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1. UVOD

Kruh i pekarski proizvodi diljem svijeta konzumiraju se kao glavni dio ljudske prehrane
zbog visokog omjera energetske vrijednosti i cijene, ali i vaznih nutritivnih sastojaka. PSenica,
odnosno pSeni¢no brasno sirovina je za proizvodnju kruha i pekarskih proizvoda poput
tjestenine, keksa, snack-proizvoda, torti, kolaca te Zitarica za dorucak (Skrbié i Filipéev, 2008;
Demir i Elgun, 2013). Poznata kao vodeca svjetska Zitarica za ljudsku prehranu te zivotinjsku
ishranu, zrno pSenice (Triticum aestivum) sastoji se od 3 glavne komponente: endosperma, klice
I posija. Endosperm bogat skrobom se melje u brasno, dok su klica i posije nusproizvodi

razli¢ite namjene (Onipe i sur., 2015).

Zbog visokog udjela prehrambenih vlakana, pSeni¢ne posije mogu posluziti kao njihov
izvor. U zapadnoj populaciji se opcenito konzumira manje prehrambenih vlakana od
preporuc¢enih doza pa se u novije vrijeme nastoji integrirati ih u hranu koja se svakodnevno
konzumira (Stevenson i sur., 2012). Studije su pokazale kako konzumacija pSeni¢nih posija
potencijalno moze prevenirati pretilost, pomo¢i regulaciji Secera u krvi, smanjiti rizik razvoja

raka debelog crijeva i kardiovaskularnih bolesti (Fardet, 2010; Stevenson i sur., 2012).

No dodatak posija u mlinske i pekarske proizvode predstavlja izazov zbog njihove
podloznosti kvarenju i nepozeljnog utjecaja na senzorska i fizikalna svojstva kvalitete gotovog
proizvoda. Stoga, maksimalni udio dodanih pSeni¢nih posija ne bi trebao pre¢i 20 % u cilju
o¢uvanja pozeljnih senzorskih svojstava proizvoda (Wang i sur., 2002; Peressini i Sensidoni,
2009; Lebesi i Tzia, 2011; Laddomada i sur., 2015; Pasqualone i sur., 2015). Zbog svoje
nestabilnosti i kratkog roka trajanja, u literaturi se mogu pronaci razne studije utjecaja razli¢itih
procesa stabilizacije pSeni¢nih posija i klice poput tretiranja antioksidansima, mikrovalovima,
infracrvenim zagrijavanjem, autoklaviranjem, zagrijavanjem pecenjem ili prZzenjem S ciljem

uporabe za industrijsku proizvodnju (Srivastava i sur., 2007; Demir i Elgin, 2013).

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta na enzimsku aktivnost i
tehnoloSka svojstva pSeni¢nih posija. Odredit ¢e se svojstva pSeni¢nih posija (veli¢ina Cestica,
udio vode i vlakana), aktivnost polifenol oksidaze, peroksidaze i lipaze, utjecaj dodatka posija
(20 %) u brasno na svojstva agregacije glutena i Zelatinizacije Skroba, fizikalna svojstva tijesta

i kruha iz odgodene fermentacije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PSENICNE POSIJE

Procesom mljevenja zrna pSenice u brasno, kao nusproizvod dobivaju se pSenicne posije.
Posije se uglavnom koriste kao sto¢na hrana ili za proizvodnju goriva, a svega 10 % od ukupno
proizvedenih posija se koristi za proizvodnju hrane, prvenstveno integralnih proizvoda od
zitarica. No, pSeniéne posije su jestive i hranjive, jer sadrze brojne vrijedne hranjive i bioaktivne

tvari.

PSeni¢ne posije smatraju se funkcionalnim sastojkom u proizvodnji zdravije hrane jer se
sastoje od prehrambenih vlakana (arabinoksilani, lignin, celuloza, galaktan, fruktan), vitamina,
minerala te bioaktivnih tvari (ferulinska kiselina, flavonoidi, karotenoidi, alkilrezorcinol,
lignani i steroli, betain i kolin) (Apprich i sur., 2013; Andersson i sur., 2014; De Brier i sur.,
2014; Onipe i sur., 2015). Od vitamina, najprisutniji su vitamini B kompleksa (tiamina,
riboflavina, niacina, pantotenske kiseline, piridoksina, biotina i folata), oko 30 mg/100 g.
Najzastupljenije mineralne tvari su zeljezo, cink, mangan, magnezij te fosfor. Veéina fosfora
(oko 80%) nalazi se u obliku fitata koji tvore komplekse s ostalim mineralima ¢ime se smanjuje
biodostupnost tih minerala. Sekundarni metaboliti biljaka su fenolne kiseline, antioksidansi koji
imaju povoljan utjecaj na zdravlje covjeka poput prevencije bolesti krvozZilnog te
gastrointestinalnog sustava. Fenolne kiseline najceS¢e su kovalentno vezane na polimere

stani¢nih stijenki (Adom i sur., 2005; Laddomada i sur., 2015).

Zbog povoljnog utjecaja na zdravlje, raste potraznja za namirnicama koje ih sadrze, dok je
EFSA (eng. European Food Safety Authority; hrv. Europska agencija za sigurnost hrane)
odobrila dvije zdravstvene tvrdnje vezane za prehrambena vlakna: doprinose povecanju fekalne
mase (povecavaju peristaltiku crijeva) te ubrzavaju prolaz nutrijenata probavnim sustavom
(European Union, 2011). Osim $to su izvrstan izvor vlakana, posije su i jeftin izvor
prehrambenih vlakana koja povezuju sa zdravljem probavnog sustava te kao potencijalna
prevencija raka crijeva, a procjenjuje se kako je godi$nja proizvodnja za ljudsku potrosnju oko

90 milijuna tona (Onipe i sur., 2015).

Posije sadrze znacajnu koli¢inu visokovrijednih proteina (14-19 g/100 g), a njihova
koli¢ina ovisi o sorti i uvjetima uzgoja pSenice (Shewry i sur., 2009). Proteini aleuronskog sloja

(86 %) visoko su probavljivi. Najvec¢im dijelom su skladisni globulini, molekulske mase manje
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od 30 kDa 1 sadrze viSe lizina, asparagina i glutamina od proteina glutena. Posije sadrze i
znacajnu koli¢inu slobodnih aminokiselina sa sumporom (0,6 %), metionina i cisteina (Fardet,
2010) koji su prekursori nastanka glutationa, unutarstani¢nog antioksidansa, koji doprinosi

oksidativnom statusu stanica.

Osim za ekstrakciju vlakana i bioaktivnih tvari, Laddomada i suradnici (2015) isti¢u kako
se pSenicne posije koriste i za ekstrakciju prisutnog ulja koje je bogato polinezasi¢enim masnim
kiselinama, vitaminom E, karotenoidima te kvinonima (Eisenmenger i Dunford, 2008; Durante
i sur., 2012a), a ti sastojci se kasnije koriste u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj
industriji (Kwon i sur., 2010; Durante i sur., 2012a) gdje se mikroinkapsulacija pokazala kao
najbolja metoda stabilizacije proizvoda s kratkim rokom trajanja (Bhandari i sur., 1999; Durante
i sur., 2012b).

PSeni¢nim posijama se, kao povoljnim izvorom vlakana i drugih bioaktivnih tvari, mogu
obogacivati pekarski, ali i ostali proizvodi, iako je njihova glavna karakteristika nepovoljan
utjecaj na tehnoloska i senzorska svojstva proizvoda. Kod kruha bi to znacilo proizvod manje
kvalitete neprivla¢an kupcu, odnosno bilo bi potrebno upotrijebiti razne poboljsivace koji bi
poskupili proizvodnju i dodatno smanjili prihvatljivost kod potrosaca (Albers i sur., 2009;
Hemdane i sur., 2016; Jacobs i sur., 2018).

2.1.1. Trajnost posija i metode stabilizacije

PSeni¢na klica sadrzi polinezasi¢ene masne kiseline (Rizzelo i sur., 2010) te endogene
enzime, poput lipaze i lipooksigenaze, koji uzrokuju kvarenje, a inaktivacijom enzima bi se rok

trajnosti mogao produziti (Tolouie i sur., 2018).

Stabilizaciju posija moguce je provesti klasicnom primjenom topline, primjerice za lipaze
1 reducirajuée tvari grijanjem u susnici ili autoklaviranjem (Kock i sur., 1999), a za potpunu
inaktivaciju lipaze prZenje u cirkulacijskoj pec¢nici (Lei 1 sur., 2017), dok je za smanjenje
aktivacije pogodan mikrovalni tretman (Nandeesh i sur., 2011); peroksidaza se uspjesno

inaktivira parenjem posija pregrijanom odvlazenom parom (Zhang i sur., 2018).



2.1.2. Tehnoloska i senzorska svojstva posija

Posije se najcesce koriste u obliku integralnih brasna ili za obogacivanje raznih proizvoda
od zitarica: pekarskih proizvoda, keksa, kolaca, zitarica za dorucak, snack proizvoda, djecje
hrane, tjestenine i drugih prehrambenih proizvoda. Parametri tehnoloskih svojstava pekarskih
proizvoda ugrubo se mogu podijeliti na vanjske i unutarnje. Vanjski se smatraju masa tijesta,
volumen, specifi¢ni volumen, boja kore; dok su unutarnji boja i tvrdoca sredine kruha (Demir

i Elgin, 2013).

Almeida i sur. (2013) dokazali su kako se povecanjem udjela dodanih pSeni¢nih posija u
zamjes smanjuje specifiéni volumen kruha. PSeni¢ne posije 1 klica sadrZe visoki udio proteina
glutationa koji je reducirajuca tvar i stvara disulfidne veze s glutenskom mrezom ¢ime uzrokuje
smanjenje volumena pekarskog proizvoda. Visoka temperatura inaktivira proteoliticke enzime,

ali i glutation, ¢ime jaca glutenska mreza (Demir i Elgun, 2013).

Arabinoksilani, kao bioaktivne komponente i neskrobni polisaharidi posija, vodikovim
vezama vezu slobodnu vodu ¢ime se smanjuje dostupna voda za stvaranje glutenske mreze,
odnosno produzuje se vrijeme stvaranja mreze te se smanjuje stabilnost tijesta. Takoder se
smanjuju elasti¢nost 1 sposobnost tijesta da zadrzi plinove nastale fermentacijom $to uzrokuje
manji volumen pekarskog proizvoda (slika 1) (Serna-Saldivar, 2010; Onipe i sur., 2015).
Smatra se 1 kako veli¢ina Cestica posija utjeCe na fizikalna svojstva proizvoda, odnosno kako
smanjenjem veli¢ine Cestica pada i negativni utjecaj na svojstva proizvoda. Toplinskom
obradom posija mogu se inaktivirati termolabilni endogeni enzimi brasna, te potencijalno

poboljsati njihova tehnoloska svojstva.

U klici se nalazi najveci udio a-amilaze i polifenol oksidaze, dok je R-amilaza ravnomjerno
rasporedena u posijama i endospermu zrna (Hidalgo i sur., 2013). Primjena topline, poput
parenja posija pregrijanom odvlazenom parom, inaktivira a-amilazu i endoksilanaze (Zhang i
sur., 2018). Kako polifenol oksidaza narusava nutritivna i senzorska svojstva prehrambenih
proizvoda (negativni utjecaj na okus, teksturu i boju proizvoda poput rezanaca i kruha od
integralnog brasna), pozeljno je inhibirati njenu aktivnost (Anderson i Morris, 2001; Niu i sur.,
2014). Obradom posija uspjesno se moze smanjiti aktivnost polifenol oksidaze, amilolitickih i
proteoliti¢kih enzima, (Dornez i sur., 2008; De Brier i sur., 2015) koji utjecu na tehnoloska
svojstva brasna s posijama. lako su Niu i sur. (2014) uspjesno dokazali inaktivaciju polifenol

oksidaze u pSeni¢nim posijama tretiranjem ultrazvukom visokog intenziteta uz dodatak



askorbinske kiseline i glutationa, Cukelj Musta¢ i sur. (2019) su dokazali kako kod posija prosa
tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta aktivnost polifenol oksidaze raste Sto ukazuje na to

da utjecaj tretmana ovisi o proizvodu koji se tretira.

Slika 1. Zamjena bijelog pSeni¢nog brasna odredenim udjelom pSeni¢nih posija (Hemdane i
sur., 2016).

2.2. ULTRAZVUK VISOKOG INTENZITETA

Valovi s frekvencijom ve¢om od 16 000 Hz nazivaju se ultrazvucni valovi te se nalaze
iznad gornjeg praga osjetljivosti ljudskog sluha (slika 2). Frekvencije valova dijele se u dva
podrucja, odnosno podrucje niskog i podrucje visokog intenziteta. Karakteristike ultrazvuka
niskog intenziteta su snaga manja od 1 W cm2, frekvencija 5-10 MHz te se koristi za analiticke
svrhe (odredivanje sastava, strukture ili viskoznosti hrane) zbog toga Sto ne dolazi do fizickog
ostecenja materijala. Suprotno njemu, ultrazvuk visokog intenziteta ima snagu izmedu 101 1000
W cm?, frekvencija mu je 2,5-5 MHz te se koristi za razli¢ite procese prerade hrane jer izaziva

fizicka oSte¢enja materijala (Lelas, 2006).



Infrazvuk Zvuk Ultrazvuk

Y

- ——— -

0 10 102 10° 108 10° 106 107
) O | ] SR ol (B it
[ // \l
/ ‘\_
¥ v N
Péela  Srednji C Komarac Skakavac Sismis
150 Hz 256 Hz 1500 Hz 7 kHz 70 kHz
Ljudski sluh  Ultrazvuk visoke Veci Visoka frekvencija
snage raspon
16 Hz-16 kHz 20-100 kHz 100 kHz - 2 N[ Hz 2 MHz- 10 MNHz
ciscenje sonokemija medicinska dijagnostika
zavarivanje plastike kemijske analize
sonokemija

Slika 2. Podjela frekvencija valova zvuka (Mason, 1998 prema Rezek Jambrak i sur., 2010).

2.2.1. Mehanizam djelovanja

Lelas (2006) opisuje kako ultrazvucni valovi izazivaju kompresiju ili smicanje valova u
namirnici kroz koju putuju, ali i u mediju kroz koji se Sire zbog ¢ega dolazi do promjena u
temperaturi i tlaku. Te promjene dovode do kavitacije, odnosno stvaranja kavitacijskih
mjehuric¢a (slika 3) koji induciraju nastanak slobodnih radikala, oste¢enja stani¢énih membrana,
a samim time i kemijske reakcije. Ovisno o zeljenom cilju u proizvodnji, ultrazvuk doprinosi
ubrzavanju kemijskih reakcija, olakSavanju ekstrakcije, homogenizacije i emulgiranja,
ubrzavanju suSenja i kristalizacije te inaktivaciji enzima (ovisno o gradi, moze do¢i i do
povecanja aktivnosti enzima) te unistavanju mikroorganizama. Princip djelovanja temelji se na
tome da se u kratkom vremenu (mikrosekunde) postizu visoki tlak (do 50 MPa) i visoka
temperatura (oko 5000 °C) sto utjeCe na obliznje molekule: mijenja im strukturnu gradu ili

ubrzava proces izmjene mase (Leighton, 1998).
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Slika 3. Stabilna i prijelazna kavitacija (Kuijpers, 2002 prema Herceg i sur., 2009).

