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1. UVOD

Prirodno kiselo tijesto nacinjeno je od brasna, vode i mikroorganizama u aktivnhom stanju,
odnosno kvasaca i bakterija mlijecne kiseline (BMK). Upotreba BMK u pripremi kruha ima
dugu tradiciju, od spontanih fermentacija gdje je njihova uloga bila samo dizanje tijesta,
preko definiranih starter kultura, do razvoja i primjene funkcionalnih starter kultura. Tijekom
fermentacije tijesta, BMK proizvode mlijenu i octenu kiselinu te brojne druge metabolite kao
Sto su alkoholi, aldehidi i esteri, koji gotovom pekarskom proizvodu daju specifiénu aromu.
Usto, dodatak kiselog tijesta pozitivno utjece na tehnoloske, mikrobioloske, nutritivne,
zdravstvene i organolepticke karakteristike gotovog proizvoda. Kruh koji je proizveden uz
dodatak kiselog tijesta je produljene trajnosti te kvalitetnijeg okusa, mirisa i teksture.

Osobe koje boluju od celijakije moraju paziti na prisutnost glutena u kruhu i ostalim
pekarskim proizvodima. Stoga oni biraju bezglutenske proizvode, koji ne sadrze navedeni
protein odgovoran za elasti¢ne karakteristike i poroznost tijesta te koji doprinosi volumenu i
strukturi proizvoda. Medutim, bezglutenski proizvodi su losije kvalitete i nutritivno su
siromasni te ih je stoga potrebno obogacivati razli¢itim dodacima.

Svakodnevni nacin Zivota uz povecanu dozu stresa, fizickog opterecenja i nesanicu dovodi do
povecane produkcije slobodnih radikala, molekula koje imaju nespareni elektron i zbog toga
su izuzetno reaktivne. Njihovo prekomjerno lucenje te nastanak oksidacijskog stresa dovodi
do nastanka brojnih bolesti i zdravstvenih poremecaja kao Sto su kardiovaskularne i
neurodegenerativne bolesti, dijabetes te autoimune bolesti. Zdravijim nacinom Zzivota i
pravilnijom prehranom uvelike mozemo utjecati na pojedine izvore slobodnih radikala te

smanijiti razinu oksidacijskog stresa u organizmu.

Cilj ovog rada bio je utvrditi kako dodatak razli¢itih BMK roda Lactobacillus i brasna zutog

graska u kiselo tijesto i kruh utjecu na antioksidativnu aktivnost konacnog proizvoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Kruh

Opcenito se pod pojmom kruh podrazumijevaju razliCite vrsta kruha i peciva koje se
medusobno razlikuju po obliku, masi, izgledu kore i sredine, mekoci, boji, okusu i mirisu.
Svaka vrsta kruha spoj je odredenih osobina karakteristi¢nih bas za tu vrstu te ne znadi da
ono Sto je dobro za jednu vrstu kruha, da je dobro i za ostale vrste, i obrnuto. Proizvodnja
kruha slijed je postupaka koji ovise o sastojcima, temperaturi, dok se proces proizvodnje
kruha moze razlikovati s obzirom na vrstu kruha. Provodi se u velikim koli¢inama, bilo u
kucanstvima za potrebe obitelji, ili u veéim ili manjim pekarnicama za potrebe stanovnistva.
Iako su postupci proizvodnje razli¢iti gotovo za svaku vrstu kruha i peciva, osnovne sirovine
su svima jednake: brasno, kvasac, sol i voda. Uz osnovne sastojke, u danasnje vrijeme
dodaju se poboljsivadi i razlicite smjese kako bi kruh ili pecivo bilo Sto kvalitetnije i

raznovrsnije. Takoder su svima jednaki i sljedeci postupci:

1) Postupkom mijeSenja se u tijesto moraju ugraditi mjehurici zraka koji ¢e se poslije
rastezati i ispuniti plinovima.

2) U tijesto se obavezno mora dodati kvasac i dovoljno hrane za njega kako bi mogao
proizvoditi dovoljne koli¢ine ugljikovog dioksida (CO,) koji ispunjava nastale Supljine i
dize tijesto.

3) Tijesto mora biti pravilno zamijeSano da se dobro razvije, zadrzi sve plinove te da

kruh dobije odgovarajucu rahlu strukturu i volumen (Anonymous 1).

Postupak dobivanija tijesta zapocinje mijeSanjem brasna, vode, kvasca i ostalih sastojaka.
Cestice upijaju vodu i pod utjecajem odredenog mjesaca u mijesilici se gibaju po posudi i na
kraju nastane tijesto visokoelasti¢ne konzistencije. Tijekom zamijesivanja u tijesto ulazi zrak
u obliku mjehurica koji ¢ine Suplijine u koje se kasnije, tijekom fermentacije, ugraduje CO,.
Tijesto se oblikuje i fermentira djelovanjem kvasca do zrelosti za pecenje. U prvih nekoliko
minuta nakon stavljanja u pe¢, dolazi do pojave izrazitih promjena. Dolazi do ubrzavanja
aktivnosti kvasaca i enzima pri ¢emu nastaje vise CO, zbog ¢ega se povecava volumen
tijesta, skrob pocinje upijati vodu i bubriti, glutenska mreza se razvlaci i denaturira te Cini
kostur kruha, dok se povrsina kruha pretvara u koru, a voda i hlapljivi sastojci isparavaju iz

