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1. UuvOoD

Je€meno i zobeno brasno sve viSe se koriste u pekarskoj proizvodnji zbog vecée potraznje za
zdravijim i senzorski privlianijim proizvodima. Proizvodi od jeCmenog i zobenog brasna
prepoznati su po znacajnoj koli€ini vlakana, proteina i minerala (Grgi¢ i sur., 2024). No,
nedostatak glutenske mrezZe u tim brasnima negativno utjeCe na volumen i senzorska svojstva

kruha i pekarskih proizvoda.

Fermentacija je proces koji se koristi ve¢ dug niz godina u svrhu o€uvanja hrane i poboljSanje
njezinih senzorskih svojstava (Garcia-Bejar i sur., 2023). U pekarstvu, kisela tijesta se
tradicionalno koriste u proizvodnji kruha. Kruh proizveden uz dodatak kiselog tijesta ima
specifi¢an kiseli okus i aromu te mu je produzena trajnost i svjezina. Kisela tijesta mogu biti
spontano fermentirana od brasna, vode i prirodno prisutnih mikroorganizama, odnosno
bakterija mlijeCne kiseline i kvasaca (Novotni i sur., 2020). Ovakvu vrstu tijesta potrebno je

redovito i konstantno osvjeZavati dodatkom svjezeg brasna i vode.

Cilj ovog rada je bio ispitati moguénost spontane fermentacije je€menog i zobenog brasna sa
svrhom produkcije bakterija mlije¢na kiseline i kvasaca u dovoljnom broju i u odgovarajuéem
omjeru, odnosno, ispitati sposobnost dizanja kruSnog tijesta pomocu pripremljenog kiselog

tijesta.



2. TEORIJSKIDIO

2.1. JECMENO | ZOBENO BRASNO

JeCmeno i zobeno brasno ubrajamo pod cjelovita brasna (Jokinen i sur., 2022), jer se
proizvode mljevenjem cjelovitih zrna. Karakterizira ih kemijski sastav bogat vlaknima,
proteinima, vitaminima i mineralnim tvarima (Grgi¢ i sur., 2024). Takoder, sadrze beta-glukan
koji pomaze u regulaciji razine Secera u krvi i smanjuje kolesterol (Zannini i sur., 2009).
Najpopularniji proizvodi od zobi su zobene pahuljice, granola i zdrave grickalice te se Koristi
kao sastojak za pekarske proizvode poput keksa i kruha (Jokinen i sur., 2022). Vrsta zitarice
koja se koristi u proizvodnji brasna utjeCe na razvoj i aktivnost bakterija i kvasca tijekom

fermentacije tijesta.

2.1.1. Svojstva kvalitete brasna

Jedan od vaznijih parametara kvalitete brasna koji ujedno utje€u na fermentaciju kiselog tijesta
i govori nam o nutritivnoj vrijednosti brasna je sadrzaj pepela. Ono se odnosi na koli¢inu
mineralnih tvari koje zaostanu nakon $to se organski materijal spali te ovisi o stupnju
izmeljavanja zrna (Novotni i sur., 2020). Je€meno i zobeno brasno imaju vrlo sli¢an sadrzaj
pepela, iako jeCam u prosjeku ima nesto vise pepela (izmedu 1,5 % i 2,5 % u odnosu na zob
od 1,56 % do 2,3 %) Sto ga Cini bogatijim mineralnim tvarima. Najveca je razlika sastava
mineralnih tvari izmedu brasSna u koli€ini magnezija i Zeljeza te neSto manja u koli€ini cinka i
bakra (Grgi¢ i sur., 2024;Vilak, 2019). Sadrzaj pepela takoder je povezan s kapacitetom

puferiranja, odnosno s postizanjem kiselosti zrelog kiselog tijesta (Novotni i sur., 2020).

Kapacitet puferiranja se odnosi na sposobnost tvari da odrzava stabilnu pH vrijednost usprkos
dodavanju kiseline ili luzine tj. tjekom fermentacije (Anonymous 1, 2024), dok je ukupna
kiselost titracijom (TTA) mjera ukupne koli€ine kiselina koje su prisutne u brasnu ili tijestu
(Anonymous 3, 2024). Sto je veéi kapacitet puferiranja bolje se odrzava stabilan pH, &ak kad
se poveca TTA, Sto rezultira optimalnom aktivhod¢éu mikroorganizama. Takoder, sadrzaj
pepela u brasnima pozitivho utjee na kiselost kiselog tijesta te proizvodnju uglji€énog dioksida
(Novotni i sur.,, 2020). JeCmeno i zobeno brasno takoder karakterizira visok stupanj
izmeljavanja Sto znaci da brasno sadrzi veci udio cijelog zrna, uklju€ujuc¢i mekinje i klice
(Anonymous 2, 2024). Osim minerala, bradna s viS§im stupnjem izmeljavanja sadrze veci udio
drugih vrsta mikronutrijenata koji utjeCu na rast laktobacila i kvasaca. JeCmeno i zobeno
brasno bogato je vlaknima i proteinima, ali zbog nedostatka glutena potrebno je prilagoditi

recepturu u izradi pekarskih proizvoda mijeSanjem s pSeni¢nim braSnom.



2.2. KISELO TIJESTO

Kiselo tijesto (poznato kao i eng. Sourdough) je fermentirana mjesavina brasna od Zitarica,
vecinski pSenicnog ili razenog, i vode te se ponekad dodaju drugi sastojci poput soli, saharoze
ili braSna od drugih Zzitarica ili pseudozitarica (Novotni i sur., 2020). Kiselo tijesto se koristi kod
tradicionalnog nacina pripreme kruha koji koristi prirodne fermentacijske procese, odnosno
spontanu fermentaciju te u industrijskoj proizvodnji kruha (kao prirodni poboljSivac¢) zajedno s
pekarskim kvascem za dizanje. Spontana se fermentacija kiselog tijesta tipa | postize
zahvaljujuéi prirodno prisutnim mikroorganizmima u brasnu, od kojih su najvazniji kvasci i
bakterije mlije¢ne kiseline tj. laktobacili, a postoje i drugi tipovi kiselog tijesta koji se proizvode
dodatkom definirane starter kulture. Proizvodnja kiselog tijesta u pekarstvu donosi brojne
prednosti (tablica 1) koje se odnose na probavljivost, okus, nutritivha svojstva, te tehnoloska

svojstva gotovog proizvoda (Novotni i sur., 2020).

