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1. UVOD

Kruh je oduvijek bio neizostavni dio ljudske prehrane, a njegova tehnologija
proizvodnje je jedna od najstarijih uopce. Kiselo tijesto se koristilo za dizanje tijesta sve do
otkrivanja pivskog kvasca, $to predstavlja vazan trenutak u povijesti pekarstva. S vremenom
se razvila moderna proizvodnja svjezeg kvasca. Danas se pekarski kvasac koristi za dizanje
tijesta i omogucuje automatiziranu industrijsku proizvodnju kruha s brzim zamjesom i kratkom
fermentacijom, no medutim skrac¢ivanje tehnoloskog procesa proizvodnje kruha nepovoljno
utjeCe na njegovu aromu i okus te dolazi do mrvljenja i1 starenja kruha. Nezadovoljstvo
potrosaca takvim kruhom te zahtjevi za nutritivno visokovrijednim i kvalitetnim proizvodom

potaknuli su brojne pekare da poénu koristiti Kiselo tijesto u proizvodnji pekarskih proizvoda.

Razvojem suvremenog pekarstva, pocela se primjenjivati proizvodnja polupecenog
kruha. Takav kruh se proizvodi vrlo slicno konvencionalnom postupku, ali se ispece do
priblizno 75 % ukupnog pecenja, nakon cega se skladisti (hladi ili zamrzava, ovisno o duljini
skladiStenja) te se do kraja ispee na prodajnom mjestu. Na taj nacin se osigurava njegova
svjezina te dostupnost potrosacu tijekom cijelog dana. Kod proizvodnje polupecenog kruha,

mogu¢ je dodatak kiselog tijesta u zamjes s ciljem pobolj$anja okusa i arome kruha.

U novije vrijeme, sve ¢eS¢e se provode istrazivanja vezana za uporabu kiselih tijesta
proizvedenih od brasna koje nije pSeni¢no. Prema literaturnim podacima, do sada nisu
provedena istrazivanja u kojima se ispitivalo kiselo tijesto od brasna roga¢a. Roga¢ pripada
porodici mahunarki, a uzgaja se na podru¢ju Mediterana. Ima vrlo Siroku primjenu u
prehrambenoj industriji gdje se koristi kao zasladiva¢, aroma, uguscivac ili stabilizator. U
pekarstvu se koriste uglavnom rogacevo brasno 1 guma sjemenki rogaca, ali joS uvijek u maloj
mjeri. Rogacevo brasno ima velik udio $ecera, relativno umjeren udio proteina, mali udio masti
te izrazito visok udio prehrambenih vlakana i polifenola koji imaju antioksidacijsko djelovanje.
Zahvaljujuéi iznimno povoljnom kemijskom sastavu, rogacevo brasno se moze koristiti za
povecanje nutritivne i zdravstvene vrijednosti te poboljsanje tehnoloskih svojstva proizvoda od
zitarica kao §to su kruh, keksi i kolaci, a S obzirom na to da ne sadrzi gluten Koristi se i u
proizvodnji bezglutenskih proizvoda.

Cilj ovog rada bio je dodatkom kiselog tijesta od brasna rogaca (S i bez dodatka
heljdinog brasna) fermentiranog s definiranim starter kulturama Lactobacillus brevis ili
Lactobacillus fermentum kao i kvasca Saccharomyces cerevisiae te dodatkom samog

rogaevog brasna u zamjes, nutritivno obogatiti bijeli pSeni¢ni kruh te ispitati njegova



tehnoloska svojstva. S obzirom na to da potrosaci pokazuju interes, ali i otpor ka ne¢em novom
1 drugacijem, u ovom radu ¢e se takoder provesti hedonisticka senzorska analiza 1 test

preferencija kruha s rogacem u usporedbi s uobi¢ajenim bijelim pSeni¢nim kruhom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KRUH

Razvoj proizvoda od Zitarica ima jako dugu povijest. Najnovija arheoloska istrazivanja
navode da je razvoj pekarstva zapoceo prije petnaest tisuc¢a godina. Pred vise tisu¢a godina stari
Egipcani 1 Grei su spoznali Cinjenicu da staro tijesto dodano u novi zamjes pobolj$ava vrenje
tijesta, stoga su dio tijesta koje se peklo taj dan ostavili za dodavanje zamjesu sljede¢eg dana i
na taj nacin proizvodili kruh (Klari¢, 2017). Ovakav nacin proizvodnje kruha primjenjivao se
do 19. st. kada je ustanovljeno da su kvasci uzro¢nici vrenja. S vremenom dolazi do industrijske
mono - proizvodnje, posebice kruha, koji se na taj nacin proizvodio puno ucinkovitije.
Razvojem pekarstva smanjio se interes potroSaca za okus kruha proizvedenog klasi¢nim
postupkom dugotrajne fermentacije (Decock i Cappelle, 2005). Podaci brojnih istraZivanja
vezanih za konzumaciju kruha u posljednjih stotinjak godina ukazuju na znacajan pad udjela
kruha u svakodnevnoj prehrani, jer se smatrao uzrokom pretilosti. Bez obzira na to, kruh je
oduvijek, pa i danas, neizostavni dio ljudske prehrane i iznimno je vaZan za razvoj kompletne
civilizacije. U danaS$nje vrijeme potroSaima je najvaznija zdravstvena i prehrambena
vrijednost kruha, njegova laka probavljivost, fini okus i miris te Sto dulja svjezina i trajnost.
Raznolikost pekarskih proizvoda rezultat je razliCitosti tradicije, kulture te geografskog
podrijetla i potrosa¢ ¢e, ovisno o kulturi, osobnom iskustvu i preferenciji, kruh nazvati dobrim
ili loSim. Medutim, kruh se moZe kategorizirati kao dobar i lo§ samo onda kada postoje ozbiljne
greSke u njegovoj kvaliteti. Kvaliteta kruha odreduje se na temelju oblika, volumena te
vanjskog izgleda kruha (boja i izgled kore), strukture sredine (broj i raspodjela pora te boja),
teksture, mirisa, okusa te nutritivne vrijednosti i svjezine, odnosno trajnosti kruha (Cauvain,
2015).

Da bi se postigla poZeljna kvaliteta kruha, odnosno uvidjele pogreske nastale u tehnoloskom
procesu i otklonili njihovi uzroci, neophodno je temeljito poznavanje svake sirovine koja ulazi
u proces proizvodnje, odnosno njezinih fizikalnih, kemijskih i organoleptickih svojstva,
strukture, kemijskog sastava te nacina pravilnog skladistenja (Klari¢, 2017). Osnovne sirovine
za proizvodnju kruha su: brasno krusnih Zitarica (pSenica i raz), voda, sol i kvasac (presani,
suhi ili tekuéi). Ovisno o vrsti kruha koji se zeli proizvesti, U zamjes se mogu dodati dodatne
sirovine u koje spadaju: brasno nekrusnih zitarica (kukuruz, zob, je¢am, heljda i proso), Secer,
Skrob, masnoce, mlijeko i mlije¢ni proizvodi, jaja (svjeza ili u prahu) i sl. Kako bi se poboljsao

proces proizvodnje kruha mogu se dodati 1 neke pomo¢ne sirovine, odnosno poboljsivaci ¢ija



je uloga regulacija kiselosti tijesta, povecanje apsorpcije vode u tijestu, poboljSanje reoloskih
svojstva tijesta te procesa fermentacije. U poboljsivace spadaju emulgatori, organske kiseline
I njihove soli, enzimska sredstva, sredstva za vezivanje vode i zguSnjavanje, kao $to je brasno

kostica rogaca i sl.

2.2. HELJDA KAO SIROVINA ZA PROI1ZVODNJU KRUHA

Heljda (lat. Fagopyrum esculentum Moench) je jednogodiS$nja zeljasta biljka iz
porodice dvornika (Polygonaceae). Iako prema botanic¢koj podjeli ne spada u Zitarice, svrstava
se u nekrusne Zitarice koje se ne koriste za samostalnu proizvodnju kruha nego sluze kao dodaci
krusnim zitaricama u proizvodnji pekarskih proizvoda. Dosadasnja istrazivanja navode da se
heljda pocela uzgajati oko 6000 godina p.n.e. u Aziji (Tibet, Kina i Japan) nakon cega se
prosirila do Europe. Danas se najvise uzgaja u Rusiji, Ukrajini i u Aziji. Vegetacija joj je vrlo
kratka, brzo dozrijeva, otporna je na bolesti Zitarica i Stetnika te ne zahtijeva posebno plodno
tlo (Klari¢, 2017). Kao i druge nekrusne Zitarice, heljda je godinama bila zapostavljena, ali u
novije vrijeme, zahvaljujuéi svojoj visokoj prehrambenoj i bioloskoj vrijednosti, dobiva na
znacenju i uz krupnik je jedna od najvaznijih zitarica pogodna za ekoloski uzgoj bez upotrebe
umjetnih gnojiva i pesticida (Bonafaccia i sur., 2003). Brasno heljde se dobiva mljevenjem
zrna heljde te se mijeSa s pSeni¢nim ili razenim braSnom kako bi se dobio pekarski proizvod
svojstvenog okusa. Kemijski sastav heljdinog brasna prema Bonafaccia i sur. (2003) prikazan

je u tablici 1.

