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1. UvVOD

Tostiranje je popularna metoda toplinske obrade kruha u cijelome svijetu, a najcesce se koristi
pri pripremi dorucka. Na trzi$tu se nalazi mnogo vrsta tost kruha pripremljenih od razli¢itih
vrsta bra$na. Tost kruh prilikom tostiranja postaje hrskavi izvana, dok se u sredini zadrzava
mekana tekstura. Tijekom procesa tostiranja, uz pozitivne senzorske promjene okusa i arome
dolazi i do posmedivanja €iji stupanj moze varirati ovisno o preferenciji potrosaca. Posljedica
takve toplinske obrade kruha je odvijanje odredenih kemijskih reakcija koje rezultiraju
nastankom nekih nepozeljnih spojeva, medu kojima je i akrilamid koji je klasificiran kao
potencijalno kancerogen spoj za ljude. Zbog toga je bitno obratiti pozornost na namirnice u
kojima moze do¢i do njegovog nastanka tijekom toplinske obrade pri viSim temperaturama.
Prekursori za nastanak akrilamida su reducirajuéi $eceri i slobodna aminokiselina asparagin te
oni u uvjetima visoke temperature sudjeluju u Maillardovim reakcijama neenzimskog
posmedivanja. Znacajniji unos akrilamida u organizam mogu¢ je konzumiranjem nekoliko
skupina namirnica koje mogu sadrzavati veée koncentracije akrilamida, a to su: proizvodi od
krumpira kao §to je pomfrit ili Cips, proizvodi na bazi zitarica (kruh, Zitarice za dorucak) ili
kava (przena ili zamjene za kavu). Svima im je zajedni¢ko da sadrze prekursore za nastanak
akrilamida te su prilikom procesa proizvodnje ili prerade podvrgnute termickoj obradi.
Nastanak akrilamida u tim namirnicama je neizbjeZan, no uz provedbu odredenih mjera,
propisanih od strane Europske komisije, prilikom pripreme ili proizvodnje moguce je smanjiti
nastanak akrilamida u gotovom proizvodu. Europska komisija je za kriti€ne skupine namirnica

propisala i dopusStene referentne vrijednosti akrilamida.

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi utjecaj trajanja tostiranja (60, 75 i 90 sekundi) na sadrzaj
akrilamida u razli¢itim vrstama tost kruhova (psenicni, punozrnati, pirov, proteinski na bazi
durum psenice i razeni sa sjemenkama) te utvrditi prelaze li vrijednosti sadrzaja akrilamida u
tostiranom kruhu propisane referentne vrijednosti s obzirom na vrstu tost kruha i duljinu
tostiranja (Uredba EK, 2017). U netostiranim uzorcima je odreden sadrzaj aminokiseline
asparagin HPLC metodom, a na tostiranim uzorcima je instrumentalno odredena tekstura, boja

te udio suhe tvari, a provedeno je i senzorsko ocjenjivanje tostiranog kruha pomocu panela.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KRUH

Kruh je jedna od osnovnih namirnica ljudske prehrane, a povijest njegove konzumacije seze od
samih pocetaka civilizacije (Albrecht i sur., 2010). Ono $to danas poznajemo pod pojmom kruh,
rezultat je tehnoloSkog napretka tijekom tisua godina. Prema Pravilniku o zitaricama i
proizvodima od zitarica (NN 81/16), kruh je pekarski proizvod proizveden mijesanjem,
oblikovanjem, fermentacijom i peenjem tijesta umijeSenog od brasna, vode, soli i pekarskog
kvasca. Prema vrsti upotrijebljenih sastojaka ili vrste brasna, kruh moze biti pSeni¢ni, razeni,
kukuruzni, pirov, mijesani ili neki iz skupine posebne vrste kruha. Prema metodi, proizvodnja
kruha moze se podijeliti na obrtnicku, ¢ija je proizvodnja u cijelosti ru¢na, i industrijsku, kojim
se proizvodi svjezi kruh, ispeéen u tvornici ili dopecen kruh. Masa kruha mora biti ve¢a od 250

g, a ukoliko je masa manja, rijec je o pecivu (Pravilnik, 2016).

Duga povijest 1 Siroka rasprostranjenost te namirnice utjecale su na nastanak razli¢itih vrsta
kruhova koji se medusobno razlikuju po obliku, veli¢ini, teksturi, kori, boji, okusu i mirisu.
Tako postoje tipicne vrste za svako podneblje, primjerice talijanska ciabatta, francuski baget,

Svicarski ili finski raZzeni kruh, hamburger pecivo itd.

Osnovne sirovine za proizvodnju kruha su brasno, voda, pekarski kvasac (Saccharomyces
cerevisiae) i sol. Uz njih, mogu se dodati i pomoéne sirovine i pobolj$ivaci u svrhu bolje strojne
obradivosti, skra¢ivanja procesa mijeSenja, bolje kvalitete tijekom ¢uvanja, bolje arome, mekse

strukture, odnosno opéenito za poboljSanje fizikalnih, senzorskih i nutritivnih svojstava kruha.

U mlinske proizvode od pSenice ubrajaju se braSno, krupica i prekrupa, a dobivaju se
mljevenjem krusne pSenice (Triticum aestivum), tvrde pSenice (Triticum durum), krupnika ili
pira (Triticum aestivum ssp. spelta) i khorosana (Triticum turgidum ssp. turanicum) (Pravilnik,
2016).

U kemijskom sastavu najcesce koristenog pSeni¢nog brasna najveéi udio zauzima Skrob (70 —
75 %) koji ima bitnu ulogu za tvorbu strukture u pe¢enju zbog svojstva bubrenja, Zelatinizacije
te retrogradacije. Ostatak Cine voda (12 —14 %), proteini (10 —12 %), neSkrobni polisaharidi,
oligosaharidi i Seceri, u niskim koncentracijama lipidi (1 -2 %), mikronutrijenti i fitokemikalije.
Kemijski sastav zrna, odnosno brasna varira ovisno o sorti, vremenskim prilikama i

agronomskim uvjetima uzgoja (Serna-Saldivar, 2010).



PSeni¢no brasno u svojem sastavu sadrzi gluten, smjesu dvaju u vodi netopivih proteina,
gliadina i glutenina. Kod zamijesa tijesta (mijeSanja brasna s vodom) gliadin i glutenin vezu
vodu, bubre i stvaraju trodimenzionalnu glutensku mrezu, gdje su molekule medusobno
povezane disulfidnim, vodikovim i hidrofobnim vezama. Raznovrstnost nastalih veza doprinosi
specifinim kohezivno visoko-elasti¢nim svojstvima glutenske mreze. Zbog takvih svojstava,
nastala glutenska mreza sposobna je zadrzati plin ugljikov dioksid (CO2) koji se stvara tijekom
fermentacije u tijestu. Kvaliteta glutena ovisi 0 omjeru koncentracije gliadina i glutenina te se
jedino prilikom optimalnih koncentracija moze ocekivati poZeljna elasti¢nost i rastezljivost
tijesta te posljedi¢no i prozra¢an, mekan i ukusan proizvod (Novotni, 2011). Osim pSeni¢nog
brasna, gluten se nalazi i u pirovom brasSnu te u manjim koli¢inama u je¢menom i razenom
brasnu, a u zobi se nalazi u zrnu, no u specijaliziranim prodavaonicama moguce je pronaci
zobeno brasno bez glutena (Cukelj, 2007). Niza koncentracija glutena ogituje se u teksturi kruha
koja je gruba i zbijena te se takva brasna Cesto mijeSaju s pSeni¢nim kako bi se poboljsala ta

senzorska svojstva.

Sol se dodaje za poboljSanje okusa proizvoda, ali 1 kako bi se pojacala glutenska mreZa,
kontrolirala brzina fermentacije 1 produljila trajnost proizvoda. Pekarski kvasac
(Saccharomyces cerevisiae) osigurava dizanje tijesta fermentirajuci Se¢ere glukozu i maltozu
koji se prirodno nalaze u brasnu do etanola i CO». Za pekarstvo se Koriste svjezi presani, suhi
aktivni te teku¢i s raznim varijacijama djelovanja, ovisno o poZeljnim svojstvima konacnog

proizvoda (Cauvain, 2003).

Voda se u sastavu tijesta moZe se nalaziti u slobodnom (interakcije sa Skrobom) ili vezanom
obliku (u sastavu glutena) (Gavrilovi¢, 2011). Tijekom procesa pecenja kruha dolazi do
razli¢itih promjena uslijed kojih vlazno, neprobavljivo tijesto postaje lako probavljiv proizvod.
Makroskopski gledano, pecenje kruha uzrokuje ocvrS¢ivanje tijesta, odnosno pretvorbe
pjenaste strukture ispunjene molekulama plina u spuzvastu strukturu kruha. Na temperaturama
vis§im od 60 °C, dolazi do povecanja viskoznosti tijesta uslijed denaturacije proteina i
oslobadanja vezane vode te bubrenja Skroba. Zbog isparavanja vode, COz i etanola, smanjuje
se volumen tijesta i formira se stabilna struktura sredine kruha s porama manjim od < 3 um
koju ¢ine denaturirani proteini 1 nabubreni i djelomi¢no Zelatinizirani S$krob. Potpuno
ucvrséivanje teksture postignuto je kada temperatura unutrasnjosti dosegne 95 °C. Hladenjem
kruha dolazi do reorganizacije Skrobnih polisaharida i do pojave retrogradacije ¢ija pojava uz

migraciju vode ima klju¢nu ulogu u starenju kruha (Hug-Iten i sur., 1999).



Nutritivna vrijednost kruha ovisi o recepturi, prvenstveno o vrsti upotrijebljenog brasna, ali i
samom procesu proizvodnje. ldealnim kruhom smatra se onaj koji je dobar izvor proteina i
prehrambenih vlakana, vitamina, magnezija, elemenata u tragovima i antioksidansa te ima niski
glikemijski indeks. Koli¢ina pojedinih nutrijenata (u 100 g kruha) u odredenim vrstama kruha

prikazana je u tablici 1.

Tablica 1. Procjena sastava pojedinih vrsta kruha (prema: Albrecht i sur., 2010)

nutrijent (u 100 g) pSenicni kruh iz bijeli raZeni kruh

pSeni¢ni kruh

ugljikohidrati (g) 41 48 48
proteini () 7 8 6
prehrambena vlakna (g) 8 4 6
masti (g) 1 1 1
Zeljezo (mg) 2 1 3
kalcij (mg) 65 60 30
vitamin B1 (ug) 250 85 180
vitamin B2 (ng) 150 60 110

U Europi trziSte kruha i1 pekarskih proizvoda ¢ini 16,5 % ukupnog prehrambenog trzista.
Procjenjuje se da je prosjecna godisnja potroSnja kruha i pekarskih proizvoda oko 50 kg po
stanovniku Sto je prikazano na slici 1, koja prikazuje procjenu prosjene potroSnje kruha i
pekarskih proizvoda (ukupno, kao i pojedina¢no) u Europi u razdoblju od 2010. do 2023.,
temeljeno na podacima prikupljenim do 2018. godine.

60
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30

20

Prosjecna koli¢ina po stanovniku (kg)

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

@ Ukupno @ Kruh Konzervirana peciva i kolaci

Slika 1. Prosje¢na potros$nja kruha i pekarskih proizvoda u Europi po stanovniku od 2010. do
2023. godine (Statista, 2019)



Drugi izvor procjenjuje da se u Europi konzumira oko 181 grama kruha na dan, Sto je za
usporedbu oko 66 kg po stanovniku godisnje (Mandi¢ Andaci¢ i sur., 2020). Na prva tri vodeca
mjesta po koli¢ini potro$nje kruha u danu su Bugarska (301 g), Ceska (244 g) te Njemacka (219
g). Prema podacima Hrvatskog zavoda za statistiku, 2011. godine konzumacija je iznosila 73,9
kg po stanovniku godisnje, $to je oko 202 g kruha i pekarskih proizvoda po stanovniku dnevno.
Curié i suradnici (2013) procjenjuju da je godidnja potro$nja kruha u Hrvatskoj oko 80 kg po
stanovniku, a u radu Mandi¢ Andacic i suradnika (2020) iznose podatak o dnevnoj konzumaciji
kruha i pekarskih proizvoda u koli¢ini od 167 g dnevno, §to preracunato iznosi oko 60 kg
proizvoda po stanovniku godi$nje. Hrvatska agencija za hranu je tijekom 2011. 1 2012. godine
provela istrazivanje “Prehrambene navike odrasle populacije u RH” te je na uzorku od 1942

ispitanika dosla do srednje vrijednosti unosa kruha i pekarskih proizvoda od 153,52 g na dan.
2.1.1. Tost kruh

Tost je kruh produljene svjezine, narezan i pretpakiran te namijenjen pecenju, odnosno
tostiranju, a svrstava se u kategoriju posebnih vrsta kruha (Pravilnik, 2016). Karakteristi¢no za
tost je ujednacen, Cetverokutan oblik, svijetlosmeda tanka kora, sredina mora biti ravnomjerna,
fino porozna, a okus neutralan, pomalo sladak te hrskava i prhka tekstura. Trajnost tosta mora

biti najmanje 6 dana, ali moze se dose¢i i trajnost od par tjedana.

Slika 2. Prikaz razlike istog uzorka tost kruha prije i nakon tostiranja: netostirani (lijeva

polovica slike) i tostirani tost (desna polovica slike) (Zenz, 2005)

Na slici 2 prikazana je promjena boje tosta prilikom tostiranja. Toplinskim tretmanom tostiranja
dolazi do isparavanja vode te se stvaraju uvjeti pogodni za odvijanje Maillardovih reakcija i
karamelizacije. To su kemijske reakcije neenzimskog posmedivanja i najbitnije su reakcije u
procesu proizvodnje pekarskih proizvoda (Capuano i sur., 2009). Tostiranjem, tost kruh



poprima smedu boju, a uz to se pojavljuju i ostala pozeljna senzorska svojstva tosta kao §to su

hrskava tekstura, miris i okus (Belkova i sur., 2021).

Povijest tostiranja kruha stara je gotovo kao i samo otkri¢e kruha kada su se $nite pekle na
vruéem kamenju, na otvorenoj vatri ili pomocu raznih pomagala da bi se produzila trajnost i
poboljsao okus kruha. lako se konzumirao i u starom Egiptu i u antickoj Grckoj, posebnu
popularnost stekao je u Rimskom Carstvu te odatle potjeCe njegov internacionalni naziv, koji
je izvedenica iz latinske rijeci tostum sto znaci izgorjeti, zapaliti. U Velikoj Britaniji se u 16. st.
komadi¢ pecenog tosta umakao u vr¢ piva ili vina kako bi se isprobao okus napitka i kako bi se
eliminirali svi lo$i sastojci i time poboljSao okus napitka. Kasnije, u 18. st. tost se ubacivao u
pice kako bi se odala Cast osobi kojoj se nazdravljalo. Vremenom je taj obicaj ubacivanja tost
kruha u pice sasvim izostao, ali se zadrzalo samo izgovaranje rijeci toast, koja u ovom kontekstu

prevedena na hrvatski znaci nazdravlje!

Pojavom tostera na trzistu (1926. godine) u Americi, popularnost tosta jos$ je viSe porasla te je
diljem Amerike i Europe postao i ostao nezaobilaznom namirnicom za doru¢ak. O popularnosti
tosta svjedoci Cinjenica da je sastavni dio tradicionalnog dorucka u Ujedinjenom Kraljevstvu,
dok je u Kanadi prema statistickim podacima tost kruh glavna namirnica u otprilike 30 %
dorucaka (Statista, 2014). NajceS¢e se konzumira premazan maslacem, no Cesto se koriste i
druge vrste namaza. Konzumiranje tostiranog kruha preporucuje se oboljelima od dijabetesa
zbog nizeg glikemijskog indeksa od obi¢nog kruha. Takoder, vrlo je ucinkovit kod dijareje pa
ga se preporucuje uvesti u prehranu uz bananu, rizu 1 pire od jabuke. Razlog tomu je nastanak
retrogradiranog Skroba tijekom hladenja i starenja kruha koji usporava probavljanje Skroba te

on u takvom obliku prolazi neprobavljen kroz tanko crijevo (Katalini¢, 2011).