tijesta. Rastom temperature do 90-95 °C tijesto prestaje biti rastezljivo i pocinje dobivati



svoja elasti¢na svojstva. O vrsti brasna uvelike ovisi i kvaliteta kruha. Dobro brasno mora
zadovoljavati odredene uvjete: mora dobro upijati vodu, mora sadrzZavati odgovarajucu
koli¢inu amilolitickih enzima te, ako nije rije€ o bezglutenskom brasnu o ¢emu ce biti rijec u
sljede¢em poglavlju, treba imati dobro rastezljiv i elasti¢an gluten. Pri proizvodniji kruha i
ostalih pekarskih proizvoda predlaZe se upotreba poboljSivaca. S obzirom na to da je u novije
vrijeme sve veca potreba za Sto brzim nacinima proizvodnje, dolazi do skradivanja trajanja
fermentacije Sto negativno utjece na miris i okus konacnog proizvoda te njegovu trajnost.
Stoga se u zamjesu za kruh dodaju razliciti poboljSivaci kao sto su askorbinska kiselina,
razliciti emulgatori, enzimi, konzervansi, vlakna te vitamini i mineralne tvari. Njihova uloga je
povecati elasti¢nost i stabilnost tijesta, kvalitetu konacnog pekarskog proizvoda, produZiti im

svjezinu i trajnost te povecati prehrambenu vrijednost (Anonymous 1).

2.2. Celijakija

Celijakija ili glutenska enteropatija bolest je nepodnosljivosti organizma na protein gluten
kojeg nalazimo u pSenici (prolamin i glutenin), razi (sekalin) i je¢mu (hordein). U takvim
slucajevima, tijelo stvara anti-gliadin antitijela koja napadaju molekule glutena pa dolazi do
ostecenja sluznice tankog crijeva i unistavanja crijevnih resica zbog ¢ega one gube resicast
izgled i postaju zaravnjene, te dolazi do porasta broja tkivnih limfocita i epitelnih stanica.
Dolazi do zadebljanja sluznice crijeva zbog ¢ega se javlja i malapsorpcija vaznih nutrijenata
kao &to su Zeljezo, kalcij, folna kiselina te vitamini topljivi u mastima (A, D, E i K). Cesto se
uz celijakiju javljaju i druge autoimune bolesti, a takoder je i povecana opasnost od
razvijanja malignih bolesti probavnog sustava u odnosu na zdrave osobe (Barbari¢, 2008).

Dvadesetih godina proslog stoljeéa, celijakija je bila bolest koja je uglavnom zahvacala djecu.
Ocitovala se uobicajenim simptomima koji su se javljali nakon uvodenja raznovrsne krute
hrane u prehranu dojenceta. Oboljela djeca ne bi napredovala na tezini, imala bi Ceste i
obilne proljeve uz pojavu vrlo izrazenog trbuha. Postala bi vrlo nemirna, nezadovoljna i ¢esto
uplakana. Danas je celijakija postala vrlo Cesta bolest koja obuhvaéa sve dobne skupine
Sirom svijeta. Studije pokazuju da se celijakija pojavljuje na ¢ak 1:80 ljudi u opcoj populaciji,
dok je taj omjer u skupinama povecanog rizika deseterostruko cesci (Barbari¢, 2008). Jedini
prihvaceni oblik lije¢enja je bezglutenska prehrana. Oboljele osobe moraju izbjegavati svu
hranu koja u sebi sadrzi protein gluten koji je prisutan u psenici, je€mu i razi te njihovim
proizvodima. One namirnice koje prirodno ne sadrze navede Zzitarice je potrebno testirati na
prisutnost glutena. Testirane namirnice obiljezavaju se medunarodnim znakom u obliku

prekrizenog klasa (slika 1).



Slika 1. Prekrizeni klas, simbol bezglutenskog proizvoda (Anonymous 2)

Prema Codex Alimentariusu (CA CX/NFSDU 00/4), bezglutenske namirnice dijele se u tri

skupine:

1) namirnice koje prirodno ne sadrzavaju gluten (maksimalna dozvoljena koli¢ina

glutena je 20 mg/kg, odnosno <0,002 %);

2) namirnice koje sadrzavaju gluten, ali je on uklonjen tehnoloskim postupkom

(maksimalna dozvoljena kolicina glutena je 200 mg/kg, odnosno <0,02 %);

3) kombinacija namirnica pod 1. i 2., u kojima koli¢ina glutena ne smije prelaziti vise
od 200 mg/kg, odnosno <0,02 %.

