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koje svojim djelovanjem poboljsavaju organolepti¢ka svojstva i produzuju rok trajanja napitka te imaju
probioti¢ko djelovanje. Proizvedeni napitak karakterizira Kiselkast okus zbog niske pH vrijednosti (3,65)
koja je rezultat nastanka mlijec¢ne kiseline tijekom procesa fermentacije. lako je GC-MS analizom utvrdeno
da hlapljive spojeva arome u najvecem udjelu ¢ine alkoholi poput etanola i 3-metilbutan-1-ola do izrazaja
najviSe dolazi citrusni miris (po limunu) koji se pripisuje limonenu, spoju iz skupine terpena.
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Functional beverages are one of the categories within the concept of functional foods. They are the most
popular and widely used category of functional foods because of their practicality, ability to meet consumer
demand for desirable nutrients and functional components, ease of distribution and the ability to change
size, shape and appearance of the packaging. The development of a functional beverage is a complex
process, and the functionality of the final product depends on the selection of starting raw materials and
ingredients, processing, storage, and delivery methods and the achievement of appropriate sensory
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e objasniti koncept funkcionalne hrane,

e opisati tehnologiju proizvodnje funkcionalnog napitka,

e proizvesti funkcionalni napitak fermentacijom sladovine dobivene od je¢menog
slada pomocu bakterija mlijecne kiseline,

e odrediti sadrzaj Secera, pH vrijednost, hlapljive spojeve arome te broj bakterija

pripremljenog napitka.



SAZETAK

Funkcionalni napitci su jedna od kategorija unutar koncepta funkcionalne hrane.
Najpopularnija su i najraSirenija kategorija funkcionalne hrane zahvaljujuéi svojoj
prakti¢nosti, moguénosti da zadovolje zahtjeve potrosaca za pozeljnim hranjivim tvarima
i funkcionalnim sastojcima, jednostavnosti distribucije te mogucénosti mijenjanja veliCine,
oblika 1 izgleda ambalaze. Razvoj funkcionalnog napitka je slozen proces, a
funkcionalnost kona¢nog proizvoda ovisi o odabiru pocetnih sirovina i sastojaka, nac¢inu
(metodi) obrade, skladiStenja, isporuke i postizanja odgovaraju¢ih senzorskih svojstava.
U ovom diplomskom radu proizveden je funkcionalni napitak na bazi sladovine dobivene
od je¢menog slada koriste¢i Grainfather sustav. Tehnologija proizvodnje napitka moZe se
podijeliti u dvije faze, a to su dobivanje sladovine (ukomljavanje) te fermentacija
sladovine pomoc¢u bakterija mlije¢ne kiseline. Funkcionalnost proizvoda dijelom
proizlazi iz same sirovine (je¢ma) koji sadrzi fitokemikalije, a dijelom se postize i
tehnoloskim (sladovanje) te bioloSkim postupkom (fermentacija). U proizvodnji su
koriStene bakterije mlije¢ne kiseline koje svojim djelovanjem poboljSavaju
organoleptic¢ka svojstva i produzuju rok trajanja napitka te imaju probioticko djelovanje.
Proizvedeni napitak karakterizira kiselkast okus zbog niske pH vrijednosti (3,65) koja je
rezultat nastanka mlije¢ne kiseline tijekom procesa fermentacije. Iako je GC-MS
analizom utvrdeno da hlapljive spojeva arome u najvecem udjelu ¢ine alkoholi poput
etanola i 3-metilbutan-1-ola do izrazaja najvise dolazi citrusni miris (po limunu) koji se
pripisuje limonenu, spoju iz skupine terpena. Funkcionalnost napitka postignuta je
izborom je¢menog slada kao sirovine te procesom fermentacije pomocu bakterija
mlijecne kiseline koje na taj nain indirektno utjeu na funkcionalnost proizvoda
stvaranjem razli¢itih pozeljnih kao i1 smanjenjem nepozeljnih spojeva. Mikrobioloskom
analizom je potvrdeno da bakterije mlije¢ne kiseline u ovom napitku i direktno utje¢u na

funkcionalnost kao probiotici zbog visokog broja bakterija (2,2x10® CFU/mL).

Kljuéne rije¢i: funkcionalni napitak, sladovina, Grainfather sustav, fermentacija,

bakterije mlije¢ne kiseline



ABSTRACT

Functional beverages are one of the categories within the concept of functional
foods. They are the most popular and widely used category of functional foods due to
their practicality, ability to meet consumer demand for desirable nutrients, and functional
components, ease of distribution and the ability to change size, shape and appearance of
the packaging. The development of a functional beverage is a complex process, and
functionality of the final product depends on the selection of starting raw materials and
ingredients, processing, storage, and delivery methods and the achievement of
appropriate sensory characteristics. In this diploma thesis, a functional beverage based on
barley malt wort was produced using the Grainfather system. The production technology
of the beverage can be divided into two phases, namely the production of the wort
(brewing) and the fermentation of the wort by lactic acid bacteria. The functionality of
the product results on the one hand from the raw material itself (barley) due to its
phytochemicals and on the other hand from the technological (malting) and biological
(fermentation) processes. The lactic acid bacteria, used in the production process improve
the organoleptic properties, extend the shelf life of the beverage and have a probiotic
effect. The beverage produced is characterized by a sour taste due to the low pH value
(3,65), resulting from the formation of lactic acid during the fermentation process.
Although the GC-MS analysis showed that the majority of the volatile aroma substances
are predominantly alcohols, such as ethanol and 3-methylbutan-1-ol, the citrus aroma
(Ilemon-like), which is attributed to the compound from the terpene group limonene is
most prominent. The functionality of the beverage is achieved through the selection of
barley malt as raw material and the fermentation process using lactic acid bacteria, which
indirectly affect the functionality of the product by forming various desirable compounds
and reducing undesirable ones. The microbiological analysis confirmed that the lactic
acid bacteria in this beverage also have a direct impact on the functionality as probiotics
due to the high number of bacteria (2,2x10°® CFU/mL).

Keywords: functional beverage, wort, Grainfather system, fermentation, lactic acid

bacteria
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UvoD

Funkcionalni napitci su jedna od kategorija unutar koncepta funkcionalne hrane.
Za shvacdanje pojma funkcionalne hrane potrebno je najprije uvidjeti kako se sam pojam
nutricionizma, to jest prehrane mijenjao tijekom godina.>? lako je pojam hrane vrlo star,
vjerojatno koliko i sam &ovjek, pojam prehrane se prvi put pojavljuje u 19. stoljeéu.?
Prehrana je multidisciplinarno podrué¢je jer obuhvaca i primjenjuje Siroko dostupno
znanje, ukljucujuéi temeljnu znanost o hrani i hranjivim tvarima te njihov utjecaj na
fiziologiju tijela s ciljem odrzavanja odnosno poboljanja stanja dobrobiti i zdravlja.?

Tijekom 20. stoljeca otkrivene su esencijalne hranjive tvari, odnosno nutrijenti, te
uspostavljeni nutritivni standardi i prehrambene smjernice.™? Stoga, glavni doprinos
znanosti o prehrani u tom razdoblju bio je razvoj koncepta uravnotezene prehrane koji
predstavlja unos odredene kombinacije namirnica preko kojih se osiguravaju minimalni
zahtjevi organizma za hranjivim tvarima potrebnim za odrzavanje tjelesnih funkcija, rast
te sprjecavanje pojave bolesti.?

Pocetkom 21. stolje¢a moderno drustvo suocilo se s novim izazovima kao §to su
porast populacije, produljenje zivotnog vijeka, nekontroliran porast troSkova zdravstvene
zadtite, unaprjedenje znanstvenih spoznaja i razvoj novih tehnologija.? Uslijed
navedenog doslo je i do promjena u podrucju znanosti o prehrani te se razvio koncept
optimalne prehrane, uz zadrzavanje naglaska na uravnotezenoj prehrani.’2 Cilj optimalne
prehrane je poboljSanje fizioloSkih funkcija svakog pojedinca kako bi se osigurala
maksimalna dobrobit i zdravlje, a u isto vrijeme dugoroéno smanjio rizik od bolesti.>2
Kako bi se to postiglo potrebno je uskladiti jedinstvene biokemijske potrebe pojedinca i
njegov genetski sklop s prilagodenim unosom hranjivih tvari.}? Iako je uravnotezena
prehrana i dalje klju¢na u sprjeavanju pojave bolesti povezanih s nedovoljnim, ali i
prekomjernim unosom pojedinih nutrijenata, optimalna prehrana ima za cilj
uspostavljanje najpovoljnijeg unosa odredenih sastojaka hrane u svrhu podrske i
promicanja dobrobiti i zdravlja te smanjenja rizika od pojave razli¢itih bolesti.>? Na putu
prema optimalnoj prehrani funkcionalna hrana se istice kao jedna od sastavnica tog tipa
prehrane obzirom da se temelji na znanstvenim spoznajama o interakcijama izmedu

sastojaka hrane i tjelesnim funkcijama te patologkim procesima.'?



1 OPCIDIO

1.1 Definiranje koncepta funkcionalne hrane

Primarna uloga hrane je osigurati dovoljne koli¢ine hranjivih tvari za
zadovoljavanje metabolickih zahtjeva pojedinca te pruziti osjecaj zadovoljstva i
blagostanja preko senzorskih svojstava.! Medutim, osim toga, hrana moZe moduliranjem
specificnih ciljanih funkcija u tijelu imati korisne fizioloske i psiholoske ucinke izvan
navedenih nutritivnih znagajki.! Naime, hrana ne samo da moZe pomo¢i u postizanju
optimalnog zdravlja i razvoja nego moze imati i vaznu ulogu u Smanjenju rizika od pojave
razli¢itih bolesti.*

Pojam funkcionalne hrane nastao je u Japanu. Japanska vlada je jo§ ranih 1980-ih
pokrenula i financirala sustavne i opseZne istrazivacke programe vezane uz funkcionalnu
hranu, odnosno pozitivna stanovista funkcionalnosti hrane, a sve kako bi pronasla rjeSenje
za snizavanje sve visih tro§kova zdravstvene skrbi.l®** Godine 1991. uspostavljen je
poseban regulatorni okvir koji se odnosi na hranu za posebne zdravstvene potrebe nazvan
FOSHU (engl. Foods for Specified Health Use). FOSHU je omogucio isticanje odredenih
zdravstvenih tvrdnji na proizvodima nakon odobrenja od strane Japanskog ministarstva

zdravstva,®” a takva hrana je trebala zadovoljiti odredene kriterije:

a) pridonosi odrzavanju i poboljanju zdravlja,

b) zdravstvene dobrobiti hrane ili njezinih sastojaka trebaju imati jasnu zdravstvenu
I nutritivnu osnovu,

c) natemelju znanja iz medicine i nutricionizma treba odrediti odgovarajuci dnevni
unos za takvu hranu ili njezine sastojke,

d) hrana ili njezini sastojci trebali bi biti sigurni za konzumaciju,

e) sastojci hrane trebaju biti dobro definirani u smislu fizikalno-kemijskih svojstava
1 kvalitativnog/kvantitativnog analiti¢kog odredivanja,

f) ne bi trebalo biti znacajnih gubitaka nutritivnih svojstava hrane u usporedbi sa
slicnim tipom hrane,

g) takva hrana bi se trebala mo¢i konzumirati dnevno kao dio normalnog obrasca

prehrane, a ne samo povremeno,



h) proizvod bi trebao biti u obliku normalne hrane, a ne u nekom drugom obliku (npr.
u obliku tableta ili kapsula),

i) hrana i njezini sastojci ne smiju biti iskljudivo oni koji se koriste kao lijek.

Kako bi dobili oznaku FOSHU proizvodaci trebaju ispuniti zahtjev, odnosno
priloziti dokaze koji podupiru predlozenu zdravstvenu ili nutritivnu tvrdnju, preporuc¢enu
dozu funkcionalne hrane za konzumaciju, dokaz o sigurnosti hrane, opise fizikalnih i
kemijskih karakteristika, koriStene eksperimentalne metode i sastav. FOSHU oznaka
sadrzi odobrenu zdravstvenu tvrdnju, preporuc¢eni dnevni unos, informacije o nutritivnom
sastavu, smjernice o zdravoj prehrani, upozorenje o prekomjernom unosu (ako je
potrebno), navedene druge mjere opreza koje se odnose na unos, pripremu i skladiStenje
te ostale informacije.®

Kao posljedica Sirenja pojma funkcionalne hrane 1995. godine odrzana je ,,Prva
medunarodna konferencija o perspektivama Istoka i Zapada o funkcionalnoj hrani® u
organizaciji Medunarodnog instituta za znanosti o zivotu (engl. International Life
Sciences Institute, ILSI).® Usuglaseno je da funkcionalna hrana treba biti hrana koja
poboljsava ili utjece na tjelesne funkcije iznad njezinih normalnih nutritivnih vrijednosti.
Takoder je dogovoreno da ju treba razlikovati od vitamina, minerala i ostalih dodataka
prehrani, te da njeni funkcionalni uéinci moraju biti potkrijepljeni i znanstveno dokazani
kroz laboratorijska istraZivanja i ispitivanja na ljudima.

U drugoj polovici 1990.-ih pokrenut je ,,UsuglaSeni projekt Europske komisije o
znanosti o funkcionalnoj hrani u Europi (engl. Functional Food Science in Europe,
FUFOSE) u koji je bio aktivno ukljucen velik broj europskih stru¢njaka iz podrucja
prehrane i srodnih znanosti.»? Godine 1998. postignut je konsenzus o ,,Znanstvenim
konceptima funkcionalne hrane u Europi® prema kojem je predloZena radna definicija
funkcionalne hrane koja glasi: %

,Hrana se moze smatrati ,,funkcionalnom* ako je na zadovoljavaju¢i nacin
dokazano da povoljno utjee na jednu ili vise ciljanih funkcija u tijelu, izvan
odgovarajuc¢ih hranjivih u¢inaka, na nac¢in koji je znacajan za poboljSanje stanja zdravlja
pokazati svoje ucinke u koli¢inama za koje se obi¢no moze ocekivati da ¢e se konzumirati
u prehrani: to nisu tablete ili kapsule nego dio normalnog obrasca prehrane. Funkcionalna
hrana moze biti prirodna hrana, hrana kojoj je sastojak dodan ili hrana iz koje je sastojak

uklonjen tehnoloskim ili biotehnoloskim putem.