Kiselo tijesto zahtijeva duze vrijeme pripreme, ali rezultira bogatijim i sloZenijim okusom
pekarskog proizvoda u odnosu na proizvod dobiven samo pomocu pekarskog kvasca kao
jedinog sredstva dizanja. Za izradu kiselog tijesta najbolje je koristiti bradno od cjelovitog zrna
iz viSe razloga. Jedan od razloga je §to takvo bradno sadrzi viSe vlakana, vitamina i mineralnih
tvari jer se proizvodi od svih dijelova zrna (Garcia-Bejar i sur., 2023). Takoder, cjelovito brasno
sadrzi viSe mikroorganizama (prirodno prisutnih kvasaca i laktobacila) koje se nalaze na

povrsini zrna, koji budu uklonjene u procesu rafinacije (Mrvica, 2019).



Tablica 1. Prednosti koriStenja kiselog tijesta u pekarstvu (Mykhonik i sur., 2023; Mrv¢i¢ i sur.,
2011)

Prednosti koriStenja Objasnjenje

Svojstva konzerviranja Kiselo tijesto proizvodi octenu kiselinu koja
prirodno sprje¢ava rast plijesni, ¢ime se produzava

trajnost kruha

Povec¢ana probavljivost Dugotrajna fermentacija razgraduje proteine

(gluten), Sto olakSava probavu

Jaca okusno-aromati¢na svojstva Kiseljenjem tijesta proizvode se mlijeCna i octena
gotovog proizvoda kiselina te drugi metaboliti (alkoholi, aldehidi,

esteri) koji pridonose specific(nom okusu i aromi

Povecana bioraspoloZivost Fermentacija smanjuje koli€inu fitata koji vezu
mineralnih tvari i vitamina mineralne tvari i oteZavaju njihovu apsorpciju
Odrziva proizvodnja Smanijuje se potreba za komercijalnim kvascem i

kemijskim aditivima

Smanjen glikemijski indeks Kiseljenje tijesta smanjuje glikemijski indeks kruha,
§to znaci da njegova konzumacija manje utjece na

porast razine Secera u krvi nakon obroka

Smanjena koncentracija pesticida i Mikroorganizmi prisutni u kiselom tijestu
mikotoksina razgraduju neke vrste pesticida i mikotoksina u
brasnu

Cjelovito brasno sadrzi i viSe enzima u usporedbi s rafiniranim braSnom. Enzimi igraju klju¢nu
ulogu u procesu fermentacije, strukturi tijesta i kona¢noj kvaliteti pe€enih proizvoda (Alder,
2021). Amilolitiki enzimi su prirodno prisutni u klici i mekinjama, pa je iz tog razloga njihova
aktivnost veca u cjelovitom brasnu. Razgraduju Skrob na jednostavnije Secere (dekstrin i
maltoza) koje kvasci koriste kao hranu tijekom fermentacije. Veéa dostupnost Secera
povecava aktivnhost kvasaca Sto dovodi do boljeg dizanja tijesta. No, tu se javlja i problem, ako
se previSe Skroba razgradi nastaje ljepljivo tijesto koje je teSko obradivo te je zato vrlo vazno
odrzavati optimalnu aktivnost enzima. Uz amiloliticke, cjelovito brasno sadrZi i proteolitiCke i
lipoliticke enzime. Oni sluze za razgradnju proteina (na manje peptide i aminokiseline) te masti
i lipide (oslobadanje slobodnih masnih kiselina). Neki od enzima pomaZzu u tvorbi glutenske
mreZze koja sluzi za zadrzavanje plinova, poboljSavaju teksturu gotovog proizvoda te utjeCu na
okus pecenog proizvoda.



2.2.1. TehnoloSki procesi u pripremi kiselog tijesta

Ukupna kiselost titracijom i pH vrijednost su glavna tehnoloSka svojstva zrelog kiselog tijesta.
Uobicajeno, dobro razvijeno kiselo tijesto postaje kiselo s pH vrijednostima oko 3,5 do 4,0,
dok broj bakterija doseze do 10° i kvasaca od 10° do 108 po gramu tijesta (Novotni i sur.,
2020). Postoje tri tipa kiselog tijesta koji se razlikuju po metodama fermentacije i odrzavanja
aktivnog kiselog tijesta. Tip | odnosi se na tradicionalnu metodu fermentacije gdje se koriste
prirodno prisutni mikroorganizmi i proces fermentacije spontano zapocinje dodatkom
prethodno fermentiranog kiselog tijesta, bez dodataka pekarskih kvasaca i aditiva, dok pod tip
Il se ubrajaju industrijska kisela tijesta koja uklju€uje kontroliranu fermentaciju uz dodatak
pekarskih kvasaca ili startera. Tip Il opisuje kisela tijesta koja se konzerviraju suSenjem zbog

ocuvanja kvalitete tijesta (Sicel, 2016).

Postoje razli€iti nacini pripreme kiselog tijesta, moze se proizvoditi tako da se ru¢no mijesa u
plasticnim posudama ili koristenjem fermentora $to je automatiziran proces. Kod upotrebe
fermentora, prinos tijesta mora minimalno iznositi 200 (Mrv¢i¢ i sur., 2011). Proces proizvodnje
kiselog tijesta i kruha od kiselog tijesta prikazan je na slici 1. KoriStenjem viSih temperatura te
veceg prinosa tijesta stvara se snazan i aromati¢an okus, ne previse kiseli, zbog pogodnosti
tih uvjeta za nastajanje mlijeCne kiseline. Medutim, niZza temperatura i manji prinos rezultira
povecanim stvaranjem octene kiseline te bljutavim i previSe kiselim okusom. Stoga je vrlo
vazno optimiranje parametara kako bi se osigurala najkvalitetnija proizvodnja kiselog tijesta s
visokom aktivnoséu Sto garantira proizvodnju kruha s poboljSanim organoleptic¢kim,

mikrobioloskim i tehnoloSkim svojstvima.
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Slika 1. Opc¢a shema proizvodnije kiselog tijesta i kruha uz dodatak kiselog tijesta (Mrvéic¢ i
sur., 2011)

2.2.2. Prinos tijesta

Prinos tijesta se odnosi na koli€inu kiselog tijesta pripremljenu od odredene koliine brasna, a
moze se definirati kao maseni omjer izmedu tijesta i braSna pomnozen s 100 (Novotni i sur.,
2020). Prema prinosu tijesta postoje dvije vrste, mekano kiselo tijesto s visokim prinosom
tijesta te Cvrsto kiselo tijesta s malim prinosom.