Tablica 1. Kemijski sastav brasna heljde (Bonafaccia i sur., 2003)

Nutrijenti Udio (%)
Masti 2,34+ 0,08
Proteini 10,6 £ 0,04

Pepeo 1,82 £ 0,02
Prehrambena vliakna 6,77 +0,18
Skrob 78,4 0,27

Heljda je jedan od najboljih izvora visokovrijednih proteina ¢ija bioloska vrijednost iznosi 92,3

% (Biacs i sur., 2002). Sadrzi velik udio esencijalnih aminokiselina (lizin, triptofan, metionin)
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1 drugih aminokiselina (arginin, cistein) te ima vecu proteinsku vrijednost od kukuruza i soje
(Klari¢, 2017). Osim toga, heljda je od vecine Zitarica bogatija lipidima (uglavnom sadrzi
nezasi¢ene masne kiseline), mineralima te vitaminima od kojih prevladavaju B1 i B2 (Arendt
1 Zannini, 2013). Takoder je bogata flavonoidima koji su u¢inkoviti kod snizavanja kolesterola
u krvi, odrzavanju kapilara i arterija jakim i fleksibilnim te sniZavanju krvnog tlaka (Skrabanja
i sur., 2004). Glavni flavonoidi u heljdi su rutin i kvercetin. Njihov udio ovisi o lokaciji na
kojoj se heljda uzgaja te o samoj sorti. Oljusteno zrno heljde sadrzi priblizno 0,20 mgg ! rutina
i 0,001 mg g*! kvercetina. Karakterizira ih jako antioksidacijsko djelovanje, pa tako
antioksidacijska aktivnost rutina u razli¢itim izvorima hrane iznosi priblizno 2,4 + 0,12 mmol
L™, dok antioksidacijska aktivnost kvercetina iznosi priblizno 4,7 £ 0,10 mmol Lt (Arendt i
Zannini, 2013).

Pekarski proizvodi s integralnim heljdinim brasnom imaju visoku biolosku vrijednost i
mogu se svrstati u dijetetske proizvode, a s obzirom na to da heljda ne sadrzi gluten, takve

proizvode mogu konzumirati i osobe koje boluju od celijakije.

2.3. ROGAC

Rogac (Ceratonia siliqua L.) je zimzeleni grm ili drvo, koje pripada porodici mahunarki
(Fabaceae). Uzgaja se na podrudju Mediterana, najvise u Spanjolskoj, Italiji, Portugalu i
Maroku (Durazzo i sur., 2014), dok se Hrvatska nalazi na 11. mjestu s udjelom od 0,3 % u
ukupnoj proizvodnji (500 tona godis$nje) (FAO, 2013). Stablo rogaca veoma je zahvalno za
uzgoj i kultivaciju zbog otpornosti na susu i sposobnosti rasta na nenavodnjavanim povr§inama,
no u Hrvatskoj je uzgoj rogaca ograni¢en na manja podruc¢ja. NajraSireniji je na podrucju
Dubrovackog primorja, Peljesca te na otocima Sipanu, Lopudu i Mljetu, a uzgaja se i na
Koréuli, Lastovu, Bra¢u, Visu, Solti i Drveniku (Striki¢ i sur., 2006).
Plod rogaca ¢ini mahuna, ravnog ili zakrivljenog oblika, koja se sastoji od pulpe i 5 - 15
sjemenki poredanih u nizu. Pulpa je sastavljena od vanjskog koZastog dijela (perikarpa) 1
mekseg unutarnjeg sloja (mezokarpa) te na nju otpada 90 % ukupne mase, dok ostalih 10 %
¢ine sjemenke sastavljene od ovojnice (30 - 33 %), endosperma (42 - 46 %) te klice (23 - 25
%) (Gharnit i sur., 2004).
Nakon berbe, zdravi i neoSteceni plodovi se osuse i1 zatim usitne kako bi se pulpa odvojila od
sjemenki. Sjemenke se smatraju najvrjednijim dijelom ploda i koriste se za daljnje dobivanje

gume rogaca, a komadi¢i ploda se preraduju u brasno. Prije mljevenja, plodovi se mogu prziti



s ciljem dobivanja bolje arome 1 vece trajnosti proizvoda pa tako razlikujemo sirovo i1 przeno
brasno rogaca. Dobiveno brasno, poznatije pod nazivom rogac u prahu ili mljeveni rogac¢, moze
se koristi izravno, kao sastojak drugih namirnica ili se preradivati u svrhu ekstrakcije
specifi¢nih sastojaka, kao $to su saharoza, prehrambena vlakna, antioksidansi i sl. (lipumbu,
2008).

Kemijski sastav ploda rogaca uvelike se razlikuje ovisno o sorti rogaca, porijeklu i
vremenu dozrijevanja, temperaturi, klimatskim uvjetima, atmosferskoj vlaznosti, stupnju
zrelosti te naéinu prerade (Ilipumbu, 2008; Striki¢ i sur., 2006; Nasar-Abbas i sur., 2016).
Mahuna rogaca sadrzi velik udio Secera od kojih prevladava saharoza, relativno umjeren udio
proteina i mali udio lipida (tablica 2) koji su sastavljeni od 17 razli¢itih masnih kiselina, a
najzastupljenije su oleinska (40 %), linolenska (23 %), palmitinska (11 %) te stearinska (3 %)
masna kiselina (Youssef i sur., 2013; Kumazawa i sur., 2002).

Tablica 2. Kemijski sastav mahune rogaca (Ilipumbu, 2008; Yousifi Alghzawi, 2000;
Durazzo i sur., 2014)

Nutrijenti Udio (g/100 g)
Voda 3,6-18,0
Anorganski ostatak 1,0-6,0
Proteini 1,0-7,6
Masti 0,2-2,3
Ugljikohidrati 48,0 - 88,9
Seceri 32,0-60,0
Prehrambena vlakna 2,6-39,8

Osim povoljnog sadrzaja nutrijenata, mahuna rogaca i rogaevo brasno imaju vrlo bogat 1
raznovrstan bioaktivni sastav. Od mineralnih tvari sadrze: K, Ca, Mg, Na, P, S i Fe od kojih
prevladavaju kalij, kalcij i magnezij, a od vitamina, vitamin E, D, C, niacin, B6 i folnu kiselinu
(Khlifa i sur., 2013; Ayaz i sur., 2009; Youssef'i sur., 2013). Takoder, braSno rogaca je bogato
polifenolima koji su posljednjih godina iznimno popularni, a razlog je njihovo antioksidacijsko
djelovanje zahvaljuju¢i kojemu pokazuju razne bioloske ucinke na ljudski organizam.

Prevladavaju elagitanini i galotanini, a njihov udio varira ovisno o zrelosti ploda, procesu



prerade mahune te przenju (Papagiannopoulos i sur., 2004; Scalbert 1 sur., 2005; Sahin 1 sur.,

2009).

2.3.1. Primjena rogaca u pekarstvu

Roga¢ danas sluzi za dobivanje razli¢itih prehrambenih proizvoda kao $to su brasno
rogaca, gume sjemenki rogaca, sirup, alkohol te se koristi kao zamjena za kakao i kavu
(Youssef i sur., 2013) (slika 1).

Slika 1. Rogac i proizvodi od rogaca (Anonymous 1)

Guma sjemenki rogaca, koja se naziva karuba guma, koristi se kao prehrambeni aditiv
E410 i djeluje kao prirodni biljni zgusnjivac, sredstvo za zeliranje, emulgator i stabilizator
(Dionisio i Grenha, 2012).

S obzirom na to da roga¢ ima pozitivne uéinke na Krajnji proizvod, u pekarstvu se
koriste rogacevo brasno i gume sjemenki rogaca, no jo$ uvijek u malim koli¢inama.
Zahvaljujuéi iznimno povoljnom kemijskom sastavu, rogacevo brasno se koristi za povecanje

nutritivne vrijednosti proizvoda od Zitarica kao $to su kruh, keksi i kola¢i (Ortega i sur., 2011).