To takoder moze biti hrana u kojoj je priroda jednog ili vise sastojaka
promijenjena, ili hrana u kojoj je bioraspolozivost jednog ili vise sastojaka promijenjena,
ili bilo koja kombinacija ovih moguénosti. Funkcionalna hrana moze biti funkcionalna za

sve Clanove populacije ili za odredene skupine populacije.*

Prema Diplock-u i sur.!! funkcionalna hrana ne moze biti jedinstvena, dobro
definirana cjelina. Sirok raspon proizvoda je (ili ée u buduénosti biti) okarakteriziran kao
funkcionalna hrana. To ukljucuje niz sastojaka, hranjivih i ne-hranjivih tvari, koje utje¢u
na niz tjelesnih funkcija vaznih ili za dobrobit i zdravlje ili za smanjenje rizika od bolesti.
Stoga funkcionalnu hranu treba shvatiti kao koncept.

Interes Japana prema funkcionalnoj hrani uvelike je pridonio razvoju svijesti o
potrebi takvih proizvoda na podru¢ju Europe i Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava (SAD-a).
Strucnjaci navedenih zemalja uvidjeli su da osim $to bi funkcionalni proizvodi mogli
smanyjiti troSkove zdravstvene skrbi stanovnistva koje stari, funkcionalna hrana moze dati
1 komercijalni potencijal prehrambenoj industriji. Medutim, istocne i zapadne kulture
znatno se razlikuju u pogledu prirode funkcionalne hrane. U Japanu se funkcionalna hrana
smatra posebnom kategorijom proizvoda, dok je u Europi i SAD-u rije¢ vise o konceptu
gdje funkcionalna hrana uglavnom oznacava dodavanje funkcionalnosti postoje¢em

prehrambenom proizvodu, i takvi proizvodi ne ¢ine zasebnu skupinu.?

1.2 Znanstvene osnove funkcionalne hrane

Razvoj funkcionalne hrane je svojevrstan znanstveni i1 tehnoloski izazov koji bi se
trebao temeljiti na osnovnim znanstvenim spoznajama koje su vazne za razumijevanje
utjecaja sastojaka hrane na ciljane funkcije u tijelu. Funkcionalna hrana sama po sebi nije
jedinstvena, ali bi ju znanstveno utemeljen pristup trebao uciniti takvom. Ciljevi znanosti
o funkcionalnoj hrani su stoga sljedeci:

a) identificirati korisnu interakciju izmedu funkcionalnog sastojka unutar hrane i
jedne ili vise ciljnih funkcija u tijelu i dokazati mehanizam tih interakcija
(potrebno je ukljuciti rezultate studija provedenih in vitro, u stani¢noj kulturi, in
vitro/ex vivo modelu, zivotinjskom modelu, kao i rezultate studija na ljudima),

b) identificirati i potvrditi markere znacajne za ciljne funkcije i njihovu promjenu u

sastojcima hrane,



C) procijeniti sigurnost koli¢ine hrane 1ili njezinog sastojka potrebne za
funkcionalnost,

d) formulirati hipoteze koje Ce se ispitati u pokusima istrazivanjima intervencije na
ljudima kojima je cilj pokazati znacajnost unosa odredenih sastojaka hrane
povezanih s poboljsanjem jedne ili vise ciljnih funkcija, bilo izravno, bilo u smislu

smanjenog rizika od bolesti.!!

1.2.1 Tvrdnje o funkcionalnosti hrane

Glavna osnova funkcionalne hrane je njezin utjecaj na zdravlje pojedinca. Jedna
od poteskoca u informiranju o dobrobiti funkcionalne hrane jest to Sto postoje razlicite
vrste tvrdnji, a uz to se izraz ,,zdravstvena tvrdnja“, koji se tradicionalno koristi za
priopéavanje dobrobiti hrane, u pojedinim zemljama razli¢ito definira.! Tvrdnje, bilo
izravno dane na etiketi ili pakiranju prehrambenih proizvoda ili neizravno putem
sekundarnih popratnih informacija, koje su sastavni dio funkcionalne hrane, moraju se
temeljiti na znanstvenim informacijama i spoznajama.

Tipovi tvrdnji prema Codex Alimentarius-u:*?

a) Nutritivna tvrdnja — svaki prikaz koji navodi, sugerira ili implicira da hrana ima
odredena nutritivna svojstva, ukljucujuci, ali ne ograni¢avajuci se na energetsku
vrijednost 1 sadrZaj proteina, masti 1 ugljikohidrata.

b) Zdravstvena tvrdnja — svaki prikaz koji navodi, sugerira ili implicira da postoji
odnos izmedu hrane ili sastojka hrane i zdravlja.

Prema ,,Europskom konsenzusu o znanstvenim konceptima funkcionalne hrane*
dvije specifiéne vrste tvrdnji su karakteristiéne za funkcionalnu hranu, a to su:'!

a) tip A -tvrdnje o poboljsanoj funkciji

e tvrdnje koje se odnose na specificne blagotvorne ucinke hranjivih i ne
hranjivih tvari na fizioloske, psiholoske funkcije i bioloske aktivnosti
izvan njihove utvrdene uloge u rastu, razvoju i drugim normalnim
funkcijama tijela,

e tvrdnje sli¢ne tvrdnjama o drugim funkcijama Codex Alimentarius-a.



b) tip B - tvrdnje o smanjenju rizika od bolesti
e tvrdnje koje se odnose na konzumaciju hrane ili sastojka hrane koja bi
mogla pomoc¢i u smanjenju rizika od bolesti zbog odredenih prisutnih
hranjivih 1 ne hranjivih tvari,

¢ tvrdnje sli¢ne istoimenim tvrdnjama Codex Alimentarius-a.

Predlagana je 1 dodatna, posebna tvrdnja o poboljSanom stanju zdravlja i
dobrobiti, medutim, budué¢i da ono proizlazi ili iz poboljSane funkcije (fizioloske ili
psiholoske) ili iz smanjenja rizika od bolesti, zakljuceno je da je dovoljno obuhvaceno

tim dvjema kategorijama.*

1.2.2 Markeri

Direktno mjerenje uc¢inka hrane na zdravlje i dobrobit i/ili smanjenje rizika od
bolesti ¢esto nije moguce. To moze biti zato Sto krajnja tocka, odnosno stanje zdravlja i
dobrobiti nije uvijek podlozno kvantificiranom mjerenju ili, u slucaju bolesti gdje je
vremenski okvir za razvoj bolesti vrlo dug bilo bi neeti¢no pratiti njezin razvoj u uvjetima
kontrolirane studije.® Zato se znanost o funkcionalnoj hrani temelji na znanju o kljuénim
procesima vezanim za postizanje optimalnog zdravlja ili razvoja bolesti kako bi
identificirala markere koji se mogu koristiti za pracenje nacina utjecaja hrane ili sastojka
hrane na navedene procese.® Pod uvjetom da su ti kljuéni procesi u postizanju optimalnog
zdravlja ili razvoja bolesti dobro utvrdeni, a markeri to¢no odabrani da odrazavaju taj
proces, moguce je proucavati utjecaj konzumacije hrane na krajnju tocku, §to je u ovom
slucaju poboljsano stanje zdravlja ili smanjenje rizika od bolesti, mjerenjem markera.®

Europska komisija je nakon FUFOSE financirala jo$ jedan projekt za istrazivanje
nacina na koji se tvrdnje mogu potkrijepiti nazvan ,,Proces za procjenu znanstvene
potpore za tvrdnje o hrani“ (engl. Proccess for the Assessment of Scientific Support for
Claims on Foods, PASSCLAIM). Glavni cilj projekta PASSCLAIM bio je izrada opcée
metode za procjenu znanstvene potpore zdravstvenih tvrdnji koje su vezane uz hranu i
sastojke hrane.!* Znanstveni dokazi koji potkrepljuju zdravstvenu tvrdnju mogu se dobiti
1z tri opce vrste studija:

a) klinicke ili intervencijske studije (eksperimentalna ispitivanja na ljudima),
b) epidemioloske studije (opservacijske studije na ljudima),

c) biokemijske, stani¢ne ili Zivotinjske studije.



Dokazi dobiveni iz svih vrsta studija temelje se na markerima, stoga se razvoj
funkcionalne hrane u veéini sluCajeva oslanja na mjerenje markera koji mogu biti

biokemijske, fizioloske, bihevioralne ili psiholoske prirode.t

Klasifikacija markera:
a) markeri izloZenosti
e oni koji procjenjuju probavljivost, sposobnost fermentacije, apsorpciju i/ili
distribuciju u tkivu, ili opc¢enito govoreci, biolosku dostupnost (serumski,
fekalni, urinarni ili tkivni marker),
b) markeri ciljnih funkcija i bioloskih odgovora
e promjene u tjelesnim tekuc¢inama ili tkivima, razinama metabolita, proteina ili
enzima, ili promjene odredene funkcije kao $to je miSi¢na snaga, maksimalna
potrosnja kisika, spoznaja ili crijevni tranzit,
c) markeri surogat krajnje tocke pobolj$anog stanja zdravlja i dobrobiti i/ili smanjenja
rizika od bolesti
e surogat krajnja tocka — specifi¢na vrijednost koja moze korelirati sa stvarnom
klinickom krajnjom tockom, ali nema nuzno zajam¢enu vezu,
e predstavljaju mjerenje bioloskog procesa koji se izravno odnosi na krajnju

tocku.?

Ako se dokazi o ucincima funkcionalne hrane ili funkcionalnog sastojka hrane
temelje na markeru ciljne funkcije ili bioloskog odgovora (funkcionalni markeri) tada bi
tvrdnja o poboljsanoj funkciji (tip A) mogla biti opravdana, dok bi tvrdnja o smanjenju
rizika od bolesti (tip B) bila opravdana ukoliko bi se dokazi temeljili na markeru surogat
krajnje tocke bolesti (mora se pokazati da je ovaj marker znacajno i dosljedno moduliran

funkcionalnim sastojkom hrane da bi dokaz bio prihvatljiv).*



. Markeri Markeri
conzumaclla A e (e (Ve suoga
funkcionalnog sastojka b cilini krajnje tocke
hrane odgovora

Smanjen
rizik od
bolesti

Poboljsana
ciljna
funkcija

Tvrdnja tip A Tvrdnja tip B
(poboljsana (smanjen rizik
funkcija) od bolesti)

Slika 1. Povezanost funkcionalnog sastojka, markera i specifi¢ne tvrdnje'!

1.2.3 Kriteriji za znanstvenu potkrijepljenost  tvrdnji o

funkcionalnosti

Tri su glavna razloga za procjenu znanstvene potkrijepljenosti tvrdnji o
funkcionalnosti neke hrane:
a) pruziti istinite informacije i odrzati povjerenje potrosaca u hranu kojoj je pripisana
odredena tvrdnja,
b) zadovoljiti regulatorne zahtjeve,

C) omoguditi posteno trzisno natjecanje.’®

Kroz projekt PASSCLAIM predlozen je i postupno usavrsavan skup kriterija koji
definiraju zahtjeve za procjenu kvalitete znanstvenih podataka o utjecaju hrane i sastojaka
hrane na zdravlje i dobrobit:

a) hrana ili sastojak hrane kojoj se pripisuje odredeni ucinak treba biti
okarakterizirana,

b) obrazloZzenje tvrdnje trebalo bi se temeljiti na podacima studija provedenih na
ljudima, prvenstveno intervencijskih studija koje bi morale ukljucivati sljedeca
razmatranja: ispitivane grupe bi trebale biti reprezentativne za ciljanu skupinu,
odgovarajuca kontrola, odgovarajuce trajanje izloZenosti i prac¢enja kako bi se

pokazao zeljeni ucinak, karakterizacija osnovne prehrane ispitivanih skupina i
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d)

f)

drugih znacajnih oblika nacina Zivota, koli¢ina hrane ili sastojka hrane u skladu s

predvidenim obrascem konzumacije, utjecaj matrice hrane i prehrambenog

konteksta na funkcionalni ucinak sastojka, pracenje suradljivosti ispitanika s

obzirom na unos hrane ili sastojka hrane koja se testira, statisticka snaga za

testiranje hipoteze,

kada se prava krajnja tocka odredene koristi ne moze izravno mjeriti, treba koristiti

markere,

markeri moraju biti:

e bioloski potvrdeni po tome da imaju poznatu vezu s konacnim ishodom i
poznata je njihova varijabilnost unutar ciljne populacije,

e metodoloski potvrdeni s obzirom na njihove analiticke karakteristike,

unutar studije ciljna varijabla trebala bi se promijeniti na statisticki znac¢ajan nacin

1 promjena bi trebala biti bioloski znacajna za ciljnu skupinu u skladu s tvrdnjom

koju treba poduprijeti,

tvrdnja mora biti znanstveno potkrijepljena uzimajué¢i u obzir sveukupnost

podataka i razmatranje dokaza.'®

1.3 Tehnoloski ¢imbenici postizanja funkcionalnosti

Tradicionalno, cilj prerade hrane je pretvoriti sirovine u jestive, sigurne, korisne,

hranjive prehrambene proizvode s pozeljnim fizikalno-kemijskim svojstvima,

optimalnim senzorskim svojstvima i produljenim rokom trajanja. Razvoj funkcionalne

hrane, medutim, zahtijeva dodatni cilj, a to je da se funkcionalni sastojak ili doda ili

optimizira, $to povecava slozenost samog postupka. FUFOSE je naznacio tri klju¢na

podrucja koja predstavljaju tehnoloske izazove u proizvodnji funkcionalne hrane, a to su:

a)

b)

stvaranje novih funkcionalnih sastojaka u tradicionalnim i novim sirovinama te
stvaranje sintezom de novo,

optimizacija funkcionalnih sastojaka u sirovinama i hrani (npr. maksimalno
oCuvanje ili odrzavanje sastojaka, modifikacija njihove funkcije i povecanje
bioraspolozivosti),

efikasno pracenje koli¢ine i u¢inkovitosti funkcionalnih sastojaka u sirovinama i
hrani.



Tablica 1. Primjeri tehnoloskih izazova s mogucim rjeSenjima i primjerima primjene za
optimizaciju funkcionalnih sastojaka hrane'!

Tehnoloski izazovi

Moguca tehnoloska rjeSenja

Primjeri primjene

Stvaranje funkcionalnih
sastojaka iz sirovina i

sintezom de novo

imobilizirani enzimski sustavi

membranski procesi

bioaktivni peptidi
antioksidansi

minerali

Optimizacija sastojaka
funkcionalne hrane
povecavanjem njihove

koncentracije u sirovini

fermentacija, tehnologija
enzima

ne-toplinski procesi (npr.
visoki tlak)

minerali

antioksidansi

Optimizacija sastojaka
funkcionalne hrane

modifikacijom

prilagodeni enzimski procesi

oligosaharidi (zamjena

za mast)

Optimizacija sastojaka
funkcionalne hrane
povecanjem

bioraspolozivosti

fermentacija
membranski permeabilizacijski

procesi

mikroorganizmi

minerali

Optimizacija sastojaka
funkcionalne hrane u
sirovinama i hrani
maksimalnim

zadrzavanjem

postupci inkapsulacije
tehnologija sfernog pakiranja

mikroorganizmi
bioaktivni peptidi
antioksidansi

minerali

Pracenje proizvodnje
funkcionalne hrane i

funkcionalnih sastojaka

senzori/markeri

mikroorganizmi
minerali

ugljikohidrati
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1.4 Tipovi funkcionalne hrane

Funkcionalna hrana razvijena je u gotovo svim kategorijama hrane, a sa stajalista

samog proizvoda funkcionalna svojstva se mogu ukljuciti na bezbroj razli¢itih nacina.

