,11%) u puno-
masne sireve. Dinamiku promene sa-
drzaja ukupnog azota u suvoj materiji
karakteriSe povecéanje tokom prva tri
meseca zrenja, nakon ¢ega je zabele-
Zeno smanjenje njegovog sadrzaja.
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Sadrzaj soli kretao se od 1,57%-
5,24% tokom perioda zrenja. Poveca-
nje titracione kiselosti od 9,28O SH
najintenzivnije je nakon prvog meseca
zrenja, kao i smanjenje pH od 0,48 pH
jedinice, S§to uslovljava i najvec¢i gubi-
tak sadrzaja kalcijuma u ovom periodu
zrenja za 2,16 g/kg. Sadrzaj pepela
kretao se u intervalu od 2,85%-4,83%.

ZAKLJUCAK

Nakon detaljne hemijske analize
belih sireva u salamuri, koji su proiz-
vedeni od kravljeg, ovCijeg i kozjeg
mleka, moze se zakljuditi da ovi sirevi
i nakon Sest meseci imaju znacajnu
nutritivnu vrednost. Dobijeni rezultati
za sve tri vrste belih sireva u salamuri,
odgovaraju literaturnim podacima.
Prema ovim rezultatima opste karak-
teristike belih sireva u salamuri su
kiselo-slani ukus, meka konzistencija i
visok sadrZaj masti u suvoj materiji.

Na osnovu praéenja dinamike prome-
ne hemijskog sastava analiziranih si-
reva tokom perioda zrenja, moze se
zakljuCiti da je ona najintezivnija to-
kom prvih 30 dana zrenja.
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SUMMARY
INVESTIGATION OF CHEESES IN BRINE FROM PIROT REGION

'Suzana D. Cvetanovié, 2Dejan M. Nikoli¢, *Brizita |. Dordevi¢, °lvanka B. Mileti¢
3lvan M. Stankovi¢, *Bojana B. Vidovié

"The College og Agriculture and Food Technology, Prokuplje, ?|nstitute of Public Health,
Nis,

s University of Belgrade, Faculty of Pharmacy, Institute of Bromatology, Serbia

In this paper the parameters of quality and nutrition value of cow, goat and sheep cheese Key words: cow's milk ¢ goats milk e
in brine were investigated. The samples of cheese were produced on the Pirot theritory. sheep's milk e white cheese in brine e
The dynamic of changes of this parameters was investigated throughout storage of ripening

cheeses. Investigation of chemical composition (dry matter, fat, total nitrogen, salt, calcium

and ash), as well as pH and titrimetric acidity of cheeses in brine were analysed through 6

months: after production, and 30, 60, 120 and 180 days of storage.

The obtained results are according to general characteristics of white cheese in brine:

sour-bitter taste, soft appearance, and high content of fat in dry matter. After detailed

chemical analyses white cheeses in brine, it might be concluded that analyzed cheese

samples have significant nutritive value after 6 months of production. It could be concluded

that the most intensive dynamic of chemical changes is first month after their production.
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NAUCNI RAD
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Sirevi sa smanjenim sadrzajem masti
Cesto se odlikuju loSim i neprihvatljivim
senzornim svojstvima koji se ogledaju u
loSim teksturalnim osobinama i slabo
izrazenom i atipicnom ukusu i mirisu.
Problemi u proizvodnji niskomasnih sireva
mogu se delimi¢no ili potpuno prevazici
modifikacijom parametara tehnoloskog
postupka proizvodnje, upotrebom dopun-
skih starter kultura i dodavanjem razlicitih
aditiva.

U radu je ispitan uticaj razliCitih do-
punskih kultura na sastav i senzorna
svojstva niskomasnog sira u salamuri.
Niskomasni sir u salamuri sa 15% MuSM
je proizveden od proteinskog praha
Promilk 852A (Ingredia, Francuska), obra-
nog mleka u prahu i pavlake, prema
definisanom postupku proizvodnje. Kao os-
novna starter kultura koriSéeni su
Lactococcus lactis ssp. lactis i Lc. lactis
ssp. Cremoris, Streptococcus thermophilus
i Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus.

Kao dopunska kultura za proizvodnju
sira B koriS¢ena je vrsta Str. thermophilus
koja produkuje egzopolisaharide, za
proizvodnju sira C probiotska kultura, koja
sadrzi Lb. acidophilus i Bifidobacterium
sp., a za proizvodnju sira D vrsta Lb. casei.

Hemijski sastav i pH vrednost kon-
trolnog i eksperimentalnih sireva ne
razlikuju se znacajno.

Senzorna ocena sireva pokazuje da
sirevi proizvedeni sa dopunskim kulturama
pokazuju znatno bolja svojstva u odnosu
na kontrolni sir, proizveden samo sa
osnovnom starter kulturom. Bolja svojstva
sireva proizveenih sa dopunskim kultura-
ma u poredenju sa kontrolnim sirom ogle-
daju se u poboljSanju teksture, ukusa i
mirisa.

Adresa autora:

Mr Jelena Derovski, asistent, Univerzitet u Beo-
gradu, Poljoprivredni fakultet, Nemanjina 6, Ze-
mun — Beograd, Srbija, tel.: +381 11 2615315/
lok 117,

e-mail: jelenadjerovski@agrifaculty.bg.ac.yu
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UTICAJ DOPUNSKIH KULTURA NA
SVOJSTVA NISKOMASNOG SIRA U

SALAMURI

Na osnovu rezultata moze se zakljuciti
da je primena dopunskih kultura jedno od
adekvatnih reSenja za postizanje prihvat-
ljivih i funkcionalnih osobina niskomasnih
sireva, §to omoguc¢ava njihovo bolje pozi-
cioniranje na trzistu proizvoda od mleka.

Kljuéne reéi: sir u salamuri e dopunske
kulture e sastav e proteoliza e senzorna
svojstva

uvoD

Sirevi sa smanjenim sadrzajem
masti usled svojih nutritivno-dijetetskih
svojstava sve viSe zaokupljaju paznju
proizvodaca i potroSac¢a proizvoda od
mleka.

Mle¢na mast je veoma vredna
komponenta mleka i sira i u velikoj
meri doprinosi specifinim senzornim i
funkcionalnim karakeristikama proiz-
voda. Sirevi sa smanjenim sadrzajem
masti se veoma cCesto opisuju kao
proizvodi sa ¢vrstom, tvrdom i atipic¢-
nom teksturom, nedovoljno izrazenim
ukusom i mirisom i sveukupno manje
prihvatljivim senzornim svojstvima u
odnosu na punomasne sireve iste ka-
tegorije.

Ipak, moze se reci da se prva ge-
neracija sireva sa smanjenim sadrza-
jem masti odlikovala ovako negativ-
nim karakteristikama, jer se u posled-
njih nekoliko godina ulazu napori kako
bi se prevazili pomenuti problemi.
Prevazilazenje navedenih problema i
postizanje prihvatljivih svojstava sire-
va sa smanjenim sadrzajem masti za-
sniva se na modifikaciji tehnoloSkog
postupka proizvodnje, upotrebi do-
punskih starter kultura i aditiva (Puda i
Perovski, 2007).

Ispitivanja o uticaju dopunskih kul-
tura na karakteristike sireva sa sma-

njenim sadrzajem masti vr8ena su na
brojnim vrstama sireva, kao $to su Ce-
dar (Fenelon i sar., 2002), edam (Tun-
gjaroenchai i sar. 2001) feta (Katsiari i
sar. 2002a,b, Michaelidou i sar. 2003
a), kefalograviera (Katsiari i sar., 2002
b), kori§¢enjem razli€itih sojeva mikro-
organizama.

Dopunske kulture koje se dodaju u
proizvodniji sireva treba da ispunjavaju
zahteve za malom acidogenom i izra-
zenom proteolitic(kom aktivnosc¢u. Ge-
neralno, cilj primene dopunskih kultu-
ra je poboljSanje inferiornih senzornih
svojstava sireva sa smanjenim sadr-
Zajem masti. Slabija acidogena spo-
sobnost ovih kultura je neophodna ka-
ko bi se sprecio intenzivni razvoj kise-
losti usled prisustva veéeg sadrzaja
vode u sirevima sa smanjenim sadr-
zajem masti, $to bi omogudilo stvara-
nje defekata ukusa. S druge strane,
izrazena i kontrolisana proteoliticka
aktivnost dopunskih kultura, a poseb-
no peptidazna aktivnost, smanjuje
mogucénost pojave gorcine usled for-
miranja veceg sadrzaja Zeljenih pep-
tida koji su osnovni nosioci arome sira
(Puda i Berovski, 2007).

Kao dopunske kulture u proizvod-
nji sireva mogu se koristiti brojni mik-
roorganizmi. Broadbent i sar. (2001)
navode da se dodavanjem startera
koji produkuju egzopolisaharide (Stre-
ptococcus thermophilus MR-C1) utice
na povecanje sadrzaja vode u siru (za
1,5%) i poboljSanje senzornih i funk-
cionalnih svojstava mocarele. Upotre-
bom starter kultura (Lactococcus lac-
tis spp. cremoris JFR1) koje produ-
kuju egzopolisaharide (EPS) poboljsa-
va se topivost, teksturalne i senzorne
karakteristike edra sa smanjenim sa-
drzajem masti. Redistribucija vode je
najodgovorniji faktor za promene teks-
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ture i omekSavanje sirnog testa ¢edra
sa smanjenim sadrzajem masti tokom
prvih par nedelja zrenja, $to je rezultat
sposobnosti EPS da vezu znacajnu
koli€¢inu slobodne vode (Awad i sar.
2005).

Sposobnosti egzopolisaharida da
deluju kao agensi viskoziteta, stabil-
nosti i vezivanja vode ukazuje na to
da se sojevi sposobni da produkuju
egzopolisaharide uspeSno mogu ko-
ristiti kao prirodna alternativa u odno-
su na komercijalne stabilizatore u
brojnim proizvodima od mleka sa
smanjenim sadrzajem masti.

Poslednjih godina evidentno je
prisutna sve veca traznja za funkcio-
nalnim i organski proizvedenim proiz-
vodima. S tim u vezi, proizvodnju si-
reva sa smanjenim sadrZzajem masti je
neophodno povezati sa pojedinim as-
pektima proizvodnje funkcionalne hra-
ne kao $to je npr. upotreba probiotskih
kultura kako bi se istovremeno obez-
bedili viSestruki pozitivni efekti na
zdravlje potrosaca koji trenutno pred-
stavljaju vaznu smernicu u opredelji-
vanju potroSaa za odredenu vrstu
proizvoda (Perovski i sar., 2007., Pu-
da i sar., 2008). Ryhéanen i sar. (2001)
su proizveli niskomasni polutvrdi pro-
biotski sir sa bioaktivnim osobinama
uz primenu mesavine kultura Lacto-
coccus sp., Leuconostoc sp., Propio-
nibacterium sp. i Lactobacillus sp. uz
L. acidophilus i Bifidobacterium sp.
dobrih senzornih karakteristika koji
ima pozitivne efekte na zdravlje potro-
Saca.

Cili naSeg rada je sagledavanje
uticaja razli¢itih dopunskih kultura na
sastav i svojstva niskomasnog sira u
salamuri proizvedenog od proteinskog
praha Promilk 852A (Ingredia, Fran-
cuska). Kao dopunske starter kulture
u zavisnosti od proizvedene varijante
sira koriS¢ene su vrsta Str. Thermo-
philus koja produkuje egzopolisaha-
ride, probiotska kultura koja sadrzi Lb.
acidophilus i Bifidobacterium sp. i vrs-
ta Lb. casei 80 izolovana i selekcioni-
sana iz autohtonih sireva u salamuri
(Radulovi¢, 2007).

PoboljSanje senzornih svojstava

niskomasnih sireva u salamuri omo-
gucilo bi dobijanje proizvoda prihvat-
ljivih i funkcionalnih svojstava koji bi
mogli naéi svoje mesto na trzistu pro-
izvoda od mleka i prosiriti postojeci
asortiman.

MATERIJAL | METODI
Proizvodnja sireva

U ovom eksperimentu sirevi u sa-
lamuri su proizvedeni od proteinskog
praha Promilk 852A (Ingredia, Fran-
cuska), obranog mleka u prahu (Mle-
kara, Subotica) i pavlake (Polimark,
Beograd).

Sastav proteinskog praha ,Promilk
852, obranog mleka u prahu i pa-
vlake odreden je standardnim meto-
dama ispitivanja i obuhvata sadrzaj
suve materije, proteina, mleCne masti
i pepela (Cari¢ i sar., 2000.). Sastav
svih sirovina koji je dobijen analizira-
njem prikazan je u tabeli 1.

Na osnovu sastava svih sirovina
vrSeno je preraCunavanje potrebnih
koli€ina pojedinih komponenata (,Pro-
milk 852, obrano mleko u prahu, pav-
laka, voda) neophodnih za postizanje
Zeljenog sastava niskomasnog kon-
centrata i buduceg sira (~15%
MuSM).

Priprema koncentrata je obuhva-
tila rekonstituciju obranog mleka u
prahu i proteinskog praha Promilk
852A u odredenoj koli¢ini vode. Hidra-
tacija proteinskog praha Promilk 852A
sa odredenom koli¢inom vode je vrSe-
na u toku 1 sata na temperaturi 50°C
uz intenzivno miksiranje u toku 30
s/10 min. Nakon toga, vrSeno je od-
meravanje preracunatih koli¢ina re-
konstituisanog obranog mleka u pra-
hu, proteinskog praha Promilk 852A,
pavlake i vode potrebnih za dobijanje
koncentrata odgovarajuéeg sastava.
Termicki tretman koncentrata je vrSen
na temperaturi 80°C, a potom je hla-
den do 35°C. Hidratacija koncentrata
je vrSena u toku 20 — 24 h na tem-
peraturi 4 — 8°C.

Nakon pripreme, koncentrat je za-

grevan na temperaturu inokulacije
(35°C). Kao osnovna starter kultura
koris¢ene su LL50A i BT 10X kultura
(DSM, Holandija), u odnosu 50:50, ko-
ju €ine Lactococcus lactis ssp. lactis i
Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Streptococcus thermophilus i Lacto-
bacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. U
proizvodnji eksperimentalnih sireva B,
C i D koris¢ene su sledec¢e dopunske
kulture: ADD 100 F (DSM, Holandija)
koja je sacinjena od vrste Strepto-
coccus thermophilus koja produkuje
egzopolisaharide (sir B); probiotska
kultura MY — 721 (DSM, Holandija)
koja sadrzi Lb. acidophilus i Bifidobac-
terium sp. (sir C); Lb. casei 80 (sir D).

Podsirivanje je vrSeno sa sirilom
Fromase (DSM, Holandija), a potom
je koncentrat razlivan u ambalazne
jedinice (0,5kg). Koagulacija i fermen-
tacija su vrSene u toku 17-18 h na
temperaturi 28 — 30°C do postizanja
pH vrednosti ~ 4,8. Sirevi su, nakon
postizanja Zeljene pH vrednosti, solje-
ni sa ~2% kuhinjske soli, a potom
stavljeni na zrenje na temperaturu
10°C u toku 5 nedelja.

Uzorkovanje i analiza sira

Uzorkovanje i analiziranje sastava
sireva je vrSeno pre soljenja (0 dan) i
nakon 35-og dana zrenja. Analize pa-
rametara sastava sireva u salamuri su
obuhvatile: odredivanje suve materije
(SM) metodom sus$enja, odredivanje
mle¢ne masti (MM) metodom po Van
Guliku, odredivanje sadrzaja soli
(NaCl) metodom po Volhardu, odredi-
vanje ukupnih azotnih materija (UN),
odnosno proteina (UP=UN x 6,38),
metodom po Kjeldahl-u (Cari¢ i sar.
1997.).

Obim proteolitickih promena na-
kon 35 dana zrenja ustanovljen je od-
redivanjem sadrzaja u vodi rastvor-
liivih azotnih materija (RN), metodom
po Kuchroo i Fox-u (1982), i sadrza-
jem azotnih materija rastvorljivih u 5%
PTA (PTA-N) metodom po Stadhou-
ders-u (1960). Sadrzaj RN i PTA-N su
izraZzeni kao udeo u ukupnim azotnim
materijama (RN/UN i PTA-N/UN).