Zbog niskog udjela masti te povoljnog omjera i sastava masnih kiselina, kao i visokog udjela
prehrambenih vlakana, roga¢ se moZe smatrati poZeljnom sirovinom u proizvodnji zdrave
hrane (Ortega i sur., 2011; lipumbu, 2008; Youssef i sur., 2013). Osim toga, s obzirom na to
da ne sadrzi gluten, Cesto se koristi za proizvodnju bezglutenskih pekarskih proizvoda. Brasno
klice rogaca, koje je nusproizvod proizvodnje gume sjemenki rogaca, koristi se u dijetetskoj

hrani ili kao sastojak u proizvodima koji su namijenjeni oboljelima od celijakije (Durazzo i



sur., 2014; Youssef i sur., 2013). Zahvaljuju¢i svojem kemijskom sastavu, koristi se i kao
zamjena za kakao prah u proizvodnji pekarskih proizvoda. Rosa i sur. (2015) su proveli
istrazivanje kojemu je cilj bio proizvesti bezglutenski kola¢ u kojemu je kakao prah zamijenjen
rogacevim brasnom. Razlog zasto je odabrano bas rogacevo brasno je njegov mali udio masti,
posebice u odnosu na udio masti u kakau te vrlo slicna boja 1 okus. Rezultati su pokazali da
kola¢ proizveden s rogacevim braSnom ima veci udio vode zbog prehrambenih vlakana koja
odli¢no apsorbiraju vodu, nadalje veéi udio prehrambenih vlakana, manji udio masti i
ugljikohidrata pa tako i nizu kalorijsku vrijednost, dok su okus, miris i tekstura bili priblizno
jednaki.

Osim povecanja nutritivne vrijednosti proizvoda, roga¢ utjee i na povecanje
zdravstvene vrijednosti proizvoda. Istrazivanja su pokazala da je roga¢ (Ceratonia siliqua L.)
kao sirovina uéinkovit u prevenciji raka debelog crijeva, snizavanju kolesterola te u smanjenju

rizika od dijabetesa tipa 2 (Nasar-Abbas i sur., 2016).

Brasno rogaca koristi se u pekarstvu i zbog pozitivnog utjecaja na reoloSka svojstva
tijesta, a time i na gotov proizvod. Ono spada u sredstva koja imaju izrazitu sposobnost vezanja
velike koli¢ine vode. Iz tog razloga se dodaje u tijesto kako bi mu povecao prinos. Jakim
vezanjem vode, rogacevo brasno u tijestu usporava naknadno susenje i na taj nacin produljuje
svjezinu proizvoda. Nadalje, sastoji se od priblizno 86 % galaktomanana koji utjeCu na
povecanje viskoznosti otopine. Takoder se koristi kao vezivna tvar u preljevima za kolace
(Klari¢, 2017). S druge strane, Salinas i sur. (2015) su ispitivali utjecaj dodatka brasna
sjemenke 1 braSna pulpe rogaca (10-30 %) u bijeli pSeni¢ni kruh 1 rezultati su pokazali da
povecanjem koli¢ine rogac¢evog brasna dolazi do smanjenja njegovog specifi¢nog volumena te
kruh postaje tvrdi. Sli¢no, Soronja-Simovi¢i sur. (2016) su utvrdili da dodatak 20 %
komercijalnog rogafevog brasna u bijeli pSeni¢ni kruh nepovoljno utjeCe na njegova
tehnoloska svojstva, tvrdo¢a mu se poveca 10 %, a elasti¢nost smanjuje 15 %. Ali je takoder
utvrdeno da dodatak komercijalnog rogacevog braSna (20 %) u pSeni¢ni kruh suzbija
mikrobioloSku kontaminaciju tijekom skladiStenja kruha pa mu se tako produzuje trajnost.

S obzirom na to da roga¢ ima povoljan utjecaj na organolepticka i tehnoloska svojstva
te povecava nutritivnu 1 zdravstvenu vrijednost krajnjeg proizvoda, njegova primjena u
proizvodnji pekarskih proizvoda trebala bi biti odlucujuci korak za postizanje visoke kvalitete

proizvoda.



2.4. POSTUPCI PROIZVODNJE KRUHA
2.4.1. Konvencionalni postupak proizvodnje kruha

Nakon pripreme sirovina, slijedi izrada odnosno zamjes tijesta, koji je uz proces
pecenja, najvaznija tehnoloska faza proizvodnje kruha. U prvoj fazi sporog mijeSanja se
sastojci homogeniziraju te se odreduje odredena kolic¢ina tekucine koju brasno moze upiti. U
drugoj fazi brzog mijesanja dolazi do stvaranja glutenske mreZze Sto uzrokuje elasti¢nost i
zilavost tijesta. Nakon procesa mijeSanja, tijesto ide na odmaranje u masi 15 do 60 minuta,
dolazi do opustanja povrSine tijesta (razmjeStanje molekula glutena), naknadnog bubrenja
glutena, stvaranja CO> djelovanjem kvasca te djelovanja enzima brasna na Skrob pri ¢emu
nastaje Secer koji kvasci mogu prevreti. Nakon odmaranja, tijesto po potrebi ide na
premjesivanje radi poticanja rasta i razmnozavanja kvasca u tijestu koji proizvodi CO2 $to
rezultira jacanjem tijesta. Takvo tijesto se dijeli na Zeljenu masu i oblikuje u kuglu, nakon ¢ega
ponovno ide na odmaranje kako bi se postigla Zeljena reoloska svojstva i zatim slijedi zavr$no
oblikovanje. Vremensko razdoblje od trenutka kada je zavrsilo zavr$no oblikovanje tijesta do
trenutka kada tijesto ide u pe¢ naziva se zavrSna fermentacija. U ovoj se fazi odvijaju
biokemijski procesi isti kao oni koji se odvijaju kod odmaranja tijesta u masi (Klari¢, 2017).
Nakon fermentacije slijedi faza pecenja, odnosno pretvaranja sirovog neprobavljivog tijesta u
peceni probavljivi proizvod. Da bi se postigla dobra kvaliteta kruha bitno je uskladiti uvjete
pecenja: temperaturl, Vrijeme 1 atmosferu pecenja.
Tijekom ovog procesa javljaju se promjene koje su posljedica fizikalnih, koloidnih,
biokemijskih i mikrobioloskih reakcija uslijed djelovanja topline. Nakon pecenja, kruh je
potrebno ohladiti na sobnu temperaturu, a to se najceS¢e odvija prirodnim putem, odnosno
izlaganjem kruha sobnoj temperaturi ili uz pomo¢ hladnog zraka. Vrijeme hladenja ovisi o

samoj metodi hladenja te karakteristikama kruha.

Tehnoloski postupci proizvodnje kruha se razlikuju i prije nego se odredi koji ¢e se
postupak koristiti potrebno je provesti analizu, pri ¢emu se u obzir uzima kvaliteta brasna,
specifi¢nost pogona i proizvodni asortiman (Klari¢, 2017).

Glavni industrijski postupci su: direktni ili jednofazni postupak, indirektni ili dvofazni
postupak, brzi postupak (no - time) i kontinuirani ili Chorleywood postupak (Curié i sur.,
2014).

Kod direktnog postupka glavno tijesto se priprema tako da se sve sirovine istovremeno doziraju
I potom se zamijesi tijesto, za razliku od indirektnog postupka kod kojeg se najprije pripremi

predtijesto (dio sirovina) i nakon njegovog dozrijevanja se dodaje ostatak sirovina te slijedi
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izrada tijesta. Direktni postupak ima u cilju smanjiti broj radnih operacija i pojednostaviti cijeli
proces, dok je cilj indirektnog postupka razmnozavanje i povecanje biomase te nastanak
spojeva koji pogoduju okusu, mirisu i svjezini gotovog proizvoda (Klari¢, 2017). Kod brzog
postupka je vrijeme fermentacije u masi nakon mijesanja skraceno ili se fermentacija uopce ne
provodi, dok je kod Chorleywood postupka cilj mehanicki ubrzati dozrijevanje tijesta, odnosno
prilikom mijeSanja tijesta unijeti znacajnu koli¢inu energije koja olakSava razvoj tijesta,
smanjuje mjehurice plina, povecava njihov broj i u konacnici daje proizvod velikog volumena.

Svi navedeni postupci imaju svoje prednosti i nedostatke.