Mekana tijesta u kombinaciji s dugim vremenskim periodom fermentacije stvaraju pogodnije
uvjete za rast bakterija mlijeCne kiseline nego za kvasce, za njihov rast pogoduje niza aktivnost
vode u Evrstim tijestima. Iz tog razloga proizvodnja mlijecne kiseline, u odnosu na octenu, je
dosta veca, sto izravno utjeCe na okus kruha i kiselog tijesta. Takoder, kako je mlije¢na kiselina
jaca od octene, utjeCe na povecanje kiselosti, odnosno na smanjenje pH vrijednosti. Neka
istraZivanja pokazala su kako na ucinak prinosa tijesta mogu utjecati i drugi ¢imbenici, na
primjer vrsta bradna (Novotni i sur., 2020).

2.3. STARTER KULTURA

Naziv starter kulture podrazumijeva mikrobni pripravak s velikim brojem stanica barem jedne

vrste mikroorganizma. Starter se pomijeSa s nekom sirovinom u cilju proizvodnje fermentirane
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hrane ubrzanim i kontroliranim fermentacijskim procesom (Petrovicky, 2016). KoriStenjem
starter kultura sprjeCava se kvarenje hrane, odnosno dolazi do inhibicije patogenih
mikroorganizama i produljenja roka trajanja. Povecava se higijenska ispravnost te se

poboljSavaju organolepti¢ka svojstva gotovog proizvoda.

Starter u proizvodnji kiselog tijesta definiran je kao osnovna kultura kvasaca i bakterija
mlijecne kiseline. Ono je glavni sastojak koji se priprema prije samog tijesta. Za pripremu
startera potrebno je pomijeSati jednake koli¢ine brasna i vode u posudu koja dozvoljava dotok
zraka i ostavi na toplom mjestu. Zatim ga je potrebno svakodnevno hraniti sa svjezim braSnom
i vodom dok se ne razvije kultura mikroorganizama. Nakon 5 do 7 dana starter postaje aktivan,
indikatori za to su porast u odnosu na pocetnu visinu tijesta i blago kiselkasti miris. Jednom
kad starter postane aktivan, on se moze koristi u proizvodnji kruha te se moze Cuvati u
hladnjaku na neodredeno vrijeme uz ponovno hranjenje. Kultura koja se ostavlja sa strane za
izradu konac¢nog tijesta za kruh poznata je kao maticno tijesto, kiseli ferment, mati¢na spuzva
ili sjemensko tijesto (Novotni i sur., 2020). Mati¢no tijesto omogucuje kontrolu nad
mikroorganizmima i njihovom aktivhoS¢u Sto ujedno stvara povoljne tehnoloSke ucinke

fermentacije na kvalitetu kruha (Novotni i sur., 2020).

MikrobioloSki sastav kiselog tijesta €ine bakterije mlijeéne kiseline i kvasci u aktivnom stanju,
vecinski u omjeru 1:100 gdje su dominantne bakterije mlijeCne kiseline (Mrv¢€ic i sur., 2011).
Bakterije mlijecne kiseline ili BMK potje€u iz samih Zitarica, pekarskog kvasca ili iz industrije.
U pekarstvu se koriste homofermentative i heterofermentativne vrste BMK (tablica 2), dok je
od viSe od 20 vrsta kvasaca prisutnih u kiselom tijestu dominantan Saccharomyces cerevisiae.
Glavna uloga kvasaca u kiselom tijestu je dizanje tijesta, no heterofermentativne BMK takoder
pridonose procesu dizanja, iako je njihova primarna odgovornost provedba procesa
zakiseljavanja (Mrvci¢ i sur., 2011). Uz sve navedeno, laktobacili su odgovorni i za poboljSanje

okusa, mirisa i trajnosti pekarskog proizvoda.



Tablica 2. Vrste BMK koje se najéeS¢e nalaze u kiselom tijestu (Mrv¢€ic i sur., 2011)

Obligatno Fakultativno Obligatno
heterofermentativne heterofermentativne | homofermetativne
L. acidifarinae L. pontis L . plantarum L. amylovorus
L. brevis L. reuteri L. pentosus L. acidophilus
L. buchneri L. rossiae L. alimentarius L. delbrueckii

L. fermentum

L. sanfranciscensis

L. paralimentarius

L. farciminis

L. fructivorans L. siliginis L. casei L. mindesis
L. frumenti L. spicheri L. crispatus
L. hilgardii L. zymae L. johnsonii

L. panis L. amylolyticus

Proces zakiseljavanja zapocCinje kad se brasno pomijeSa s vodom, tada bakterije mlijeCne
kiseline pocinju proizvoditi organske kiseline, najvaznije mlije€nu i octenu kiselinu. Stvaranje
kiselina smanjuje pH tijesta Sto je potrebno iz razloga da se inaktiviraju nepoZzeljni i moguée
patogeni mikroorganizmi koji su prisutni u brasnu i na Zitaricama, odnosno produljuju rok

trajanja kruha i pekarskih proizvoda (Radenovi¢, 2016).

Pocetni pH kiselog tijesta proteze se od 3,5 do 4,2, a dodavanjem 20 % takvog tijesta u bradno,
na primjer pSeni¢no, pH se smanjuje na oko 4,7 - 5,5 (Mrv¢i¢ i sur., 2011). Takva promjena pH
utjeCe na gluten, povecavajuci njegovu topivost i bubrenje, $to rezultira slabljenjem glutenske
mreze. Slabiji gluten bolje veZe vodu i CO; Sto dovodi do poboljSanja reoloSkih svojstava
tijesta, koje postaje elastiCnije i lakde za obradu. Kako zobeno i je€meno braSno samo po sebi
sadrZze manje glutena nego pSeni¢no, ovo dodatno oslabljenje Cini tijesto meksim i elasti¢nijim.
Veca apsorpcija vode &ini gotove pekarske proizvode svjezima tijekom duzeg perioda. Tijekom
fermentacije, pH kontinuirano pada, povecavajuéi aktivnost enzima Zitarica. Proteinaze
hidroliziraju gluten, tako smanjujuéi alergijske reakcije i povecavajuc¢i udio slobodnih
aminokiselina. Fitaze hidroliziraju fitinsku kiselinu i pove¢avaju bioloSku dostupnost minerala
i proteina. Kisela sredina inaktivira amilaze, produzujuéi svjezinu proizvoda i smanjujuci
glikemijski indeks. Fermentacija takoder povecéava polifenole i omogucava proizvodnju kruha

s viSe mekinja (Radenovi¢, 2016).