Princip rada vecine tostera na trzistu je isti, a to je zagrijavanje pomocu infracrvenih zraka koje
emitira grijace tijelo, naj¢esc¢e nikromirana zica omotana oko metalne zavojnice. Vecina uredaja
ima ugradene 1 elektri€ne senzore koji reguliraju trajanje tostiranja na nacin da se prilikom
postizanja odredene temperature prekida proces pecenja. Ovisno o nac¢inu stavljanja tosta u
uredaj, tosteri se dijele na horizontalne (preklopni toster) i vertikalne. Prema razini
automatizacije, tosteri se mogu podijeliti na mehanic¢ke (najjednostavniji u pogledu rada i
dizajna, potrebno je rucno okretanje tosta prilikom pecenja), poluautomatske (termostatskim
prekidacem se iskljuCuje zagrijavanje i tosteve je potrebno rucno izvaditi) i automatske (uz

termostatski prekidac postoji 1 mjera¢ vremena te se nakon isteka odabranog vremena, tost



»izbacuje* pomocu opruge). Snaga tostera varira izmedu 500 1 1800 W, a temperature koje se
postizu tijekom tostiranja su od 90 do 250 °C.

Na trziStu je najrasireniji tost od pSeni¢nog brasna, no uslijed povecane potraznje trzista za
nutritivno bogatijim proizvodima, mogu se naci i psenicni tost iz cijelog zrna, razeni tost sa
sjemenkama, tost s krumpirovim tijestom, tost iz pirovog brasna ili brasna durum psenice |
drugi. U usporedbi s obi¢nim bijelim kruhom, u tost se dodaje vise masnoce, 5 — 7 % na koli¢inu
duza svjezina i so¢nost proizvoda. Dodatak Secera u koncentraciji od 1 — 2 % na ukupnu
koli¢inu brasna omogucuje ujednadeno posmedivanje te postizanje karakteristicnog okusa.
Prema recepturi, dodaje se mlijeko koje ¢ini 1/3 tekuéine za zamjes ili 20 — 40 g na 1 kg brasna
ukoliko se koristi mlijeko u prahu ¢ime sredina tosta postaje finija, njeznija, okus puniji, a sam
proizvod duze ostaje socan. Za zastitu od plijesni, tijestu za tost se dodaje kiselina u obliku
konzervansa ili kiselog tijesta. Razlika u samom procesu proizvodnje je duze vrijeme mijesenja
tijesta nego za pripremu obi¢nog kruha (Albrecht i sur., 2010) te koriStenje kalupa s poklopcem
prilikom pecenja. NajceSc¢e se koriste linijske peci, a temperatura grijaca je 250 + 10 °C, no
budu¢i da je rije¢ o linijskim pec¢ima, toplina se raspodijeli po pec¢nici i pada prema izlazu.
Vrijeme pecenja je oko 45 min, §to je malo duze od klasi¢nog kruha (oko 30 min) (Magdi¢ i

sur., 2000).

2.2. AKRILAMID

Akrilamid (AA) je &vrsta tvar bijele boje, bez mirisa, molekulske mase 71,08 g mol™ (Sarkanj i
sur., 2010). Kemijska formula je C3HsNO, odnosno IUPAC-ovom nomenklaturom je to 2-
propenamid (slika 3). Akrilamid ima dvije funkcionalne skupine, amidnu i vinilnu $to mu
omogucuje sudjelovanje u razli¢itim reakcijama (EFSA, 2015). Zbog svoje polarnosti, jako je

dobro topiv u vodi, etanolu i metanolu, a slabije topiv u kloroformu (Eriksson, 2005).

O

X NH.

Slika 3. Kemijska strukturna foarmula akrilamida (EFSA, 2015)



2.2.1. Mehanizmi nastajanja akrilamida u hrani

Akrilamid, osim industrijskim na¢inima dobivanja, moZe nastati i u procesu pripreme hrane.
Iako to¢an mehanizam nastajanja akrilamida joS uvijek nije u potpunosti definiran, poznato je
da nastaje u Maillardovim reakcijama neenzimskog posmedivanja hrane u kojoj sudjeluju
slobodna aminokiselina asparagin (Asn) (najc¢esce) i reduciraju¢i Seer (Eriksson, 2005).
Maillardove reakcije odvijaju se tijekom termicke obrade hrane ili skladiStenja 1 uzrokuju
degradaciju proteina te mijenjaju njihovu probavljivost i dostupnost. Optimalni uvjeti za
njihovo odvijanje su neutralno do blago luznato podrucje pH, srednji sadrzaj vlage (aktivitet
vode 0,5 — 0,8) i temperatura iznad 120 °C, no mogu se odvijati i pri znatno nizim
temperaturama, ve¢ pri 50 °C (Kutzli i sur., 2021). Zavr$ni produkti Maillardovih reakcija su
smedi pigmenti melanoidini te ovisno o kojoj vrsti namirnice se radi, oni mogu biti pozeljni ili
ne. Kod pecenja pekarskih proizvoda, mesa ili prZzenja kave, nastanak boje i arome melanoidina
predstavlja pozitivnu pojavu, no bitno je sprijeéiti te reakcije kada promjene negativno utje¢u

na kvalitetu proizvoda.

Maillardove reakcije mogu se podijeliti u tri faze. Inicijalna faza zapocinje reverzibilnom
reakcijom kondenzacije aldoze s aminom, pri ¢emu uz izdvajanje vode nastaje Schiffova baza,
koja prelazi u N-supstituirani glikozamin. Nakon toga dolazi do ireverzibilne Amadori
pregradnje (ili Heynsove pregradnje ukoliko je pocetni Secer ketoza) koja je katalizirana
kiselinom i dogada se spontano ve¢ pri 25 °C. U drugoj fazi stvaranja meduprodukata dolazi do
dehidracije 1 fragmentacije SeCera te degradacije amino kiselina, odnosno Streckerove
degradacije. Dehidracija secera moze se odvijati u kiselim uvjetima pa nastaje furfural, dok u
neutralnim ili alkalnim uvjetima nastaju reduktoni. Dealdolizacijom ili oksidacijskim
cijepanjem dolazi do fragmentacije Secera pa nastaju produkti: glikoaldehid, gliceraldehid,
acetol, dihidroksiaceton, etanol, propanol, octena, mlije¢na i mravlja kiselina, formaldehid itd.
U Streckerovoj degradaciji se aminokiseline oksidiraju do aldehida, CO> ili amonijaka koji se
odmah transformira u druge spojeve. U trecoj fazi nastaju obojeni produkti i to u reakciji aldolne
kondenzacije gdje aldehidi nastali u prethodnim fazama medusobno reagiraju te nastaju
benzokvinoni koji dalje sudjeluju u reakcijama nastanka melanoidina. U finalnoj fazi
melanoidini nastaju i reakcijom aldehid-amin kondenzacije i to ve¢ pri niskim temperaturama.
Melanoidini su polimeri visoke molekulske mase koji u svojem sastavu sadrze heterociklicki

prsten poput piridina, pirazina i imidazola te oko 3 — 4 % dusika (Nursten, 2005).



Postoji vise predloZzenih glavnih puteva nastanka akrilamida. Mottram i suradnici (2002)
smatraju da je to Streckerova degradacija, Lineback i sur. (2012) kao glavni put nastanka
akrilamida predlazu razgradnju Secera kataliziranu aminokiselinama, a spominje se i Asparagin
put (slika 4) koji predvida reakciju karbonilnih spojeva s asparaginom te nastanak N-
glikozilasparagina koji dehidracijom postaje Schiffova baza. Dekarboksilacijom Schiffove
baze nastaje azometin iz kojeg eliminacijom imina nastaje akrilamid, a druga moguénost je da
iz Schiffove baze nastane Amadori produkt ¢ijom dekarboksilacijom nastaje akrilamid
(Taeymans i sur., 2004).
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Slika 4. Nastanak akrilamida iz asparagina u prisutnosti a-hidroksikarbonila (Mandi¢ Andacié,
2019)

2.2.2. Cimbenici koji utjetu na nastanak akrilamida u hrani

Na koli¢inu nastalog akrilamida utjecu temperatura i vrijeme zagrijavanja, prisutnost vode, pH
i koncentracija prisutnog slobodnog asparagina i reducirajucih Secera (Ahrné i sur., 2007).
Stadler i suradnici (2002) utvrdili su povecanje nastanka akrilamida porastom temperature od

120 °C do 170 °C, nakon cega slijedi pad u njegovom nastanku. Razlog tomu je djelomicna



eliminacija akrilamida pri temperaturama visim od 160 °C, a njegova rezidualna koli¢ina ovisi
o0 temperaturi i trajanju izlaganja (Wedzicha i sur., 2005). Neka istrazivanja potvrduju da se
moze formirati 1 na temperaturama ispod 100 °C, posebice u postupku suSenja na 65 — 130 °C
(Eriksson, 2005). Temperatura pri kojoj dolazi do nastanka akrilamida nije specifi¢na ve¢ ovisi
o sadrzaju vlage u hrani (EFSA, 2015). Elmore i suradnici (2005) su istrazivali utjecaj vode na
nastanak akrilamida te zakljucili da se tijekom toplinske obrade tijesta koli¢ina vode smanjuje,
a sadrzaj akrilamida povecava, ali samo kod intenzivnog zagrijavanja, kada unutrasnja
temperatura tijesta prelazi 100 °C. Maksimalna vrijednost nastanka akrilamida dostignuta je pri
pH 7 ili visem (Elbashir i sur., 2014), a razlog tome je $to su opcenito Maillardove reakcije
ovisne o pH vrijednosti, jer su pri nizim pH vrijednostima amino grupe aminokiseline kao
pekursora protonirane i prema tome nedostupne za daljnje reakcije. Na slici 5 prikazan je utjecaj
razli¢itih parametara na Maillardove reakcije, a time i nastanak akrilamida. Intenzitet
Maillardovih reakcija povecava se ako su reaktanati manje molekulske mase, aktivitet vode 0,5
— 0,8 kao i postojanje npr. fosfatnog pufera u sustavu. Takoder, intenzitet im se poveéava pri
1 pri poviSenim temperaturama (do odredene granice, prije nego dode do denaturacije proteina

i gubitka aminokiselina) (Kutzli i sur., 2021).
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Slika 5. Shematski prikaz utjecaja razli¢itih parametara na stupanj Maillardove reakcije (Mw :
molekulska masa, aw: aktivitet vode, Scik.: cikli¢ki saharidi, Saciki.: acikli¢ki saharidi (prema: Kutzli i sur.,
2021)
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Prekursori akrilamida su aminokiseline (asparagin, alanin, arginin, cistein, glutamin i metionin)
1 mono ili disaharidi (reduciraju¢i Seceri glukoza i fruktoza i nereduciraju¢i Seceri poput
saharoze) (Xu i sur., 2014). Od spomenutih aminokiselina najvecu tendenciju za interakciju sa
Secerima ima asparagin (Mottram i sur., 2002). Potvrdu o klju¢noj ulozi asparagina u nastajanju
akrilamida u hrani dali su rezultati istrazivanja koje su proveli Zyzak i suradnici (2003), koji
ukazuju na to da je amino skupina bo¢nog lanca asparagina uklopljena u amidnu vezu nastalog
akrilamida. Rezultati istrazivanja o utjecaju reduciraju¢ih Secera na nastanak akrilamida daju
razliCite rezultate. Istrazivanja Stadlera i suradnika (2002) ukazuju na to da su keto Seceri kao
Sto je fruktoza ucinkovitiji od aldehid Secera (npr. glukoze) $to se objasnjava viSom reaktivnosti
fruktoze uslijed nize tocke taljenja i vec¢e molekulske pokretljivosti, dok Eriksson (2005) to
pripisuje Cinjenici da fruktoza ima dvije a-hidroksilne grupe. S druge strane, rezultati
Schieberlea i suradnika (2005) dobiveni grijanjem jednake smjese asparagina i pet razli¢itih
monosaharida te dva disaharida, pokazali su kako najveéi utjecaj na nastanak akrilamida ima
glukoza. Isto tako, pokazali su da i nereducirajuéi Seceri poput saharoze mogu sudjelovati u
nastanku akrilamida, a razlog tome je $to ona hidrolizira pod utjecajem topline, pri ¢emu nastaju

reducirani monosaharidi.
2.2.3. Toksicnost i kancerogenost akrilamida

Medunarodna agencija za istraZivanje raka svrstala je akrilamid u grupu 2A, odnosno spojeve
potencijalno kancerogene za ljude (IARC, 1994). Zbog sumnje da uzrokuje karcinom kod ljudi,
akrilamid predstavlja vazan zdravstveni problem (JECFA, 2011). Neurotoksi¢nost akrilamida
je jedini toksi¢ni uc¢inak koji je dokazan na ljudima (Zamani i sur., 2017), dok su razvojna i
reproduktivna toksi¢nost i kancerogenost zamijeceni samo kod glodavaca (EFSA, 2015).
Prilikom unosa akrilamida u organizam Stakora, on se distribuira u razli¢ita tjelesna tkiva:
misice, kozu, krv, jetra, a mali postotak naden je u mozgu i lednoj mozdini (Matoso 1 Sur.,
2019). Tijekom metabolizma, akrilamid se prevodi u glicidamid koji moZze djelovati kao snazan
agens koji oste¢uje DNA (Maan i sur., 2020). Europska agencija za sigurnost hrane EFSA (engl.
European Food Safety Authority) je svoje misljenje o izloZenosti akrilamidu putem prehrane i
riziku nastanka raka donijela na temelju 36 publikacija proizaslih iz 16 epidemioloskih
istrazivanja, uzimajuc¢i u obzir razlicite vrste raka. U vecini slu¢ajeva nema dosljednih dokaza
0 povezanosti rizika od nastanka raka i izlozenosti akrilamidu. Nekoliko istraZivanja ukazuje
na povecani rizik od raka bubreznih stanica, raka jajnika i endometrija te na nizi stupanj
prebolijevanja raka dojke kod Zena nepuSaca koje su prije dijagnoze unosile visoke

koncentracije akrilamida putem hrane. U svakom slucaju, moze se zakljuciti da trenutni
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epidemioloski i toksikoloski dokazi nisu dovoljni da bi se akrilamid proglasio kancerogenim za
ljude, no svakako su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se to moglo i sigurno dokazati
(EFSA, 2015; Lipworth i sur., 2013).

2.3. PRISUTNOST AKRILAMIDA U RAZLICITOJ HRANI

Unos akrilamida u organizam moguc¢ je iz razlicitih izvora kao $to su voda, tlo, duhanski dim
(Smith 1 sur., 2000), zrak, kozmeticki proizvodi i ambalaza (Zhang i Zhang, 2007), no
najznacajniji unos je putem hrane. O njegovom prisustvu u odredenim kategorijama hrane, prva
je izvijestila Svedska nacionalna agencija za hranu (SNFA, 2002). Oni su prilikom istrazivanja
0 akrilamidu u duhanskom dimu zamijetili njegovu visoku razinu u krvi osoba koje su pripadale
kontrolnoj skupini, odnosno nepusac¢ima te se pocela ispitivati moguénost unosa akrilamida
putem hrane, $to je kasnije 1 potvrdeno (Tareke i sur., 2002). Isti tim suradnika, Tareke i sur.,
(2002), zakljucio je da se radi o hrani bogatoj ugljikohidratima, obradenoj na visokoj
temperaturi. U tablici 2 prikazane su referentne vrijednosti razine akrilamida u hrani na koju

treba usmjeriti pozornost zbog prisutnosti visokih koncentracija akrilamida (Uredba EK, 2017).