2.4.2. Tradicionalni postupci s fermentacijom kiselog tijesta
2.4.2.1. Povijest uporabe kiselog tijesta

Poceci pripreme krusnog tijesta kiselim vrenjem datiraju negdje jos iz Egipta prije 5000
godina. Utvrdeno je da se ve¢ oko 1800 g. p. n. e. u nekim mjestima Isto¢nog Sredozemlja
poznavao proces proizvodnje kiselog tijesta. Egipéani su za proizvodnju dizanog kruha koristili
staro tijesto koje bi dodali u novi zamjes. Potom se je uporaba kiselog tijesta prosirila do Grcke
gdje se kruh proizvodio sa suhim kiselim tijestom. Nakon berbe grozda, odstajali most se
mijesao sa pSeni¢nim posijama i smjesa se susila na suncu, nakon ¢ega bi se odredena koli¢ina
smjese otopila u vodi i pomijesala s brasnom (Klari¢, 2017). Uporaba kiselog tijesta Sirila se
dalje preko Rimskog Carstva prema sjeveru Europe i ostalom dijelu svijeta. Tadasnje kiselo
tijesto je nastajalo spontanom fermentacijom bakterija i kvasaca prirodno prisutnih u brasnu.
Koristilo se stolje¢ima kao jedina moguénost dizanja tijesta, sve dok pocetkom 15. st. nije
otkriven pivski kvasac koji je kao nusproizvod pivovara bio dostupan u dovoljnim koli¢inama.
Nakon toga zapocinje upotreba izdvojenog pivskog kvasca koji se mijesao s kiselim tijestom i
preradivao. S vremenom se razvila proizvodnja danasnjeg presanog pekarskog kvasca (Klaric,
2017; Mrv¢i€ 1 sur., 2011). U 20. stoljecu, zbog zabrane no¢nog rada i smanjenog radnog
vremena, dolazi do potrebe za modifikacijom procesa proizvodnje pekarskih proizvoda.
Zapocinje industrijska proizvodnja kvasca na melasi koji zamjenjuje kisela tijesta. Razvojem
pekarskog kvasca, kisela tijesta se prestaju primjenjivati u proizvodnji pekarskih proizvoda. U
novije vrijeme, radi sve veceg nezadovoljstva potrosaca kvalitetom kruha, biljezi se porast
uporabe kiselog tijesta te pojaCana istrazivanja u podrucju razvoja specifi¢nih kultura za

fermentaciju i kontrole uvjeta fermentacije (Poutanen i sur., 2009).
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2.4.2.2. Prirodno i definirano kiselo tijesto

Kiselo tijesto je kompleksni mikrobni ekosustav kojega ¢ine bakterije mlije¢ne kiseline
(BMK) i kvasci u aktivnom stanju. Do sada je u kiselom tijestu pronadeno oko 50 vrsta BMK
te vise od 20 vrsta kvasaca (Mrv¢ié i sur., 2011).

Kiselo tijesto se dobiva tako da se smijesa brasna i vode ostavi 24 - 48 sati na toplom
mjestu kako bi se razmnozili prisutni kvasci i BMK. Ako je miris ugodan, takvom se tijestu
doda nova koli¢ina brasna 1 vode te se tijesto ponovno ostavlja fermentirati od 12 do 16 sati pri
istoj temperaturi (Grba i Stehlik-Tomas, 2010). Nakon §to se postupak ponovi nekoliko puta,
razvije se kiselo tijesto sa pH vrijednosc¢u priblizno 4 (Mrv¢i¢ i sur., 2011). Promjene u tijestu
koje nastaju tijekom fermentacije pridonose aktivaciji enzima amilaze koje razgraduju skrob
do maltoze, a kvasac onda maltozu dalje razgraduje do glukoze i koristi ju za hranu te proizvodi
CO:2 koji dize kiselo tijesto i alkohol. BMK previru niZe SeCere prisutne u tijestu ili nastale
procesom kiseljenja te stvaraju octenu i mlije¢nu kiselinu koje usporavaju aktivnosti enzima u
tijestu i daju proizvodu kiseli okus (Klari¢, 2017). Za vrijeme fermentacije kiselog tijesta stvara
se i velik broj tvari koje su odgovorne za aromu, a tijekom fermentacije tijesta dolazi i do
nastajanja prekursora aroma. Mljeveni sastojci od Zitarica, starter kulture, ¢vrstoca tijesta,
stupnjevi i faze dizanja te ponajvise temperatura kiselog tijesta, odgovorni su za sastav i

koli¢inu kiselina te okus kruha (Ireks aroma d.o.0., 2017).

Spontanim razmnoZavanjem kvasaca i1 bakterija u tijestu moZe do¢i do rasta nepozeljnih
mikroorganizama koji su takoder prisutni u tijestu. Kako bi se to sprijecilo, danas je sve ¢eS¢a
pripremakiselog tijesta s posebno selektiranim starter kulturama koje se dodaju u koli¢ini veéoj
nego $to je koli¢ina mikroorganizama ve¢ prisutnih u brasnu, kako bi odabrane starter kulture
bile dominantne. Ovisno o tome dolazi li do fermentacije i Kiseljenja tijesta spontano ili
dodatkom starter kultura, razlikujemo prirodna i definirana kisela tijesta (Grba i Stehlik-Tomas,
2010). Danas se u vecini pogona prednost daje upotrebi definiranih starter kultura kako bi se
osigurala konstantna kvaliteta gotovog (Mrv¢ié i sur., 2011). Kao starter kulture u pekarstvu
se primjenjuju homofermentativne i heterofermentativne BMK, najcesce rodova Lactobacillus,

Leuconostoc, Lactococcus i Pediococcus.

2.4.2.3. Bakterije roda Lactobacillus
Rod Lactobacillus moze se podijeliti u 3 skupine: obligatni homofermentativni,

fakultativni heterofermentativni i obligatni heterofermentativni Lactobacilli (tablica 3).
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Obligatni homofermentativni Lactobacilli EMP putem fermentiraju heksozu skoro u
potpunosti do mlijeéne kiseline (> 85 %). Posjeduju enzim fruktoza-1,6-bifosfat aldolazu, ali

ne posjeduju fosfoketolazu te zbog toga ne mogu fermentirati glukonsku kiselinu i pentoze.

Fakultativni heterofermentativni Lactobacilli EMP putem fermentiraju heksoze skoro
u potpunosti do mlije¢ne kiseline, a pentoze fermentiraju fosfoglukonatnim putem do mlijecne
I octene kiseline. U prisutnosti glukoze, enzimi fosfoglukonat puta su inhibirani. Posjeduju
enzim fruktoza-1,6-bifosfat aldolazu i fosfoketolazu te zbog toga mogu fermentirati heksoze i

pentoze.

Obligatni  heterofermentativni Lactobacilli posjeduju enzim fosfoketolazu i
fosfoglukonatnim putem fermentiraju heksozu do mlije¢ne kiseline, etanola ili octene kiseline
te CO2 u ekvimolarnim koli¢inama. Pentoze takoder fermentiraju fosfoglukonatnim putem do

mlijecne 1 octene kiseline (Hammes i sur., 1995).

Tablica 3. Vrste bakterija iz roda Lactobacillus koje se najcesée nalaze u kiselom
tijestu (Corsetti i Settanni, 2007)

Lb. amylovorus Lb. acidophilus
Lb. pentosus Lb. delbrueckii
Lb. alimentarius subsp.delbrueckii
Lb. paralimentarius Lb. farciminis
Lb. casei Lb. mindensis
Lb. crispatu
Lb. johnsonii

Lb. amylolyticus

Lactobacillus brevis je Gram pozitivna BMK koja ima oblik ravnih kratkih Stapica i
naajcesce se koristi kao starter kultura u fermentaciji silaze, proizvodnji kiselih tijesta i
fermentaciji piva, dok je Lactobacilus fermentum Gram pozitivha BMK koja ima oblik ravnih
dugih stapica i najcesce se koristi za fermentaciju proizvoda biljnog i zivotinjskog podrijetla te

kao starter kultura u proizvodnji Kiselih tijesta, osobito onih bez glutena.
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Slika 2. Lactobacillus brevis Slika 3. Lactobacillus fermentum
(Anonymous 2) (Anonymous 3, 2009)

Obje spadaju u skupinu obligatno heterofermentativnih Lactobacilla. Posebno su
specijalizirane za razgradnju pentoza (riboza i ksiloza), pri ¢emu nastaje octena kiselina. Sadrze
enzime glikolize, no nemaju enzime aldolaza i triozafosfat izomeraza, stoga su izgradile
heksoza - monofosfatni put (HMP) kojim razgraduju glukozu pri ¢emu kao produkti nastaju
mlije¢na kiselina, etanol i COz. L. brevis proizvodi relativno malu koli¢inu mlije¢ne kiseline i

etanola, ali veliku koli¢inu octene kiseline i CO> (Klari¢, 2017).

