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1. UVOD

Obzirom da je kruh jedna od osnovnih vrsta hrane u ljudskoj prehrani, tesko je zamisliti
prehranu bez kruha. Kruh proizveden od pseni¢nog brasna je najzastupljeniji i omiljen medu
potrosa¢ima. Medutim, postoje pojedinci, osobe oboljele od celijakije, koji su osjetljivi na
gluten iz psenice i srodnih Zitarica. Zbog sve ¢eS¢eg oboljevanja od ove bolesti, ¢iji je jedini
lijek izbjegavanje proizvoda koji sadrze gluten, ali i trendova u prehrani, pekarski proizvodi
bez glutena sve vise dobivaju na vaznosti. S obzirom da je gluten vazan sastojak brasna pSenice
i odgovoran je za viskoelasti¢na svojstva tijesta te nastanak pozeljne teksture, okusa i mirisa
kruha, veliki izazov predstavlja proizvodnja bezglutenskog kruha koji ¢e imati priblizno sli¢nu

aromu i teksturu kao pSenic¢ni kruh.

Miris, kao jedna od najvaznijih karakteristika bilo kojeg prehrambenog proizvoda, jako utjece
na pozeljnost njegove konzumacije kod potrosaca. Veéina bezglutenskih pekarskih proizvoda
prisutnih na trzistu ima lose senzorske 0sobine. S obzirom da su za aromu odgovorni hlapljivi
spojevi kruha, i to prvenstveno kore, potrebno je istraziti iste s ciljem poboljSanja aromatskog

profila bezglutenskog kruha.

Osim toga, bezglutenski kruh uglavnom ima malu nutritivnu vrijednost pa bi nove recepture
trebale biti usmjerene k stvaranju bezglutenskih kruhova poveéane prehrambene vrijednosti.
Razvoj obogacenih bezglutenskih pekarskih proizvoda sve je viSe usmjeren k uporabi sastojaka

mahunarki.

Upravo zato, u ovom radu istrazen je utjecaj dodatka razli¢itih spojeva (aminokiselina,
enzima i ugljikohidrata) na aromatski profil bezglutenskog kruha sa i bez dodatka kiselog tijesta
pripremljenog s brasnom Zzutog grasSka. Dodani spojevi djeluju kao prekursori spojeva
odgovornih za karakteristicnu aromu kore i kruha. U ovom istrazivanju odredena je
koncentracija aromatskih spojeva nakon dodatka razli¢itih potencijalnih prekursora i enzima,
odvojeno ili kombinirano. Brasno Zutog brasna je dodano radi nutritivnog obogaéivanja kruha,

ali 1 poboljSanja senzorskih svojstava.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 EPIDEMIOLOGIJA | KARAKTERISTIKE CELIJAKIJE

Celjjakija je autoimuna bolest tankoga crijeva koju karakterizira nepodnosenje glutena.
Simptomi su bolovi u trbuhu, kroni¢ni ili rekurentni (ponavljajuéi) proljev, gubitak tezine,
zastoj u rastu, kroni¢na anemija, osteoporoza, kroni¢ni umor, depresija i neplodnost. U usnoj
Supljini se celijakija moze manifestirati oStecenjem zubne cakline, amelogenesis imperfectom,
rekurentnim aftoznim ulceracijama, atrofi¢nim glositisom i moguce oralnim lihen planusom.
Manifestacie celijakije u usnoj Supljini prvi moze primijetiti stomatolog i na taj na¢in pridonijeti
ranom otkrivanju bolesti te uputiti bolesnika na daljnju obradu i lije¢enje (Boras i sur., 2013).
Celijjakija je bolest poremecenog imunosnog odgovora potaknutog glutenom koja se javlja u
geneticki predisponiranin osoba. Genska podloga celijakije vezana za lokus humanih
leukocitnih antigena kao dominantnog genetickog elementa detaljno je razjasnjena. No postoji
i velik broj gena izvan ove regije koji pridonose etiopatogenezi bolesti, a samo su dijelom
zajednicki pojedinim bolesnicima, §to upucuje na geneticku heterogenost bolesti. Uz to je
opazeno da su mnogi od tih rizi¢nih lokusa u celijakiji zajedni¢ki s lokusima za druge
autoimune bolesti. Znacajan doprinos novim spoznajama daju nedavne cjelogenomske
asocijacijske studije, ali tek treba istraziti velik dio jo$ i sad nepoznate heritabilnosti u celijakiji

(Cizmarevié i sur., 2015).

Celijakija ili glutenska enteropatija dozivotna je nepodnosljivost glutena ¢ija se prevalencija u
opc¢oj populaciji procjenjuje na oko 1 %. Visoka prevalencija posljedica je sve vece svjesnosti
1 poznavanja ove bolesti, prepoznavanja oboljelih s nespecificnim simptomima, tj. netipi¢énim
oblicima bolesti te dostupnosti suvremenih dijagnosti¢kih testova i probira medu riziénim
skupinama. Postavljanje dijagnoze celijakije u bolesnika s netipiénom celijakijom nije
jednostavno. Zbog toga je potrebno kombinirati vise seroloskih testova s histolosSkim nalazom
biopsije sluznice tankog crijeva. Suvremeni seroloski testovi visoko su specifi¢ni i osjetljivi, ali
je biopsija sluznice tankog crijeva jos uvijek “zlatni standard” u postavljanju dijagnoze. U
daljnjem pracenju vecine oboljelih seroloski su testovi dostatni za kontrolu izloZenosti glutenu.

Jedino lijeCenje jest dozivotno provodenje bezglutenske prehrane (Barbari¢, 2009).

2.1.1. Lijecenje celijakije prehranom

Danas je jedini znanstveno dokazano ucinkoviti tretman za oboljele od celijakije stroga i

dozivotna bezglutenska prehrana. Potpuno uklanjanje glutena iz prehrane oboljelih od celijakije
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rezultira simptomatskom, seroloskom 1 histoloSkom remisijom kod vecine pacijenata (Fassano

i Catassi, 2001; Pietzak, 2005; Wiliamson i Marsh, 2002).

Gluten se najceS¢e spominje kao patoloSki supstrat za razvoj celijakije, no glavne skupine
bjelan¢evina u zrnu pSenice ukljucuju glijadine i glutenine. Upravno glijadini predstavljaju
problem za osobe oboljele od celijakije, odnosno intolerancija na gluten odnosi se na
intoleranciju na glijadine. Bjelancevine slicnog djelovanja u jeCmu i razi nazivaju se sekalini i
hordeini. PSenica, jeCam i raz su vrlo bliskog podrijetla i razvoja u skupini zitarica i njihove
analogne bjelancevine sadrze visok udio prolina i glutamina, $to ih ¢ini otpornima na potpunu

proteoliti¢ku razgradnju u probavnom sustavu (Molberg i sur., 2003).

Nakon postavljanja dijagnoze celijakije, zapoCinje se s bezglutenskom prehranom. Iz prehrane
se iskljucuje hrana koja sadrzi pSenicu, jeam i raz. Osim namirnica koje prirodno ne sadrze
navedene Zitarice, ostalu hranu je potrebno testirati na prisustvo glutena. Ispitana, sigurna hrana
je oznacena medunarodnim znakom prekrizenog klasa. Hrana koja ne sadrZi gluten moze imati
do 20 ppm glutena, a ona kojoj je gluten odstranjen tijekom proizvodnje do 200 ppm glutena
(Barbari¢, 2008).

Prognoza bolesti je izvrsna uz pravilno, dozivotno provodenje bezglutenske prehrane u kojoj
su iz prehrane iskljuCene zitarice koje sadrzavaju gluten — pSenica 1 njezine razne varijacije
(durum, semolina, pir, kamut, bulgur), raz, jeCam, tritikale (Gujral i sur., 2012; Tack i sur.,
2010; Richman, 2012). Po pitanju zobi stav autora je razli¢it te nema opce prihvacenog stava o
unosu zobi. Vecina dostupnog zobenog brasna kontaminira se glutenom tijekom proizvodnje.
Posljednjih desetak godina zob se ukljucuje u bezglutensku prehranu, iako se i dalje o tome

dvoji s obzirom na ¢estu kontaminaciju ostalim zitaricama.

2.2 BEZGLUTENSKI KRUH I NJEGOVA KVALITETA
2.2.1. Svojstva bezglutenskog kruha

Kruh je od pamtivijeka neizostavni dio ljudske prehrane i kulture. Svaki korak u njegovoj
proizvodnji, od pazljivog izbora sirovina do pripreme i obrade tijesta te procesa pecenja,
predstavlja dio umjetnosti koja u konacnici osigurava neograni¢eno bogatstvo boje, okusa i
arome kruha (Mrv¢i¢ i sur., 2011). Uslijed promjene zdravstvenih zahtjeva potrosaca, doslo je
do promjene pristupa u proizvodnji hrane za posebne prehrambene potrebe, pa tako i
bezglutenskog kruha (Poinot i sur., 2009). Gluten je protein ¢ije prisutnost u tijestu doprinosi

njegovim bitnim svojstvima, utjeCuci na njegovu elasti¢nost, reoloS§ka svojstva, moguénost



promjene oblika, povec¢anje obujma, kao i samu konzistenciju. Gluten je izrazito hidrofilan, §to
znaci da prilikom mijeSanja s vodom, on istu veZe te bubri, stvarajuci tzv. glutensku mrezu sa
svojstvima rastezljivosti, elasti¢nosti, zilavosti te moguénosti zadrzavanja plinova tijekom

fermentacije (Klari¢, 2010).