Inovacije na podru¢ju funkcionalne hrane mogu se temeljiti na novim funkcionalnim

komponentama (bilo onima koje prethodno nisu bile prisutne u hrani ili onima za koje su

otkrivena nova funkcionalna svojstva) ili na posebnim tehnologijama procesiranja.'*

Stoga, radi jednostavnosti i prakti¢nosti funkcionalnu hranu mozemo podijeliti u pet

skupina proizvoda:#1°

a)

b)

d)

nemodificirana hrana (engl. whole foods)

e najjednostavniji oblik funkcionalne hrane,

e hrana u svom prirodnom obliku,

e hrana koja prirodno sadrzi dovoljne koli¢ine korisnih sastojaka koji se
smatraju funkcionalnim.

obogaceni proizvodi

e proizvodi s povecanom koli¢inom postojecih funkcionalnih sastojaka (engl.
fortified food),

e proizvodi kojima je dodana funkcionalna komponenta koja inace nije prisutna
(engl. enriched food).

izmijenjeni proizvodi (engl. altered food)

e proizvodi u kojima je Stetni sastojak (antinutrijent) uklonjen, ili je njegova
koli¢ina znatno smanjena, ili je pak zamijenjen drugim sastojkom s
pozitivnim u¢incima.

poboljsani proizvodi (engl. enhanced commodities)

e proizvodi kojima je jedan ili vise sastojaka prirodno poboljsan ili dodan
pomocu specijalnih uvjeta uzgoja biljaka, nove formule stocne hrane,
genetske manipulacije ili na neki drugi nacin,

e proizvodi u kojima je priroda jednog ili vise sastojaka, ili njihova
bioraspolozivost modificirana pomocu  specijaliziranih  tehnologija
procesiranja (obrade) hrane.

bilo koja kombinacija opisanih proizvoda.
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1.5 Funkcionalni napitci

Funkcionalni napitci su najpopularnija i najraSirenija kategorija funkcionalne
hrane zahvaljuju¢i svojoj prakti¢nosti, mogucénosti da zadovolje zahtjeve potrosaca za
pozeljnim hranjivim tvarima i funkcionalnim komponentama, jednostavnosti distribucije
te moguénosti mijenjanja veli¢ine, oblika i izgleda ambalaze.® Iako vrlo rasireni, trendovi
koji se odnose na funkcionalna pica vise su uglavnom heterogeni, te se razvijaju i Sire
razli¢itim brzinama unutar 1 izmedu zemalja zbog sociodemografskih i sociokulturoloskih
razlika u percepciji potro$aca i prihvaéanju funkcionalnih proizvoda.’® Razvoj
funkcionalnog napitka je slozen proces, a funkcionalnost kona¢nog proizvoda ovisi 0
odabiru pocetnih sirovina i sastojaka, na¢inu (metodi) obrade, skladiStenja, isporuke i

postizanja odgovarajucih senzorskih svojstava.

Podjela funkcionalnih napitaka:
a) funkcionalni napitci na bazi mlijeka,
b) funkcionalni napitci na bazi zitarica,
c) funkcionalni napitci na bazi voca,
d) funkcionalni napitci na bazi povréa,
e) funkcionalni napitci na bazi kave,
f) funkcionalni napitci na bazi ¢aja,
g) sportski napitci,
h) energetski napitci.

1.6  Sirovine u proizvodnji funkcionalnog napitka na bazi zitarica

1.6.1 Jeémeni slad

JeC¢meni slad proizvodi se klijanjem zrna je¢ma odgovaraju¢im tehnoloskim
postupcima u kontroliranim uvjetima. Nakon to¢no odredenog vremena klijanja zrno se
podvrgava procesu susenja kako bi se zaustavio sam fizicki proces klijanja, ali i popratni
biokemijski procesi modifikacije enzima. Svrha proizvodnje slada je aktivirati i proizvesti
enzime koji mogu razgraditi stani¢nu stijenku endosperma, proteine, osloboditi skrob i

provesti njegovu modifikaciju odnosno hidrolizu pri ¢emu nastaju fermentabilni $e¢eri.'®-
18
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Obi¢no se kao faze u proizvodnji slada navode namakanje, klijanje i suSenje,
medutim, proizvodnja slada ukljucuje vise procesa od navedenih, a svaki od njih je bitan

kako bi se dobio kvalitetan slad.t’-1°

a) Pred-¢iSéenje, ¢iséenje, sortiranje, skladiStenje

Faza pred¢iSéenja sastoji se od grubog prosijavanja uz koji, ili nakon kojeg, slijedi
aeracija. U ovoj fazi uklanjaju se razne primjese kao $to su liS¢e, slama, kamenje, zemlja
1 drugi lagani materijali. U fazi €iS¢enja se uklanjaju necistoce otprilike iste veli¢ine kao
jecam, kao $to su sjemenke korova, zrna drugih zitarica, te lomljena zrna. Naposljetku,
jecam za proizvodnju slada razvrstava se prema veli¢ini zrna te pohranjuje u spremnike.
Zra ¢iji je postotak vlage veéi od 15 % potrebno je osusiti prije skladiStenja. Nakon
Zetve, jeCam prolazi kroz fazu mirovanja koja traje 6-8 tjedana ovisno o vremenskim

uvjetima tijekom Zzetve, a nakon te faze zrno postaje potpuno spremno za klijanje.

Tijekom skladiStenja potrebno je omogucditi ,,disanje* zrna.

b) Namakanje

Tijekom faze namakanja jeCam upija vodu i bubri za jednu treéinu pocetne
veli¢ine zrna. Proces namakanja sastoji se od izmjeni¢nih razdoblja kada je zrno uronjeno
u vodu (,,razdoblja pod vodom®) i razdoblja kada je zrno izvan vode (,,razdoblja odmora
na zraku®). Ova kombinacija potrebna je za poticanje i odrZzavanje ucinkovitosti klijanja.
Osim namakanja u vodi mogucée je provoditi i prskanje. Kako bi se postigli
zadovoljavajuéi rezultati potrebno je povecati udio vode u je¢mu na priblizno 42-46 %,
uz temperaturu vode u rasponu 10-15 °C. Uslijed upijanja vode klica je¢ma postaje
aktivna 1 koristi kisik otopljen u vodi u respiratorne svrhe. Osim opskrbe je¢ma vodom 1

kisikom namakanje je od velike vaznosti za uklanjanje prljavstine sa zrna.

c) Klijanje
Proces klijanja (germinacije) zrna karakterizira rast klice zrna koji se ocituje
rastom korjenci¢a te povecanjem duljine akrospore, uz popratnu promjenu sadrzaja
endosperma. Klijanje koje se odvija prilikom proizvodnje slada ne razlikuje se od
prirodnog klijanja, barem u njegovoj prvoj fazi. Medutim, za razliku od prirodnog
klijanja, tehnoloski postupak klijanja se mora voditi tako da rast klice sluzi uglavnom za

proizvodnju vaznih enzima i za odredenu transformaciju strukture endosperma.
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Klijanje se odvija u uvjetima odgovarajuce vlage (na pocetku klijanja 35-40 % vlage, a
za transformaciju kemijskih spojeva za vrijeme klijanja 44-48 %), temperature i Kisika.
Promjene u endospermu zrna okarakterizirane su razgradnjom kemijskih spojeva uslijed
djelovanja enzima, ali i istovremenom sintezom novog tkiva. U poCetnim fazama klijanja
skutelum (klicin $titi¢) oslobada mnoge hidroliticke enzime koji razgraduju stani¢ne
stijenke, proteine, lipide i1 Skrobne granule endosperma. Osim enzima, skutelum luci i
gibereline (biljne hormone) koji stimuliraju aleuronski sloj na stvaranje i otpuStanje
brojnih hidroliti¢kih enzima. Od svih enzima i enzimskih kompleksa koji nastaju tijekom
procesa klijanja najznacajniji su enzimi za razgradnju $kroba (a-amilaza, B-amilaza, limit
dekstrinaza), citoliticki enzimi (endo-B-glukanaza, egzo-p-glukanaza, p-glukan
solubilaza, endo-ksilanaza), enzimi za razgradnju proteina ili proteoliti¢ki enzimi
(proteinaze, peptidaze), enzimi za razgradnju masti (lipaze, osobito lipoksigenaze). Cilj
klijanja je dobiti potrebnu modifikaciju za odredenu vrstu slada, a da se pritom na

najmanju mogucéu mjeru svede gubitak tezine uslijed aktivnosti klice.

d) SuSenje

Klijanje se prekida susenjem kako bi se prekinule daljnje transformacije i gubitci,
te smanjio sadrzaj vlage u zrnu na 3-5 % pomocu struje zagrijanog zraka. Takoder,
formiraju se spojevi zasluzni za specifi¢an okus i boju slada. Enzime koji su inaktivirani
potrebno je oCuvati kako ne bi doslo do njihova uniStenja tijekom susenja uslijed visoke
temperature. Enzimi su stabilniji 1 otporniji na toplinu u suhim nego u vlaznim uvjetima.
Ciljevi susenja se mogu posti¢i na nacin da se najprije vec¢ina vlage uklanja na relativno
niskoj temperaturi (oko 50 °C), a zatim se temperatura povisuje (oko ili iznad 80 °C) kako
bi se postiglo konacno smanjenje vlage kada je zrno ve¢ prili€no suho. Promjene koje
utjeCu na boju i okus slada ukljucuju slozenu Maillardovu reakciju i Amadorijevu
preraspodjelu koje uzrokuju kondenzaciju aminokiselina i reducirajué¢ih Secera,
popracenu polimerizacijom i1 nizom reakcija koje dovode do obojenih, okusnih i
aromatskih spojeva. Tijekom susenja se takoder uklanjaju neki nepozeljni spojevi poput
dimetil sulfida (DMS), sumpornog spoja odgovornog za neugodan okus po ,.kuhanom
povréu®, na na¢in da se tijekom suSenja prekursor DMS-a koji nastaje tijekom klijanja
zrna, pretvara u slobodni, lako hlapljivi DMS. SuSenjem se, takoder, dobiva drobiv,
stabilan proizvod koji se moze skladistiti dulje vrijeme i od kojeg se korjenci¢i nastali

tijekom klijanja mogu lako odvojiti.
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e) Hladenje i uklanjanje korjencic¢a (vlati)

Nakon susenja slad treba ohladiti na sobnu temperaturu $to je prije mogucée kako
bi se sprijecilo daljnje uniStenje enzima te stvaranje nepozeljne boje i okusa. Korjenciéi,
ili vlati, se uklanjaju jer su izuzetno higroskopni te sadrze gorke tvari. Strojevi Koji
uklanjaju korjencice i Ciste slad obi¢no sadrze polako rotirajuce valjke te perforirani
bubanj koji zadrzava zrna, a omogucuje izbacivanje vlati koje zajedno s praSinom odnosi

struja zraka.

1.6.2 Bakterije mlije¢ne Kiseline

Bakterije mlijecne kiseline mogu se definirati kao skupina nesporogenih,
anaerobnih, ali aerotolerantnih, kuglastih (koki) i Stapicastih (bacili) Gram-pozitivnih
bakterija koje proizvode mlije¢nu kiselinu kao glavni krajnji produkt fermentacije
ugljikohidrata. U skupinu bakterija mlije¢ne kiseline ubraja se velik broj rodova od kojih
su s gledista prehrambene tehnologije najznacajniji: Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus i Weissella.?® Rod Bifidobacterium koji se
Cesto promatra u kontekstu bakterija mlije¢ne kiseline (povijesno se smatra dijelom te
skupine) i dijeli neke od njihovih tipi¢nih znacajki, pripada porodici Actinomycetaceae
za razliku od ostalih bakterija mlije¢ne kiseline koje pripadaju porodici Clostridiaceae.?
Klasifikacija bakterija mlije¢ne kiseline u razliCite rodove temelji se na morfologiji,
na¢inu fermentacije glukoze, optimalnom rastu pri razliitim temperaturama,
konfiguraciji proizvedene mlije¢ne kiseline, sposobnosti rasta pri visokim

koncentracijama soli i toleranciji na kiseline ili luzine.?°

Klasifikacija bakterija mlijecne kiseline prema morfologiji:

a) bacili (Stapicaste bakterije): Lactobacillus i Carnobacterium,
b) koki (kuglaste bakterije): svi ostali rodovi.?

Klasifikacija bakterija mlije€ne kiseline prema nacinu fermentacije glukoze u
standardnim uvjetima (neograni¢ena opskrba glukozom 1 ¢imbenicima rasta kao §to su
aminokiseline, vitamini, i prekursori nukleinske kiseline te ograni¢ena raspolozivost
Kisika):
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a) homofermentativne — gotovo kvantitativno pretvaraju glukozu u mlijecnu kiselinu
(dio roda Lactobacillus-skupina I; skupina Il, vecina vrsta rodova Enterococcus,
Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus),

b) heterofermentativne — fermentiraju glukozu u mlijeénu kiselinu, etanol/octenu
kiselinu, ugljikov dioksid (dio roda Lactobacillus-skupina Il1, rodovi Leuconostoc,
Oenococcus, Weissella).?°

1.7 Tehnologija proizvodnje funkcionalnog napitka

Tehnologija proizvodnje funkcionalnog napitka obuhvaéa nekoliko tehnoloskih
procesa, od kojih su najznacajniji ukomljavanje te fermentacija pomocu bakterija

mlijecne kiseline.

Postupak dobivanja sladovine obuhvaca tri procesa, a to su: mljevenje slada,
mijeSanje mljevenog slada s vodom (ukomljavanje) i odvajanje sladovine od tropa. Nacin
provedbe svakog pojedinog procesa uvelike utjece kako na sljede¢i korak u postupku

dobivanja sladovine, tako i na krajnji produkt.