Spicher i Stephan (1993) su ispitivali utjecaj temperature i prinosa tijesta na fermentaciju
kiselih tijesta koja su pripremana sa razli¢itim starter kulturama. Rezultati su pokazali da se
smanjenjem ¢vrstoce kiselog tijesta sa L. brevis pomice tvorba kona¢nog produkta u korist
mlijecne kiseline te se koeficijent fermentacije povecava od 1,7 - 2 (RT 150) na 2,7 - 2,8 (RT
210). Temperatura nema utjecaj na ravnomjerno stvaranje mlijeCne i octene Kiseline, a
porastom prinosa tijesta tvorba octene kiseline se znatno smanjuje u odnosu na mlije¢nu
kiselinu. Kod kiselog tijesta s L. fermentum, prema udjelima produkata vrenja, pokazalo se da
temperatura ima veci utjecaj na koeficijent fermentacije nego prinos tijesta. Povecanje prinosa
tijesta minimalno utjeCe na koeficijent fermentacije oko 0,1 do 0,5 jedinica. Takoder je
provedeno istrazivanje gdje je ispitan utjecaj temperature kiselog tijesta na tvorbu acetata. Kod
kiselih tijesta s dodatkom L. brevis, pove¢anjem temperature tijesta od 20 °C do 30 °C dolazi
do povecanja tvorbe acetata, dok se pri temp. ve¢im od 35 °C tvorba acetata smanjuje. Kod
kiselih tijesta s L. fermentum, porastom temperature tijesta smanjuje se tvorba acetata.
Dosadasnja istrazivanja su pokazala da proizvodi s dodatkom kiselog tijesta koje je
fermentirano s L. brevis, imaju dobru elasti¢nost, poroznost sredine i izrazito ugodan okus i
miris (Klari¢, 2017).
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2.4.2.4. Kruh proizveden s dodatkom kiselog tijesta

Dodatak kiselog tijesta ima pozitivan utjecaj na tehnoloSka svojstva tijesta, odnosno
kruha te na mikrobioloska i organolepticka svojstva kruha, a osim toga povecava njegovu
nutritivnu i zdravstvenu vrijednost.

Topljivost glutena, odgovornog za reoloska svojstva tijesta, povecava se dodatkom
kiselog tijesta, odnosno snizavanjem pH vrijednosti. Posljedice promjene reologije tijesta su
povecanje obradivosti tijesta, elasticnost te njegova stabilnost §to utjee na povecanje
volumena kruha i na poboljSanje njegove teksture. Zbog smanjene migracije vode iz sredine
prema kori kruha, sredina postaje ¢vrsca, elasti¢nija i manje mrvljiva, dok je kora dulje vrijeme
hrskava (Mrv¢i¢ i sur., 2011). Osim toga, zakiseljavanjem tijesta, smanjuje se aktivnost enzima
amilaza ¢ime se povecava svjezina sredine kruha (Lappi i sur., 2010). Povoljan utjecaj na
tehnoloska svojstva tijesta, tj. kruha, imaju bakterije mlije¢ne kiseline u kiselom tijestu, koje
proizvode razne vrste egzopolisaharida ¢ije je djelovanje jednako djelovanju hidrokoloida. Oni
poboljsavaju vezanje vode u tijestu, ¢ime povoljno utjecu na volumen, svjezinu i trajnost kruha
(Ketabi i sur., 2008).

Dodatak kiselog tijesta ima pozitivan utjecaj na mikrobioloska svojstva kruha. Bakterije
mlije¢ne kiseline u kiselom tijestu proizvode velik broj spojeva s antimikrobnim djelovanjem,
kao Sto su organske kiseline, fenolni spojevi, dipeptidi te vodikov peroksid, a osim toga
proizvode i bakteriocine koji pomazu u kontroli rasta patogenih bakterija i plijesni (Dalié i sur.,
2010). Takoder, BMK u kiselom tijestu imaju antibakterijsko i antifugalno djelovanje, stoga se
dodatkom kiselog tijesta sprjecava kvarenje kruha, odnosno produljuje njegova trajnost.

Kruhovi s dodatkom Kiselog tijesta imaju bolju aromu od kruhova bez njegovog
dodatka. Zakiseljavanjem tijesta povecava se aktivnost proteaza, a time i koncentracija
slobodnih aminokiselina koje su vazni prekursori arome (Thiele i sur., 2004).

Kruh s kiselim tijestom ima poveéanu nutritivnu i zdravstvenu vrijednost (Poutanen i
sur., 2009). Zakiseljavanjem tijesta se mijenja aktivnost enzima prisutnih u brasnu (Mrv¢€ic i
sur., 2011) pa se tako aktivnost proteaza povecava, ¢ime se smanjuje koncentracija cerealnih
alergena u kruhu, a time i alergijske reakcije na zitarice (Gobbetti i sur., 2006). Osim toga,
smanjenjem pH vrijednosti, povecava se aktivnost fitaza koje razgraduju fitate na anorganski
fosfor i mioinozitol fosfat (Gontia-Mishra i Tiwari, 2013). Pri pH vrijednosti izmedu 4,6 1 4,3,
koja se postize dodatkom kiselog tijesta, moguce je razgraditi priblizno 96 - 97 % ukupnih
fitata (Spicher 1 Stephan, 1993). Na taj nacin se povecava bioloska dostupnost minerala, a time

1 nutritivna vrijednost kruha. Zakiseljavanjem tijesta se povecava koli¢ina bioaktivnih
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komponenti u zitaricama kao $to su lignani, fenoli, fitosteroli, tokoferoli, tokotrienoli te
minerali smjeSteni u ovojnici zrna, §to takoder utjece na povecanje nutritivne vrijednosti kruha.
Kiselo tijesto moze pridonijeti smanjenju glikemijskog indeksa kruha (Ostman i sur., 2002).
Neki sojevi BMK sintetiziraju riboflavin, niacin te aminokiseline i na taj nacin povecavaju

nutritivnu i zdravstvenu vrijednost pekarskog proizvoda (Hugenholtz i sur., 2002).

2.4.3. Moderni postupci proizvodnje kruha s odgodom pecenja

Razvojem pekarstva, broj prodajnih mjesta proizvoda se uglavnom povecao, dok se broj
pekarskih pogona ve¢ dulje vrijeme smanjuje. Kako bi se potrosa¢ima omogucila dostupnost
svjezeg proizvoda cijeloga dana, uvedena je tzv. tehnologija dopecenja. Moderni rashladni
uredaji su omogudili produzenu fermentaciju, konzerviranje tijesta i njegov transport iz
proizvodnog pogona do prodajnog mjesta gdje se proizvod pece i zahvaljujuci tome je uvijek
svjez (Rosell i Gomez, 2007). U modernom pekarstvu se koriste razne metode kao $to su
odgodena fermentacija, prekinuta fermentacija, zamrzavanje nefermentiranog oblikovanog
tijesta, zamrzavanje fermentiranog tijesta te proizvodnja polupecenog kruha (slika 4). Cilj ovih
metoda je poboljsanje okusa i arome proizvoda, ujednacenost njegove kvalitete te smanjena

energetska potroSnja i uSteda sirovina ¢ime se postizu povoljniji ekonomski uvjeti.
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Slika 4. Postupci proizvodnje kruha (prema Rosell i Gomez, 2007)

2.4.3.1. Proces proizvodnje polupecenog kruha

U novije vrijeme, proizvodnja polupecenih proizvoda je sve vise u trendu jer takvi
proizvodi imaju niz prednosti u odnosu na druge oblike. Iz tog razloga se smatra da ¢e ovakav
nacin proizvodnje kruha u buduénosti imati najveéi prodajni trend. Proizvodnja se bazira na
pecenju u dvije faze, nakon Cega se proizvod dostavlja na prodajno mjesto u nezamrznutom ili

zamrznutom obliku i pece pred o¢ima kupaca. Sama priprema tijesta i vodenje procesa
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fermentacije provode se na jednak nacin kao i kod konvencionalnog procesa nakon ¢ega slijede
tri proizvodna koraka karakteristi¢ne za tehnologiju dopeCenja: 1. faza pecenja, skladiStenje i
2. faza peéenja. 1. faza pedenja ¢ini priblizno 75 % ukupnog peéenja (Curi¢ i sur., 2014).
Pecenje traje 12 - 14 min. do postizanja temp. 98 °C u jezgri sredine. Nakon toga se polupeceni
kruh hladi na najmanje 50 °C i pakira u plasti¢ne vrecice. S obzirom na to da polupeceni kruh
ima velik udio vode i nema koru, njegov rok trajanja je kratak. Da bi se usporili procesi
kemijskog i mikrobioloskog kvarenja on se najces¢e zamrzava na -18 °C i ¢uva do 4 tjedna.
Barcenas i Rosell (2006) su dokazale da tijekom ¢uvanja polupecenog smrznutog kruha ne
dolazi do primjetne retrogradacije $kroba, $to je povezano sa starenjem, odnosno povecanjem
tvrdoce sredine kruha. Nakon skladiStenja slijedi 2. faza pecenja. Smrznuti kruh se kratko
odmrzava i pece priblizno 12 min. dok se ne postigne temp. 98 °C u jezgri sredine i hrskava
struktura kore. Nakon 2. faze pecenja kruh ima senzorska svojstva jednaka direktno pe¢enom
kruhu.