2.2.2. Primjena ultrazvuka u prehrambenoj industriji i preradi zitarica

Ultrazvuk visokog intenziteta ima potencijalnu primjeru u razli¢itim procesima jer skracuje
vrijeme 1 povecava ucinkovitost procesa, tro§i malo energije te nema loSeg utjecaja na okoli§

(Zhu, 2015; Falsafi i sur., 2019).

U prehrambenoj industriji primjena ultrazvu¢nih procesa pozitivno utjece na okoli§ time
Sto reducira uporabu kemijskih otapala, smanjuje potrebno vrijeme ekstrakcije, povecava
iskoristivost procesa te poboljsava kvalitetu proizvoda (Wang i Weller, 2008; Laddomada i sur.,
2015). Prema Awad i sur. (2012), za poboljsanje prehrambene tehnologije, ultrazvuk se koristi
kao alternativa za procese otpjenjavanja, smrzavanja, emulgiranja, ekstrakcije, suSenja i
hidratacije (Miano i sur., 2017).

Ultrazvuk visokog intenziteta pri pranju zrna prije mljevenja uspjesno je primijenjen u
svrhu reduciranja fitata u pSeni¢nim posijama putem uklanjanja aleuronskog sloja (Guo 1 sur.,
2015). U procesu mokrog mljevenja zrna kukuruza, tretman ultrazvukom smanjuje vrijeme
hidratacije zrna za 35%, a svojstva Skroba ostaju nepromijenjena (Miano i1 sur., 2017).

Smanjenjem vremena procesa ostvaruje se velika uSteda na financijskim troskovima.



Laddomada i sur. (2015) ukazuju na moguénost ekstrakcije fenolnih kiselina iz pseni¢nih
posija pomoc¢u ultrazvu¢nih procesa koje se onda kao takve mogu koristiti u pekarskim
proizvodima ili kao sirovina u proizvodnji tjestenine (Wang i Weller, 2006; Wang i sur., 2008;
Pasqualone i sur., 2015). Za ekstrakciju fenolnih spojeva uz pomo¢ ultrazvuka nije potrebna
prethodna kemijska hidroliza uzorka jer se ekstrakcija bazira na kavitacijskim mjehuri¢ima u
otapalu koji pospjeSuju izdvajanje fenola. Time je smanjen i1 negativni utjecaj kemikalija na
okoli§ (Wang 1 sur., 2008). Niu i sur. (2014) uspjesno su dokazali inaktivaciju polifenol

oksidaze tretmanom ultrazvuka uz uporabu antioksidansa (askorbinske kiseline i glutationa).

Izolati proteina pSenice i soje imaju emulgirajuca svojstva te vrlo malu topljivost, a tretman
ultrazvuka poboljSava ta svojstva i njihovu stabilnost §to je pozeljno za neke proizvode
(O'Sullivan i sur., 2016). Kao predtretman, ultrazvuk je pogodan u proizvodnji glutena iz
pSenice jer poboljSava proces ekstrakcije, a dobiveni gluten moze se koristiti kao funkcionalni

dodatak u hrani (Qin i sur., 2017).

Ultrazvuk je moguée primijeniti i u ekstrakciji hemiceluloze iz pSeni¢ne slame ¢ime se
povecéava prinos procesa, a izolirana hemiceluloza ima malo manju molekulsku masu, vezane
lignine te je termostabilnija od one klasi¢no izolirane. Glavna struktura hemiceluloze nije
znatno promijenjena ¢ime je ultrazvuk pogodan za ekstrakciju (Sun i sur., 2002). PSeni¢na
pljeva sadrzi visoki udio ksilooligosaharida koji imaju antioksidacijska i prebioticka svojstva,
a predtretman ultrazvukom u procesu ekstrakcije moze posluziti kao zamjena za enzimsku
hidrolizu te time smanjuje uporabu kemijskih sredstava koja imaju negativan utjecaj na okolis

(Antov i Pordevi¢, 2017).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Za provedbu ovog istrazivanja koriStene su pSeni¢ne posije proizvodaca Farina (Granolio
d.d., Hrvatska) te bijelo pseni¢no brasno T-500 (Mlin Kati¢ d.o.o., Slovenija). Kemijski sastav
pSeniénih posija (Antoli¢, 2017) te specifikacije brasna (Mutak, 2018) ve¢ su prethodno
istraZzeni i definirani. U ovom radu su koriSteni nativni uzorak dobiven iz industrijskog mlina te
uzorak usitnjen na ultra-centrifugalnom mlinu ZM 200 (Retsch) sa sitom veli¢ine otvora 200
um. U svim smjesama brasna i pSeni¢nih posija primijenio se omjer 80:20 u korist brasna,

uzevsi u obzir udio vlage u uzorcima.

Opcenito za tretman ultrazvukom visokog intenziteta koriStena je skracenica UVI. Za
netretirane uzorke Koristila se oznaka NATIVNE, za one grijane istom kinetikom rasta
temperature kao i kod ultrazvuka, koristila se oznaka GRIJANO, a za one hladene tijekom

tretmana ultrazvuka koristila se kratica UVI + LED.

Reagensi:

1) 95 %-tni etanol (Kefo, Hrvatska)
2) 78 %-tni (v/v) etanol
3) Aceton, pro analysi (Gram-mol, Hrvatska)
4) Enzimi (Megazyme International, Irska):
e pankreasna a-amilaza (E-BLAAM); 3000 Ceralpha Units mI*
e proteaza (E-BSPRT); 50 mg ml™; 350 Tyrosine Units ml*
e amiloglukozidaza (E-AMGDF); 200 pNP p-maltoside Units ml™ (ili 3,300 Units mIt)
5) Destilirana voda
6) Celit (filtracijsko sredstvo, dijatomejska zemlja) (Megazyme, Irska)
7) 50 mM otopina natrij-maleatnog pufera; pH 6,0 s 2 mM CaCl;
8) Smole za deionizaciju: Amberlite 200H+ i FPA53 (Rohm and Haas, Francuska)
9) Trizma Base (Sigma cat. no. T-1503); 0,75 M
10) 2 M otopina octene kiseline, (Priprema: iz ledene octene kiseline, 99,5 %, Macron)
11) D-sorbitol (interni standard), Megazyme kit
12) 40% NaOH (T.T.T. d.o.0., Hrvatska)
13) 5 %-tna (m/v) otopina NaOH



14) 6,0 M otopina NaOH

15) 0,05 M otopina NaOH

16) Otopina MES-TRIS pufera - svaki 0,05 M; pH 8,2 pri 24 °C

17) 37 %-tna otopina HCI (Panreac Quimica SLU, Spanjolska)

18) 0,561 M otopina HCI

19) 5 %-tna otopina HCI

20) Otopina za pranje filter lonci¢a, Labex

21) Reagensi za odredivanje SDFS — mobilna faza

22) Konc. H2SOq4, (Carlo Erba Reagents, Francuska)

23) 4% H3BO3 (Gram-mol, Hrvatska)

24) Katalizator: Kjeldahl-ove tablete (bez zive i selena) (Merck KGaA, Njemacka)

25) HCI, 0,1 M titrival (Kefo, Hrvatska)

26) 3 % fenolftalein (Gram-mol, Hrvatska)

27) 0,1 M natrij-fosfatni pufer (pH 5,0)

28) 0,1 M acetatni pufer (pH 5,3)

29) 9,1 mM ABTS (Sigma)

30) 0,3 %-tni (w/w) H202

31) L-DOPA (L-dihidroksifenilalanin), 10 mM (Acros Organics, New Jersey, SAD)

32) Tween-20 (Polioksietilensorbitanmonolaurat) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

33) MOPS (3-(N-morfolino) propansulfonskakiselina), 50 mM, pH=6,5 (Acros Organics, New
Jersey, SAD)

34) Biljno ulje, Budget repicino ulje (Spar, Hrvatska)

35) Kuhinjska sol (Paska solana, Hrvatska)

36) Kvasac, instant (Digo, Hrvatska)

Aparatura i pribor:

Staklene Case

Staklena menzure
Erlenmeyer-ove tikvice
Odmijerne tikvice

Petrijeve zdjelice

Plasti¢ne posude (urinarke)

Laboratorijske boce

© N o o~ w0 D P

Laboratorijska zlica

10



10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.

Spatula

Mikropipete (50 - 200 um i 5 ml) i nastavci, Eppendorf (Hamburg, Njemacka)
25 mL birete (graduacija = 0,1 mL)

10 mL dispenzeta za konc. H2SO4

25 mL dispenzeta za H3BO3

Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

Metalna zdjelica

Analiti¢ka vaga, osjetljivosti +/- 0,0001 g (Kern&Sohn GmbH ALS 220-4N, Balingen,
Njemacka)

Posudice za vaganje

Termometar

Vortex mijesalica (Vortex 4 basic, IKA, Njemacka)

Magnetska mijesalica, IKA® RTS (Staufen im Breisgau, Njemacka)
Stoperica

Vodena kupelj s tresilicom (SBS40, Stuart, UK)

Susionik ST-01/02, Instrumentaria

Eksikator sa silikagelom i indikatorom zasi¢enosti

Stakleni filter lonc¢i¢i (50 mL, veli¢ina pora 40 - 60 pum)

Boca za odsisavanje, 500 mL

Stakleni lijevak za filtraciju

Gumeni prsten

Izvor vakuuma

pH metar, JENWAY 3510 (UK)

Ubodni pH metar s termometrom (Testo 206, Testo SE & Co. KGaA, Lenzkirch, Njemacka)
Syringe filteri veli¢ine pora 0,45 pm (LAB-EX Labortrading LTD., Madarska)
HPLC uredaj, Shimadzu

Kolone za odsoljavanje

Mufolna pe¢ s regulatorom temperature KR170 (W. C. Heraeus, Njemacka)
Laboratorijska klijesta

Nonius (Metal kovis, Hrvatska)

Plasti¢ni podlozak

Parafilm

Uredaj za mineralizaciju (Tecator)

Kjeltec™8100 (Foss, Njemacka)
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42.
43.
44,
45.

46.

47.

48.

49,

50.

51,

52.
53.

54.
55.

Kjeldahl-ove kivete za mineralizaciju sa stalkom

Ucinkoviti sustav za odvod pare: aspirator ili procistac plina ili tekuc¢a voda

Rotavapor (Hei-VAP Core, Heidolph, Njemacka)

Ultrazvuéni procesor dr. Hielscher GmbH, Ultraschallprozessor UP 400s (Njemacka) shage
400 W, sa sondom promjera 22 mm

Kolorimetar (Konica Minolta, Sensing, CM — 700d, CM — A177, Japan)
Ultra-centrifugalni mlin ZM 200 (Retsch, Njemacka) sa sitom veli¢ine otvora 200 um
Malvern 2000 (Malvern Instruments Ltd. Worchestershire, Velika Britanija)

Liofilizator Christ Alpha 1-4 LSC plus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen Gmb,
Njemacka)

GlutoPeak (Brabender GmbH & Co. KG, Duisburg, Njemacka) s jedinicom za hladenje
(Julabo Inc, PA, USA)

Rotacijski viskozimetar, Micro Visco-Amylo-Graph (Brabender GmbH & Co. KG,
Duisburg, Njemacka)

Centrifuga Rotina 35 (Hettich, Njemacka)

Spektrofotometar (PERKIN ELMER Lambda UV/Vis/NIR, Waltham, Massachusetts,
SAD)

Analizator teksture TA.HDplus (Stable Micro Systems, Velika Britanija)

Probno pecenje se provelo u laboratorijskoj pekari PBF-a koja se sastoji od:

Mjesilica tijesta, Diosna SP12, Njemacka

o &

Fermentacijska komora, Weisheu, Njemacka

Djelilica tijesta

a o

Pekarska etazna pe¢, Weisheu, Njemacka

®

Uredaj za brzo smrzavanje, Everlasting, SAD

=h

Stroj za rezanje kruha, Gorenje, Slovenija

3.2. METODE RADA

3.2.1. Usitnjavanje i odredivanje raspodjele veli¢ine Cestica posija

Mljevenje na ultra-centrifugalnom mlinu provelo se laganim usipavanjem posija u usipni

koS u obrocima po 100 g uzorka. Raspodjela veli¢ina Cestica pSeni¢nih posija, nativnih i

mljevenih na ultra-centrifugalnom mlinu, odredena je laserskim analizatorom veli¢ine Cestica
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Malvern 2000 (slika 4), koji je opremljen jedinicom za suhu diperziju Scirocco 2000 i povezan
raCunalom s Mastersizer 2000 softwareom v. 5.60. Prije pokretanja procesa, uredaj je kalibriran,
a zatim su analizirani uzorci. U kadicu jedinice za suhu disperziju je usipan uzorak, a kadica je
opremljena sitom za razbijanje aglomerata i ujednacavanje dotoka uzorka u mjernu celiju.
Zasicenje laserske zrake je podeSeno na 2 - 6 % (Benkovi¢ 1 sur., 2013), a za svaki od uzoraka
provedena su tri paralelna mjerenja. Brzina dovoda uzorka u ¢eliju i tlak zraka prilagodavani

su tijekom mjerenja kako bi odrzali konstantnost zasi¢enja laserske zrake (Benkovi¢, 2013).

Slika 4. Uredaj Mastersizer 2000 (1. Opticka klupica, 2. Jedinica/e za disperziju uzoraka, 3.
Softver) (Malvern Instruments Ltd., 2007).

Rezultati su izraZavani kao percentili raspodjele veli¢ine Cestica:

e d (0,5) oznacava promjer Cestica za koji vrijedi da je 50 % ukupnog broja Cestica veci
od tog promijera, a drugih 50 % manji od tog promjera [um]

e d(0,1) oznacava veli¢inu Cestice od koje je manje 10 % Cestica cijelog uzorka [um]

e d(0,9) oznacava veli¢inu Cestica od koje je manje 90 % cestica cijelog uzorka [um]

e D [3,2] predstavlja povrSinski ekvivalentni promjer, odnosno Sauterov promjer [um]
Raspon (span) predstavlja Sirinu raspodjele Cestica 1 raCuna se prema formuli:

d (0,9)—d (0,1) [1]

Raspon = 400.5)
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3.2.2. Odredivanje udjela vode i suhe tvari

Koli¢ina vode u pSeni¢nim posijama odredena je metodom koja je definirana
Pravilnikom o metodama fizikalno-kemijske analize za zita i mlinske proizvode 28/11. Podatak
koli¢ine vode u uzorcima je iskoriSten za izraun dobivenih rezultata na masu suhe tvari

pSeni¢nih posija.
Postupak rada:

U prethodno osusenu i izvaganu metalnu zdjelicu izvagano je 2 £ 0,0005 g uzorka.
Otvorena zdjelica s uzorkom i poklopcem stavljena je u susionik zagrijan na 130 °C u trajanju
od 90 minuta. Nakon susenja zdjelica je izvadena iz susionika, pokrila poklopcem te je stavljena
hladiti u eksikator, a nakon hladenja je izvagana. Svaki uzorak je analiziran u duplikatu, a kao
rezultat uzeta je srednja vrijednost. Koli¢ina vode u uzorku prikazana je u postocima, a

izracunata je prema formuli:

Udio vode (%) = (mo=m,)+100 [2]

mg
gdje su:
Mo = masa uzorka [g]
M1 = masa uzorka nakon susenja [g]

Dobiveni podaci o koli€ini vode u uzorku koriSteni su za izracun udjela koli¢ine suhe

tvari, koji se prikazuje u postocima, a izraunata je prema formuli:

Suha tvar (%) = 100 % — udio vode (%) [3]

3.2.3. Odredivanje udjela topljivih i netopljivih prehrambenih vlakana (prema metodi

AOAC 2011.25)
Postupak rada:

Priprema lon¢iéa za upotrebu: Lon¢iéi su stavljeni u mufolnu peé¢ na 525 °C preko noci. Celit i

pepeo odstranjeni su uporabom vakuuma. Lon¢ié¢i su potopljeni u otopini za mikroc¢iséenje na

sobnoj temperaturi 1 h, a ispirani su vodovodnom i destiliranom vodom. Za zadnje ispiranje

14



koristeno je 15 mL acetona i lonci¢i su ostavljeni da se osuSe na zraku. U posusene lonéice
dodano je 1 g celita te su stavljeni u susionik na 130 °C da se osuse do konstantne mase. Lon¢iéi

su hladeni u eksikatoru oko 1 h nakon ¢ega su izvagani.