Tabela 1. SASTAV PROTEINSKOG PRAHA ,Promilk 852A%, OBRANOG MLEKA U PRAHU | PAVLAKE

Table 1. COMPOSITION OF MILK PROTEIN POWDER ,Promilk852A", SKIM MILK POWDER AND CREAM

SM/DM MM/MF UP/TP Pepeo/Ash Laktoza/Lactose
(%) (%) (%) (%) (%)

Pavlaka/Cream 58,30 54,0 1,73 0,20 -

Proteinski prah ,Promilk

527/ 93,53 1,0 80,0 7,20 5,50

Milk protein powder

Obrano mleko u prahu / 94,28 11 34,24 7,90 51,00

Skim milk powder
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Senzorna ocena sireva u salamuri
proizvedenih bez i sa dopunskom kul-
turom je vrSena metodom bodovanja
petobalnim bod sistemom nakon 7, 21
i 35 dana zrenja.

REZULTATI | DISKUSIJA
Hemijski sastav sireva

Podaci o sastava sirevu u salamu-
ri proizvedenih bez i sa dopunskom
kulturom pre soljenja i nakon 5 nede-
lja zrenja prikazani su u tabeli 2.

Sirevi prema sadrzaju VuBMS i
MuSM pripadaju grupi mekih nisko-
masnih sireva (Pravilnik SI. list
26/2002). 1z tabele 2 se uoCava da se
u periodu pre soljenja do 35-og dana
zrenja znacajno povecava sadrzaj su-
ve materije, kao posledica ulaska soli
u sir i izdvajanja vode.

Sadrzaj proteina je neSto veéi u
poredenju sa istom vrstom punomas-
nog sira (Perovski i sar. 2007, Puda i
sar. 2008). Visok sadrzaj proteina i
nizak sadrzaj masti u suvoj materiji si-
ra doprinosi da ovi sirevi imaju izrazito
¢vrstu i nepodesnu teksturu protein-
skog matriksa. Usled toga, proizvod-
nja sireva sa smanjenim sadrZajem
masti treba da ima za cilj zadrZzavanje
vece koli¢ine vode, odnosno ostvari-
vanje sadrzaja VBMS bliskog istom
kod sireva sa ve¢im sadrzajem masti,
a sve sa ciliem pobolj$anja tekstural-
nih osobina sira (Puda i Derovski,
2007).

Izmedu kontrolnog i eksperimen-
talnog sira ustanovljene su veoma
male razlike u sastavu $to ukazuje da
primena dopunskih kultura ne utiCe
znacajno na hemijski sastav sira (Kat-
siari i sar., 2002, Fenelon i sar., 2002,
Michaelidou i sar., 2003).

Proteoliza

Na slici 1 prikazani su podaci o sa-
drzaju RN i PTA-N izrazenih kao udeo
u ukupnim azotnim materijama nakon
5 nedelja zrenja sireva proizvedenih
bez i sa dopunskom kulturom.

Sagledavanje sadrzaja u vodi ras-
tvorljivih azotnih materija u siru (RN)
veoma je vazno sa aspekta razmat-
ranja uticaja dopunskih kultura na
obim proteolitickih promena sireva.
Sadrzaj RN izrazen kao udeo u UN
oznaCava se kao koeficijent zrelosti
(KZ) i predstavlja zna¢ajnog pokaza-
telja zrenja.

Na slici 1 uoCava se da se sadrzaj
RN/UN nakon 5 nedelja zrenja sireva
proizvedenih bez i sa dopunskom kul-
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Tabela 2. OSNOVNI PARAMETRI HEMIJSKOG SASTAVA SIREVA U SALAMURI
PROIZVEDENIH BEZ | SA DOPUNSKOM KULTUROM
Table 2. CHEMICAL COMPOSITION OF BRINED CHEESES MADE WITHOUT AND

WITH ADJUNCT CULTURE
Dani
zrenja Sir SM Y VuBMS MuSM | NaCI/VF uUpP
Rivening | Cheese DM M MFFB FDM NaCl/M TP
foening %) | (%) (%) (%) (%) (%)
A 26,56 73,44 76,50 15,06 - 14,53
o B 26,84 73,16 76,21 14,90 - 15,34
C 25,97 74,03 77,11 15,40 - 15,20
D 26,02 73,98 77,06 15,37 - 15,50
A 30,17 69,83 73,12 14,92 2,99 16,20
35 B 29,89 70,11 73,41 15,06 2,98 16,25
C 30,63 69,37 72,64 14,69 2,99 16,36
D 30,17 69,83 73,12 14,92 2,92 16,15
* 0 dan — pre soljenja sireva
12,00
11,23 10,98 11,14
10,37
10,00 -
8,00 4
5
2
2 6,00
5
F
4,00
2,00 q 1,54 1,66 1,64 1,66
ol [ ] [ N

T
A B

B RN/UN B PTAN/UN

(o} D
Vrsta sira

Slika 1.

SADRZAJ RN/UN | PTA-N/UN SIREVA PROIZVEDENIH BEZ | SA

DOPUNSKOM KULTUROM NAKON 5 NEDELJA ZRENJA
Figure 1. THE CONTENT OF WSN/TN AND PTA-N/TN OF CHEESES MADE
WITHOUT AND WITH ADJUNCT CULTURE AFTER 5 WEEKS OF

RIPENING

turom kretao u intervalu 10,37 do
11,23. Ova vrednost koeficijenta zre-
losti je relativno niska u poredenju sa
istim kod drugih vrsta sireva u sala-
muri proizvedenih od mleka kao siro-
vine. Abd — El Salam i sar. (1993) na-
vode da se KZ belih sireva u salamuri
najéeSée krece u intervalu 12 — 20% i
maskimalno dostize vrednost 25%.
Ovakvi rezultati ukazuju na relativno
mali obim proteolitickih promena kod
sireva proizvedenih u nasem eksperi-
mentu, verovatno kao posledica veli-
kog udela serum proteina. Evidentno
je da prisustvo serum proteina u UF
sirevima menja tok zrenja ovih sireva
u poredenju sa sirevim proizvedenim
od mleka (Guinee i sar., 1995, Lo i
Bastian, 1998).

Na slici 1 se uoCava da se sadrzaj
RN/UN ne razlikuje znacajno izmedu
kontrolnog i eksprimentalnih sireva.
Ipak, mozemo ustanoviti da sirevi pro-
izvedeni sa dopunskom kulturom po-
kazuju nesto veéi sadrzaj RN/UN, ve-
rovatno kao posledica blago poveca-
ne proteoliticke aktivnosti dodatih star-
ter kultura.

U toku sekundarne razgradnje
proteina nastaju peptidi male mole-
kulske mase i aminokiseline (<600Da)
koji su rastvorljivi u 5% PTA. Ova jedi-
njenja nastaju aktivno$¢u enzima star-
terske i nestarterske mikroflore i u naj-
vecoj meri su odgovorna za formiranje
ukusa i mirisa sireva (Fox i sar. 1993).
Podaci o sadrzaju PTAN/UN sireva u
salamuri su relativno oskudni. Abd El
Salam i sar. (1993.) navode da sadr-
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zaj PTAN/UN sireva u salamuri se
najcescée krecée u intervalu 3 — 5%.

Prema podacima sa slike 1 uoca-
va se da se sadrzaj PTAN/UN kretao
u intervalu 1,54 kod kontrolnog sira A
do 1,66 kod eksperimentalnog sira B i
D. Nesto vedéi sadrzaj PTAN/UN kod
sireva proizvedenih sa dopunskom
kulturom su verovatno posledica pep-
tidazne aktivnosti, koja se odrazava
na formiranje prekursora ukusa i mi-
risa sira. Michaelidou i sar. (2003)
navode da dodavanje komercijalne
dopunske kulture u proizvodniji nisko-
masnog feta sira ne uti¢e znacajno na
sadrzaj RN/UN, ali znacajno pove-
¢ava sadrzaj PTAN/UN i slobodnih
aminokiselina. Ovi rezultati ukazuju da
dodavanje dopunske kulture ne utie
znacajno na obim primarne proteolize,
ali uti¢e na nivo sekundarnih proteoli-
tickih promena pri ¢emu nastaju mala
jedinjenja odgovorna za formiranje
ukusa i mirisa sira.

Ukus i miris sireva sa smanjenim
sadrzajem masti zavise od aromatskih
komponenti koje su osnovni nosioci
arome odredene vrste sira. Tako npr.
Katsiari i Voutsinas (1994) navode da
niskomasni feta sir ima zadovoljava-
ju€a senzorna svojstva, jer su nosioci
ukusa ovog sira niska pH vrednost,
odnosno izraZzena kiselost, visok sadr-
zaj soli i ograni¢en obim proteolize ko-
ji se zadrzavaju i kod sira sa smanje-
nim sadrZajem masti.

Senzorna ocena

U tabeli 3 prikazani su rezultati
senzorne ocene sireva u salamuri pro-
izvedenih bez i sa dopunskim kultu-
rama.

Iz tabele 3 uo€ava se da su spoljni
izgled, boja i izgled preseka svih is-
pitivanih sireva bili odli¢ni u svim tac-
kama zrenja. Senzorne ocene ovih
parametara veoma malo variraju i kre-
¢u se od 4,83 — 5,00. Znacajnije raz-
like izmedu kontrolnog i eksperimen-
talnih sireva proizvedenih sa dopun-
skim kulturama uocCavaju se u teksturi,
ukusu i mirisu. S tim u vezi, uoéava se
da je kontrolni sir u svim tatkama zre-
nja imao loSije teksturalne osobine u
poredenju sa eksperimentalnim sirevi-
ma. Ipak, relativno dobra tekstura svih
sireva, i kontrolnog i eksperimentalnih,
posledica je relativno visokog sadrza-
ja vode u siru. Naime, poznato je da je
jedan od nadina prevazilazenja pro-
blema teksture sireva sa smanjenim
sadrzajem masti postizanje nivoa vo-
de, odnosno VBMS kao u punomas-
nim sirevima (Ardo, 1993, Puda i Pe-
rovski, 2007).

Sirevi proizvedeni sa dopunskim
kulturama u svim taCkama zrenja imali
su bolje ocene ukusa i mirisa u od-
nosu na kontrolni sir. Ovi rezultati su
verovatno posledica nesto veceg sa-
drzaja u vodi rastvorljivih azotnih ma-
terija (RN) i sadrzaja azotnih materija
rastvorljivih u 5% fosfovolframskoj ki-
selini (PTAN) sireva proizvedenim sa
dopunskim kulturama. Michaelidou i
sar. (2003) navode da je u punomas-
nom i siru proizvedenom sa komerci-
jalnim dopunskim kulturama znacajno
veci sadrzaj malih peptida, slobodnih
aminokiselina i ukupnih masnih kiseli-
na u odnosu na iste u niskomasnom
siru, Sto se reflektuje na senzorna
svojstva sira. Pobolj$anje ukusa i miri-
sa sireva proizvedenih sa dopunskim
kulturama verovatno su posledica pe-
ptidazne (aminopeptidazne) aktivnosti

enzima dopunske kulture. Ipak, poje-
dini autori navode da dodavanje do-
punskih kultura nema izrazeno pozi-
tivno dejstvo na svojstva sireva sa
smanjenim sadrzajem masti (Drake i
sar., 1995, Tungjaroenchai i sar.,
2001). U kasnijim fazama zrenja nis-
komasnih sireva gorak ukus je rela-
tivno Cesta pojava, koja se delimi¢no
objasnjava veéim sadrzajem vode u
njima (Mistry, 2001). Cinjenica da eks-
perimentalni sirevi ne pokazuju gorci-
nu moze biti povezana sa peptidaz-
nom aktivnod¢u dopunskih kultura ko-
je doprinose razgradnji hidrofobnih
peptida odgovornih za pojavu goréine
u siru. Na osnovu rezultata i pregleda
literature moze se zakljuditi da uticaj
dopunskih kultura na pobolj$anje uku-
sa i mirisa sireva sa smanjenim sa-
drzajem masti u velikoj meri zavisi od
vrste upotrebljene kulture.

ZAKLJUCAK

Sirevi sa smanjenim sadrzajem
masti veoma Cesto pokazuju brojne
nedostatke, posebno u pogledu uku-
sa, mirisa i teksture.

Rezultati ovog rada ukazuju da
primena dopunskih kultura poboljSava
teksturalne osobine i ukus i miris nis-
komasnih sireva u salamuri proizve-
denih od proteinskog praha Promilk
852A. Dodavanje probiotskih bakterija
omogucéava dobijanje proizvoda pri-
hvatljivih senzornih i funkcionalnih
svojstava. PoboljSanje ¢Cesto inferi-
ornih svojstava niskomasnih sireva
omogucava bolje pozicioniranje ovih
proizvoda na trziStu proizvoda od mle-
ka.

Tabela 3. SENZORNA OCENA SIREVA U SALAMURI PROIZVEDNIH BEZ | SA DOPUNSKOM KULTUROM TOKOM ZRENJA
Table 3. THE SENSORY EVALUATION OF BRINED CHEESES MADE WITHOUT AND WITH ADJUNCT CULTURE DURING

RIPENING
Ispitivani pokazatelji Senzorna ocena
Dani Investigated attributes Sensory evaluation
zrenja Sir Spoljni Izgled Tekstura i
Ripening | Cheese izgled Boja preseka konzistencija | Ukus Miris X % max kval.
time Exterior Colour Interior Texture and | Taste | Odour sr % max. quality
appearance appearance consistency
A 4,83 4,83 4,92 3,92 3,50 3,50 3,99 79,83
7 B 5,00 4,92 4,42 4,50 4,17 4,33 4,43 88,67
C 4,92 4,92 5,00 4,33 4,08 4,08 4,39 87,83
D 5,00 4,92 4,75 4,42 4,58 4,42 4,63 92,50
A 5,00 5,00 5,00 3,67 2,92 3,00 3,70 74,00
21 B 5,00 5,00 5,00 4,42 4,08 4,17 4,43 88,67
Cc 5,00 5,00 5,00 3,92 4,00 4,17 4,30 86,00
D 5,00 5,00 5,00 4,42 4,00 4,08 4,39 87,39
A 5,00 5,00 5,00 3,67 3,50 3,50 3,98 79,67
35 B 5,00 5,00 4,83 4,17 4,00 3,75 4,29 85,83
C 5,00 5,00 4,67 4,17 4,25 4,42 4,44 88,83
D 5,00 5,00 5,00 4,50 4,42 4,58 4,63 92,50
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SUMMARY

THE INFLUENCE OF ADJUNCT CULTURES ON THE PROPERTIES OF LOW FAT
BRINED CHEESE

Jelena B. Perovski, Zorica T. Radulovi¢, DuSanka D. Paunovié¢, Predrag D. Puda

University of Belgrade, Faculty of Agriculture

Reduced fat cheeses are usually characterized as having poor and unacceptable
sensory properties. Elimination of the defects in these cheeses has proved techno-
logically challenging. Approaches include manipulation of processing parameters, use
of adjunct cultures and additives.

The influence of different adjunct cultures on the composition and sensory properties
of low fat brined cheeses were investigated in this paper.

Low fat UF brined cheeses (~15% FDM) were produced using milk protein powder
Promilk 852A (Ingredia, France), skim milk powder and cream, according to the
defined production procedure. Lactococcus lactis ssp. lactis and Lc. lactis ssp. Cre-
moris, Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
strains were used as primary starter cultures. Exopolysaccharide — producing Str.
thermophilus was used as adjunct starter culture for the production of cheese B,
probiotic culture which contains Lb. acidophilus and Bifidobacterium sp. was used for
the production of cheese C, while Lb. casei was used for the production of cheese D.
Composition and pH value of cheeses did not differ significantly. Cheeses made with
adjunct cultures showed much better characteristics than the control cheese, made
only with primary starter culture. Better properties of cheeses produced with adjunct
cultures included improved texture, flavour and odour.