1.7.1 Mljevenje slada

Mljevenje je mehanicki proces ¢ija je svrha usitniti slad, odnosno slomiti zrna
slada, tako da endosperm bude izlozen djelovanju enzima tijekom ukomljavanja. Iako se
mljevenje ¢ini kao jednostavan postupak potrebno je posti¢i optimalnu veli€inu Cestica
zrna slada ovisno o nacinu na koji ¢e se kasnije sladovina odvajati od tropa. Ako su zrna
nedovoljno samljevena enzimima je potrebno vise vremena da dopru do endosperma $to
moze rezultirati nepotpunom razgradnjom Skroba te slabim prinosom ekstrakta. Nasuprot
tome, ako su zrna previse usitnjena te imaju strukturu brasna, do¢i ¢e do brze i potpunije
razgradnje Skroba, ali takva struktura zrna oteZava proces odvajanja sladovine. Takoder,
previSe samljevena ljuska zrna dovodi do ekstrakcije tanina u sladovinu §to moze
rezultirati astrigentnos¢u.??2 Tijekom mljevenja pozeljno je zadrzati ljusku slada $to vise
netaknutom kako bi mogla posluziti kao sloj filtera pri odvajanju sladovine. Stoga,
mljevenje slada uvijek predstavlja kompromis izmedu potrebe za §to finijim mljevenjem
kako bi se postigao §to veci prinos i zadrzavanjem dovoljno fragmenata ljuske kako bi se

omogu¢ilo lakse odvajanje sladovine.?! Postoje razli¢ite izvedbe mlinova koji se mogu

16



koristiti za provedbu ovog procesa, poput mlinova s valjcima (2 valjka — 1 par, 4 valjka
— 2 para ili 6 valjaka — 3 para), mlinovi s diskovima i mlinovi ¢ekicari. Osim suhog nacina
mljevenja moguce je provesti i mokro mljevenje. Tom tehnikom nastoji se minimizirati
oste¢enje ljuske (ljuska postaje savitljiva) i maksimizirati smanjenje endosperma

vlaZenjem zrna prije nego $to ude u mlin.

1.7.2 Ukomljavanje

Ukomljavanje je mijesanje mljevenog slada s vodom te ujedno najvazniji
postupak u procesu proizvodnje sladovine. Uslijed mijeSanja odredenog omjera
mljevenog slada i vode odredene temperature enzimi nastali tijekom klijanja postaju
aktivni i pomazu u pretvorbi netopljivog materijala u topljivi, to jest omogucuju
dobivanje ekstrakta. Netopljivi materijal ¢ine Skrob, celuloza, dio visokomolekularnih
proteina i drugih spojeva, dok topljivi ukljucuje Secere, dekstrine, anorganske spojeve
(minerale) i pojedine proteine.}” Uz koli¢inu (kvantitetu) vazna je i kvaliteta ekstrakta
(otopljenih tvari) jer su neki spojevi nepozeljni (tanini), dok su drugi posebno pozeljni
(odredeni $eéeri te produkti razgradnje proteina).t’

Kominu je potrebno drzati na odabranoj temperaturi (ili na uzastopnim razlicitim
temperaturama) unaprijed odredeno vrijeme kako bi se enzimima omogucila razgradnja.
Najvaznije svojstvo enzima je njihova sposobnost kidanja kemijskih veza, a njihova
aktivnost najviSe ovisi o temperaturi (karakteristika svakog enzima) 1 pH vrijednosti
(zbog promjene trodimenzionalne strukture enzima). Najvazniji procesi razgradnje
tijekom postupka ukomljavanja su:*"?

a) Razgradnja Skroba

Odvija se u tri faze:

1. Zelatinizacija
- Skrob u kontaktu s viu¢om vodom bubri te na koncu puca uslijed ¢ega nastaje viskozna
ljepljiva otopina (Skrobni ljepak),
- Skrobne molekule vise nemaju strukturu Skrobne granule ¢ime postaju dostupnije
djelovanju enzima,
- temperatura zelatinizacije je oko 60 °C.
2. likvefakcija

- podrazumijeva smanjenje viskoznosti zelatiniziranog skroba djelovanjem a-amilaze,
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- dugi lanci glukoze u $krobu (amiloza i amilopektin) se uz pomo¢ a-amilaze razlazu na
krace lance $to rezultira smanjenjem viskoznosti).
3. saharifikacija
- o-amilaza razlaze lance amiloze 1 amilopektina pri ¢emu nastaju dekstrini koji se
sastoje od 7 do 12 glukoznih jedinica,
- B-amilaza cijepa jedinice glukoze od nereducirajuc¢eg kraja lanca tako da uglavnom
nastaju dvije molekule glukoze, tj. maltoza, ali uslijed razli¢ite duljine lanca mogu nastati
1 drugi Seceri poput glukoze i maltotrioze,
- U oba slucaja cijepanje se zaustavlja na 2-3 glukozne jedinice od 1,6 glikozidne veze
amilopektina, jer ni a- ni B-amilaza ne mogu razlagati 1,6 veze, uslijed ¢ega nastaju
dekstrini,
- saharifikacija podrazumijeva potpunu razgradnju Skroba do maltoze 1 dekstrina
djelovanjem amilaza.

e q-amilaza cijepa duge Skrobne lance u manje dekstrine, djeluje optimalno pri 65-

75 °C i pH 5,6-5,8;
e [(-amilaza cijepa dekstrine od nereducirajuceg kraja pri ¢emu nastaje maltoza, ali i

glukoza i maltotrioza, djeluje optimalno pri 60-65 °C i pH 5,4-5,6.

b) Razgradnja g-glukana
B-glukani zajedno s proteinima izgraduju stani¢ne stijenke unutar zrna te ih je
potrebno razgraditi kako bi molekule $kroba postale dostupne. Enzimi koji razgraduju -
glukane su: endo-B-1,4-glukanaza (optimalna temperatura 40-45 °C i pH 4,5-4,8), endo-
B-1,3-glukanaza (40-45 °C i pH 4,6) i B-glukan-solubilaza (62-65 °C i pH 6,8).

¢) Razgradnja proteina
Pri 45-50 °C formiraju se produkti razgradnje proteina niske molekularne teZine
kao $to su peptidi i aminokiseline, dok se pri 60-70 °C formiraju produkti razgradnje
proteina visoke molekularne tezine. Enzimi koji razgraduju proteine (proteoliti¢ki
enzimi) su: endopeptidaza (optimalna temperatura 45-50 °C), karboksipeptidaza (50 °C),
aminopeptidaza (45 °C) i dipeptidaza (45 °C).
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Ovisno o nacinu postizanja zeljene temperature ukomljavanja razlikujemo dvije
metode:1"23
a) infuziju

e postizanje temperature ukomljavanja dodatkom vode vise temperature ili
direktnim grijanjem komine,

e obzirom na trajanje vremena zadrzavanja na odredenoj temperaturi (engl.
temperature rest) razlikuju se izotermna (jednostupanjska) infuzija i
temperaturno programirana (viSestupanjska) infuzija.

b) dekokciju

e ukomljavanje kod kojeg se Zeljena temperatura (ili temperature) postize
odvajanjem dijela komine koji se kuha u posebnoj posudi te se potom ponovo
mijesa s glavnom kominom uslijed ¢ega dolazi do povisenja temperature,

e obzirom na to koliko se puta dio komine odvaja i kuha te ponovno vra¢a u

glavnu kominu razlikuju se jednostruka, dvostruka i trostruka dekokcija.

1.7.3 Odvajanje sladovine od tropa

Nakon zavrSetka procesa ukomljavanja komina se sastoji od otopljenih 1
neotopljenih tvari. Vodena otopina u kojoj se nalaze otopljene tvari naziva se sladovina,
a neotopljene tvari nazivaju se trop. Trop ¢ine uglavnom ljuska i klica slada te ostali
materijali koji nisu presli u otopinu tijekom ukomljavanja i on predstavlja sloj filtera
preko kojeg se odvaja sladovina, osim ako je u postupku mljevenja slad pretvoren u
brasno kada se koriste uredaji s filterima. Kada bi se sladovina samo ocijedila od tropa
znacajna koli¢ina eckstrakta ostala bi unutar matriksa zrna. Stoga se radi bolje
iskoristivosti uglavnom provodi ispiranje tropa dodatnom koli¢inom zagrijane vode.
Zagrijavanjem vode za ispiranje dolazi do denaturacije proteina i prestanka enzimatske
aktivnosti te se postize bolja ekstrakcija. Prilikom ispiranja mogu se javiti dva problema;
prvi je da prekomjernim ispiranjem sladovina postaje manje koncentrirana, a drugi da

ukoliko se ne kontrolira pH vode za ispiranje moZe do¢i do ekstrakcije tanina iz ljuske.?
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lako postoje razlic¢ite metode odvajanja i ispiranja sladovine od tropa, prema
Mosher-u i Trantham-u?* razlikuju se tri osnovna postupka:
a) odvajanje bez ispiranja
e najjednostavniji postupak odvajanja u kojem se sladovina ocijedi kroz filterski
sloj tropa bez ispiranja dodatnom koli¢inom vode,
e kod ovog postupka mali je prinos ekstrakta, ali ne dolazi do razrjedenja
sladovine ili ekstrakcije tanina.
b) kontinuirano ispiranje
e postupak u kojem je brzina ispiranja jednaka brzini istjecanja sladovine te
tijekom kojem se razina vode uvijek drzi iznad filterskog sloja tropa,
e kod ovog postupka veéi je prinos ekstrakta, ali dolazi do razrjedenja i moguce
ekstrakcije tanina.
C) Sarzno ispiranje
e postupak u kojem se najprije sladovina samostalno cijedi preko filterskog sloja
tropa te se dobije prva (glavna) sladovina koja je koncentriranija, a zatim se
vr§i ispiranje tropa dodavanjem dodatne koli¢ine vode pri ¢emu se dobije
druga sladovina koja je razrijedenija,

e moguce je mijesati prvu i drugu sladovinu ili ih koristi odvojeno.

1.7.4 Fermentacija sladovine pomo¢u bakterija mlije¢ne kiseline

Bakterije mlijecne kiseline ¢ine raznoliku skupinu mikroorganizama koji su se od
davnina koristili za fermentaciju u pripremi i konzerviranju hrane.?>? Fermentacija
prehrambenih proizvoda tradicionalno se provodila pomocu autohtone mikroflore
prisutne na proizvodima medu kojima su prevladavale bakterije mlije¢ne kiseline.
Medutim, u cilju jednostavne kontrole i ponovljivosti kvalitete kona¢nog proizvoda, u
prehrambenoj industriji se uobi¢ajeno koriste definirane starter kulture.?” Primarni razlog
provodenja fermentacija bio je poboljSanje organoleptickih svojstava te produljenje roka
trajanja proizvoda.® No, razvojem znanosti uo¢eno je da pojedini rodovi bakterija
mlijeCne kiseline kao i drugih bakterija, uz navedene svojstva, fermentacijom
poboljsavaju nutritivna svojstva proizvoda, proizvode komponente koje imaju pozitivan
utjecaj na ljudski organizam, sprjeCavaju rast patogenih mikroorganizama te djeluju na

smanjenje antinutritivnih sastojaka.?>?® Takoder je uo¢eno da pojedini rodovi bakterija
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mlijecne kiseline pripadaju skupini probiotickih bakterija koje kad se konzumiraju imaju
pozitivan utjecaj na organizam ¢ovjeka.>>?’

Bakterije mlije¢ne kiseline imaju fermentativni metabolizam, a primarni izvor
njihove metabolicke energije dobiva se fosforilacijom na razini supstrata u obliku
adenozin trifosfata (ATP-a).?® Zbog relativno jednostavnog metabolizma imaju visoke
zahtjeve u pogledu nutritivnog sastava supstrata u kojem mogu opstati i rasti. Uglavnom
su im uz ugljik kao izvor energije potrebne i razli¢ite aminokiseline, vitamini, nukleinske
kiseline i minerali.?® Sladovina predstavlja povoljan medij za rast bakterija mlije¢ne
kiseline upravo zbog svog sastava. Otopljene tvari sladovine uglavnom se sastoje od
priblizno 90-92 % ugljikohidrata od kojih 75 % c¢ine fermentabilni Seceri (najveéim
dijelom maltoza, zatim glukoza, fruktoza, saharoza, maltotrioza, maltotetroza i mali dio
pentoza), a ostalih 25 % ¢ini nefermentabilna frakcija ekstrakta (uglavnom dekstrini i -
glukani), 4-5 % dusi¢nih spojeva (ve¢inom u obliku aminokiselina, peptida i proteina, a
malim dijelom u obliku nukleinskih kiselina i njihovih razgradnih produkata), a ostatak
¢ini Sirok spektar organskih (lipidi, polifenoli, vitamini, organski spojevi sumpora) i
anorganskih (minerali, anorganski spojevi sumpora) spojeva.?®

Primarna metabolicka aktivnost bakterija mlijecne kiseline je fermentacija
ugljikohidrata povezana s fosforilacijom na razini supstrata zbog njihove potrebe za
energijom i ugljikom.?03°

a) fermentacija heksoza

Postoje dva glavna puta za fermentaciju glukoze koju provode bakterije mlije¢ne
kiseline.