Priprema uzoraka: Odvagano je 1,000 £ 0,005 g uzorka u duplikatu u 250 mL Duran boce s

¢epom. Uzorak je navlazen s 1 mL 95 %-tnog etanola. Dodano je 40 mL maleatnog pufera (pH
6,0) koji sadrzi pankreasnu a-amilazu i aminoglukozidazu. Uzorci su inkubirani u vodenoj
kupelji s tresilicom (nakoseni pod kutom od 45°, ali ne nuzno) na 37°C to¢no 16 sati, pod
brzinom tre$nje 120 o min™t. Nakon toga dodano je 3,0 mL 0,75 M trizma bazi¢ne otopine
(kona¢ni pH 8,2). Boce s malo olabavljenim ¢epom stavljene su u (drugu) kupelj na 95-100 °C
na 20 minuta, pri ¢emu je temperatura provjeravana termometrom (temperatura u boci treba biti
> 90°C). Boce se povremeno protreslo rukom. Uzorci su ohladeni na 60 °C, pri ¢emu je
temperatura provjeravana uranjanjem termometra. Zatim je dodano 100 pL otopine proteaze i
inkubirano na 60 °C 30 minuta, uz treSnju. Nakon $to su boce izvadene iz kupelji, odmah je
dodano 4,0 mL 2 M octene kiseline (kona¢ni pH 4,3) i 1 mL internog standarda (D-sorbitol, ¢
=100 mg mLY).

3.2.3.1.  Odredivanje netopljivih prehrambenih vlakana

Za netopljiva vlakna, prethodno osusSen i izvagan lon¢i¢ s celitom je namocen s otprilike
15 mL 78%-tnog etanola pomocu boce $trcaljke, zatim je poravnan i posusen pod vakuumom
da bude mat. Potom je otopina uzorka i enzima profiltrirana te isprana (Duran boca i ostatak)
sedam puta s po 5 mL destilirane vode zagrijane na 60 °C. Sakupljenom filtratu podesen je
volumen na 85 mL i saéuvan za odredivanje topljivih vlakana. Ostatak na lon¢i¢u ispran je s
dva obroka od 15 mL sljedeceg: 78 %-tni etanol, 95%-tni etanol i aceton. Filtrat od ispiranja je
bacen, a lon¢i¢i osuseni na 105 °C preko noéi i nakon hladenja izvagani. Masa taloga izracunata
je na nacin da je oduzeta masa lonci¢a i celita od mase osusenog loncica i celita s uzorkom. Za
izraCun netopljivih vlakana velike molekulske mase (IDF) bilo je potrebno odrediti koli¢inu
pepela (metoda je opisana u poglavlju 3.2.3.4). i koli¢inu proteina (metoda je opisana u
poglavlju 3.2.3.5.).
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3.2.3.2.  Odredivanje topljivih prehrambenih viakana

Za odredivanje topljivih vlakana velike molekulske mase (SDFP) potrebno je bilo
zagrijati otprilike 70 mL filtrata na 60 °C te dodati 340 mL (volumen izmjeren na sobnoj
temperaturi) 95 %-tnog ctanola zagrijanog na 60 °C i dobro promije$ati. Pripremljena otopina
talozila se na sobnoj temperaturi 60 minuta. Nakon taloZenja uzorak je filtriran pod vakuumom
kroz prethodno osusene i izvagane loncice s celitom. Prvo je celit bio namocen s otprilike 15
mL 78 %-tnog etanola pomocu boce $trcaljke, poravnat i osusen pod vakuumom da bude mat.
Uzorak je profiltriran kroz lon¢i¢, s tim da je sadrZaj boce kvantitativno prenesen preko loné¢ica
s 78 %-tnim etanolom (sedam puta po 5 mL). Ostatak na lonc¢i¢u ispran je s dva obroka od 15
mL sljedeceg: 78 %-tni etanol, 95 %-tni etanol i aceton te je susen preko noci na 105 °C. Filtrat
je sacuvan za odredivanje topljivih vlakana male molekulske mase (SDFS). Nakon suSenja
ohladeni lonci¢ s ostatkom je izvagan. U jednom ostatku odreden je udio proteina po Kjeldahlu
(f=6,25), a u drugom paralelnom ostatku odreden je udio pepela spaljivanjem na 525 °C tokom
5 h. Ostatak korigiran za udio proteina i pepela predstavlja netopljiva i topljiva vlakna velike
molekulske mase (HMWDF).

3.2.3.3.  Odredivanje topljivih vlakana male molekulske mase (SDFS)

Za odredivanje topljivih vlakana male molekulske mase (SDFS) polovina oba filtrata
prenijeta je u tikvicu za otparavanje od 500 mL (svaki zasebno) i otparena do suha na rotavaporu
pod vakuumom na 60 °C. Tikvica je isprana s 5 mL destilirane vode i okretana oko 2 min dok
se sve nije otopilo (otopina se prenese u polipropilensku bocicu s ¢epom od 20 mL, ukoliko se
ostavlja do drugog dana za daljnju analizu). Potom je uzorak bilo potrebno deionizirati tako da
je 2 mL otopine prenijeto na kolonu za deionizaciju s kationskim i anionskim (Amberlite i
Ambersep) smolama dobro izmijeSanim neposredno prije primjene. Na koloni je eluirano
brzinom 1 mL min-1 (~1 kap u 3 sekunde). Protok je prilagoden laganim zakretanjem ventila
kolone. Eluat je sakupljen u okruglu tikvicu od 250 mL za rotavapor (ili Falcon epruvetu od 50
mL smjestenu u kadicu manifolda). Kad je uzorak usao medu smole, dodano je 2 mL
deionizirane vode na vrh kolone. Nakon §to je to proslo kroz kolonu, dodano je jo§s ~20 mL
deionizirane vode na vrh kolone i eluirano istom brzinom. Potom je eluat uparen do suha na
rotavaporu na 60 °C. U tikvicu je dodano 2 mL destilirane vode i okretano 2 min kako bi se

otopili Seceri. Otopina je pipetom prenijeta u polipropilensku posudu za ¢uvanje do analize.
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Potom je otopina filtrirana spricom preko 0,45 um filtera. Tako pripremljen uzorak injektira je
u HPLC s RI detektorom. Mobilnu fazu ¢inila je otopina Na2Ca-EDTA u vodi (50 mg L™?), s
protokom 0,5 mL mint. Kolona je grijana na temperaturu od 80 °C. Vrijeme propustanja uzorka
kroz kolonu bilo je 30 min. Za kvantifikaciju je bilo potrebno kroz HPLC propustiti i otopine
glukoze koncentracije 5, 10 i 20 mg mL™? (tri puta). Propusten je i interni standard (D-sorbitol,
0,1 mg mL?, tri puta) te standardi za utvrdivanje retencijskih vremena (maltoza i
maltodekstrini) koji su sadrzani u enzimskom setu. Odredeno je vrijeme razgrani¢enja izmedu
maltoze (disaharid, DP 2) i oligosaharida (DP 3). Nakon toga je odredena povrs$ina svih pikova
sa stupnjem polimerizacije vecim od tocke razgrani¢enja za DP2/DP3. Ukupan zbroj

predstavljao je SDFS.

3.2.3.4.  Odredivanje kolicine pepela

Metoda za odredivanje pepela modificirana je i radena prema protokolu opisanom u
metodi za odredivanje ukupnih prehrambenih vlakana - AACC 32 - 05.01 te AACC 32 - 21.01
metodi za odredivanje topljivih/netopljivih prehrambenih vlakana (Megazyme International

Ireland, 2017).
Postupak rada:

Lon¢iéi za odredivanje prehrambenih vlakana su stavljeni u hladnu mufolnu pe¢ te su
spaljivani 5 sati nakon postizanja odgovarajuce temperature od 525 °C +/- 20 °C. Lon¢iéi su
ohladeni u eksikatoru te im je izvagana masa. lzgaranje uzorka se smatra zavrSenim kad je
ohladeni uzorak bijele boje. Nakon izgaranja, posuda je hladena u eksikatoru do sobne
temperature. Nakon hladenja, uzorak je brzo izvagan. Koli¢ina pepela izracunata je pomocéu

mase uzorka, udjela vode u njemu te mase ostatka prema formuli:

100 100
Kolic¢ina pepela (%) = m, - —-
pep (/0) 1 mgo 100—v

[4]

gdje su:

Mo = masa ispitanog uzorka [g]

m1 = masa ostatka [g]
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v = koli¢ina vode u ispitanom uzorku [%]

3.2.3.5.  Odredivanje udjela dusika (proteina) po Kjeldahl-u

Sadrzaj proteina odreduje se prema normi HRN ISO 1871: 1999 (ISO 1871: 1975 (E))
ICC 105/ 2 i metodi AACC 46 - 12.

Postupak rada:

U Tecator kivete metodom dvostrukog vaganja stavljen je uzorak vlakna. U svaku
kivetu dodana je 1 tableta Kjeldahl katalizatora i 12 mL koncentrirane sulfatne Kiseline te
lagano mijeS$ana dok se uzorak potpuno navlazio kiselinom. Nakon toga je stalak s epruvetama
stavljen u digestijsku jedinicu za mineralizaciju i ukljuc¢en je sistem za odvod pare.
Mineralizacija je zavrSena nakon otprilike 60 minuta, a tekuc¢ina u epruvetama je bistra i
svijetlozelene boje. Epruvete sa stalkom su izvadene iz digestijske jedinice i ostavljene da se
ohlade do sobne temperature zajedno s poklopcem. Nakon hladenja u svaku epruvetu je
stavljeno 80 mL destilirane vode. Za vrijeme trajanja mineralizacije za svaki uzorak
pripremljena je jedna Erlenmeyer tikvica od 250 mL te je u njih stavljeno 25 mL borne kiseline
i 3 kapi indikatora. Ukljucen je aparat za destilaciju, voda pustena da se napuni generator pare
(ventil ispustanja vode mora biti zatvoren) te je na postolje predvideno za prihvatnu tikvicu
stavljena prazna tikvica, a na mjesto predvideno za Kjeldahlovu Kivetu prazna kiveta te je
pokrenut generator pare. Nakon $to je u prihvatnu tikvicu skupljen kondenzat, otvorena su
zastitna vratasca Kjeltec uredaja te je prihvatna tikvica zamijenjena tikvicom u koju je stavljeno
25 mL borne kiseline (destilacijska cjev&ica mora biti uronjena u otopinu), a Kjeldahlova kiveta
kivetom u koju je stavljen spaljeni uzorak s 80 mL destilirane vode te su ponovno zatvorena
vrataSca. Dozirano je 50 mL 40 %-tnog NaOH u Kjeldahlovu Kkivetu i pokrenuta je destilacija
trajanja oko 4 minute (do volumena 125 mL). Dobiveni destilat bio je zelene boje (indikator
prisustva amonijaka) koji mora biti hladan jer u protivnom dolazi do gubitka amonijaka. Nakon
zavrSetka destilacije, Kjeldahlova kiveta je ispraznjena u izljev uz pustanje hladne vode, a
destilat titriran kloridnom kiselinom te je zabiljeZen utrosak. Ta titracija provedena je pomocu
birete koja je napunjena 0,1 M HCI-om, a provedena je izravno u prihvatnu tikvicu. Titracija je
bila zavrsena kada se boja otopine promijenila u blijedo ruzic¢astu (Novak, 2017). Udio dusika

i udio proteina izracunati su na sljedeci nacin:
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%N = {(a=b)-Myis. fkis. 1,4007} -

Muzorak

gdje su:
a = volumen HCI utroSen za titraciju uzorka [mL]
b = volumen HCI utroSen za titraciju slijepe probe [mL]
M = molaritet kiseline
f = faktor kiseline
m = masa uzorka (talog u lon¢i¢u nakon susenja) [g]

% proteina = %N - F [6]
gdje je:

F = faktor za preracunavanje dusika u proteine (6,25)

3.2.4. Ultrazvucna obrada posija
Postupak rada:

Pripremljena je 15 i 30 %-tna suspenzija pSeni¢nih posija na nacin da je u staklenu ¢asu
od 250 mL odvagano 15 ili 30 g uzorka pSeni¢nih posija te je dodano 100 mL destilirane vode.
Pripremljena suspenzija je dobro promijeSana staklenim Stapicem. Uzorci su tretirani
ultrazvukom visokog intenziteta na uredaju dr. Hielscher GmbH, Ultraschallprozessor UP 400s
sa sondom promjera 22 mm. Snaga ultrazvuka iznosila je 400 W i frekvencija 24 kHz uz
amplitudu 80 % u trajanju od 15 minuta. Uzorak 15 ili 30 %-tne suspenzije pSeni¢nih posija
stavljen je na postolje u izoliranoj komori tako da je sonda ultrazvuka bila uronjena u uzorak
oko 3 cm. Na generatoru zvuka namjestene su postavke tretmana, amplituda zvu¢nog vala i
nacin rada (ciklus), te je ukljucen generator zvuka. Pripremljene 15 i 30 %-tne suspenzije
pSeniénih posija tretirane su 15 minuta. Takoder je pripremljen uzorak koji je hladen u ledenoj
kupelji za vrijeme tretmana ultrazvukom (oznaka UVI + LED). Radi bolje procjene utjecaja
ultrazvuka visokog intenziteta na sastav pSeni¢nih posija i tehnoloska svojstva, pripremljen je i

kontrolni uzorak 15 i 30 %-tne suspenzije pSeni¢nih posija kod kojeg nije proveden tretman
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ultrazvukom visokog intenziteta. Svi ostali postupci analize na tom uzorku provedeni su kao i
kod ostalin uzoraka koji su tretirani ultrazvukom visokog intenziteta. Prilikom tretmana
ultrazvukom, pracena je kinetika rasta temperature u uzorku. Kasnije je za pripremu
konvencionalno grijanih uzoraka ((GRIJANO') na magnetskoj mijeSalici oponasana ta kinetika

rasta temperature kako bi se usporedio utjecaj topline.

3.2.4.1. Liofilizacija

Nakon tretmana UVI, svaki uzorak je dekantiran u plasti¢ne posudice u debljini sloja 1-
2 cm te smrznut na -20 °C do pocetka liofilizacije. Uzorci su prije liofilizacije dodatno smrznuti
na—80 °C tijekom 24 h. Sam proces liofilizacije trajao je 43 h, odnosno dok temperatura uzorka
nije postigla sobnu temperaturu. Osuseni uzorak je homogeniziran na nacin da je najprije jako
dobro izmijesan sa staklenim Stapi¢em unutar jedne plasti¢ne posudice, a zatim su pomijeSani
isti uzorci iz razli¢itih plasti¢nih posudica u jednu veéu plasti¢nu posudu te kao takvi koristeni
za ekstrakciju. Osusenim uzorcima zatim je odreden udio vode za potrebe korekcije daljnjih

analiza.