Postoji i takozvana rizicna hrana koja se moze konzumirati tek kada se sa sigurnos¢u utvrdi
da ne sadrzava gluten. U takvu skupinu namirnica ubrajaju se instant juhe, kobasice,
hrenovke, umak od soje, slatkiSi i bomboni, instant napitci i sl. U novije vrijeme se u
bezglutensku prehranu ukljucuje i zob, iako se joS uvijek vode polemike zbog njene Ceste
kontaminacije s drugim Zitaricama. Pokazalo se da uvodenje umijerenih kolicina zobi, odmah
po postavljanju dijagnoze, nema utjecaja na zacjeljivanje sluznice tankog crijeva. Za oboljele
od celijakije vazno je pridrzavati se propisane prehrane jer se tako moguénost nastanka
kasnijih komplikacija svodi na minimum, a osobito je to vazno u trenutku poboljSavanja
zdravstvenog stanja bolesnika, kada povremena konzumacija glutena ne izaziva vidljive
simptome bolesti. Godinu dana nakon uvodenja bezglutenske prehrane ocekuje se prva
normalizacija seroloskih testova, dok je za potpuni oporavak sluznice crijeva potrebno i do

osam godina (Peraaho i sur., 2004).

U tijeku su i istrazivanja nekih novih oblika lije¢enja celijakije. Smatra se da bi uzimanje

peroralne enzimske terapije omogucilo povremeno unosenje glutena te njegovu razgradnju i
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podnosljivost, dok bi se imunomodulatornim lijekovima moglo utjecati na blokiranje crijevne
transglutaminaze (deaminira gluten te tako postaje imunotoksican), luenje upalnih citokina
ili aktivaciju T — limfocita (Barbari¢, 2008).

Za osobe oboljele od celijakije, jedna od najvaznijih stvari je edukacija o bolesti i
bezglutenskoj prehrani te prepoznavanje deklaracija na proizvodima. Veliku pomo¢ mogu im
pruziti i udruge gradana oboljelih od ove bolesti, gdje mogu dobiti mnoge korisne savijete.
Takoder je potrebno stalno praéenje oboljelih kako bi se prepoznali i na vrijeme lijecili

mogudi nutritivni deficiti (Barbari¢, 2008).

2.3. Bezglutenski kruh

Kruh se oduvijek koristi u ljudskoj prehrani, no zbog povecanog broja oboljelih od celijakije
poveca se i potraznja za bezglutenskim proizvodima. Za oboljele vrlo veliku vaznost
predstavlja pronalazak proizvoda koji je adekvatna zamjena pSeni¢nom kruhu, ali i ostalim
pekarskim proizvodima koji sadrzavaju protein gluten. Zato danas pekarska industrija tezi
postizanju Sto kvalitetnijih proizvoda koji bi predstavljali zamjenu glutenskim namirnicama
(Panjkota Krbavci¢, 2008).

Gluten je najvazniji protein koji se nalazi u pSeniénom brasnu. Njegova glavna osobina je
bubrenje u vodi pri ¢emu dolazi do stvaranja elasti¢ne, koherentne smjese koja se tijekom
mijeSenja tijesta pretvara u mrezastu strukturu te cini osnovnu strukturu tijesta (Filipovi€ i
sur., 2002).

S druge strane, primjenom Zitarica koje ne sadrze gluten, dobiva se tijesto polutekuce
konzistencije koje ne moze zadrzZavati plinove nastale tijekom fermentacije pa je dobiveni
kruh mrvljive i zbijene strukture, uz ostale nedostatke poput nepozeljne boje i okusa. Zato se
u proizvodnji bezglutenskog kruha, ali i ostalih bezglutenskih namirnica, koriste razliciti
hidrokoloidi, Skrob, enzimi, brasna od Zitarica koje ne sadrzavaju gluten kao Sto su proso,
kukuruz i riza, ili braSna pseudozitarica kao npr. kvinoja ili heljda. Opéenito se bezglutenska

brasna mogu podijeliti u tri veée skupine:

1) krupno mljevena bezglutenska brasna integralnih, cjelovitih Zitarica koja se

uglavnom ne koriste samostalno, ve¢ u kombinaciji s drugim brasnima;

2) finije mljevena bezglutenska brasna, tj. mjeSavine brasna vise bezglutenskih
Zitarica s dodacima poput biljnih vlakana, soli, ekstrakta kvasaca i sli¢no;



3) najfinije mljevena bezglutenska brasna kukuruza, krumpira, degluteniziranog
pSeni¢nog brasna i sli¢na koja su ve¢ dodana gotovim mjeSavinama ili ih se

samostalno dodaje u vrlo malom postotku (Panjkota Krbavci¢, 2008).

Manom gotovih industrijskih mjeSavina bezglutenskog brasna se u novije vrijeme smatra
smanjena nutritivna vrijednost krajnjeg proizvoda. Ona se osim razli¢itim mjeSavinama
brasna, moze dodatno povedati i dodatkom sjemenki. Takoder se sve viSe i pribjegava
mjeSavinama bez aditiva pa se umjesto industrijskih stabilizatora i zgusnjiva¢a dodaju

psyllium ljuskice te lanene ili chia sjemenke (Anonymous 3).