Postoje i zitarice koje ne sadrze gluten, no tijesto koje one daju je polutekuce te nema
sposobnost zadrzavanja plinova, zbog ¢ega je kruh od takvih Zitarica zbijene i mrvljive

strukture, nepozeljne boje i okusa te s ostalim nedostacima u kvaliteti (Arendt i sur., 2002).

Na Slici 1. prikazana je struktura bezglutenskog kruha od rizinog brasna bez ikakvih aditiva na

kojoj su uocljivi gore opisani tehnoloski nedostaci.

Slika 1. Kruh od rizinog brasna bez poboljsivaca (Rossel i Marco, 2008)

Iz tog razloga s prehrambeno-tehnoloskog polozaja, zamjena glutenskog brasna bezglutenskim
nije jednostavna. Do prije 10-15 godina, ve¢inu komercijalno dostupnih bezglutenskih kruhova
karakterizirala je loSa kvaliteta, mrvljivost i loSa svojstva kore te lo§ okus i tekstura u ustima

(Gallagher i sur., 2003).

Osnova za proizvodnju bezglutenskog kruha je skrob, koji je siromasan hranjivim tvarima, a
dodatna losa osobina je njegovo brzo starenje (Ahlborn i sur., 2005). U cilju boljeg prihvaéanja
bezglutenskog kruha, proteklih godina su se intenzivno razvijale inovativne recepture pa tako i
u ovom radu. Kod proizvodnje bezglutenskog kruha, kao zamjena za pSeni¢no brasno, najc¢esce
se koristi kombinacija brojnih sastojaka kao Sto su razli¢iti hidrokoloidi, enzimi, §krob, brasna
iz zitarica koje ne sadrze gluten, kao §to su proso, kukuruz, riza, sijerak ili pseudozitarice

(kvinoja, amarant, heljda) te izvori proteina biljnog ili Zivotinjskog podrijetla. Mala nutritivna



vrijednost bezglutenskog kruha moze se kompenzirati koriStenjem razli¢itih vrsta vlakana,

mineralnih tvari, vitamina i proteina.

2.2.2. Primjena kiselog tijesta u proizvodnji bezglutenskog kruha

Kiselo tijesto se dobiva dugom fermentacijom smjese brasna i vode uz prisutnost
prirodnih ili dodanih mikroorganizama (bakterije mlije¢no-kiselog vrenja, kvasci), koji se
nalaze u aktiviranom stanju ili ih je moguce reaktivirati. Primjena kiselog tijesta u proizvodnji

bezglutenskih proizvoda moze imati visestruke pozitivne uc¢inke na njihovu kvalitetu.

Kiselo tijesto direktno utjeCe na poboljsanje teksture, povecanje volumena, nastanak prekursora
aromatskih tvari, povecanje nutritivne vrijednosti, poboljSanje ocuvanja svjezine i produzenje
trajnosti (Moroni i sur, 2009). U nekim istrazivanjima dokazano je da prevelik udio kiselog
tijesta moze znatno smanjiti volumen i1 negativno utjecati ne samo na teksturu, ve¢ 1 na
senzorska svojstva kruha (Moroni i sur., 2009). Zbog toga se ono dodaje u umjerenoj koli¢ini
oko 20 %. Nadalje, fermentacijom Kkiselog tijesta se eventualno prisutan gluten radi
kontaminacije moZe hidrolizirati i na taj nacin umanjiti toksi¢nost proizvoda za oboljele od

celijakije (Novotni, 2015).

2.3. BRASNO ZUTOG GRASKA KAO SIROVINA ZA KRUH BEZ GLUTENA

Zuti grasak (lat. Pisum sativum) je jednogodisnja biljka iz porodice mahunarki, a kao
povrtlarska kultura pripada zrnatim mahunarkama. Nakon zitarica, mahunarke su druga
najzastupljenija poljoprivredna kultura na svijetu. To su zapravo jestive sjemenke koje rastu u
mahunama 1 obuhvacaju Sirok raspon veli¢ina, oblika i boja. Kao dobar izvor proteina,
ugljikohidrata, u vodi topljivih vitamina (posebno vitamina B i C) i mineralnih tvari (kalcij,

zeljezo), mahunarke daju veliki doprinos ljudskoj prehrani (Sreerama i sur., 2012).

Zuti grasak ima visok sadrzaj proteina zahvaljujuéi kvrZicama u korijenu u kojima se nalaze
bakterije (Bacterium radicicola) koje vezu dusik iz zraka i pretvaraju ga u vrijedne
aminokiseline, a potom u proteine. Nadalje, proteini mahunarki bogati su lizinom, a siromasni
aminokiselinama koje sadrze sumpor, dok je kod Zitarica obrnuti slu¢aj. Zbog toga, kombinacija
zitarica 1 proteina mahunarki osigurava bolji odnos esencijalnih aminokiselina koji je vrlo vazan
za uravnotezenu prehranu (De la Hera i sur., 2012; Kadam 1 sur., 2012). U istraZivanju koje su

proveli Kohajdova i sur. (2013), uoceno je da brasno grasSka, osim Sto sadrzi visok udjel



proteina, predstavlja i dobar izvor prehrambenih vlakana i mineralnih tvari poput Zeljeza. Vazna
je Cinjenica da brasno zutog graSka ne sadrzi gluten te je zbog toga pogodan za prehranu osoba

koje boluju od celijakije.

Cesta konzumacija mahunarki smatra se ucinkovitim sredstvom za smanjenje rizika od
kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa tipa 2, nekih vrsta raka, prekomjerne tjelesne mase i
pretilosti (Han i sur., 2010).

No mahunarke sadrze i neke nenutritivne prehrambene spojeve, poput rafinoze, kondenziranih
tanina i alkaloida. Vecina tih spojeva je termolabilna, tako da se upotrebom toplinskih tretmana

mogu ukloniti njihovi negativni uéinci (Mazquiz i sur., 2012).

Jo§ jedan nedostatak brasna mahunarki i uporabe istog kao sirovine za proizvodnju kruhova

jeste nepozeljna aroma (okus i miris) (engl. off flavors).

Nepozeljna aroma moze biti ili prirodno prisutna u mahunarkama ili nastati tijekom Zetve,
procesiranja ili skladiStenja, a najces¢i uzrok nastanka spojeva nepozeljne arome tijekom zetve,
procesiranja i skladiStenja je oksidacija nezasi¢enih masnih kiselina (linolne i linoleinske)

(Sessa i Rackis, 1977).

Skupine spojeva povezanih s nepozeljnom aromom ugrubo se dijele na hlapljive i nehlapljive
spojeve. Hlapljivi spojevi odgovorni su za nepozeljnu aromu jesu aldehidi, ketoni, alkoholi i
pirazini. Nepozeljna aroma koja potjece od prisustva ovih spojeva opisuje se kao okus i miris

po zelenom, po grasku, zemljana aroma, aroma po Sijenu i po grahu (Roland i sur., 2017).

Zbog svih navedenih pozitivnih karakteristika, pozeljnog nutritivnog sastava, uz ogranicenje u
smislu udjela ovog brasna s obzirom na prisutnost spojeva nositelja nepozeljne arome, brasno
7zutog graska predstavlja novi trend u proizvodnji pekarskih proizvoda i daje moguénost

poboljsanja, do sada nutritivno siromasnih, bezglutenskih pekarskih proizvoda.

2.4. AROMATSKI PROFIL KRUHA
2.4.1. Senzorska svojstva svjezeg kruha

Aromatski profil kruha je jedan od najvaznijih ¢imbenika pri odluci potroSaca o
konzumaciji proizvoda. On je najve¢im dijelom rezultat proizvodnog procesa. Do nastanka
aromatskih spojeva dolazi prilikom fermentacije tijesta kvascima ili bakterijama mlije¢ne

kiseline, djelovanja enzima, oksidacije lipida i toplinskih reakcija koje se odvijaju prilikom



pecenja, najviSe Maillardovih reakcija i1 reakcija karamelizacije. Receptura, odnosno odabrani

sastojci takoder mogu znatno utjecati na sveukupnu aromu kruha (Pozo-Bayon i sur., 2006).

Prate¢i preferencije potroSaca, mnoga istrazivanja su provedena u svrhu poboljSanja mirisa,
okusa, teksture i trajnosti kruha (Bacenas i sur., 2003). Tako su razvijene brojne metode za
identifikaciju spojeva odgovornih za okus i miris kruha (Cayot, 2007) te je zabiljezeno vise od
540 hlapljivih spojeva u kruhu (Ruiz i sur., 2003). Kvantitativno, najvaznije grupe spojeva
odgovornih za aromu kruha su alkoholi, aldehidi, esteri, ketoni, kiseline, pirazini i pirolini, a tu
su i furani, ugljikovodici i laktoni (Cayot, 2007).