Akrilamid se u hrani nalazi iskljuéivo kao rezultat obrade hrane, nikako kontaminacijom iz
okolisa. Takoder, nije pronaden u sirovoj, kuhanoj ili hrani obradenoj u mikrovalnoj pe¢nici, a
vrlo male koli¢ine su pronadene u hrani zivotinjskog podrijetla (Eriksson, 2005). NajviSe ga se
moze na¢i u termicki obradenim proizvodima biljnog porijekla kao Sto su proizvodi od
krumpira (Cips i pomfrit), proizvodi od Zitarica (kruh, keksi, Zitarice za dorucak) i kava (EFSA,
2015). Razlog tome je $to oni sadrze prirodno prisutne prekursore potrebne za nastanak
akrilamida, ali i visoka temperatura kojoj su svi spomenuti proizvodi podvrgnuti prilikom
procesa proizvodnje (Rydberg i sur., 2005). EFSA (2015) procjenjuje da se prosjecna izloZenost
akrilamidu putem hrane za odrasle, adolescente i starije osobe krec¢e u rasponu od 0,6 do 2,0 ug
po kilogramu tjelesne mase u danu. Zabrinjavajuce je $to je kod djece i adolescenata izlozenost,
kada se uracuna prosjecna tjelesna masa, visa u odnosu na odrasle (Dybing i sur., 2005) i iznosi

izmedu 0,5 — 1,9 pg po kilogramu tjelesne mase u danu (EFSA, 2015).

U prehrambenoj industriji na globalnoj razini javlja se tendencija smanjivanja akrilamida te je
pripremljen vodi¢ o strategiji smanjenja udjela akrilamida u odredenim kategorijama hrane.
Pripremila ga je organizacija FoodDrinkEurope koja zastupa Europsku prehrambenu industriju
(FDE, 2013). Razvoj strategije vrlo je izazovan iz razloga $to s jedne strane nastajanje

akrilamida u prehrambenom proizvodu treba svesti na najmanju mogucu razinu, a s druge
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strane, potrebno je zadrzati pozeljna organoleptiCka Svojstva gotovog proizvoda (Stadler i
Struder, 2016). U najnovijem izdanju vodi¢a (Acrylamide Toolbox 2019), u 4 grupe razvrstano
je 14 parametara pomocu kojih se moze utjecati na koncentraciju akrilamida u hrani. Glavne
grupe su usmjerene na: agronomski aspekt sirovina, odnosno odabir sorti s manjim udjelom
prekursora (asparagina i reduciraju¢ih Secera), oblikovanje recepata i postupaka pripreme,
uvjete procesiranje (podeSavanje parametara Maillardovih reakcija) i zavrSnu preradu kod
krajnjih korisnika. Bitno je naglasiti da se ne mogu svi parametri koristiti za sve kategorije

proizvoda.

Tablica 2. Prikaz referentnih vrijednosti za razinu akrilamida (ug kg™*) u hrani (prema Uredbi
EK, 2017)

- Referentne vrijednosti
Prehrambeni proizvod
[ng kg']

Pomfrit 500
Cips od svjezih krumpira i krumpirovog tijesta
Krekeri na bazi krumpira 750
Ostali proizvodi od krumpirova tijesta
Meki kruh

a) kruh na bazi pSenice 50

b) meki kruh koji nije na bazi pSenice 100

Zitarice za doru¢ak (osim kase od zobenih pahuljica)
a) proizvodi od posija i Zitarice od cjelovitog zrna,

ekspandirane Zitarice 300
b) proizvodi na bazi kukuruza, zobi, pira, je¢ma i riZe 150
¢) proizvodi na bazi pSenice i razi 300
Keksi i vafli 350
Krekeri osim krekera na bazi krumpira 400
Hruskavi kruh 350
Medenjaci zac¢injeni dumbirom 800
Proizvodi sli¢ni drugim proizvodima iz ove kategorije 300
Przena kava 400
Instant (topljiva) kava 850
Zamjene za kavu

a) zamjene za kavu isklju¢ivo na bazi Zitarica 500
b) zamjene za kavu isklju¢ivo na bazi cikorije 4000
Djecja hrana, preradena hrana na bazi Zitarica za dojencad i 40
malu djecu, osim keksa i dvopeka

Keksi i dvopek za dojencad i malu djecu 150

13



2.4. AKRILAMID U KRUHU I OSTALIM PEKARSKIM PROIZVODIMA

Pekarski proizvodi ¢ine skup razli€itih proizvoda kojima je osnova za proizvodnju brasno od
razlicitih vrsta zitarica, a medusobno se razlikuju zbog razlicitih omjera sastojaka koji se koriste
u proizvodnji i razli¢itih metoda pripreme koje se primjenjuju (Mandi¢ Andaci¢, 2019). Udio
akrilamida u pekarskim proizvodima moze varirati od nezamijecene koli¢ine kao npr. u kruSnim
mrvicama, niskih udjela u kruhu i pecivima (5 — 160 pg kg ), izuzetak je hruskavi kruh koji
sadrZi znadajne udjele akrilamida (<30 — 2085 pg kg™ ) pa do vise od 2000 pug kg™ u krekerima
i kola¢ima. Za tost kruh literatura govori o Sirokom rasponu detektiranih koncentracija
akrilamida (<30 — 1430 pg kg ) (Mesias i Morales, 2016). Referentne vrijednosti za razinu
akrilamida u pojedinim pekarskim proizvodima propisani su Uredbom Europske komisije i
prikazani u tablici 3. Akrilamid je u vecini pekarskih proizvoda prisutan samo u kori jer
prilikom pecenja voda vrlo brzo isparava iz povrsinskih slojeva tijesta, pa temperatura u Kori,
za razliku od unutrasnjih dijelova, moze dosec¢i vrlo visoke vrijednosti koje omoguéuju

odvijanje Maillardovih reakcija i stvaranje akrilamida (Vanin i sur., 2009).
2.4.1. Unos akrilamida putem pekarskih proizvoda

EFSA (2011) je izvijestila da unos akrilamida putem kruha i pekarskih proizvoda moze iznositi
od 20 % do 60 % ukupnog prosje¢nog unosa akrilamida, §to odgovara rasponu od 0,13 pg do
0,31 pg po kilogramu tjelesne mase u danu za odrasle potrosace. Mandi¢ Andaci¢ i suradnici
(2020) proveli su istrazivanje o izloZenosti akrilamidu putem kruha i pekarskih proizvoda za
odraslu hrvatsku populaciju i utvrdili da se dnevno putem kruha i pekarskih proizvoda unosi
oko 0,16 pg akrilamida po kilogramu tjelesne mase u danu. Budu¢i da za Hrvatsku ne postoji
podatak o ukupnoj izloZenosti akrilamidu putem prehrane, nije moguce odrediti postotak unosa
akrilamida putem pekarskih proizvoda. Sli¢no istrazivanje proveli su Mojska i suradnici (2010)
koji su zakljucili da je izlozenost Poljaka akrilamidu oko 0,19 pg po kilogramu tjelesne mase u
danu $to ¢ini 45 % ukupne izloZenosti akrilamidu putem prehrane. Uzimajuéi u obzir sli¢nost
tog istrazivanja i njihove podatke, Mandi¢ Andaci¢ i suradnici (2020) zakljucili su da je
doprinos kruha 1 pekarskih proizvoda ukupnoj izloZenosti akrilamidu za hrvatsko stanovniStvo
oko 37,2 % ukupnog unosa akrilamida, sto je u rasponu dozvoljenog unosa kojeg je propisala
EFSA.

2.4.2. Cimbenici koji utje¢u na stvaranje akrilamida u pekarskim proizvodima

Konacni sadrzaj akrilamida u gotovom pekarskom proizvodu najvise ovisi 0 upotrijebljenim

sirovinama budu¢i su one izvor prekursora za stvaranje akrilamida, ali 1 o samim uvjetima
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toplinske obrade (temperatura, vrijeme), jer o njima ovisi stupanj Maillardovih reakcija
(Badanjak Sabolovi¢ i Rimac Brn¢i¢, 2016). U proizvodima od Zzitarica je braSno glavni izvor
slobodnog asparagina i kako je njegova Kkoncentracija znatno niza od koncentracije
reducirajucih Secera (Keramat i sur., 2011), udio asparagina predstavlja limitiraju¢i faktor za
nastanak akrilamida (Claus i sur., 2008). Asparagin je prisutan u svim zitaricama, a njegova
koncentracija u sirovini ovisi o vrsti zitarice, kasnije brasna, sorti, stupnju ekstrakcije brasna,
godini zetve, obradi tla (gnojidbi) te klijanju. Procjena prisutnosti asparagina u razliitim
vrstama zitarica 1 njihovim frakcijama prikazane su u tablici 3 (Mandi¢ Andaci¢, 2019). Razena
brasna sadrze viSe asparagina od ostalih brasna zbog visokog udjela prehrambenih vlakana i
pepela (Capuano i sur., 2009). Isto tako, brasna od cjelovitog zrna imaju vise asparagina u
odnosu na prosijana. Najvisi udio asparagina je u pSeni¢noj klici jer klijanjem zrna dolazi do
degradacije Skroba i proteina pri ¢emu se oslobadaju prekursori akrilamida (Mesias i Morales,

2016).

Tablica 3. Koli¢ina asparagina prisutna u razli¢itim vrstama zitarica i njihovim frakcijama

(prema: Mandi¢ Andacic, 2019)

pSeni¢no zrno 190-374
pSeni¢ne mekinje 911-1480
pSenicne klice 4900
pSeni¢no brasno 115-500
cjelovito pSeni¢no brasno 255-450
zobeno zrno 55-1400
zobeno brasno 500
kukuruzno brasno 600-1070
razeno zrno 1070
raZeno brasno 320-880
raZene mekinje 3000
cjelovito raZeno brasno 1100
riZino zrno 230
riZino brasno 15-75
pirovo brasno 105-600
zrno durum psenice 430-840
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Primjena enzima asparaginaze se pokazala jednim od najucinkovitijih na¢ina smanjenja udjela
akrilamida u proizvodima od zitarica. Primjenom asparaginaze moze se posti¢i smanjenje
udjela akrilamida za ¢ak 35 — 90 %, ovisno o vrsti proizvoda te koli¢ini dodanog enzima i
trajanju termicke obrade (Curtis i Halford, 2016).

Surdyk i suradnici (2004) zakljucili su da dodatak fruktoze pSeni¢cnome kruhu ne utje¢e na
promjenu sadrzaja akrilamida u proizvodu, dok su Goékmen i suradnici (2007) uocili da
povecanje koliine saharoze u proizvodu s 10 na 35 grama u receptu za kolaci¢e rezultira
nastajanjem gotovo dvostruko vece koli¢ine akrilamida tijekom pecenja. U vodi¢u se navodi da
je uspjesna mjera smanjenja nastajanja akrilamida zamjena fruktoze ili sastojaka koji sadrze
fruktozu (sirup, med) s glukozom ili nereduciraju¢im secerima (FDE, 2019).

Sredstva za dizanje tijesta takoder mogu utjecati na krajnju koncentraciju akrilamida u
proizvodu. Najcescée se koriste pekarski kvasac ili kemijski spojevi natrijev hidrogenkarbonat
(NaHCOs3) i amonijev hidrogenkarbonat (NH4sHCO3). Za amonijev hidrogenkarbonat je
potvdeno da potice nastanak akrilamida poticanjem fragmentiranja Secera, a s time i nastanak
glioksala 1 gliceraldehida koji formiraju viSe akrilamida u reakciji s asparaginom (Amrein,
2005; Amrein i sur., 2004). Na udio akrilamida utje¢u i masti i ulja koja se dodaju zbog
organoleptickih svojstava kruha, a istraZzivanja Capuano 1 suradnika (2009) ukazala su na vise
udjele akrilamida u proizvodima u kojima je koristeno suncokretovo ulje od onih s palminim
uljem. Od ostalih sastojaka tijesta, sol ima znatan inhibicijski u¢inak na stvaranje akrilamida u
pekarskim proizvodima tijekom toplinske obrade, no prevelike koli¢ine soli mogu ponistiti taj
ucinak (Claus i sur., 2008). Osim navedenog, lakto-fermentacija koja se koristi kod tehnologije
kiselog tijesta dovodi do smanjenja udjela akrilamida, vjerojatno zbog snizavanja pH
vrijednosti (Claus i sur., 2008), kao i duljina fermentacije koja moze znac¢ajno smanjiti nastanak
akrilamida ¢ak za 60 — 90 % (Fredriksson i sur., 2004).

Od procesnih parametara su za nastanak vecih koli¢ina akrilamida u pekarskim proizvodima
najviSe zaduZeni visoka temperatura i vrijeme pecenja kao i sam nacin prijenosa topline,
odnosno vrsta pecnice (Claus i sur., 2008). Osim navedenog, nastanku pogoduju i svi ostali
parametri potrebni za odvijanje Maillardovih reakcija. Boja povrsine (kore) gotovog proizvoda
smatra se kljuénim faktorom u senzorskoj analizi (Pedreschi i sur., 2006), a usko je povezana i
s udjelom akrilamida, posebno pri temperaturama pripreme iznad 200 °C (Keramat i sur., 2011).
Pri viS§im temperaturama i duljem vremenu pe€enja razvija se intenzivnija smeda boja na

povrsini kruha, kao i veée koli¢ine nastalog akrilamida (Gokmen i sur., 2008).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

Za potrebe ovog istrazivanja koristilo se pet razlicitih vrsta tost kruhova: a) pseni¢ni, b)
punozrnati, ¢) pirov, d) proteinski i e) raZeni (slika 6). Svi uzorci su od istog proizvodaca Zito
d.o.0. iz Ljubljane, dobiveni direktno iz njihovog proizvodnog pogona. Prosje¢ne hranjive
vrijednosti preuzete su s deklaracije proizvoda i navedene u tablici 4. Do upotrebe su uzorci bili
skladiSteni na suhom i hladnom mjestu, a nakon otvaranja premjesteni u hladnjak te iskoriSteni

sljedeceg dana.
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e) Razeni tost sa sjemenkama

Slika 6. Prikaz razli¢itih vrsta tost kruha (vlastita fotografija)
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Tablica 4. Prosje¢ni kemijski sastav razli¢itih vrsta tost kruha (deklaracija proizvoda)

energija

masti

od kojih
zasi¢ene masne
kiseline
ugljikohidrati

od kojih Seéeri
vlakna
bjelancevine
sol

SASTOJCI

3.2. METODE

1166 kJ / 275
kcal
2,69

059

529
5449
25¢g
98¢
129
pSenicno bijelo
brasno, voda,
kiselo tijesto,
kvasac, obrano
mlijeko u
prahu,
suncokretovo
ulje, Secer,
kuhinjska sol,
fermentirano
pSeniéno
brasno,
regulator
kiselosti E 575,
askorbinska
kiselina

3.2.1. Priprema uzoraka

1207 kJ / 286
kcal
479

0,79

45¢g
4349
6,39
13¢g
129

pSeni¢no brasno
od cjelovitog
zrna 56 %,
voda, kiselo
tijesto, razeno
brasno, pSeni¢ni
gluten, kvasac,
obrano mlijeko u
prahu,
suncokretovo
ulje, kuhinjska
sol, Secer,
fermentirano
pSeni¢no brasno,
regulator
kiselosti E 575,
askorbinska
kiselina

1146 kJ / 272
kcal
5049

219

429

4149

5449

12 g

139
pSeniéno
brasno od
cjelovitog
zrna pira 41
%, voda,
pSeni¢no
brasno od
pira 27 %,
kiselo tijesto,
palmino ulje,
kvasac, obrano
mlijeko u
prahu,
fermentirano
pSeni¢no
brasno,
regulator
kiselosti E
575,
askorbinska
kiselina

1024 kJ / 242
kcal
2,69

0499

3549
3549
339
18 ¢
1,119

krupica od
durum
pSenice, voda,
pSenicni gluten,
mlijeCne
bjelancevine,
kvasac,
fermentirano
pSeni¢no
brasno,
regulator
kiselost E 575,
askorbinska
kiselina,
pSeni¢no durum
kiselo tijesto,
suncokretovo
ulje, kuhinjska
sol, Secer

1420 kJ / 339 kcal

11g

2640

429
459
14 ¢
11g
12¢9

razeno brasno
26,5 %, pseni¢no
brasno, voda,
sjemenke 15 %
(suncokret 6 %,
lan 6 %, sezam 3
%), kiselo tijesto,
pSenicni gluten,
palmina mast,
kvasac, obrano
mlijeko u prahu,
Secer, kuhinjska
sol, fermentirano
pSeniéno brasno,
regulator kiselosti
E 575,
askorbinska
kiselina

Za toplinsku obradu uzoraka (tostiranje) koriSten je vertikalni toster TECHNO, marke

Brandani, Italija, jacine 800W sa 6 razli¢itih stupnjeva jacine (slika 7). Promjenjiva varijabla u

ovom eksperimentu bila je vrijeme, a tostiranje je provedeno na prvom stupnju ja¢ine tostera.