2.4. Mahunarke

Nakon Zitarica, mahunarke predstavljaju drugu najzastupljeniju poljoprivrednu kulturu na
svijetu. Sadrze slozene ugljikohidrate (prehrambena vlakna, rezistentni Skrob i
oligosaharide), visok udio proteina bogatih aminokiselinom lizinom, vitamine B skupine i
Zeljezo te obiluju antioksidansima i polifenolima. Uz to, ne sadrzavaju gluten te imaju nizak
glikemijski indeks zbog ¢ega ucestala konzumacija mahunarki dovodi do smanjenja rizika od
pojave kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa tipa 2, prekomjerne tjelesne mase te celijakije
(Han i sur., 2009). Od nenutritivnih sastojaka, mahunarke sadrze i alkaloide, tanine i
rafinoze. Ti spojevi su termolabilni pa se vrlo lako mogu ukloniti upotrebom toplinskih
tretmana (Muzquiz i sur., 2012).

U proteklih 30 godina, provedene su brojne studije za analizu ucinka dodavanja brasna
mahunarki na funkcionalna svojstva tijesta i kruha. Te studije ukljucivale su brasna graska,
slanutka, leée i graha te dobiveni rezultati pokazuju da brasna mahunarki predstavljaju
odli¢nu alternativu za proizvodnju bezglutenskih proizvoda (De la Hera i sur., 2012).

2.4.1. Grasak

Grasak, Pisum sativum L., jednogodisnja je biljka iz porodice mahunarki. Ima tanku,
razgranatu, uspravnu ili povijenu stabljiku koja naraste i do 150 cm. Korijen je dobro
razgranat i dug oko jednog metra, a listovi su parno perasti. Cvjetovi su dvospolni i
nepravilni, dok ¢asku ¢ini pet zelenih lapova oblikovanih u zvono. Tuéak ima nadraslu
podnicu te nosi vise sjemenih zametaka, a prasnika ima deset. Plod ¢ini do 12 cm duga

mahuna koja sadrzZi oko 2 do 12 okruglastih jestivih sjemenki zbog ¢ega se uzgaja kao



povrtna kultura. Grasak potjece iz Male Azije i isto¢nog Sredozemlja, a u nase krajeve je

stigao u broncano doba (Anonymous 4).

2.4.1.1. Brasno graska

Kemijski i nutritivni sastav brasna graska odreden je u eksperimentu koje su proveli
Kohajdova i sur. (2013). Utvrdeno je da brasno graska sadrzi visok udio proteina, mineralnih
tvari i prehrambenih vlakana te da ne sadrzi gluten zbog ¢ega je povoljno koristiti ga u
bezglutenskoj prehrani. Brasno graska je cjelovito brasno koje moze u potpunosti zamijeniti
pSenicno brasno pa se moze koristiti u pripremi kruha i peciva, ali i tjestenine i keksa.

2.5. Kiselo tijesto

Kiselo tijesto produkt je fermentacije koju provode bakterije mlijecne kiseline (BMK) i kvasci
u aktivhom stanju. BMK koje se koriste za proizvodnju kiselog tijesta mogu se izolirati iz
samih Zitarica, ali mogu se pojaviti uslijed kontaminacije pekarskog kvasca ili kontaminacije u
pekarskoj industriji. NajceSce se koriste BMK iz rodova Lactobacillus, Pediococcus,

Enterococcus, Lactococcus Weisellai Leuconostoc (De Vuyst i Neysens, 2005).

Tijekom fermentacije tijesta, djelovanjem mikroflore kiselog tijesta, dolazi do brojnih
biokemijskih promjena ugljikohidrata i proteina brasna (Ganzle i sur., 2007). Mehanizam
djelovanja BMK moze se podijeliti na dva efekta: primarni i sekundarni efekt zakiseljavanja,
pri ¢emu je njihov ukupni rezultat povecanje kvalitete kruha i drugih pekarskih proizvoda
(Mrv¢i¢ i sur., 2011). Snizenjem pH prvenstveno se utjeCe na povecanje topivosti glutena
¢ime se mijenja reologija tijesta. Zbog povecanja pozitivnog naboja dolazi do povecanja
njegove topivosti Sto posljedi¢no vodi do slabljenja glutenske mreze pa gluten ima bolji
kapacitet za vezanje vode i CO,. S kontinuiranim padom pH vrijednosti povecava se aktivnost
odredenih enzima, kao Sto su proteinaze koje kataliziraju reakcije hidrolize proteina Zitarica
(pa tako i glutena), Sto rezultira ublazavanjem simptoma celijakije i pove¢anjem
probavljivosti aminokiselina. Poveéava se i aktivnost fitaza Sto omogucuje povecanu
dostupnost mineralnih tvari (Lopez i sur., 2003), a smanjuje se aktivnost amilaza ¢ime se
smanjuje glikemijski indeks pekarskih proizvoda i povecava se svjezina kruha (Ostman i sur.,
2002). Djelovanjem BMK nastaju egzopolisaharidi (EPS), glukani (reuteran, dekstran, mutan)

i fruktani (levan i inulin) za koje je dokazano da, osim na organolepticka, povoljno djeluju i



na nutritivha svojstva pekarskih proizvoda (De Vuyst i sur., 2001). Na slici 2. prikazane su

prednosti proizvodnje kruha i pekarskih proizvoda uz dodatak kiselog tijesta.