Jedna od prednosti ovako proizvedenog kruha je njegova svjezina. S obzirom na to da
prva faza pecenja traje vrlo kratko, Zelatinizacija Skroba nije u potpunosti zavrSena, takoder
zbog niZe temperature 1 kraeg vremena pecenja u 2. fazi, ne dolazi do formiranja boje i
strukture kore i izmjena kore i1 vlage iz sredine polupecenog kruha je minimalna. Konacni
proizvod ima ugodnu aromu svjeze pecenog kruha. Osim toga, polupeceni proizvodi imaju i
druge prednosti. Jedna od njih je izrazito kratko vrijeme pripreme, nakon najvise 15 min. su
spremni za prodaju. Zahvaljuju¢i tome, u slu¢aju nedostatka proizvoda, polupeceni proizvodi
se mogu vrlo brzo i1 lako dope¢i. Takoder u pripremi tijesta se mozZe koristiti pSeni¢no
predtijesto ili pSeni¢no kiselo tijesto radi boljeg okusa i mirisa te ostvariti optimalna
fermentacija. Nadalje, kod kratkog skladiStenja (1 - 2 dana) proizvodi se ne trebaju zamrzavati
nego ih je dovoljno zamotati u nepropusnu foliju i Cuvati na temperaturi hladnjaka.

Najces¢i problem kruha proizvedenog tehnologijom dopecenja je ljuStenje kore koje
moze nastati zbog predugog trajanja prve faze pecenja i presuhe atmosfere u peci, previsoke
temperature pecenja ili nepravilnog pakiranja proizvoda koji idu na skladiStenje (Klari¢, 2017).
Osim toga, volumen proizvoda je manji, a tekstura sredine kruha tvrda. Jedan od nacina kako
se to moze prevenirati je dodatak kiselog tijesta u zamjes. Ono proizvodu daje ve¢i volumen 1

¢vrscu 1 elasticniju sredinu kruha (Mrv¢€i€ 1 sur., 2011).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

Za pecCenja kruha koriSteno je: bijelo pSeni¢no brasno T-500 (Mlin Kati¢ d.o.o., Slovenija),
rogacevo brasno (suSena samljevena cijela mahuna, zajedno sa sjemenkom) (OPG Bozani¢,
Hrvatska), svjezi pekarski kvasac di-go (Kvasac d.0.0., Hrvatska), vodovodna voda
temperature 30 °C, konzumni Secer (Viro d.d., Hrvatska) te kuhinjska sol (Paska solana,
Hrvatska). PSeni¢no brasno sadrzavalo je minimalno 12,5 % proteina i 33 % vlaznog glutena,
a njegova reoloska svojstva na farinografu su prikazana u tablici 4. Broj padanja brasna bio je
460 s.

Pseni¢no kiselo tijesto (predtijesto tipa 'Polish’ ili 'Pate Fermetee') je dobiveno od tvrtke Tim
zip d.o.o0. (Zagreb, Hrvatska), a bilo je proizvedeno spontanom fermentacijom suspenzije
bijelog pSeni¢nog brasna u vodi (1:1) u anaerobnim uvjetima. Za pripremu laboratorijskih
kiselih tijesta koriSteno je: rogacevo brasno (OPG Bozanié, Hrvatska), heljdino integralno
brasno (Nase Klasje d.o.o0., Hrvatska) koje je sadrzavalo 12,5 % proteina, 1,8 % pepela, 5,7 %
prehrambenih vlakana i 12,4 % vlage (Voucko, 2018), liofilizirane starter kulture bakterija
mlije¢ne kiseline Lactobacillus brevis DSM 20054 (DSM, Njemacka) i Lactobacillus
fermentum DSM 20052, suhi pekarski kvasac di-go (Kvasac d.0.0., Hrvatska) te vodovodna

voda.

Tablica 4. Reoloska svojstva bijelog pSeni¢nog brasna T-500 na farinografu (prema ICC
115/1, 1992)

Upijanje vode (%) 62,4
Razvoj tijesta (min.) 5,2
Stabilnost (min.) 8,8
Rezistencija (min.) 14,0
Stupanj omeksanja (FJ) 49
Kvalitetni broj (mm) 105
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3.1.1. Uzorci

U ovom radu analizirano je p$eni¢no bijelo brasno T-500 (Mlin Kati¢ d.o.o., Slovenija),
rogacevo brasno (susena samljevena cijela mahuna sa sjemenkom) (OPG Bozani¢, Hrvatska),
pripremljena kisela tijesta te uzorci kruha pripremljeni pomocu razlicitih receptura. Recepture
su se razlikovale u odnosu na brasno u zamjesu, dodatak kiselog tijesta te njegov sastav.
Priprema svakog uzorka kruha provedena je u dva ponavljanja. U tablici 5 je prikazan opis

analiziranih uzoraka kruha.

Tablica 5. Opis analiziranih uzoraka

Psenicno bijelo )
/ / Kontrolni
brasno T-500

Psenic¢no bijelo
/ / brasno T-500 + Kontrolni+R
rogacevo bra$no

PSeni¢no brasno T-550 . y
. . . Pseni¢no bijelo
(kiselo tijesto proizvedeno PKTS PKT
o brasno T-500
u tvrtki Tim zip d.o.0.)

Rogacevo brasno + _ B
] PSeni¢no bijelo
heljdino brasno + L. brevis ~ K.T.RH-LB RH-LB
o brasno T-500
+ S. cerevisiae

Rogacevo brasno + ) N
. Psenic¢no bijelo
heljdino brasno + L. K. T.RH-LF RH-LF
o brasno T-500
fermentum + S. cerevisiae

Rogacevo brasno + L. PSenicno bijelo
) o K.T.R-LB R-LB
brevis + S. cerevisiae brasno T-500
Rogacevo brasno + L. Psenic¢no bijelo
o K.T.R-LF R-LF
fermentum + S. cerevisiae brasno T-500
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3.1.2. Reagensi

e 0,1 mol L otopina natrijeva tiosulfata (NazS,03) (Gram-Mol, Hrvatska)

e 0,1 mol L klorovodi¢na kiselina (HCI) (Carlo Erba, Francuska)

e 0,1 mol L otopina natrijevog hidroksida (NaOH) (Lachner, Ceska)

e 1% -tna otopina fenolftaleina u etanolu (Gram-Mol, Hrvatska)

e 1 %-tna otopina oksitetraciklina (Sigma-Aldrich, SAD)

e 1 mol L otopina natrijevog hidroksida (NaOH) (Lachner, Ceska)

e 10 %-tni Na,COs (Gram-Mol, Hrvatska)

e 2 %-tna otopina Skroba (Merck, Njemacka)

e 30 %-tna otopina kalij jodida (Carlo Erba, Francuska)

e 40 %-tna otopina natrijevog hidroksida (NaOH) (Lachner, Ceska)

e 50 %-tni metanol (J.T.Baker, Nizozemska)

e 50 mg L vodena otopina Na,Ca-EDTA (Gram-Mol, Hrvatska)

e 6 mol L™ otopina sumporne kiseline (H2SOa) (Carlo Erba, Francuska)

e 96 %-tna koncentrirana sumporna kiselina (H2SO4) (Carlo Erba, Francuska)

e Aceton (Gram-Mol, Hrvatska)

e Borna kiselina (HsBOs3) (Poch, Poljska)

e Celite (Sigma-Aldrich, SAD)

e Cikloheksimid solution 18079-10ML-F (Sigma-Aldrich, SAD)

e Destilirana voda

e Etanol 95 %, 96 % i 78 %-tni (Kefo, Slovenija)

e Folin-Ciocalteau reagens (Sigma-Aldrich, Svicarska)

e Kjeldahl katalizator (9 %-tni CuSOsx5H,0) (Merck, Njemacka)

e Klorovodi¢na kiselina (HCI) (Carlo Erba, Francuska)

e MES/ TRIS pufer (Acros organics, Belgija)

e Na-maleatni pufer (Sigma-Aldrich, Svicarska)

e Obojeni indikator metil crveno i bromkrezol zeleno

e Otopina Carezz | (otopina kalijeva heksacijanoferata-3-hidrata, 0,085 mol/L)
(Fluka, Njemacka)

e Otopina Carezz Il (otopina cinkova sulfata-7-hidrata, 0,25 mol/L) (Kemika,
Hrvatska)
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e Otopina kompleksa bakra po Luff-Schoorlu (Luffov reagens) (Merck Alkaloid,
Makedonija)

e Petroleter (Carlo Erba, Francuska)

e Set za odredivanje prehrambenih vlakana K-INTDF (Megazyme, Irska)

e Smola Amberlite 200Cna i FPA53 (Rohm and Haas, SAD)

e Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8 tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) (Sigma-
Aldrich, Rusija)