2.4. PROCES SPONTANE FERMENTACIJE

Fermentacija je jedno od najstarijih procesa konzerviranja hrane te se koristi za poboljSanje
nutritivnih i senzorskih svojstava hrane (Garcia-Bejar i sur., 2023). Kao §to je ve¢ navedeno,
kiselo tijesto se moze proizvoditi tradicionalno tako da se pomijeSa brasno i voda, zatim se
smijesa ostavi da spontano fermentira uz pomo¢ prirodno prisutnih mikroorganizama u brasnu.
Takav proces opisuje proizvodniju kiselog tijesta tipa I, dok tip Il i lll koriste umjesto kiselog

tijesta pekarski kvasac, odnosno ne provodi se spontana fermentacija.

Kiselo tijesto pripremljeno spontanom fermentacijom temelji se na procesu osvjezavanja (eng.
back-slopping) (Reidzane i sur., 2021). To je proces svakodnevno dodavanja nove koli¢ine
svjezeg brasna i vode. S poveéanjem broja osvjezavanja, mikroorganizmi se prilagodavaju i
postaju selektivniji ovisno o dostupnim hranjivim tvarima te nastaje konzistentan i stabilan

sastav mikroorganizama (Novotni i sur., 2020).

Udjel mati¢nog tijesta koristenog kao starter kultura obi¢no je od 10 % do 20 %, ovisno o broju
Zivih bakterija mlijeéne kiseline, kvasaca i koncentraciji etanola (Novotni i sur., 2020). Bakterije
mlije€ne kiseline (BMK) osiguravaju brz razvoj i smanjenje pH, inhibiraju¢i mikroorganizme.
Naglo smanjenje pH moZze usporiti ili smanijiti proizvodnju kiselina. Dulje vrijeme osvjeZzavanja
i veCi prinos tijesta utjeCu na sastav mikroorganizama i kemijske znacajke, dok rjede
osvjeZzavanje pogoduje bakterijama mlijeCne masti koje su sposobne prezZivjeti u kiselim

uvjetima (acidofilne bakterije) (Novotni i sur., 2020).

Tijekom procesa osvjezavanja i mijeSanja tijesta, kisik ulazi u sastav kiselog tijesta koji kasnije
koriste enzimi iz braSna te BMK i kvasci. Fakultativno anaerobne bakterije mlijecne kiseline
koriste kisik za proizvodnju octene kiseline Sto direktno utjeCe na okus krajnjeg pekarskog
proizvoda (Novotni i sur., 2020). Dostupnost kisika takoder povecava toleranciju tijesta na

mijeSanje, poboljSava reologiju tijesta i pomaze kod povecanja volumena kruha.

Za dobivanje aktivnog i stabilnog kiselog tijesta tipa |, koristeéi braSna od p3enice ili razi,
potrebna su najmanje tri koraka osvjezenja (Reidzane i sur., 2021). Neki od vaznijih
parametara u procesu osvjeZzenja mogu se prilagoditi ovisno kakav se proizvod trazi, kao sto

su omjer brasna i vode, temperatura i vrijeme.



24.1. Vrijeme i temperatura fermentacije

Vrijeme i temperatura fermentacije kiselog tijesta klju¢ni su parametri jer utjeCu na sastav
mikroorganizama, stopu zakiseljavanja te na reoloSka svojstva tijesta. Medusobno su u
obrnuto proporcionalnom odnosu. Optimalne temperature rasta za laktobacile mogu biti u
rasponu od 30 °C do 35 °C ili ¢ak od 37 °C do 40 °C, ovisno o vrsti laktobacila i tipu tijesta,

dok kvascima najbolje odgovaraju temperatura oko 28 °C (Novotni i sur., 2020).

Visoke temperature i razine aktivnosti vode, sadrzaja pepela i Seéera uzrokuju povecanje
proizvodnje organskih kiselina, posebno mlije¢ne kiseline. Proizvodnja octene kiseline ovisi o
akceptorima elektrona i smanjuje se s porastom temperature. Naime, visoke temperature

utje€u i na brze odvijanje hidrolize polisaharida i oksidacije lipida.

S druge strane, fermentiranje na nizim temperaturama usporava proces zakiseljavanja
pomocu laktobacila $to rezultira ve¢im rastom kvasaca i proizvodnjom etanola i CO,. Pozitivan

u€inak niskih temperatura je stvaranje estera.

Za okus kruha pripravljenog od kiselog tijesta najvaznija je kvaliteta brasna te vrijeme
fermentacije (Novotni i sur., 2020). Pravilnim odrZzavanjem starter kultura tijekom paZljivo
odabranog vremena i na odredenoj temperaturi osigurava se optimalna kiselost (pH oko 3,5-

4), okus i kvaliteta kruha.

2.4.2. Skladistenje kiselog tijesta

Tip | kisela tijesta moraju se kontinuirano osvjezavati na dnevnoj ili tjednoj bazi koristeci
mati¢no tijesto od prethodnog dana/tjedna, mijeSajuci ga sa svjezim bradnom i vodom kako bi
mikroorganizmi ostali aktivni (Novotni i sur., 2020). Stabilizacija kiselih tijesta je vazna za
odrzavanje kvalitete tradicionalnih pekarskih proizvoda, uklju€ujuéi okus, aromu, teksturu,
trajnost te sigurnost hrane. Neki pekari izbjegavaju svakodnevno osvjezavanije tijesta jer moze
dovesti do poremecaja u sastavu mikroorganizama te do promjene kvalitete i karakteristika
krajnjeg proizvoda (Sicel, 2016). Alternative su uvanje na nizim temperaturamaiili da se tijesto

prije skladiStenja osusi.