It was concluded that application of adjunct cultures could be an adequate solution for
getting acceptable and functional properties of low fat cheeses. Also, this could lead to
better positioning of low fat cheeses on the dairy products market.
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Zlatarski sir je jedan od najpoznatijih
autohtonih  mle¢nih proizvoda u Srbiji.
Proizvodi se od punomasnog kravljeg
mleka po autohtonoj tehnologiji u podnozju
Zlatara, u okolini Nove Varosi. Po sadrzaju
VBMS sirevi pripadaju grupi mekih sireva,
a po sadrzaju MuSM svi ispitani uzorci
zlatarskog sira svrstani su u grupu puno-
masnih sireva. Senzornom analizom kojom
je ocenjen opsti izgled, boja, presek, ukus,
miris i konzistencija, uzorci sira svrstani su
u pet kategorija: odli¢an, vrlo dobar, dobar,
zadovoljava i ne zadovoljava. Ukupno je
ocenjeno 149 uzoraka zlatarskog sira.

Kljuéne reci: beli sirevi u salamuri e auto-
htona proizvodnja e senzorna analiza

uvoD

Beli sirevi u salamuri Cine veliku
grupu sireva koji su Siroko rasprostra-
njeni u svetu. Ovi sirevi se izraduju na
tri kontinenta: u Aziji, Evropi i Africi, a
medu najpoznatijima su feta, brinza,
domiati, teleme, akaawi i drugi (Dozet
i sar., 2006, Gller i Uraz, 2004).

*Rad je deo istraZivanja u okviru Nacionalnog
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,Optimizacija i standardizacija autohtonih mle¢-
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ZLATARSKI SIR - AUTOHTONA TEHNO-
LOGIJA | SENZORNE KARAKTERISTIKE*

Na brdsko-planinskom podrucju
Republike Srbije beli sirevi u salamuri
se proizvode u domadinstvima po
autohtonoj tehnologiji, a oznacavaju
se prema regionu ili mestu proizvod-
nje (zlatarski, homoljski, sjenicki, svr-
ljiski).

Beli sirevi u salamuri pripadaju
grupi polutvrdih ili mekih sireva, koji
na preseku mogu biti bez ili sa malo
mehanickih Supljika. Proizvode se naj-
¢eS¢e od kravljeg, a u manjoj meri od
ovCijeg i kozjeg mleka. Osim vrste
mleka, kao i odsustva termickog tret-
mana mleka od kojeg se proizvode,
autohtone bele sireve u salamuri ka-
rakteriSe jednostavan tehnoloski po-
stupak proizvodnje i kratak period zre-
nja. S obzirom da se proizvode po
autohtonoj tehnologiji, ovi sirevi poka-
zuju variranje u kvalitetu, Sto se naro-
Cito odnosi na sadrzaj soli.

Jedan od najznacajnijih predstav-
nika autohtonih belih sireva u salamu-
ri je zlatarski sir, koji se pretezno pro-
izvodi od punomasnog kravljeg mleka.
Proizvodi se autohtonom tehnologijom
u okolini Nove Varosi u podnoZju Zla-
tara i to u selima Bozeti¢i, Jasenovo,
Akmacdic¢i, PravoSeva, VraneSeva i u
Opstini Prijepolje, selima Aljinovici.
Proizvodnja sira se odvija u seoskim
domacdinstvima i u letnjim kolibama
(bacije, katuni, stanovi), gde jednosta-
van nacin prerade, zrenje i uvanje si-
ra u salamuri obezbeduje kvalitet sira
duzi vremenski period (Macej i sar.
2006a, 2006b, 2007).

Dozet i sar. (2006) dali su predlog
za klasifikaciju i standard belih sireva
u salamuri na osnovu hemijskih poka-
zatelja kvaliteta i nacina zrenja. Pre-
ma toj klasifikaciji sirevi iz ove grupe
treba da sadrze 45-58% masti u suvoj
materiji i 60-70% vode u bezmasnoj

materiji sira. Takode, jedna od bitnih
karakteristika ove grupe sireva je da
se zrenje i Cuvanje sira odvija u sala-
muri ili surutki. Klasifikacija belih sire-
va u salamuri moze se izvrsiti i na os-
novu senzornih karakteristika. Prema
toj klasifikaciji mogu se jasno definisa-
ti svi parametri senzornog kvaliteta
belih sireva u salamuri (Dozet i sar.,
1996).

MATERIJAL | METODI

Snimanje autohtone tehnologije
Zlatarskog sira izvrSeno je metodom
anketiranja u periodu 2005-2008. go-
dina u selima u okolini Nove Varosi, u
podnozju Zlatara.

Za ispitivanje hemijskih pokazate-
ljia kvaliteta Zlatarskog sira koris¢ene
su sledece analize:

= QOdredivanje sadrzaja suve ma-
terije standardnom metodom
suSenja na 102+1°S (Cari¢ i
sar., 2000);

=  QOdredivanje sadrzaja suve ma-
terije bez masti (SMBM) racun-
skim putem;

= QOdredivanje sadrzaja mle¢ne
masti metodom po van Gulik -u
(Cari¢ i sar., 2000);

= Qdredivanje sadrzaja ukupnih
azotnih materija metodom po
Kjeldahl-u (Cari¢ i sar., 2000);

= Odredivanje sadrzaja proteina
raCunskim putem;

Zlatarski sir se proizvodi autohto-
nom tehnologijom u okolini Nove Va-
rosi, u podnozju planine Zlatar po ko-
joj je i dobio ime. Proizvodnja se oba-
vlja u seoskim domacinstvima i u let-
njim kolibama (bacije, katuni, stanovi)
(Macej i sar., 2006a, 2006b, 2007).
Autohtoni zlatarski sir proizvodi se is-
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Tabela 1. RANGIRANJE BELIH SIREVA U SALAMURI PREMA % OD

MAKSIMALNOG KVALITETA

Table 1. THE WHITE CHEESES IN BRINE RATING ACCORDING TO
% OF MAXIMUM QUALITY
" . % max. kvaliteta/
Kategorija/Category Ocena/Evaluation % max. quality
| Odli¢an/Excellent 90 — 100
Il Vrlo dobar/Very good 80 -90
1] Dobar/Good 70— 80
\ Zadovoljavajuéi/Positive 50-70
\% Nezadovoljavajuéi/Negative <50

7

Sirovo mleko / Raw milk >

A

Podsiravanje / Coagulation

)
N

Y
Rezanje grusa / Cutting the
coagulum

A

Odlivanje surutke / Drainage
of whey

/o)
NG

A

Presovanje / Pressing

)
N

A 4

Rezanje grude / Curd cutting

)
&/

Y
Slaganije kriski u drvene
kacice / Putting cheese slices
into package

(Z0)
N

A

Suvo soljenje / Dry salting

N

NN

v
< Zrenje / Ripening
Shema 1. TEHNOLOSKI
POSTUPAK
PROIZVODNJE

ZLATARSKOG SIRA
Scheme 1. TECHNOLOGICAL

PROCESS OF ZLATAR

CHEESE PRODUCTION

klju¢ivo od sirovog kravljeg mleka.
Sirevi proizvedeni po istoj autohtonoj
tehnologiji od mesanog kravlijeg i
ovCijeg ili kozjeg mleka, kao i od
Cistog ovcijeg ili kozjeg mleka nose
naziv ,sir u tipu zlatarskog”.
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= Odredivanje sadrzaja soli me-
todom po Mohr-u (Cari¢ i sar.,
2000);

= Odredivanje titracione kiselosti
mleka metodom po Soxhlet-
Henkel-u (Cari¢ i sar., 2000);

=  QOdredivanje pH vrednosti po-
moc¢u pH-metra sa kombinova-
nom elektrodom, model Sen-
tron 1001.

U ukupnom kvalitetu prehrambe-
nih proizvoda, pored higijensko-toksi-
koloskih, tehnoloskih i nutritivnin fak-
tora, znacajno mesto pripada sensor-
nim karakteristikama proizvoda. U
senzorne pokazatelje kvaliteta najces-
¢e se ubrajaju: opsti izgled, boja, iz-
gled preseka, miris, ukus, mekoc¢a,
struktura, konzistencija i so€nost, pri
¢emu svaka grupa proizvoda ima spe-
cificne senzorne elemente kvaliteta,
pa samim tim i specifitna senzorna
svojstva  kvaliteta  (Radovanovic,
1992).

Metodom bodovanja — korigova-
nim petobalnim bod sistemom (Rado-
vanovic i Popov-Ralji¢, 2001) izvrSena
je senzorna analiza 149 uzoraka zla-
tarskog sira. Komisiju za ocenjivanje
Cinili su eksperti iz oblasti tehnologije
mleka u sastavu od tri ¢lana. Sen-
zorna ocena je izrazena preko ponde-
risane srednje ocene i procenta od
maksimalno mogucéeg kvaliteta. Za
izraGunavanje % max. moguceg kvali-
teta koriS¢eni su sledeci koeficijenti
vaznosti: za opsti izgled-2, boju-2,
presek-3, ukus-8, miris-2 i konzisten-
ciju-3. Ocenjeni sireva su rangirani u
5 kategorija prema % od max. Kva-
liteta (tabela 1).

Osnovne karakteristike serija dobi-
jenih podataka za ispitivana obelezja
prikazane su preko srednjih vrednosti
(X), a dat je i interval odstupanja (min.
i max.). Odstupanje pojedinacnih po-
dataka u serijama od aritmeticke sre-
dine, kao i jacina njihove grupisanosti
oko sredne vrednosti, prikazana je
preko mera varijacije — standardne
devijacije (Sd) i koeficijenta varijacije
(Cv) (Stankovic¢ i sar. 1989).

REZULTATI | DISKUSIJA

Autohtona tehnologija

TehnoloSki postupak proizvodnje
autohtonog zlatarskog sira prikazan je
na shemi 1.

Kao sirovina za proizvodnju zlatar-
skog sira koristi se sirovo punomasno
kravlje mleko, isklju€ivo sa podrucja
planine Zlatar. Muza se obavlja tri pu-
ta dnevno do kraja avgusta, a nakon
toga dva puta dnevno. Podsiravanje
mleka vrS§i se odmah nakon muze.
Nakon grubog filtriranja, sirovo mleko
se zagreva na temperaturu podsirava-
nja (35-40°C) i prebacuje u od-
govaraju¢e posude ,bakrace”. Podsi-
ravanje se vrsi isklju¢ivo sirilom ani-
malnog porekla koje se dodaje u ko-
li€ini od 2ml/I mleka. Koagulacija traje
2-3 sata (Jovanovi¢ i sar. 2005, Macej
i sar. 2006a, 2007). Nakon zavrSene
koagulacije formirani grus se unakrs-
no reze i ostavlja da stoji kako bi se
odvojila surutka. Gru$ se zatim preba-
cuje u platnena cedila ,grudnjac¢e” u
kojima se vr8i samopresovanje u tra-
janju od 30 do 60 minuta (slika 1).
Sledi faza presovanja na taj nacin sto
se cedilo prebacuje na ravnu plocu,
gruda se preslozi, cedilo se krajevima
spoji na sredini i optereti pomocéu ka-
mena. Ovom operacijom koja traje 2-3
sata dobija se karakteristicna kriska
zlatarskog sira debljine 1,5-2 cm. Is-
presovana gruda se reze na pravilne
kriske veli¢ine 12x12 cm i slaze u dr-
vene kacice. Slaganje kriski se vrsi na
taj nacin $to se prvo posoli dno kadi-
ce, a zatim se svaki sloj kriSki koje se
slazu posebno soli. Slaganje se vrsi
dok se kalica ne napuni do vrha
(,uvrsi”), nakon ¢ega se na vrh kacice
stavi drvena plo¢a i optereti kamenom
(slika 2). Ako je potrebno, vrsi se doli-
vanje surutke, a pri novom slaganju
stara surutka se odliva. Zrenje zlatar-
skog sira odvija se u posebnim pro-
storijama u kojima je temperatura oko
12°C i traje 30-40 dana (Jovanovi¢ i
sar., 2005, Macej i sar., 2006a, 2006
b, 2007).

Hemijski sastav zlatarskog sira

Hemijski sastav autohtonog zlatar-
skog sira prikazan je u tabeli 2.
S obzirom na to da su ispitivani uzorci
zlatarskog sira proizvedeni u doma-
¢instvima po neujednacenoj tehno-
logiji, njihov sastav i kvalitet pokazuju
veliku divergentnost i variranje.

Prema proseénom sadrzaju vode
u VBMS (70,23%), sirevi pripadaju
grupi mekih sireva.
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U pogledu intervala variranja za
sadrzaj vode u bezmasnoj materiji
sira, koji iznosi 68,19-71,49% svi
ogledni sirevi pripadaju grupi mekih
sireva, i u tom smislu serija sireva za
senzorno ocenjivanje je homogena.
Na osnovu sadrzaja masti u SM, koja
je u proseku iznosila 56,23%, sa
granicama variranja 54,39-60,67%,
sirevi se mogu svrstati u grupu puno-
masnih sireva (Codex Alimentarius,
2000, Pravilnik, 2002). Najvece varira-
nje u pogledu hemijskih pokazatelja
kvaliteta, zapaza se kod titracione ki-
selosti uzoraka koja je se kretala od

Slika 1. ,
(MACEJ, O. 2006)
Figure 1. DRAINAGE OF WHEY

Tabela 2. HEMIJSKI SASTAV ZLATARSKOG SIRA
Table 2. CHEMICAL COMPOSITION OF ZLATAR WHITE CHEESE

. N ) Staticki pokazatelji/

Ispitivani pokazateltp/ Investigated Statistical parameters
parameters X Xom, X

SM/TS (%) 47,10 51,10 49,22
Voda/Moisture (%) 47,59 52,90 50,78
VBMS/MFFB (%) 68,19 71,49 70,23
Mast/Fat (%) 26 31 27,70
MuSM/FTS (%) 54,39 60,67 56,23
Ukupni azot/Total nitrogen (%) 2,4962 2,8286 2,6398
Proteini/Proteins (%) 15,95 18,03 16,91
NaCl (%) 1,30 4,02 2,60
Kiselost/Acidity (°SH) 37,64 96,55 65,10
pH 4,88 5,60 5,12
Legenda/Legend:

SM - suva materija/TS - total solids

VBMS - voda u bezmasnoj materiji sira/ MFFB -

moisture on a fat-free basis

MuSM - mast u suvoj materiji/FTS - fat in total solids

37,64-96,55°SH. Sadrzaj soli je vari-
rao u opsegu od 1,30-4,02%, a pH
vrednost se kretala od 4,88-5,60.

Senzorne karakteristike

Rezultati senzorne analize uzo-
raka zlatarskog sira prikazani su u ta-
beli 3 i graficki na slici 3. Od ukupno
149 uzoraka, 9,40% ocenjeno je odli¢-
nom ocenom, 28,19% dobilo je ocenu
vrlo dobar, 30,87% imalo je ocenu do-
bar, 15,44% uzoraka su ocenjeni kao
zadovoljavajuéi, 3,36% je dobilo oce-
nu nezadovoljavajuci, a 19 uzoraka
zlatarskog sira je diskvalifikovano us-
led prisustva mehanickih nedistoc¢a.

Najbolje ocenjeni pokazatelj kva-
liteta kod svih ocenjenih kategorija je
boja sireva koja je bila ujednacena
bela do belo-Zuc¢kasta. Ocene za os-
tale pokazatelje senzornog kvaliteta
(opsti izgled, miris i konzistencija)
imale su vrednosti priblizne ukupnoj
s$enzornoj oceni.

Na osnovu podataka prikazanih u
tabeli 3 moze se zakljuciti da je preko
37% uzoraka sireva imalo dobre sen-
zorne karakteristike, odnosno ocenje-

no je ocenom odli¢an i vrlo dobar. To
znaci da su su sirevi iz ove grupe uzo-
raka imali kriSke pravilnog oblika i di-
menzija, debljine 1,5-2 cm, bez defor-
macija i osteéenja, sirno testo srednje
Cvrstine sa porcelanskim izgledom,
ukus prijatan, dobro izrazen, mle¢no —
kiseo, umereno slan i miris tipi¢an,
mlec¢no - kiseo, jasno izrazen. Sirevi
su na preseku imali zbijenu i mono-
lithu strukturu sa malim brojem Sup-
ljika (slika 4).