Glavni doprinos razvoju spojeva okusa u tijestu su enzimska aktivnost i fermentacija. Enzimi
proizvode prekursore koji su izravno ili posredno ukljuceni u proces stvaranja okusa (Martinez-
Anaya, 1994), dok je fermentacija kvasca odgovorna za nastanak niza alkohola, kiselina i estera
(Hazelwood i sur., 2008). Proizvodnja Maillardovih produkta inducirana je toplinom i
sekundarnim produktima oksidacije lipida koji nastaju tijekom pecenja (Pozo-Bayon 1 sur.,
2006). Toplinski iniciran nastanak produkata Maillardovih reakcija uglavhom se odvija u kori
kruha (Capuano i sur., 2008). Tijekom skladiStenja, zbog hlapljivosti uglavnom nestabilnih
Maillardovih spojeva ili zbog migracije spojeva od kore do sredine, koncentracija veéine
nastalih produkata se smanjuje. Ocekuje se povecanje koncentracije aldehida proizvedenih
autoksidacijom linoleinske kiseline tijekom skladiStenja, budu¢i da se nastavak lancane reakcije

oksidacije lipida ocekuje nakon pecenja.

Smatra se da fenolne kiseline pridonose intenzivnom i gorkom okusu, a za topljive fenolne
kiseline procjenjuju se da su ukusnije od fenolnih kiselina prisutnih u vezanom obliku (Heinio
i sur., 2008). Fenolne kiseline se prirodno pojavljuju u cijelom zrnu Zitarica, gdje su
koncentrirane u vanjskim slojevima zrna (Andreasen i sur., 2000). Najve¢i udio fenolnih

kiselina postoji, medutim, u vezanom obliku (Heinid i sur., 2008).

Okus svjezeg kruha je od kljuéne vaznosti za prihvacenost kod potroSaca i prihvacanje
proizvoda. Deskriptivna analiza obi¢no se primjenjuje za mjerenje utjecaja mirisa i okusa hrane
(Stone 1 Sidel, 2004). Medu razli¢itim unutarnjim svojstvima kruha, hlapljivi spojevi imaju

klju¢nu ulogu u percepciji svjezeg okusa kruha.

Medutim, percipirana aroma svjezeg kruha Cesto ovisi o vrsti kruha, sastojcima, nacinu
proizvodnje i svjezini. Znacajna istrazivanja usmjerena su na opisivanje arome kruha koristeci
deskriptivnu senzorsku analizu (Caul i Vaden, 1972; Chang i Chambers, 1992; Lotong, 1999;
Shogren i sur., 2003).



Provedena istrazivanja imala su polaziSte u identifikaciji klju¢nih mirisnih aktivnih hlapljivih
spojeva odgovornih za aromu svjezeg kruha (Chang i sur., 1995; Kirchhoff 1 Schieberle, 2001;
Schieberle i Grosch, 1991; Seitz i sur., 1998; Zehentbauer i Grosch, 1998a, 1998b). Prema
Schieberle i Grosch (1991), gubitak arome svjeze kruha proizlazi iz specifi¢éne hlapljivosti
spojeva, gdje se koncentracija vaznih hlapljivih spojeva brzo smanjuje tijekom skladiStenja,
dok koncentracija manje pozeljnih derivata obiljezenih oksidacijom lipida ostaje relativno

nepromijenjena.

2.4.2. Napredak u razumijevanju kemijskih reakcija odgovornih za kvalitetu kruha

Kruh je od davnina glavni prehrambeni proizvod, poznat diljem svijeta. Aroma kruha je

u velikoj mjeri proucavana i identificirano je oko 300 spojeva okusa (Pozo-Bayoén i sur., 2006).

Kvantitativno, najvaznije grupe spojeva odgovornih za aromu kruha su alkoholi, aldehidi,
esteri, ketoni, kiseline, pirazini i pirolini, a tu su i furani, ugljikovodici i laktoni (Cayot, 2007;
Pozo-Bayon i sur., 2006; Seitz i sur., 1998).

Alkoholi su skupina spojeva koji se u pseni¢cnom kruhu pojavljuju u najvisim koncentracijama,
a najviSe nastaju tijekom procesa fermentacije (Jensen i sur., 2011). Visoka koncentracija
alkohola, skupine spojeva vaznih za formiranje mirisa kruha, nastaje fermentacijom
Issatchenkia orientalis u kombinaciji s Lactobacillus brevis ili Lactobacillus plantarum, dok se
diacetil stvara u znacajnim koli¢inama fermentacijom s Lactobacillus plantarum i Pediococcus

pentosaceus (Moroni i sur., 2009).

Fermentacija je proces pri kojem nastaju neki od najznacajnijih aromatskih spojeva (Frasse i
sur., 1992). Kvasac Saccharomyces cerevisiae tijekom fermentacije prevodi 95 %
fermentabilnih Secera iz brasna u etanol i ugljikov dioksid. Preostalih 5 % sudjeluje u
sekundarnim reakcijama fermentacije gdje piruvat iz glikolize prelazi u vise alkohole,
kratkolancane masne kiseline 1 karbonilne spojeve. Iz tih spojeva takoder mogu nastati
aromatski spojevi (Pozo-Bayon i sur., 2006). Produljenom fermentacijom tijesta povecava se
koncentracija 3-metil butanola i 2-fenil etanola (Hansen i Hansen, 1996) koji su direktno

povezani s fermentacijskom aktivnosti kvasca.

Toplinske reakcije u proizvodnji kruha uklju¢uju karamelizaciju i neenzimsko posmedivanje,
¢ime se stvaraju hlapljivi spojevi znacajni za aromatski profil kruha, kao $to su furani, pirazini,

piroli i Streckerovi aldehidi (Pozo-Bayon i sur., 2006).



Vise spojeva arome moze se dobiti dodatkom kiselog tijesta u kruh. Bakterije mlije¢ne kiseline
kataliziraju reakcije deaminacije, transaminacije i dekarboksilacije, ¢ime nastaju aminokiseline
koje su prekursori za nastanak aromatskih spojeva. Tako put deaminacije arginina u
Lactobacillus spp. dovodi do povecane proizvodnje ornitina, prekursora nastanka 2-acetil
pirolina, spoja odgovornog za aromu kore svjeze peCenog pSeni¢nog kruha (Génzle i sur.,
2007). Hansen 1 Hansen (1996) su proveli istrazivanje s viSe vrsta mikroorganizama, kvasaca i
bakterija mlijecne kiseline i pri razli¢itim uvjetima fermentacije kiselog tijesta. Utvrdili su da
je dodatkom kiselog tijesta pSeni¢ni kruh imao vise spojeva arome: 2- i 3-metil-1-butanola, 2-
metil propanske kiseline, 3-metil butanske Kiseline i 2-fenil etanola. Uravnotezen aromatski
profil kruha s dodatkom kiselog tijesta nastaje pravilnim kombiniranjem kvasaca i bakterija

mlijecne kiseline prilikom procesa kiseljenja (Hansen i Schieberle, 2005).

Nadalje, 3-metilbutanal, 2,3-butandion, 4-hidroksi-2,5-dimetil-furanon, fenil acetaldehid, 2-
nonenal, 2,4-dekadienal i octena kiselina znac¢ajno doprinose mirisu kore kruha (Schieberle i
Grosch, 1992).

2.5. PRIMJENA MIKROEKSTRAKCIJE NA CVRSTOJ FAZI U ANALIZI HRANE

Analiza hrane vazna je za procjenu prehrambene vrijednosti i kvalitete svjezih i
preradenih proizvoda te za pracenje prisutnosti aditiva i toksi¢nih kontaminanata. Pripravljanje
uzorka, kao Sto je ekstrakcija, koncentracija i izolacija analita, znac¢ajno utjece na pouzdanost i
to¢nost analize hrane. Mikroekstrakcija na c¢vrstoj fazi (engl. Solid-phase microextraction
SPME) je nova tehnika pripreme uzorka koja koristi fuzionirano silika vlakno koje je izvana
obloZeno odgovaraju¢om stacionarnom fazom. Analit se iz uzorka izravno ekstrahira na vliakno.
SPME tehnika moze se rutinski koristiti u kombinaciji s plinskom kromatografijom (engl. Gas
Chromatography, GC), GC-masenom spektrometrijom (engl. Gas Chromatography-Mass
Spectrometry, GC-MS), tekuc¢inskom kromatografijom visokog ucinka (engl. High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) ili LC-masenom spektrometrijom (Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS). Nadalje, jos je jedna SPME tehnika poznata
kao in-tube SPME razvijena za kombinaciju s LC ili LC-MS pomoc¢u otvorenog cjevastog

kapilarnog stupca kao SPME uredaja umjesto SPME vlakana.

Metode koje koriste SPME tehnike skracuju vrijeme pripreme uzorka, smanjuju troskove

analize, izostavljaju potrebu za uklanjanjem otapala te mogu poboljsati granice detekcije.

