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U ovom radu ispitan je uticaj različitih izvora azota, vitamina i minerala na rast 
soja Lactobacillus johnsonii NRRL B-2178 u cilju postizanja maksimalnog bro-
ja živih ćelija pri proizvodnji probiotskog napitka na bazi surutke. Analiza uti-
caja pojedinačnih i združenih efekata ispitivanih dodataka vršena je primenom 
frakcionalnog faktorskog dizajna eksperimenata uz izvođenje minimalnog 
broja eksperimenata. Nakon 8 h fermentacije surutke obogaćene ispitivanim 
dodacima određivan je broj živih ćelija (kao odgovor sistema) u probiotskom 
napitku. Statističkom obradom podataka ujedno je procenjena i količina doda-
taka koja je neophodna za postizanje maksimalnog broja živih ćelija u napitku. 
Na osnovu dobijenih rezultata, iz grupe ispitanih izvora azota najveći uticaj na 
rast soja Lactobacillus johnsonii NRRL B-2178 ostvaruje ekstrakt kvasca pri 
koncentraciji od 1,5 % (w/v). Kao izvori vitamina i minerala najveći uticaj na 
rast ćelija ispoljavaju vitamin B6 i ZnSO4 u koncentracijama 0,001 % i 0,3 %, re-
spektivno. Pri ispitivanju sve tri grupe dodataka najveći broj ćelija (oko 8,80 log 
CFU/mL) se može ostvariti primenom maksimalne količine ekstrakta kvasca.

Ključne reči: surutka, napitak, probiotici, Lac-
tobacillus, fermentacija  

Uvod 

U biotehnološkim industrijskim procesima formulacija 
supstrata je od ključnog značaja za rast i produktivnost 
proizvodnih sojeva, u cilju postizanja maksimalnog broja 
živih ćelija [1]. Zadovoljavajući broj probiotskih bakterija 
je neophodan uslov da bi napitak svrstao u probiotike. 
Postoje različita mišljenja vezana za broj bakterija koje 
moraju postojati u probiotskom napitku da bi mogle da 
ispolje svoj efekat. Opšte prihvaćeno mišljenje je da pro-
biotski mlečni proizvodi moraju sadržati ≥106 CFU/mL živih 
ćelija da bi ispoljili pozitivan efekat nakon konzumiranja 
[2]. Značajni pomaci u pogledu unapređenja proizvodnje 
probiotskih napitaka mogu se postići obogaćivanjem su-
rutke dodatkom različitih suplemenata tokom procesa 
fermentacije, koji pospešuju metabolizam i preživljavanje 
bakterija mlečne kiseline (BMK).

Zbog svog složenog proteolitičkog sistema, BMK za 
svoj rast zahtevaju supstrate bogate aminokiselinama, 
vitaminima i mineralima. Kako surutka nije prirodno 
stanište probiotskih bakterija ona ne sadrži dovoljnu 
količinu ovih materija što samim tim iziskuje njenu su-
plementaciju [3].

Rezultati brojnih istraživanja [4-7] pokazuju da se 
produktivnost i rast bakterija mlečne kiseline mogu 
značajno poboljšati primenom različitih izvora azota, vi-
tamina i mineralnih materija. U najčešće korišćene ne
organske izvore azota spadaju NH3, NH4OH, (NH4)2SO4, 

(NH4)2HPO4, dok se kao organski izvori azota veoma 
često koriste ekstrakt kvasca, mesni ekstrakt, pepton 
i tripton soja [8-11]. Mineralne soli, kao što su MgSO4, 
MnSO4 i FeSO4 predstavljaju značajan izvor mikro i makro-
elemenata neophodnih za pravilan metabolizam BMK 
[8,9]. U najčešće primenjivane faktore rasta spadaju 
različiti vitamini, od kojih su naročito značajni vitamini B 
grupe koji ostvaruju najveći uticaj na produktivnost i rast 
BMK [12].

U ovom radu ispitan je uticaj različitih izvora azota, 
vitamina i minerala na rast soja Lb. johnsonii NRRL 
B-2178 u cilju postizanja maksimalnog broja živih ćelija 
pri proizvodnji probiotskog napitka na bazi surutke.