3.2.5. Odredivanje enzimske aktivnosti

Kako bi se odredio utjecaj djelovanja ultrazvuka visokog intenziteta na enzimsku
aktivnost pSeni¢nih posija, U ovom radu je odredena aktivnost tri enzima: polifenol oksidaze,
peroksidaze te lipaze, odnosno odreden je njihov postotak inaktivacije u odnosu na nativni

uzorak netretiranih pSeni¢nih posija.

3.2.5.1. Polifenol oksidaza

Aktivnost enzima polifenol oksidaza odredena je prema standardnoj metodi AACC 22-
85.01. Otopljeno je 1,031 g MOPS-au 100 mL 1 M NaOH u laboratorijskoj ¢asi. pH vrijednost
je regulirana postupnim dodavanjem destilirane vode i NaOH, a nakon postignutog pH 6,5
sadrzaj je kvantitativno prebacen u odmjernu tikvicu. Otopljeno je 98,595 g L-DOPA reagensa
u 50 mL 50 mM MOPS-a. U odmjernu tikvicu dodani su L-DOPA i MOPS reagensi te 0,02 %
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Tween-20. Otopina je promuckana te ostavljena 45 min kako bi se otopili svi kristali L-DOPA-
e. Za to vrijeme ¢ekanja izvagano je 50 mg svakog uzorka u mikroepruvete od 2 mL. U epruvete
s uzorkom dodano je 1,5 mL pripremljene otopine nakon $to su se otopili svi kristali. Kao slijepa
proba analizirano je samo 1,5 mL otopine, bez uzorka. Epruvete su mijeSane 55 minuta na
vortex mijesalici nakon ¢ega su centrifugirane 5 minuta na maksimalnoj brzini od 14000 o min
1. Za mjerenje apsorbancije otpipetirano je 1 mL otopine u mikrokivete. Na spektrofotometru
je izmjerena apsorbancija pri 475 nm.

3.2.5.2. Peroksidaza

U odredivanju aktivnosti peroksidaze, koristena je kolorimetrijska metoda s ABTS-om
kao supstratom koju je primijenio Poudel i sur. (2018) prema De Almeida i sur. (2014). U
epruvetu je izvagano 0,125 g svakog uzorka (za svaki uzorak provedena su tri mjerenja) koji je
otopljen u 2,5 mL 0,1 M natrij-fosfatnog pufera (pH 5,0) nakon ¢eka su svi uzorci stavljeni na
vortex mijesalicu (150 o min'!) 30 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim su 10 minuta
centrifugirani na 538 x g. Supernatant je odvojen od taloga te koriSten za daljnju analizu. U
novu epruvetu dodano je: 2,9 mL 9,1 mM ABTS-a, 0,1 mL 0,3 %-tnog (w/w) hidrogen-
peroksida te 0,05 mL supernatanta uzorka (u slijepu probu dodan je pufer umjesto uzorka).
Zatim je mjerena apsorbancija uzoraka pri 405 nm na spektrofotometru tijekom 3 min, a
vrijednost apsorbancije ocitavana je svakih 30 sekundi. Jedinica aktivnosti peroksidaze
definirana je kao koli¢ina enzima koja oksidira 1,0 umol ABTS-a u jednoj minuti pri pH 5,0 i
25 °C.

3.25.3. Lipaza

Lipoliticka aktivnost odredena je titrimetrijskom metodom kako ju navodi Piechowiak
i sur. (2018). Izvagano je 5 + 0,01 g uzorka u koji je dodano 147 mL 0,1 M acetatnog pufer (pH
5,3), a nakon sat vremena mije$anja na vortex mijesalici, centrifugirano je 15 min na 8000 o
min’t. Dobiveni supernatant je odvojen te koristen kao ekstrakt za analizu. U posebnu epruvetu
su dodani: 2,5 mL biljnog ulja, 0,5 mL Tween 20, 1 mL 0,1 M acetatnog pufera (pH 5,3) te je
sve jako promije$ano na vortex mijeSalici. Zatim je inkubirano u termostatnoj kupelji 10 min

na 40 °C, a nakon toga je dodano 2 mL ekstrakta uzorka nakon cega je opet sve promijesano.
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Sve pripremljene smjese su inkubirane 1 h na 40 °C nakon ¢ega je reakcija zaustavljena
dodatkom 4 mL 96 %-tnog etanola. Nakon toga su uzorci kvantitativno prenijeti u
Erlenmeyerove tikvice te titriralni 0,05 M otopinom NaOH uz dodatak fenolftaleina kao
indikatora. Uzorak slijepe probe je analiziran na isti nacin uz iznimku da nije dodan ekstrakt
uzorka. Aktivnost lipaze izrazena je kao koli¢ina masnih kiselina nastalih hidrolizom iz 1 g

uzorka u 1 min.

3.2.6. Odredivanje tehnoloskih svojstava smjese brasna i posija

U cilju odredivanja tehnoloskih svojstava pSeni¢nih posija u smjesi s bijelim brasnom
(20 g posija na 80 g brasna), koristene su dvije metode: GlutoPeak za agregaciju glutena te
mikroviskoamilograf (MVA, eng. Micro Visco-Amylo-Graph,) za Zelatinizirajuéa svojstva
skroba.

3.2.6.1.  Odredivanje kinetike agregacije glutena

Prema Wang i suradnicima (2018), za analizu utjecaja pSeni¢nih posija na agregaciju
glutena u matrici brasna koristen je uredaj GlutoPeak s jedinicom za hladenje. Uzorci pSeni¢nih
posija, bragna i kalcijevog klorida (koli¢ina dodane otopine koncentracije 0,5 mol Lt CaCl; je
korigirana prema vlazi uzorka u programu samog uredaja) izvagani su svaki odvojeno te
pomijesani u posudici za analizu neposredno prije mjerenja. Smjesa je mijeSana u uredaju 3
minute pri 20 °C uz brzinu 3000 o min™t Omjer brasna s posijama i CaCl, bio je 8 g:10 g. Za
analizu agregacije glutena, promatrani su: maksimalna torzija, maksimalno vrijeme te energija

agregacije. Mjerenje je provedeno dva puta za svaki uzorak.

3.2.6.2.  Svojstva zelatinizacije skroba na mikroviskoamilografu

Za odredivanje viskoznosti uzoraka, odnosno Zelatiniziraju¢ih svojstava suspenzije
vode i brasna, primijenjena je standardna metoda ICC 162 (1996) uz korekciju dodane vode
prema vlazi uzoraka (ukupno 10 g u 105 ml vode). Uzorci su izvagani odvojeno te pomijeSani

u posudici za analizu netom prije mjerenja. Mjerenje je provodeno u mikroviskoamilografu.
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Analiza je provedena u slijede¢im uvjetima: pocetna temperatura 30 °C, zagrijavanje do 95 °C
brzinom 7,5 °C min™, zadrzavanje temperature 5 min, hladenje do 50 °C brzinom 7,5 °C min-
! te odrzavanje temperature 1 min, 250 0 mint, mjerno podru¢je 100 cmg. Rezultati uzorka su
srednja vrijednost dva paralelna mjerenja. Dobiveni podaci izrazeni su Brabenderovim
jedinicama (hrv. BJ, eng. BU) za viskoznost uz pomo¢ kompjuterskog programa Brabender
Viscograph Data Corelation za Windowse, a analizirani su maksimalna viskoznost, viskoznost
na kraju perioda hladenja te povratna viskoznost. Maksimalna viskoznost predstavlja najvecu
zelatinizaciju Skroba, odnosno kapacitet uzorka (brasna ili smjese brasna i posija) za vezanje
vode. Viskoznost na kraju perioda hladenja odnosi se na ohladeni Zelatinizirani $krob, dok je

povratna viskoznost ona koju uzrokuje retrogradacija amiloze u Skrobu (Sopade i sur., 2006).

3.2.7. Postupak pripreme tijesta i kruha s dodatkom posija
Pripremljen je zamjes prema recepturi u tablici 1.

Tablica 1. Receptura krusnog tijesta.

Sastojci ukupno 1308,34 g
Brasno, pSeni¢no bijelo (Mlin Kati¢) 608 g
PSenicne posije 147,1¢g
Voda, vodovodna 533,5mL
Sol, kuhinjska 13,79
6,19

Kvasac, instant
Postupak pripreme:

Svi sastojci dodani su u spiralnu mijesalicu te mijesani 3 min sporo, a zatim 5 min brzo.
Tijesto je odmarano u masi 10 min, a zatim razdijeljeno na dio za odredivanje teksture tijesta
te dio za pec€enje kruha. Svaki taj dio je razdijeljen na pola, dio za direktne analize, a dio za
odgodenu fermentaciju. Za odgodenu fermentaciju, tijesto je zamotano u plasticnu foliju i

stavljeno na hladenje prvo u uredaj za brzo smrzavanje (0ko 1 h dok temperatura nije pala na 1
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°C), a zatim je ¢uvano u hladnjaku na 0 °C tijekom 24 h, odnosno 48 h. Dio tijesta koji je bio
za direktnu analizu, prvo je analiziran na uredaju za odredivanje boje tijesta, a zatim na
analizatoru teksture. Nakon toga tijesto je fermentiralo oko 1 h te pe¢eno 18 min na 230 °C uz
dodatak 130 mL vode u pecnici. Nakon pecenja, kruh se hladio 1 h na sobnim uvjetima. Zatim
su odredeni boja, volumen te tvrdo¢a sredine kruhe. Radi usporedbe, pripremljeno je tijesto s
netretiranim pSeni¢nim posijama te s 30 %-tnom suspenzijom tretiranih posija pri optimalnim

uvjetima ultrazvuka.

3.2.8. Odredivanje reoloskih svojstava krusnog tijesta s dodatkom posija

Za odredivanje teksture tijesta (kasnije u radu i samog kruha) koristen je analizator teksture
(slika5) s 25 kg mjernom ¢elijom i aluminijskom sondom 50 mm, uz ra¢unalni program Texture

Exponent 32 za obradu rezultata mjerenja.

Slika 5. Analizator teksture TA.HDplus (Stable Micro Systems Ltd, 2009).

Na pocetku mjerenja provedena je kalibracija uredaja s podloskom bez uzorka. Zatim je
uzorak tijesta razvaljan na podlosku do debljine 10 mm te je prekriven parafilmom. Za mjerenje
parametara teksture sredine kruha parametri uredaja bili su: brzina pritiska 1 mm s i dubina
prodiranja 12,5 mm uz pauzu izmedu dva mjerenja od 75 sekundi. Grafi¢ki rezultati mjerenja

obradeni su pomocu racunalnog programa Texture Exponent 32 koji je izracunao srednje
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vrijednosti i standardna devijacija mjerenja za svaki pojedini uzorak. Prema Armero i Collar

(1997) analiziraju se sljedeci parametri:

e Tvrdoca (,,hardness): sila potrebna za deformaciju tijesta pri prvoj kompresiji;

e Elasti¢nost (,,springiness®): stupanj u kojem se deformirano tijesto vraca u prvotni polozaj
nakon uklanjanja djelovanje sile;

e Kohezivnost (,,cohesivness®): jac¢ina unutarnjih veza, odnosno stupanj potrebne sila za
drugu kompresiju (stupanj deformacije kod stiskanja tijesta);

e Gumenost (,,gumminess®): kombinacija tvrdoce i kohezivnosti;

e Rezilijencija (,,resilience®): sposobnost vra¢anja tijesta u prvotni oblik.

3.2.7. Odredivanje parametara boje tijesta i sredine kruha

Odredivanje parametara boje uzoraka provedeno je difuzno reflektiraju¢om
spektrofotometrijom na kolorimetru, pri ¢emu su dobivene L*, a* i b* vrijednosti, a njihovi
nelinearni odnosi predstavljaju imitaciju logaritamskog odgovora ljudskog oka (CIE, 2004).
Ljudsko oko ima receptore za kratke (S), srednje (M) i duge (L) valne duljine koji su poznati
kao plavi, zeleni i crveni receptori. L* vrijednost predstavlja osvjetljenje ili svjetlosnu
komponentu, koja ima vrijednosti u rasponu 1-100, dok su a* (od zelene do crvene) i b* (od
plave do zute) dvije kromatske vrijednosti u rasponu od - 120 do 120 (Gékmen i Stgut, 2007).
Prije mjerenja provedena je Kkalibracija uredaja s Cisto bijelim standardom (100 %-tna
refleksija), te crnim valjkom (0 % refleksije). Za potrebe analize, uzorci tijesta s pSeni¢nim
posijama (nativnim i tretiranim ultrazvukom) prenijeti su u petrijeve zdjelice promjera 10 cm
na nacin da uzorak tijesta prijanja uz dno te da je promjer uzorka ve¢i od promjera otvora na
uredaju. Podrucje mjerenja podeseno je na 400 do 700 nm, Sto odgovara vidljivom dijelu
elektromagnetskog spektra. Mjerenja su provedena koriStenjem racunalne aplikacije
SpectraMagic NX u SCI (,,Specular Component Included) modu, a on predstavlja nacin
mjerenja boje uzorka pri kojem se uzorak prikazuje kako ga vidi ljudsko oko, odnosno
uracunavaju Se sjene. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost 8 mjerenja s pripadaju¢om

standardnom devijacijom.

Mjerenja boje sredine kruha provedena su na slican nacin kao i za tijesta, ali je
promijenjena veliCina otvora uredaja na 20 mm te su za jedno mjerenje Koristene dvije Snite
kruha bez kore (debljine 12,5 mm).

25



3.2.8. Svojstva kvalitete kruha

Uzorci peCenih i ohladenih kruhova nakon sat vremena izvagani su na laboratorijskoj
vagi. Volumen kruha odreden je uranjanjem kruha u kalibriranu posudu u kojoj su se nalazile
sjemenke uljne repice prema metodi AACC metodi 10-05.01. Volumen istisnute koli¢ine
sjemenki uljne repice izmjeren je menzurom Sto je odgovaralo volumenu kruha. Specificni

volumen kruha (cm® g!) izragunat je kao omjer volumena i mase kruha na 5 paralelnih mjerenja.

Oblik kruha odreden je pomoc¢u pomi¢nog mjerila nonius na na¢in da su izmjereni visina
1 promjer kruha na najvisem, odnosno najSirem djelu, te je visina u centimetrima podijeljena S
promjerom u centimetrima. Mjerenja su ponovljena na 5 paralelnih uzoraka. Oblik kruha

izracunat je kao omjer visine i Sirine kruha.

Nakon specificnog volumena, oblika i boje kruha, odredena je teksture sredine prema
standardnoj metodi AACC 74-09.01. Tekstura izrezanih kriski kruha bez kore odredena je na
analizatoru teksture s aluminijskom sondom promjera 25 mm i mjernom ¢elijom od 25 kg. Za
mjerenje parametara ¢vrstoce sredine kruha parametri uredaja bili su: brzina pritiska 100 mm
mint i 40 % kompresije. Uzorak kruha od dvije kriske skupa (2x12,5 mm) postavljen je ispod
sonde za kompresiju, a analiza je provedena prema zadanim parametrima u barem 6
ponavljanja. Graficki rezultati mjerenja obradeni su pomocu racunalnog programa Texture
Exponent 32 koji je izra¢unao srednje vrijednosti ¢vrstoce i standardnu devijaciju mjerenja za

svaki pojedini uzorak.