3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. MATERIJALI
3.1.1. Uredaji i oprema
Uredaji

e Termoblok, Pierce Reacti-Therm 18971; proizvodac¢: Thermo Fisher Scientific, SAD

e Plinski kromatograf, 6890N; proizvodac: Agilent, SAD

e Maseni detektor, 973 inert; proizvodac: Agilent, SAD

e Rucni mikser, Prep' Line; proizvodac: Tefal, Francuska

e Mikser; proizvodaé: Electrolux, Svedska

e Pecénica, Typ EB 064-320 IS 600; proizvodac: Weisheu, Njemacka

e Fermentacijska komora, GS1 ED 60/40 0600_A-BJDBA; proizvodac¢: Weisheu,
Njemacka

e Vaga, PLB 2000-2; proizvodac: Kern, Njemacka

e Mlinac, Arome; proizvodac: First Austria, Austrija

e pH metar, 205; proizvodac: Testo, Njemacka

e pH metar, 3510; proizvodac: Jenway, UK

e Zapisiva¢ podataka OM-CP-PH 101; proizvodac: Omega Engineering, UK

e Magnetska mijesalica, Jk Werke; proizvodac: IKA, SAD

e Autoklav, 1-62-161; proizvodac: Sutjeska, Srbija

e Centrifuga, Rotina 35; proizvoda¢: Rotina, Njemacka

Oprema

e Kolona, CP-Wax 52 CB 30 m * 0,25 mm * 0,25 um; proizvodac: Agilent, SAD

e Krimp ¢epovi, PTFE 3 mm Macherey-Nagel

e SPME vlakno, Carboxen/DVB/PDMS, 50/30 um, Stableflex; proizvodac: Agilent, SAD
e Menzura, 50 mL

e Magnet, 15*6 mm

e Staklena vijalica, 20 mL

e Plasti¢ne ¢ase, 100 mL 1 200 mL

o Silikonski kalupi za pecenje

e Sterilne pipete, 1110 mL

e Sterilne epruvete
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3.1.2. Kemikalije, sirovine i standardi
Sirovine

e BraSno Zutog graska; proizvodac: Fuszerhaz, EU

e Integralno rizino brasno; proizvoda¢: Advent, Hrvatska

e Kukuruzni ekstrudat; proizvodac: NaSe klasje, Hrvatska

e Kukuruzni Skrob, Maisita; proizvoda¢: Agrana, Austrija

e Integralno proseno brasno; proizvoda¢: Werz, Njemacka

e Proteini bjelanjka, bjelanjak u prahu; proizvodac: Elcon, Prehrambeni proizvodi d.o.o,
Hrvatska

e CMC, Wellence Gluten Free 47129; proizvodac: The Dow Chemical Company, SAD

e HPMC, Methocell K4M Food Grade; proizvodac¢: The Dow Chemical Company, SAD

e Sol, morska sitna; proizvodac: Solana Pag, Hrvatska

e Seéer, konzumni bijeli; proizvoda¢: Viro d.d, Hrvatska

e Kvasac, suhi instant kvasac, 95 % suhe tvari; proizvoda¢: Kvasac d.o.o, Hrvatska

e Voda, vodovodna

e Prasak za pecivo, Dolcela; proizvoda¢: Podravka, Hrvatska

¢ Biljna mast; proizvodac: Zvijezda, Hrvatska

e Emulgator, MONO 40; proizvodac: Juchem, Njemacka

Kemikalije
e L+ Arginin, 98,5-100 %; proizvoda¢: Fisher Scientific, SAD
e L-Prolin, <99 %; proizvoda¢: Acros Organics, Belgija
e D+ Glukoza, >99,5 %; proizvodac¢: Gram Mol, Hrvatska
e D+ Fruktoza, 99 %; proizvodac: Acros Organics, Belgija, SAD
e Fungalna proteaza, 500 000 HUT*g}; proizvodac: Bio-cat, SAD
e Teku¢i dusik; proizvodac: Messer, Hrvatska
e Lactobacillus brevis DSM 20054; proizvodac: DSMZ, Njemacka
e MRS BROTH s tween-om 80; proizvodac: Biolife, Italija
e NaCl; proizvodac: Alkaloid, Makedonija
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Standardi

2-pentilfuran, CAS 3777-69-3, ¢isto¢a 100 %; proizvoda¢: Sigma Aldrich, Njemacka
Butan-2,3-dion, CAS 431-03-8, ¢istoca 99 %; proizvodac: Acros Organics, Belgija
Benzaldehid, CAS 100-52-7, ¢isto¢a 99 %; proizvodac: Acros Organics, Belgija
3-metilbutanal, CAS 590-86-3, ¢istoca 98 %; proizvodac: Acros Organics, Belgija
3-metilbutan-1-ol, CAS 123-51-3, ¢istoca 100 %; proizvodac: Sigma Aldrich, Njemacka
1-butanol, CAS 71-63-3. ¢istoc¢a 99,5 %; proizvodac: Acros Organics, Belgija

2-metil butanska Kiselina, CAS 116-53-0, ¢istoca: 98 %; proizvodaé: Merck, Njemacka
2-feniletanol, CAS 60-12-8, Cistoca: 100 %; proizvodac¢: Merck, Njemacka
1-(1H-pirol-2-il) etanon, CAS 1072-83-9, ¢istoca: teh; proizodac: Maybrigde, UK
Okt-1-en-3-ol, CAS 3391-86-4, Cistoca 98 %; proizvodac: Acros Organics, Belgija
(2E,4E)-deka-2,4-dienal, CAS 25152-84-5, Cistoca 95 %; proizvodac: Acros Organics,
Belgija

2,5-dimetilpirazin, CAS 123-32-0, ¢istoc¢a 99 %; proizvodac: Acros Organics, Belgija
1-(furan-2-il) etanon, CAS 1192-62-7, ¢istoca 99 %; proizvodaé: Acros Organics,
Belgija

Furan-2-ilmetanol, CAS 98-00-0, ¢istoca 98 %; proizvodac: Acros Organics, Belgija
2-fenilacetaldehid, CAS 122-78-1, ¢istoca 98 %; proizvodac: Acros Organics, Belgija
2-etilpirazin, CAS 13925-00-3, ¢istoc¢a 99 %; proizvodac: Alfa Aesar, Engleska
Furan-2-karbaldehid, CAS 98-01-1, Cisto¢a 99 %; proizvoda¢: Sigma Aldrich, Njemacka
2-metilpirazin, CAS 109-08-0, ¢istoca 99 %; proizvodac: Alfa Aesar, Engleska
(E)-non-2-enal, CAS 18829-56-6, ¢isto¢a 100 %; proizvodac: Fluka, Svicarska
2,3,5-trimetilpirazin, CAS 14667-55-1, ¢istoca 100 %; proizvodac: Fluka, Svicarska

3.1.3. Uzorci

U ovom radu analizirani su uzorci kruha i kore kruha pripremljeni pomoc¢u 10 razlicitih

receptura. Recepture su se razlikovale s obzirom na dodatak kiselog tijesta, aminokiselina,

Secera 1 enzima. Priprema svakog uzorka provedena je u dva ponavljanja. U Tablici 1. nalazi se

opis analiziranih uzoraka.

Tablica 1. Opis analiziranih uzoraka
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Dodatak kiselog tijesta, prekursora aromatskih

spojeva i/ili enzima

PRO Prolin

PRO+GLU Prolin, glukoza

PRO+FRU Prolin, fruktoza

E Enzim proteaza

KT Kiselo tijesto

KT+PRO+FRU Kiselo tijesto, prolin, fruktoza
KT+ARG Kiselo tijesto, arginin

KT+E Kiselo tijesto, enzim proteaza
KT+ARG+E Kiselo tijesto, enzim proteaza, arginin

KT+E+ARG+PRO+FRU Kiselo tijesto, enzim proteaza, arginin, prolin, fruktoza
*PRO — prolin, GLU — glukoza, FRU — fruktoza, KT — kiselo tijesto, ARG — arginin, E — enzim proteaza

3.2. METODE RADA
3.2.1. Recepture kruha

U ovom istrazivanju koriSteno je 10 razli¢itih receptura za pripremu krusnog tijesta.
Osnovna receptura je za sve uzorke bila jednaka, dok su se razlikovale prema dodatku kiselog
tijesta, prekursora aromatskih spojeva (glukoze, fruktoze, prolina i arginina) i/ili enzima
(fungalne proteaze). U Tablici 2. nalazi se popis i udio sirovina koristenih za pripremu krusnog

tijesta prema osnovnoj recepturi.

Tablica 2. Popis i udio sastojaka za osnovni zamjes krusnog tijesta

Sirovina Udio sirovina s obzirom na  Udio sirovina s obzirom na

masu brasna (%) masu tijesta (%)
Integralno riZino brasno 40 16,7
Kukuruzni §krob 15 6,3
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Integralno proseno brasno
Brasno Zutog graska
Kukuruzni ekstrudat
Biljna mast

CcMC

HPMC

Sol

Prasak za pecivo
MONO 40

Secer

Kvasac

Voda

Bjelanjak u prahu

15
25
5
3
0,5
1,5
1,8
3
0,5
2
1,6
115
10

6,3
10,5
2,1
1,3
0,2
0,6
0,8
1,3
0,2
0,8
0,7
48,1
4,2

*CMC — karboksimetil celuloza, HPMC - hidroksipropil metil celuloza, MONO 40 — monogliceridi

Osim sastojaka navedenih u Tablici 2. u smjesu za pripremu kru$nog zamjesa dodano

je kiselo tijesto, prekursori aromatskih spojeva i/ili enzimi, uvijek u istom udjelu. Prolin,

fruktoza i glukoza uvijek su dodani u krusno tijesto, arginin je uvijek dodan u kiselo tijesto dok

su enzimi dodani ili u krusno ili u Kiselo tijesto. Kiselo tijesto je dodano u iznosu od 20 % na

ukupnu masu tijesta, a omjer brasna i vode U njemu iznosio je 1:1,5. Popis i udio sirovina u

kiselom tijestu prikazan je u tablici 3.