Eksperimentalni deo

U radu je korišćena slatka surutka u prahu (Lenic Labo-
ratories, Beograd, Srbija) sledećeg sastava: proteini 
12,11 %, lipidi 1,0 %, ugljeni hidrati 69,62 %. Surutka je 
rekonstituisana otapanjem praha surutke u vodi preth-
odno sterilisanoj u autoklavu 30 min na 120 °C. Nakon 
rekonstituisanja uzorci od 50 mL su pasterizovani 60 min 
na temperaturi 60 °C, hlađeni na temperaturu fermen-
tacije, obogaćivani suplementima i odmah zasejavani 
ispitivanom bakterijskom kulturom. Kao starter kultura za 
inokulaciju korišćen je soj Lactobacillus johnsonii NRRL 
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B-2178 iz kolekcije kultura Katedre za biotehnologiju i bi-
ohemijsko inženjerstvo Tehnološko-metalurškog fakulte-
ta u Beogradu.

Pasterizovani uzorci surutke, kod kojih je sadržaj suve 
materije iznosio 8 %, zasejavani su sa 8,42 % inokuluma. 
Početni broj ćelija u uzorku iznosio je 6,70 log(CFU/mL). 
Nakon dodatka izvora azota, minerala i vitamina, surutka 
je fermentisana 8 h na 35 °C nakon čega je određivan 
broj živih ćelija u proizvedenom napitku.

Broj živih ćelija određivan je standardnom metodom 
serijskog razblaživanja na MRS-agaru. Agarne ploče 
su prelivane dodatnim slojem agara radi obezbeđivanja 

anaerobnih uslova neophodnih za rast korišćenog soja. 
Ploče su inkubirane 48 h na 37 °C, nakon čega je vršeno 
brojanje izraslih kolonija.

Radi analize uticaja suplemenata na ukupni broj 
ćelija korišćeni su delimični faktorijalni planovi (25-2 pri 
ispitivanju izvora azota i 27-4 pri ispitivanju izvora vitami-
na i mineralnih soli), u okviru programa Design Expert 8. 
Faktori su varirani na dva nivoa (-1, +1). Nivoi faktora 
za svaku grupu dodataka prikazani su u tabelama 1, 2 
i 3. Ispitivani suplementi su dodavani u obliku rastvora 
sledećih koncentracija: izvori azota (0,50 g/mL), vitamini 
(0,33 g/mL) i minerali (0,15 g/mL).

Tabela 1. Nivoi izvora azota analiziranih pomoću delimičnog 25-2 faktorijalnog plana eksperimenata
Table 1. Levels of nitrogen sources for the 25-2 fractional factorial design of experiments 

Tabela 2. Nivoi vitamina analiziranih pomoću delimičnog 27-4 faktorijalnog plana eksperimenata
Table 2. Levels of vitamins for the 27-4 fractional factorial design of experiments

Tabela 3. Nivoi mineralnih soli analiziranih pomoću delimičnog 27-4 faktorijalnog plana eksperimenata
Table 3. Levels of mineral salts for the 27-4 fractional factorial design of experiments

Rezultati i diskusija

Na slici 1 prikazan je uticaj koji ispitivani izvori azota 
ostvaruju na rast soja Lb. johnsonii.

Kao što je prikazano na slici 1 najveći uticaj na broj 
ćelija Lb. johnsonii ostvaruje u ekstrakt kvasca koncentraciji 
od 1,5 % i više, obzirom da je ispoljen pozitivan uticaj na 
rast. Dobijeni rezultat je u skladu sa navodima u litera-
turi, prema kojima se pri ispitivanju uticaja izvora azota 
pored vode od močenja kukuruza [3], ekstrakta slada, 
hidrolizata kazeina, ekstrakt kvasca najčešće koristi kao 
najuticajniji faktor rasta i produktivnosti bakterija mlečne 
kiseline [13]. Dodatakom 1,5 % ekstrakta kvasca, nakon 
8 h fermentacije postiže se maksimalni broj ćelija od 8,84 
log(CFU/mL) (slika 2).