Prvi se naziva glikoliza (Embden-Meyerhof-Parnasov put), a karakterizira ju
nastajanje fruktoza-1,6-difosfata (FDP) kojeg cijepa enzim fruktoza-difosfat aldolaza do
glicerlaldehid-3-fosfata (GAP) i dihidroksi-aceton-fosfata (DHAP).?° GAP (i DHAP
putem GAP-a) se potom pretvara u piruvat u metaboli¢koj sekvenci koja ukljucuje
fosforilaciju na razini supstrata na dva mjesta. U normalnim uvjetima (dostatna koli¢ina
Secera 1 ograniCen pristup kisiku) piruvat se reducira u mlijecnu kiselinu djelovanjem
nikotinamid adenin dinukleotid (NAD™) zavisne lakatat dehidrogenaze (nLDH), ¢ime se
ponovno oksidira reducirani oblik nikotinamid adenin dinukleotida (NADH) nastao
tijekom ranijih koraka glikolize. Mlije¢na kiselina je jedini krajnji produkt glikolize te se

zbog toga taj nacin fermentacije glukoze naziva homolakti¢ka fermentacija.
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U teoriji, homolaktickom fermentacijom od 1 mola glukoze nastaju 2 mola mlijecne
kiseline uz 2 mola energije u obliku adenozin trifosfata (ATP-a):
CeH1206 — 2 CH3CHOHCOOH + 2 ATP

Drugi put se prema Laxelsson-u?° naziva put 6-fosofoglukonata/fosfoketolaze (6-
PG/PK) kojeg karakteriziraju pocetni koraci dehidrogenacije uz stvaranje 6-
fosfoglukonata, nakon ¢ega slijedi dekarboksilacija pri ¢emu nastaje pentoza-5-fosfat i
CO». Zatim enzim fosfoketolaza cijepa preostali pentoza-5-fosfat na GAP i acetil-fosfat.
GAP se metabolizira na isti nacin kao i kod glikolize pri ¢emu nastaje mlije¢na kiselina,
a acetil-fosfat se preko acetil koenzima A i acetaldehida reducira u etanol ako nije
dostupan dodatni elektron-akceptor. Prisutnost ili odsutnost vanjskog elektron-akceptora
odlucit ¢e hoce li se formirati etanol (bez stvaranja dodatnog ATP-a) ili acetat (uz
stvaranje dodatnog ATP-a), ili i jedan i1 drugi spoj u razli¢itim omjerima. U prisutnosti
vanjski elektron-akceptora kao $§to su kisik, piruvat, citrat, glicerol ili fruktoza zbog
stvaranja dodatne energije u obliku ATP-a (time i bolje iskoristivosti glukoze) acetil-
fosfat (ili dio acetil-fosfata) se pretvara u acetat.?>*! Budu¢i da fermentacijom glukoze
ovim putem uz mlije¢nu kiselinu nastaju i drugi produkti dobila je naziv heterolakticka
fermentacija. Heterolaktickom fermentacijom 1 mola glukoze nastaju po 1 mol mlijecne
Kiseline, etanola i ugljikovog dioksida (CO2) uz 1 mol energije u obliku ATP-a:

CeéH1206 — CH3CHOHCOOH + C2HsOH + CO; + ATP

Ostale heksoze, kojima pripada i fruktoza, ulaze u glavne puteve fermentacije
glukoze na razini glukoza-6-fosfata ili fruktoza-6-fosfata nakon izomerizacije i/ili
fosforilacije. Dio fruktoze se takoder reducira u manitol (3e¢erni alkohol) pomoéu NAD™*
zavisne manitol dehidrogenaze.

Opcenito, izraz homolakticke bakterije mlijecne kiseline Koristi se za one bakterije
koje fermentiraju glukozu putem glikolize, dok se izraz heterolakticke bakterije mlije¢ne
kiseline Koristi za one bakterije koje fermentiraju glukozu putem 6-PG/PK.% Medutim,
treba napomenuti da glikoliza moZe dovesti do heterolakticke fermentacije (Sto znaci da
je uz mlije¢nu kiselinu nastaje jo§ krajnjih produkata) pod odredenim uvjetima
(ograni¢ene koli¢ine ugljika, viSak ugljika iz sporo metabolizirajucih Secera, prisutnost
organskih elektron-akceptora, visak piruvata) pri ¢emu uz laktate (mlijecnu kiselinu)
nastaju formijati (mravlja kiselina), acetati (octena kiselina), etanol, acetoin i/ili CO- te
da pojedine bakterije koje se smatraju homofermentativnima koriste put 6-PG/PK kada

metaboliziraju odredene supstrate.?%3!
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Slika 2. Glavni putevi fermentacije glukoze: (A) homolakticka fermentacija
(glikoliza, Embden-Meyerhof-Parnasov put); (B) heterolakticka fermentacija (put 6-
fosfoglukonata/fosfoketolaze). Enzimi u glavnim putevima fermentacije glukoze: 1.
glukokinaza; 2. fruktoza-1,6-difosfat aldolaza; 3. gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza;
4. piruvat kinaza; 5. laktat dehidrogenaza; 6. glukoza-6-fosfat dehidrogenaza; 7. 6-
fosfoglukonat dehidrogenaza; 8. fosfoketolaza; 9. acetaldehid dehidrogenaza; 10. alkohol

dehidrogenaza.?°

23



b) fermentacija pentoza

Specificne permeaze unose pentoze unutar stanica bakterija mlijecne kiseline gdje
se one fosforiliraju i pretvaraju u ribuloza-5-fosfat ili ksiluloza-5-fosfat pomocu
epimeraza ili izomeraza.?’ Ti se spojevi zatim mogu metabolizirati prema tome kako je
opisano u donjem dijelu puta 6-PG/PK. Prema tome samo heterolakticke bakterije
mlije¢ne kiseline trebale bi fermentirati pentoze, medutim, gotovo sve bakterije mlije¢ne
kiseline mogu ih fermentirati na isti nacin kako to ¢ine i same heterolakti¢ke bakterije.
Heterolakticka fermentacija pentoza rezultira drugacijim krajnjim produktima u odnosu
na fermentaciju glukoze. Ne stvara se CO, a budu¢i da nisu potrebni koraci
dehidrogenacije da bi se doslo do intermedijarnog ksiluloza-5-fosfata, redukcija acetil-
fosfata u etanol postaje suvisna. Umjesto toga enzim acetat kinaza koristi acetil-fosfat u
koraku fosforilacije na razini supstrata dajuci acetat i energiju u obliku ATP-a.
Fermentacija pentoza tako dovodi do ekvimolarnih koli¢ina mlije¢ne i octene kiseline:

CsH100s — CH3CHOHCOOH + CH3COOH + 2 ATP

c) fermentacija disaharida i oligosaharida
Disaharide (maltoza, saharoza) i oligosaharide (maltotrioza, maltotetroza)
bakterije mlije¢ne kiseline preuzimaju Uz pomo¢ specificnih permeaza, a zatim ih unutar
stanice pomocu enzima cijepaju u monosaharide koji se fosforiliraju 1 ulaze u vec

spomenute glavne puteve fermentacije.?%

Obzirom na opisane na¢ine fermentacije ugljikohidrata bakterije mlije¢ne kiseline
se mogu podijeliti u tri metabolicke kategorije. U prvu kategoriju spadaju dio roda
Lactobacillus (skupina I) i neke pojedinacne vrste iz ostalih rodova koje su obligatno
homofermentativni, §to znaci da fermentiraju $eéere samo glikolizom.?’ Druga kategorija
ukljucuje dio roda Lactobacillus (skupina Ill) i rodove Leuconostoc, Oenococcus i
Weissella koji su obligatno heterofermentativni, §to znac¢i da fermentiraju Secere samo
putem 6-PG/PK.2° Razlika izmedu ove dvije kategorije je prisutnost ili odsutnost klju¢nih
enzima glikolize i puta 6-PG/PK, a to su fruktoza-difosfat aldolaza (FDP aldolaza) i
fosfoketolaza. Obligatno homofermentativne vrste posjeduju enzim FDP aldolazu, a
nemaju fosfoketolazu, dok za obligatno heterofermentativne vrste vrijedi obrnuto. Trec¢u
kategoriju Cine preostale vrste bakterija mlijecne kiseline, odnosno dio roda Lactobacillus
(skupina II) i vec¢ina vrsta rodova Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus,

Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus i Vagococcus koje su fakultativno
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heterofermentativne.?® Karakteristika takvih bakterija je da kao i homofermentativne
bakterije imaju enzim FDP aldolazu te zbog toga fermentiraju heksoze putem glikolize,
dok u prisutnosti pentoza sintetiziraju fosfoketolazu $to rezultira heterolaktiCkom
fermentacijom.

Druga vazna metabolicka aktivnost bakterija mlije¢ne kiseline je razgradnja
proteina (proteoliza) i aminokiselina. Utvrdeno je da su bakterije mlije¢ne kiseline
auksotrofi, odnosno da ne mogu same sintetizirati aminokiseline potrebne za rast, stoga
im je potreban vanjski izvor aminokiselina.?®3! Katabolizam aminokiselina je zasluzan
za $irok niz hlapljivih spojeva i bioaktivnih peptida. Zbog potrebe za aminokiselinama
bakterije mlije¢ne kiseline imaju razvijen proteoliti¢ki sustav ¢ije se komponente mogu
podijeliti u tri skupine na temelju funkcije.®! Prvu komponentu sustava ¢ine proteinaze,
enzimi koji cijepaju proteine u peptide. Drugu komponentu ¢ini transportni sustav koji
prenosi produkte razgradnje kroz citoplazmatsku membranu, a trecu komponentu ¢ine
peptidaze koje razgraduju peptide u slobodne aminokiseline. Aminokiseline se dalje
razgraduju metaboli¢kim putevima koji ovise o soju bakterije ¢ime dolazi do nastanka
hlapljivih spojeva odgovornih za profil arome fermentiranih proizvoda. Glavni izvor
spojeva odgovornih za okus su aminokiseline razgranatog lanca-BCAA (valin, izoleucin
I leucin), aromatske aminokiseline (tirozin, triptofan i fenilalanin) te aminokiseline koje
sadrze sumpor (metionin i cistein). Aminokiseline razgranatog lanca i aminokiseline koje
sadrze sumpor mogu se razgraditi najprije do a-ketokiselina koje se dalje mogu pretvoriti
u aldehide, karboksilne kiseline i hidroksikiseline. Osim vaznosti proteolitickih enzima u
konac¢nim organoleptickim svojstvima fermentiranih proizvoda, poznato je da odredeni
sojevi bakterija mlijecne kiseline (Lactobacillus helveticus CP790, Lactobacillus
rhamnosus GG, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus SS1, Lactococcus lactis ssp.
cremoris FT4) mogu osloboditi bioaktivne peptide koji su §ifrirani u proteinima, a za koje

se smatra da imaju ulogu u promicanju zdravlja.*

1.8 Komponente i procesi zasluzni za funkcionalnost napitka

Sirovina za dobivanje slada, a time i sladovine, je jeCam. JeCam je Zitarica iz
porodice trava Poaceae (Gramineae) te pripada rodu Hordeum.®? lako se od davnina
koristio kao jedna od najvaznijih Zitarica za prehranu, danas se zrno jeCma rijetko
upotrebljava u te svrhe, osim za proizvodnju alkoholnih pi¢a poput piva.*? Razlog tome
je sve veca upotreba drugih Zitarica poput pSenice, rize i kukuruza. U novije vrijeme
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otprilike dvije tre¢ine usjeva je€ma koristi se kao sto¢na hrana, ostatak za proizvodnju
slada, a vrlo malo direktno kao hrana.3? Je¢am posjeduje funkcionalne sastojke u obliku
prehrambenih vlakana i fitokemikalija kao Sto su fenolne kiseline, flavonoidi, lignani,
tokoli, fitosteroli i folati.

Prehrambena vlakna ¢ine neSkrobni polisaharidi koji su sastavni dio stani¢ne
stijenke je¢ma poput B-glukana, arabinoksilana, celuloze, fruktana i glukomanana.®? Od
navedenih prehrambenih vlakana B-glukani su najvazniji u smislu ljudske prehrane i
zdravstvenih dobrobiti. B-glukan je polisaharid sastavljen od linearnih lanaca B-D-

glukoze povezanih B-(1,3), (1,4)-D-glikozidnim vezama.?*
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Slika 3. Struktura pB-glukana u zitaricama

B-glukan se povezuje sa smanjenjem rizika od nastanka kardiovaskularnih bolesti
i dijabetesa.®®" Ti se udinci temelje na snizavanju kolesterola kao i smanjenju
postprandijalnih vrijednosti glukoze.®® Pozitivni zdravstveni uéinci B-glukana povezani
su s izrazitom viskoznosti u vodenim otopinama.®

Mehanizam djelovanja na snizavanje kolesterola je opisan na nacin da
konzumacija B-glukana povecava viskoznost kimusa (gusta kaSasta tvar, nastala
mijeSanjem hrane i ZeluCanih sokova koja prelazi iz Zeluca kroz piloriéni otvor u
dvanaesnik, a zatim se peristaltickim kretnjama prenosi duz tankog i debelog crijeva)®® u
gornjem dijelu gastrointestinalnog trakta sto dovodi do povecanja vezanja zu¢nih kiselina
i njihovog naknadnog izlu¢ivanja. Zuéne kiseline sintetiziraju se de novo pomocu
kolesterol-7a-hidroksilaze, pri ¢emu kolesterol u plazmi sluzi kao supstrat za novo

sintetizirane zu¢ne kiseline §to dovodi do smanjenja kolesterola u krvi.*®
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Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authority, EFSA) je
2011. godine iznijela ,,Znanstveno misljenje o potkrijepljenosti zdravstvene tvrdnje o
povezanosti B-glukana iz je¢ma i snizavanja kolesterola u Krvi i smanjenja rizika od
(koronarne) bolesti srca u skladu s ¢lankom 14. Uredbe (EZ) br. 1924/2006.

Viskoznost B-glukana takoder je odgovorna za smanjenje postprandijalne razine
glukoze u krvi na naéin da se smanjuje moguénost mijesanja kimusa s probavnim
enzimima u zeludcu, a uz to se i odgada praznjenje Zeludca Sto dovodi do povecane
zasi¢enosti i manjeg unosa hrane.®® p-glukan osim djelovanja na smanjenje rizika od
bolesti ima i svojstva prebiotika. Prebiotik se definira kao ,,neprobavljiv sastojak hrane
koji blagotvorno utjece na domacina selektivnim poticanjem rasta i/ili aktivnosti jedne ili
ograni¢enog broja bakterija u debelom crijevu*.*® B-glukan fermentiraju bakterije u
debelom crijevu $to poti¢e njihov rast i razvoj uz nastajanje kratkolan¢anih masnih
kiselina kao §to su acetat, propionat i butirat.®® Arena i sur.*® su prema studiji koju su
proveli zakljuéili da ,,f-glukani iz je¢ma poboljSavaju stopu rasta testiranih probiotic¢kih
bakterija (Lactobacillus acidophilus LA5, Lactobacillus plantarum WCFSI,
Lactobacillus plantarum CETC i Lactobacillus fermentum CECT 8448) u uvjetima bez
stresa 1 §to je joS vaznije nakon izlaganja in vitro simulaciji probavnog trakta, sa
selektivnim utjecajem na vrste Lactobacillus plantarum *.

Fitokemikalije u je¢mu sadrzane su u razli¢itim koncentracijama koje obi¢no
odreduju genotipski ili okolisni ¢imbenici, ili interakcija oba ¢imbenika te mogu postojati
u slobodnim, konjugiranim ili vezanim oblicima.®

Fenolni spojevi u je¢mu, u koje spadaju fenolne kiseline (derivati benzojeve i
cimetne kiseline medu kojim su najzastupljenije ferulinska i p-kumarinska kiselina),
flavonoidi (flavanoli, antocijani, proantocijanidini) i lignani (7-hidroksimatairesinol,
siringaresinol, lariciresinol) imaju snazno antioksidativnho djelovanje povezano s
njihovom sposobno$¢u hvatanja slobodnih radikala.3*4

Tokoferoli i tokotrienoli, odnosno tokoli, aktivni su spojevi vitamina E od kojih
se svaki pojavljuje u Cetiri oblika nazvana a-, -, y- i d-vitameri. Svi tokoli pokazuju
antioksidativnu aktivnost, dok tokotrienoli uz navedeno svojstvo pokazuju i svojstva
inhibicije  sinteze kolesterola, neuroprotekcije i antikarcenogena svojstva.*
Karakteristika je¢ma je da posjeduje svih osam bioloski aktivnih vitamera.3®4!
Fitosterol, ili biljni sterol, (sitosterol, kampesterol) vazna je strukturna

komponenta biljne membrane po strukturi sli¢na kolesterolu, ali razli¢ite konfiguracije.
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Pojedine studije pokazale su da unos biljnih sterola moze imati pozitivan u¢inak na
smanjenje razine kolesterola te da pruza zastititu od kardiovaskularnih bolesti.334!