3.2.9. Obrada podataka

Podaci su obradeni statisticki u programu Statistica 10 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD), dok
su izracun podataka za tablice i grafovi izradeni u Microsoft Office Excel 365 ProPlus. Rezultati
mjerenja izrazeni su kao srednja vrijednost sa standardnom devijacijom, a za usporedbu uzoraka
koriStena je analiza varijance (ANOVA), s Tukey post-hoc testom. Za granicu statisticke

znacajnosti uzeta je vrijednost p <0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu ispitan je utjecaj tretmana ultrazvuka visokog intenziteta na aktivnost enzima
(polifenol oksidaze, peroksidaze i lipaze) i tehnoloska svojstva psSeni¢nih posija. PSeni¢ne
posije nabavljene iz industrijskog mlina su dodatno usitnjene na ultra-centrifugalnom mlinu
kako bi se dobila veli¢ina Cestica pogodna za primjenu u pekarske proizvode. Raspodjela
veli¢ine Cestica odredena je metodom laserske difrakcije te je odreden udio topljivih i
netopljivih prehrambenih vlakana u posijama. Za daljnje analize koristene su usitnjene posije.
Pripremljena je vodena suspenzija posija (15 i 30 %) i obradena je ultrazvukom visokog
intenziteta (400 W, 24 kHz, amplituda 80 %, 15 minuta, a ti uvjeti su prethodno definirani kao
optimalni prema Habus i sur., 2019). Nakon odredivanja aktivnosti enzima (polifenol oksidaze,
peroksidaze i lipaze), uslijedila je analiza tehnoloskih svojstava tretiranih posija (dodano je 20
% posija iz 30 %-tne suspenzije) u smjesi s brasnom (kinetika agregacije glutena i zelatinizacija
Skroba). Potom je pripremljeno kru$no tijesto te su odredena reoloska svojstva i boja tijesta
prije i za vrijeme odgodene fermentacije (0, 24 i 48 h) te je analizirana kvaliteta kruha s
dodatkom tretiranih i netretiranih pseni¢nih posija (boja, tvrdoca sredine, oblik te specifi¢ni

volumen).

4.1. SVOJSTVA PSENICNIH POSIJA

U cilju odredivanja svojstava pSeni¢nih posija, odredena je raspodjela veli¢ine Cestica, udio

vode i suhe tvari te udio vlakana (netopljivih, topljivih male i velike molekulske mase).

4.1.1. Raspodjela veli¢ine Cestica

Raspodjela veli¢ine Cestica odredena je metodom laserske difrakcije, a definirana je
vrijednostima parametara raspodjele veli¢ine Cestica - D [3,2], d (0,1), d (0,5), d (0,9), te je
promatran raspon (‘span’) raspodjele veli¢ine Cestica. Parametar D [3,2] je Sauterov promjer i
on predstavlja povrSinski ekvivalentni promjer, koji u slucaju tretiranih posija ima manju
vrijednost od nativnog uzorka. Raspon predstavlja Sirinu raspodjele Cestica te uzorci s manjom

vrijednosti raspona imaju uzu distribuciju. U tablici 2 prikazani su rezultati raspodjele veli¢ine
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Cestica nativnog uzorka iz industrijskog mlina (d(50)~510 um) te onog samljevenog na ultra-
centrifugalnom mlinu (d(50)~180 pum).

Tablica 2. Parametri raspodjele veli¢ine Cestica posija usitnjenih na ultra-centrifugalnom

mlinu u odnosu na posije iz industrijskog mlina.

Ml D [3,2] d (0,1) d (0,5) d (0,9) Raspon
in
(nm) (nm) (nm) (nm) (span)
Industrijski (‘510 pm") 297,23 218,26 508,03 | 1044,65 1,63
Ultra-centrifugalni (180 pm") 62,99 24,04 177,47 401,58 2,13
8
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Veli¢ina Cestica (um)
Slika 6. Raspodjela ¢estica pSeni¢nih posija usitnjenih na ultra-centrifugalnom mlinu.

Iz dobivene krivulje na slici 6 vidljivo je kako su Cestice veli¢ine 100-500 pum u
najveéem volumnom udjelu u uzorku mljevenom na ultra-centrifugalnom mlinu sto se smatra

optimalnom veli¢inom Cestica sirovina za pekarske proizvode (Noort i sur., 2010; Sanz-Penella,
2012).
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4.1.2. Udio vode i suhe tvari

Za izracun udjela mase suhe tvari u pSeni¢nim posijama i1 brasnu koriSteni su
eksperimentalno dobiveni podaci za koli¢inu udjela vode u uzorcima. Svi rezultati prikazani su

u tablici 3.

Tablica 3. Rezultati udjela vode i suhe tvari u uzorcima.

Udio vode | Udio suhe tvari
Uzorak
(%) (%)
Posije iz industrijskog mlina ('510 pum') 12,86 87,14
Posije usitnjene na ultra-centrifugalnom mlinu (‘180 pum’)
_ 11,13 88,87
(nativne)
Posije usitnjene na ultra-centrifugalnom mlinu ('180 um’)
e 3,21 96,79
(nakon UVI i liofilizacije)
Brasno 13,30 86,70

4.1.3. Udio topljivih i netopljivih vlakana

Kako bi se dobila vrijednost udjela vlakana, odreden je udio proteina te koli¢ina pepela
u uzorku. Udio netopljivih te topljivih vlakana velike i male molekulske mase nesamljevenog
uzorka i onog samljevenog na ultra-centrifugalnom mlinu ('180 um') pseni¢nih posija odreden
je metodom AOAC 2011.25. Prehrambena vlakna mogu se podijeliti prema svojoj topljivosti u
vodi i molekulskoj masi na: netopljiva prehrambena vlakna, vlakna velike molekulske mase
topljiva u vodi koja se taloze u 78%-tnom vodenom etanolu te vlakna male molekulske mase

topljiva u vodi koja ostaju topljiva i u 78 %-tnom vodenom etanolu.
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Tablica 4. Sadrzaj prehrambenih vlakana pSeni¢nih posija (% na suhu tvar) iz industrijskog

mlina ('510 um') i nakon usitnjavanja na ultra-centrifugalnom mlinu (‘180 pum’).

Topljiva
Uzorak | Netopljiva Ukupna
Velike molekulske mase | Male molekulske mase

510 pm | 30,87 + 1,69 4,52 +0,59 6,84 + 0,06 42,24

180 um | 24,67 = 1,47 4,01+ 0,20 6,36 + 0,03 35,04

Iz dobivenih rezultata prikazanih u tablici 4 moze se vidjeti da udio netopljivih
prehrambenih vlakana u nativnim pSeni¢nim posijama iznosi oko 30 % suhe tvari §to je znatno
ve¢i udio u odnosu na ukupna topljiva vlakna (velike 1 male molekulske mase), ¢iji udio u
pSeni¢nim posijama iznosi oko 9 % suhe tvari uzorka. Dobiveni rezultati ukupnih udjela
vlakana (39,9 % 1 35,0 %) u skladu su s istrazivanjem Curti i sur. (2013) u kojem se udio
prehrambenih vlakana u pSeni¢nim posijama kreé¢e u rasponu od 33,4 do 63 % suhe tvari.
Ukoliko u posijama ima vise od 6 % topljivih vlakana, one se smatraju bogatima vlaknima
(Pravilnik, 2010). U ovom slucaju, pSeni¢ne posije sadrze oko 10 % $to znaci da su pogodne za

obogacivanje drugih proizvoda vlaknima.

Nadalje, rezultati pokazuju kako se smanjenjem veli¢ine Cestica pSeni¢nih posija, smanjuje
i udio netopljivih vlakana, dok raste udio topljivih male molekulske mase. Povecanje topljivosti
u skladu je s prijaSnjim istraZivanjima te se kao razlog navodi smanjenje veli¢ine te povecanje
ukupne povrSine Cestica, ali 1 pucanje stani¢nih stijenki ¢ime rastu poroznost kapilarne sile

(Chau i sur., 2007; Huang i sur., 2010; Hu i sur., 2015).

4.2. PROMJENA TEMPERATURE TIJEKOM RAZLICITIH NACINA OBRADE

Promjena temperature tijekom ultrazvu¢nog tretmana pracena je na uzorcima 15 %-tnih i
30 %-tnih vodenih suspenzija pSeni¢nih posija. Na slici 7 prikazane su promjene temperature
uzoraka tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta. Tijekom ultrazvuc¢nog tretmana uredaj
svake milisekunde biljezi trenutnu temperaturu uzorka te se na temelju tih podataka prati

promjena temperature uzorka tijekom cijelog ultrazvu¢nog tretmana.
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Rezultati prikazuju da je temperatura kod svih uzoraka na kraju tretmana veéa u odnosu na
pocetnu temperaturu $to je i o¢ekivano buduci da prolaskom ultrazvuka visokog intenziteta kroz
materijal, osim kavitacije, dolazi i do zagrijavanja. Ultrazvuk se u tekucini Siri uzrokujuci
kavitacijske mjehuri¢e (stvaranje i kolaps mjehuri¢a) zbog promjene tlaka. Takva pojava
dovodi do povecanja tlaka i temperature koji su odgovorni za promjenu kemijskih i fizikalnih
svojstava proizvoda (Leighton, 1998). Kod 15 %-tne suspenzije najvece je zagrijavanje, ¢ak do
89 °C, dok kod 30 %-tne suspenzije tretirane ultrazvukom sa i bez leda, porast temperature je
zanemariv. Uzorak 15 %-tne suspenzije tretirane ultrazvukom u ledenoj kupelji takoder
pokazuje zagrijavanje, ali samo desetak stupnjeva vece od one 30 %-tne suspenzije Sto ukazuje

na to da tretman ultrazvukom nije bio potpuno efikasan.
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Slika 7. Promjene temperature (°C) uzoraka pri razli¢itim koncentracijama suspenzije posija

tijekom tretiranja ultrazvukom bez i sa hladenjem ledom.

4.3. AKTIVNOST ENZIMA POSIJA

U uzorcima psenicnih posija koji su tretirani UVI pri 15 %-tnim suspenzijama, odredena je
aktivnost polifenol oksidaze, peroksidaze, i lipaze. Ispitivanje je provedeno zbog Cinjenice da
ultrazvuk visokog intenziteta moze imati aktivacijski i inaktivacijski ucinak na enzime
(Mawson i sur., 2010; Lindasay i sur., 2016; Cukelj Musta¢ i sur., 2019). Antoli¢ (2017) takoder
navodi kako uc¢inak ovisi 0 uvjetima tretmana ultrazvuka, ali i svojstvima proizvoda (pH,

vodenoj aktivnosti i sl.), kao i o aminokiselinskom sastavu te konformaciji enzima (Ozbek i
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Ulgen, 2000; Muthukumaran i sur., 2006). Pretpostavlja se kako tretman ultrazvukom
hidrolizira vezu izmedu Skroba i proteina ¢ime oni postaju topljiviji i podlozniji za inaktivaciju,

a neki se rastvaraju i gube uredenu strukturu (Jin i sur, 2015; Zhang i sur., 2015).

4.3.1. Polifenol oksidaza

Polifenol oksidaza je enzim koji sudjeluje u tamnjenju pseni¢nih proizvoda zbog
oksidacijskog djelovanja na endogene fenolne spojeve u prisutnosti Kisika. lako se polifenol
oksidaza moze uspjesno inaktivirati zagrijavanjem na 70-90 °C kroz kratko vrijeme, problem
je negativan utjecaj takvog tretmana na ostale tvari $to rezultira manjim volumenom proizvoda,

veéim vremenom mije$anja te manjom topljivosti ostalih proteina (Yadav i sur., 2010).
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Slika 8. Inaktivacija polifenol oksidaze razli¢itim nac¢inima obrade posija u 15 i 30 %-tnoj

suspenziji.

Na slici 8 vidljivo je da je najveca inaktivacija polifenol oksidaze ostvarena upravo u
uzorku '180' GRIJANO 15 %-tne suspenzije, odnosno da zagrijavanje ima najveéu sposobnost
denaturacije enzima polifenol oksidaze. Kako je cilj ovoga istrazivanja bio istraziti utjecaj
ultrazvuka na pSeni¢ne posije, rezultati takoder pokazuju kako je moguca uspjesna inaktivacija
enzima tretiranjem ultrazvukom visokog intenziteta (skoro 80 % za uzorke '510' i '180 pum' za

15 %-tne suspenzije).
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Istrazen je i utjecaj razli¢itih tretmana na inaktivaciju 30 %-tnih suspenzija, ali zbog vrlo
niske inaktivacije, zakljuceno je kako nema znacajnog utjecaja tretmana pri toj koncentraciji pa

su daljnje analize provedene na 15 %-tnim uzorcima.

Dobiveni rezultati takoder su u skladu i s rezultatima Niu i sur. (2014) koji su uspjesno
reducirali enzimsko tamnjenje rezanaca od integralnog brasna koje je uzrokovala polifenol
oksidaza primjenom ultrazvuc¢nog tretmana brasna uz uporabu antioksidansa (askorbinske
kiseline i glutationa). Kako je polifenol oksidaza koncentrirana u pSeni¢nim posijama, bolje je
tretirati same posije nego cijelo integralno brasno. Time su potrebni 1 manji reaktori za
tretiranje, a cijeli proces postaje efikasniji i jeftiniji. Liu i sur. (2016) takoder su dokazali kako
tretman ultrazvukom visokog intenziteta uzrokuje smanjenje aktivnosti polifenol oksidaze kod
slatke dinje, a kao mehanizam inaktivacije smatra se kavitacija. Sli¢ne rezultate takoder su
dobili Poudel i Rose (2018) te De Almeida i sur. (2014) koji su dokazali smanjenje aktivnosti
polifenol oksidaze nakon zagrijavanja pSeni¢nih posija vru¢om parom u trajanju od 120

sekundi.

4.3.2. Peroksidaza

Enzim peroksidaza je primjer oksidoreduktaze koji ima mogucnost pozitivnog uéinka
na glutensku mrezu, ali je to svojstvo zanemarivo u odnosu na negativan utjecaj na okus i boju

uzrokovan nastankom peroksida (Every i sur., 2006; Antoli¢, 2017).
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Slika 9. Inaktivacija peroksidaze razli¢itom obradom 15 % suspenzije posija.
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Analizom je dobiveno kako je najvecu inaktivaciju enzima peroksidaze imao tretman
zagrijavanja koji se provodio istom kinetikom rasta temperature kao i tretman ultrazvuka
visokog intenziteta za 15 %-tnu suspenziju pSeni¢nih posija. Najmanja inaktivacija enzima
zabiljezena je kod uzorka koji se hladio ledom za vrijeme tretmana ultrazvukom (slika 9). Sli¢ne
rezultate su dobili Poudel i Rose (2018) te De Almeida i sur. (2014) koji su dokazali smanjenje
aktivnosti peroksidaze nakon zagrijavanja pSeni¢nih posija vru¢om parom u trajanju od 120

sekundi.

Kako uzorci tretirani ultrazvukom imaju samo par posto manju inaktivaciju od onih
zagrijavanih, moze se zakljuciti kako je ultrazvuk pogodan za tretiranje posija. Time bi se
izbjegao utjecaj dugotrajnog tretiranja visokom temperaturom koja ima negativan utjecaj na
ostale tvari poput vrijednih proteina, Skroba i bioaktivnih tvari.