Sirevi ocenjeni ocenama dobar
imali su kriSke pravilnog oblika, sa
malim deformacijama, dok su sirevi sa
ocenom zadovoljava imali kriSke ma-
nje-viSe pravilnog oblika sa manje iz-
razenim deformacijama. Miris ovih si-
reva je bio manje izrazen, a ukus
kiseliji i povecane slanosti. Testo ovih
sireva je imalo maniji sjaj, na preseku
sa nesto vecim brojem Supljika.

Ukus sira je baziran na kompo-
nentama rastvorljivim u VF sira i mle¢-
noj masti, ukljucujuci nekoliko stotina
komponenti ukusa, kao $to su masne
kiseline kratkog lanca, ili druge kiseli-
ne, aminokiseline, mali peptidi i NaCl.

SAMOPRESOVANJE SIRA  Slika2. ZRENJE SIRA U KACICAMA

(MACEJ, 0. 2006)
Figure 2. CHEESE RIPENING

Pojedini mali hidrofobni peptidi, od ko-
jih je vecina identifikovana, odgovorni
su za gorak ukus, $to je verovatno os-
novni defekt ukusa vecine sireva.
Ukus sira je jedan od najvaznijih po-
kazatelja ukupnog kvaliteta, na $ta
ukazuje i podatak da koeficijent vaz-
nosti za ovaj pokazatelj iznosi 8. Sa-
mim tim, ovaj pokazatelj kvaliteta je
nosilac ukupne senzorne ocene sira.
Ovu ¢€injenicu potvrduju i podaci prika-
zani u histogramu 1. ProseCna vred-
nost ocene za ukus kod sireva oce-
njenih ocenom odli¢an (4,57) priblizna
je vrednosti ukupne senzorne ocene
(4,64) ove grupe sireve. Kod sireva
ocenjenih ocenom zadovoljava i ne
zadovoljava ukupna ocena (3,24, od
nosno 2,38) je veca od ocene ukusa
(2,51, odnosno 1,57) uzoraka iz ove
grupe sireva.

Uzorci su imali netipi€an izrazeno
slan i kiseo ukus. Medutim, veliki
uticaj na ukupnu senzornu ocenu kod
ovih sireva imali su opsti izgled i boja.
Prose¢ne vrednosti ovih parametara
senzornog kvaliteta su znatno veée
od ukupne ocene (3,91 i 4,37 kod
uzoraka ocenjenih sa ocenom zado-
voljava, odnosno 3,23 i 3,80 kod uzo-
raka ocenjenih ocenom ne zadovolja-
va).

ZAKLJUCAK

S obzirom da Zzlatarski sir ima
svojstven kvalitet i osobine po kojima
se razlikuje od ostalih varijeteta belog
sira u salamuri, koji se proizvede na
podrucju Republike Srbije, on mo zZe
biti obelezen imenom porekla.

Proizvodnja ovog sira se mora
obavljati u registrovanim domadinstvi-
ma po autohtonoj tehnologiji, a zrenje
i Guvanje sira mora se odvijati isklju-
Civo u drvenoj ambalazi (kaCicama).
Na taj nacin bi se smanijila variranja u
pogledu hemijskog sastava, kao i va-
riranje u senzornom kvalitetu zlatar-
skog sira.
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Tabela 3. SENZORNA OCENA UZORAKA ZLATARSKOG SIRA

Table 3. SENSORY EVALUATION OF ZLATAR WHITE CHEESE

Ispitivani pokazatelji / Investigated parameters Senzoma ocean
Statisti¢ki pokazatelji Sensory evaluation
Statistical parameters | Opsti izgled Boja Presek Ukus Miris Konzistencija % max. kvaliteta
Appearance Colour | Cross section Flavour Aroma Consistency % max. qual.
Kategorija odli¢an/Category excellent
Xemin 4,33 4,50 4,33 4,33 4,17 4,33
XKmax 5,00 5,00 5,00 5,00 4,67 5,00
X (n=14) 4,68 4,90 4,70 4,57 4,45 4,68 92 83
Sd 0,3797 0,2273 0,2212 0,2607 0,2155 0,3461 ’
Cv (%) 8,12 4,64 4,54 5,70 4,84 7,40
% max 93,57 98,10 97,50 91,43 89,05 93,57
Kategorija vrlo dobar/Category very good
Xinin 3,33 4,00 3,50 3,50 3,00 3,50
XKmax 5,00 5,00 5,00 4,50 4,67 5,00
X (n=42) 4,18 4,67 4,33 4,04 4,10 4,29 8421
Sd 0,4964 0,3286 0,4486 0,2451 0,3245 0,4164 ’
Cv (%) 11,87 7,04 10,37 6,06 7,91 9,71
% max 83,65 93,33 86,51 80,87 82,06 85,79
Kategorija dobar/Category good
Xmin 2,83 4,00 2,50 2,83 3,00 3,00
XKmax 5,00 5,00 5,00 4,17 4,17 4,5
X (n=46) 3,89 4,46 3,96 3,41 3,72 3,78 7465
Sd 0,4697 0,3628 0,5828 0,3864 0,4005 0,3819 ’
Cv (%) 12,06 8,13 14,72 11,32 10,77 10,10
% max 77,90 89,20 79,20 68,26 74,35 75,65
Kategorija zadovoljava/Category positive
Xinin 3,33 4,00 3,00 1,33 2,50 2,50
XKmax 5,00 5,00 5,00 3,33 4,00 4,50
X (n=23) 3,91 4,37 3,72 2,51 3,12 3,56 64.74
Sd 0,5575 0,4509 0,6613 0,5909 0,5174 0,5323 ’
Cv (%) 14,27 10,32 17,79 23,57 16,57 14,96
% max 78,12 87,39 74,35 50,14 62,46 71,16
Kategorija ne zadovoljava/Category negative
Xinin 2,33 2,33 2,17 1,33 2,00 2,33
XKmax 3,67 4,33 3,50 1,83 2,67 3,00
X (n=5) 3,23 3,80 2,77 1,57 2,30 2,70 4753
Sd 0,6230 0,8409 0,6779 0,3716 0,5278 0,4928 ’
Cv (%) 19,27 22,13 24,50 23,72 22,9478 18,25
% max 64,67 76,00 55,33 31,33 46,00 54,00
odlican/excellent

nezadovoljava/negative

vrlo dobar/very good

zadovoljava/positive

dobar/good

‘ —&—senzorna ocena/sensory evaluation ‘

Slika 3. SENZORNA OCENA UZORAKA ZLATARSKOG  Slika 4. I1ZGLED KRISKE ZLATARSKOG SIRA
SIRA

(Jovanovic, S. 2008)
Figure 3.SENSORY EVALUATION OF ZLATAR Figure 4.SLICE OF ZLATAR CHEESE
CHEESE SAMPLES (Jovanovic, S. 2008)
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odlidan/excellent vrlo dobar/very good dot 1 dovoljava/positive

|0 ukus/flavour B senyorna ocena/sensory evaluation |

PROSECNA VREDNOST UKUSA | UKUPNE OCENE
UZORAKA ZLATARSKOG SIRA

Histograme 1. MEAN VALUE OF TASTE AND SENSORY EVALUATION
OF ZLATAR CHEESE SAMPLES
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SUMMARY

ZLATAR CHEESE — AUTOCHTHONOUS TECHNOLOGY AND SENSORY
CHARACTERISTICS
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Zlatar cheese is one of the most famous autochthonous dairy products in Serbia. It is
produced in the area of mountain Zlatar by autochthonous technology. One of the main
characteristics of autochthonous Zlatar cheese is that it is produced from full fat cow milk.
According to MFFB content all samples of Zlatar cheese belong to soft cheeses group,
and by FTS content they belong to a group of full fat cheeses. Sensory analysis of cheeses
involved evaluation of appearance, colour, cross section, flavour, aroma and consistency.
By this analysis cheeses were ranked in five categories: excellent, very good, good,
positive and negative. Total number of examined samples was 149.
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U odgovaraju¢im laboratorijama, goto-
vo svakodnevno se koriste postupci prav-
lienja razli¢itih razblazenja uzorka mileka.
Pri tome, ta razblazenja mogu da budu
direktna, viSestepena ili kombinacija ova
dva postupka. Ovde ¢e biti reci o direktnim
razblazenjima uzoraka mleka.

Kljuéne re€i: mleko e razblazenje e iz-
racunavanje

uvobD

Za najrazlicitije laboratorijske po-
trebe: UBB, razna zasejavanja, kvanti-
fikaciju rezidua antibiotika (2) itd., pra-
ve se, izmedu ostalih, i direktna raz-
blazenja iz uzorka mleka (1,3). Pri to-
me uzme se odredena ili neodredena
koli¢ina od uzorka mleka i razblazi se
sa odredenom ili neodredenom kolici-
nom razblaziva¢a. Na taj nacin se do-
bije direktno razblazenje uzorka mleka
koje moze da ima unapred poznatu ili
unapred nepoznatu vrednost.

Takode, na taj naCin moze da se
napravi niz od dva ili viSe direktnih
razblazenja uzorka.

Tako napravljen niz od direktnih
razblaZzenja uzorka mleka moze da
sadrzi unapred poznate, unapred ne-
poznate ili kombinaciju unapred poz-
natih i unapred nepoznatih vrednosti
direktnih razblazenja.

Adresa autora:

Dr Nada Dugali¢-Vrndi¢, Naucni institut za ve-
terinarstvo Srbije, Auto—put 3, Novi Beograd

tel.: 011/3191-273

e—mail: nivs@scnet.rs
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Kombinovani direktni niz se sastoji
od jedne ili viSe unapred poznate i
jedne ili viSe unapred nepoznate vred-
nosti direkthog razblazenja uzorka
mleka.

MATERIJAL | METODI

Za postupak pravljenja direktnih
razblazenja uzorka mleka, koristi se
razblaziva€ i formule za proracun, a u
zavisnosti od zahteva ispitivanja. Na
taj na€in moze da se napravi (4,5):

1. Jedno direktno razblazenje uzorka
mleka moze da bude:

0 unapred poznata vrednost razbla-
Zenja

0 unapred nepoznata vrednost raz-
blazenja.

2. Niz od direktnih razblazenja uzor-
ka mleka moze da ima:

0 unapred poznate vrednosti razbla-
Zenja

o0 unapred nepoznate vrste razbla-
Zenja

0 unapred poznate i unapred nepo-
znate vrednosti razblazenja.

3. Kombinacija razblaZenja dobijenih
direktnim postupkom sastoji se od:

0 jedne ili viSe unapred poznate i

o0 jedne ili viSe unapred nepoznate
vrednosti direktnog razblazenja
uzorka mleka.

Opredeljenje za odgovarajuéu
vrstu navedenih direktnih razblazenja
uzorka mleka je isklju¢ivo prema zelji i
zahtevima ispitivanja.

Ovde ¢e biti re¢i samo o jednom
direkthom razblazenju uzorka mleka,
posto je i svako direktno razblazenje
iz ostalih kategorija takode jedno di-

rektno razblazenje. Isto tako, za osta-
le vrste direktnih razblaZzenja vaze isti
postupci dobijanja kao i za jedno di-
rektno razblazenje.

REZULTATI | DISKUSIJA

Jedno direktno razblazenje uzorka
mleka

Ova vrsta razblazenja odnosi se
na slu¢ajeve kada se pravi jedno raz-
blazenje direktno iz uzorka mleka. Pri
tome, na propisani nacin, uzme se
odredena ili neodredena koli¢ina od
uzorka mleka, razblazi se sa odrede-
nom ili neodredenom koli¢inom raz-
blazivaga i dobije se razblazenje koje
moze da bude sa unapred nepozna-
tom ili unapred poznatom vredno$cu,
a u zavisnosti od nepoznatih ili pozna-
tih navedenih parametara, odnosno, u
zavisnosti od opredeljenja i potreba.

1. lzraCunavanje unapred nepozna-
te vrednosti direktnog razblazenja
uzorka mieka:

Unapred nepoznata vrednost raz-
blazenja uzorka mleka dobija se kada
se uzme odredena koli¢ina od uzorka
mleka i razblazi sa odredenom kolici-
nom mleka bez antibiotika. Ove dve
vrednosti se uzimaju po zelji. Na taj
nacin se dobije unapred nepoznata
vrednost direktnog razblazenja uzorka
mleka.

Prikaz postupka dobijanja unapred
nepoznate vrednosti direktnog razbla-
Zenja uzorka mleka:

U — NR

gde je:
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U - uzorak mleka;
NR - unapred nepoznata vrednost di-
rektnog razblazenja uzorka mleka.

Za izraCunavanje unapred nepo-
znate vrednosti direktnog razblazenja
uzorka mleka potrebno je:

- poznata koli¢ina koja je uzeta od
uzorka mleka
- poznata koli¢ina razblazivaca.

Posto se ove vrednosti uzimaju po
Zelji, za dobijanje unapred nepoznate
vrednosti direktnog razblazenja uzor-
ka mleka, koristi se formula br. 1 (pre-
ma Vukovicu):

R=a+b

a

gde je:

R - vrednost direktnog razblazenja
uzorka mleka (koliko puta);

b - koli¢ina razblaziva¢a (u ml);

a - koli¢ina uzeta od uzorka mleka (u
ml).

Primer:

Uzeto je 0,5 ml od uzorka mleka i
razblazeno je sa 7 ml razblazivaca.
Kolika je vrednost tog razblazenja?

Koristi se formula za izraGunava-
nje direktnog razblazenja, posto je ta
vrednost nepoznata:

a+b
R=——
a
b=7ml
a=05ml
R=7+0,5
0,5
R= 15 puta

Unapred nepoznata vrednost di-
rektnog razblazenja uzorka mileka iz-
nosi 15 puta.

*Na ovaj nacin se moze izracunati
bilo koja unapred nepoznata vrednost
direktnog razblazenja uzorka mleka,
bez obzira na koli€¢inu koja se uzme
od uzorka mleka i koli¢inu mleka bez
antibiotika koja se koristi za razbla-
Zenje uzorka.

2. lzracdunavanje unapred poznate
vrednosti direktnog razblazenja
uzorka mleka:

Kod ove vrste razblazenja, posto
ima unapred poznatu vrednost, po-
trebno je da se odredi koli¢ina koja ¢e
se uzeti od uzorka mleka ili koli¢ina
razblazivaCa. To znaci da je za prav-
lienje ove vrste razblazenja potrebno:
- unapred poznata vrednost direkt-
nog razblazenja uzorka mleka;

- poznata koli¢ina koja se uzme od
uzorka, uz nepoznatu koli€inu raz-
blaZivaéa, ili

- poznata koli¢ina razblazivata, uz
nepoznatu koli¢inu koja se uzme od
uzorka.

Prikaz postupka dobijanja unapred
poznate vrednosti direktnog razblaze-
nja uzorka mleka:

U —>PR
gde je:
U- uzorak mleka;
PR- unapred poznata vrednost razbla-
Zenja uzorka mleka.

2.1. lzraCunavanje koli¢ine razblazi-
vaCa za pravljenje unapred poznate
vrednosti direktnog razblazenja:

Za pravljenje ove vrste razblaze-
nja, na ovakav nacin, potrebno je da
se zna:

- unapred poznata vrednost direkt-
nog razblazenja uzorka mleka

- koli¢ina koja se uzme od uzorka
mleka.

Posto se ove vrednosti odreduju
po Zelji i unapred su poznate, za izra-
C¢unavanje potrebne koli¢ine razblazi-
vaca, koristi se formula br. 2 (prema
Vukovicu):

b=Rxa-a
gde je:
b - koli¢ina razblaziva€a (u ml);
R- vrednost razblazenja uzorka mleka
(koliko puta);
a - koli¢ina uzeta od uzorka mleka (u
ml).

Primer:

Od uzorka mleka je uzet 1 mli od-
redeno je da se napravi razblazenje
od 10 puta. Koliko treba da se uzme
razblaziva¢a da se napravi takvo raz-
blazenje?