Kako bi uvjeti toplinske obrade bili ujednaceni, prvi se uzorak nije uzimao u daljnju analizu,

zbog zagrijavanja grijaca tostera na radnu temperaturu. Svaka vrsta tost kruha tostirana je u 3

serije, a vrijeme tostiranja bilo je 60, 75 i1 90 s. Izmedu svake serije napravljena je pauza od 3
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minute kako bi se osiguralo da grijaCi tijekom svake serije budu na priblizno jednakoj
temperaturi. Radi jednostavnijeg prikaza podataka svakom uzorku dodijeljena je oznaka, a

tumacenje oznaka prikazano je u tablici 5.

Tablica 5. Tablica oznaka pojedine vrste tosta s obzirom na duljinu tostiranja

PSENICNI netostirani A0
60 A60
75 AT5
90 A90
PUNOZRNATI netostirani BO
60 B60
75 B75
90 B90
PIROV netostirani Co
60 C60
75 C75
90 C90
PROTEINSKI netostirani DO
60 D60
75 D75
90 D90
RAZENI netostirani EO
60 E60
75 E75
90 E90
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Slika 7. Toster TECHNO (Brandani, Italija) (vlastita fotografija)

Za potrebe odredivanja koncentracije akrilamida i suhe tvari, uzorci su usitnjeni elektri¢cnom

sjeckalicom Pimmy 350W (Ariete, Firenca).

3.2.2. Odredivanje teksture

Za odredivanje teksture koristen je teksturometar marke Texture Analyser, tip TA.HDPlus
(Stable Micro Systems, Velika Britanija) prikazan na slici 8. Prije samog odredivanja teksture,
odabran je odgovaraju¢i program rada te su podeseni radni parametri (brzina, dubina i sila
prodiranja sonde). Za tostirane uzorke tekstura je odredena pomocu penetracije sonde.
Neposredno nakon tostiranja, tost kruh postavljen je na podlogu uredaja te se penetracija radila
na 3 razli¢ita mjesta. Pri tome je mjernim senzorom pracen otpor koji se javlja u materijalu
uzorka uslijed prodiranja sonde kroz uzorak, a rezultati su prikazani na racunalu pomoéu
sluzbenog programa TE 32 Texture Exponent. Tekstura je odredena i nakon potpunog hladenja

uzoraka.
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Slika 8. Analizator teksture TA.HDPIus, Stable Micro Systems, Velika Britanija (vlastita
fotografija)

Radni parametri odredivanje teksture tostiranih uzoraka penetracijom:
e Promjer sonde: 2 mm
e Mjerna Celija: 5 kg
e Pre-test brzina prodiranja sonde: 1 mm s
e Test brzina prodiranja sonde: 0,5 mm s*
e Post-test brzina prodiranja sonde: 10 mm s
e Dubina prodiranja: 10 mm
e Okidnasila: 10 g

Rezultati odredivanja teksture su prikazani pomocu tri parametra: tvrdoca (N), elasticnost (mm)
1 upotrijebljeni rad (N mm). Tvrdoc¢a predstavlja silu koja je potrebna da se probije povrSina
uzorka, oCitava se direktno iz dobivenog grafa primijenjene sile i vremena, a predstavlja najveci
pik na generiranom dijagramu. Elasticnost se dobije odredivanjem udaljenosti od pocetnog

trenutka analize do trenutka probijanja uzorka odnosno vrijednosti maksimalne sile na y-osi, a
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predstavlja progib povrsine uzorka prije samog probijanja sonde. Rad potreban za probijanje
povrsine uzorka predstavlja rad koji je potrebno upotrijebiti za zagriz i izraCunava Se U
sluzbenom programu uredaja (,,Exponent Stable Micro Systems ver. 6.1.18.0.%), a predstavlja
povrsinu ispod krivulje. Za svaki uzorak racuna se prosjec¢na vrijednost dobivenih navedenih
parametara te se ona Kkoristi za daljnje istrazivanje. Na slici 9 je prikazan primjer
karakteristicnog grafa za odredivanje teksture (uzorak A75) s paralelnim mjerenjima. Na y-0Si
se u sustavu primijenjena sila-vrijeme ocita maksimalna sila koja je potrebna da se probije
povrsina uzorka i to se interpretira kao tvrdo¢a uzorka. Kad sonda probije uzorak, javlja se i
bocno trenje koje se ocituje laganim porastima upotrijebljene sile i nakon toga slijedi nagli pad,
sve dok sonda ne naide na donju koricu uzorka te dolazi do ponovnog rasta upotrijebljene sile
za penetraciju. Elasti¢nost se i€itava iz sustava upotrijebljena sila-udaljenost na x-osi, a na
istom grafu se odreduje 1 upotrijebljeni rad kao povrsina ispod grafa te je primjer takvog grafa

prikazan na slici 10.
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Slika 9. Primjer izgleda karakteristicnog grafa za odredivanja teksture penetracijom za tri

paralelna mjerenja kod uzorka A75
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Sila (N)

A Udaljenost (mm)

* | Rad (povriina

Slika 10. Primjer karakteristicnog grafa za odredivanje rada i elasti¢nosti (uzorak A75)

———

Tekstura netostiranih uzoraka je odredena kompresijom po standardnoj metodi American
Association of Cereal Chemists (AACC) 74-09.01. Na podlogu uredaja stavljene su dvije Snite
tost kruha nakon ¢ega je izvrSena kompresija. Provedena je jedna serija ispitivanja teksture.
Ovaj tip testa sluzi kao imitacija senzorskog ispitivanja sredine kruha pritiskom ili gnje¢enjem

pomocu prstiju (Novotni, 2001).

Radni parametri odredivanja teksture ne tostiranih uzoraka kompresijom:

e Promjer sonde: 36 mm

e Mjerna ¢elija: 5 kg

e Pre-test brzina prodiranja sonde: 1 mm s

e Test brzina prodiranja sonde: 1,7 mm s

e Post-test brzina prodiranja sonde: 10 mm s
e Napor: 40 % deformacije

e Okidnasila:5g
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Rezultati su dobiveni u sila-vrijeme koordinatnom sustavu kao ¢vrsto¢a u mjernoj jedinici (g)
kao S$to je zadano po sluzbenoj metodi. Na slici 11 prikazan je karakteristican graf iz kojeg se

iz odnosa upotrijebljena sila-vrijeme moze dobiti ¢vrstoca uzorka.

sila (M)
"'\.
LY

udaljenost (mm)

Slika 11. Primjer dobivenog rezultata odredivanja teksture kompresijom (uzorak AQ)

3.2.3. Odredivanje udjela suhe tvari

Sva hrana sastoji se od razli¢itog omjera vode 1 suhe tvari. Suha tvar definira se kao cjelokupni
sadrZaj tvari iz sastava proizvoda koji ne isparava po definiranim uvjetima. Za odredivanje
udjela suhe tvari uzoraka koristena je standardna metoda susenja pri 105 °C do konstantne mase
(AACC metoda 62-05.01). Na analitickoj vagi s to¢nosc¢u +/- 0,0002 g izvagana je masa prazne
aluminijske posudice s poklopcem, a nakon toga se u posudicu doda oko 2,5 g prethodno
homogeniziranog uzorka te se zabiljezi to¢na masa. Posudice s uzorkom suSe se u
laboratorijskom susioniku pri 105 °C u trajanju od 2 sata. Potom se stavljaju u eksikator te
nakon hladenja izvazu. Postupak susenja i hladenja se ponavlja sve dok razlika izmedu dva
uzastopna vaganja nije manja od 0,001 g. Za svaki uzorak radi se paralelno odredivanje. Uzima
se srednja vrijednost dvaju rezultata, a dobivena vrijednost zaokruzuje se na dva decimalna

mjesta.

Udio ukupne suhe tvari racuna se pomocu sljedece formule:

WT(%) =2—2-100 [1]

-mO0
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e Wr — udio ukupne suhe tvari (g na 100 g)
e mo— masa posudice s poklopcem (g)
e Mi— masa posudice i poklopca s ispitivanim uzorkom prije suSenja (g)

e m—masa posudice i poklopca s uzorkom nakon susenja (g)

3.2.4. Odredivanje boje

Parametri boje (L*, a* i b*) odredeni su kolorimetrom (CHROMA METER CR-5, Konica
Minolta, Japan) (slika 12). Kolorimetar je uredaj kojim se odreduje intenzitet boje odredenih

tvari i ne ovisi o subjektivnoj vizualnoj procijeni obojenosti.

Slika 12. Prikaz kolorimetra CHROMA METER CR-5, Konica Minolta

Princip mjerenja je odredivanje stupnja reflektirane svjetlosti od mjerne povrSine te se rezultati
opisuju u CIE Lab sustavu opisivanja boja (slika 13). Svaka boja se u tom sustavu moze
prikazati kao tocka u trodimenzionalnom sustavu i jednoznacno se odrediti uz pomo¢ triju
koordinata. Vrijednost koordinate L* predstavlja mjeru svjetline te se iskazuje vrijednostima
od 0 (crno) do 100 (bijelo). Koordinata a* predstavlja odnos udjela crvene (+100) i zelene boje
(-100), dok koordinata b* ukazuje na odnos plave (-100) i zute boje (+100) u uzorku. Iz
dobivenih vrijednosti moze se izraunati ukupna razlika obojenosti (AE) te ona predstavlja

mjeru odstupanja obojenosti nekog uzorka u usporedbi s referentnim.
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bijela (L=100)

-a
zelena

crna (L=0)

Slika 13. Grafi¢ki prikaz CIE Lab sustava opisivanja boja (Randelovi¢, 2009)

Prije mjerenja, uredaj je kalibriran bijelim (100 % refleksije) i crnim standardom (0 %
refleksije). Svjetlo reflektirano od uzorka sakuplja se u integrirajucoj sferi te se dobivene
koordinate prikazuju kao L*, a* i b* vrijednosti. Zbog neravnomjernog obojenja, boja uzoraka
odreduje se u dvije serije da bi se izbjegla pogreska nastala uslijed tostiranja. Racuna se srednja
vrijednost za sve dobivene vrijednosti parametara boje. Izracunate srednje vrijednosti koristene
Su za izracun razlike u obojenosti (AE*) tostiranih uzoraka prema referentnom netostiranom

uzorku za svaki tost posebno.

Vrijednost AE * racuna se prema sljedecoj jednadzbi:

AE* = J(L' Lrey) (" = @rey) + (b = bey)
[2]

Gdje je:
e L*-svjetlina boje ispitivanog uzorka u L*a*b* sustavu
e a* - parametar boje ispitivanog uzorka
e b* - parametar boje ispitivanog uzorka
e L™ rf- svjetlina boje referentog uzorka
e  a* rf - parametri boje referentnog uzorka

e Db* rf - parametri boje referentnog uzorka
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3.2.5. Odredivanje slobodne aminokiseline asparagin HPLC metodom

HPLC (engl. High Performance Liquid Chromatography) ili teku¢inska kromatografija visoke
djelotvornosti je Cesto koriStena metoda u analitickoj kemiji jer se korisiti za proci§¢avanje,
identifikaciju, analizu i kvantifikaciju raznih spojeva (Soman i sur., 2008). Princip rada je
prolazak uzorka dodanog u mobilnu fazu kroz kolonu napunjenu odgovaraju¢im matriksom
(stacionarna faza) pod visokim pritiskom. Interakcije koje se dogadaju izmedu mobilne 1

stacionarne faze omogucavaju razdvajanje uzorka na sastavnice.

Certificirani referentni materijal asparagin odvaze se na analitickoj vagi osjetljivosti 0,01 mg.
10 mg certificiranog referentnog materijala odvaze se u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopuni
se vodom do oznake. Daljnjim razrjedivanjem u vodi pripreme se radne otopine standarda

neposredno prije pocetka same analize.

Ekstrakcija je provedena tako da se izvaze 1 g homogeniziranog uzorka u koji se doda 5 mL
0,1 M HCI. Smjesa se promijesa na rotacijskoj tresilici 30 sekundi u ultrazvu¢noj kupelji 1h,
nakon &ega se centrifugira 15 minuta pri 4500 okr min™. Dobiveni supernatant se filtrira kroz
membranski filter. Za kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje slobodnih aminokiselina u
ekstraktu koristi se tekucinska kromatografija visokog razlucivanja s fluorescencijskim

detektorom.

Prije razdvajanja tekuc¢inskom kromatografijom obrnutih faza na koloni Zorbax Eclipse-AAA
analiti su derivatizirani. Derivatizacija primarne aminokiseline Asn vr§i se smjesom 3-
merkaptopropionske kiseline (3-MPA) i ftaldehida (OPA). Pocetna smjesa za derivatizaciju
primarnih aminokiselina priredena je na nacin da je otopini OPA masene koncentracije 10 mg
mL? u 0,02 M boratnom puferu (pH 10,2) dodano 1,0 % 3-MPA. Radna smjesa za
derivatizaciju primarnih aminokiselina pripravljena je razrjedivanjem 20 pL pocetne smjese sa
140 uL 0,1 M boratnog pufera. Derivatizacija je provedena uporabom automatskog injektora:
uzimanjem 2,5 pL boratnog pufera 1 0,5 pL uzorka te njihovim mijeSanjem. Nakon pripreme
uzorka i mijeSanja na kolonu je injektirano 18 pL. Temperatura kolone pri analizi odrzavana je
na 40 °C, a temperatura odjeljka za injektiranje uzoraka na 15 °C. Protok pokretne faze bio je
0,8 mL mint. Primijenjeno je gradijentno ispiranje s dva eluensa; A: 40 mM natrij-
hidrogenfosfat (pH 7,8), B: metanol/ acetonitril/ voda (45:45:10). Gradijentni program bio je:
0 - 57 % B tijekom 1,9 — 18,1 min, 57 — 100 % B tijekom 18,1 — 18,6 min, 100 % B tijekom
18,6 — 22,3 min, 100 — 0% B tijekom 22,3 — 23,2 min i 0% B tijekom 23,2-26,0 min. Primarne

aminokiseline eluirane s tekucinsko-kromatografske kolone detektirane su i kvantitativno
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odredene fluorescencijskim detektorom pri valnoj duljini pobudivanja od 340 nm i valnoj

duljini emisije od 450 nm.