Folat je vitamin B koji djeluje kao koenzim u nekoliko pojedinacnih reakcija
prijenosa ugljika u metabolizmu nukleinskih kiselina i aminokiselina.** Pojavljuje se u
nekoliko vitamera, reduciranih derivata folne kiseline, koji uglavnhom postoje kao
poliglutamati u zitaricama, te se povezuje sa sprecavanjem defekata neuralne cijevi kod
djece.*!

Sirove zitarice, ukljucujuci i jeGam, karakterizira relativno nizak udio proteina,
nedostatak odredenih aminokiselina (poput lizina), mala dostupnost skroba, te postojanje
odredenih antinutritivnih sastojaka.*? Zbog razli¢itih biokemijski i enzimatski induciranih
promjena u sirovinama uslijed proizvodnje sladovine i fermentacije dolazi do pobolj$anja
nutritivnih i funkcionalnih kao i nastanka novih sastojaka, te dolazi do razgradnje
sastojaka koji imaju antinutritivna svojstva.*® U fazi klijanja tijekom postupka pripreme
slada pokrece se enzimska aktivnost unutar zrna je¢ma §to dovodi do razgradnje proteina,
ugljikohidrata 1 lipida u jednostavnije oblike ¢ime se povecava bioraspoloZivost hranjivih
tvari.*? Sto se ti¢e povezanosti antioksidativne aktivnosti i koncentracije fenolnih spojeva,
kao i koncentracije folata, s postupkom pripreme slada, postoje kontradiktorni rezultati
gdje se u pojedinim studijama navodi njihovo povecanje uslijed procesa proizvodnje
sladovine, dok se u drugima navodi obrnuto.**

Tijekom postupka pripreme slada dolazi do djelomi¢ne razgradnje B-glukana
uslijed prisustva enzima koji ih hidroliziraju, ali i do razgradnje fitinske kiseline (inozitol
heksakisfosfat-IP6) koja posjeduje antinutritivna svojstva.*>#* Antinutritivna svojstva
fitinske kiseline povezana su njezinim keliraju¢im u¢inkom §to dovodi do negativnih
posljedica poput smanjene apsorpcije minerala, slabije probavljivosti proteina i inhibicije
enzima. S druge strane, reducirani oblici fitinske kiseline (IP6) kao $to su IP5, IP4 i IP3
smatraju se funkcionalnim bioaktivnim sastojcima.*® 1,2,6 inozitol trifosfat (IP3)
proucavan je u pogledu prevencije dijabetesa, lijeCenja kronicnih upala 1
kardiovaskularnih bolesti.*3

Tijekom procesa suSenja u postupku proizvodnje slada zbog povisene temperature
dolazi do Maillardove reakcije (reakcija izmedu $ecera i aminokiselina) uslijed ¢ega kao
krajnji produkti nastaju melanoidini. Melanoidini se dijele na melanosaharide koji su
negativno nabijeni i lako topljivi u vodi te melanoproteine koji su ne topljivi u vodi.*

Prema Sharma i sur.*® nekoliko je studija pokazalo da melanoidini sprjecavaju
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peroksidaciju lipida, oksidativno oSteCenje DNA te 1imaju antimikrobna,
antihipertenzivna, antialergijska i prebioti¢ka svojstva.

Fermentacija pomoc¢u bakterija mlijeCne kiseline predstavlja prirodan nacin
koncentriranja i poboljSanja hranjivih tvari, sinteze funkcionalnih sastojaka, razgradnje
negativnih sastojaka poput antinutrijenata te poboljianja senzorskih svojstava.*® Bakterije
mlijecne kiseline proizvode razli¢ite metabolite poput organskih kiselina, antimikrobnih
peptida i bakteriocina koji sprecavaju rast bakterija kvarenja 1 patogenih bakterija, te na
taj na¢in utjecu na sigurnost i produljenje roka trajanja proizvoda.*’ Takoder, proizvode i
metabolite koji onemogucéavaju rast gljivica i plijesni time sprjecavaju¢i pojavu
mikotoksina u hrani i pi¢u, a imaju i sposobnost vezanja mikotoksina smanjujuci time
njihov Stetan utjecaj. Fermentacijom pomocu bakterija mlije¢ne kiseline dolazi do
smanjenja antinutritivnih sastojaka kao $to su fitinska kiselina, tanini i pojedini polifenoli.
Njihovim smanjenjem povecava se biodostupnost minerala i aminokiselina, kao i
probavljivost proteina i ugljikohidrata.*®#’ Tijekom fermentacije potpuno ili djelomi¢no
dolazi do razgradnje fermentabilnih oligosaharida, disaharida, monosaharida i poliola,
takozvanih FODMAP-s, koji uzrokuju sindrom iritabilnog crijeva.*’ lako bakterije
mlije¢ne kiseline upotrebljavaju pojedine vitamine za svoj rast imaju sposobnost sinteze
vitamina B-skupine i vitamina C.*® Fermentacijom se postize i oslobadanje vezanih
fenolnih spojeva &ime se poveéava njihova antioksidativna aktivnost.*®4’ Bakterije
mlije¢ne kiseline imaju sposobnost stvaranja egzopolisaharida. Egzopolisaharidi su
makromolekularne tvari koje nastaju polimerizacijom vise monosaharida ili njihovih
derivata te imaju svojstva prebiotika i pripisuju im se razlicite bioloSke aktivnosti poput
imunomodulatorne aktivnosti, antitumorskog ili antikancerogenog djelovanja,
antioksidativnog djelovanja i aktivnost zastitnog biofilma.?®>*® Bakterije mlije¢ne kiseline
osim navedenih indirektnih ucinaka putem fermentacije imaju i direktne blagotvorne
ucinke na ljudski organizam kao probiotici. Probiotici se definiraju kao ,,zivi
mikroorganizmi koji pridonose zdravlju domacina kada se primjene u odgovaraju¢im
koli¢inama*.?®

Prema Lebeer i sur.*® mehanizmi djelovanja probiotika preko kojih utje¢u na
zdravlje domacina su sljedeci:

a) Modulacija sastava i aktivnosti autohtone mikrobiote

Specificni mehanizmi djelovanja unutar mikrobiote (mikrobiotu ¢ovjeka Cine svi

)20

mikroorganizmi koji zive u simbiozi s ljudskim tijelom)”” ukljucuju inhibiciju patogena

putem antimikrobne aktivnosti koja se postiZe stvaranjem mlije¢ne kiseline, bakteriocina
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i kratkolanc¢anih masnih kiselina, zatim natjecanje za hranjive tvari i promjenu crijevnog
metaboloma (kvalitativna i kvantitativna zbirka svih molekula niske molekularne tezine-
metabolita prisutnih u stanici, koje sudjeluju u opéim metabolickim reakcijama i koje su
potrebne za odrZavanje, rast i normalnu funkciju stanice)®!. Mikrobiota takoder utje¢e na

probavni kapacitet te konzistenciju i ucestalost stolice.

b) Poboljsanje funkcije epitelne barijere crijevne sluznice (intestinalne mukozne
barijere)

Ovi mehanizmi ukljuuju smanjenje propusnosti promicanjem funkcionalnosti

medustanicnih veza epitelnih stanica i poboljSanje stani¢ne proliferacije odnosno

inhibiranje apoptoze (propadanja) epitelnih stanica.

€) Modulacija imunoloskog sustava
Svi probiotici stupaju u interakciju s receptorima za prepoznavanje uzoraka
imunoloskog sustava kao $to su TL receptori (engl. Toll-like receptor) koji imaju vaznu
ulogu u urodenom imunoloSkom sustavu, uglavnom kroz interakcije s monocitima,
makrofagima i dendritnim stanicama koje dodatno moduliraju ravnotezu pomagackih i
regulacijskih T-stanica (T-limfocita) ili proizvodnju antitijela od stane B-stanica (B-
limfocita). Medutim, toan imunoloski ishod svakog primjenjenog soja probiotika je

drugaciji zbog interakcija koje su specifi¢ne za svaki pojedini soj.

d) Modulacija metabolickih odgovora
Uz izravne metabolicke odgovore u crijevima, probiotici mogu potaknuti 1
sustavne metabolicke odgovore aktiviranjem ili supresijom enzima. Primjerice
aktiviranjem enzima hidrolaze Zu¢ne soli mogu djelovati na hormone sitosti i endokrine
modulacije ¢ime mogu imati utjecaj na inzulinsku rezistenciju i metabolizam kolesterola.
Mogu imati i utjecaj na supresiju aktivnosti enzima koji sudjeluju u procesu nastajanja
karcinoma kao $to su azoreduktaza, nitroreduktaza, B-glukuronidaza i steroid-7a-

dehidroksilaza.
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e) Signalizacija putem centralnog zivéanog sustava

Ukljucuje izravne i neizravne mehanizme probioticke signalizacije sa sredi$njim

ziv€éanim

sustavom putem proizvodnje produkata nastalin od

triptofana,

fY_

aminomaslacne kiseline, kratkolan¢anih masnih kiselina 1 oksitocina. Takoder uocen je

utjecaj probiotika na antinocicepciju (djelovanje ili proces blokiranja detekcije bolnog ili

Stetnog podrazaja od strane osjetilnih neurona)®? i pokretljivost crijeva.
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Slika 4. Graficki sazetak pet glavnih mehanizama djelovanja probiotika
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Tablica 2. Potencijalne i utvrdene zdravstvene koristi povezane s upotrebom

probiotika®*

Zdravstvena korist

PredloZeni mehanizam

Prevencija raka

Inhibicija transformacije prokancerogenih tvari u
aktivne kancerogene tvari, vezanje/inaktivacija
mutagenih spojeva, proizvodnja antimutagenih
spojeva, smanjenje rasta prokancerogenih bakterija,
smanjenje apsorpcije karcinogena, jaanje imunoloske

funkcije, utjecaj na koncentracije zu¢nih soli

Kontrola sindroma iritabilnog crijeva

Modulacija crijevne mikrobiote, smanjenje stvaranja

plinova u crijevima

Prevencija atopijskih (alergijskih) bolesti

Modulacija imunoloskog odgovora

Utjecaj na upalne bolesti crijeva (Crohnova

bolest, ulcerozni kolitis, pouchitis)

Modulacija imunoloskog odgovora, modulacija

crijevne mikrobiote

Prevencija sréanih bolesti/utjecaj na razinu

kolesterola u krvi

Asimilacija kolesterola bakterijskim stanicama,
dekonjugacija zu¢nih kiselina bakterijskim
hidrolazama, vezanje kolesterola na bakterijske
stani¢ne stijenke, smanjene sinteze kolesterola u jetri
i/ili redistribucija kolesterola iz plazme u jetru
utjecajem bakterijske proizvodnje kratkolan¢anih
masnih kiselina

Prevencija poremecaja urogenitalnog trakta

Proizvodnja antimikrobnih tvari, natjecanje za mjesta

prianjanja, kompetitivno iskljucivanje patogena

Prevencija/ublazavanje dijareje uzrokovane

bakterijama/virusima

Modulacija crijevne mikrobiote, proizvodnja
antimikrobnih tvari, natjecanje za mjesta prianjanja,
stimulacija izlu¢ivanja sluzi, modulacija imunoloskog

odgovora

Prevencija/lijecenje infekcija uzrokovanih

Helicobacter pylori

Stvaranje antimikrobnih tvari, stimulacija izlu¢ivanja
sluzi, natjecanje za mjesta prianjanja, stimulacija

specifi¢nih i nespecifi¢nih imunoloskih odgovora

Ublazavanje probavnih smetnji uzrokovanih

laktozom

Djelovanje bakterijske B-galaktozidaze

Skrac¢ivanje vremena prolaza kroz debelo

crijevo

Utjecaj na peristaltiku kroz proizvodnju bakterijskih

metabolita
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2 EKSPERIMENTALNI DIO

2.1 Materijali i metode

U eksperimentalnom dijelu rada proizveden je funkcionalni napitak na bazi
sladovine. Proizvodnja ukljucuje tehnologiju obrade slada kojom se dobiva sladovina te
fermentaciju sladovine pomoc¢u bakterija mlije¢ne kiseline. Tijekom postupka
proizvodnje pratili su se parametri poput pH vrijednosti, specificne gustoée i sadrzaja
Secera (suhe tvari) sladovine. Za proizvodnju sladovine koristene su 3 vrste jeémenog
slada: 900 g slada Finest Lager (proizvoda¢: Simpsons Malt LTD, Tweed Valley
Maltings, UK), 900 g slada Dextrin (proizvoda¢: Simpsons Malt LTD, Tweed Valley
Maltings, UK) i 2000 g slada Pale Ale (proizvodaé: Weyermann® Specialty Malting,
Njemacka). Fermentacija sladovine provedena je pomocu liofiliziranih starter kultura
bakterija mlije¢ne kiseline: Streptococcus Thermophilus, Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium  bifidum, Bifidobacterium infantis i Bifidobacterium longum

(proizvodac: Lactina ltd, Bugarska).

2.1.1 Uredaji
e ru¢ni mlin za slad; Brewferm, Belgija
e Grainfather G30 (kotao); Grainfather, Novi Zeland
e spiralno vodeno hladilo (dio uredaja Grainfather G30); Grainfather, Novi Zeland

e Grainfather GF30 (fermentor) i GC4 (glikolni rashladni uredaj); Grainfather, Novi
Zeland

e pH metar HI 2211; Hanna Instruments, SAD

e hidrometar; Brewferm, Belgija

o refraktometar; Brouwland, Belgija

e GC-MS uredaj; Agilent Technologies, Palo Alto, Santa Clara, CA, SAD

2.1.2 Grainfather sustav

Grainfather sustav je set uredaja namijenjen primarno za proizvodnju piva.

Medutim, u ovom radu sustav je iskoristen u svrhu proizvodnje funkcionalnog napitka na
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bazi je¢menog slada i to G serija uredaja koju ¢ine Grainfather G30 (kotao), Grainfather

GF30 (fermentor) i Grainfather GC4 (glikolni rashladni uredaj).

1.