Koristi se formula za izrauna-
vanje koli€ine razblaziva¢a, posto je ta
vrednost nepoznata:

b=Rxa-a
R =10 puta
a=1ml
b=10x1-1
b=9ml

Potrebno je da se koli¢ina uzeta
od uzorka razblazi sa 9 ml mleka raz-
blazivata da se dobije unapred poz-
nata vrednost direktnog razblazenja
uzorka mleka od 10 puta.

*Na ovaj nacin moze se izraCunati
bilo koja koli¢ina razblaziva¢a potreb-
na za razblazenje bilo koje koli¢ine
uzete od uzorka mleka za dobijanje

bilo koje unapred poznate vrednosti
direktnog razblazenja uzorka mleka.

2.2. IzraCunavanje koli¢ine koja se uz-
me od uzorka mleka za pravljenje
unapred poznate vrednosti direktnog
razblazenja

Za pravljenje ove vrste razblaze-
nja, na ovaj nacin, potrebno je:
- unapred poznata vrednost direkt-
nog razblazenja uzorka mleka
- poznata koli¢ina razblaZivaca.

Posto se ove vrednosti odreduju
po zelji i unapred su poznate, za izra-
¢unavanje potrebne koli¢ine koja se
uzme od uzorka, koristi se formula br.
3 (prema Vukovicéu):

b
R-1
gde je:
a - koli¢ina uzeta od uzorka mleka (u
ml);

b - koli¢ina razblazivaca (u ml);
R - vrednost razblazenja uzorka mle-
ka (koliko puta).

Primer:

Sa koli¢inom od 6 ml razblazivaca
zeli se napraviti razblazenje uzorka od
7,5 puta. Koju koli¢inu treba uzeti od
uzorka mleka?

Koristi se formula za izraCunava-
nje koli¢ine koja se uzme od uzorka,
posto je ta vrednost nepoznata:

b
R-1
b=6ml
R =7,5puta
6
a=——
75-1

a =0,923 ml uzorka

Za dobijanje razblazenja od 7,5
puta, koriS¢éenjem 6 ml razblazivada
potrebno je da se uzme 0,923 ml od
uzorka mleka.

*Na ovaj nac¢in moze se izracunati
bilo koja koli¢ina koja se uzme od
uzorka mleka kada se unapred odredi
bilo koja koli€¢ina mleka bez antibiotika
za dobijanje bilo koje unapred poz-
nate vrednosti direktnog razblazenja
uzorka mleka.

U monografiji Razblazenja uzorka
mleka za kvantitativno dokazivanje re-
zidua antibiotika, Vukovi¢ (2008) na-
vodi mogucénosti pravljenja direktnih i
viSestepenih postupaka razblazenja
uzorka mleka sa ciliem dobijanja
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kvantitativnin podataka za rezidue
antibiotika u mleku (4,5).

ZAKLJUCAK

Za postupke praviljenja direktnih
razblazenja uzorka mleka daje se naj-
prakti¢niji nacin izvodenja proracuna.
Pri tome, vrednost direktnog razblaze-
nja, koli¢ina koja se uzme od uzorka i

SUMMARY

koli¢ina rastvaraca, lako se mogu izra-
¢unati na osnovu iznetih formula i pri-
kazanih primera.
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STRUCNI RAD

UDK: 637.07:637.12:577.18

U ovom rada prikazana je moguénost
izraGunavanja koncentracije rezidua peni-
cilina u meSanom mleku, pri meSanju dve
kontaminirane koli¢ina mleka. Pri tome,
prikazan je uticaj polaznih koli¢ina mleka i
koncentracija antibiotika na koncentraciju
penicilina u meSanom mieku (4).

Kljuéne reci: Rezidue e antibiotici ¢ mleko
o penicilin e koncentracija ¢ mesanje

uvoD

U mlekarskoj praksi, pri postupci-
ma sa mlekom, postoji niz mogucnosti
pri kojima dolazi do meSanja raznih
koli¢ina mleka (3). Pri tome, moze da
se meSa jedna ili vise koli¢ina mleka
bez antibiotika sa jednom ili vise koli-
¢ina istog takvog mleka, ali i sa jed-
nom ili viSe koli¢ina mleka kontami-
niranog reziduama antibiotika. Isto ta-
ko, dolazi i do meSanja jedne ili vise
koli€¢ina mleka kontaminiranih rezidu-
ama antibiotika sa jednom ili viSe istih
takvih koli¢ina mleka. Upravo ova
kombinacija je i tema ovog rada.

Znaci, meSaju se kontaminirane
koli¢ine mleka, pri ¢emu se uglavnom
razlikuju koli¢ine mleka, eventualne
kombinacije prisutnih razli€itih rezidua
antibiotika ili se radi o reziduama iste
vrste antibiotika, koje se nalaze u od-
govarajuéim koncentracijama u ml
mleka.

Adresa autora:

Dr Nikola Pavlovié, Naucni institut za veterinar-
stvo Srbije, Auto put 3, Novi Beograd, tel.:
011/3191-273, e—mail: nivs@scnet.rs

KONCENTRACIJA REZIDUA ANTIBIOTIKA
POSLE MESANJA KONTAMINIRANIH

KOLICINA MLEKA

Isto tako, mogu da budu razli€ite i
metode detekcije rezidua antibiotika
(1,2,5). Ali, bez obzira na kvantitativni
metod detekcije (7), koncentracija re-
zidua antibiotika se moze iskazati kao:
minimalna, maksimalna, okvirna, vari-
jabilna, srednja ili ,tatna“ koncentra-
cija (8). To znaci da se u navedenim
koncentracijama mogu izraziti i nasa
saznanja o kontaminiranim koli¢inama
mleka koje se medusobno mesaju.

MATERIJAL | METODI

U laboratorijskim uslovima obrano
sterilno mleko koje je provereno da ne
sadrzi inhibitorne materije, kontami-
nirano je penicilinom iz bocice koja
sadrzi 600.000 i.j. prokain benzilpe-
nicilina i 200.000 i.j. natrijum benzilpe-
nicilina (u daljem tekstu. penicilin). Pri
tome, praviljene su razli¢ite i jednake
kontaminirane koli¢ine mleka i kon-
centracije penicilina, koje su zatim
mesane u cilju izraGunavanja koncen-
tracija penicilina u meSanom mleku.

U cilju pojednostavljivanja proble-
matike, obuhvacéeni su postupci me-
Sanja:

- samo dve kontaminirane koli€ine
mleka,

- rezidue samo jednog antibiotika (pe-
nicilina),

- samo ,ta¢na“ koncentracija rezidua
antibiotika.

Koncentracija antibiotika u mesa-
nom mleku izaCunava se na osnovu
formule (prema Vukovi¢u) (6):

~ M xK, +M,xK, +...
" M, +M,...
gde je:
Km - koncentracija rezidua penicilina u
ml me$anog mleka (u i.j./ml mleka);

K

Mj - koli¢ina mleka sa reziduama anti-
biotika - mleko br.1. (u ml);

Mj - koli¢ina mleka sa reziduama anti-
biotika - mleko br.2. (u ml);

Ki- koncentracija penicilina u mleku
br. 1 (i.j./ml);

K2- koncentracija penicilina u mleku
br. 2 (i.j./ml).

Pri tome, mogucnosti pri meSanju
dve koli¢ine mleka sa reziduama jed-
nog antibiotika su sledece:

1. Koli¢ina jednog kontaminiranog
mleka je veéa i u njemu je koncentra-
cija antibiotika veca:

(M1 > Mo, Ki> Ks ili
M2 > M1, K2 > Ky)

2. Koli¢ina jednog kontaminiranog
mleka je veca, a u njemu je koncen-
tracija antibiotika manja:

(M1 > Mo, K1 < K ili
M2 > M1, K2 < Ky)

3. Koli¢ine prvog i drugog konta-
miniranog mleka su jednake, a kon-
centracija antibiotika u jednom mieku
je veca:

(M1 =My, K> Kaili
Mi = M2, Kz > K1)

4. Koli¢ine jednog i drugog konta-
miniranog mleka su jednake, kao i
koncentracije antibiotika u njima:

(M1 = Mz, K1 = Kz)
5. Koli¢ina jednog kontaminiranog
mleka je veca, a koncentracije antibio-
tika su jednake:

(M1 > Mo, K= Ksili
M2>M1, Ki = Kz)

105



Preh. ind. 1-2, (2008)

NIKOLA J. PAVLOVIC et. al.: KONCENTRACIJA...

REZULTATI | DISKUSIJA

1. Koli¢ina jednog kontaminiranog
mleka je veca i u njemu je koncen-
tracija antibiotika veca:

(My> My, K1 > Ky ili
M2> My, Kz > Ky)

Primer 1: Ukupno 20 ml mleka br. 1
sadrzi 0,2 i.j. penicilina/ml, a koli¢ina
mleka br. 2 iznosi 10 ml i sadrzi 0,1
i.j./ml. Kolika je koncentracija penicili-
na u mesanom mleku?

M1 > Mz, K1 > Kz

M XK, + M, xK, +...

m
M, . M,..
Ky= 0,2 i.j./ml mleka
Kz= 0,1 i.j./ml mleka
M= 20 ml mleka
Mz= 10 ml mleka

~20x0,2+10x0,1

Km
20+10

Km = 0,16 i.j./ml meSanog mleka

Koncentracija penicilina je 0,16 i.j./ml
mesanog mleka.

2. Koli¢ina jednog kontaminiranog
mleka je veéa, a u njemu je manja
koncentracija antibiotika:

(M1 > Mo, K1 < Kaili
M2 > My, Kz < Ky)

Primer 2: Ukupno 20 ml mleka br. 1
sadrzi 0,1 i.j. penicilina/ml, a koli¢ina
mleka br. 2 iznosi 10 ml i sadrzi 0,2
i.j./ml. Kolika je koncentracija penicili-
na u mesanom mleku?

M1>Ma, Ki<K2

M, XK, +M,xK, +...

m
M.M,..
Ky=0,1i.j./ml mleka
Kz=0,2i.j/ml mleka
M =20 ml mleka
Mz =10 ml mleka

~20x0,1+10x0,2
m 20+10

Km= 0,13 i.j./ml me8anog mleka
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Koncentracija penicilina je 0,13 i.j./ml
mesanog mleka.

3. Koli¢ine prvog i drugog konta-
miniranog mleka su jednake, a kon-
centracija antibiotika u jednom mleku
je veca:

(M1 =My, K> Kaili
M1 = Mz, K2 > Kjy)

Primer 3: Ukupno 10 ml mleka br. 1
sadrzi 0,2 i.j. penicilina/ml, a koli¢ina
mleka br. 2 iznosi 10 ml i sadrzi 0,1
i.j./ml. Kolika je koncentracija peni-
cilina u meSanom mleku?

Mi=Mz, Ki>K2

M, xK, +M,xK, +...

m
M, M,..
Ky1=0,2i.j/ml mleka
K2=0,1i.j/ml mleka
M4 =10 ml mleka
Mz =10 ml mleka

~10x0,2+10x0,1

" 10+10
Km = 0,15 i.j./ml meSanog mleka
Koncentracija penicilina je 0,15 i.j./ml
mesanog mleka.

K

4. Koli¢ine jednog i drugog konta-
miniranog mleka su jednake, kao i
koncentracije antibiotika u njima:

(M1 = Mg, Ky = Kz)

Primer 4: Ukupno 10 ml mleka br. 1
sadrzi 0,1 i.j. penicilina/ml, a koli¢ina
mleka br. 2 iznosi takode 10 ml i sa-
drzi 0,1 i.j./ml. Kolika je koncentracija
penicilina u meSanom mleku?

M1 = Mz, K1 = Kz

M, xK, +M,xK, +...

m
M, M,..
Ky1=0,1i.j./ml mleka
K2=0,1i.j/ml mleka
M+ =10 ml mleka
Mz =10 ml mleka

~10x0,1 +10x0,1

K
" 10+10

Km= 0,1 i.j./ml meSanog mleka

Koncentracija penicilina je 0,1
i.j./ml meSanog mleka.

5. Koli¢ina jednog kontaminiranog
mleka je veca, a koncentracije antibio-
tika su jednake:

(M1 > Mo, K= Ksili
M2>My, Ky = Ky);

Primer 5: Ukupno 20 ml mleka br. 1
sadrzi 0,1 i.j. penicilina/ml, a koli¢ina
mleka br. 2 iznosi 10 ml i sadrzi 0,1
i.j./ml. Kolika je koncentracija penicili-
na u me$anom mleku?

M1> Mz,K1 = K2

M, xK, +M,xK, +...

m
M, M,..
Ky1=0,1i.j./ml mleka
K2=0,1i.j/ml mleka
M =20 ml mleka
Mz =10 ml mleka

~20x0,1+10x0,1
" 20+10

Km= 0,1 i.j./ml meSanog mleka
Koncentracija penicilina je 0,1 i.j./ml
mesanog mleka.

Sliene podatke daje i Vukovi¢
(2008) o podjednakom uticaju jedne i
druge koli¢ine kontaminiranog mleka,
kao i koncentracije penicilina u sva-
kom mleku, pri njihovom medusob-
nom mesanju.

ZAKLJUCAK

Na osnovu izvrSenih ispitivanja i
prorauna, moze se zakljuciti da je
moguce izraCunati koncentraciju anti-
biotika u meSanom mleku, pri meSa-
nju dve ili viSe kontaminiranih koli¢ina.
Pri tome, koncentracija penicilina je
iznad proseka pocetnih koncentracija
kada je koli¢ina jednog mleka veca i
kada je u njoj koncentracija antibiotika
veca. Suprotno tome, koncentracija
antibiotika je ispod proseka pocetnih
koncentracija kada je koli¢ina jednog
mleka veéa, a koncentracija antibio-
tika u njemu je manja. Koncentracija
antibiotika je na nivou proseka po-
Cetnih koncentracija kada je koli¢ina
jednog i drugog mleka jednaka, a kon-
centracija antibiotika u jednom mileku
je veca kada je koli¢ina jednog i dru-
gog mleka jednaka i kada su koncen-
tracije u jednom i drugom mleku jed-
nake ili kada su koli¢ine jednog i dru-
gog mleka razliite, a koncentracije
antibiotika su jednake.
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ANTIBIOTICS RESIDUES CONCENTRATION AFTER MIXING CONTAMINATED VOLUMES
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Nikola J. Pavlovic, Vujadin J. Vukovic
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A possibility of calculation of the penicillin residues concentration in mixed milk after mixing
two contaminated volumes of milk is described in this study. The influence of starting
volumes of milk and antibiotic concentrations on the penicillin concentration in mixed milk
(4) has also been presented.
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Rezidue antibiotika u mleku uglavnom
se dokazuju kvalitativnim bioloSkim meto-
dama detekcije. Medutim, medu mogué-
nosti kvantitativnog dokazivanja rezidua
antibiotika u mleku dolazi i razblazivanje
mleka bilo kojom kvalitativnom bioloSkom
metodom detekcije. Uzorci mleka se raz-
blazuju do vrednosti izmedu poslednjem
sumnjivog ili pozitivnog i prvog negativnog
nalaza.

Kljuéne reci: mleko e antibiotici e rezidue
* minimalna koncentracija

uvobD

Rezidue antibiotika dospevaju u
mleko na razli¢ite nacine (posle tera-
pije, naknadnom kontaminacijom, na-
mernim dodavanjem itd.) (1, 2, 5). U
tako kontaminiranom mileku, rezidue
se dokazuju kvalitativnim bioloskim
metodama (3, 4), ali i kvantitativho ko-
ris¢enjem specificnog kvantitativhog
postupka.

Ovo se odnosi na bilo koju
kvalitativnu metodu i rezidue bilo kog
antibiotika u mleku (6,7).

Pri tome, potrebno je da se zna
koja metoda se koristi, o kojoj vrsti re-
zidua se radi i koji je nivo osetljivosti
koris¢ene metode za rezidue odgova-
rajuéeg antibiotika.