Kiselo tijesto moZe se Ccuvati na niskim temperaturama kako bi se usporio rast
mikroorganizama. Zrelo tijesto ohladeno na 4 °C - 5 °C stabilno je 2 do 3 dana, dok na 1 °C -
2 °C moze trajati do 10 dana (Novotni i sur., 2020). Neka mati¢na tijesta Cuvanana 4 °C - 5
°C ostaju stabilna nekoliko tjedana ili mjeseci, ali ¢ak i kratkotrajno skladiStenje zahtijeva

osvjezenja na sobnoj temperaturi. Dugotrajno skladiStenje omoguc¢ava se niskim prinosom
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tijesta i dodavanjem brasna do 70 % (Novotni i sur., 2020). Zamrzavanje ima vrlo mali utjeca;j
na BMK, ali smanjuje broj kvasaca (Sicel, 2016). Skladistenje zamrzavanjem ili su$enjem

moze ocuvat kvalitetu tijesta i do 30 dana.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.  Materijali

3.1.1. Sirovine i kemikalije:

¢ Integralno zobeno brasno (Farina Speciale, Hrvatska)

¢ Integralno jeCmeno bradno (poljoprivredni proizvodac¢ lvan Varga, Hrvatska)
e Ps&eniéno brasno T-550 i 850 (Cakovecki mlinovi d.d., Hrvatska)
o Pepton iz kazeina (Biolife, Italija)

o Kvascev ekstrakt (Biolife, Italija)

o Dekstroza (Gram-Mol, Hrvatska)

o Agar-agar (Biolife, Italija)

o De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar (Millipore, Njemacka)

e Destilirana voda

e Vodovodna voda

e 0,1 % Aktidion (Cycloheximide) (Sigma-Aldrich, Svicarska)

e 96 % Oksitetraciklin (OTC) (Alfa Aesar, Hrvatska)

e 0,1 M NaOH (Kemika, Hrvatska)

3.1.2. Aparatura i pribor:

e Laboratorijska vaga BL 510 (Sartorius, Hrvatska)
e Bakto boce 500 mL
e Bunsenov plamenik
e Elektricno kuhalo (Corona, EKA-10-LS)
e Epruvete 20 mL
o Autoklav (Sutjeska)
e Magnetska mjeSalica Worke (IKA, Njemacka)
e Menzura 100 mL
e Pipete (1, 2, 10 mL)
o PetriploCe
o pH metar za tijesto (Testo, Njemacka)
12



e Staklenka

¢ Rucni mikser (Gorenje, Slovenija)

e Pipetman (Hirschmann Laborgerate, Njemacka)
e Farinograf (Brabender, Njemacka)

e SJA fermentograf (Aktiebolag SJA, Svedska)

o Mijesilica za tijesto SP-12 (Diosna, Njemacka)
o pH metar 3510 (Jenway, Ujedinjeno Kraljestvo)
o Sterilni Stapiéi za mijeSanje

o Stakleni stapic

e Metalna Zlica

e Lonac

e Vodena kupelj (Memmert, Njemacka)

o Termostat (Memmert; Njemacka)

o Polipropilenski sterilni kontejneri 200 ml

e Bireta

o Vortex (MX-X, DLAB Njemacka)

3.2. Metode

3.2.1. Priprema hranjivih podloga

Za potrebe odredivanja broja zivih stanica mikroorganizama najprije su pripremljene tri vrste
hranjivih podloga, plate count agar (PCA), de Man-Rogosa-Sharpe agar (MRS) i yeast mold
(YM) agar. Dehidrirane je podloge bilo potrebno Euvati na suhom i tamnom mjestu na +15 do
+25 °C. Kod zagrijavanja, podloge koje sadrze agar ili Zelatinu, se moraju zagrijati do vrenja

kako bi se potpuno otopili sastojci, a zagrijavanje se provodi u vodenoj kupelji.

PCA (plate count agar) se koristi kao medij za odredivanje ukupnog broja aerobnih mezofilnih
bakterija u ispitanim uzorcima. U jednu se litru sterilizirane destilirane vode otopi 5,0 g peptona
iz kazeina, 2,5 g kvas€evog ekstrakta, 1 g dekstroze i 14 g agar-agra. Sve zajedno se stavi
na zagrijavanje na elektricno kuhalo uz konstantno mijeSanje. Zagrijava se sve dok ne zabubri,
a nakon slijedi sterilizacija podloge. Podloga se prelije u vise bakto-boca, &vrsto se zatvore i
zajedno s ostalim laboratorijskim priborom (epruvete, menzura) i vodom (destilirana i
vodovodna) koje je potrebno sterilizirani postavlja u autoklav na 121 °C 15 minuta. Nakon
isteka vremena, podloga se odnese na skladistenje u hladnjak. Neposredno prije uporabe, na

primjer kod odredivanja broja zivih stanica, podlogu je potrebno temperirati na 45 do 55 °C u
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vodenoj kupelji.

MRS hranjiva podloga je pogodna za rast bakterija mlije€ne kiseline, dok je YM pogodna za
rast kvasaca i plijesni. Njihov sastav naveden je u tablici 3. Postupak pripreme je jednak kao

za PCA podlogu, samo sa drugadijim sastojcima.

Tablica 3. Sastav hranjivih podloga

MRS agar YM agar
Pepton (10,0 g) KvaSc&ev ekstrakt (3,0 g)
Mesni ekstrakt (10,0 g) Sladni ekstrakt (3,0 g)
KvasScev ekstrakt (5,0 g) Pepton (5,0 g)
Glukoza (20,0 g) Dekstroza (10,0 g)
Dikalij-hidrogen fosfat (K;HPO4) (2,0 g) Agar agar (20,0 g)

Natrij-acetat (5,0 g)
Amonij-citrat (2,0 g)
Magnezij-sulfat (MgS0O.) (0,2 g)
Mangan-sulfat (MnSQ4) (0,05 g)
Agar agar (15,0 g)
Tween 80 (1 mL)

3.2.2. Priprema mati¢nog kiselog tijesta

Za pripremu mati¢nog kiselog tijesta koristene su dvije vrste bradna, zobeno i je€meno, ali
svaka zasebno. Prvo je potrebno pomijeSati 100 g brasna i 100 mL sterilne vodovodne vode
te 0,5 g soli (za usporavanje kvarenja) u staklenku (cca 700 mL) s poklopcem. Smjesa se

promijeSa ru¢nim mikserom do potpune homogenizacije i postavi u termostat na 25 °C, 23 h.