Potrosaci u Hrvatskoj jos uvijek ponajvise konzumiraju bijeli pseni¢ni kruh dobiven direktnim
postupkom proizvodnje uz pomo¢ pekarskog kvasca, iako takav kruh ima slabije izrazena
organolepticka svojstva poput mirisa, okusa i produljene trajnosti, a uz to je i siromasan na
nutritivnom sastavu. U cilju je Sto viSe osvijestiti potroSace na dobrobiti kiselog tijesta kako bi

se Sto viSe uvrstilo u svakodnevnu prehranu (Mrvcic i sur., 2011).
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Slika 2. Prednosti proizvodnje pekarskih proizvoda s dodatkom kiselog tijesta (Mrv¢ic i sur.,
2011)

2.6. Tehnoloski procesi u proizvodnii kiselog tijesta

Tijesto se moze kiseliti na vise nacina (slika 3). Postupak kiseljenja se moze provoditi ru¢no u
plasti¢nim posudama ili posudama za zamjes, ili automatiziranim procesom u fermentatoru.
Metode proizvodnje kiselog tijesta mogu biti jednostupanjske, dvostupanjske ili
viSestupanjske. Jednostupanjske metode se najcesce koriste za proizvodnju pSeni¢nog
kiselog tijesta, dok se za proizvodnju kiselog tijesta od razenog brasna koristi viSestupanjska
metoda, najcesce trostupanjska. Kiselo tijesto moze se proizvoditi spontanom fermentacijom
ili uz dodatak komercijalnih starter kultura koje obavezno sadrze jednu ili viSe vrsta BMK te
mogu sadrzavati i odredene vrste kvasaca (Mrv¢ic¢ i sur., 2011).
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Slika 3. Opéa shema proizvodnje kiselog tijesta i kruha uz dodatak kiselog tijesta (Mrvcic i
sur., 2011)

2.7. Oksidacijski stres i antioksidansi

Oksidacijski stres je pomak ravnoteze u stani¢nim oksidacijsko-redukcijskim reakcijama u
smjeru oksidacije. Tijekom oksidacijskog stresa dolazi do prekomjernog stvaranja slobodnih
radikala, molekula koje imaju nespareni elektron i zbog toga su izuzetno reaktivne. Ta
reaktivnost im omogucuje da mogu donirati ili primiti elektron od drugih molekula,
ponasajuci se kao oksidansi ili reducensi, a novonastali slobodni radikal reagira s drugim
molekulama pri ¢emu se reakcija stalno ponavlja te dolazi do osteéenja stanicnih struktura.
Slobodni radikali tako oste¢uju molekule kao Sto su nukleinske kiseline, lipidi, proteini i
ugljikohidrati (Puljak i sur., 2004). Postoje endogeni ili unutrasnji te egzogeni ili vanjski izvori
slobodnih radikala u ¢ovjeka. Svakodnevni nacin Zivota uz povecanu dozu stresa, fizickog
opterecenja i nesanicu dovodi do njihove poviSene produkcije. Vanjski izvori su odredeni
lijekovi, smog, teski metali i kemikalije, alkohol i sl., dok su unutrasnji izvori upale i

imunoloske obrane organizma. Prekomjerno lucenje slobodnih radikala i nastanak



oksidacijskog stresa dovodi do nastanka brojnih bolesti i zdravstvenih poremecaja kao Sto su
kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti, dijabetes te autoimune bolesti. Posljedice
oksidacijskog stresa izrazenije su u ljudi starije Zivotne dobi, kod kojih je i povecana
prisutnost navedenih poremecaja. Medutim, zdravijim nacinom Zivota i pravilnijom
prehranom uvelike mozemo utjecati na pojedine izvore slobodnih radikala u organizmu
(Chandra i sur., 2010).

Antioksidansi su tvari koje sprjecavaju lan¢anu reakciju te pretvaraju slobodne radikale u
oblike koji su organizmu neskodljivi. Djeluju tako da doniraju vodikov atom radikalu i na taj

nacin sprjecavaju daljnja oSteéenja (slika 4).

Nesparen elektron

Antioksidant
~ s
- TR = = 2o g 7
Donacija
élektrona
Cl

Slobodan radikal
Slika 4. Mehanizam djelovanja antioksidansa (Anonymous 5)

Antioksidansi se moraju neprestano obnavljati u tijelu, kako bi se uspostavila ravnoteza

izmedu njih i slobodnih radikala. Dijelimo ih u tri osnovne skupine:
1) primarni antioksidansi koji sprjeCavaju nastajanje slobodnih radikala,
2) sekundarni antioksidansi koji unistavaju vec stvorene slobodne radikale,

3) tercijarni antioksidansi koji ispravljaju ostecenja stanica nastala djelovanjem

slobodnih radikala.