4.3.3. Lipaza

Lipaza je vrsta hidrolitickog enzima koja cijepa masne kiseline iz triacilglicerola.
Umjerena koli¢ina lipoliticke aktivnosti je pozeljna, ali negativni utjecaj lipolize ocCituje se
promjenama finalnog proizvoda poput smanjenog volumena te loSije strukture sredina kruha
(Tait i Galliard, 1988; Antoli¢, 2017). Prevelika aktivnost lipaze takoder utje¢e na smanjenje

trajnosti tokom skladiStenja proizvoda (integralnog brasna ili posija) (Piechowiak i sur., 2018).
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Slika 10. Inaktivacija lipaze razlic¢itom obradom 15 % suspenzije posija.
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Na slici 10 vidljivo je kako pSeni¢ne posije prosjecne veli¢ine Cestica '180 um' tretirane UVI
imaju najveci postotak inaktivacije lipaze, dok je najmanja inaktivacija onih '510 um' koje su
bile hladene za vrijeme tretiranja UVI. Dobiveni rezultati su u skladu s istrazivanjem Poudel i
Rose (2018) koji su dokazali kako se lipaza uspjesno inaktivira tretiranjem vru¢em parom

tretmanom od 90 sekundi.

4.4, TEHNOLOSKA SVOJSTVA TRETIRANIH POSIJA U SMJESI BRASNA

Kako bi se odredila tehnoloska svojstva pseni¢nih posija tretiranih ultrazvukom visokog
intenziteta u matrici brasna, koriStene su dvije metode: GlutoPeak za agregaciju glutena te

mikroviskoamilograf za Zelatinizirajuca svojstva Skroba uzorka.

4.4.1. Agregacija glutena

Za analizu agregacije glutena, promatrani su: maksimalna torzija, maksimalno vrijeme
te energija agregacije (Tablica 5). Prema Noort i sur. (2010), pSeni¢ne posije negativno utjecu
na stvaranje glutenske mreze, dok kalcijev klorid ima pozitivan utjecaj. Veli¢ina Cestica posija
takoder se pokazala kao faktor koji utjece na agregaciju glutena $to je u skladu s radom Niu i
sur. (2014).
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Tablica 5. Rezultati kinetike agregacije glutena uzoraka analiziranih na uredaju GlutoPeak

(srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima unutar iste kolone se znacajno razlikuju (p <

0,05).

Vrijeme . -
. Maksimalna Energija
Uzorak maksimalne - -
- torzija (GPU) agregacije (cm?)
torzije (s)
brasno (100 %) 91,5+0,72 69,5 + 0,7 1790,13 + 16,302
Smjesa brasna i posija (80 : 20)
Veli¢ina Suspenzija
. Nacin obrade
Cestica posija u N
N _ posija
posija (um) | obradi (%)

510 - NATIVNE 56,5 + 2,1° 68,0 + 0,0 1579,00 + 17,68°
510 15 uVvi 33,0+ 0,0° 78,5 £ 3,52 1798,70 + 18,172
180 - NATIVNE & 550+2,8° 69,5+0,7% | 1584,03 + 4,35"
180 30 uVviI 44,0 +1,4° 72,0+2,8® | 1600,90 + 26,66"
180 30 UVI+LED | 46,0+57° 71,5+0,7% | 1597,03 + 42,39°
180 30 GRIJANO 495+2,1° 71,5+0,7% | 1561,08 + 13,82°
180 15 uVvi 33,5+0,7° 76,5 +2,1% 1797,40 £ 9,832
180 15 UVI + LED 42,5 +2,1° 76,0 £ 0,0% 1750,53 + 54,912
180 15 GRIJANO 31,0+0,0° 78,0 £ 5,72 1832,53 £ 0,182

Vidljivo je kako se opéenito dodatkom 20 % posija u braSno smanjuje maksimalno

vrijeme, a neznacajno se povecava maksimalna torzija u odnosu na ¢isto brasno. Ipak, najvecu

energiju agregacije je imao uzorak '180 um' GRIJANO (15 %). Nadalje, najmanje maksimalno

vrijeme potrebno za stvaranje glutenske mreze ima uzorak '180 pum' GRIJANO (15 %), no i

ultrazvuéna obrada posija je djelovala na skradivanje vremena potrebnog za postizanje
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maksimalne torzije. Stoga se moze zakljuCiti kako dodatak pSeni¢nih posija tretiranih
ultrazvukom visokog intenziteta pozitivno djeluje na sposobnost stvaranja glutenske mreze, jer
Wang i sur. (2018) navode kako su smanjenje maksimalnog vremena te povecanje maksimalne
torzije znakovi boljeg stvaranja glutenske mreze. Manje maksimalno vrijeme u skladu je s
Demir i Elgun (2013) koji isti¢u kako pSeni¢ne posije sadrze visoki udio glutationa koji je
reducirajuca tvar i stvara disulfidne veze s glutenskom mrezom, a kako visoka temperatura
inaktivira glutation i proteoliticke enzime, ali i lipooksigenazu koja jaca glutensku mreza, nije

zabiljezena 1 ve¢a maksimalna torzija.

4.4.2. Svojstva Zelatinizacije Skroba

U cilju odredivanja viskoznosti uzoraka, odnosno zelatinizirajucih svojstava suspenzije
vode i brasna (i posija), pratila su se tri parametra: maksimalna viskoznost, viskoznost na kraju
perioda hladenja te povratna viskoznost. Maksimalna viskoznost se povezuje sa stupnjem
zelatinizacije granula za vrijeme zagrijavanja, odnosno ve¢a maksimalna viskoznost ukazuje
na veéi kapacitet vezanja vode na granule Skroba. Povratna viskoznost povezuje se s
retrogradacijom molekula skroba, odnosno mala vrijednost predstavlja malu mo¢ retrogradacije
Skroba te sinerezu $krobne paste nakon hladenja (Ragaee i Abdel-Aal, 2006; Yildiz i sur., 2013).

Prema rezultatima u tablici 6 vidljivo je kako dodatak posija u brasno zna¢ajno smanjuje
sve promatrane vrijednosti viskoznosti. Pretpostavlja se kako je razlog smanjenja maksimalne
viskoznosti kompeticija vlakana i granula Skroba za vodom, a kako posije opc¢enito sadrze
manje Skroba od braSna, svi uzorci s posijama imaju manje vrijednosti od Cistog brasna, §to
potvrduju Tester i Morrison (1990). Kako vlakna imaju visoku retenciju vode, usporava se
retrogradacija Skroba pa je 1 povratna viskoznost niza (Elis 1 sur., 2016; Liu i sur., 2019), a to

je vidljivo i u rezultatima ove analize.

Kada su u brasno dodani uzorci posija koje su bile zagrijavane konvencionalno ili
ultrazvucno, doslo je porasta viskoznosti.. 1z rezultata se moze zakljuciti kako grijane posije
imaju najmanji negativan utjecaj na viskoznost, ali i one iz 15 %-tne suspenzije tretirane
ultrazvukom, dok je najmanji porast viskoznost bio nakon ultrazvuc¢ne obrade posija u 30 %-

tnoj suspenziji.
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Zbog inaktivacije raznih enzima, moguce je da ultrazvuk inaktivira i amilaze (o i 8) koje
utjecu na hidrolizu Skroba pa time utjecu i na svojstva zelatinizacije. Kako posije sadrze visok
udio amilaza koje su termolabilne, dodatkom nativnih posija se izrazito smanjila viskoznost

smjese, ali znacajno manje nakon dodatka ultrazvuéno obradenih posija u 15 %-tnoj suspenziji.

Tablica 6. Rezultati odredivanja viskoznosti uzoraka na uredaju MVA (srednje vrijednosti

oznacene razli¢itim slovima unutar iste kolone se znacajno razlikuju (p < 0,05).

Brasno (100 %)

849,0 + 21,22

1356,5 + 47,42

710,5 £ 20,52

Smjesa brasna i posija (80 : 20)

180 30 UVI 356,5+6,4° | 5330+14% | 288,0%1,4°
180 30 UVI+LED | 4085+ 14,8° | 690,5+30,4° | 365,0 + 18,4%
180 30 GRIJANO | 571,0+7,1° | 940,0+2,8° 471,0 +1,4°
180 15 uvi 5140+57° | 8455+6,4° | 440,0+14°
180 15 UVI+LED | 4085+ 14,8° | 690,5+30,4° | 365,0 + 18,4%
180 15 GRIJANO | 571,0+7,1° | 940,0+2,8° 471,0 £ 1,4°
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4.5. REOLOSKA SVOJSTVA KRUSNOG TIJESTA S DODATKOM POSIJA

U tijesto je dodano 20 % pSeni¢nih posija (‘180 pum' iz 30 %-tne suspenzije) na masu
pSeni¢nog brasna. Tvrdoda tijesta najveca je kod uzorka s tretiranim psSeni¢nim posijama prije
odgodene fermentacije, dok je najmanja tvrdo¢a uzorka s nativnim posijama nakon 48 h
odgodene fermentacije (tablica 7). To ukazuje na to da tretman ultrazvukom visokog intenziteta
doprinosi tvrdoci tijesta, odnosno na povecanu mo¢ upijanja vode, vjerojatno zbog bubrenja
vlakana iz posija. Tvrdoca tijesta je povezana s jacanjem glutenske mreze, a kako tretman
doprinosi povecanju agregacije glutena, skra¢enju vremena mijeSanja i vecoj sili torzije,
ultrazvuk visokog intenziteta ¢e utjecati i na reoloSka svojstva tijesta s tretiranim posijama.
Elasti¢nost i kohezivnost tijesta se nisu razlikovale znacajno izmedu nativnih i tretiranih posija,
dok je gumenost bila puno veca kod tretiranih uzoraka prije i poslije odgodene fermentacije, jer
korelira s tvrdo¢om. Yildiz i sur. (2013) su dokazali da se elasticnost smanjuje dodatkom
neobradenih posija. Kako je rezilijencija brzina kojom se tijesto vrac¢a u prvobitni polozaj nakon
primjene sile (Smerdel i sur., 2012), vidljivo je da tretirani uzorci imaju vecu brzinu povratka
u prvotni oblik nego oni nativni §to pokazuje da tretman UVI pozitivno utjee na glutensku

mrezu tijesta 1 njezinu elasticnost.

Tablica 7. Rezultati odredivanja reoloskih svojstava tijesta s razli¢itim pSeni¢nim posijama na
TA.

Uzorak Tvrdoéa | Elasti¢nost ) I
N Kohezivnost Gumenost Rezilijencija
posija (9) (mm)
3516,7 +
Oh 0,5+0,05 0,37 +£0,01 | 1297,3+114,1 | 0,097 + 0,003
405,9
Nativne
2749,7 +
48 h 0,6 £ 0,07 0,45+0,01 | 1231,6+128,8 | 0,106 + 0,004
327,0
5042,6 £
Oh 0,5+0,01 0,36 £0,01 | 1825,2+82,1 | 0,105+ 0,000
380,4
UVviI
4339,0 +
48 h 1951 0,6 £ 0,00 0,44 0,00 | 1912,2+99,7 | 0,120 + 0,003
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4.6. BOJA KRUSNOG TIJESTA S POSIJAMA TIJEKOM ODGODPENE
FERMENTACIJE

Boja je klju¢ni parametar kvalitete pSenicnih proizvoda, a U ovom radu boja je odredena
difuzno reflektiraju¢om spektrofotometrijom na kolorimetru, pri ¢emu su dobivene vrijednosti

svjetline, crvene i Zute boje.

U tablici 8 prikazani su dobiveni rezultati izmjerenih parametara boje (L*, a*, b*) te se
moze uociti da je kod svih uzoraka tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta manja svjetlina
(L*) u odnosu na kontrolni uzorak. Parametar a* koji predstavlja indikator crvenila je veci kod
tretiranih uzoraka. Parametar b* koji predstavlja indikator Zutila pokazuje veée vrijednosti kod
netretiranih uzoraka u odnosu na tretirane. Za proizvode s pSeni¢nim posijama pozeljna je $to
veca svjetlina te Sto veéi a* i b* parametri jer se crvena i Zuta boja smatraju privlac¢nijima kada

se radi o prehrambenim proizvodima.

Tablica 8. Parametri boje uzoraka tijesta s pSeni¢nim posijama netretiranih i tretiranih
ultrazvukom visokog intenziteta tijekom odgodene fermentacije (Srednje vrijednosti oznacene

razli¢itim slovima unutar iste kolone se znacajno razlikuju (p < 0,05).

Uzorak posija L* a* b*
Oh | 68,05+0,53" | 4,74+ 0,62° | 17,68 + 0,46"
Nativne 24 h | 66,79 +0,75° | 4,59 + 0,58" | 17,05 + 0,962
48 h | 66,15+0,77° | 4,39 +£0,51¢ | 15,94 +0,82°
Oh |63,61+1,16° | 5,10 +0,62% | 17,84 + 0,40
uvl 24 h | 65,85+ 0,78° | 4,71+ 0,57° | 16,56 + 0,58
48 h | 65,83 +0,41° | 4,62 +0,63" | 16,46 + 0,66

Ve¢ pri samom zamjesu bilo je vidljivo kako tijesto s tretiranim posijama ima tamniju boju
od onog s nativnima. To ukazuje na nedovoljnu inaktivaciju polifenol oksidaze ultrazvu¢nim
tretmanom posija u 30 % suspenziji. Medutim, tijekom odgodene fermentacije nativni uzorak
je tamnio, dok je onom tretiranom rasla svjetlina te je ANOVA analizom utvrdeno kako tretman

ultrazvukom visokog intenziteta znacajno utjece na svjetlinu tijesta (p < 0,001).
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lako se intenzitet crvenila tijesta smanjuje za tretirani i netretirani uzorak, uzorci se ne
razlikuju znacajno §to potvrduje i ANOVA analiza (p > 0,05). Tretirani uzorci tijesta gube
intenzitet zute boje tijekom odgodene fermentacije, odnosno parametar b* se smanjuje, sto
potvrduje i ANOVA analiza (p < 0,001) neovisno o tome jesu li dodane nativne ili ultrazvu¢no

obradene posije.

4.7. SVOJSTVA KVALITETE KRUHA S POSIJAMA

Kvaliteta kruha moze se odrediti kroz vise svojstava, a neki od njih su tvrdoca, boja,
specifi¢ni volumen te oblik. Za kruh je poZeljno da mu tvrdoca sredine bude §to manja, boja Sto

svjetlija te specificni volumen i oblik §to ve¢i (Tomaskovi¢, 2009).

el el e e el e e T I T Sy
B G Wa W U W W £ £ £h 6
1]

Slika 11. Ovisnost parametara boje L* i b* sredine kruha (s tretiranim i netretiranim posijama

'180 um' iz 30 %-tnih suspenzija) o vremenu odgodene fermentacije.

Na slici 11 vidljivo je kako se svjetlina sredine kruha znac¢ajno smanjila nakon 48 h
odgodene fermentacije (p < 0,05). Ovi rezultati ukazuju na to da se procesom odgodene
fermentacije smanjuje svjetlina sredine kruha. Tretirani i netretirani uzorci medusobno su se
malo razlikovali u svjetlini boje prije i poslije fermentacije, ali ne znacajno. Takoder, nakon 48
h odgodene fermentacije, parametar b* se znafajno smanjio, §to je i vidljivo na slici 11, a
dokazano je ANOVA analizom (p < 0,05). To je pokazatelj kako odgodena fermentacije utjece

na smanjenje intenziteta zutila sredine kruha.
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Slika 12. Ovisnosti parametra boje a* i b* za tretirani i netretirani uzorak sredine kruha s

dodanim posijama '180 um' iz 30 %-tne suspenzije.