Tablica 3. Popis i udio sirovina u kiselom tijestu

Integralno riZino brasno

Integralno proseno brasno

Brasno Zutog graska

Voda

20,0
7,5

12,5
60

Prolin i arginin su dodani u udjelu od 0,1 % na masu brasna, odnosno 0,042 % na ukupnu

masu tijesta. Glukoza i fruktoza su dodane u udjelu od 1 % na masu brasna, odnosno 0,42 % na

ukupnu masu tijesta. Enzim fungalna proteaza je dodan u udjelu od 0,25 % na ukupnu masu

proteina kiselog tijesta, a u istoj koli¢ini dodan je u zamjes bez dodatka kiselog tijesta.
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3.2.2. Propagacija bakterija mlijecne kiseline za pripremu Kiselog tijesta
Za kiseljenje tijesta u ovom radu koriStena je bakterijska kultura Lactobacillus brevis
uzgojena u MRS bujonu s Tween-om 80 koji je pripremljen prema uputi proizvodaca i

steriliziran u autoklavu (15 minuta/ 121 °C).

Manipulacija s navedenom bakterijskom kulturom provedena je u sterilnim uvjetima.
Liofilizirana kultura rehidrirana je s 1 mL MRS bujona temperature 30 °C i zatim prenesena u
epruvetu s 9 mL MRS bujona. Epruveta s nacijepljenom kulturom je inkubirana 24 sata pri 30
°C. Nakon prve faze inkubacije, 1 mL MRS bujona s poraslom kulturom u sterilnim uvjetima
prenesen je u pet epruveta s po 10 mL novog MRS bujona, nakon ¢ega je slijedila inkubacija
tijekom 24 sata pri 30 °C. Nakon druge faze inkubacije kultura iz 5 nacijepljenih epruveta
prenesena je u 200 mL novog MRS bujona i inkubirana 72 sata pri 30 °C. Po zavrSetku trece
faze inkubacije bujon s biomasom centrifugiran je i ispran dvaput s po 50 mL sterilne vode
(4000 RPM, 10 minuta). Nakon ispiranja, biomasa je resuspendirana u sterilnoj fiziolo§koj

otopini (8,5 % otopina NaCl, m*V1) i ¢uvana u hladnjaku do koristenja.

3.2.3. Postupak pripreme kiselog tijesta

Sam postupak pripreme kiselog tijesta zapoCeo je predgrijavanjem zasebnih sirovina
(brasna i1 vode) na 37 °C 2 sata. Nakon toga, svi sastojci su izmije$ani ruénim mikserom te je
dodano oko 10® CFU Lactobacillus brevis po gramu kiselog tijesta (prethodno pripremljeni
inokulum). Tijesto je fermentirano u fermentacijskoj komori 16 sati na temperaturi 37 °C.
Tijekom fermentacije je pracena kinetika kiseljenja (pH 1 temperatura) pomocu zapisivaca

podataka.

3.2.4. Postupak pripreme krusnog tijesta

Postupak pripreme zamjesa odvijao se u nekoliko koraka od kojih je prvi bio mijeSanje
svih suhih sastojaka u posudi miksera na brzini 1. Istovremeno u laboratorijskoj ¢asi u
vodovodnoj vodi temperature 35 °C razmucen je kvasac i Secer te je smjesa stavljena na
predfermentaciju 10 minuta u fermentacijskoj komori na 35 °C uz relativnu vlaznost 85 %.
Nakon homogenizacije suhih sastojaka 1 po zavrSetku predfementacije kvasca, suhim
sastojcima dodana je otopljena biljna mast, kvasac te eventualno kiselo tijesto (za uzorke koji
sadrze kiselo tijesto). Smjesa je zatim mijeSana 3 minute na brzini 1 uz dodatak ostatka vode.
Mijesanje je nastavljeno na brzini 3 kroz 1,5 minuta, nakon ¢ega je dodan prethodno umuéeni

bjelanjak (15 sekundi na brzini 1, 45 sekundi na brzini 4, 30 sekundi na brzini 5). Nakon dodatka
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bjelanjka, smjesa je mijeSana 1 minutu na brzini 1, zatim promijesana lopaticom i mijeSana jos

mikserom 1 minutu na brzini 1.

3.2.5. Fermentacija, pecenje i smrzavanje uzoraka

Nakon pripreme kru$nog tijesta, izmjeren je pH i temperatura tijesta pomoc¢u pH metra
te je po 100 g tijesta odvagano u silikonske kalupe i fermentirano 50 minuta u fermentacijskoj
komori na 35 °C uz relativnu vlaznost 85 %. Komadi tijesta stavljeni su na pecenje tijekom 15
minuta na 230 °C, uz temperaturu predgrijavanja 250 °C i naparavanje od 100 mL vodene pare.
Nakon pecenja uzorci su se hladili 1 sat pri sobnoj temperaturi.
Nakon hladenja s 3 komada kruha skinuta je kora koja je smrznuta teku¢im dusSikom i usitnjena
U mlincu, a 1 uzorak kruha je u cijelosti narezan na kockice i smrznut teku¢im dusikom te

usitnjen u mlincu. Uzorci su do analize ¢uvani pri -18 °C.

3.2.6. Odredivanje ukupne kiselosti kiselog tijesta i kruha

Za odredivanje ukupne kiselosti kiselog tijesta i kruha odvagano je oko 10 g svjezeg
kiselog tijesta ili smrznutog uzorka kruha. Menzurom je dodano 90 mL destilirane vode, posuda
je poklopljena 1 stavljena na homogenizaciju na magnetsku mijesalicu (brzina 3, bez
zagrijavanja) 15 minuta. Nakon toga, ocCitan je pocetni pH i temperatura uzorka. Uzorak je
titriran 0,1 M otopinom NaOH do pH 6,6, 8,3 i 8,5 te je zapisan utroSeni volumen NaOH.

Mjerenje je provodeno u dvije paralele.

3.2.7. Odredivanje udjela aromatskih spojeva
S obzirom da je cilj ovog rada odrediti spojeve odgovorne za aromu kruha, isti su
odredivani analitic(kom metodom primjenom GC-MS uredaja. Spojevi su prethodno

ekstrahirani na SPME vlakno.

3.2.7.1. SPME ekstrakcija (engl. Solid-phase microextraction, SPME)

Za ekstrakciju je odvagano 0,25 g kruha ili kore u staklenu vijalicu, dodano je 4,99 mL
prethodno pripremljene otopine soli (20 %, pH 3 prilagoden 0,05 M limunskom kiselinom) te
0,01 mL internog standarda (1-butanol, ¢ = 0,09455 mg*mL!). Dodan je magnet i vijalica je
zaCepljena. Ekstrakcija je provodena pri 60 °C uz mijeSanje, u trajanju od 60 minuta, uz

uravnotezenje 5 minuta prije pocetka ekstrakcije.
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3.2.7.2. GC-MS analiza uzoraka (engl. Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS)

Nakon provedene ekstrakcije svi uzorci kore, kruha analizirani su na GC-MS (engl. Gas
Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS) uredaju. Odmah nakon ekstrakcije vlakno je
injektirano u plinski kromatograf povezan s masenim detektorom. Kao mobilna faza koristen
je helij uz protok 1 mL*min. Uvjeti rada injektora bili su sljedeéi: temperatura 260 °C, vrijeme
desorpcije 5 min i nacin rada ,bez razdvajanja protoka“, pri ¢emu su prethodno
apsorbirani/adsorbirani analiti desorbirani s vlakna. Protok plina tijekom desorpcije iznosio je
50 mL*mint. Nakon desorpcije provedeno je ¢iséenje vlakna u trajanju od 2 min. Temperaturni
program pecénice podesen je tako da je temperatura odrzavana 3 minute na 40 °C, zatim je
povecavana za 2 °C/min do 105 °C, a nakon toga 5 °C/min do 130 °C te na kraju za 10 °C/min
do 230 °C te je na 230 °C zadrzana 5 min. Temperatura izvora masenog detektora postavljena
je na 230 °C, kvadrupola na 150 °C, a temperatura prijelazne linije na 280 °C. Praceni raspon
omjera mase i naboja za detekciju je bio 35-350 amu, uz uvjete detekcije TIC (engl. Total lon
Chromatogram). Rezultati analize hlapljivih spojeva uzoraka vidljivi su na racunalu spojenom
na GC-MS uredaj u obliku kromatograma. Pri identifikaciji spojeva koriStene su metode
usporedbe spektra ciljanog spoja sa spektrom njegovog standarda i spektra u bazi podataka

NISTO05. GC-MS analiza je za svaki uzorak provedena u dvije paralele.

3.2.7.3. Odredivanje koncentracije aromatskih spojeva u uzorcima

Kalibracijski pokusi provedeni su metodom dodatka standarda, kako bi utjecaj matrice
bio eliminiran. Pokusi su provedeni pri istim uvjetima ekstrakcije i analize kao i uzorci.
Bazdarni dijagrami za sve analizirane spojeve napravljeni su u obliku ovisnosti povrsine analita
0 njegovoj koncentraciji, na 7 koncentracijskih razina, a mjerenja su provedena u 3 ponavljanja.

Koncentracijski rasponi analiziranih spojeva su navedeni u Tablici 4.