Osim u primarne, sekundarne i tercijarne, antioksidansi se dijele i u enzimske, neenzimske te
izvanstanic¢ne. Od enzimskih najznacajniji su superoksiddismutaze (SOD), katalaze (CAT),
enzimi glutation redoks ciklusa (glutation peroksidaze, glutation-S-transferaze, glutation-
reduktaze, fosfolipid-hidroperoksid i sl.), zatim citokrom-oksidaze, kao i tioredoksin i
peroksiredoksin proteini koji djeluju kao sakupljaci superoksida i vodikovog peroksida
(Guemouri i sur., 1991). Neenzimske komponente se dijele na one topljive u vodi i one
topljive u mastima. Najznacaijniji neenzimski antioksidansi topljivi u vodi su vitamin C

(askorbinska kiselina), mokraéna kiselina, albumin, transferin, feritin, bilirubin, cistein,
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histidin i sli¢ni, a od topljivih u mastima vitamin E (a-tokoferol, najznacajniji antioksidans),
provitamin A (B-karoten) i koenzim Q (ubikinon). Osim antioksidativne aktivnosti unutar
stanica, postoji i ekstracelularna obrana od slobodnih radikala jer se velik broj radikala lako
prenosi s mjesta nastanka u ostale stanice u organizmu. U takvu skupinu antioksidanasa
spadaju uglavnom metaloproteini koji sadrze zeljezo i bakar u nereaktivhom stanju te tako
sprjecavaju njihovo djelovanje sa superoksidom i vodikovim peroksidom (Marklaud i sur.,
1982). Tu ubrajamo jos i proteine kao Sto su transferin, lakroferin, hemopeksin, albumini,

bilirubin i urate.

Iako ljudski organizam posjeduje veliki broj antioksidanasa, u situacijama poveéane
produkcije slobodnih radikala u organizmu, mehanizmi antioksidativne zastite ih ne mogu
ukloniti u potpunosti. Iz tog razloga poseze se za dodatnim nacinima za povecéanje njihove
ucinkovitosti, kao Sto je npr. povecani unos antioksidanasa putem prehrane i drugi

(Anonymous 5).

2.8. Metode odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

Razvijen je veliki broj metoda za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta koje se temelje na
razliCitim mehanizmima obrambenog sustava antioksidanasa, kao Sto je uklanjanije ili
inhibicija slobodnih radikala. Metode se dijele na direktne metode (ORAC metoda,
odredivanje antioksidacijskog kapaciteta s B-karotenom) i na indirektne metode (DPPH i
FRAP). S obzirom da je FRAP metoda koristena u ovom istrazivanju, bit e poblize

objasnjena.

FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power — antioksidativna moc redukcije zeljeza)
metodu razvili su Benzie (1996) i Benzie i Strain (1996). Metoda se temelji na reakciji
redukcije Zuto obojenog kompleksa zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri ¢emu dolazi
do nastanka plavo obojenog kompleksa koji ima apsorpcijski maksimum pri 593 nm (Benzie i
Strain, 1996). Reakciju je potrebno provoditi u kiselom mediju, pri pH=3,6 kako bi se
zadrZala dobra topljivost Zeljeza. Pri niZzim pH vrijednostima dolazi do smanjenja ionizacijskog
potencijala koji omogucuje prijenos elektrona, a ujedno dolazi i do povecanja redoks
potencijala koji dodatno omogucuje pomak ravnoteze reakcije u smjeru prijenosa elektrona.
Redoks potencijal reakcije Fe**/Fe** iznosi 0,77 V pa ¢e svi spojevi koji imaju nizi redoks
potencijal od Zeljeza ulaziti u reakcije njegove redukcije i na taj nacin doprinijeti konacnom
rezultatu antioksidacijskog kapaciteta (slika 5) (Benzie i Strain, 1996). Reakcija prijenosa
elektrona se odvija relativno brzo pa se njome moZze opisati antioksidacijski kapacitet
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fenolnih spojeva koji ulaze u reakciju veoma brzo, dok za one spojeve s duzim vremenskim

pomakom u mehanizmu djelovanja, ova metoda nije izrazito prikladna.
;; .-#5 +I“t|'ﬂlbd.nt ?

Fe()(TPTZ)>* [Fe({TPTZ);12*, Amyax = 593 nm

Slika 5. Redukcija zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) (Anonymous 6)
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3.

3.1.

EKSPERIMENTALNI DIO

Materijali

Analizirano je 8 uzoraka kiselog tijesta (KT) i 8 uzoraka kruha pripremljenih na razlicite

nacine — sa i bez dodatka brasna zutog graska u recepturu, sa i bez fermentacije pomocu

BMK roda Lactobacillus —Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum ili Lactobacillus

brevis. Za svaki uzorak napravljene su dvije paralelne ekstrakcije i dvije paralelne

fermentacije. U tablici 1 navedene su njihove oznake.

Tablica 1. Oznake uzoraka kiselog tijesta i kruha

Oznaka Opis
0+G KT . .
Uzorak bez procesa kiseljenja, sa/bez brasna zutog graska
0+ G KRUH
LR+G KT L. .
Priprema kiselog tijesta s L.reuteri, sa/bez brasna zutog graska
LR+G KRUH
LB £G KT L. .
Priprema kiselog tijesta s L.brevis, sa/bez brasna zutog graska
LB £G KRUH
LF £G KT v v Y
Priprema kiselog tijesta s L.fermetum, sa/bez brasna zutog graska
LF £G KRUH