ANOVA testom utvrdeno je kako se parametar a* tretiranog i netretiranog uzorka
sredine kruha ne razlikuje znacajno (p = 0,087), sto je vidljivo i na slici 12. To govori kako na
crvenilo sredine kruha zna¢ajno ne utjece tretman ultrazvukom visokog intenziteta. Medutim,
vidljivo je kako se parametar b*, odnosno indikator Zutila sredine kruha s posijama koje su
tretirane ultrazvukom visokog intenziteta, znacajno razlikuje od onih netretiranih $to potvrduje
ANOVA test (p < 0,05). Time je dokazano kako tretman znacajno utjeCe na povecanje zutila

sredine kruha s ultrazvuéno tretiranim posijama u odnosu na one netretirane.

Za odredivanje svojstava kvalitete kruha s posijama iz odgodene fermentacije takoder
su odredeni i specifiéni volumen te oblik §to je prikazano u tablici 9. Takoder je utvrdeno da se
uzorci s dodatkom tretiranih ili netretiranih posija ni prije ni poslije odgodene fermentacije ne
razlikuju znacajno u ¢vrstoci sredine kruha (p > 0,1), ali se razlikuju tako $to su uzorci imali
vecu ¢vrstocu prije u odnosu na one nakon odgodene fermentacije $to potvrduju i prethodna
istrazivanja iz literature (Wang i sur., 2002; Hung i sur., 2007; Kim i sur., 2013). Promjene
reoloskih svojstava tijesta tijekom fermentacije ponistile su povecanje tvrdoce tijesta koje je
zabiljezeno kod dodatka ultrazvuéno obradenih posija. Moze se zakljuciti kako tretman posija
ultrazvukom visokog intenziteta nema negativan utjecaj na svojstva kvalitete kruha s dodanim
posijama. Pri tome je potrebno napomenuti kako su za zamjes koriStene posije ultrazvu¢no
obradene u 30 %-tnoj suspenziji, pa bi u idu¢im istrazivanjima bilo potrebno ispitati utjecaj

dodatka posija obradenih u 15 % suspenziji.

Promjene koje uzrokuje tretman ultrazvukom visokog intenziteta na tijesto i kruh mogu

se povezati time Sto kod oba slucaja za sve uzorke svjetlina i intenzitet Zutila padaju nakon

42



odgodene fermentacije (osim kod tretiranog tijesta kojemu svjetlina raste), dok se intenzitet

crvenila ne mijenja znacajno.

Tablica 9. Rezultati odredivanja specifiénog volumena i oblika kruha s pSeni¢nim posijama iz

odgodene fermentacije.

Uzorak Specifi¢ni volumen Oblik Cvrstoéa sredine
|
brasno + posije (cm3g?) (9)
Oh 2,46 £ 0,30 0,44 £ 0,02 778,08 + 58,40
Nativne
48 h 2,38 £ 0,16 0,37 £ 0,02 597,86 + 48,87
Oh 2,47 £ 0,09 0,47 £ 0,02 817,26 + 72,18
UVi
48 h 2,40 £ 0,12 0,51 +£0,03 618,92 + 73,41

Suprotno rezultatima ovog istrazivanja, Sanz-Penella i sur. (2012) navode kako se
odgodenom fermentacijom 24 h ¢vrstoca sredine kruha znatno povecala, ali dodatkom a-
amilaze su ju smanjili ¢ime su dokazali kako dodatak a-amilaze pozitivno utjece na ¢évrstoéu
sredine kruha s dodanim posijama iz odgodene fermentacije. Takoder isticu kako dodatak posija
znacajno smanjuje volumen kruha te da veci utjecaj na ¢vrsto¢u sredine kruha imaju manje

Cestice pSenicnih posija najvjerojatnije zbog toga Sto lakSe ometaju stvaranje glutenske mreze.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih ovim istrazivanjem te provedene rasprave, moze se zakljuciti

sljedece:

1. Ultrazvuk visokog intenziteta dovodi do znacajnog smanjenja aktivnosti polifenol
oksidaze, peroksidaze te lipaze u pSeni¢nim posijama. Smanjenje aktivnosti ovisi 0
udjelu posija u suspenziji, a pripisuje se nastalim konformacijskim promjenama
uzrokovanih zagrijavanjem i kavitacijom tijekom tretmana ultrazvukom pri ¢emu dolazi
do inaktivacije termolabilnih enzima.

2. Tretman posija ultrazvukom znaajno utjeCe na poboljsanje tehnoloskih svojstava
smjese brasna i posija, odnosno na kinetiku agregacije glutena i svojstva zelatinizacije
brasna u koje su dodane pseni¢ne posije.

3. Krusno tijesto u koje su dodane ultrazvu¢no obradene posije ima veéu tvrdocu,
gumenost i rezilijenciju tijesta, tamniju i crveniju boju, ali nepromijenjenu elasti¢nost i
kohezivnost u odnosu na tijesto u koje su dodane nativne posije. Odgodena fermentacija
tijesta kroz 48h smanjuje negativne promjene na tijestu uzrokovane ultrazvu¢nom
obradom posija.

4. Glavna svojstva kvalitete (specifiéni volumen, oblik, ¢vrstoc¢a sredine, svjetlina i
intenzitet crvene boje) kruha s dodatkom posija u koli¢ini od 20% (na masu brasna) ne
ovise o ultrazvu¢noj obradi posija, osim intenziteta zute boje b* sredine kruha koji se
povecao.

5. Ultrazvuk visokog intenziteta predstavlja obecavajucu tehnologiju obrade pSeni¢nih
posija zbog inaktivacijskog utjecaja na enzime ¢ime se povecava njihova stabilnost i
trajnost, a pritom ima i pozitivan ili neutralan utjecaj na tehnoloska svojstva p$eni¢nih

posija.

44



6. LITERATURA

AACC International Method 10-05.01 Measurement of Volume by Rapeseed Displacement.

AACC International Method 22-85.01 Measurement of Polyphenol Oxidase in Wheat Kernels
(L-DOPA Substrate).

AACC International Method 32-05.01 Total Dietary Fiber.

AACC International Method 32-21. 01 Insoluble and Soluble Dietary Fiber in Oat Products -
Enzymatic-Gravimetric Method.

AACC International Method 74-09.01 Measurement of Bread Firmness by Universal Testing

Machine.

AACC Method 46-12, 9th Ed., Vol. 2. Crude Protein - Kjeldahl Metoda, Boric Acid
Modification.

Adom, K.K., Sorrells, M., Liu, R. (2005) Phytochemicals and antioxidant activity of milled
fractions of different wheat varieties. J. Agric. Food Chem. 53, 2297-306.

Albers, S., Muchovd, Z., Fikselova, M. (2009) The effects of different treated brans additions
on bread quality. SAB 40, 67-72.

Almeida, E. L., Chang, Y. K., Steel, C. J. (2013) Dietary fibre sources in bread: Influence on
technological quality. LWT-Food Sci. Technol. 50, 545-553.

Anderson, J. V., Morris, C. F. (2001) An improved whole-seed assay for screening wheat
germplasm for polyphenol oxidase activity. Crop Sci. 41, 1697-1705.

Andersson, A. A. M., Dimberg, L., Aman, P., Landberg, D. (2014) Recent findings on certain

bioactive components in whole grain wheat and rye. J. Cereal Sci. 59, 294-311.

Antoli¢, A. (2017) Tehnoloske mogucnosti bolje iskoristivosti pSeni¢nih posija, Zavr$ni rad,

SveuciliSte u Zagrebu, Prehrambeno-biotehnoloski fakultet.

Antov, M. G., Pordevi¢, T. R. (2017) Environmental-friendly technologies for the production
of antioxidant xylooligosaccharides from wheat chaff. Food Chem. 235, 175-180.

AOAC Official Method 2011.25 Insoluble, Soluble, and Total Dietary Fiber in Foods.

45



Apprich, S., Tirpanalan, O., Hell, J., Reisinger, M., Béhmdorfer, S., Siebenhandl-Ehn, S.,
Novalin., S., Kneifel, W. (2013) Wheat bran-based biorefinery 2: valorisation of products.
LWT-Food Sci. Technol. 56, 222-231.

Armero, E., Collar, C. (1997) Texture properties of formulated wheat doughs, Relationships
with dough and bread technological quality. Z. Lebensm. Unters. Forsch. 204, 136-145.

Awad, T., Moharram, H., Shaltout, O., Asker, D., Youssef, M. (2012) Applications of
ultrasound in analysis, processing and quality control of food: a review. Food Res. Int. 48, 410-
4217.

Benkovi¢, M. (2013) Fizikalno-kemijska i senzorska svojstva obogacenih praskastih mjesavina

na bazi kave, Doktorski rad, SveuciliSte u Zagrebu, Prehrambeno-biotehnoloski fakultet.

Benkovi¢, M., Sre¢ec, S., Spoljari¢, I., Mrsi¢, G., Bauman, I. (2013) Flow properties of

commonly used food powders and their mixtures. Food Bioprocess. Tech. 6, 2525-2537.

Bhandari, B. R., D’Arcy, B. R., Padukka, 1. (1999) Encapsulation of lemon oil by paste method
using beta-cyclodextrin: Encapsulation efficiency and profile of oil volatiles. J. Agric. Food
Chem. 47, 5194-5197.

Chau, C. F., Wang, Y. T., Wen, Y. L., (2007) Different micronization methods significantly
improve the functionality of carrot insoluble fibre. Food Chem. 100, 1402-1408.

CIE (2004) Technical Report: Colorimetry, 3. izd. CIE - International Commission on

Illumination, Vienna, Austria.

Curti, E., Carini, E., Bonacini, G., Tribuzio, G., Vittadini, E. (2013) Effect of the addition of
bran fractions on bread properties. J. Cereal Sci. 57, 325-332.

Cukelj Mustac, N., Voucko, B., Novotni, D., Drakula, S., Gudelj, A., Dujmi¢, F., Curié, D.
(2019) Optimization of High Intensity Ultrasound Treatment of Proso Millet Bran to Improve
Physical and Nutritional Quality. Food Technol. Biotech. 57, 183-190.

Curié, D., Novotni, D., Voucko, B., Cukelj Musta¢, N. (2020) Moguénosti upotrebe
nusproizvoda mlinske industrije za proizvodnju funkcionalne hrane. U: Neke mogucnosti
iskori§tenja nusproizvoda prehrambene industrije knjiga 2, (Subari¢, D., Babié, J., ured.),

Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek,

46



Osijek, str. 37-62.

De Almeida, J. L., Pareyt, B., Gerits, L. R., Delcour, J. A. (2014) Effect of wheat grain steaming
and washing on lipase activity in whole grain flour. Cereal Chem. 91, 321-326.

De Brier, N., Gomand, S. V., Joye, 1. J., Pareyt, B., Courtin, C. M., Delcour, J. A. (2014) The
impact of pearling as a treatment prior to wheat roller milling on the texture and structure of
bran-rich breakfast flakes. LWT-Food Sci. Technol. 62, 668-674.

De Brier, N., Hemdane, S., Dornez, E., Gomand, S. V., Delcou, J. A., Courtin, C. M. (2015)
Structure, chemical composition and enzymatic activities of pearlings and bran obtained from

pearled wheat (Triticum aestivum L.) by roller milling. J. Cereal Sci. 62, 66-72.

Demir, M. K., Elgiin, A. (2013) Stabilization of whole wheat flour branny fractions with special
emphasis on internal and external characteristic of whole wheat bread. Food Sci. and Technol.
Res. 19, 195-200.

Dornez, E., Cuyvers, S., Gebruers, K., Delcour, J. A., Courtin, C. M. (2008) Contribution of
wheat endogenous and wheat kernel associated microbial endoxylanases to changes in the
arabinoxylan population during breadmaking. J. Agric. Food Chem. 56, 2246-2253.

Durante M., Lenucci, M. S., Laddomada, B., Mita, G., Caretto, S. (2012b) Effects of sodium
alginate bead encapsulation on the storage stability of durum wheat (Triticum durum Desf.)
bran oil extracted by supercritical CO2. J. Agric. Food Chem. 60, 10689-10695.

Durante, M., Lenucci, M. S., Rescio, L., Mita, G., Caretto, S. (2012a) Durum wheat by-products

as natural sources of valuable Nutrients. Phytochem. Rev. 11, 255-262.

Eisenmenger, M., Dunford, N. T. (2008) Bioactive components of commercial and supercritical
carbon dioxide processed wheat germ oil. J. Am. Oil Chem. Soc. 85, 55-61.

Elis, R. F. B., Tatiana, O., Joseane, B., Gabriela, S. S., Telma, E. B., Luiz, C. G. (2016)
Rheological properties of wheat flour dough and pan bread with wheat bran. J. Cereal Sci. 71,
177-182.

European Union (2011) Commission implementing decision of 11 April 2011 concerning the
non-inclusion of dichlobenil in Annex I to Council Directive 91/414/EEC. Official Journal of
the European Union 54, 14-15.

47



Every, D., Simmons, L. D., Ross, M. P. (2006) Distribution of redox enzymes in millstreams

and relationships to chemical and baking properties of flour. Cereal Chem. 83, 62-8.

Falsafi, S. R., Maghsoudlou, Y., Rostamabadi, H., Rostamabadi, M. M., Hamedi, H., Hosseini,
S. M. H. (2019) Preparation of physically modified oat starch with different sonication
treatments. Food Hydrocoll. 89, 311-320.

Fardet, A. (2010) New hypotheses forthe health protective mechanisms of whole-grain cereals:
what is beyond fibre? Nutr. Res. Rev. 23, 65-134.

Gokmen, V., Sugt, 1. (2007) A Non-Contact Computer Vision Based Analysis of Color in
Foods. Int. J. Food Eng. doi: 10.2202/1556-3758.1129

Guo, J., Bian, Y.-Y., Zhu, K.-X., Guo, X.-N., Peng, W., Zhou, H.-M. (2015) Reducing phytate
content in wheat bran by directly removing the aleurone cell content with teeth roller mill and

ultrasonic cleaner. J. Cereal Sci. 64, 133-138.

Habus, M., Antoli¢, A., Sisié, G., Voucko, B., Cukelj Mustag, N., Novotni, D., Curi¢, D. (2019)
High-intensity ultrasound treatment for the inactivation of polyphenol oxidase from wheat bran.
U: Jozinovi¢, A., Budzaki, S., Strelec, 1., Loncari¢, A. (ur.) Book of Abstracts of 10th
International Congress ,,Flour-Bread '19“ and the 12th Croatian Congress of Cereal

Technologists “Brasno-Kruh ’19. Osijek: Grafika, str. 44-44.

Hemdane, S., Jacobs, P. J., Dornez, E., Verspreet, J., Delcour, J. A., Courtin, C. M. (2016)
Wheat (Triticum aestivum L.) Bran in Bread Making: A Critical Review. Compr. Rev. Food
Sci. Food Saf. 15, 28-42.

Herceg, Z., Brn¢i¢, M., Rezek Jambrak, A., Rimac Brn¢i¢, S., Badanjak, M., Sokoli¢, 1. (2009)
Mogucénost primjene ultrazvuka visokog intenziteta u mljekarskoj industriji. Mljekarstvo 59,
65-69.