Tablica 4. Koncentracijski rasponi analiziranih spojeva

2-etilpirazin 0,084-840
Okt-1-en-3-ol 0,161-1615
Furan-2-karbaldehid 0,157-1568
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Benzaldehid 0,008-7999
(E)-non-2-enal 0,325-77

2-fenilacetaldehid 2,522-3246
Furan-2-ilmetanol 0,104-25225
(2E,4E)-deka-2,4-dienal 0,104-1036
1-1h-pirol-2il etanon 1,295-12947
1-(furan-2-il) etanon 0,078-784

2,3,5-trimetilpirazine 0,079-792

2,5-dimetilpirazin 0,160-1600
Butan-2,3-dion 0,780-7801
3-metilbutan-1-ol 7,240-72400
2-metilpirazin 0,733-7326
3-metilbutanal 3,665-36652
2-metilbutanska kiselina 7,801-78008

3.2.8. Analiza i obrada podataka

Obrada kromatograma provedena je u programu MSD ChemStation Data Analysis. Svi
dobiveni podaci su obradeni u programu MS Excel 2007. PovrSine pikova analiziranih spojeva
u svakom uzorku korigirane su s obzirom na povrsinu pika internog standarda. S obzirom da su
sva mjerenja provedena minimalno dva puta za sve rezultate izraunata je srednja vrijednost i

standardna devijacija.

Provedena je i analiza glavnih komponenata s ciljem redukcije podataka te interpretacije
odnosno utvrdivanja razlika medu pojedinim uzorcima s obzirom na koncentracije analiziranih

spojeva. Obrada podataka provedena je u programu Statistica 12 (Statsoft, 2012).

4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj dodatka razlicitih spojeva (aminokiselina, enzima i
ugljikohidrata) na aromatski profil bezglutenskog kruha sa i bez dodatka kiselog tijesta
pripremljenog s brasnom zutog graska, utvrditi razlike utjecaja prekursora i enzima na kinetiku
zakiseljavanja kiselog tijesta te njihov utjecaj na pH vrijednost kruha i krusnog tijesta, obzirom
da bi promjena pH mogla utjecati na proces fermentacije pekarskim kvascem Saccharomyces

cerevisiae koji uvelike utjee na nastanak spojeva arome U gotovom proizvodu.
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U ovom poglavlju prikazani su rezultati odredivanja pH vrijednosti tijekom zakiseljavanja
kiselog tijesta te krusnog tijesta odredivanja ukupne kiselosti kiselog tijesta i kruha te rezultati

odredivanja koncentracije karakteristicnih spojeva arome za sve uzorke kore i kruha.

4.1. Brzina zakiseljavanja i ukupna kiselost kiselog tijesta

S obzirom da je u 5 uzoraka kruha analiziranih tijekom ovog istraZivanja dodavano
kiselo tijesto, pracena je kinetika kiseljenja kiselog tijesta ovisno o dodanim prekursorima i
enzimima. Na Slici 2. prikazana je srednja vrijednost promjene pH tijekom Kiseljenja

pojedinacnih kiselih tijesta pripremanih u dvije paralele.

Tijekom kiseljenja ovisno o dodanim prekursorima optimalna pH vrijednost (pH oko 4) postize
se za razli¢ito vrijeme kiseljenja. Za uzorak s dodatkom enzima postignuta je optimalna pH
vrijednost u najkra¢em vremenu, dok je za uzorak s dodatkom enzima i arginina pH i na kraju
kiseljenja bio nesto iznad 4. Uzrok nesto viSoj pH vrijednosti u uzorcima s dodatkom arginina

moze biti zbog toga §to je arginin bazi¢na aminokiselina te utjeCe na povecanje pH vrijednosti.

—KT+E —KT+E+ARG
7 KT+ARG — KT+PRO+FRU
6,5 —— KT+E+ARG+PRO+FRU

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Vrijeme (h)

* KT+E — kiselo tijesto s dodatkom enzima proteaze, KT+ARG — kiselo tijesto s dodatkom arginina, KT+E+ARG
— kiselo tijesto s dodatkom enzima proteaze i arginina, KT+PRO+FRU — kiselo tijesto s dodatkom prolina i

fruktoze, KT+E+ARG+PRO+FRU — kiselo tijesto s dodatkom enzima proteaze, arginina, prolina i fruktoze

Slika 2. Kinetika kiseljenja uzoraka kiselog tijesta

Tijekom ovog istrazivanja odredena je i ukupna kiselost kiselog tijesta titracijom.

Odredivanje kiselosti provedeno je u dvije paralele za svaki uzorak kiselog tijesta, a svako
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mjerenje ponovljeno je minimalno dva puta te je izraCunata srednja vrijednost za svaki pojedini
uzorak kiselog tijesta. U Tablici 5 prikazani su rezultati odredivanja pH vrijednosti i ukupne
kiselosti pojedinog kiselog tijesta.

Tablica 5. Kiselost uzoraka kiselog tijesta

Uzorak pH na kraju Ukupna
fermentacije  kiselost (mL
0,1 M NaOH)
KT 4,24+0,08 16,04+0,05
KT+ARG 4,51+0,03 13,47+0,22
KT+E 4,03+0,05 17,60+0,38
KT+ARG+E 4,35+0,03 16,49+0,07
KT+PRO+FRU 4,24+0,03 16,24+0,06
KT+ARG+E+PRO+FRU 4,21+0,03 17,96+0,11

4.2, Rezultati odredivanja Kiselosti kruha

U Tablici 6. nalaze se rezultati odredivanja pH vrijednosti kru$nog tijesta i kruha za sve
analizirane uzorke. S obzirom da su za svaki uzorak provedena dva paralelna odredivanja, u

tablici su prikazane srednje vrijednosti mjerenja pH vrijednosti.

Tablica 6. Rezultati odredivanja ukupne kiselosti uzoraka kruha

pH krusnog pH kruha Ukupna kiselost kruha
tijesta (mL 0,1 M NaOH)
PRO 6,84+0,06 7,22+0,03 2,64+0,07
PRO+GLU 6,84+0,04 7,184+0,02 3,18+0,19
PRO+FRU 6,80+0,0 7,16+0,02 3,41+0,21
KT+ARG 6,52+0,11 6,77+0,02 5,01£0,16
E 6,82+0,01 7,19+0,06 3,234+0,03
KT+E 6,35+0,10 6,63+0,02 6,07+0,14
KT+ARG+E 6,38+0,06 6,67+0,03 5,83+0,08
KT+PRO+FRU 6,17+0,0 6,69+0,03 5,56+0,09
KT+ARG+E+PRO+FRU 6,41+0,0 6,42+0,02 8,82+0,32
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KT 6,54+0,04 6,62+0,03 6,64+0,10

Rezultati odredivanja pH vrijednosti krusnog tijesta o¢ekivano su nesto nizi za uzorke s

dodatkom kiselog tijesta u odnosu na uzorke bez dodatka kiselog tijesta.

Uzorcima bez dodatka kiselog tijesta pH vrijednost se ne razlikuje znacajno Sto pokazuje da

dodatak prekursora nije utjecao znacajno na promjenu pH vrijednosti krusnog tijesta.

Kod uzoraka s dodatkom kiselog tijesta najnizu pH vrijednost imao je uzorak s dodatkom
prolina 1 fruktoze, dok je najviSa pH vrijednost zabiljeZena kod uzorka s dodatkom arginina, Sto
je povezivo s razlikom u Kinetici kiseljenja uzoraka kiselog tijesta: uzorak kiselog tijesta
dodavanog u zamjes s dodatkom prolina i glukoze u najkraéem vremenu je postigao optimalnu
pH vrijednost odnosno na kraju kiseljenja imao je najnizu vrijednost dok je uzorak kiselog
tijesta dodavanog u zamjes s dodatkom arginina na kraju kiseljenja imao pH vrijednost nesto

iznad 4.

pH vrijednost kruha takoder je niza za uzorke s dodatkom kiselog tijesta u zamjes dok je ukupna
kiselost izrazena kao mL NaOH utroSenog za titraciju visa u uzorcima kruha u ¢iji je zamjes
dodano kiselo tijesto. Raspon koncentracija krusnog tijesta u koje je dodano 20 % kiselog tijesta
u ovom istraZivanju je od 6,17 do 6,41 §to je neSto vise u odnosu na 5,32 £ 0,21 koliki je bio
pH krusnog tijesta od riZinog braSna s dodatkom 20 % kiselog tijesta u istrazivanju Merta i sur.
(2014). Razlika vjerojatno potjeCe od dodatka drugih sirovina (braSna zutog graska) i

prekursora koji nisu dodavani u navedenom istraZivanju.

4.3. Rezultati odredivanja koncentracije karakteristi¢nih spojeva arome

Koncentracija spojeva odgovornih za aromu kore i kruha odredena je iz prethodno
pripremljenih baZdarnih dijagrama koji predstavljaju ovisnost omjera povrSine analita 1

internog standarda o koncentraciji analiziranog spoja.
Na slikama od 3. do 19. prikazani su bazdarni dijagrami za sve analizirane aromatske spojeve.