Grainfather G30 je kotao od nehrdajuéeg celika volumena 30 L.*® Najvazniji
dijelovi uredaja su: plast kotla, unutarnja koSara s perforiranim plo¢ama,
poklopac, pumpa, cijev za recirkulaciju i kontrolno kucéiste. Unutar plasta kotla
umece se koSara na ¢ijem dnu se nalazi perforirana plo€a koja sprjecava ulazak
slada unutar pumpe te omogucuje lakse odvajanje sladovine od komine nakon
ukomljavanja. Pomocu kontrolnog ku¢isSta kontrolira se temperatura unutar kotla,
a pomocu pumpe i cijevi za recirkulaciju sladovina se tijekom samog postupka
pretace s donjeg dijela kotla na gornji ¢ime se postize kontinuirana cirkulacija
sladovine kroz sloj slada ¢ime se poboljsava ekstrakcija topljivih tvari. Dio
Grainfather G30 uredaja je i spiralno vodeno hladilo koje po zavrSetku procesa
ukomljavanja omogucuje brzo hladenje sladovine na zeljenu temperaturu

fermentacije.

Slika 5. Dijelovi Grainfather G30 uredaja®®
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Grainfather GF30 je konusni fermentor volumena 30 L.* Izraden je od
nehrdajuceg celika te sadrzi dvostruku stijenku unutar koje su integrirani grijaci
element od 30 W i plast za hladenje kroz koji struji rashladno sredstvo.* Stijenka
fermentora sadrzi i 10 mm izolacije od poliuretanske pjene.>® Takvom izvedbom
omogucena je kontrola i odrzavanje stalne temperature tijekom trajanja
fermentacije. Fermentor ukljucuje i digitalni regulator temperature, poklopac s
otvorom za vrenjacu te slavinu s dva ventila od kojih jedan sluzi za ispustanje
taloga, a drugi za uzorkovanje i pretakanje.

Grainfather GC4 je rashladni uredaj koji kao rashladno sredstvo koristi propilen
glikol.® Izoliranim cijevima se povezuje na fermentor kroz &iji plast struji

rashladno sredstvo ¢ime se omogucuje hladenje sadrzaja unutar fermentora.

Slika 6. Grainfather GF30 (fermentor) i GC4 (glikolni rashladni uredaj)®’
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2.1.3 Tehnologija proizvodnje

Proizvodnja
funkcionalnog
napitka

|

Mljevenje jecmenog slada

Finest Lager
Dextrin > Ukomljavanje slada

Pale Ale l

Cijedenje slada

|

Prokuhavanje sladovine

|

Hladenje sladovine

Bakterije l
mlijecne > Fermentacija

kiseline l

Punjenje u boce

Slika 7. Tehnoloska shema proizvodnje funkcionalnog napitka
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Mljevenje jeémenog slada

Prvi korak u proizvodnji je mljevenje je¢menog slada. Provedeno je suho
mljevenje uz pomo¢ ruénog mlina s jednim parom valjaka. Razmak izmedu valjaka
podesen je ovisno 0 veli¢ini zrna posebno za svaku vrstu slada kako je prikazano u tablici
3.

Tablica 3. Razmak izmedu valjaka mlina za pojedinu vrstu slada

Finest Lager 1,65
Dextrin 1,40
Pale Ale 1,91

Slika 8. Postupak mljevenja slada

Ukomljavanje slada

Proces ukomljavanja proveden je pomocu uredaja Grainfather G30. Unutar kotla
dodano je 15 L vode koja je podeSavanjem temperature na kontrolnom kuciStu
zagrijavana na 66 °C. Nakon $to je postignuta zadana temperatura vode u unutarnju
koSaru na ¢ijem dnu se nalazi perforirana plo¢a dodana je ukupna masa mljevenog slada
od 3,8 kg ¢ime je omjer slada i vode priblizno iznosio 1:4. Ukomljavanje je provedeno

izotermno uz povremeno mijesanje pri ve¢ spomenutoj temperaturi u trajanju od 60 min.
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Po zavrSetku ukomljavanja temperatura komine podignuta je na 78 °C i zadrzana 10 min
kako bi se deaktivirali enzimi te smanjila viskoznost same sladovine ¢ime se olakSava
proces odvajanja sladovine od tropa. Nakon toga u unutarnju kosaru postavljena je gornja
perforirana ploca te ukljucena pumpa za recirkulaciju u trajanju od 20 min. Cirkulacija

sladovine kroz sloj slada omogucava bolju ekstrakciju Seéera iz slada kao i filtraciju same

sladovine.

Slika 9. Postupak ukomljavanja slada

Odvajanje sladovine od tropa

Sladovina se odvojila od tropa tako Sto se unutarnja koSara izvukla iz kotla i
postavila na nosace. Uslijed djelovanja gravitacije sladovina se ocijedila u kotao kroz
filterski sloj slada kojeg zadrzava donja perforirana ploca unutarnje kosare. Odvajanje je

provedeno bez ispiranja dodatnom koli¢inom vode.

Prokuhavanje sladovine

Nakon §to je postupak odvajanja dovrSen temperatura u kotlu podesena je na 100
°C u trajanju od 10 min. Svrha prokuhavanja sladovine je unistenje prisutnih nepozeljnih
mikroorganizama koji bi imali negativan utjecaj na tijek fermentacije kao i sigurnost

proizvoda.
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Hladenje sladovine

Po zavrSetku prokuhavanja sladovine pristupilo se postupku hladenja. Hladenje je
provedeno pomocu spiralnog vodenog hladila koje je dio sustava Grainfather, a vazno je
kako bi se sladovina §to prije ohladila na temperaturu fermentacije. Spiralno vodeno

hladilo ujedno sluzi i za pretakanje sladovine iz kotla direktno u fermentor.

Slika 10. Postupak hladenja sladovine pomoc¢u spiralnog vodenog hladila

Fermentacija

U fermentor je iz kotla pretoCeno 5 L ohladene sladovine , a potom je pomocu
kontrolnog kucista podesena temperatura od 37 °C koja je prema proizvodacu starter
kultura bakterija mlije¢ne Kiseline optimalna za njihov rast i razvoj. U fermentor je potom
dodano i 5 g liofiliziranih kultura bakterija mlije¢ne kiseline koje sadrze rodove
Streptococcus Thermophilus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium infantis i Bifidobacterium longum. Sadrzaj unutar fermentora je
promijesan te je na vrh postavljen poklopac i vrenjaca kako bi se osigurali anaerobni
uvjeti tijekom fermentacije. Fermentacija se smatra zavrSenom kada na dva uzastopna
mjerenja ne dolazi do promjene relativne gustoCe, odnosno sadrzaja Secera i pH

vrijednosti uzorka.
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Slika 11. Koristen sustav Grainfather GF30 i GC4 za fermentaciju sladovine

Punjenje u boce

Nakon zavrSetka fermentacije sadrzaj iz fermentora je napunjen u staklene boce

volumena 330 mL te je funkcionalni napitak pohranjen u hladnjak na +4 °C.

Slika 12. Funkcionalni napitak u boci
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Dorada napitka

Provedbom senzorske analize utvrden je nedostatak slatkoce, a naglasen osjet
kiselosti proizvedenog napitka. U svrhu uravnoteZzenja okusa provedena je dorada
odnosno doSeceravanje napitka pomocu glicerola i fruktoze. Za provedbu
organoleptickog testiranja u volumen od 200 mL napitka dodano je po 1, 7, 14128 g

glicerola, te je isto ucinjeno i s jednakim koli¢inama fruktoze.

Prije pocetka fermentacije odredena je pH vrijednost kao i1 sadrzaj Secera/suhe
tvari napitka. Karakteristika metabolizma bakterija mlije¢ne kiseline je razgradnja Secera
te stvaranje mlijecne kiseline. Uslijed navedenog djelovanja dolazi do snizavanja sadrzaja
Secera kao i pH vrijednosti. Stoga, kako bi pratili tijek fermentacije, njeno pravilno
odvijanje i odredili njen kraj, iz fermentora su uzimani uzorci napitka svako drugi dan te
su mjerene navedene znaCajke. Sadrzaj Secera je odreden pomocu refraktometra i

hidrometra, a pH vrijednost pomocu digitalnog pH-metra.

Nakon provedene fermentacije uzet je uzorak napitka te je odreden broj bakterija
mlije¢ne kiseline. Kako bi se napitak smatrao probioti¢kim, ¢ime se povecava njegova
funkcionalna vrijednost, mora sadrzavati odreden broj bakterijskih kolonija (engl. colony
forming units, CFU) koji je najéesc¢e 108-10" CFU/mL.%®

2.1.4 Odredivanje sadrzaja SeCera/suhe tvari

Refraktometar je opti¢ki mjerni instrument ¢iji se princip rada temelji na
fizikalnom zakonu loma (refrakcije) svjetlosti pri prolasku kroz tvari razli¢ite gustoce.>®
Na osnovu kuta loma dobije se indeks loma pomoc¢u kojeg se odreduje relativna gustoca
kao i koncentracija otopljenih tvari u uzorku.*® Kako bi odredili sadrzaj $ecera pomocu
refraktometra, na suhu i ¢istu staklenu prizmu doda se nekoliko kapi uzorka, spusti se
poklopac te se kroz okular promatra skala koja je u ovom sluc¢aju dvostruka odnosno
sadrzi vrijednosti izrazene U postotku Brix-a (0-32 %) i vrijednosti relativne gustoce
(1,000-1,130). Postotak Brix-a (ili stupanj Brix-a) predstavlja mjeru otopljenih krutih
tvari u tekucini koja se dobije preko njene relativne gustoce te se posebno koristi za
mijerenje otopljenog Secera. 1 % Brix-a jednak je 1 g saharoze u 100 g otopine.>® Ako

otopina sadrzi druge otopljene tvari osim saharoze tada postotak Brix-a priblizno

odgovara sadrzaju ukupno otopljenih tvari.
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Slika 13. Odredivanje sadrzaja Secera refraktometrom Slika 14. Dvostruka skala
refraktometra®

Hidrometar je mjerni instrument koji se koristi za odredivanje relativne gustoce
teku¢ine na osnovu koje se dobije sadrzaj Secera. Njegov rad temelji se na Arhimedovu
zakonu prema kojem tezina tijela koje pluta na povr$ini teku¢ine odgovara tezini tekuéine
koja je istisnuta onim dijelom tijela koji se nalazi ispod povrsine teku¢ine.® Na osnovu
toga, u svrhu izjednacavanja vlastite tezine s tezinom istisnute teku¢ine hidrometar dublje
tone u teku¢inama manje gustoce (potrebno je istisnuti ve¢i volumen tekucine kako bi se
tezine izjednadile), dok ¢e u teku¢inama vece gustocée tonuti slabije (potrebno je istisnuti
manji volumen tekucine). Relativna gustoa je mjera gustoée tvari u usporedbi s
gusto¢om vode koja iznosi 1 g/cm? ili 1000 kg/m? te na skali za relativnu gustoéu ima
vrijednost 1,000. Ako su u vodi otopljene tvari (npr. Secer) relativna gustoca otopine ¢e
biti veca §to ¢e rezultirati manjim potonu¢em hidrometra u otopini nego §to bi to bilo u
vodi, a ¢ime ¢e se povecavati vrijednosti na skali relativne gustoé¢e (1,000-1,120). Za
odredivanje relativne gusto¢e otopine potrebna je menzura od 250 mL u koju se ulije

uzorak, zatim se paZzljivo uroni hidrometar i o¢ita vrijednost na skali.

42



Slika 15. Hidrometar®? Slika 16. Odredivanje sadrzaja Secera
hidrometrom

2.1.5 Odredivanje pH vrijednosti

Vrijednost pH odreduje se koriStenjem digitalnog pH-metra. pH-metar je
analiticki instrument koji mjeri aktivnost vodikovih iona u otopini koja se zatim izrazava
kao pH vrijednost.%® Sastoji se od voltmetra spojenog na elektrodu koja reagira na pH
(staklena elektroda) i referentnu elektrodu (Ag/AgCl ili Hg/HgCI elektroda). Staklena
elektroda uronjena u uzorak razvija elektri¢ni potencijal koji je izravno povezan s

aktivno$c¢u vodikovih iona u otopini.

Slika 17. Odredivanje pH vrijednosti pomocu digitalnog pH-metra
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2.1.6 Odredivanje hlapljivih spojeva arome

U svrhu odredivanja spojeva arome napitka najprije je provedena sorpcijska tehnika
izolacije hlapljivih spojeva koja se naziva mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi
(engl. solid-phase microextraction, SPME). To je brza i u¢inkovita metoda koja se temelji
na upotrebi silikonskog vlakna koje je presvuceno polimernim filmom na kojem se
sakupljaju isparljivi spojevi.?* SPME nosa¢ sadrzi &eliénu iglu unutar koje se nalaze
vlakna duljine 1-2 cm presvucena polimerima.®* Celi¢nom iglom se dolazi do prostora
iznad uzorka, koji se nalazi u zatvorenoj posudici, u koji se zatim pritiskom na drza¢
nosaca izvlaci vlakno. Nakon odredenog vremena vlakno se ponovno uvlaci u iglu, a igla
se vadi iz posude.

Identifikacija spojeva arome provedena je upotrebom sustava plinske kromatografije
sa spektrometrijom masa (engl. Gass Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS).
Konfiguracija GC-MS sustava sastavljena je od tri glavna dijela: jedinice za ubrizgavanje
(injektiranje) uzorka, kolone koja se koristi za odvajanje spojeva i detektora (otkriva
spojeve i prikazuje njihove koncentracije kao elektriéne signale).®® Mjesto za injektiranje
uzorka i detektor griju se na odredenu temperaturu koja je nesto visa od najvise
temperature na koloni kako bi se osiguralo brzo uplinjavanje uzorka te sprijecila
kondenzacija. Analiza zapoc€inje uvodenjem igle u injektor plinskog kromatografa gdje
se vlakno ispusta te se ekstrahirani spojevi desorbiraju. Potom uzorak noSen strujom
mobilne faze (plin-nosac) putuje do stacionarne faze u koloni gdje dolazi do njihove
medusobne interakcije. Plin-nosa¢, odnosno mobilna faza je inertni plin i to najcesce helij
(He), a stacionarna faza je ne isparljiva tekuc¢ina nanesena na kruti nosa¢. Protokom
inertnog plina koji se koristi kao mobilna faza uzorak prelazi kolonu, a njegovi se dijelovi
razdvajaju zbog razlika u kemijskim svojstvima spojeva i njihovim afinitetima prema
stacionarnoj fazi. Kolona zadrzava molekule na temelju tocke vrenja i polarnosti, a zatim
ih u razliCito vrijeme otpusta (eluira) iz kolone, §to se naziva vrijeme zadrzavanja (engl.
retention time, RT). Postupkom eluiranja sastojci smjese se mogu potpuno odvojiti ¢ime
se omogucuje njihovo kvalitativno i kvantitativno odredivanje. Kada spojevi napuste GC
kolonu, putuju prema masenom spektrometru (MS) koji ih ionizira i fragmentira pomocu
elektronskog izvora ionizacije. Formirani ioni odvajaju se u kvadrupolu (analizatoru),
koji se sastoji od Cetiri dijagonalno povezane elektrode od kojih jedan par elektroda ima
pozitivan, a drugi par negativan polaritet, prema njihovim omjerima mase i naboja (m/z)

te u ovisnosti o primijenjenoj struji i polju. Samo ion odredenog omjera mase i naboja
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moze zadrzati stabilnu putanju i pro¢i izmedu elektroda bez da se neutralizira. Stabilni
ioni se detektiraju na elektronskom multiplikatoru koji uzrokuje emisiju elektrona zbog
udara upadnih iona u katodu. Elektronski signal se zatim prikazuje u kompjuterskom
programu, a rezultat je kromatogram ukupnih iona i spektar masa pojedinog spoja.
Maseni spektar je za odredenu kemijsku tvar svaki put jednak stoga predstavlja ,,otisak
prsta“ pojedine molekule. Usporedbom spektra analiziranog uzorka sa spektrom iz baze
podataka spektara identificiraju se spojevi prisutni u uzorku.