Metoda za odredivanje aminokiseline asparagin je validirana. Validacijom metode postignuta
je granica kvantifikacije (LOQ) metode od 0,03 mg kg™. Prisutnost aminokiseline asparagin u
otopini uzorka utvrduje se usporedbom vremena zadrzavanja (Rt) analita koji se nalaze u

uzorku s onim referentne tvari.

Koli¢ina slobodne aminokiseline asparagin u uzorku izracunata je prema sljede¢oj formuli:

__ YoteV(ekstrakta)
o m(uzorka)

[mgkg™'] [3]

a

Gdje je:

e a— izradunati maseni udio aminokiseline u uzorku (mg kg™)

® vo:— oCitana masena koncentracija aminokiseline iz bazdarnog pravca (ng mL”
)

® Viikice — Volumen ekstrakta pripremljenog uzorka (mL)

®  Muyzorka — Masa uzorka uzetog u postupak (g)

3.2.6. Odredivanje akrilamida UPLC - MS/MS metodom

Koristena metoda za kvantitativno odredivanje akrilamida u uzorcima tosteva je tekucinska
kromatografija ultra visoke djelotvornosti s dvostrukim spektrometrom masa (UPLC-MS/MS,
engl. Ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometer). Metoda je
razvijena u Nastavnom zavodu za javno zdravstvo ,,dr. Andrija Stampar®, odnosno Laboratoriju
za kemijske analize hrane, validirana i akreditirana kao vlastita metoda. Koristi se za

odredivanje akrilamida u uzorcima hrane u rasponu od 20 do 8000 ug kg™,

Za kvantifikaciju akrilamida u uzorku, primijenjena je metoda unutarnjeg standarda. Unutarnji
standard je spoj koji je strukturom sli¢an ispitivanom analitu, no nije prirodno prisutan u uzorku
koji se analizira, a lako se razdvaja od trazenog analita. Primjenom metode unutarnjeg standarda
smanjuje se utjecaj matriksa, iskoriStenja i utjecaj odziva detektora. U toj metodi potrebno je
izraCunati faktor odziva (engl. response factor, RF). RF predstavlja omjer povrSina pika

kvalifikacijskog iona (QI) AA i QI-AA-IS pomnoZen s masenom koncentracijom AA-IS.
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Koncentracija prisutnog akrilamida ocita se s kalibracijskog pravca odnosa faktora odziva i

masenog udjela AA (200 pug kg?).

Tablica 6. Popis certificiranih materijala za UPLC

Akrilamid AA >99,0 dr.Ehrenstofer
GmbH,  Augsburg,
Njemacka
Akrilamid AA-IS >99,0 Cambridge Isotope
1,2,3- C3 Laboratories,

Andover, MA, USA

Certificirani referentni materijal akrilamida za izradu standardnih otopina prikazan je u tablici
6. Standarde otopine napravljene su razrjedivanjem materijala u metanolu, a daljnjim
razrjedivanjem standardnih otopina pripremljene su radne otopine standarda u koncentracijama
10 ngmL™ti 1 pgmL™ te ostale koncentracije otopina za potrebe izrade kalibracijskog pravca.

Pripremljene radne otopine standarda potrebno je Cuvati na tamnom i hladnom mjestu.

Za odredivanje akrilamida u uzorcima tosteva je pri sobnoj temperaturi odvagan 1 g
homogeniziranog uzorka u kivete za centrifugu od 50 mL. U uzorak je dodano 20 pL 3C3 AA-
IS (10 ug m™?) i 5 mL heksana. Smjesa je izmijeSana na vorteksu, dodaje se 20 mL smjese
voda/acetonitril (1:1) te se sve skupa jo$ jednom mijesa na vorteksu. Nakon toga je dodana
smjesa soli za QUEChERS 1 ponovno je izmijeSana na vorteksu. Kivete su nakon toga stavljene
na centrifugu 15 min pri 4600 okr min™ i po zavrsetku se uzme 5 mL alikvota acetonitrilnog
ekstrakta koji se prebace u bocice s d-SPE solima da bi se uklonili Seceri, masnoce i polarne
organske kiseline. Zatim se centrifugira 5 min pri 4600 okr min te uparava ekstrakt u struji
dusika pri 45 °C. Pripremljeni ekstrakti otope se u 500 uL vode 1 profiltriraju u bocice za

automatski autouzorkivaé. U tablici 8 prikazani su svi spomenuti materijali.

Kvantitativno odredivanje akrilamida provodi se UPLC-MS/MS metodom. To je
instrumentalna tehnika koja kombinira moguénost fizickog razdvajanja tekucinske
kromatografije i moguénost analize mase kod masene spektrometrije. Primjena te tehnike vrlo

je rasirena zbog visoke osjetljivosti i selektivnosti, a opcenito je usmjerena na opce otkrivanje
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1 potencijalnu identifikaciju kemijskih spojeva prisutnih u slozenim smjesama. Kod tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC), ali i UPLC-a, teku¢a mobilna faza pod tlakom
prolazi kroz c¢elicnu kolonu napunjenu Cesticama stacionarne faze noseci sastavnice uzorka
(Nigovi¢, 2014). UPLC kolone punjene su znatno manjim Cesticama (1,7 — 1,8 um) od HPLC
kolona (3 - 10 um) te UPLC za razliku od HPLC-a postize tlakove do 1000 bara, dok je HPLC
ograni¢en na 400 bara. Iz tog razloga, UPLC se smatra novim razdobljem tekuéinske
kromatografije (Fountain, 2011). Razdvajanje komponenti iz smjese se dogada zbog kemijskih
interakcija izmedu analita i stacionarne faze u koloni. Ovisno o jacini tih interakcija, dolazi i
do razli¢itih vremena zadrzavanja pojedine komponente smjese (Gray i Lawrence, 2008).

Analiti se razdvajaju teku¢inskom kromatografijom obrnutih faza (nepolarna stacionarna faza
1 polarna mobilna faza) na koloni Luna C18. Temperatura kolone prilikom analize je 30 °C.
Injektira se 10 pL uzorka, a mobilna faza se sastoji od otapala: A-0,1 % otopina mravlje Kiseline

I B-metanol. Primjenjuje se gradijentno ispiranje po programu prikazanom u tablici 7.

Tablica 7. Prikaz gradijentnog ispiranja; A-0,1 % otopina mravlje kiseline, B-metanol

0,5 98 2 0,2
6 10 90 0,2
8 10 90 0,2

8,5 98 2 0,2
15 98 2 0,2

Kod masene spektrometrije se princip razdvajanja komponenti smjese i detekcija nabijenih
Cestica temelji na omjeru mase i naboja (m/z). Osnova rada svakog spektrometra mase je utjecaj
magnetskog polja na kretanje nabijene Cestice kroz medij te razli¢ito skretanje molekule u
magnetskom polju ovisno 0 omjeru mase i naboja. Da bi se to postiglo, spektrometar masa mora
se sastojati od 3 dijela: izvor ionizacije koji prevodi uzorak u ionizirano i plinovito stanje,
analizator, koji razdvaja molekule prema omjeru mase i naboja i detektor, koji kvantificira
analit, odnosno molekularni ion za svaki omjer mase i naboja (Chace i Kalas, 2005). Dvostruka
ili tandemska spektrometrija masa omogucuje dodatnu analizu iona, na nacin da se izazove
namjerna dodatna fragmentacija iona i na taj na¢in unaprijedi razdvajanje. Isto tako, na taj na¢in

se moze kvalitetnije odrediti struktura analiziranog iona spajanjem fragmenata (Seger i

Griesmacher, 2007).
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Akrilamidi eluirani s tekuc¢insko-kromatografske kolone detektiraju se i kvantitativno odreduju

dvostrukim spektrometrom masa u MRM (engl. Multiple Reaction Monitoring) nacinu rada uz

pozitivnu ionizaciju elektro rasprSenjem. Napon na kapilari postavljen je na 22 V, a kolizijska

energija (CE) je 10 V. Prate se tranzicije odredenih iona akriamida i drugih za **C3-akrilamid.

Tablica 8. Popis certificiranih materijala u UPLC

\VAVA V4 KRATICA

N-heksan GC ECD
Acetonitril ACN UHPLC
Metanol HPLC
Metanol HPLC
Mravlja kiselina 98 % p.a.

Smjesa soli za
QUEChERS;
MgSOas (4g)+ NaCl
(0.,59)

Smjesa soli za d-
SPE MgSOs4 (1200
g) + PSA (400 mg)

CISTOCA [%]

PROIZVODAC
USA

™™ Reagents,
Barcelona,
Spanjolska

J.T. Baker, Deventer,
Nizozemska

Panreac, Appli

Chem, Darmstadt,
Njemacka
Scharlau, Barcelona,

Spanjolska

Bekolut, Haupstuhl,

Njemacka
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3.2.7. Senzorska analiza

Senzorska svojstva uzoraka tosteva ocijenjena su uz pomo¢ panela koji ¢ine 8 nasumi¢no
odabranih ¢lanova u rasponu godina od 17 do 58. Panel ¢ine 4 muska i 4 Zenska Clana te je
nekim c¢lanovima to bila prva senzorska analiza, a neki su ve¢ ranije sudjelovali u sli¢nim
senzorskim ispitivanjima. Netostirani uzorci ocjenjivani su 9-bodovnom hedonistickom skalom
ocjenama od 1 (,,nimalo mi se ne svida“) do 9 (,,izuzetno mi se svida*) (Meillgard i sur., 2006).
Ocjenjivana senzorska svojstva su: boja, miris, tekstura i okus. Za senzorsko ocjenjivanje
tostiranih uzoraka koristena je deskriptivna senzorska analiza (QDA) za 4 senzorska svojstva
(boja, miris, tekstura i okus) opisanih pomocéu 13 deskriptora: karakteristicna boja,
karakteristi¢an miris, mlije¢ni miris, miris po pecenom, po zagorenom, mrvljivost, hrskavost,
karakteristi¢an okus, kiseli, gorki, slatki, slani okus te okus po zagorenom. Ocjenjen je intenzitet
deskriptora ocjenama od 1 (,,nimalo izrazeno svojstvo”) do 9 (,izuzetno jako izrazeno
svojstvo®). Senzorska analiza provedena je neposredno nakon pripreme uzoraka (tostiranja).

Primjer ocjenjivackog listi¢a nalazi se u Prilogu 1.

3.2.8. Statisticka obrada podataka

Za obradu podataka koristen je XLSTAT statisticki ra¢unalni program (verzija 2021.2.2,
Addinsoft) za MS Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, SAD). Za analizu Kkorelacije
medu varijablama koristen je Pearsonov test korelacije. Pearsonov koeficijent korelacije mjeri
linearnu povezanost dvije brojCane varijable te se snaga povezanosti odreduje pomocu ljestvice
vrijednosti koeficijenata, gdje vrijednost 0 oznacuje da linearne povezanosti nema, a 1 oznacuje
potpunu (funkcijsku povezanost). Rezultati senzorske analize obradeni su pomoc¢u DOE (engl.
Design of Experiment) nacina rada i rezultati su dobiveni opcijom Product characterization koja
se zasniva na ANOVA (engl. Analysis of Variance) modelu. U svim se slu¢ajevima vrijednost

p < 0,05 smatrala statisticki zna¢ajnom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi utjecaj trajanja tostiranja razlicitog trajanja (60, 75 1 90
sekundi) na nastanak akrilamida u razliitim vrstama tost kruhova (pSenicni, punozrnati
pSeniéni, pirov, proteinski na bazi durum psenice i raZeni sa sjemenkama). Ovisno o sirovinama
koje se koriste za izradu tost kruha, netostirani tost kruhovi sadrze razli¢ite koncentracije
asparagina koji je limitiraju¢i prekursor u reakciji nastanka akrilamida u proizvodima od
Zitarica. Iz tog razloga odredene su koncentracije slobodnog asparagina u netostiranim
uzorcima (rezultati su prikazani naslici 21) te je praéena povezanost s nastalim koncentracijama
akrilamida. Osim toga, odredena je promjena boje i teksture u tost kruhu nakon toplinske obrade
te udio suhe tvari, a provedena je i senzorska analiza kako bi se rezultati instrumentalnih
mjerenja fizikalnih parametara mogli usporediti s promjenama senzorskih svojstava nastalih

prilikom termicke obrade. Provedena je statisti¢ka obrada podataka.
Dobiveni rezultati prikazani su u tablicama i graficki.

Rezultati odredivanja koncentracije akrilamida u 5 razli¢itih vrsta tost kruhova tostiranih

razli¢iti vremenski period prikazani su na slici 22.

Tekstura je za tostirane uzorke opisana svojstvima tvrdoce, elasticnosti i utroSenog rada, a za
netostirane uzorke mjerena je ¢vrsto¢a po standardnoj metodi. Rezultati teksture tostiranih
uzoraka prikazani su na slici 14, a promjene u vrijednostima parametara teksture koje su se

dogodile uslijed hladenja tosteva na sobnu temperaturu prikazane su na slikama 15, 16 i 17.
Rezultati odredivanja teksture kompresijom za netostirane uzorke prikazani su na slici 18.

Parametri boje uzoraka prikazani su u tablici 9, a rezultati odredivanja udjela suhe tvari su

prikazani slikom 19.

Prikaz rezultata hedonisticke senzorske analize provedene za netostirane uzorke prikazan je na
slici 26, a rezultati deskriptivne senzorske analize za tostirane uzorke prikazani su u tablici 11.
Primjer grafi¢ki pojednostavljenog prikaza rezultata deskriptivne senzorike prikazan je za

uzorak pSeni¢nog tosta na slici 27.
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4.1. REZULTATI ODREDIVANJA TEKSTURE

Nutritivni i funkcionalni ucinci tostiranja su Siroko istrazivani, no na kvalitetu tost kruha
ponajvise utjece tekstura (Eckgardt i sur., 2013). Tekstura tost kruha je specifi¢na zbog nastanka
hrskave korice s jedne strane te mekane unutrasnjosti s druge strane.

Rezultati odredivanja teksture nakon tostiranja prikazani su na slici 14 i medusobno se razlikuju
ovisno o vrsti tost kruha i duljini trajanja tostiranja. Duljim tostiranjem tvrdo¢a uzoraka raste.
Usporedbom razli¢itih vrsta tosteva medusobno, najnize vrijednosti tvrdoce odredene su

uzorcima punozrnatih tosteva, dok najvise vrijednosti imaju uzorci pSeni¢nog tosta.

Povecanje ¢vrstoce tijekom tostiranja tosteva pripisuje se isparavanju vode tijekom zagrijavanja
te je to uzrok raznih konformacijskih promjena u makromolekulama unutar tosta. Smanjenje
udjela vode takoder je usko povezano s povecanjem ¢vrstoce uslijed starenja kruha (Monteau i
sur., 2017). Tijekom procesa tostiranja dolazi do razli¢itih kemijskih reakcija, a promjene koje
se dogadaju kod molekula visoke molekulske mase kao §to je biopolimer Skrob, smatraju se
odgovornim za reoloske promjene kruha (Funami, 2011). To se temelji na Cinjenici da do
o¢vrs¢ivanja unutrasnje strukture kruha dolazi zbog postupnog smanjenja mobilnosti
biopolimera tijekom peéenja. Difuzija vode u unutrasnjosti kruha je spora, a uz to, razlog
smanjenoj mobilnosti biopolimera je i konkuriranje molekula biopolimera i slobodnih -OH

skupina susjednih ostataka glukoze za vodu (Schiraldi i sur., 1996).