Za svaki bazdarni dijagram prikazana je jednadzba regresijskog pravca, njegov nagib i odsjecak

na osi y. Osim toga prikazan je i koeficijent determinacije (R?) te koeficijent korelacije (r).
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Slika 3. Bazdarni dijagram za 2-etilpirazin
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Slika 4. Bazdarni dijagram za okt-1-en-3-ol
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Slika 5. Bazdarni dijagram za (E)-non-2-enal
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Slika 6. Bazdarni dijagram za furan-2-karbaldehid
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Slika 8. Bazdarni dijagram za furan 2-fenilacetaldehid
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Slika 9. Bazdarni dijagram za furan-2-ilmetanol
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Slika 10. Bazdarni dijagram za (2E,4E)-deka-2-dienal

1,4
1,2
1
20,8
20,6 y = 0,1002x - 0,0063
70,4 R2=0,9998
0,2

Povrsina analita/interni

-0,2 0 5 10 15

Koncentracija (ug*kg* kruha)

Slika 11. Bazdarni dijagram za 1-(1H-pirol-2-il) etanon
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Slika 12. Bazdarni dijagram za 1-(furan-2-il) etanon
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Slika 13. Bazdarni dijagram za 2,3,5-trimetilpirazin
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Slika 14. Bazdarni dijagram za 2,5-dimetilpirazin
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Slika 15. Bazdarni dijagram za butan-2,3-dion
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Slika 16. Bazdarni dijagram za 3-metilbutan-1-ol
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Slika 17. Bazdarni dijagram za 2-metilpirazin
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Slika 18. Bazdarni dijagram za 3-metilbutanal

0,12
0,10

0,08

0,06 y = 0,0014x - 0,0014
R>=0,9997
0,04 r=0,9998

0,02
0,00

Povrsina analit/interni standard

0,00 20,00 40,00 0,00 . 80,00 100,00
Koncentracija (ug*kg‘lﬁkruha)
Slika 19. Bazdarni dijagram za 2-metil butanska kiselina

Kona¢ni cilj ovog istrazivanja bio je u uzorcima kore i kruha odrediti koncentracije 17
razli¢itih aromatskih spojeva nositelja arome kruha/kore te utvrditi prekursore ¢iji dodatak

najznacajnije utjece na poboljSanje arome bezglutenskog kruha.

Na Slikama od 20. do 36. prikazane su koncentracije svih analiziranih spojeva za sve uzorke
kruha.
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Slika 20. Koncentracija 2-etilpirazina u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 21. Koncentracija okt-1-en-3-ola u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 22. Koncentracija furan-2-karbaldehida u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 23. Koncentracija 1-(furan-2-il) etanona u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 24. Koncentracija benzaldehida u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 25. Koncentracija (E)-non-2-eala u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 26. Koncentracija 2-fenilacetaldehida u uzorcima cijelog kruha i kore kruha

mPRO

® PRO+GLU

= PRO+FRU

mE

= KT

m KT+E

= KT+ARG

» KT+E+ARG
KT+PRO+FRU

m KT+E+ARG+PRO+FRU

Slika 27. Koncentracija 2,3,5-trimetilpirazina u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 28. Koncentracija furan-2-ilmetanola u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 29. Koncentracija (2E,4E)-deka-2,4-dienala u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 30. Koncentracija 2,5-dimetilpirazina u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 31. Koncentracija butan-2,3-diona u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 32. Koncentracija 3-metilbutan-1-ola u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 33. Koncentracija 2-metilpirazina u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 34. Koncentracija 3-metilbutanala u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 35. Koncentracija 2-metilbutanske kiseline u uzorcima cijelog kruha i kore kruha
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Slika 36. Koncentracija 1-1H-pirol-2-il etanona u uzorcima cijelog kruha i kore kruha

Koncentracija 1-(1H-pirol-2-il) etanona najvisa je u uzorku KT+E+ARG+PRO+FRU
za uzorke cijelog kruha i iznosi 1,034 pg*kg™. Ovaj spoj doprinosi orasastoj, ,,prepeenoj

aromi kruha.

Osim ovog spoja, prema literaturi (Cho i Peterson, 2010), spojevi koji najznacajnije doprinose
aromi kruha jesu (E)-nonenal (travnati, zeleni miris), (2E,4E)-deka-2,4-dienal (voskasti miris),
butan-2,3-dion (diacetil) (zeleni, masni miris), okt-1-en-3-ol (slatkasti miris) i 2-
fenilacetaldehid (zeleni, metalni miris).

Najvece koncentracije (E)-nonenala i (2E,4E)-deka-2,4-dienala bile su, takoder, u uzorku
KT+E+ARG+PRO+FRU i iznosile su 0,125 pg*kg™ za (E)-nonenal i 1,937 ug*kg™ za (E,E)-
2,4-dekadienala, dok je koncentracija okt-1-en-3-ola najvisa bila u uzorku KT (1,112 pg*kg?)
a odmah zatim u uzorku KT+E+ARG+PRO+FRU gdje je koncentracija ovog spoja bila 0,230
ng*kg™.

Koncentracije butan-2,3-diona i 2-fenilacetaldehida najvise su bile u uzorku KT+E.
Koncentracija butan-2.3-diona u uzorku KT+E iznosila je 6,608 pg*kg? a u uzorku
KT+E+ARG+PRO+FRU 5,193 pg*kg™. U uzorku KT+E kvantificiran je i 2-fenilacetaldehid

¢ija je koncentracija iznosila 1,039 pg*kg! $to je dvostruko vise nego u uzorku

KT+E+ARG+PRO+FRU.

Dominantni spoj za sve uzorke kruha jest furan-2-ilmetanol koji nastaje u Maillardovim
reakcijama, a kojeg karakterizira miris poput karamele. Njegov raspon koncentracije iznosio je
od 23,606 pg*kg™ u uzorku PRO+GLU do 156,343 ng*kg™* u uzorku KT+E+ARG+PRO+FRU.
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U istrazivanju koje su proveli Pacynski i sur. (2015) koncentracija ovog spoja u uzorku
bezglutenskog kruha s dodatkom prolina i glukoze iznosila je 25,54 pg*kg™. Rezultati
navedenog istrazivanja su sli¢ni rezultatima dobivenim tijekom ovog istrazivanja za iste dodane
prekursore. Dodatkom kiselog tijesta, enzima, arginina i zamjenom glukoze fruktozom

znacajno je povecana koncentracija ovog spoja (gotovo 6 puta).

U ovom istrazivanju posebno je analizirana kora kruha. U prethodnim istrazivanjima utvrdeno
je da je aromatski sastav kore kruha od rizinog brasna mnogo kompleksniji od aromatskog

sastava kore pSeni¢nog kruha (Pacynski i sur., 2015).

Najznacajniji spojevi za aromu kore kruha od rizinog brasna, s obzirom na faktor razrjedenja
aromatskog spoja (FD - Flavor dilution) prema istrazivanju koje su proveli Schieberle i Gorsch
(1991,1994) su 3-metilbutanal, (E)-non-2-enal, butan-2,3-dion, okt-1-en-3-ol koji doprinose
sladnoj, zelenoj, slatkoj i krumpirastoj aromi.

3-metilbutanal, karakteristi¢ni spoj arome kore kruha od rizinog brasna (Cho i Peterson, 2010)
identificiran je 1 u uzorcima kore tijekom ovog istrazivanja. Ovaj spoj nastaje u Maillardovim
reakcijama a karakterizira ga miris nalik na jabuku. NajviSa koncentracija ovog spoja je u
uzorku KT+E i iznosi 22,063 pg*kg™ sto je zna¢ajno manje u odnosu na koncentracije ovog
spoja u uzorcima bezglutenskog kruha analiziranom u istrazivanju Pacynskog i sur. (2015) gdje
je raspon koncentracija ovog spoja bio od 241,18 ug*kg™ za uzorak kore bezglutenskog kruha

bez dodatka prekursora odnosno 426,00 ng*kg™ uzorak kore bezglutenskog kruha s dodatkom

prolina i glukoze. Uzrok odstupanja rezultata mozda potic¢e od dodatka enzima ili brasna Zutog

graska.

Koncentracija (E)-non-2-enalala, spoja koji je nositelj zelene arome, u kori najvisa je bila u
uzorku KT+E+ARG+PRO+FRU i iznosila je 0,161 pg*kg™. U istrazivanju koje su proveli
Pacynski i sur. (2015) koncentracija (E)-non-2-enala bila je znacajno veca kako u uzorku
bezglutenskog kruha bez dodatka tako i u uzorcima bezglutenskog kruha s dodatkom

prekursora.

Benzaldehid i 3-metilbutan-1-ol, spojevi koji nastaju tijekom procesa fermentacije u enzimskim
reakcijama (Frasse i sur., 1992; Grosch i Schieberle, 1997; Hansen i Hansen, 1996; Hansen i
Schieberle, 2005; Mildner-Szkudalrz i sur., 2011), identificirani su u svim uzorcima kore

analiziranim tijekom ovog istrazivanja.

Raspon koncentracija 3-metilbutan-1-ola u istrazivanju Pacynskog i sur. (2015) u uzorcima

bezglutenskog kruha bez dodatka i s dodatkom prekursora iznosio je od 2,17 do 4,24 ug*kg™
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dok je u ovom istrazivanju raspon koncentracija ovog spoja iznosio od 4,090 pg*kg? za uzorak
PRO do 10,003 pug*kg? za uzorak KT+E $to pokazuje da dodatak enzima i kiselog tijesta
znacajno utjeCe na povecanje koncentracije ovog spoja Sto je povezivo s Cinjenicom da isti
nastaje u enzimskim reakcijama tijekom fermentacije. 3-metilbutan-1-ol je nositelj arome na

kakao, slad i sl.

Koncentracija benzaldehida, spoja odgovornog za aromu poput gorkog badema, Secera, slada,
najvisa je bila u uzorku KT+E+ARG+PRO+FRU i iznosila je 1,217 pg*kg™. U istrazivanju
Pacynskog i sur. (2015) ovaj spoj nije detektiran ili je detektiran u tragovima u svim
analiziranim uzorcima kore bezglutenskog kruha, Sto pokazuje da dodatak ciljanih prekursora

dovodi do nastanka ovog spoja poZeljne arome.