Hidalgo, A., Brusco, M., Plizzari, L., Brandolini, A. (2013) Polyphenol oxidase, alpha-amylase
and beta-amylase activities of Triticum monococcum, Triticum turgidum and Triticum

aestivum: A two-year study. J. Cereal Sci. 58, 51-58.

HRN ISO 1871:1999 (ISO 1871:1975 (E)) ICC 105/2, Odredivanje sadrzaja ukupnog dusika i

izraCunavanje sadrzaja bjelancevina u hrani.

48



Hu, R., Zhang, M., Adhikari, B., Liu, Y. (2015) Effect of homogenization and ultrasonication
on the physical properties of insoluble wheat bran fibres. Int. Agrophys. 29, 423-432.

Huang, C. C., Chen, Y. F., Wang, C. C. (2010) Effects of micronization on the physico-
chemical properties of peels of three root and tuber crops. J. Sci. Food Agric. 90, 759-763.

Hung, P. V., Maeda, T., Morita, N. (2007) Dough and bread qualities of flour with whole waxy
wheat flour substitution. Food Res. Int. 40, 273-279.

ICC — Standard No. 162 (1996) Rapid Pasting Method using the Newport Rapid Visco

Analyser.

Jacobs, P. J., Hemdane, S., Claes, S., Mulders, L., Langenaeken, N. A., Dewettinck, K.,
Courtin, C. M. (2018) Wheat bran-associated subaleurone and endosperm proteins and their
impact on bran-rich bread-making. J. Cereal Sci. 81, 99-107.

Jin, J.,, Ma, H., Wang, K. (2015) Effects of multi-frequency power ultra-sound on the

enzymolysis and structural characteristics of corn gluten meal. Ultrason. Sonochem. 24, 55.

Kim, B. K., Cho, A. R., Chun, Y. G., Park, D. J. (2013) Effect of microparticulated wheat bran
on the physical properties of bread. Int. J. Food Sci. Nutr. 64, 122-129.

Kock, S. D., Taylor, J., Taylor, J. R. N. (1999) Effect of heat treatment and particle size of
different brans on loaf volume of brown bread. LWT-Food Sci. Technol. 32, 349-356.

Krhan, M. (2019) Utjecaj ultrazvuka visokih snaga i dodatka antioksidansa na polifenolni i
aromatski sastav vina Cabernet Sauvignon tijekom starenja, Diplomski rad, Prehrambeno-

biotehnoloski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu.

Kuijpers, W. A., van Eck, D., Kemmere, M. F., Keurentjes, J. T. F. (2002) Cavitation-induced
reactions in high-pressure carbon dioxide. Science 298, 1969-1971.

Kwon, K. T., Uddin, M. S., Jung, G. W., Sim, J. E., Chun, B. S. (2010) Supercritical carbon
dioxide extraction of phenolics and tocopherols enriched oil from wheat bran. World Acad. Sci.
Eng. Technol. 64, 255-260.

Laddomada, B., Caretto, S., Mita, G. (2015) Wheat bran phenolic acids: Bioavailability and
stability in whole wheat-based foods. Molecules 20, 15666-15685.

49



Lebesi, D. M., Tzia, C. (2011) Effect of the addition of different dietary fiber and edible cereal
bran sources on the baking and sensory characteristics of cupcakes. Food Bioprocess. Technol.
4, 710-722.

Lei, L., Wei, W., Zhang, R., Wei, Z., Deng, Y., Xiao, J., Zhang, M. (2017) Complex enzyme

hydrolysis releases antioxidative phenolics from rice bran. Food Chem. 214, 1-8.

Leighton, T. G. (1998) The principles of cavitation. U: Ultrasound in Food Processing, (Povey,
M. J. W., Mason, T. J., ured.), Blackie Academic & Professional, London, str. 151-182.

Lelas, V. (2006) Nove tehnike procesiranja hrane. Mljekarstvo 56, 311-330.

Lindsay, M., Hellmeister, J., Augusto, P. E. D. (2016) The ultrasound technology for modifying
enzyme activity. Sci. Agropecu. 7, 145-150.

Liu, F., Zhao, J. H., Gan, Z. L., Ni, Y. Y. (2015) Comparison of membrane-bound and soluble
polyphenol oxidase in Fuji apple (Malus domestica Borkh. cv. Red Fuji). Food Chem. 173, 86-
91.

Liu, N., Ma, S., Li, L. Wang, X. (2019) Study on the effect of wheat bran dietary fiber on the
rheological properties of dough. Grain Oil Sci. Technol. 2, 1-5.

Malvern Instruments Ltd. (2007) Mastersizer 2000: Mastersizer 2000 User Manual.
<https://www.labmakelaar.com/fjc_documents/mastersizer-2000-2000e-manual-engl.pdf>.

Pristupljeno 14. sijecnja 2020.

Mason, T. J. (1998) Power ultrasound in food processing — the way forward. U: Ultrasound in
Food Processing, (Povey, M. J. W., Mason, T. J., ured.), Blackie Academic & Professional,
London, str. 153.

Mawson, R., Gamage, M., Terefe, N. S., Knoerzer, K. (2010) Ultrasound in Enzyme Activation
and Inactivation. U: Ultrasound Technologies for Food and Bioprocessing (Feng, H., Barbosa-
Canovas, G., Weiss, J., ured.), Springer, New York, str. 369-404.

Megazyme International Ireland (2017) Total dietary fiber. Asasay procedure.
<https://lwww.megazyme.com/documents/Booklet/K-TDFR-200A_DATA.pdf>. Pristupljeno
9. veljace, 2020.

50



Miano, A. C., Ibarz, A., Augusto, P. E. D. (2017) Ultrasound technology enhances the hydration
of corn kernels without affecting their starch properties. J. Food Eng. 197, 34-43.

Mutak, N. (2018) Primjena rogacevog kiselog tijesta u proizvodnji pekarskih proizvoda,

Diplomski rad, Sveuciliste u Zagrebu, Prehrambeno-biotehnoloski fakultet.

Muthukumaran, S., Kentish, S. E., Stevens, G. W., Ashokkumar, M. (2006) Application of
ultrasound in membrane separation process: A review. Rev. Chem. Eng. 22, 155 — 94.

Nandeesh, K., Jyotsna, R., Rao, G. V. (2011) Effect of differently treated wheat bran on
rheology, microstructure and quality characteristics of soft dough biscuits. J. Food Process.
Pres. 35, 179-200.

Niu, M., Hou, G. G,, Li, X., Wang, L., Chen, Z. (2014) Inhibitory effects of ultrasound
combined with ascorbic acid or glutathione on enzymatic darkening of whole-wheat raw
noodles. LWT-Food Sci. Technol. 59, 901-907.

Noort, M. W. J., van Haaster, D., Hemery, Y., Schols, H. A., Hamer, R. J. (2010) The effect of
particle size of wheat bran fractions on bread quality—Evidence for fibre—protein interactions.
J. Cereal Sci. 52, 59-64.

Novak, J. (2017) Utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta na masne kiseline i vlakna bucine
pogace, prosa i heljde, Diplomski rad, Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, SveuciliSte u

Zagrebu.

Olaerts, H., De Bondt, Y., Courtin, C. M. (2017) The heterogeneous distribution of a-amylase
and endoxylanase activity over a population of preharvest sprouted wheat kernels and their

localization in individual kernels J. Cereal Sci. 74, 200-209.

Onipe, O. O., Jideani, A. I. O., Beswa, D. (2015) Composition and functionality of wheat bran
and its application in some cereal food products. Int. J. Food Sci. Technol. 50, 2509-2518.

O'Sullivan, J., Park, M., Beevers, J. (2016) The effect of ultrasound upon the physicochemical

and emulsifying properties of wheat and soy protein isolates. J. Cereal Sci. 69, 77-84.

Ozbek, B., Ulgen, K. O. (2000) The stability of enzymes after sonication. Process Biochem. 35,
1037-1043.

51



Pasqualone, A., Delvecchio, L. fN., Gambacorta, G., Laddomada, B., Urso, V., Mazzaglia, A.,
Ruisi, P., di Miceli, G. (2015) Effect of supplementation with wheat bran aqueous extracts
obtained by ultrasound-assisted technologies on the sensory properties and the antioxidant
activity of dry pasta. Nat. Prod. Commun. 10, 1739-1742.

Peressini, D., Sensidoni, A. (2009) Effect of soluble dietary fibre addition on rheological and
breadmaking properties of wheat doughs. J. Cereal Sci. 49, 190-201.

Piechowiak, T., Jozefczyk, R., Balawejder, M. (2018) Impact of ozonation process of wheat

flour on the activity of selected enzymes. J. Cereal Sci. 84, 30-37.

Poudel, R., Rose, D. J. (2018) Changes in enzymatic activities and functionality of whole wheat
flour due to steaming of wheat kernels. Food Chem. 263, 315-320.

Pravilnik o metodama fizikalno - kemijske analize za zita i mlinske proizvode (2011) Narodne

novine 28, Zagreb.
Pravilnik o prehrambenim i zdravstvenim tvrdnjama (2010) Narodne novine 84, Zagreb.

Qin, X. S, Sun, Q. Q., Zhao, Y. Y., Zhong, X. Y., My, D. D., Jiang, S. T., Luo, S. Z., Zheng,
Z. (2017) Transglutaminase-set colloidal properties of wheat gluten with ultrasound

pretreatments. Ultrason. Sonochem. 39, 137-143.

Ragaee, S., Abdel-Aal, E. M. (2006) Pasting properties of starch and protein in selected cereals
and quality of their food products. Food Chem. 95, 9-18.

Rezek Jambrak, A., Lelas, V., Herceg, Z., Badanjak, M., Werner, Z. (2010) Primjena ultrazvuka

visoke snage u suSenju voca i povr¢a. Kem. Ind. 59, 169-177.

Rizzello, C. G., Nionelli, L., Coda, R., Angelis, M. D., Gobbetti, M. (2010) Effect of sourdough
fermentation on stabilisation, and chemical and nutritional characteristics of wheat germ. Food
Chem. 119, 1079-1089.

Sanz-Penella, J. M., Laparra, J. M., Sanz, Y., Haros, M. (2012) Influence of Added Enzymes
and Bran Particle Size on Bread Quality and Iron Availability. Cereal Chem. 89, 223-229.

Shewry, P. R., D’Ovidio, R., Lafiandra, D., Jenkins, J. A., Mills, E. N. C., Békés, F. (2009)
Wheat Grain Proteins. U: Wheat: Chemistry and Technology, 4. izd. (Khan, K., Shewry P. R.,

52



ured.), AACC International, St. Paul, M. N., str. 223-298.

Smerdel, B., Pollak, L., Novotni D., Cukelj, N., Benkovi¢, M., Lusi¢, D., Curi¢, D. (2012)
Improvement of gluten-free bread quality using transglutaminase, various extruded flours and
protein isolates. J. Food Nutr. Res. 51, 242-253.

Sopade, P. A., Hordin, M., Fitzpatrick, P., Desmee, H., Halley, P. (2006) Macromolecular
interactions during gelatinization and retrogradation in starchwhey systems as studied by Rapid
Visco-Analyser. Int. J. Food Eng. 2, 1-17.

Srivastava, A. K., Sudha, M. L., Baskaran, V., Leelavathi, K. (2007) Studies on heat stabilized
wheat germ and its influence on rheological characteristics of dough. Eur. Food Res. Technol.
224, 365-372.

Stable Micro Systems Ltd (2009) TA.HDplus Texture Analyser.

<http://stablemicrosystems.com.cn/tahdplus.htm> Pristupljeno 6. veljace 2020.

Stevenson, L., Phillips, F., O'Sullivan, K., Walton, J. (2012) Wheat bran: Its composition and
benefits to health, a European perspective. Int. J. Food Sci. Nutr. 63, 1001-1013.

Sun, R. C,, Sun, X. F., Ma, X. H. (2002) Effect of ultrasound on the structural and
physiochemical properties of organosolv soluble hemicelluloses from wheat straw. Ultrason.
Sonochem. 9, 95-101.

Skrbi¢, B., Filipéev, B. (2008) Nutritional and sensory evaluation of wheat breads
supplemented with oleic-rich sunflower seed. Food Chem. 108, 119-129.

Tait, S. P. C., Galliard, T. (1988) Effect on baking quality of changes in lipid composition
during wholemeal storage. J. Cereal Sci. 8, 125-137.

Tester, R. F., Morrison, W. R. (1990) Swelling and amylosization of cereal starches. I. Effects
of amylopectin, amylose and lipids. Cereal Chem. 67, 551-557.

Tolouie, H., Mohammadifar, M. A., Ghomi, H., Yaghoubi, A. S., Hashemi, M. (2018) The
impact of atmospheric cold plasma treatment on inactivation of lipase and lipoxygenase of

wheat germs. Innov. Food Sci. Emerg. Technol. 47, 346-352.

Tomaskovi¢, L. (2009) Tekstura polupecenih smrznutih kruhova dobivenih uz dodatak kiselog

53



tijesta, Diplomski rad, Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu.

Wang, J., Hou, G. G., Liu, T., Wang, N., Bock, J. (2018) GlutoPeak method improvement for

gluten aggregation measurement of whole wheat flour. LWT-Food Sci. Technol. 90, 8-14.

Wang, J., Rosell, C. M., de Barber, C. B. (2002) Effect of the addition of different fibres on
wheat dough performance and bread quality. Food Chem. 79, 221-226.

Wang, J., Sun, B., Cao, Y., Tian, Y., Li, X. (2008) Optimisation of ultrasound-assisted

extraction of phenolic compounds from wheat bran. Food Chem. 106, 804-810.

Wang, L., Weller, C. L. (2006) Recent advances in extraction of nutraceuticals from plants.
Trends Food Sci. Technol. 17, 300-312.

Yadav, D. N., Patki, P. E., Srihari, S. P., Sharma, G. K., Bawa, A. S. (2010) Studies on
polyphenol oxidase activity of heat stabilized whole wheat flour and its chapatti making quality.
Int. J. Food Prop. 13, 142-154.

Yildiz, O., Yurt, B., Bastiirk, A., Toker, O. S., Yilmaz, M. T., Karaman, S., Daglioglu, O. (2013)
Pasting properties, texture profile and stress-relaxation behavior of wheat starch/dietary fiber
systems. Food Res. Int. 1, 278-290.

Zhang, H., Wang, H., Cao, X., Wang, J. (2018) Preparation and modification of high dietary
fiber flour: A review. Food Res. Int. 113, 24-35.

Zhang, Y., Ma, H., Wang, B., Qu, W, Li, Y., He, R., Wali, A. (2015) Effects of Ultrasound
Pretreatment on the Enzymolysis and Structural Characterization of Wheat Gluten. Food
Biophys. 10, 385-395.

Zhu, F. (2015) Impact of ultrasound on structure, physicochemical properties, modifications,
and applications of starch. Trends Food Sci. Technol. 43, 1-17.

54



7. PRILOZI

Brasno Katic + pposije 200um nativne 2.vse
Brasno Katic + pposije 200um uzv 15%-2.vse

Prilog 1. Viskoznost uzoraka odredena na mikroviskoamilografu.

— Brasno Katic « pposie 200um nativne vse
— Brasno Katic « pposie 200um uzv.vse

— Brasno Katic + pposije 200um uzv 2.vse
— Brasno Katic 100-2.vse
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Brasno Katic + pposije 200um uzv 15%.vse
Brasno Katic-100 cmg MG.vse
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