Prema dobivenim rezultatima elasti¢nosti, moze se primijetiti da ona pada s porastom duljine
gdje su vrijednosti za uzorke C75 1 C90 gotovo jednake. Najvecu elasti¢nost kod svih uzoraka
ima punozrnati tost, a najmanju pirov. Kod usporedbe upotrijebljenog rada, takoder se moze
zamijetiti trend porasta duljim vremenom tostiranja. Jedini izuzetak je punozrnati tost gdje
uzorak B75 ima vecu vrijednost od preostala dva (B60 i B90), a kod proteinskog tosta su
vrijednosti za D60 i D75 gotovo identi¢ne. Od svih tostiranih uzoraka, najveci rad upotrijebljen

je za E90, a najmanji za B60.
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a) Prikaz rezultata odredivanja tvrdoce tostiranih uzoraka

TVRDOCA [N]

1,80

1,60

1,40

1,20

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00

A60

1,63 1,61

1,15 20 116

1,71
1,31
1,08
0,97 0,99 1,00
0,90
0,84
0,77 I 0,74

vrsta tost kruha

A75 © AS0 mB60 mB75 mB90 " C60 " C75 " C90 mD60 mD75 mDS0 mE6GO mE75 mESQ

b) Prikaz rezultata odredivanja elasti¢nosti tostiranih uzoraka

ELASTICNOST [mm]

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

A60

4,80
4,55

2,61 2'52

A75 © A90 mB60 mB75 mB90 " C60 "C75 " CS0O mD60 mD75 mD90 WmE6O WE75 MESO

2,38

4,21
3,29 3,37
3,03
2,61
2,33
2,06 2,09

vrsta tost kruha
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c) Prikaz rezultata odredivanja upotrebljenog rada tostiranih uzoraka

3,00
2,65

2,50 2,5 2,37 2,36

2,25
2,07
2,00 75
1,61
1,50 142 1,48
1,5 2
1,0
0,5
0,00

vrsta tost kruha

2,46

1,60 1,71

2,82

A60  A75  A90 mB60 mB75 mB90 " C60 " C75 = C90 m D60 m D75 m D90 mE60 mE75 mMESO

RAD [Nmm]
o o

o

Slika 14. Graficki prikaz dobivenih rezultata za a) tvrdocu, b) elasti¢nost i ) rad tostiranih
uzoraka (A — pSeni¢ni tost; B — punozrnati tost; C — pirov tost; D — proteinski tost; E — razeni

tost ) kroz razli¢ito vrijeme tostiranja (60, 75 i 90 sekundi)

Hladenjem uzoraka tost kruhova dolazi i do promjene njihove teksture. Usporedbom
teksturalnih parametara prije i nakon hladenja uzoraka moze se zamijetiti da su sve vrijednosti
parametara teksture (tvrdoca, elasti¢nost, rad) za sve uzorke porasle. Rezultati su graficki

prikazani na slikama 15, 161 17.

3,00

2,50

o

o

2,0
1,5

H UZORCI ODMAH
NAKON TOSTIRANJA
B UZORCI NAKON
HLADENJA
0,00

1,0
0,5
A60 A75 A90 B60 B75 B90O C60 C75 C90 D60 D75 D90 E60 E75 E90
vrsta tost kruha

TVRDOCA [N]
o

o

Slika 15. Grafi¢ki prikaz usporedbe tvrdoc¢e (N) uzoraka neposredno nakon tostiranja i nakon
hladenja (A — pSenic¢ni tost; B — punozrnati tost; C — pirov tost; D — proteinski tost; E — razeni
tost kroz razli¢ito vrijeme tostiranja (60, 75 i 90 sekundi))
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Slika 16. Graficki prikaz usporedbe elasti¢nosti (mm) uzoraka neposredno nakon tostiranja i
nakon hladenja (A — pSeni¢ni tost; B — punozrnati tost; C — pirov tost; D — proteinski tost; E —

razeni tost kroz razli¢ito vrijeme tostiranja (60, 75 i 90 sekundi))
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Slika 17. Graficki prikaz usporedbe upotrijebljenog rada (Nmm) za uzorke neposredno nakon
tostiranja i nakon hladenja (A — pSeni¢ni tost; B — punozrnati tost; C — pirov tost; D — proteinski

tost; E — raZeni tost kroz razli¢ito vrijeme tostiranja (60, 75 1 90 sekundi))
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Do najmanjeg porasta vrijednosti parametara teksture doslo je kod tvrdo¢e uzoraka. Najmanji
porast tvrdo¢e nakon hladenja pokazali su uzorci B75 (punozrnati tost kruh tostiran 75 sekundi)
1 E60 (razeni kruh tostiran 60 sekundi).

Hladenjem uzoraka povecala se i elasti¢nost uzoraka. Najvecu elasti¢nost pokazuju uzorci B60
(punozrnati tost kruh tostiran 60 sekundi) i D60 (proteinski tost kruh tostiran 60 sekundi).

Od svih mjerenih parametara teksture nakon hladenja najveci porast biljezi se kod parametra
rada. Kod uzoraka tostiranih 60 sekundi, nakon hladenja, rad potreban za zagriz najvise se
povecao.

Tijekom pecCenja kruha, dio vode isprava s povrsine, a dio vodene pare se kondenzira u
unutrasnjosti, a zbog porozne strukture sustava, omoguéena je difuzija vode. Zapravo se cijeli
gubitak vode odvija samo na povrsini, tako da u kori kruha prakticki nema vode, dok je postotak
vode u unutraSnjosti slican onome u tijestu. Tijekom hladenja kruha, temperatura u
unutrasnjosti kruha je ispod temperature zelatinizacije (55 — 85 °C) te dolazi do rekonstrukciie
Skrobnih molekula, odnosno do retrogradacije Skroba koje uzrokuju starenje kruha. Tostiranjem
kruha, na neki nacin, moze se produziti trajnost ili vrijeme uporabe kruha, jer se ponovno
postize temperatura zelatinizacije te se dio vode, koji jo$ nije ispario, ponovno veze za molekule
Skroba S$to rezultira kruhom ponovno ugodnim za konzumaciju. Rezultati mjerenja teksture
tostevima nakon hladenja (slike 15, 16 i 17), odnosno porast vrijednosti parametara tvrdoce,
elasti¢nosti i upotrijebljenog rada, mogu se objasniti upravo tom pojavom retrogradacije

Skrobnih molekula.
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Slika 18. Grafi¢ki prikaz odredivanja ¢vrstoce netostiranih kruhova metodom kompresije (A —

pSenicni tost; B — punozrnati tost; C — pirov tost; D — proteinski tost; E — razeni tost)
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Tekstura netostiranih (svjezih tost kruhova — A0, B0, CO, DO i EO) odredena je metodom
kompresije do 40 % deformacije tosta. 1z grafickog prikaza rezultata ¢vrstoCe za netostirane
uzorke (slika 18) moze se zakljuciti da najvecu ¢vrstocu ima uzorak pirovog tosta (983,7 g), a
najmanju punozrnati tost (532 g).

Cvrstoca i tvrdoca opisuju sli¢ne teksturalne vrijednosti te se za usporedbu moZe povuéi
poveznica izmedu tostiranih uzoraka i njihovih vrijednosti za tvrdo¢u s netostiranim uzorcima
i dobivenim vrijednostima ¢vrstoce. Ako se kod tostiranih uzoraka uzme srednja vrijednost svih
rezultata za pojedinu vrstu tosta, najtvrdi je uzorak A (1,33), zatim C (1,20), E (1,15), D (1,09)
i B (0,91). Kod netostiranih uzoraka je redoslijed sli¢an, uz iznimku uzorka AQ tako da je

najévrséi uzorak redom: C0O, EO, DO, AO i BO.

Pasqualone i sur. (2011) ispitivali su tehnoloske razlike izmedu 4 vrste kruha napravljenih iz
brasna orijentalne pSenice (Kamut), pirovog brasna, obi¢nog pSeni¢nog brasna i brasna durum
pSenice. Odredivali su i ¢vrstoéu prema standardnoj metodi AACC 74-09.01, kao i kod
netostiranih uzoraka u ovom eksperimentu s razlikom u promjeru sonde (25 mm) i postotku
kompresije koja je u tom eksperimentu bila podesena na 25 %. Cvrstoéu su Pasqualone i sur.
(2011) izrazili kao silu izrazenu u N. Rezultati njihovog istrazivanja ukazuju da najvecu
¢vrstocu ima kruh na bazi durum pSenice, zatim Kamut pSenice, obican pSeni¢ni kruh i na kraju
kruh iz pirovog brasna. Moze se zakljuditi da se rezultati spomenutog rada i ovog provedenog

istrazivanja ne podudaraju. Razlog moze biti i razlika u samoj pripremi obi¢nog odnosno tost

kruha.

4.2. REZULTATI ODREDIVANJA UDJELA SUHE TVARI

Udio suhe tvari (%) povecava se duljim tostiranjem (osim kod malog odstupanja za uzorke
A60: 71,49 % 1 A75: 71,46 %) Sto je graficki prikazano na slici 19. Najveéi udio suhe tvari u
netostiranom kruhu, a ujedno i najveci porast udjela suhe tvari tijekom tostiranja moze se
zamijetiti kod razenog tosta, neSto manje suhe tvari nalazi se u uzorcima pseni¢nog i pirovog
tosta koji imaju sli¢ne krivulje rasta, a najmanje suhe tvari sadrzano je kod punozrnatog i

proteinskog tosta.
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Slika 19. Udio suhe tvari (%) u netostiranim uzorcima tost kruha te promjene udjela suhe tvari

nakon tostiranja

Linearna korelacija izmedu postotka suhe tvari i trajanja tostiranja je jasno vidljiva iz crta trenda
za svaki uzorak posebno. O jacini povezanosti govori Pearsonov koeficijent (r) te je ta
povezanost prema ljestvici tumacenja vrijednosti koeficijenta visoka za uzorke pSenic¢nih 1
pirovih tosteva i vrlo visoka za uzorke razenih, proteinskih i punozrnatih tosteva. Najjaca
linearna korelacija izmedu postotka suhe tvari i trajanja tostiranja postoji za uzorke proteinskog
tosta (r = 0,9572), zatim za uzorke razenih tosteva (r = 0,9360), pa uzorke punozrnatih tosteva

(r=0,9062), pirovog tosta (r = 0,8646) i za pSeni¢ne tosteve (r = 0,8354).

Rezultati udjela suhe tvari mogu se razmatrati 1 s glediSta udjela vode, odnosno, udio vode moze
se izraziti kao: udio vode = 100 — udio suhe tvari u uzorku. Takoder, udio vode u tostu usko je

povezano s teksturom tosta (Sato, 2019) pa se rezultati mogu zajedno raspraviti.

Capuano i sur. (2019) su u svojem radu pratili utjecaj razli¢itih temperatura i trajanja tostiranja
na udio vode u hrskavom kruhu i zaklju¢ili da gubitak vode ovisi o temperaturi tostiranja i da
se dogada brze pri viSim temperaturama. Rezultati netostiranih uzoraka iz gore spomenutog
rada mogu se usporediti s rezultatima ovog istrazivanja te buduci da je rije¢ o hrskavom kruhu,
svi uzorci prije tostiranja imaju visi udio suhe tvari nego uzorci u ovom eksperimentu. Razeni
hrskavi kruh ima najviSe suhe tvari (73 %) kao 1 u ovom istrazivanju, dok pSenicni i punozrnati

pSeni¢ni imaju otprilike jednak udio suhe tvari (71 %).
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Yukinori Sato je 2019. istrazivao reoloska svojstva tostiranog kruha koristenjem modificirane
metode AACC za odredivanje vrijednosti kompresijske sile te je ustanovljen novi reoloski
parametar CFV (engl. compression force value) i koristi se za odredivanje unutrasSnje cvrstoce
tostiranih kruhova i usporedbu kvalitete tost kruhova ovisno o stupnju tostiranja. U tom
eksperimentu se koristila modificirana metoda naziva CFV2o gdje su zadani radni parametri
teksturometra 25%-tne  kompresije sa sondom promjera 25 mm. Za opis reoloskih
karakteristika povrSine tosta uveden je i parametar Sin koji predstavlja nagib pravca u grafikonu
odnosa sile i deformacije. Cvrstoca tostiranog kruha moZe se odrediti usporedujuéi ta dva
parametra, odnosno razlike unutrasnje i vanjske ¢vrsto¢e. Na niskim razinama tostiranja razlika
izmedu ta dva faktora nije velika, no na viSim razinama tostiranja se razlika znac¢ajno povecava.
Vrijednosti parametara CFV20 i Sin stavili su u odnos s izmjerenom bojom povrsine tostiranih
kruhova, odnosno vrijednosti L* i zaklju¢ili da je ja¢a povezanost posmedivanja s unutarnjom
¢vrstocom Sin , nego s povrsSinskom CFVzo te da se iz tog razloga L* moze koristiti za

predvidanje unutrasnje ¢vrstoce tostiranog kruha.

Udio vode u tostiranom kruhu u tom eksperimentu o¢ekivano je manji za tosteve koji su bili
tretirani na jaCem intenzitetu zagrijavanja te su rezultati bili u jakoj linearnoj korelaciji s
parametrom CFVy (r = 0,878), odnosno, smanjenjem vode u tostu rasla je i unutrasnja ¢vrstoca
tosta. Takoder, u spomenutom radu autor je udio vode u tostiranom kruhu usporedio i s
faktorom Sin, odnosno vanjskom ¢vrstoom te su ta dva parametra pokazala linearnu

povezanost, ali nesto slabijeg intenziteta (r = 0,695).

U ovom istrazivanju takoder je provedena statisticka analiza rezultata tvrdoce i udjela suhe tvari
za tostirane uzorke te rezultata ¢vrstoce i udjela suhe tvari za netostirane uzorke. Ja¢ina linearne
korelacije je mnogo slabija nego u radu koji je objavio Sato (2019) te koeficijent korelacije
izmedu parametra tvrdoce i Suhe tvari tostiranih uzoraka iznosi r = 0,3816, a izmedu parametara
¢vrstoce 1 suhe tvari netostiranih uzoraka je r = 0,2906. Graficki prikaz statistike nije prilozen

u radu.