Popis koriStenog laboratorijskog pribora:

tikvica od 100 mL
stakleni lijevak

metalne Zlicice

boca od tamnog stakla

pipetmani

nastavci za pipetmane

plasti¢ne kivete
analiticka vaga
spektrofotometar

uredaj za termostatiranje
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Popis koristenih kemikalija:
e octena kiselina; 99,5 %, Macron, Njemacka
natrijev acetat trihidrat; 99,5 %, Lachner s.r.o., Cedka Republika
e  6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (trolox) 97 %,
Sigma - Aldrich, Rusija
e TPTZ; Alfa Aesar GmbH & Co KG, Njemacka
e Zeljezov (III) klorid heksahidrat; 99 %, Kemika, Hrvatska
e klorovodicna kiselina; 34-37 %, Carlo Erba, Italija
e metanol; HPLC Grade, J. T. Baker,Netherlands

3.2. Metode rada

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti spojeva prisutnih u uzorcima koristena je FRAP
metoda. Prije samog provodenja metode potrebno je pripremiti FRAP reagens mijeSanjem
2,5 mL 20 mM Zzeljezovog (III) klorida heksahidrata, 2,5 mL 10 mM TPTZ pomijeSanog u 40
mM HCl-u te uz dodatak 25 mL 300 mM acetatnog pufera.

Postupak odredivanija:

Prethodno pripremljeni ekstrakti uzoraka se otope u 200 pL metanola. Potom se u
mikrokivetu otpipetira 10 L ekstrakta i doda se 1 mL FRAP reagensa. Dobivenu otopinu
potrebno je dobro promuckati i ostaviti 4 minute u tami kako bi se provela reakcija redukcije
TPTZ-a. U slijepu probu otpipetira se sve osim uzorka, a umjesto njega dodaje se 10 pL
metanola. Nakon provedene reakcije u tami, izmjeri se apsorbancija pri 593 nm. Mjerenja se
provode u dvije paralele, a dobiveni rezultati izrazavaju se pomoc¢u bazdarne krivulje
izradene sa 6 koncentracija Troloxa, u obliku mnozine ekvivalenata Troloxa s obzirom na

suhu tvar uzorka.

3.2.1. Obrada podataka

Dobiveni rezultati su statisticki obradeni u programu MS Excel 2013. Izracunata je srednja
vrijednost, standardna devijacija te relativha standardna devijacija svih provedenih mjerenja.
Rezultati su prikazani u obliku mnozine ekvivalenata Troloxa (TE) s obzirom na suhu tvar

uzorka.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom zavrsnom radu odredivan je utjecaj dodatka brasna Zutog graska na antioksidacijsku
aktivnost bezglutenskog kruha i kiselog tijesta. Dobiveni rezultati prikazani su graficki (slika
7, 8).

Bazdarni dijagram izraden je pomocu izmjerenih apsorbancija i poznatih koncentracija
Troloxa na 6 koncentracijskih razina. Iz izmjerenih apsorbancija nacrta se bazdarni pravac
tako Sto se na apscisu nanesu koncentracije standardne otopine Troloxa (mmol/L), a na

ordinatu izmjerene vrijednosti apsorbancija pri 593 nm (slika 6).

1,200
y=0,363x - 0,001
1,000 R2:0,999"‘-""

@
0,800 -

A (nm)

0,600
0,400
0,200

0,000
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

¢ (mmol/L)

Slika 6. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije (A) o mnozinskoj koncentraciji (c) za Trolox
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Slika 7. Antioksidacijska aktivhost uzoraka kiselog tijesta

Uzorak tijesta bez kiseljena i bez dodatka brasna graska ima 78 % vecu antioksidacijsku
aktivnost od uzroka s graskom (slika 7). Kiselo tijesto s dodatkom kulture L.reuteri bez
dodatka brasna graska ima 26 % vecu antioksidaciju aktivnost od kiselog tijesta s dodatkom
brasna graska (slika 7). Kiselo tijesto s dodatkom kulture L.brevis bez dodatka brasna graska
ima 7 % vecu antioksidaciju aktivnost od kiselog tijesta s dodatkom brasna graska (slika 7).
Kiselo tijesto s dodatkom kulture L.fermentum bez brasna graska ima 4,8 % vecu
antioksidaciju aktivnost od kiselog tijesta uz dodatak brasna graska (slika 7). Iz grafickog
prikaza (slika 7) vidljivo je da dodatak brasna graska utjeCe na smanjenje antioksidacijske

aktivnosti uzoraka kiselog tijesta.

Takoder, uzorci kod kojih je provedeno kiseljenje s dodatkom BMK pokazali su veéu
antioksidacijsku aktivnost od uzorka bez procesa kiseljenja s BMK (slika 7). U odnosu na
uzorak bez brasna graska i bez procesa kiseljenja, kiselo tijesto pripremljeno s razli¢itim
bakterijama BMK ima vecu antioksidativnu aktivnost — 38 % za L.reuteri, 14 % za L.brevisi
27 % za L.fermentum (slika 7).
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Slika 8. Antioksidacijska aktivnost uzoraka kruha