Adresa autora:

Dr Vujadin Vukovic, Nauéni Institut za veterinar-
stvo Srbije, Auto put 3, Novi Beograd
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IZRACUNAVANJE MINIMALNE KOLICINE
REZIDUA ANTIBIOTIKA U MLEKU

MATERIJAL | METODI

U laboratorijskim uslovima kori$-
¢eno je obrano sterilno mleko koje ne
sadrzi rezidue antibiotika (kao nega-
tivna kontrola, kao mleko za kontami-
naciju i kao mleko za pravljenje raz-
blazenja), zatim, dva Cesto koriS¢ena
antibiotika: penicilin i oksitetraciklin, a
od metoda detekcije: metoda Rezazu-
rin testa.

1. Metode detekcije

Za izvodenje metode Rezazurin
testa, iz sterilisane bocice, uz plame-
nik, sterilnom pipetom se otpipetira 10
ml prethodno promeSanog mleka u
sterilnu epruvetu sa gumenim zapusa-
¢em, zatim se takvo mleko pasterizuje
5 minuta na temperaturi od 80°C, a
zatim rashladuje do sobne tempera-
ture. U tako rashladeno mleko se do-
daje vodeni rastvor rezazurina u kon-
centraciji mase od 0,5 g/L sterilisane
destilovane vode. Dalje, dodaje se i 1
ml Streptococcus thermophilus-a, kao
test mikroorganizma (18 Casova stara
kultura) razredenog sa obranim steril-
nim mlekom u odnosu 1:1. Kod obra-
nog sterilnog mleka za razblazivanje
test mikroorganizma prethodno se is-
klju€i eventualno prisustvo rezidua an-
tibiotika. Ovako pripremljen uzorak
mleka u epruveti promeSa se na vibra-
toru ili ruéno, oznadi, stavi u metalni
stalak i inkubira tokom dva ¢asa na
temperaturi od 45°C. Nakon 1 i 1,5
Casova od pocetka inkubacije sadrzaj
epruvete se mesa tri puta okretanjem
epruvete. Posle dvo¢asovne inkubaci-
je rezultati se Citaju na nacin pred-
viden za ovu metodu: bela boja - ne-
gativan nalaz (-), azurno-plava ili ruzi-
Casta boja - pozitivan nalaz (+), a pre-

lazna boja izmedu azurno -plave ili
ruziCaste i bele boje je sumnjiv nalaz
(+/-). Nivo osetljivosti ove metode je 9
i.j./L (sumnjiv nalaz), odnosno 10 i.j./L
(pozitivan nalaz) za penicilin i 0,1
mg/L (sumnjiv nalaz), odnosno 0,2
mg/L (pozitivan nalaz) za oksitetra-
ciklin (3,5).

2. Kontaminirano mieko

Obrano sterilno mleko je konta-
minirano neodredenim koli¢inama pe-
nicilina i oksitetraciklina.

3. Postupak izraGunavanja minimal-
ne koncentracije rezidua antibiotika
u mleku

Nakon dobijanja odgovarajuc¢ih
nalaza pri koriS¢enju metode Rezazu-
rin testa, pravljene su razliCite vred-
nosti razblazenja uzorka mleka sve do
dobijanja zadnje vrednosti razblazenja
sa sumnjivim ili pozitivnim nalazom.
Tada moze da se izraCuna minimalna
koncentracija rezidua antibiotika u
mleku kori§¢enjem formule (prema
Vukovicu) (6,7):

Kmin= Ra xn
gde je:
Kmin - minimalna koncentracija rezidua
antibiotika u mleku (u ij. ili pug/mi
mleka);

Ra - poslednja vrednost razblazenja
koje daje sumnijiv ili pozitivan nalaz
(koliko puta);

n - nivo osetljivosti metode detekcije za
sumnijiv ili pozitivan nalaz (u ij. ili pg/ml
mleka).
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1.lzradunavanje minimalne kon-
centracije penicilina u mleku

Uzorak mleka je kontaminiran pe-
nicilinom, $to je potvrdeno koriSée-
njem metode Rezazurin testa. Zatim
je nakon pravljenja niza razblazenja:
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,90 100
puta - prvi niz, dobijeno da razblaze-
nje od 60 puta daje pozitivan nalaz, a
razblazenje od 70 puta daje negativan
nalaz. Onda je napravljen drugi niz:
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68 i 69
puta. Utvrdeno je da razblaZenje od
64 puta je poslednje koje daje sumnjiv
nalaz, a razblazenje od 65 puta je
dalo negativan nalaz. Nivo osetljivosti
ove metode za penicilin je 0,009 i.j./ml
mleka (sumnjiv nalaz), a 0,01 i.j./ml
(pozitivan nalaz).

Koliko iznosi minimalna koncentra-
cija penicilina u ml uzorka mleka?

Izraunavanje minimalne koncen-

tracije na osnovu drugog niza

Kmin= Raxn
Ra = 64 puta
n = 0,009 i.j./ml mleka (sumnjiv nalaz)
Kmin> 64 x 0,009
Kmin> 0,576 i.j./ml mleka
Minimalna koncentracija penicilina je
jednaka ili veéa od 0,576 i.j./ml mleka.

IzraCunavanje minimalne koncen-
tracije samo na osnovu prvog niza
Kmin= Raxn
Ra = 60 puta
n = 0,01 ij./ml mleka (pozitivan nalaz)
Kmin=> 60 x 0,01
Kmin> 0,6 i.j./ml mleka
U tom slu¢aju minimalna koncentracija
penicilina je jednaka ili ve¢a od 0,6 i.j./ml
mieka.

SUMMARY

2.lzra¢unavanje minimalne koncen-
tracije oksitetraciklina u mleku

Uzorak mleka je kontaminiran ok-
sitetraciklinom, to je potvrdeno koris-
¢enjem metode Rezazurin testa. Za-
tim je nakon pravljenja niza razbla-
Zenja: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 i 100 puta - prvi niz, dobijeno da
razblaZenje od 20 puta daje pozitivan
nalaz, a razblaZzenje od 30 puta daje
negativan nalaz. Onda je napravljen
drugi niz: 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28 i 29 puta. Utvrdeno je da je razbla-
Zenje od 22 puta poslednje koje daje
pozitivan nalaz, a razblazenje od 23
puta je dalo negativan nalaz. Nivo
osetljivosti ove metode za oksitetra-
ciklin je 0,1 pg/ml mleka (sumnjiv na-
laz), a 0,2 pg/ml mleka (pozitivan na-
laz).

Koliko iznosi minimalna koncen-
tracija oksitetraciklina u ml uzorka
mleka?

2.1. IzraCunavanje minimalne koncen-
tracije na osnovu drugog niza:
Kmin Z Ra Xxn

Ra = 22 puta
n = 0,2 pg/ml mleka (pozitivan nalaz)
Kmin> 22 x0,2
Kmin> 4,4 png/ml mleka

Minimalna koncentracija oksitetra-
ciklina je jednaka ili ve¢a od 4,4 ng/mi
mleka.

2.2. IzraCunavanje minimalne koncen-
tracije samo na osnovu prvog
niza

Kmin= Raxn

Ra = 20 puta

n = 0,2 pg/ml mleka (pozitivan nalaz)

Kmin> 20 x0,2

Kmin> 4,0 ug/ml mleka

DETERMINATION OF MINIMAL CONCENTRATION OF ANTIBIOTIC RESIDUES IN

MILK

"Wujadin J. Vukovi¢, *Anka J. Kasalica

'Institute of Veterinary Medicine of Serbia, Belgrade, 2Institute of Dairy Science, Belgrade

Residues of antibiotics in milk are commonly determined by qualitative biological detection
methods. However, among all possibilities of quantitative determination of antibiotic
residues in milk, the method of preparing milk dilutions can be used, along with any

qualitative biological detection method (5,6,7).

Purpose of sample dilutions is to obtain values between last ambiguous or positive and first

negative result.

U tom slu¢aju, minimalna kon-
centracija oksitetraciklina je jednaka ili
veca od 4,0 pg/ml mleka.

U dostupnoj literaturi nisu pro-
nadeni podaci sa kojima bi se dobijeni
nalazi mogli prodiskutovati.

ZAKLJUCAK

Delimi¢nom modifikacijom postoje-
¢ih bioloskih metoda detekcije, uz
postupke pravljenja razblazenja, mo-
guce je kvantifikovati koncentraciju re-
zidua antibiotika u mleku. Za to je
neophodno:

- nalaz pribliznog ili pravog razbla-

Zenja uzorka mleka,

- nivo osetljivosti koriS¢éene metode
za odgovarajuci antibiotik,
- kori§¢enje formule za proracun.
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Hrana za Zivotinje predstavlja materijal
koji se sastoji od velikog broja hemijskih
jedinjenja, organske i neorganske prirode,
od kojih zZivotinje koriste hranljive materije
potrebne za odrzavanje Zivota, reproduk-
ciju, rast i razvoj. Kod visokoproizvodnih
krava u laktaciji potrebno je da se obez-
bedi najmanje 19-21% ADF u obroku.
NDF predstavlja materijal iz koga su izgra-
deni ¢elijski zidovi biljnog materijala, stoga
u obroku treba da bude 28-30% NDF.

U radu je poseban akcenat dat ispiti-
vanjima sadrzaja masti, proteina, laktoza i
suve materije u mleku dobijenom u
zimsko-proleénom periodu (januar, februar,
mart i 12 dana u aprilu) sa jedne farme.
Rezim ishrane krava u toku 300 dana bio
je sledecti: ishrana krave u toku laktacije,
ishrana krave u toku zasusSivanja i ishrana
teladi. Analiziran je uzorak mleka u toku
zimsko-prole¢nog perioda da bi se ispitao
uticaj ishrane na hemijski sastav mleka.
Hemijska ispitivanja su izvr§ena primenom
spektrofotometrijske metode, sa laktosko-
pom. Svi ispitivani parametri kvaliteta mle-
ka imaju maksimalnu vrednost u aprilu,
izuzetak je sadrzaj masti Ciji je maksimum
u februaru, a minimum u aprilu. Varijacije
sastava dokazuju da je ishrana glavni fak-
tor koji utiCe na hemijski sastav mleka. Is-
hrana je najbolje izbalansirana u aprilu to-
kom 12 dana, i tada je kvalitet mleka bio
najbolji.

To pokazuje koli¢ina proteina Ciji je
sadrzaj u tom periodu najvedi.

Kljuéne reci: ishrana krava ¢ zimsko-pro-
lecni period « mleko « parametri kvaliteta

Adresa autora:

Dr Dzulijana Tomovska, Univerzitet Sv. Kliment
Ohridski, Bitola, Fakultet za biotehnic¢ki nauki,
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ISHRANA KAO FAKTOR KOJI UTICE NA
HEMIJSKI SASTAV MLEKA

uvoD

Najveca vaznost u stocarskoj pro-
izvodnji poklanja se ishrani. Sastojci
hrane za Zivotinje podeljeni su u ne-
koliko grupa. Energetske sastojke C&i-
ne: ugljeni hidrati (Secer, skrob, celu-
loza, hemi-celuloza); masti, proteini,
organske kiseline, alkohol. Struktural-
ni sastojci su: gradivni sastojci (organ-
ski — proteini, esencijalne aminokise-
line, esencijalne masne kiseline i ne-
organski — voda, kalcijum, fosfor, ma-
gnezijum, kalijum, natrijum, hlor, sum-
por). Voda, ugljeni hidrati, masti, pro-
teini, vitamini i mineralne materije su
osnovni hranljivi sastojci koji u ishrani
igraju vaznu ulogu, a pored toga imaju
osobiti znacaj prilikom ocenjivanja
hrane za Zivotinje. Ispitivana je uloga
nekih od ovih sastojaka u hrani za
Zivotinje, a isto tako i proizvodi koji se
dobijaju, odnosno oni sa visokom bio-
loSkom vrednoScéu kao $to je mleko.

Masti predstavljaju organska jedi-
njenja koja se ne rastvaraju u vodi. U
ukupnoj masi masti najzastupljenije su
prave ili neutralne masti. U organizmu
one imaju osobitu ulogu: predstavljaju
izvor energije, strukturni materijal (ula-
ze u sastav Celije i tkiva), obezbeduju
organizmu esencijalne masne kiseli-
ne, izvor su provitamina, nosioci su vi-
tamina rastvorljivih u mastima. Cesto
se prilikom sastavljanja obroka za zi-
votinje ne vodi rac¢una o koli¢inama
masti koje su potrebne za zadovolje-
nje zivotinih funkcija. Medutim, masne
kiseline: linolna, linolenska i arahidon-
ska su nezamenljive, odnosno esenci-
jalne, tako da organizam nije u stanju
da ih sintetizira. Sastav masti u hrani
za zivotinje izbalansiran je na sadrzaj
esencijalnih masnih kiselina.

Proteini su organska jedinjenja ko-
ja pored vodonika, kiseonika i azota
sadrze sumpor, fosfor, gvozde i jod.
Zivotinje mogu izgraditi proteine samo
iz belanCevina koje primaju iz hrane
za zivotinje. Ovaj podatak je od oso-
bite vaznosti za ishranu domacih zivo-
tinja. Jedan deo esencijalnih aminoki-
selina Zzivotinje unose hranom, a deo
se sintetizira u organizmu. Proteini iz
hrane za Zivotinje nemaju isti efekat
iskori§¢enja kod Zivotinja pri odrede-
noj produkciji. Zbog ovog podatka for-
miran je pojam bioloSke vrednosti pro-
teina - broj koji pokazuje koliko teles-
nih proteina se sintetizira u 100 g pro-
teina iz hrane za zivotinje. BioloSka
vrednost proteina hrane za Zivotinje je
veca ako se u zivotinji sintetiSe vecéa
koli¢ina proteina iz 100 g hrane. Oko
50% unetih proteina u hrani organi-
zam pretvara u proteine mikroflore.
Poznato je da prezivari pomocéu mik-
roflore mogu da koriste neproteinski
azot i od njega sintetiziraju aminokise-
line koje iskoriStavaju u ishrani. Tako
na primer urea se primenuje u ishrani
goveda i ovaca, i to u koli¢ini od 1/4
do 1/3 potrebnog azota kod krava 150
g dnevno, za petomesecna grla 20-50
g, a za mlada goveda 20 g uree na
100 kg telesne mase.

Ugljeni hidrati imaju vaznu ulogu u
ishrani Zivotinja ne samo zato $to su
najzastupljeni, ve¢ su i glavni izvor
energije. Ova jedinjenja najzastuplje-
nija su u hrani za zZivotinje koja je bilj-
nog porekla. U Zivotinjskom organiz-
mu prisutno je oko 1% navedenih je-
dinjenja. Ugljeni hidrati kod biljke
imaju istu ulogu kao proteini kod Zivo-
tinja, a to je uloga u stukturnom i
potpornom materijalu. Sa aspekta is-
hrane najvazniji je skrob koji kod Zzita-
rica mozZe biti zastupljen i do 70%.
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Skrob i prosti uglieni hidrati su
lako svarljive materije za monogas-
tricne Zivotinje, a celuloza je slabo
svarljiva. Krajni produkat digestije ug-
lienih hidrata je glukoza, a rede ga-
laktoza i fruktoza. Neki ugljeni hidrati
predstavljaju sastavni deo nekih tkiva,
a kod mleénih zZivotinja sluze za sin-
tezu mle€ne masti.