Za pripremu inokuluma kori$ten je hranjivi bujon MRS (Biolife, Italija).

FRAP reagens sadrzavao je 2,5 mL 20 mmol L FeCls x 6H,0, 2,5 mL10 mM TPTZ te 25 mL

300 mmol L acetatnog pufera pripremljenih na sljede¢i nacin:

Priprema 20 mmol L FeClz x 6H,0

U tikvicu od 10 mL odvagano je 0,0541 g FeCls x 6H20 i nadopunjeno destiliranom vodom do

oznake.

Priprema 40 mmol L1 HCI

U tikvicu od 100 mL je otpipetirano 0,3433 mL 11,65 mol L konc. klorovodi¢ne kiseline i

nadopunjeno destiliranom vodom do oznake.

Priprema 10 mmol L TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazin)

U tikvicu od 10 mL odvagano je 0,0312 g TPTZ i nadopunjeno prethodno pripremljenom 40

mmol L HCI do oznake.

Priprema 300 mmol L acetatni pufer, pH 3,6

U tikvicu od 500 mL je odvagano 0,93 bezvodnog C2HsNaO: i ledene octene Kiseline te je

tikvica nadopunjena do oznake.

3.1.3. Aparatura i pribor

e Analiticka vaga 0,01g plb 200-2 (Kern, Njemacka)
e Aparat za odredivanje broja padanja (Perten, Svedska)

e Aparatura po Soxhletu SK6 SS (INKO d.o.0., Hrvatska)
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Autoklav, 1-62-161 (Sutjeska, Srbija)

Azbestna mrezica i tronozac

Birete za titraciju od 25 mL

Boca sisaljka

Boce sa ¢epom od 400 i 600 mL

Brabenderov farinograf (Brabender, Njemacka)

Buchnerov lijevak

Bunsenov plamenik

Centrifuga, Rotina 35 (Rotina, Njemacka)

Djelilica tijesta

Duran boce s ¢epom od 250 mL

Eksikator sa silikagelom

Elektri¢ni susionik (130 °C), Thermo Scientific, HERATHERM OGS60 (Waltham,
SAD)

Elektri¢no kuhalo (Corona, Hrvatska)

Eppendorf epruvete

Erlenmeyerove tikvice od 250 i 300 mL

Falcon epruvete

Filter papir Watman br.1

Graduirana menzura volumena 100 mL

Izvor vakuuma

Kivete za centrifugiranje

Kivete za spektrofotometar

Kjeldahl - ove kivete za mineralizaciju sa stalkom (Foss, Danska)
Kjeltec TM8100, TecatorTM Line (Foss, Danska)

Kolona za deionizaciju s kationskim i anionskim smolama spe-12G (J.T. Baker, SAD)
Kolona za HPLC METACARB 67H (Agilent Technologies, SAD)
Kolorimetar CM-3500d (Konica Minolta, UK)

Laboratorijska mijesalica (Diosna SP12, Njemacka)
Laboratorijske ¢ase 10, 25, 50, 400 i 600 mL

Lijevak

Limovi za pecenje
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Lonci¢i sa celitom (Schott, Duran, Danska)
Magneti

Magnetska mijesalica, Jk Werke (IKA, SAD)
Menzura od 100 i 1000 mL

Mikropipete od 150, 200 i 500 puL

Mufolna pe¢ za spaljivanje

Odmjerne tikvice od 100, 250 i 1000 mL

Papir za pecenje

Papirnata cahura

Pe¢nica sa fermentacijskom komorom, Typ EB 064-320 IS 600 (Wiesheu, Njemacka)
Petri ploce

pH - elektroda sa zapisivacem podataka (Omega, Stamford, Connecticut, SAD)
pH metar, 3510 (Jenway, UK)

Pipete od 10, 20 i 25 mL

Plasti¢na lopatica

Plasti¢ne posude za spremanje kiselog tijesta, 200 mL
Plasti¢ne posudice za mrvice kruha

Posudice za vaganje od nehrdajuceg celika
Povratno hladilo

Rezalica (Gorenje, Slovenija)

Rotavapor (Heidolph, Schwabach, Njemacka)
Ruéni mikser (Tefal, Francuska)

Sito

Skener Lide 220 (Canon, Hrvatska)
Spektrofotometar (Pye Unicam, UK)

Staklene bocice od 500 mL

Staklene posude za kiseljenje tijesta od 1000 mL
Stakleni Stapi¢

Sterilne epruvete

Sterilne pipete od 1 mL

Spatula
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e Teksturometar (TA.HD plus Texture Analyser, Stable Micro Systems, UK)

e Tekucinski kromatograf visoke u¢inkovitosti (HPLC) (Shimadzu LC 10AD vp, SAD)
e Termometar s podjelom do 50 °C

e Uredaj Malvern Instruments Limited (Malvern, Worcestershire, UK)

e Uredaj za brzo smrzavanje (Everlasting, Australia)

e Uredaj za spaljivanje Digestion System 6,1007 digester, Tecator (Foss, Danska)

e Vaga s utezima, osjetljivosti +/- 0,1

e Vodena kupelj (Stuart, UK)

e Zamrzivac¢ (Zanussi, Italija)

3.2. METODE RADA
3.2.1. Odredivanje raspodjele veli¢ine Cestica

Raspodjela veli¢ine Cestica roga¢evog brasna mjerena je na uredaju Malvern Instruments
Limited (Malvern, Worcestershire, UK) koji ima jedinicu za suhu diperziju Scirocco 2000 i
povezan je s raCunalom. Brasno rogaca je usipano u kadicu jedinice za suhu disperziju koja je
opremljena sitom za razbijanje aglomerata i ujednacavanje dotoka uzorka u mjernu celiju.
Podeseno je zasiéenje laserske zrake, a brzina snabdijevanja ¢elije uzorkom i tlak zraka su
prilagodavani tijekom mjerenja kako bi se odrZala konstantnost zasi¢enja laserske zrake
(Benkovi¢, 2013). Provedena su 3 mjerenja za uzorak, a rezultati su obradeni u Mastersizer
2000 Ver. 5.60 software - u i izrazeni su kao percentili raspodjele veli¢ine Cestica brasna
rogaca, pri ¢emu d (0,1) predstavlja veli¢inu Cestice od koje je manje 10 % Ccestica cijelog
uzorka (um), d (0,5) predstavlja promjer ¢estica od kojega je 50 % ukupnog broja Cestica vece
i manje (um), ad (0,9) predstavlja veli¢inu ¢estica od koje je manje 90 % Cestica cijelog uzorka

(Hm).

3.2.2. Priprema inokuluma

Za kiseljenje tijesta koristene su starter kulture Lactobacillus brevis i Lactobacillus fermentum
uzgojene u MRS bujonu s Tween-om 80, pripremljenom prema uputi proizvodaca i
steriliziranom u autoklavu (15 minuta / 121 °C).

Postupak je proveden u sterilnim uvjetima (dezinfekcija etanolom, plamenik, sterilno posude).