Uzorak kruha bez kiselog tijesta i dodatka brasna graska ima 12 % vecu antioksidacijsku
aktivnost od uzroka s dodanim brasnom graska (slika 8). Kruh s kiselim tijestom
pripremljenim s L.reuteri i bez dodatka brasna graska ima 4 % vecu antioksidacijsku
aktivnost od kruha s dodatkom brasna graska (slika 8). Kruh s kiselom tijestom
pripremljenim s L.brevisi uz dodatak brasna graska ima 16 % veéu antioksidacijsku aktivnost
od kruha bez brasna graska (slika 8). Kruh s dodatkom kulture L.fermentum i uz dodatak
brasna graska ima 3 % vecu antioksidacijsku aktivnost od kruha bez dodatka brasna graska
(slika 8). Iz graficki prikazanih rezultata (slika 8) vidljivo je da dodatak brasna graska utjece
na smanjenje antioksidacijske aktivnosti u slucajevima kruha bez dodatka kiselog tijesta i
kruha s kiselim tijestom pripremljenim s L.reuteri, dok u uzorcima kruha s kiselim tijestom
pripremljenim s L.brevisi L.fermentum je doslo do povecanja antioksidacijske aktivnosti

dodatkom brasna graska.

Usporedujudi rezultate odredivanja antioksidativne aktivnosti kruha bez dodatka brasna
graska i procesa kiseljenja, kod uzoraka kruha s dodatkom kiselog tijesta pripremljenog s

L. reuteri, L. brevisi L. fermentum dosSlo je do povecanja antioksidacijske aktivnosti za 13 %,
8,8 % i 13 % (slika 8).
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Brasno ima odredenu antioksidativnu aktivnost koja se mijenja tijekom fermentacije i
pripreme kruha. S obzirom na to da utjecaj fermentacije pomo¢u BMK na antioksidativnu
aktivnost nije upotpunosti poznat, u danasnje vrijeme se taj utjecaj intenzivno istrazuje.
Prema istrazivanju koje su proveli Katina i sur. (2007), utvrdeno je da se kiseljenjem tijesta
povecava raspoloZivost lignana, ferulinske kiseline te drugih fitokemikalija. Zbog utjecaja
niskog pH, koji nastaje kao posljedica kiseljenja tijesta, dolazi do stabilizacije nestabilnih
bioaktivnih komponenti. Fermentacija ima pozitivan ucinak na sadrzaj ukupnih fenola i na
antioksidacijsku aktivnost, a stupanj utjecaja fermentacije ovisi o vrsti mikroorganizma.
Fenolni spojevi imaju antioksidativna svojstva zbog prisutnosti aromatskog fenolnog prstena
koji moZze sintetizirati i delokalizirati nespareni elektron u okviru svog aromatskog prstena
(Rice — Evans i sur., 1997).

Prema rezultatima odredivanja antioksidacijske aktivhosti uzoraka kruha i kiselog tijesta
vidljivo je da najviSu antioksidacijsku aktivnost pokazuje kiselo tijesto (slika 7) pripremljeno
dodatkom kulture L.reuterii bez dodatka brasna graska (1,983 umol TE/g suhe tvari uzorka),
dok u slucaju kruha (slika 8) najvecu antioksidativnu aktivnost pokazuje uzorak pripremljen
dodatkom kiselog tijesta pripremljenog kulturom L.brevis (1,396 umol TE/g suhe tvari
uzorka). Usporedujuci rezultate odredivanja antioksidacijske aktivnosti kruha (slika 8) i
kiselog tijesta (slika 7) u uzorcima bez dodatka brasna graska, vidljivo je da kiselo tijesto
fermentirano kulturom L.reuteri pokazuje 62 % vecu antioksidacijsku aktivnost od istog
uzorka kruha. Takoder, kiselo tijesto fermentirano s L.fermentum ima 28 %, a fermentirano
s L.brevis 32 % vecu antioksidacijsku aktivnost od uzoraka kruha s dodatkom istog kiselog
tijesta (slika 7, slika 8).

U vedini slucajeva kiselo tijesto, neovisno o dodatku brasna graska i primijenjenim BMK, ima
vecu antioksidativnu aktivnost u odnosu na uzorke kruha pripremljene iz istog tijesta, i to u
rasponu od 9 % do 62 % (slika 7, slika 8). Iznimka je kruh pripremljen s dodatkom brasna
graska i bez dodatka kiselog tijesta cija je antioksidativna aktivnost bila veéa za 16 % od

antioksidativne aktivnosti istog tijesta (slika 7, slika 8).

18



5. ZAKLJUCAK

Na osnovu provedene rasprave i dobivenih rezultata, mozemo zakljuciti sljedece:

o Dodatak brasna zutog graska negativno utje¢e na antioksidativnu aktivnost kod svih
uzoraka kiselog tijesta i uzorka kruha bez dodatka kiselog tijesta i kruha s kiselim
tijestom pripremljenim s L. reuteri,

e Proces kiseljenja tijesta s dodatkom bakterija mlijecne kiseline ima pozitivan ucinak na
antioksidacijsku aktivnost. Tijekom mlije¢no-kisele fermentacije dolazi do povecanja
antioksidativne aktivnosti kiselog tijesta fermentiranog bakterijama L. reuteri, L. brevis
i L. fermentum, a time i kruha s njegovim dodatkom.

e Kiselo tijesto, neovisno o dodatku brasna graska i primijenjenim bakterijama mlijecne
kiseline, ima vecu antioksidativnu aktivnost u odnosu na kruh pripremljen od istog

tijesta.
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