U praksi je raSiren postupak da se
obrok krava podeli na dva dela: os-
novni i dopunski. Sastavljanje osnov-
nog obroka vrsi se na bazi potreba u
hranljivim materijama za grupu pro-
seCne telesne mase i najnize mlec-
nosti u nekom zapatu. Ovaj deo obro-
ka sastoji se pretezno od kabaste hra-
ne. Grla &ija je proizvodnja veéa, pod-
miruju svoje potrebe delom iz osnov-
nog obroka a delom iz dopunskog.
Osnovni obrok dobijaju sva grla u za-
patu, dok se dopunski normira prema
proizvodnji. Dopunski obrok se sas-
tavlja kao smes$a koncentrata ¢iji 1kg
zadovoljava potrebe za proizvodnju
od 2-5 kg mleka (4% MKM — metabo-
licki koeficijent iskoriStenja mleka).
Krave su grupisane prema koli€ini
proizvodnje mleka. Svaka grupa do-
bija koli¢inu dopunskog obroka prema
tome koliko mleka daje. Poslednjih
godina u svetu se dosta populariSe
koris¢enje kompletnog obroka u kome
se putem odgovarajué¢ih miksera iz-
meSa kabasta i koncentrovana hrana.
Primena kompletnih obroka moze da
ima odredenih prednosti zbog jedno-
stavnosti organizacije ishrane, malog
utroska ljudskog rada i olakSane
manipulacije sa zivotinjama, ali takva
ishrana moze da bude nesto skuplja
od standardne. Tehnologija ishrane
moze u znatnoj meri da uti¢e na pro-
izvodnju mleka krava u laktaciji, po-
sebno kada je re€ o grlima sa visokim
genetskim kapacitetom. Pod tehnolo-
gijom se podrazumeva kompletan pri-
stup ishrani koji se na nekoj farmi
sprovodi, a ne samo ispunjavanje
odredenih preporuka i normativa.

Prema istrazivanjima Grubi¢a i
Adamovi¢a (2008) posebno mesto u
izbalansiranom obroku zauzima od-
nos strukturnih i nestrukturnih hidrata.
U strukurne spadaju ADF (acid deter-
gent fiber) i NDF (neutral detergent
fiber), dok nestrukturne pretezno ¢&ini
zitni skrob. Vrednost ADF danas je
prihnvacena kao zamena za sirovu ce-
lulozu. U obroku visokoproizvodnih
krava u laktaciji treba obezbediti naj-
manje 19-21% ADF u obroku. NDF
predstavlja materijal od koga su izgra-
deni celijski zidovi biljnog materijala.
Zato u obroku treba da bude 28-30%

NDF. Kabasta hrana treba da obez-
beduje bar 21% NDF u suvoj materiji
obroka, a 24% ako kukuruzna silaza
¢ini viSe od 4 SM obroka. Koli¢ina
NDF iz kabaste hrane treba da bude
0,9% TM (telesna masa) krave, od-
nosno 70% od ukupnog NDF u obro-
ku. U obroku krava treba da bude ne-
strukturnih ugljenih hidrata 35-42%
(Sto znaci 30-40% skrob). Davanje ve-
¢ih koli¢ina Secera i lako fermentiSucih
ugljenih hidrata moze dovesti do aci-
doza i pada udela mle¢ne masti. Naj-
bolji pokazatelj pravilnog odnosa
strukturnih i nestrukturnih ugljenih hid-
rata je pH koji ne treba da bude ispod
6,0. Ne manje znacajan za uspesnu
fermentaciju u buragu je odnos raz-
gradivih i nerazgradivih proteina. Me-
dutim, nije dovoljno samo ispuniti od-
nos razgradivih i nerazgradivih pro-
teina, mora se povesti racuna i o tome
koliko su aminokiseline zastupljene u
obroku. Kod krava koje daju vise od
30 kg mleka (4% MKM na dan) po-
trebno je da se daje i izvesna koli¢ina
(oko 0,50 kg na dan) hraniva animal-
nog porekla, ili mogu da se koriste i
neka druga hraniva koja sadrze vedi
udeo nerazgradivih proteina (kukuruz-
ni gluten), takode i pojedine amino
kiseline (najce$¢e metionin i lizin) u
protektiranom, odnosno zastiéenom
obliku. Cilj uklju¢ivanja ovih rompo-
nenti u obrok je balansiranje amino
kiselina u obroku, odnosno postizanje
njihove optimalne proporcije za proiz-
vodnju mleka.

MATERIJAL | METODI

Ispitivan je hemijski sastav mleka
krava tretiranih istom ishranom u toku
nekoliko meseci. Poseban osvrt dat je
ispitivanjima sadrZaja masti, proteina,
laktoze i suve materije u zimsko-pro-
leénom periodu (januar, februar mart i
12 dana u aprilu) kod krava sa jedne
farme. Rezim ishrane krava je bio sle-
deci: ishrana krava u toku laktacije,
ishrana krava u toku zasusivanja i is-
hrana teladi.

Ishrana krava u toku laktacije od-
vijala se u tri faze:

- Ishrana u prvoj fazi (poCetak lak-
tacije) 60-70 dana;

- druga faza (najve¢a mlecnost)
70-140 dana;

- tre¢a faza (opadanje mlecnosti)
140-305 dana.

Ishrana u prvoj fazi u prva 3 dana;
dnevni obrok sastojao se od najkvali-
tetnijeg sena 3kg, najkvalitetnije silaze
10-15 kg, koncentrata do 3,5 kg. Is-

hrana od 3 do 15 dana je sledeca:
dnevni obrok je sastavljen od najkvali-
tetnijeg sena, najkvalitetnije silaze,
koncentrata oko 0,5-1 kg na dan do
Zeljene koli¢ine, a ne vece od 60% su-
ve materije u obroku. Ishrana od 15-
70. dana: obroci su se sastojali od
kabaste i koncentrirane hrane za kra-
ve telesne mase od 550-600 kg. Is-
hrana u drugoj fazi od 15-70. dana: u
cillu da se proizvede odgovaraju¢a
koli€¢ina mleka zivotinjama se daje
najkvalitetnija hrana, obrok treba dob-
ro izbalansirati, ne sme biti naglih pro-
mena u ishrani i ne sme biti stresova
kod krave. Ishrana u tre¢oj fazi od
140-305. dana: obroci krava od 600
kg telesne mase (TM) koja daje na
dan 20 L mleka sa 3,75% MM (mle¢-
na mast).

Ishrana zasuSene krave do 60 da-
na pred telenje - smanjuje se obrok
hrane za Zivotinje; 15 dana pre telenja
pocinje koriStenje koncentrata 2,5-3,8
kg dnevno, koncentrat je ograni¢en na
0,5-1,0% TM (telesna masa).

Ishrana teladi ukljucuje ishranu ko-
lostrumom, zatim napojivanja, ishrana
sa koncentratom, ishrana sa kabas-
tom hranom. Ishrana sa kolostrum tra-
je 1-3 dana. Osobina kolostruma je da
je lako svarljiv, hranljiva vrednost je
za 40% veca od obitnog mleka, sa-
drZi antitela i pokazuje otpornost orga-
nizma, bogato je karotinom i vitami-
nom E. Ishrana teladi za napojivanje
podrazumeva: od prvog do petog da-
na oko dnevno 5 L mleka, ista dnevna
koli¢ina zamenjena je za 5 L mleka, a
broj napojivanja 4 puta na dan. Od
Sestog do tridesetog dana dnevna
koli€¢ina mleka do 8 L, a dnevna kolici-
na zamena za mleko do 6 L, broj na-
pojivanja 3 puta na dan.Od tridesetog
do pedesetog dana dnevna koli¢ina
mleka do 3 L, a dnevna koli¢ina za-
mena za mleko do 4L, broj napojiva-
nja dva puta na dan. Od pedesetog
do devedesetog dana ne daje se mle-
ko, a dnevna koli¢ina zamena za mle-
ko do 3 L, broj napojivanja jedan put
na dan. Ukupna dnevna koli¢ina mle-
ka u toku 90 dana je bila 350 L, ukup-
na dnevna koli¢ina zamena za mleko
je 450L.

Za ispitivanje hemijskog sastava
mleka: sadrzaj masti, proteini, laktoze
i suve materije koriS¢ena je spektrofo-
tometrijska metoda sa laktoskopom.
Laktoskop predstavlja spektrofotome-
tar koji analizira sadrzaj mleka i mlec-
nih produkata pomocu infra-red teh-
nologije. Laktoskop omogucava brzu,
ultrapreciznu determinaciju hemijskih
komponenata i radi na bazi FTIR
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Tabela 1. SADRZAJ MASTI U MLEKU

Table 1. FAT CONTENT IN MILK
Broj dana u Mast (%)
mesecu Januar Februar Mart April
01. 4.030 3.664 3.932 3.926
02. 4.121 3.730 3.617 3.971
03. 4.010 3.688 3.997 3.923
04. 4.069 3.333 3.810 3.914
05. 4.010 3.639 3.908 3.835
06. 3.982 0.00 3.630 4.002
07. 4.002 3.913 3.898 3.900
08. 3.909 3.577 3.746 3.928
09. 3.900 3.536 3.764 3.982
10. 3.803 3.476 3.660 3.905
11. 4.003 3.505 3.853 /
12. 3.749 3.553 3.865 3.777
13. 3.844 3.628 4.061 4.126
14. 3.942 3.811 3.927
15. 3.947 3.485 3.971
16. 4.072 3.680 3.951
17. 3.913 3.803 3.968
18. 3.928 3.837 4.105
19. 3.955 3.626 3.921
20. 3.853 3.843 3.924
21. 3.865 3.465 4.073
22. 3.780 3.595 3.967
23. 3.840 3.266 3.855
24. 3.624 3.355 3.578
25. 3.749 3.670 /
26. 3.853 3.621 4.031
27. 3.643 3.677 3.966
28. 3.735 3.713 4.050
29. 3.667 3.756 3.863
30. 3.629 3.997
31. 3.821 3.942
0.30
035 st
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Slika1l. PROMENA SADRZAJA MASTI U MLEKU mesecl

Figure 1. CHANGE OF FAT CONTENT IN MILK

(Fourier Transform Infrared) tehnolo-
gije. Laktoskop moze izmeriti 80-120
uzoraka/h. Takode, sadrzi i opcije za
ispitivanje sledec¢ih parametara: masti
u pavlaci (0-55%), proteina u mleku
(0-15%), ugljenih hidrata u smesi za
sladoled (0-2,5%), suve materije u
koncentrovanom mleku (0-50%). Jed-
na od prednosti aparata je 50 neza-
visnih kalibracija uzorka zapremine 8
ml, na temperaturi i do 40°C.
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Dobijeni rezultati su statisticki

obradeni.

REZULTATI | DISKUSIJA

Koli¢ina masti, proteina, laktoze i
suve materije analizirana je svaki dan
od 1 januara do 13 aprila. Vrednosti
su prikazane tabelarno i moze se vi-
deti da svaki dan variraju parametri

kvaliteta mleka. Prose¢ne vrednosti
analiziranih parametara prikazane su
pojedinaéno za svaki parametar kva-
liteta mleka u toku tri i po meseca
monitoringa.

Iz grafiCkog prikaza uoCavaju se
maksimalne i minimalne vrednosti
svake komponente mleka. Kada se
pogleda vrsta i koli¢ina ishrane krave
u ispitivanom periodu zakljuCuje se da
koli¢ina komponenata znacajno zavisi
od ishrane krave.

Statistickom obradom rezultata
(primenom programa Microsoft Office
Excel) za sadrZzaj masti u mleka za 1.
mesec (januar), 2.mesec (februar),
3.mesec (mart) i 4. mesec (12 dana
aprila) dobijeni su sledec¢i podaci:
N-broj dana u mesecu, x - % masti, X
- broj prose€na mast na dan, +SD -

standardna devijacija, CV (%) -
koeficient varijacija:

N+=31 x1=121,168 X;=3,908,
+SD =0,130 CV=3.32%

N2=29 x2 =101,444 X2=3,498
+SD =0,255 CV=7,28%

N3=30 x3 =116,801 X3=3,893
+SD =0,159 CV=4,54%

Iz slike 1 vidi se da je najveci pro-
cenat masti u februaru, Sto je rezultat
ishrane u navedenom periodu, odnos-
no koris¢enja bogate kabaste hrane i
primene vece koli€ine koncentrata, do
3,5kg.

N4=12 x4= 47,189
+SD =0,081 CV=2,060%

X4=3,932

Statisticka obrada rezultata sadr-
Zaja proteina u mleku za svaki mesec:

N4=31 xs =103,818 X1=3,348
+SD =0,0874 CV=2,610%

N2=29 x2 =100,818 X2=3,062
+SD =0,2239 CV=7,312%

N3=30 x3 =95,083 X3=3,067
+SD =0,2146 CV=6,997%

N4=12 x4= 39,0806 X4=3,062
+SD =0,2751 CV=8,984%

Iz slike 2 vidi se da je najvedi pro-
cenat proteina isti kao za sadrzaj ma-
sti u toku sredine februara, Sto je re-
zultat konzumiranja hrane u toku na-
vedenih dana bogatiji proteinima, ka-
baste hrane i koncentrata. Mali pad
proteina je u martu, a zatim u aprilu
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Tabela 2. SADRZAJ PROTEINA U MLEKU
Table 2. PROTEINE CONTENT IN MILK

Broj dana Proteini (%)
u mesecu |Januar Februar Mart April
01. 3.369 3.247 3.215 3.329
02. 3.407 3.389 3.251 3.251
03. 3.382 3.294 3.290 3.297
04. 3.483 3.325 3.253 3.343
05. 3.420 3.312 3.233 3.407
06. 3.372 0.00 3.228 3.320
07. 3.374 3.248 3.166 3.336
08. 3.384 3.353 3.278 3.407
09. 3.394 3.244 3.236 3.295
10. 3.376 3.248 3.257 3.295
11. 3.409 3.289 3.279 /
12. 3.383 3.360 3.285 3.306
13. 3.328 3.350 3.315 3.220
14. 3.374 3.309 3.291
15. 3.386 3.341 3.468
16. 3.351 3.299 3.264
17. 3.299 3.311 3.295
18. 3.331 3.278 3.318
19. 3.346 3.330 3.261
20. 3.369 3.288 3.292
21. 3.408 3.378 3.235
22. 3.316 3.275 3.241
23. 3.303 3.040 3.204
24. 3.304 3.051 3.294
25. 3.331 3.289 3.274
26. 3.333 3.306 3.368
27. 3.286 3.318 3.265
28. 3.341 3.329 3.314
29. 3.349 3.256 3.338
30. 3.310 3.335
31. 3.333 /
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Slika 3. PROMENA SADRZAJA LAKTOZE U MLEKU
Figure 3. CHANGE OF LACTOSE CONTENT IN MILK
ponovo dolazi do povecéanja koli¢ine N3=30 x3 =137,939 X3=4,49
proteina. +SD =0,14669 CV=3,297%
Statisticka obrada rezultata sadr- N4=12 x4= 55,158 X4=4,242
Zaja laktoze u mleku za svaki mesec: +SD =0,3332 CV=8,329%

N1=31

+SD =0,0492

N2=29

+SD =0,01170

x1 =142,398

X1=4,4593

CV=1,073%

x2 =132,314

X2=4,562

CV=0,256%

Iz slike 3 vidi se da se najmaniji
procenat laktoze dobija sredinom feb-
ruara, a zatim dolazi do rapidnog po-
vecanja, koje je obrnuto povecanju
koli€ine proteina i masti. Svakako i tu

je ishrana glavni faktor koji uti¢e na
sadrzaj laktoze u mleku.

Statisticki podaci za suvu materiju
(SM) mleka su:

N1=31 x1 =251,687 X1=8,8118
+SD =0,557 CV=6,87%

N2=29 x2 =240,775 X2=8,302
+SD =0,324 CV=3,913%

N3=30 x3 =250,712 X3=8,313
+SD =0,292 CV=3,521%

Ns=12 x4= 103,773 X4=7,982
+SD =0,681 CV=8,543%

Sadrzaj suve materije mleka u feb-
ruaru i martu je najnizi, dok u aprilu
dostize maksimum, sli¢no kao i sadr-
Zaj laktoze.

Iz rezultata prikazanih na slici 5
vidi se da sadrzaj svih komponenata
mleka povecéava i dostize maksimum
u mesecu aprilu, iskljuéujuci sadrzaj
masti Ciji maksimum je u februaru, a
minimum u aprilu.

Isto tako, i sadrzaj proteina se po-
veéava u februaru, a u martu dolazi
do naglog pada, dok u aprilu dostize
maksimum. Laktoza ima obrnuti rast u
odnosu na proteine i mast u mleku, u
februaru je najmanje zastupljena, dok
u martu i aprilu dostize maksimum.
Koli¢ina suve materije u februaru i
martu je najmanja, dok u aprilu
dostize maksimum.