Drugi dan, uzme se 50 g fermentiranog tijesta od prethodnog dana i pomijeSa se s 75 g
svjezeg brasna i 75 mL sterilne vodovodne vode. Ponovno se dobro promijeSa s ru¢nim
mikserom, zatvori i stavi u termostat na 25 °C, 23 h. Ovaj postupak ponavlja se kroz 4 dana.

Kroz dane, svaka 24 h, mjere se i zapisuju vrijednosti pH pomoc¢u ubodnog pH metra.
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3.2.3. Odredivanje broja Zivih stanica mikroorganizama u kiselom tijestu

Odredivanje broja zivih stanica mikroorganizama u kiselom tijestu provelo se po metodama
ISO 15214:98 za bakterije mlije¢ne kiseline i ISO 7954:2002 za kvasce.

Prvi dan nakon mijeSanja, a ostale dane nakon vadenja iz termostata, odvagano je 10 g tijesta
i zajedno se s 90 mL sterilne destilirane vode prebaceno u sterilni polipropilenski kontejner.
Kako bi se smjesa dobro promijeSala, sterilni polipropilenski kontejner se postavlja na
magnetsku mijeSalicu 15 minuta. Ta smjesa se koristi za razriedenja kod odredivanja broja

zivih stanica mikroorganizama.

Odredivanje zivih stanica u kiselom tijestu je potrebno provoditi pri sterilnim uvjetima, uz
Bunsenov plamenik, koristeCi steriino posude te se za svako razrjedenje koristi nova
nekori$tena pipeta. Za dobivanje prvog razrjedenja 10!, 1 g uzorka kiselog tijesta otopi se u
10 mL sterilne destilirane vode te se homogenizira na vortex-u. 1z prvog razrjedenja, 1 mL se
prenosi u novu epruvetu s 9 mL sterilne destilirane vode i promije$a na vortex-u. Tako
dobivamo drugo razrijedenje. 1z drugog se razrjedenja uzima 1 mL i prenosi u novu epruvetu
s 9 mL sterilne destilirane vode za treCe razrjedenje i tako se ponavlja postupak dok se ne

postigne Zeljeno razriedenje.

Potom se od svakog razriedenja, ovisno koje se Zeli analizirati, uzima 1 mL te se stavlja na
sterilnu Petri plo¢u. Zatim se uzorak prelije odgovaraju¢om hranjivom podlogom. Na Petri
ploCe s MRS i YM hranjivom podlogom, jo$ se uz uzorak stavi par kapi odredenog inhibitora.
Aktidion se stavlja na MRS podlogu kao inhibitor rasta kvasaca, a OTC na YM kao inhibitor
rasta BMK. Kako bi se postigli anaerobni uvjeti, MRS podloga zahtjeva dvostruki sloj hranjive
podloge, prvo je uzorak ravhomjerno preliven prvim slojem, a kada se prvi sloj ohladi, doda

se jo$ jedan sloj.

Nakon Sto se ohlade, Petri plo€e se postavljaju u termostat na inkubaciju 48 h tako da se
podloga nalazi sa gornje strane Petri ploCe, zbog kondenzacije. PCA i YM su inkubirane na
30 °C, a MRS na 37 °C. Porasle kolonije kvasca, ukupnih bakterija i laktobacila izbrojane su

za uzorke mati¢nog tijesta od prvog, tre¢eg i petog dana.

3.2.4. Priprema kiselog tijesta

Kako bi se osigurao pocetan broj laktobacila 107, jeémeno kiselo tijesto je pripremljeno od 150
g mati¢nog kiselog tijesta (startera), 45 g svjezeg integralnog je€menog brasna i 165 mL

sterilne vodovodne vode, dok je smjesa zobenog kiselog tijesta pripremljena od 50 g startera,
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95 g svjezeg integralnog zobenog brasna i 215 mL sterilne vodovodne vode. Obje smjese su
promijeSane ru¢nim mikserom oko 5 minuta i stavljene na fermentaciju 24 h na 30 °C u
zatvorenoj staklenoj posudi. Vrijednost pH je izmjerena ubodnim pH metrom prije i nakon

fermentacije.

3.2.5. Ukupna kiselost titracijom

Ukupna kiselost titracijom se odreduje tako da 10 g kiselog tijesta otopimo u 90 mL (g) sterilne
destilirane vode u sterilnom polipropilenskom kontejneru (Grgi¢ i sur., 2024). Za svako brasno
rade se dva mjerenja. Otopine se prvo mijeSaju na magnetskoj mijeSalici 10 minuta, a zatim
zapocinje titracija s 0,1 M NaOH do porasta pH do 8,5. Vrijednost pH se prati tako da je sonda
pH metra uronjena u otopinu uz konstantno mijeSanje na magnetskoj mijeSalici. Ukupna
kiselost izrazena je kao volumen 0,1 M NaOH kaiji je potroSen za postizanje pH 8,5, a rezultati

su izrazeni kao srednja vrijednost od dva mjerenja.

3.2.6. Priprema krusnog tijesta i odredivanje produkcije uglji€énog dioksida

Zbog usporedbe podatka, bilo je potrebno je pripremiti Cetiri krusna tijesta s 30 ili 50 %
je€menog ili zobenog kiselog tijesta u odnosu na ukupnu masu, odnosno Cetiri kontrolna
krusna tijesta s odgovarajuc¢om koli¢inom je€menog ili zobenog brasna (18 % odnosno 30 %
ukupne mase brasna) uz dodatak pekarskog kvasca (tablica 4) (Grgi¢ i sur., 2024).
Brabenderov se farinograf koristi za odredivanja koli¢ine vode koje treba dodati u zamjes
(mjeri otpornost tijesta na mijeSanje), ovisno radi li se mekse ili vrsce tijesto. U ovom radu
pripremlieno je mekSe tijesto za pogaCe, pa je dodana voda potrebna za postizanje
konzistencije od 200 BU (Brabender jedinica). PomijeSaju se svi sastojci u posudu pomocu
Diosne mijesalice tijekom 5 minuta. Zatim se tijesto (otprilike 400 g) postavi u posudu od SJA
fermentografa (Aktiebolag SJA, Svedska) na 30 °C na 1 h. SJA fermentograf mijeri i
zabiljezava koli¢inu proizvedenog COg, koja je povezana s aktivno$¢u kvasaca. Rezultati su

izraZzeni u cm?® CO..
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Tablica 4. Recepture krusnih tijesta s razli¢itim udjelom jeémenog/zobenog brasna ili kiselog

tijesta (KT)