4.3. REZULTATI ODREDIVANJA BOJE

Na slici 20 prikazane su fotografije nastale tijekom provodenja eksperimentalnog dijela ovog
rada. Redom su prikazani uzorci za svaku pojedinu vrstu tosta, a promjena boje nakon tostiranja
je ocita. Rezultati dobiveni instrumentalnim mjerenjem parametara boje (L*, a* i b*) te

izraCunata vrijednost ukupne promjene boje (AE*) prikazani su u tablici 9.
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a) PSENICNI TOST (A60, A75, A90)

b) PUNOZRNATI TOST (B60, B75, B90)

¢) PIROV TOST (C60, C75, C90)
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d) PROTEINSKI TOST (D60, D75, D90)

e) RAZENI TOST (E60, E75, E90)

Slika 20. Prikaz uzoraka razli¢itih vrsta tost kruhova dobivenih tostiranjem 60, 75 i 90 sekundi

Tijekom pecenja kruha ili toplinske obrade kao $to je tostiranje dolazi do posmedivanja zbog
Maillardovih reakcija 1 karamelizacije (Sato, 2019). U provedenom istraZivanju intenzitet
posmedivanja povecavao se duljom toplinskom obradom (tostiranjem) u svim vrstama tost
kruha. Vrijednost parametra L* koji oznacava svjetlinu uzorka se smanjuje porastom trajanja

tostiranja 1 priblizava vrijednosti 0 koja oznacava crnu boju.
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Tablica 9. Rezultati odredivanja parametara boje (L*, a*i b*) u svjezim i tostiranim uzorcima

te ukupna promjena boje (AE*) za tostirane uzorke u odnosu na netostirane

UZORAK

A0
AG60
AT5
A90

BO
B60
B75
B90

Cco
C60
C75
C90

DO
D60
D75
D90

EO
E60
E75
E90

L*
75,96
75,91
72,60
56,69
62,30
62,48
61,14
54,17
68,63
67,63
62,80
51,80
73,95
75,04
73,58
61,98
63,23
62,78
55,36
51,48

a*
0,42
1,64
3,84

13,53
6,29
6,40
7,06

11,59
5,39
5,57
9,63

15,94
3,44
3,64
4,16

14,14
4,60
4,78
7,88

10,41

b*
19,99
24,04
28,32
35,14
22,46
22,01
24,71
30,45
20,90
22,15
29,75
32,48
29,94
30,00
32,30
37,98
21,48
21,71
25,99
26,94

AE*

4,23
9,61
27,80

0,50
2,65
12,57

1,61
11,41
22,99

1,11
2,49
17,96

0,54
9,65
14,20

Usporedujuci netostirane uzorke, najsvjetliji je pSenicni tost, zatim proteinski, pirov, punozrnati

te je najtamniji razeni. Mala odstupanja od tog modela prisutna su jedino kod uzoraka B 1 D,

gdje je vrijednost L* za referentni uzorak (BO i DO) manja od uzorka tostiranog 60 sekundi,

odnosno B60 i D60. Vrijednosti parametara a* i b* proporcionalno rastu za svaku vrstu tosta

porastom duljine tostiranja. To znac¢i da se u tostiranim kruhovima povecéava udio crvene,

odnosno zute boje. Jedina iznimka je kod uzorka BO (netostirani uzorak) koji ima vecu

vrijednosti parametra boje b* (veci udio zute boje) od uzorka B60. Ako se usporede rezultati

ukupne promjene boje (AE*) tostiranih uzoraka u odnosu na referentni (netostirani) uzorak,

tada je tostiranjem do najvece promjene boje doSlo kod pSeninog tosta, zatim pirovog,

proteinskog, razenog, a najmanja promjena je kod punozrnatog.
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Capuano i suradnici (2009) proucavali su utjecaj sastava brasna na nastanak akrilamida u
hrskavom kruhu tijekom tostiranja i strategije njegova smanjenja. Uzorci kruha medusobno su
se razlikovali po vrsti brasna za izradu (pSenicno, raZzeno i punozrnato pSenic¢no) te vremenu i
temperaturi tostiranja. Promjenu boje mjerili su u CIE L*a*b* sustavu. L* vrijednost (svjetlina)
je takoder, kao i u ovom istrazivanju, padala s porastom duljine, ali i s porastom temperature
tostiranja. Takoder, vrijednosti parametara boje a* i b* su rasle tijekom tostiranja Sto znaci da
se povecavao udio crvene, 0odnosno zute boje. Ukupna promjena boje kod najvise temperature
1 najduljeg trajanja tostiranja bila je najmanja za razeni i punozrnati hrskavi kruh, a najvec¢a kod
pSeni¢nog kruha Sto je u skladu s rezultatima dobivenim za odredivanje boje u ovom
istrazivanju. To se pripisuje tamnijim nijansama netostiranih kruhova koje imaju razeni i

punozrnati kruh zbog svojstava brasna od kojih su napravljeni.

Vrijednost b* upucuje na zuckasti ton povrsine tosta i on je tipi¢an za kruhove na bazi durum
pSenice (Raffo i sur., 2003). To potvrduju i rezultati odredivanja boje ovog istrazivanja jer su

vrijednosti za uzorke D0, D60, D75, D90 najvise (29,94 — 37,98) uz iznimke A90, B90 i C90.

4.4. REZULTATI ODREDIVANJA SLOBODNOG ASPARAGINA

Koncentracija slobodnog asparagina, aminokiseline koja se smatra prekursorom u nastanku
akrilamida u kruhu 1 pekarskim proizvodima, odredena je u netostiranim uzorcima te su rezultati
prikazani na slici 21. Najvisa koncentracija asparagina nalazi se u pirovom tostu (307,6 mg kg’
1y, zatim u razenom tostu (205,3 mg kg™?), u proteinskom (186,0 mg kgt) i punozrnatom (160,5

mg kg™) dok je najniza koncentracija zabiljezena u pseni¢nom tostu (75,6 mg kg™).
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Slika 21. Koncentracija (mg kg™) slobodnog asparagina u svjezim uzorcima tost kruha
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Ako se dobiveni rezultati usporede s procjenom koncentracije asparagina u razli¢itim vrstama
zitarica 1 njihovim frakcijama prikazanim u tablici 4, moze se zakljuciti da su dobivene
koncentracije neSto nize od navedenih. Primjerice, za pSeni¢no brasno se predvida
koncentracija u rasponu od 115 do 500 mg kg, za cjelovito pseni¢no brasno od 255 do 450 mg
kg™, za razeno brasno od 320 do 880 mg kg™. Pirovo brasno prema literaturi sadrzi od 105 do
600 mg kgt asparagina, dok za brasno durum psenice nema podataka, veé samo za njeno zrno
koje sadrzi 430 — 840 mg kg™ §to je vise od zrna obiéne psenice (Mandi¢ Andagi¢, 2019). lako
netostirani uzorci nisu toplinski obradeni tostiranjem, oni su prethodno peéeni na temperaturi
od 250 + 10 °C. 1z tog razloga se ve¢ prilikom pecenja kruha dio asparagina preveo u akrilamid
Sto je moguéi razlog nizih koncentracija asparagina dobivenih u eksperimentu od onih

sadrzanih u brasnu prema literaturi.

4.5. REZULTATI ODREDIVANJA AKRILAMIDA

Akrilamid je odreden u tostiranim i netostiranim uzorcima 5 razli¢itih vrsta tost kruhova te je
ispitivani uzorak ukljuc¢ivao i1 koricu i unutraSnjost tosta. U svih 5 netostiranih uzoraka
koncentracija akrilamida je ispod referentne vrijednosti propisane Uredbom Europske komisije
(2017/2158), odnosno manje od 50 pg kg za meki kruh na bazi pSenice (uzorci A0, BO i D0)
te manje od 100 pg kg™ §to je referentna vrijednost za meke kruhove koji su na bazi ostalih
Zitarica, a u ovom eksperimentu to su kruhovi od pirovog (C0) i razenog brasna (E0). Iako je
pir zapravo vrsta pSenice, rezultati odredivanja akrilamida usporedeni su s referentnim
vrijednostima za meke kruhove koji nisu na bazi pSenice kao §to su to u svojem radu ucinili 1
Mencin i suradnici (2020). Koncentracije akrilamida kod netostiranih uzoraka nize su od 66 pg
kg™. Kod uzoraka tostiranih 60 sekundi, sadrzaj akrilamida je do 79 ug kg, za uzorke tostirane
75 sekundi do 78 pg kg, a za najduZe tostirane kruhove u trajanju od 90 sekundi sadrZaj
akrilamida je do 119 pg kg*. Najmanje koncentracije akrilamida nalaze se u pSeni¢nom tostu
(za sve uzorke ispod granice detekcije: < 20 pg kgt), zatim u punozrnatom p3eni¢nom tostu
(26 — 33 pg kg?), proteinskom (37 — 43 pg kg?) i pirovom (48 — 95 ug kgt). Najveéa
koncentracija akrilamida odredena je u razenom tostu (66 — 119 pg kg™?). Za sve tostirane
uzorke koncentracija nastalog akrilamida u odnosu na netostirane uzorke raste (iznimka su
pSenicni tost i proteinski tost kod kojeg se vidi neznatni pad nakon 60 sekundi tostiranja). Kod

tostiranja 60 1 75 sekundi je taj porast vrlo blagi te se moze pretpostaviti da se u ovim
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vremenima tostiranja ne postize dovoljno visoka temperatura (120 °C) koliko je potrebno za
razvijanje znacajnijih koncentracija akrilamida (Belkova i sur., 2021). Kod svih uzoraka su
najvise koncentracije akrilamida odredene kod najduljeg tostiranja (90 sekundi) te se moze
pretpostaviti da je temperatura kruha kod tog trajanja tostiranja premasila 120 °C te se iz tog
razloga vidi skok nastalih koncentracija, posebice kod uzoraka C90 i E90. Opcenito, duljim
tostiranjem raste i koncentracije akrilamida u uzorcima, uz nekoliko odstupanja kod uzoraka
B60iB75, E60 i E75. Koncentracije akrilamida u svim tostiranim uzorcima su ispod referentnih
vrijednosti propisanih Uredbom EK (2017/2158), osim uzorka E90 ¢ija vrijednost iznosi 119
ng kg to je vise od 100 pg kg kolika je referentna vrijednost za meke kruhove koji nisu na
bazi psenice. Rezultati odredivanja koncentracije akrilamida u uzorcima razli¢itih vrsta kruha

za tostiranje podvrgnutih razli¢itom vremenu tostiranja prikazani su na slici 22.
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Slika 22. Koncentracije akrilamida (AA) (u kg™?) prije i nakon tostiranja kruha odredeno
vrijeme (60, 75 i 90 sekundi)

Dobivene koncentracije asparagina, glavnog prekursora u nastajanju akrilamida kod proizvoda
na bazi zitarica, mogu se povezati sa sadrzajem akrilamida. Najvisa koncentracija slobodnog
asparagina iznosi kako slijedi: pirov > razeni > proteinski > punozrnati > pSeni¢ni kruh za
tostiranje. Redoslijed nastalih udjela akrilamida u tostiranim uzorcima je: razeni > pirov >
proteinski > punozrnati > pSeni¢ni tost. Ocekivano, vefe koncentracije asparagina u
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netostiranim uzorcima rezultirale su intenzivnijim razvojem akrilamida u tostiranim uzorcima,
uz jednu iznimku, a to je pirov tost, koji unato¢ najvecoj koncentraciji asparagina ima manje
nastalog akrilamida nakon tostiranja od razenog tosta. Na slici 23 prikazan je odnos izmedu
koncentracija akrilamida i asparagina, a statistickom obradom dobio se Pearsonov koeficijent

(r =0,4363) te govori o srednje jakoj linearnoj povezanosti izmedu te dvije varijable (slika 24).
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Slika 23. Prikaz odnosa izmedu koncentracije akrilamida i koncentracije slobodnog asparagina

u netostiranim uzorcima tosta

70
y =0,1443x + 12,807

o)

o
=
N

I

o
S
@
o
@

o
o
[ J

®
o0 o ®
= e
L2 | e
L0 e
s | e o
20 o
10
0
0 50 100 150 200 250 300 350
¢ (Asn) mg kg

Slika 24. Linearna korelacija izmedu koncentracije akrilamida i koncentracije slobodnog

asparagina u netostiranim uzorcima kruha za tostiranje

48



Granby i suradnici (2008) proveli su slicno istrazivanje u kojem su pratili povezanost nastanka
akrilamida u tostiranim ps$eni¢nim i razenim kruhovima s koncentracijom asparagina u brasnu
i kruhu. Rezultati njihovog rada u skladu su s rezultatima ovog istrazivanja jer je koncentracija
akrilamida u netostiranom p3eni¢nom kruhu takoder bila ispod granice detekcije (<5 pg kg™),
u srednje tostiranom uzorku koncentracija je 11 pug kg™, a jako tostirani uzorak sadrzavao je 15
ug kg, Rezultati odredivanja akrilamida za razeni kruh u tom radu malo su niZi od dobivenih
u ovom istrazivanju: netostirani 12, srednje tostirani 27 i jako tostirani 68 pg kg™ akrilamida.
Navedeni autori odredili su 1 koncentraciju slobodnog asparagina u brasnu te ona u pseni¢nom
brasnu iznosi 0,14 g kg™, a u razenom 0,76 g kg™ $to Su nesto visi iznosi od dobivenih
koncentracija u ovom istrazivanju. Razlog tomu je $to se u ovom istrazivanju koncentracija
odredivala u kruhu, a ne u brasnu. Razli¢itim koncentracijama asparagina navedeni autori su
objasnili razlike u koncentracijama akrilamida u kruhu nakon tostiranja. Osim toga, dio
njihovog istrazivanja odnosio se na utjecaj dodatka razli¢ite koncentracije asparagina u brasno
te su prema dobivenim rezultatima zakljucili da tijekom cijelog procesa pecenja kruha dolazi
do smanjenja slobodnog asparagina. Ta redukcija je kod pSeni¢nog kruha veéa nego kod
razenog. Budu¢i da je dodani sadrzaj asparagina bio razli€iti za pSenicne i1 raZzene kruhove,
rezultati su tesko usporedivi, no autori su zaklju¢ili da je stupanj nastanka akrilamida nesto veci
kod pSeni¢nih kruhova §to nije u skladu s rezultatima ovoga rada. Granby i suradnici su
dobivene rezultate objasnili Kiselijim uvjetima kod razenog kruha do kojih dolazi zbog upotrebe
Kiselog tijesta u procesu proizvodnje, dok se kod pSeni¢nog kruha koristi klasi¢éna kvasceva

fermentacija.

Mencin i suradnici (2020) proveli su istrazivanje o pristunosti akrilamida na slovenskom trZistu.
Istrazivanje je obuhvatilo 5 prehrambenih kategorija, medu kojima je bila i kategorija “kruh 1
tost” te su vrijednosti varirale izmedu 44,5 — 246,1 ug kg. Srednja vrijednost svih ispitivanih
uzoraka bila je veéa od one koju preporuéuje EFSA (2015). Cetiri od pet uzoraka mekih
kruhova na bazi pSenice imalo je viSe vrijednosti od preporucenih referentnih, medu njima 1
tost kruh s 37 % viSom vrijednosti od preporucene. Takoder, oba meka kruha koja nisu na bazi
psenice (pirov i razeni) imali su veéu razinu akrilamida od preporu¢enih 100 pg kg™. Zakljuéili
su da se zbog vrlo raSirene upotrebe upravo te kategorije “kruh i tost” ona moze smatrati
najvecim rizikom od unosa akrilamida i to ¢ak 56 % od ukupnog rizika.

U radu Belkove i suradnika (2021) se navodi da se koncentracija akrilamida znac¢ajno povecala
nakon 2,5 minute tostiranja, no iako sama koncentracija akrilamida u $nitama kruha nije visoka

(prosje¢no 42 ug kg?), problem je u ulestalosti njegove konzumacije medu populacijom
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gradana EU te za odrasle iznosi do 23 %, a za djecu do 25 % ukupne prehrane. Osim toga, unos
ovisi 1 0 navikama kucanstva vezanih uz ucestalost tostiranja te pozeljni intenzitet tostiranja.
Caupano i suradnici (2009) su uz razliito trajanje tostiranja pratili i utjecaj razli¢itih
temperatura tostiranja na nastanak akrilamida. Akrilamid nije utvrden ni kod netostiranih
uzoraka, ali niti kod najniZe upotrijebljene temperature tostiranja (140 °C). Na temperaturama
tostiranja od 160 i 180 °C su uzorci punozrnatog i razenog kruha imali vecu koncentraciju
akrilamida od pSeni¢nog hrskavog kruha $to je u skladu i s rezultatima ovog rada. Za najdulje
vrijeme (25 min) tostiranja pri najvisoj temperaturi (160 °C) rezultati nastanka akrilamida su
za pSeni¢ni, punozrnati pSenicni i razeni hrskavi kruh redom iznosili: 262,3, 291,01 301,0 pg
kg™. Autori su to objasnili vi§im sadrzajem slobodnog asparagina, koji je limitirajuéi faktor
reakcije nastanka akrilamida, u raZenom i1 punozrnatom brasnu.