Slika 1. Uticaj izvora azota na na rast soja Lb. johnsonii NRRL B-2178
Figure 1. Effect of nitrogen sources on the growth of Lb. johnsonii 
NRRL B-2178
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Slika 2. Uticaj koncentracije kvaščevog ekstrakta na broj ćelija 
Lb. johnsonii NRRL B-2178
Figure 2. Effect of yeast extract concentration on viable cell 
count of Lb. johnsonii NRRL B-2178

Rast ćelija BMK je direktno povezan sa koncentraci-
jom ekstrakta kvasca, odnosno količinom nukleotida 
prisutnih u peptidima i proteinima kao komponentama 
ekstrakta kvasca koja isključivo zavisi od proizvođača 
samog ekstrakta [14].

Kao što je prikazano na slikama 3 i 4, najveći uticaj na 
broj ćelija Lb. johnsonii NRRL B-2178 ostvaren je dodatkom 
mineralne soli ZnSO4 i vitamina piridoksala. Maksimalni broj 
ćelija postignut dodatkom  ZnSO4 iznosio je 7,88 log(CFU/mL) 
dok je dodatkom piridoksala iznosio 8,05 log(CFU/mL) (re-
zultati nisu prikazani). 

Slika 3. Uticaj mineralnih soli na rast soja Lb. johnsonii NRRL B-2178
Figure 3. Effect of mineral salts on the growth of Lb. johnsonii NRRL 
B-2178

Slika 4. Uticaj vitamina na rast soja Lb. johnsonii NRRL B-2178
Figure 4. Effect of vitamins on the growth of Lb. johnsonii 
NRRL B-2178

Mikroelementi igraju važnu ulogu u ćelijskom metabo-
lizmu, prvenstveno zbog njihove uloge kao kofaktora za 
veliki broj enzima. Cink u biološki relevantnom obliku, kao 
Zn2+ jon, neophodan je kao katalitički kofaktor mnogih 
enzima, uključujući alkalne fosfataze i nekoliko karboksi-
peptidaza. Cink takođe ima strukturnu i funkcionalnu ulogu u 
sintezi proteina i nukleinskih kiselina [15].

Primenom svakog od ovih dodataka postignuti broj 
ćelija u napitku je bio znatno manji od maksimalnog 
broja postignutog primenom izvora azota koji je iznosio 
8,84 log(CFU/mL). Na osnovu toga može se smatrati da 
minerali i vitamini nemaju značajan uticaj na rast ćelija u 
poređenju sa ekstraktom kvasca.

Obzirom da je uticaj minerala i vitamina značajno 
manji od uticaja ekstrakta kvasca, može se smatrati da 
surutka kao sirovina sadrži dovoljnu količinu minerala 
i vitamina neophodnih za rast soja Lb. johnsonii NRRL 
B-2178.

Zaključak

Rezultati dobijeni primenom statističke obrade poda-
taka u okviru programa Design Expert 8, ukazuju na to 
da se napitak unapređenih probiotskih karakteristika, sa 
najvećim brojem ćelija (8,84 log(CFU/mL)), dobija na-
kon 8 h fermentacije surutke sojem Lb. johnsonii NRRL 
B-2178 uz dodatak ekstrakta kvasca u količini od 1,5 %.
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THE INFLUENCE OF DIFFERENT SUPPLEMENTS ON THE PROBIOTIC CHARACTER 
OF FERMENTED WHEY-BASED BEVERAGE
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The aim of this study was the selection of appropriate supplements for the 
probiotic whey-based beverage production by Lactobacillus johnsonii NRRL 
B-2178. The analysis of the main effects and their interactions was performed 
by using a fractional factorial experimental design through a small number of 
experiments. After 8h of fermentation of the reconstituted whey, enriched by 
investigated supplements, a cell number achieved in the probiotic whey-based 
beverage was determined. By using a statistical analysis, the amount of sup-
plements which are necessary to obtain the maximal number of viable cells in 
the beverage was also determined.  
Based on the obtained results, among all nitrogen sources the yeast extract 
in the concentration of 1,5 % achieves the most significant influence on the 
Lactobacillus johnsonii NRRL B-2178 growth. As the sources of vitamins and 
minerals, piridoxal and ZnSO4 has the most significant influence on the number 
of cells  at concentrations of 0,001 % and 0,3 %, respectively.
By examining the three groups supplements, the largest number of cells approxi-
mately 8,80 log(CFU/mL) can be obtained by using the maximum amount of 
the yeast extract.

Keywords: whey, beverage, probiotics, Lacto-
bacillus, fermentation
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