30 % 50 % 30 % 50 %
Sastojak (g) je€émenog jeémenog zobenog zobenog
KT/brasna KT/brasna KT/brasna KT/brasna
PSeni¢no brasno T-850 145,7 123,5 145,3 122,3
PSeniéno brasno T-550 25,7 21,8 25,6 21,6
Kiselo tijesto (KT) 115,9/0* 194,2 / 0* 117/ 0* 198 / 0*
Zobeno/jeEmeno
0/38,6* 0/64,7* 0/39* 0/66*
brasno
Voda 77,3/99,1* 49 /129,5* 78/102,5* 54,6 / 132*
Pekarski kvasac 0/0,8* 0/0,8* 0/0,8* 0/0,8*

*oznacava kontrolnu probu u koju je dodan pekarski kvasac, a druga je pripremljena s
dodatkom KT bez dodatka kvasca
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom su poglavlju prikazani rezultati analize broja zivih stanica mikroorganizama tijekom
pet dana spontane fermentacije zobenog i je€menog brasSna, ukupne kiselosti odredene
titracijom zrelog kiselog tijesta, te volumen nastalog ugljicnog dioksida u kruSnom tijestu

izmjereno pomoc¢u SJA fermentografa.

4.1.  Odredivanje broja zivih stanica u kiselom tijestu

U tablicama 5 i 6 prikazani su brojevi zivih stanica ukupnih aerobnih mezofilnih bakterija,
laktobacila i kvasaca kroz 5 dana osvjezavanja mati¢nog tijesta. Tablica 5 prikazuje brojeve

mikroorganizama kod koriStenja je€menog brasna, dok tablica 6 kod zobenog brasna.

Tablica 5. Broj Zivih stanica mikroorganizama (CFU g™ kiselog tijesta) u matiénom kiselom

tijestu od je€menog bradna

Vrijeme (dan) BMK Kvasci Ukupne bakterije
1. 6,50x10’ 2,00x10! 1,45%10°
2. 3,69x107 3,60x10° 3,08x107
3. 4,60%x107 2,95%107 1,35%107

Tablica 6. Broj Zivih stanica mikroorganizama (CFU g™ kiselog tijesta) u matiénom kiselom

tijestu od zobenog brasna

Vrijeme (dan) BMK Kvasci Ukupne bakterije
1. 3,50%10' 2,00x10! 5,45x10*
2. 1,27%x108 6,03x10* 3,17x108
3. 1,93x108 6,37x10° 1,61x108

Konacni rezultat broja zivih stanica je izraunat kao aritmeti¢ka sredina od dva odredivanja
svih poraslih kolonija na MRS agaru za bakterije te na YM agaru za kvasce, posebno za svaki
dan koji je odreden. Kao Sto vidimo iz podataka u tablici 5., broj poraslih kvasaca i laktobacila
kiselog tijesta od jeémenog brasna nakon fermentacije gotovo je jednak, za razliku od kiselog
tijesta od zobenog brasna gdje je omjer kvasaca i laktobacila 1:100. Taj omjer kod kiselog
tijesta od zobenog brasna indicira na dobar mikrobni sastav, odnosno na dobro napravljen
starter. Medutim, to nije bio slu€aj kod kiselog tijesta od je€menog brasna, broj kvasca je

znatno veéi u odnosu sa zobenim braSnom. To se moglo dogoditi iz viSe razloga, a
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najvjerojatnije zbog pogresnog odabira brasna ili parametara za proces fermentacije (npr.

dinamike obnavljanja ili temperature).

Prvog dana moze se primijetiti kako brasno je€ma ima veéi ukupan broj bakterija od brasna
zobi. Jedan od razloga je to Sto je koriSteno zobeno brasno industrijske proizvodnje, a jeEmeno
je proizvod jednog obiteljskog obrta koji ne moze osigurati uvijete pripreme i mljevenja kao
industrijska proizvodnja. Takoder, broj ukupnih bakterija prvog dana je mnogo veci od broja

laktobacila, dok se nakon petog dana ti brojevi skoro izjednace.

Takoder, po slici 2 primje¢ujemo kako je pH vrijednost od mati¢nog tijesta je€ma nesto manja
od zobi. Peti dan osvjezavanja, starter je¢ma imalo je pH 3,83, a od zobi 4,3 te su obje
vrijednosti o¢ekivane (Mrvci¢ i sur., 2011). Ta razlika u pH vrijednostima se osjetila i u mirisu
KT kako je od je€ma kiselo tijesto imalo viSe kiselkast miris, nalik octu, za razliku od zobenog

koji je imao viSe mlijeCni miris. Kroz sve dane primjeéuje se lagan pad pH, bez naglih skokova.

e==z0beno brasno e===jec¢meno brasno

PH VRIUJEDNOST

1dan 2 dan 3 dan 4 dan 5 dan
DANI OSVJEZAVANJA

Slika 2. Promjena pH vrijednosti kroz 5 dana osvjeZavanja mati¢nog kiselog tijesta
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4.2.  Svojstva zrelog kiselog tijesta

Nakon fermentacije doslo je do promjene broja zivih stanica mikroorganizama je¢menog i
zobenog kiselog tijesta (tablica 7). Kod je€menog se kiselog tijesta dogodio blagi rast broja
BMK, a broj kvasaca se smanijio, ali je njihov omjer i dalje ostao nepovoljan. Kod zobenog se
kiselog tijesta dogodio blagi porast broja BMK te nesto veéi rast broja kvasaca. Postignut
omjer BMK i kvasaca kod zobenog kiselog tijesta karakteristika je dobro provedene

fermentacije.