Za odredivanje hlapljivih spojeva arome funkcionalnog napitka koristen je GC-MS
vezani sustav proizvodaca Agilent Technologies (Palo Alto, Santa Clara, CA, SAD) koji
se sastoji od plinskog kromatografa 8890A, spektrometra masa 5977E MSD i racunala.
Uzorak je injektiran pomocu automatskog injektora PAL (CTC Analytics AG, Zwingen,
Svicarska). Kolona koristena u analizi je kapilarna kolona HP-5MS (30 m x 0,25 mm,
0,25 pm debljina filma) proizvodaca Agilent Technologies (Palo Alto, Santa Clara, CA,

SAD), a sadrzi stacionarnu fazu koju ¢ine: 5 % difenil — 95 % dimetilpolisiloksan.
Uvjeti rada plinskog kromatografa:

e temperaturni program kolone: 2 min izotermno na 70 °C, zatim porast temperature
od 70 °C do 250 °C (3 °C/min),

e vrijeme u kojem izlazi otapalo, tzv. ,,solvent delay*: 3 min,

e temperatura injektora: 250 °C,

e omijer cijepanja: 1:5,

e plin nositelj: helij s protokom 1 mL/min.

Uvjeti rada spektrometra masa:

e energija ionizacije: 70 eV,
e temperatura ionskog izvora: 230 °C,

e interval snimanja masa: 30-350 m/z.
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Slika 18. Prikaz koristenog GC-MS sustava

2.1.7 Mikrobioloska analiza

U pripremljenim uzorcima je odreden udio bakterija na nacin da su od uzorka
pripremljena decimalna razrjedenja u rasponu od 10" do 10®° za odredivanje broja
bakterija mlije¢ne kiseline, dok je raspon razrjedenja za ukupne aerobne mezofile bio 10
! do 10°®. Nasijavanje se provodilo metodom razmaza na nacin da se 100 pL uzorka
dodalo na hranjivu podlogu. Za ukupne mezofilne bakterije koristio se Plate Count agar,
dok se za bakterije mlijeCne kiseline koristila MRS podloga (Slika 19). Inkubacija
uzoraka je trajala 48 sati pri 30 °C, nakon Cega su rezultati oCitani brojanjem izraslih

kolonija uz pomo¢ brojaca (Slika 20).
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Slika 19. Izgled nasijanih decimalnih razrjedenja uzorka na koristenim hranjivim

podlogama

Slika 20. Brojanje izraslih bakterijskih kolonija koristenjem brojaca
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3 REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog diplomskog rada bio je proizvesti funkcionalni napitak na bazi sladovine
dobivene od je¢menog slada koriste¢i Grainfather sustav. Tehnologija proizvodnje
napitka provedena je u dvije faze, a to su dobivanje sladovine te fermentacija sladovine
pomocu bakterija mlijecne kiseline. Za dobivanje sladovine koriStene su tri vrste slada

koje su podvrgnute procesu ukomljavanja u trajanju od 60 min na 66 °C.

Izotermna infuzija

100 T
9 +
80 T
70 1
60 1
50 ¥
40 %
30 +
20 F
10

temperatura (°C)

0 10 20 30 40 50 60
vrijeme (min)

Slika 21. Graficki prikaz izotermne infuzije tijekom postupka ukomljavanja

Po zavrsetku ukomljavanja temperatura je podignuta na 78 °C u svrhu deaktivacije
enzima te je provedena recirkulacija sladovine kako bi u otopinu presli Seceri zaostali u
matriksu slada. Nakon toga sladovina je odvojena od tropa cijedenjem bez ispiranja te je
prokuhana na 100 °C. Potom je sladovina ohladena na temperaturu fermentacije pomocu
spiralnog vodenog hladila ¢ime se ujedno sladovina prebacila u fermentor. U fermentoru
je u 5 L sladovine dodano 5 g liofiliziranih kultura bakterija mlije¢ne kiseline, a
temperatura fermentacije podesena je na 37 °C. Tijekom fermentacije uzimani su uzorci
napitka svako drugi dan kako bi se pratio udio Secera kao i pH vrijednost te odredio kraj

fermentacije sto je prikazano u tablici 4 i na slici 22.
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Tablica 4. Promjena vrijednosti udjela Secera i pH tijekom fermentacije

Udio Seéera .
Brix (%) SG pH vrijednost
prije pocetka 12,2 1,049 6,10
fermentacije
1. dan 11,5 1,046 4,70
3. dan 111 1,045 4,29
5. dan 7,4 1,030 3,71
7.dan 7,4 1,030 3,69
9. dan 7,4 1,030 3,65
=@=—Brix (%) =—@==pH

13 12,2
12
11
10

9

8 7,4 7.4

s D

7

6

5 4,70 429

4 3,71 3,69 3,65

o —

3

2

1

0 } } } } } }

prije 1. dan 3. dan 5. dan 7. dan 9. dan

fermentacije

Slika 22. Graficki prikaz promjene udjela Secera i pH vrijednosti tijekom fermentacije

Iz tablice kao 1 iz grafickog prikaza vidljivo je da je fermentacija trajala 5 dana,
obzirom da slijede¢a dva dana mjerenja daju iste rezultate udjela Secera te priblizno iste
vrijednosti pH. Nakon 5-0g dana bakterije su prestale fermentirati Secere $to je dovelo do

ustaljenja pH vrijednosti.
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Nakon zavrsetka fermentacije napitak je pretocen u boce od 330 mL i pohranjen
u hladnjak na +4 °C. Nekoliko dana nakon skladistenja uzet je uzorak napitka te je
odreden broj bakterija mlije¢ne kiseline kako bi se utvrdilo da li napitak mozemo svrstati

I u kategoriju probiotika.

Takoder provedena je i1 analiza hlapljivih spojeva arome gotovog funkcionalnog
napitka u svrhu identificiranja tvari koje pridonose senzorskim svojstvima samog napitka,

a rezultati analize prikazani su u tablici 5.

Tablica 5. Hlapljivi spojevi proizvedenog funkcionalnog napitka

Broj Ri Spoj Udio (%)  Karakteristike mirisa
1 <800 etanol 39,06 po alkoholu, eterican
2 <800 3-metilbutan-1-ol 27,54 po alkoholu, poput

slada
3 876 3-metilbutil acetat 1,59 vo¢éni, po banani
4 983 sabinen 0,61 zemljan, drvenast-
biljni, po zaCinima
5 1003 etil heksanoat 3,11 vocni, po kori jabuke
6 1019 heksil acetat 0,11 zeleno-vo¢ni, poput
jabuke, kruske
7 1037 limonen 1,82 citrusni, po limunu
8 1066 y-terpinen 0,15 tropski, po limeti
9 1075 octan-1-ol 0,82 vostani
10 1101 etil heptanoat 0,06 vocéni, po ananasu,
banani
11 1103 a-terpinolen 0,12 poput bora
12 1118 2-feniletanol 9,85 slatkast, cvjetni, poput
ruze
13 1175 etil benzoat 0,07 vocni, poput visnje i
grozda
14 1181 kaprilna kiselina 1,23 po uzeglom
15 1193 a-terpinolen 0,09 poput bora
16 1199 etil oktanoat 6,57 voéni, po ananasu
17 1215 oktil acetat 0,12 voéni
18 1249 etil-2-fenilacetat 0,15 cvjetni, po medu
19 1261 2-feniletil acetat 0,55 poput ruze, meda
20 1276 dekan-1-ol 0,11 poput kore narance
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21 1295 undekan-2-on 0,03 voéni

22 1298 etil-nonanoat 0,06 tropski, po rumu
23 1315 4-etenil-2- 0,03 po za¢inskom bilju,
metoksifenol poput klingica
24 1352 etil-3-fenilpropanoat 0,30 vocéni, poput ruze,
meda, ruma
25 1365 5-pentiloksolan-2-on 0,16 -
26 1371 kaprinska kiselina 0,07 po uzeglom
27 1386 (E)-p-damascon 0,06 vo¢éni, cvjetni
28 1390 etil deka-9-enoat 0,36 vocéni
29 1397 etil dekanoat 3,04 vocéni, poput jabuke,
kruske, grozda
30 1400 tetradekan 0,05 po vosku
31 1500 pentadekan 0,03 po vosku
32 1510 B-bisabolen 0,04 balzamic¢an
33 1596 etil dodekanoat 1,90 vostani, po lis¢u,
cvjetni
34 1996 etil heksadekanoat 0,13 voStani, balzami¢an

= alkoholi

m esteri 0,08

= terpeni 2,83 0,06

organske Kkiseline 1,29
ketoni

alkani 0,19

alkenoni

Slika 23. Graficki prikaz udjela pojedine skupine hlapljivih spojeva arome
funkcionalnog napitka (%)

Prema GC-MS analizi najveé¢i udio izoliranih i identificiranih hlapljivih spojeva
arome funkcionalnog napitka ¢ine alkoholi (77,41 %), od kojih prevladava etanol sa 39,06
%, zatim slijedi 3-metil-butan-1-ol sa 27,54 % te 2-feniletanol sa 9,85 % dok su udjeli

ostalih spojeva iz ove skupine ispod 1 %. Drugi po zastupljenosti u ukupnom udjelu
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hlapljivih spojeva arome su esteri (18,13 %) od koji valja izdvojiti etil oktanoat sa 6,57
%, zatim etil heksanoat sa 3,11 %, etil dekanoat sa 3,04 %, etil dodekanoat sa 1,90 % i 3-
metilbutil acetat sa 1,59 %. Esteri, iako drugi po zastupljenosti, ¢ine najraznovrsniju
skupinu hlapljivih spojeva arome ovog funkcionalnog napitka. Terpeni ¢ine tre¢u skupinu
spojeva s obzirom na zastupljenost (2,83 %) medu kojim limonen ima najvisi udio (1,82
%), a hlapljive organske kiseline cetvrtu skupinu spojeva (1,29 %) od kojih je
najzastupljenija kaprilna kiselina (1,23 %). Ostale skupine spojeva (ketoni, alkani i

alkenoni) imaju zanemarive udjele u detektiranim ukupnim hlapljivim spojevima.

Senzorskom analizom odnosno organolepti¢kim testiranjem (kusanjem) napitka bez
napitak sa dodatkom 14 g fruktoze na 200 mL. S obzirom na navedeno moguce je
promjenom u postupku proizvodnje napitka utjecati na povecanje sadrzaja Secera (npr.
promjenom trajanja i/ili temperature ukomljavanja) te smanjenje kiselosti (npr. ranijim

prekidom fermentacije) kako ne bi bilo potrebno vrsiti doSeceravanje.

Rezultati mikrobioloske analize su o¢ekivano pokazali visok broj bakterija u uzorku.
U oba slucaja, i kod ukupnih aerobnih mezofila i bakterija mlijecne kiseline decimalna
razrjedenja 107 do 107 su imala rezultat ukupnog broja bakterija >300. Broj bakterijskih
kolonija kod serijskog razrjedenja 10 pokazao je vrijednost 268 za ukupne aerobne
mezofile, od ¢ega je na bakterije mlije¢ne kiseline otpadalo 218 $to ukazuje na dominaciju
ovih bakterija u uzorku. Dakle, ukupan broj bakterija u testiranom uzorku iznosio je
2,7x10° CFU/mL od &ega su bakterije mlije¢ne Kiseline ¢inile 2,2x10° CFU/mL.
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4 ZAKLJUCAK

U ovom diplomskom radu teorijski je opisan te proizveden funkcionalni napitak na
bazi sladovine. Funkcionalnost proizvoda dijelom proizlazi iz same sirovine (je¢ma) Koji
sadrzi fitokemikalije, a dijelom se postize i tehnoloSkim (sladovanje) te bioloSkim
postupkom (fermentacija). U proizvodnji su koriStene bakterije mlijecne kiseline koje
svojim djelovanjem poboljSavaju organolepti¢ka svojstva i produzuju rok trajanja napitka
te imaju probioti¢ko djelovanje. Proizvedeni napitak karakterizira Kiselkast okus zbog
niske pH vrijednosti (3,65) koja je rezultat nastanka mlijecne kiseline tijekom procesa
fermentacije. lako je GC-MS analizom utvrdeno da hlapljive spojeva arome u najveéem
udjelu ¢ine alkoholi poput etanola i 3-metilbutan-1-ola do izrazaja najvise dolazi citrusni
miris (po limunu) koji se pripisuje limonenu, spoju iz skupine terpena. Funkcionalnost
napitka postignuta je izborom je¢menog slada kao sirovine te procesom fermentacije
pomocu bakterija mlijecne kiseline koje na taj nacin indirektno utje¢u na funkcionalnost
proizvoda stvaranjem razli¢itih pozeljnih kao i smanjenjem nepozeljnih spojeva.
MikrobioloSkom analizom je potvrdeno da bakterije mlije¢ne kiseline u ovom napitku i
direktno utje¢u na funkcionalnost kao probiotici zbog visokog broja bakterija (2,2x10°
CFU/mL). Funkcionalni napitci su sve popularnija kategorija u podru¢ju funkcionalne
hrane, takoder sve viSe ljudi preferira prehranu baziranu na namirnicama biljnog

porijekla, stoga ovaj napitak ima i dobar trzisni potencijal.
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