Analize sadrZaja osnovnih sasto-
jaka mleka pokazuju da su dobijeni
rezultati posledica nacina ishrane zi-
votinja. Ukoliko se promeni nacin is-
hrane, koli¢éina hrane kao i vrsta is-
hrane, rezultati ¢e biti drugaciji. Moze
se zakljuciti da je ishrana glavni faktor
koji utiCe na sadrzaj komponenata u
mleku.

ZAKLJUCAK

U Evropi, i kod nas, za merenje
proizvodnih potencijala hrane koriste
se skrobni ekvivalent, odnosno hran-
ljive jedinice koji su izvedene iz siste-
ma skrobne vrednosti i predstavljaju
koli€inu energije hrane koja, posle
svih gubitaka u toku digestije i meta-
bolickih procesa, preostaje zivotinja-
ma za ugradivanje u produkte (meso,
mleko).

Hraniva su se nekad koristila poje-
dinac¢no, a danas je to retkost, zato ne
postoji nijedna hrana za Zivotinje koja
u potpunosti moze da zadovolji po-
trebe zivotinja za hranljivim materi-
jama.

Ukoliko je veéa raznolikost u ishra-
ni toliko je bolja ishrana Zivotinja, zato
8to omogucava bolje kombinacije kr-
miva pri sastavljanju obroka.
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Tabela 4. SADRZAJ SUVE MATERIJE (SM) MLEKA
Table 4. TOTAL SOLIDS CONTENT IN MILK

Slika 4. SADRZAJ SUVE MATERIJE MLEKA
Figure 4. CHANGES OF MILK TOTAL SOLIDS CONTENT MILK

Slika 5.
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Figure 5. CHANGES OF MILK COMPONENTS

Broj dana u SM (%)
mesecu Januar Februar Mart April

01. 8.634 8.494 8.521 8.620
02. 8.706 8.748 8.591 8.553
03. 8.675 8.586 8.654 8.663
04. 8.864 8.626 8.593 8.678
05. 8.784 8.628 8.581 8.779
06. 8.710 0.00 8.585 8.622
07. 8.704 8.528 8.464 8.644
08. 8.730 8.690 8.632 8.678
09. 8.736 8.523 8.570 8.789
10. 8.713 8.545 8.603 8.638
11. 8.679 8.627 8.603 /
12. 8.682 8.706 8.604 8.599
13. 8.630 8.671 8.651 8.510
14. 8.692 8.613 8.598
15. 8.718 8.641 8.333
16. 8.705 8.617 8.565
17. 8.591 8.633 8.639
18. 8.665 8.565 8.679
19. 8.682 8.610 8.530
20. 8.689 8.621 8.612
21. 8.766 8.719 8.536
22. 8.652 8.623 8.566
23. 8.621 8.254 8.490
24. 8.599 8.258 8.625
25. 8.652 8.653 /
26. 8.666 8.638 8.591
27. 8.618 8.649 8.738
28. 8.670 8.687 8.562
29. 8.674 8.595 8.630
30. 8.610 8.668
31. 8.662 8.698
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Od ukupnih troSkova u stocarskoj
proizvodnji 60-70% otpada na troSak
hrane. Zato je potrebno bolje pozna-
vanje hemijskog sastava i hranljive
vrednosti hrane za Zivotinje, kao i
balansiranje sadrzaja proteina, mine-
ralnih materija i dr.

Raznolikost hrane po sastavu i
strukturi ukazuje na potrebe pronala-
Zenja jednostavnijih i efikasnijih na-
Cina za iskazivanje njihove hranljive
vrednosti, odnosno utvrdivanje njiho-
vog proizvodnog potencijala. Porede-
njem rezultata analize svih parame-
tara kvaliteta mleka u ispitivanom pe-
riodu odnosno u zimsko-proleénom
periodu, moze se konstatovati da je
najbolje izbalansirana ishrana u ap-
rilu. Time je i kvalitet mleka bolji, $to
se moze objasniti Cinjenicom da je u
tom periodu konzumiranja hrane naj-
veca koli¢ina proteina koji imaju vaz-
nu ulogu u poveéanju hranljive
vrednosti mleka.
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SUMMARY

NUTRITION AS A FACTOR OF INFLUENCE ON CHEMICAL COMPOSITION OF MILK
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1University "Sv. Kliment Ohridski", Faculty for Biotechnical Sciences, Bitola, R. Makedonija
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Animal feed consists of considerable number of chemical compounds, organic and unor- Key words: cow feed e winter/spring
ganic wherefrom animals use nutraceuticals necessary for life, growth and reproduction. In period ¢ milk e quality parameters

a meal of highproduction cow in lactation, it is necessary to provide a minimum of 19-21%

ADF.

NDF represents material of which plant cell walls are constructed, so the meal has to
contain 28-30% NDF. Emphasis has been put on research of fat, protein, lactose and total
solids in milk during winter/spring period at a particular farm.

During the 300-day period, feeding regime was as follows: cow feeding regime during
lactation, cow feeding regime after lactation and the feeding regime of calves. The obtained
milk samples were analyzed by spectrophotometry and lactoscope. All researched
parameters had maximal value in April, while fat content had its maximum in February and
minimum in April. The variations in milk composition prove that animal feed in the main
factor influencing milk composition, The best balanced feed was in April during a 12-day
period, when milk quality was best. Namely, protein content is highest during this period.
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This work examines cow milk of Hol-
stein — friesian breed during six — month
period of first and second lactation on a
farm in the region of Pelagonija. Somatic
cell count in milk and total count of bacteria
was examined.

Somatic cells are natural milk in-
gredients and their number should not
exceed 400 000/ml . Increase of this num-
ber is a result of infection of the mammary
gland and high bacteria number in milk.
The average value of somatic cells in the
milk of first lactation was 219 491/ml and in
the milk of second lactation was 275 817
/ml.

The total count of bacteria was 146
111/ml in first lactation and 218 194 /ml in
second lactation period. These results con-
firm the existence of linear correlation
between somatic cells and total count of
bacteria with statistical meaning.

In the milk of first lactation collar corre-
lation dependence exists with coefficient r
= 0,938 in first month.

Linear correlation between somatic cells
and total count of bacteria in second lacta-
tion was with statistical meaning in first, fifth,
sixth month r = 0,510; r = 0,697; r = 0,717.

Key words: milk e somatic cells e total
count of bacteria e Holstein — Friesian
breed
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CORRELATION DEPENDANCE BETWEEN
SOMATIC CELLS AND TOTAL COUNT OF
BACTERIA IN COW MILK OF HOLSTEIN -
FRIESIAN BREED ON FARM IN THE
REGION OF PELAGONIA

INTRODUCTION

One of the most important factors
which influence the increasing of the
number of somatic cells in milk is in-
fection of the mammary gland caused
either by to the bacteria over the
nipple’s canal (galactogenic); over de-
maged skin (limphogenic) and over
blood (chematogenic). Usually provo-
cate Staphilococcus aureus, Strepto-
coccus agalacticae, Streptococcus
(uberis, pyogenes, Dysgalacticae) and
coliform bacteria. They can increase
the number of somatic cells to the
1.000 000/ml. Increasing the bacteria
number, demage the udder as result
of that; somatic cells increase. If the
number of somatic cells is over 400
000/ml the milk is mastitic, and the
consequences are: low milk secretion,
change in chemical composition and
physical, bacteriological and technical
characteristics of the milk.

MATERIAL AND METODS

In this study cow milk of Holstein —
Friesian breed in first and second
lactation was examinated. Examina-
tion was during of six months of lac-
tation. Cow were observed in control
conditions on farm with 860 cow ca-
pacity in Pelagonia region in R.
Macedonia in the same conditions
and diet.

Total count of somatic cells was
examin and continual twice in one
month at the same samples of milk
with direct microscope metod for de-
termination of somatic cells number.

During that are useful major rea-
gent:

a. - methilen blue-chlorid
- 0,5¢ ethil alcohol
- 40 ml xylene
- 4 ml glacial acet acid in er-
lenmayer cup of 200 ml.lt is
putting in cup in which there
is no evaporation.
b. - Microbiological analysis of
all samples once per month
Microbiological analysis exerted
for state of health to milk as product
according in ordinances in Statute 45
of year 1983. Milk preparation for
microbiological testing was 20 gr of
milk, mix with 180 ml physiological
solution.
The further procedure was as
proscribed.

RESULTS AND DISCUSION

From the chat in the Table number
1 it may be seen that large variation
during all months at breed in first and
second lactation with reference to
total bacteria count appears. From our
research it can be notice that in the
both lactation procent of somatic cells
and total bacteria count was larger in
the start of lactation.

Average values of somatic cells in
second lactation is higher, 275 817/ml
and in first lactation 219 491 /ml. The-
re is increased number of somatic
cells in forth,fifth and sixht month (Ta-
ble1 and Graphic 1).

Breed in first lactation has total
count of bacteria: 100 000 — 204
166/ml milk and coefficient variation
2246 -77.77%.

Breed of second lactation have
higer value of total bacteria count: 218
194/ml; while in first lactation average
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Table 1. PARAMETERS OF SOMATIC CELLS IN | AND Il LACTATION

| lactation Il lactation
months n — p—
X S cv (%) X S cv (%)
1 12 203.174,20 53.975,30 26,57 328.845,80 298.972,90 90,92
2 12 151.960,00 64.402,80 42,38 245.769,20 242.675,70 98,74
3 12 195.081,20 75.868,60 38,89 189.156,20 126.887,70 67,08
4 12 188.908,30 72.501,20 38,38 326.625,00 161.096,70 49,32
5 12 273.722,50 63.331,60 23,14 293.385,00 820.28,8 27,96
6 12 203.174,20 53.975,30 26,57 271.120,80 77.125,20 28,45
total 72 219.491,40 113.734,70 51,82 275.817,00 183.959,30 66,7
values
average value of somatic cells in | and Il lactation
350.000,00
300.000,00-
)
8 250.000,001
2
E 200.000,00+ @ | lactation
2 m |l lactation
150.000,00+
100.000,00+<4
1 2 3 4 5 6
months

Graphic 1. AVERAGE VALUE OF SOMATIC CELLS IN | AND Il LACTATION

Table 2. PARAMETERS OD TOTAL COUNT OF BACTERIA IN | AND Il

LACTATION
| lactation Il lactation
months n — —
X S cv (%) X S ov (%)
1 12 | 180.833,33 | 124.787,70 69,01 95.000,00 72.550,92 76,37
2 12 | 204.166,67 | 158.771,32 77,77 291.666,67 84.834,96 29,09
3 12 | 140.833,33 | 46.015,48 32,67 175.833,33 98.577,00 56,06
4 12 | 100.000,00 | 22.462,09 22,46 325.000,00 133.994,57 41,23
5 12 | 141.666,67 | 47.258,16 33,36 199.166,67 137.010,84 68,79
6 12 | 109.166,67 31.176,43 28,56 222.500,00 84.436,64 37,95
total 72 | 146.111,11 92.695,25 63,44 218.194,44 126.505,87 57,98
values
average value of total count bacteria in 1 and Il
lactation
350.000,00+
- 300.000,00
S  250.000,001
c .8
5 'S 200.000,001 .
o = @ | lactation
© 8 150.000,007 )
T o | |l lactation
< 100.000,001
= 50.000,00+<
1 2 3 4 5 6
months

Graphic 2. AVERAGE VALUE OF TOTAL BACTERIA COUNT IN | AND Il LACTATION

value is 146 111/ml, in percentage
60.92%.(Table 2 and Graphic 2)

Breed in second lactation has
average value of total bacteria count
from 95.000/ml to 325 000/ml and
coefficient of variation 29,09 — 76,
37%. Breed in second lactation have
higher value of total bacteria count in
second, fourth, sixth month compeard
with breed in first lactation because of
minimize resistence of this breed.

The higher number of bacteria in
this month is result of higher number
of mastitic diseases e.t. infections of
the mammary gland. The bacteria
which are identificated in mastitic
breed are from the group of Staphylo-
coccus.

During July the values of the total
count of bacteria are higher and that
is as the result of higher outside tem-
perature. The stress of higher tempe-
rature and moisture stimulate bacteria
number and infection in summer
period.

There is a lot of variations in total
count of bacteria during six months
depending of the conditions of ani-
mals cohabitation and subjective fac-
tor - humans.

It is confirmed that there is linear
correlation between somatic cells and
total count of bacteria. Breed of first
lactation collar correlation dependen-
ce was with coefficient r= 0,938 in the
first month, breed in the second lacta-
tion had correlation dependance with
statistical meaning in first, fifth, and
sixth  month  r=0,510; r=0,697,
r=0,717. To accomplish a lower num-
ber of somatic cells and bacteria Gar-
sia, 2004 in his studies indicate of 2
key factores:cleaning and adequate
hold and transport of the milk. In this
context Yayaro et al., 2004 and Zdrin-
ka Cacic et al., 2003 concluded that
the somatic cells and total count of
bacteria in milk may be indicators of
breed control, health udder of the
animal and milk quality.

Total bacteria count are in normal
limits and in that case in first and
second lactation, milk satisfy our stan-
dards and standards of E.U. for milk
quality. With increase of somatic cells
over 400 000/ml milk is mastitic tells
Antunac. N. et al.,, 1997, and conse-
quences are reduced milk secretion,
changes in chemical composition,
physical, bacteriological and tehnolo-
gical properties of the milk (Majic,
1989).
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Table 3: DEPENDENCE BETWEEN SOMATIC CELLS AND TOTAL COUNT OF

BACTERIA IN | AND Il LACTATION

month corellation coefficient in corellation coefficient in
I lactation Il lactation
1 0,938 0,510
2 0,236 0,055
3 0,007 0,116
4 0,024 0,433
5 0,452 0,697
6 0,357 0,717
total count 0,4386 0,2362
CONCLUSION 218 194/ml, so the higher value of to-

1. Average value of the total count
of somatic cells during first lactation
was 219 491/ml, during second lacta-
tion 275 817/ml over the six-month
lactation period, so a conclusion can
be drawn that breed during second
lactation produced higher values of
somatic cells as a result of mastitic
diseases.

2. Average value of the total count
of bacteria from breed during the first
lactation was 146 111/ml and from the
breed during second lactation was

1ZvOD

tal count of bacteria during second
lactation result of higher number of
bacteria causing mastitis.

3. It is confirmed that there is Ii-
near correlation between somatic cells
and total bacteria count with statistical
meaning from breed of first lactation
collar correlation dependance with
coefficient r= 0,938 in the first month ,
from breed in the second lactation is
correlation dependance with statistical
meaning in first, fifth, and sixth month
r=0,510; r=0,697, r=0,717.

ZAVISNOST BROJA SOMATSKIH CELIJA | UKUPNOG BROJA BAKTERIJA U
KRAVLJEM MLEKU HOLSTAJN-FRIZIJSKE RASE SA FARME U PELAGONUJI

*Gordana Dimitrovska, 2Sonja Srbinovska, 'Stefée Presilski

University "St. Kliment Ohridski", Faculty of Biotechnical Sciences, Bitola, R. Macedonia

Ispitivan je ukupan broj somatskih éelija i ukupan broj bakterija u mleku HolStajn - frizijske
rase nakon prve i druge laktacije sa farme u Pelagoniji tokom Sest meseci.

Ukupan broj bakterija u mleku iznosio je 146 111/ mL nakon prve laktacije i 218 194/ mL
nakon druge laktacije. Rezultati pokazuju linearnu korelaciju broja somatskih celija i
ukupnog broja bakterija. U mleku nakon prve laktacije koeficijent korelacije visok je i iznosi
0,938.

U drugoj laktaciji statisticki je znaCajna zavisnost broja somatskih ¢elija i ukupnog broja
bakterija i iznosi u prvom, petom i Sestom mesecu 0,510, 0,697 i 0,717, respektivno.
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4. To milk quality of infected udder
must be payed attention for better
control, diagnosis of mastitis diseases
on time, respect the higienical stan-
dards linked with holding and keeping
of breeds in farms.
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