Nakon 24 h fermentacije, pH vrijednost KT je€ma je 3,67, a od zobi 4,2 (tablica 7), a te
vrijednosti su tipi€ne za kisela tijesta. Ako usporedimo ukupnu kiselost i pH vrijednost uzoraka
(tablica 7), primje¢uje se kako zobeno kiselo tijesto ima veéu pH vrijednost i manju ukupnu
kiselost od je€menog kiselog tijesta. Za zobeno je kiselo tijesto potreban maniji volumen 0,1 M
NaOH da bi se postigla pH vrijednost 8,5 jer ima veéi pocetni pH, a to znaci da je jeémeno
brasno kiselije od zobenog bradna. Velika kiselost jeémenog bradna ukazuje na snaznu
aktivnost BMK, ali i kvasaca, tijekom fermentacije. To bi rezultiralo izrazenijim kiselim okusom

gotovog proizvoda, §to se osjetilo i u octenom mirisu kiselog tijesta.

Vrijednost TTA kiselog tijesta od zobenog brasna ukazuje na dobru fermentaciju i prisutnost

dovoljno bakterija mlije€ne kiseline, a primijecen je i umjeren mlijecno kiseli miris.

Tablica 7. Svojstva zrelog jeCmenog i zobenog kiselog tijesta

Svojstvo Jeémeno kiselo tijesto Zobeno kiselo tijesto
BMK (CFU g™ kiselog tijesta) 7,34x107 3,13x108
Kvasci (CFU g kiselog tijesta) 1,40%10’ 7,53%x10°
pH vrijednost 3,67 4,20
TTA (mL 0,1 M NaOH) 8,95 + 0,07 7,25+ 0,64

Grgi¢ i sur. (2024) proveli su slican eksperiment s istim braSnima, ali gdje se Koristio
komercijalni starter LIVENDO® LV1. Njihovi rezultati, za razliku od na$ih, nakon 24-satne
fermentacije prikazuju pH u vrijednosti 3,83 za jeCmeno i 3,95 za zobeno kiselo tijesto.
Dobivene su vrijednosti medusobno sli¢ne te se nalaze u tipi€nom rasponu pH za kisela tijesta.
Takoder, su ispitivali ukupnu kiselost gdje su dobili volumen, za je€meno kiselo tijesto, od 9,33
mL 0,1 M NaOH, a za zobeno 6,50 mL. Kod tih rezultata primjeéujemo sukladnosti u
rezultatima, kako kod oba eksperimenta jeCmeno kiselo tijesto ima vecu ukupnu kiselost od

zobenog.
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4.3.  Volumen ugljicnog dioksida u krusnom tijestu

Tablica 8 pokazuje rezultate SJA fermentografa nakon 1 h, odnosno sadrzi podatke o

volumenu proizvedenog CO2 u krusnom ttijestu.

Tablica 8. Volumen nastalog CO- u krusnom tijestu sa razliitim udjelom kiselog tijesta bez
dodatka pekarskog kvasca u usporedbi s kontrolnim uzorcima s je€émenim ili zobenim braSnom

sa dodatkom pekarskog kvasca

Uzorci s razlicitim Volumen CO; (cm?)

udjelom kiselog S dodatkom kiselog tijesta | S dodatkom pekarskog kvasca
tijesta / brasna
Jetam 30 % 30 325
JeGam 50 % 38 300
Zob 30 % 25 250
Zob 50 % 65 235

MozZe se primijetiti velika razlika izmedu uzoraka s dodanim pekarskim kvascem i s dodanim
kiselim tijestom. Naime, kako je ve¢ navedeno kiselo tijesto sadrzi prirodne mikroorganizme,
ali oni djeluju znatno sporije nego pekarski kvasac. Zato je volumen CO; proizveden u tijestu
bez dodatka pekarskog kvasca relativno nizak u svim slu€ajevima te ukazuje na sporiju
aktivnost fermentacije i duzi vremenski period potreban za postizanje trazenog volumena
tijesta. Dok su rezultati s dodatkom pekarskog kvasca dosta vecéi, Sto pokazuje brzu i
intenzivniju fermentaciju. Dodani pekarski kvasca brzo fermentira SecCere u tijestu tako

proizvodeci CO- koji pomaze tijestu da brze raste.

Zobeno kiselo tijesto pokazuje znacajno veéi utjecaj na proizvodnju CO- pri poveéanju koli¢ine
kiselog tijesta u usporedbi s je€menim kiselim tijestom. To ukazuje na aktivniju fermentaciju
zobenog kiselog tijesta i bolji rast volumena tijesta, no i dalje je znatno niza od optimalne
koli¢ine proizvedenog CO; za vecinu pekarskih proizvoda. Da bi se postigao optimalan rast
tijesta potrebno je kombinirati kiselo tijesta s pekarskim kvascem, da se postigne dovoljna

proizvodnja COs,.

Stoga se moze zakljuciti kako vecina kvasaca iz uzoraka spontano kiseljenog brasna zobi i
je€ma ne pripada rodu Saccharomyces cerevisiae. Kako bi poboljSali dizanje tijesta bez
dodatka pekarskog kvasca, moguce je i dodati vecu koliCinu kiselog tijesta. Veca koli€ina

kiselog tijesta znadi viSe prirodnih kvasaca i laktobacila koja ¢e fermentirati tijesto. No, treba
21



paziti da se ne doda previse jer ¢e to rezultirati tijestom s kiselim okusom i previSse mekanom

teksturom.
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5. ZAKLJUCCI

U ovo radu ispitana je spontana fermentacija kiselog tijesta od zobenog i je€menog brasna i
moze se zakljugiti sliedece:

1. Nakon pet dana spontane fermentacije, mati¢no zobeno kiselo tijesto ima tipicne
karakteristike kiselog tijesta obzirom na broj zivih stanica bakterija mlije¢ne kiseline i
kvasaca dok jeCmeno kiselo tijesto ima visok broj kvasaca jednak broju bakterija
mlije€ne kiseline

2. Zrelo zobeno kiselo tijesto ima tipi¢an broj i omjer bakterija mlijeéne kiseline i kvasaca,
pH vrijednost i ukupnu kiselosti u odnosu na jeémeno kiselo tijesto koje ima tipiénu pH
vrijednost i ukupnu kiselost ali izjednacen broj bakterija mlijeCne kiseline i kvasaca.

3. Reazultati fermentografa krusnog tijesta s dodatkom 30 ili 50 % kiselog tijesta ukazuju
na premali volumen proizvedenog ugljiénog dioksida bez dodatka pekarskog kvasca
Sto ukazuje na potrebu dodatka pekarskog kvasca kako bi se postigao poZeljan

volumen gotovog proizvoda.
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