Pozeljni intenzitet tostiranja ovisi o osobnim preferencijama potrosaca. U ranijim radovima se

pokazalo da je boja kona¢nog proizvoda u korelaciji s nastalim akrilamidom (Raffan i Halford,

2019). Rezultati korelacije akrilamida i vrijednosti L*, a* i b* prikazani su u tablici 10.

Tablica 10. Prikaz p-vrijednosti i Pearsonovog koeficijenta izmedu vrijednosti L*, a* i b* i

koncentracije akrilamida

L* a* b*
r 0,3427 0,1517 0,000
(Pearsonov
koeficijent)
p-vrijednost 0,007 0,090 0,971

p<0,05 p>005 p>0,05

1z rezultata prikazanih na slici 25 moze zakljuciti da izmedu varijable L* i nastale koncentracije
akrilamida postoji linearna povezanost i ona je statisticki znacajna. Prema ljestvici vrijednosti
koeficijenta ta povezanost je niska (0,2 — 0,39). Za vrijednost a* je koeficijent linearne
povezanosti s koncentracijom akrilamida jos nizi te se ne smatra da postoji statisti¢ki znacajna
povezanost. Vrijednost Pearsonovoga koeficijenta za b* ukazuje da linearne povezanosti nema

(nema grafi¢kog prikaza u radu).
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Slika 25. Linearna korelacije izmedu koncentracije akrilamida i vrijednosti L*

Povezanost parametara boje i koncentracije akrilamida pracena je na przenim krumpirima u
radu autora Jackson i Al-Taher (2005) koji su zakljucili da postoji visoka linearna povezanost
koncentracije akrilamida s parametrom boje L* (r = 0,8551) i a* (r = 0,8558), dok je za
vrijednost b* povezanost bila zanemariva. Rezultati za pe¢eni krumpir ukazali su da je linearna
povezanost bila znatno slabija, za parametar boje L* (r = 0,3425) i a* (r = 0,3502). Osim u
krumpiru, navedeno istraZivanje ukljucilo je i pracenje koncentracije akrilamida nakon
tostiranja razli¢itih vrsta kruhova te su rezultati pokazali da je najve¢a koncentracija akrilamida
prisutna pri najduljem tostiranju (15 min). Vrijednosti su iznosile od otprilike 40 do iznad 600
ug kg, a najvise koncentracije nastalog akrilamida nastale su u uzorku kruha od krumpirovog
tijesta, $to se objaSnjava visokim koncentracijama asparagina u krumpirovom tijestu. To se
moze uzeti kao jo$ jedan dokaz povezanosti koncentracije asparagina s nastankom akrilamida

u kruhu tostiranjem.

4.6. REZULTATI SENZORSKE ANALIZE

Tijekom tostiranja ili peCenja kruha odvijaju se mnoge pozeljne reakcije koje doprinose
pozeljnim senzorskim svojstvima kao Sto su okus, boja i tekstura. Neke od tvari karakteristicnih
za kruh se javljaju ve¢ kod fermentacije tijesta, no vecina ih nastaje prilikom termicke obrade
(Pétel i sur., 2017). Kod senzorske analize netostiranih uzoraka je 9-bodnovnom hedonistickom

skalom najbolje ocjenjen uzorak B0, odnosno punozrnati pSenicni tost. Zbroj prosjecnih ocjena
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za svako ispitivano svojstvo za navedeni uzorak je 29,125. Drugi u ukupnom poretku ocjena su
s istim brojem bodova uzorci CO i DO (27,250), a nakon njih uzorak A0 (26,875). Najlosije
ocjenjeni uzorak je EO, odnosno razeni tost s ocjenom 26,625. Uzorak BO dobio je najvise
ocjene za sva senzorska svojstva (boja, miris 1 tekstura), osim za okus. NajviSu ocjenu za
senzorsko svojstvo okusa dobio je uzorak EO, odnosno razeni kruh koji je u ukupnom poretku

posljednji. Rezultati senzorskog ocjenjivanja prikazani su na slici 26.
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Slika 26. Rezultati senzorske analize netostiranih uzoraka

Za tostirane uzorke se koristila deskriptivna senzorska analiza gdje su ispitanici pomocu 13
deskriptora opisali 4 senzorska svojstva: boju, miris, teksturu i okus. Na slici 27 je primjer
grafickog prikaza dobivenih rezultata nakon obrade u programu XLSTAT za uzorke pSeni¢nog
tosta (A60, A75 i A90). Graficki prikaz ostalih rezultata deskriptivne senzorske analize nalazi
se je u Prilogu 2. Na slici se za svaki uzorak moze vidjeti kakva je ocjena za svaki pojedini
deskriptor u usporedbi s drugim uzorcima. Plava obojanost stupca upucuje da je vrijednost
ocjene uzorka za taj deskriptor statisticki znac¢ajno (p < 0,05) iznad prosjecne ocjene svih
uzoraka. Crvena boja stupca znaci da uzorak ima ocjenu deskriptora statisticki znacajno (p <
0,05) nizu od prosjecne ocjene svih uzoraka. Stupac bez obojenja znaci da se ocjena za pojedini

deskriptor statisticki ne razlikuje od prosjeka ostalih uzoraka.
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b) UZORAK A75
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c) UZORAK A90
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Slika 27. Graficki prikaz rezultata deskriptivne senzorske analize za uzorke a) A60 b) A75 ¢)
A90

Svi rezultati su zbog lakse preglednosti prikazani u pojednostavljenom prikazu u tablici 11.
Poredak u tablici se temelji na broju deskriptora Cija se ocjena statisticki znacajno razlikuje od
ostalih ocjena. Tocnije, prva mjesta zauzimaju uzorci s najvise deskriptora koji su ocjenjeni sa
statistiCki znacajno viSim ocjenama od prosje¢nih, a na kraju tablice su uzorci s mnogo
deskriptora ocjenjenih sa statisticki znac¢ajno nizim ocjenama od prosjecnih ocjena. Pomocu
grafickog prikaza rezultata lako je zamijetiti da su svi uzorci tostirani 60 sekundi (kao 1 primjer
naslici 27 a) A60 ) imali najvise crvenih stupaca, odnosno najvise deskriptora koji su ocjenjeni

statisticki nizom ocjenom od prosjecne ocjene svih uzoraka te se nalaze na dnu tablice 11.
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Primjerice, za uzorak A60 su deskriptori karakteristicna boja, miris po pecenom, oba
deskriptora koja opisuju teksturu (mrvljivost i hrskavost) i gorki okus ocjenjeni nizim ocjenama
od ostalih uzoraka, dok je mlije¢ni miris bio intenzivnije izrazeni nego kod ostalih uzoraka. Za
uzorke tostirane 75 sekundi su deskriptori ve¢inom bili ocjenjeni prosjecnim ocjenama koje
nisu bile statisticki znacajne (slika 27 b) A75) i oni se nalaze pretezno na sredini tablice 11.
Iznimka je uzorak B75 koji ima ¢ak 3 deskriptora (mrvljivost, hrskavost i karakteristi¢an okus)
ocjenjena statisticki znacajno nizim ocjenama od prosjeka, a s druge strane, uzorak C75 ima
Cak 4 deskriptora (karakteristicna boja, miris po zagorenom, mrvljivost i hrskavost) ocjenjena
statisti¢ki znacajno viSim ocjenama. Za najduze tostirane uzorke, 90 sekundi, iz rezultata jasno
se vidi da je veé¢ina deskriptora ocjenjena statisticki znac¢ajno visSim ocjenama nego kod ostalih
uzoraka. Na primjeru slike 27 ¢) A90 jasno se vidi da su senzorski poZeljna svojstva kao §to su
karakteristi¢na boja, okus, miris, hrskavost, miris po pe€enom vrlo visoko ocjenjena, dok su
manje pozeljna svojstva kao Sto su kiseli i gorki okus slabije ocjenjena od prosjeka. Sli¢no je i
kod ostalih uzoraka i to se lako moze vidjeti u tablici 11, gdje se na prva 6 mjesta tablice nalazi
svih 5 uzoraka razlicitih tost kruhova koji su bili tostirani 90 sekundi. Na prvom mjestu tablice
je uzorak E90 koji ima 10 od 13 deskriptora ocjenjenih bolje od prosjeka. Izuzetno visoke
ocjene su dodijeljene za senzorski pozeljna svojstva kao §to su hrskavost (7,250), miris po
pecenom (6,750), karakteristi¢an okus (6,625), boja (7,625) i miris (6,750), no nesto vise ocjene
od prosjeka dobio je i za senzorski manje poZeljne deskriptore kao Sto su mrvljivost (4,375),
okus (2,625) 1 miris po zagorenom (3,125) te kiseli (2,250) i gorki (2,625) okus. Vrlo sli¢ne
ocjene dobili su 1 uzorci C90 i A90. Sredinu tablice zauzimaju ve¢inom uzorci tostirani 75
sekundi, dok su na posljednje 4 pozicije uzorci tostirani 60 sekundi (C60, B60, A60, D60).
Uzorak D60 ima ¢ak 6 deskriptora ocjenjenih statisticki zna¢ajnom nizom ocjenom od prosjeka
1 medu njima su svi koji se smatraju senzorski poZeljnim svojstvima, a to su: hrskavost (3,000),

miris po pe¢enom (2,750), karakteristi¢an okus (3,500), boja (3,625) i miris (4,250).

Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti da su panelisti najviSe ocjene dali uzorcima
tostiranim 90 sekundi, a najmanje onima koji su bili tostirani najkrace, odnosno 60 sekundi.
Konkretnije, uzorak E90 dobio je najvise ocjene za poZeljna senzorska svojstva. Usporedujuci
s netostiranim uzorcima, uzorak EO je za svojstvo okusa dobio najviSe ocjene, no ostale
karakteristike se panelistima nisu svidjele te je ukupno najlosije ocjenjen. No, o€ito su se nakon
90 sekundi tostiranja razvile i ostale senzorski pozeljne karakteristike te je iz tog razloga tako

dobro ocijenjen u deskriptivnoj senzorskoj analizi.
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Hrskavost se za tostirane kruhove smatra pozeljnim i svojstvenim za tu vrstu namirnica. Uzorak
E90 ima najviSu senzorsku ocjenu za taj deskriptor, a na to upucuje i rezultat odredivanja
teksture, gdje je taj uzorak imao 1 najvecu tvrdocu, ali i upotrijebljeni rad koji se moze
protumaciti kao zvakanje. Sva tri uzorka razenog tosta (E60, E75, E90) imaju statisticki

Znacajno vise ocjene za kiseli i gorki okus, §to je zapravo karakteristino svojstvo razenog

kruha.

Zanimljivo je povezati podatak da su prva dva najbolje ocjenjena uzorka (E90 i C90) upravo

uzorci s najvecom izmjerenom koncentracijom akrilamida.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti sljedece:

1.

Rezultati odredivanja teksture tostiranih uzoraka upucuju da tvrdoca i upotrijebljeni rad
rastu, a elasticnost opada duljim trajanjem tostiranja. Vrijednosti svih parametara su

porasle nakon hladenja uzoraka.

Od netostiranih uzoraka, najveéu &vrstou ima pirov tost (983,7 @), a najmanju

punozrnati pSeni¢ni tost (532 Q).

Rezultati odredivanja udjela suhe tvari linearno su povezani s trajanjem tostiranja.
Najveci udio suhe tvari kod netostiranih uzoraka ima raZeni tost, zatim pSeniéni, pirov,

punozrnati pSenicni i proteinski.

Rezultati odredivanja boje upucuju na smanjivanje vrijednosti parametra L* i povecanje
vrijednosti parametara a* i b* u korelaciji s trajanjem tostiranja. Najveéa ukupna
promjena boje nakon tostiranja zamijec¢ena je kod pSeni¢nog tosta, a najmanja kod

punozrnatog pSeni¢nog.

Najvisi sadrzaj asparagina odreden je u pirovom tostu (307,6 mg kg™), zatim u razenom
tostu (205,3 mg kg™), proteinskom (186,0 mg kg™), punozrnatom (160,5 mg kg™?) i

najniza koncentracija u pSeni¢nom tostu (75,6 mg kg™).

Sadrzaj akrilamida je u svih 5 netostiranih uzoraka kruhova ispod referentnih vrijednosti
propisanih Uredbom Europske komisije. Kod tostiranih uzoraka sadrzaj akrilamida
raste s duljim trajanjem tostiranja. Najvisi sadrzaj akrilamida ima uzorak raZzenog tosta
tostiran 90 sekundi: 119 pg kg™ i to je ujedno i jedini uzorak koji premasuje referentnu
vrijednost propisanu Uredbom EK. Nakon razenog tosta, najvisi sadrzaj akrilamida
odreden je u pirovom tostu (95 pg kg?), zatim redom proteinskom (43 pg kg?),
punozrnatom (33 pg kgt) i pseni¢nom tostu (< 20 pg kg™?).

Utvrdena je statistiCki znacajna linearna korelacija izmedu sadrzaja asparagina u
netostiranim uzorcima tosta i sadrzaja nastalog akrilamida. Takoder, linearna korelacija
utvrdena je izmedu vrijednosti parametra boje L*, koji predstavlja svjetlinu uzorka i

koncentracije akrilamida.
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8. Najbolju ukupnu ocjenu kod senzorske analize netostiranih uzoraka dobio je punozrnati
pSeni¢ni tost (29,125), nakon njega s istim brojem bodova pirov i proteinski tost
(27,250), zatim pSenicni (26,875) 1 razeni (26,625) na kraju.

9. Rezultati deskriptivne senzorske analize tostiranih kruhova upucéuju da su panelisti
najbolje ocijenili tosteve koji su najdulje bili tostirani. lzuzetno visoke ocjene za
pozeljne senzorske deskriptore dobili su uzorci E90, C90 1 A90. S druge strane, uzorci
tostirani najkraci period (C60, B60, A60, D60) ocijenjeni su statisticki znacajno nizim

ocjenama za pozeljne senzorske deskriptore.
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B) Rezultati uzoraka B60, B75 i B90
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C) Rezultati uzoraka C60, C75 i C90

€30

w o
B

-
-

maoasaa

...0 Q.
[FUE][EITEL)

A

neEy

© ugaae

oY
ol
wouseder o w
ussisayad od
s
UL

W AR AR

Deskriptori

€75

+
B

15 7

15 5

+ T
- -

05 7

+
w
3

nuslpyao

+—+—+
LN

A

w
Ll

oy
® URpms LYY
ToseEy
wor
wouscder: od s
weousped od
el

= URAI T

Q RaEy Ny

Deskriptori

=

w o

-
-

oy
& U SRy
sy

e fua
wousoder od w
wousged od
mzhu

T UE sy

0 EpUEy A

R S RN Y
- o

= L3
1ualioyaoy

Deskriptori



D90

wn
-

-

wn
=

Hoa e oo
EE]

CEE ]
nualpyao

b

el od o
e

e

rusd

o

© U RSN
TonEysiy

wond e
sanueoder od .
oy sd od
nelw

W L s

e

Deskriptori

DIs

I_II—||_|I_I

oo

uafpys0

v._

wioumndeod o
[

e

ol

e

‘& weaI U
Heneyuy
wonfjs
st od
oy od
sl

W v sy

a Egns i

Deskriptori

F=l

L L

wn
o

D) Rezultati uzoraka D60, D75 i D90
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E) Rezultati uzoraka E60, E75 i E90
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja, Ana Stankovi¢, izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam Koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Vlastoruc¢ni potpis