Najvise koncentracije za sve uzorke imao je spoj furan-2il metanol nositelj arome nalik na
karamelu i ,,kuhano*. Raspon koncentracija bio je od 21,655 ng*kg za uzorak PRO do 156,206
ug*kg?. Koncentracija ovog spoja u istrazivanju Pacynskog i sur. (2015) u uzorku kore
bezglutenskog kruha s dodatkom prolina i glukoze iznosila je 25,54 ng*kg™ sto je usporedivo
s koncentracijom istog spoja u uzorku kore bezglutenskog kruha s istim dodanim prekursorima
analizirane tijekom ovog istrazivanja koja je iznosila 22,273 ug*kg™. Ovi rezultati ukazuju na
to da dodatak kiselog tijesta, enzima i1 arginina znacajno utjecu na povecanje koncentracije ovog

spoja u uzorcima kore bezglutenskog kruha, §to doprinosi poboljSanju arome istog.

4.4. Rezultati statisti¢ke analize glavnih komponenti

Kako bi se dobio bolji uvid u povezanost koncentracije pojedinih spojeva s razlikama medu
analiziranim uzorcima provedena je analiza glavnih komponenti (Principal Component
Analysis, PCA).

Prve dvije glavne komponente sa svojstvenim (‘eigen’) vrijednostima 11,33 i 2,49 objasnjavaju
81,3 % ukupne varijance. Na slikama 37. i 38. prikazani su rezultati PCA analize za prve dvije

glavne komponente za analizirane uzorke cijelog kruha.
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Slika 37. Faktorsko opterecenje (‘loadings’) na prve dvije glavne komponente izracunato
analizom glavnim komponenti za spojeve u uzorcima cijelih kruhova
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Slika 38. Vrijednosti prve dvije komponente u faktorskim bodovima ('scores’) izracunato

analizom glavnim komponenti za uzorke cijelih kruhova

Komponenta 1, objasnjavajuci oko 67 % varijance za analizirane spojeve arome u kruhu, u
negativnoj je korelaciji s 1-1h-pirol-2il etanonom (-0,967), 2,3,5-trimetilpirazinom (-0,930), 3-
metilbutan-1-olom (-0,930), 2,5-dimetilpirazin (-0,914), furan-2-karbaldehidom (-0,905), 2-
metilpirazinom (-0,904), 1-(furan-2-il) etanonom (-0,887), 3-metilbutanalom (-0,875), furan-2-
ilmetanolom (-0,869), 2-metilbutanskom kiselinom (-0,862), 2-fenilacetaldehidom (-0,831), 2-
etilpirazinom (-0,814), (E)-non-2-enalom (-0,813) i benzaldehidom (-0,770).

Komponenta 2 objasnjava oko 15 % varijance za analizirane spojeve arome u kruhu. Spoj okt-
1-en-2-ol u pozitivnoj je korelaciji s komponentom 2 (0,946) dok je spoj butan-2,3-dion u

negativnoj korelaciji s ovom komponentom (-0,731).

Sa slike 38 vidljivo je da su uzorci kruha PRO, PRO+GLU i PRO+FRU u pozitivnoj korelaciji
s komponentom 1 dok su u negativnoj korelaciji s komponentom 2. Odnosno, ovi uzorci kruha

imaju slican profil analiziranih spojeva arome iz ¢ega se zakljucuje da dodatak prolina u
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kombinaciji sa SeCerima u odnosu na dodatak samo prolina ne mijenja znacajno profil

analiziranih spojeva arome.

Takoder vidljivo je uzorak KT u pozitivnoj korelaciji s obje komponente iz ¢ega proizlazi da

se razlikuje s obzirom na profil aromatskih spojeva od svih drugih analiziranih uzoraka.

Najznacajniju negativnu korelaciju analiziranih spojeva arome povezanih s komponentom 1
ima uzorak KT+E Kkoji je u pozitivnoj korelaciji s komponentom 2, zatim uzorak
KT+E+ARG+PRO+FRU koji je u istim odnosima s komponentama 1 i 2, §to znaci da ih

karakterizira najviSe izraZen profil arome.

Prema Slici 38 vidljivo je da uzorci E, KT+PRO+FRU i KT+E+ARG imaju sli¢ne koncentracije

proteaze direktno u krusno tijesto s obzirom da se postize slican profil aromatskih spojeva, a
proces proizvodnje kruha bez dodatka kiselog tijesta je jednostavniji i znatno kraci.

Na Slikama 39. i 40. prikazani su rezultati PCA analize za analizirane uzorke kore.
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Slika 39. Faktorsko opterecenje ('loadings') na prve dvije glavne komponente izracunato

analizom glavnim komponenti za spojeve u uzorcima kore kruhova
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Slika 40. Vrijednosti prve dvije komponente u faktorskim bodovima ('scores') izracunato

analizom glavnim komponenti za uzorke kore

Prikazani rezultati dobiveni su za prve dvije glavne komponente sa svojstvenim (‘eigen')

vrijednostima 11,53 i 2,86 koje objasnjavaju 84,6 % ukupne varijance.

Komponenta 1, koja objasnjava oko 68 % varijance, U negativnoj je korelaciji s gotovo svim
analiziranim spojevima u kori: 2,5-dimetilpirazinom (-0,959), furan-2-ilmetanolom (-0,956), 2-
etilpirazinom (-0,942), 1-1h-pirol-2il etanonom (-0,940), 2-metilpirazinom, (-0,925), 1-(furan-
2)-il etanonom (-0,921), furan-2-karbaldehidom (-0,911), benzaldehidom (-0,901), 2-
metilbutanskom kiselinom (-0,899), 3-metilbutanalom (-0,884), (E)-non-2-enalom (-0,882),
2,3,5-trimetilpirazinom (-0,882), fenilacetaldehidom (-0,775), 3-metilbutan-1-olom (-0,716).

Komponenta 2, objasnjava oko 17 % varijance u pozitivnoj je korelaciji s butan-2,3 dionom
(0,957), a u negativnoj korelaciji s okt-1-en-3-olom (-0,981).

Na Slici 38. vidljivo je da su uzorci kore kruhova PRO, PRO+GLU i PRO+FRU grupirani

zajedno $to pokazuje da je profil analiziranih spojeva u ovim trima uzorcima sli¢an. Odnosno,
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dodatak Secera i prolina u kombinaciji u odnosu na dodatak samo prolina ne utjece na znacajnu
razliku profila analiziranih spojeva u kori kruha. Takoder, s obzirom na poloZaj ovih uzoraka
na Slici 38. vidljivo je da dodatak prolina, bez i uz dodatak glukoze i fruktoze u najmanjoj mjeri

poboljsava profil spojeva arome u kori.

S druge strane, uzorci kore kruhova KT+E+ARG, KT+E i KT+E+ARG+PRO+FRU najvise
koreliraju s analiziranim spojevima arome. Uzorak KT+E+ARG+PRO+FRU ima najizrazeniji
profil spojeva arome, no rezultati ukazuju da se dodatkom kiselog tijesta i enzima proteaze, bez

1 s dodatkom arginina moZe posti¢i slican aromatski profil.

Uzorci E, KT+ARG i KT+PRO+FRU imaju slican profil analiziranih spojeva aroma kore.
Zanimljivo je da se dodatkom samo enzima u zamjes za krusno tijesto bez dodatka kiselog

tijesta postize slican profil spojeva arome u kori, kao i u cijelom kruhu.
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5. ZAKLJUCCI

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti koncentracije karakteristicnih hlapljivih spojeva,

nositelja arome kruha te na temelju koncentracija karakteristi¢nih spojeva odrediti prekursore

koji najvise utjecu na poboljsanje arome kore/kruha bezglutenskog kruha s dodatkom brasna

zutog graSka.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1.

Uspjesno je odredena koncentracija svih 17 ciljanih spojeva odgovornih za aromu
kore/cijelog kruha metodom GC/MS.

Dodatak prekursora u manjoj ili ve€oj mjeri utjece pozitivno na aromu kruha, dok nije
imao utjecaj na pH vrijednost i ukupnu kiselost.

Najvece koncentracije karakteristi¢nih spojeva odgovornih za aromu cijelog kruha
odredene su u uzorku u koji je dodano kiselo tijesto i enzim proteaza.

Najvece koncentracije karakteristi¢nih spojeva odgovornih za aromu kore odredene su
u uzorku bezglutenskog kruha u koji je dodano kiselo tijesto, enzimi, arginin, prolin i
fruktoza.

Sa stajalista senzorske prihvatljivosti bezglutenskih kruhova vaznija je aroma kore te je
prema tome najbolji profil arome postignut dodatkom kiselog tijesta, enzima, arginina,
prolina i fruktoze. S ekonomskog stajalista se moze zakljuciti da se slican profil arome
bezglutenskog kruha postiZze samo s dodatkom kiselog tijesta i enzima proteaze.
Dodatak enzima proteaze u krusno tijesto ima gotovo isti utjecaj na profil analiziranih
spojeva, kao i dodatak kiselog tijesta i arginina, odnosno kiselog tijesta, prolina i
fruktoze. S ekonomskog stajaliSta, s obzirom na jednostavniji 1 brzi proces, opcija

dodatka enzima bio bi moguc¢i izbor za poboljsanje profila arome bezglutenskog kruha.

Daljnja istrazivanja mogla bi biti usmjerena na utvrdivanje optimalnog udjela, kako

prekursora, tako Kkiselog tijesta i njihovog utjecaja na profil arome bezglutenskog kruha.
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