Liofilizirana kultura Lactobacillus brevis rehidrirana je s 1 mL MRS bujona 30 min. i zatim
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prenesena u epruvetu s 10 mL MRS bujona. Epruveta s nacijepljenom c¢istom kulturom je
inkubirana u termostatu 24 h na 30 °C. Postupak je bio isti za Lactobacillus fermentum, ali je
inkubacija provedena 48 h na 37 °C. Nakon prve faze inkubacije, 1 mL MRS bujona s poraslom
kulturom u sterilnim uvjetima prenesen je u pet epruveta s po 10 mL novog MRS bujona, nakon
Cega je slijedila inkubacija u termostatu 24 h na 30 °C za Lactobacillus brevis, odnosno 48 h
na 37 °C za Lactobacillus fermentum. Nakon druge faze inkubacije kultura iz 5 nacijepljenih
epruveta prenesena je u 200 mL novog MRS bujona, nakon ¢ega je ponovno provedena
inkubacija 48 h (Lactobacillus brevis), odnosno 96 h (Lactobacillus fermentum). 50 mL bujona
s biomasom je rasporedeno u kivete za centrifugu i centrifugirano dvaput (4000 o / min., 10
min.), nakon ¢ega je svaka kiveta dvaput isprana s 50 mL sterilne vode. Nakon ispiranja, cijela
koli¢ina dobivene biomase (iz 200 mL bujona) je resuspendirana u 100 mL sterilne vode.

Sadrzaj je ¢uvan u staklenoj bocici u hladnjaku do kiseljenja tijesta.

3.2.3. Odredivanje broja zivih stanica mikroorganizama

Postupak je proveden u aseptickim uvjetima (dezinfekcija etanolom, plamenik, sterilno

posude).

Pripremljeno je 7 epruveta sa 9 mL sterilne vode. 1 mL uzorka je prenesen u 1. epruvetu i dobro
homogeniziran. Zatim je 1 mL sadrzaja prve epruvete prebacen u drugu epruvetu i
homogeniziran te je postupak ponavljan sve dok nije postignuto Zeljeno razrjedenje (10%). Na
sterilne Petri ploce su stavljena Zeljena razrjedenja (10°, 105 107, 108) u paralelama, nakon
¢ega je dodan jedan sloj hranjive podloge MRS temp. < 50 °C 1 izmijeSan laganom rotacijom
ploce po ravnoj povrSini u obliku broja 8. Kako bi se postigli anaerobni uvjeti, na ohladeni prvi
sloj dodan je drugi sloj hranjive podloge i izmijeSan na isti na¢in. Nakon §to se ohladio drugi
sloj, provedena je inkubacija u termostatu 48 - 72 h na 30 °C (L. brevis), odnosno na 37 °C (L.
fermentum). Nakon inkubacije su izbrojane porasle kolonije na Petri plo¢ama (slika 5). Broj

zivih stanica izrazen je u CFU (Colony Forming Unit).

BROJ PORASLIH KOLONIJA
UPOTRIJEBLJENI VOLUMEN UZORKA

CFU = ( ) x RECIPRICNA VRIJEDNOST RAZRJEDEN]A [1]

(Durakovi¢ 1 Durakovié, 1997)
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Slika 5. Brojanje zivih stanica na Petri plo¢i (Vlastita fotografija)

3.2.4. Priprema kiselog tijesta

Pripremljeno je 4 vrste kiselih tijesta, koja su se razlikovala prema vrsti brasna i starter kulturi.
Postupak je bio isti za sva Cetiri kisela tijesta. U staklenoj posudi od 1000 mL izmijeSano je
150 g brasna s 450 g vode (umanjeno za koli¢inu vode sadrzanu u inokulumu), prethodno
pripremljenog inokuluma (priblizno 10°® CFU g?1) i 0,2 mL suhog kvasca prethodno
rehidratiranog u vodi temperature 30 °C (1 g kvasca u 100 mL vode) (slika 6). Posuda sa
smjesom je prekrivena prozirnom folijom i stavljena na fermentaciju u komoru 24 h na 30 °C
uz konstantno mijeSanje na magnetskoj mijesalici (Slika 7).

Za pripremu dva kisela tijesta koriSteno je rogacevo brasno (150 g) i u jedno je dodana kultura
Lactobacillus brevis, a u drugo Lactobacillus fermentum. Za pripremu druga dva kisela tijesta
koriSteno je takoder rogacevo brasno (75 g), ali u kombinaciji s heljdinim brasnom (75 g) i u
jedno je dodana kultura Lactobacillus brevis, a u drugo Lactobacillus fermentum. Za kiseljenje

svih tijesta dodan je i kvasac Saccharomyces cerevisiae.

26



Slika 6. Kiselo tijesto od Slika 7. Fermentacija kiselog

rogacevog brasna s dodatkom tijesta u komori (Vlastita
starter kulture L. brevis (Vlastita fotografija)
fotografija)

3.2.5. Odredivanje ukupne kiselosti

Ukupna kiselost kiselog tijesta odredena je titracijski, u paralelama. U plasti¢nu posudicu s 10
g kiselog tijesta dodano je 90 mL destilirane vode i posudica je stavljena na magnetsku
mijesalicu 10 min. Nakon toga je provedena titracija s NaOH (0,1 M), uz konstantno mijesanje
na magnetskoj mijesalici sve dok nije postignut pH 8,5. Ukupna Kiselost je izrazena kao
volumen NaOH potrebnog za postizanje pH 8,5 (Katina i sur., 2006).

3.2.6. Odredivanje reoloskih svojstva i apsorpcije vode

Reoloska svojstva pSeni¢nog i rogacevog brasna te krusnih tijesta razli¢itog sastava odredena
su na farinografu prema standardnoj metodi (AACC 54-22.01, 2000). Mjerena je konzistencija

tijesta, vrijeme razvoja tijesta i omeksSanje.

Odredivanje reoloskih svojstva pSeni¢nog tijesta provedeno je na 300 g pSeni¢nog brasna, dok
je kod dodatka rogacevog brasna (25,5 g) ili kiselog tijesta (60 g pSeni¢nog ili 98 g rogacevog)
koli¢ina pSeni¢nog bra$na umanjena. Bireta je napunjena vodom prethodno zagrijanom na 30
°C 1 u prednji desni ugao mijesilice je pusteno 63,5 % vode u ujednaCenom mlazu. MijeSanje
je trajalo ukupno 15 min. od trenutka dodavanja vode u mijesilicu. Iz dobivene krivulje ocitani
su sljede¢i parametri: maksimalna konzistencija (FJ), vrijeme maksimalne konzistencije (s),
naknadno otvrdnjavanje (FJ), vrijeme naknadnog otvrdnjavanja (s) te omekSanje nakon 12 i

nakon 15 min. (FJ). Dobiveni farinogrami su prikazani u prilogu 1.
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3.2.7. Izrada kruha postupkom dopecenja

Pripremljeno je 7 krusnih tijesta razli¢itog sastava, od kojih 2 nisu sadrzavala kiselo tijesto.
Postupak pripreme krusnog tijesta, kao i izrade kruha, bio je jednak za sve uzorke, razlika je
bila jedino u recepturi (tablica 6). Kontrolni kruh je pripremljen od pseni¢nog bijelog brasna
prema standardnoj metodi (ICC 131, 1980), a kiseli kruh (5 uzoraka) sa pSeni¢nim bijelim
brasnom 1 20 % kiselog tijesta razli¢itog sastava. Kontrolnom kruhu s rogacem je umjesto 20

% kiselog tijesta dodana ista ta koli¢ina rogacevog brasna.

Sastojci su prema recepturi izmijesani u laboratorijskoj mijesSalici (2 minute sporo, 7 minuta
brzo). Nakon mijesanja, tijesto je odmaralo 30 minuta. Zatim je ru¢no premijesano, podijeljeno
na jednolike komade mase ~70 g, izvagano i okruglo oblikovano. Tijesto je stavljeno na
fermentaciju u fermentacijsku komoru na 30 °C / 80 % RH, 60 min. Nakon fermentacije
provedeno je pecenje u pecnici prethodno predgrijanoj na 250 °C, pri temperaturi od 180 °C,
12 min. uz naparavanje (200 mL vode). Kruh se hladio 60 min. na sobnoj temperaturi, nakon
¢ega je izvagan i stavljen u uredaj za brzo smrzavanje. Kada je postignuta zeljena temperatura

(-18 °C), kruh je pakiran u vrecice i stavljen u zamrziva¢ na mjesec dana.

Nakon mjesec dana skladiStenja, proveden je postupak dopecenja kruha. Prije pecenja kruha,
kruh se odmrzavao priblizno 20 min. Nakon toga je stavljen u pecnicu (predgrijanje: 240 °C
gornji, 210 °C donji, temperatura pecenja: 220 °C gornji, 210 °C donji), 11 min. Dopeceni kruh

je hladen 60 min. na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je izvagan i analiziran.
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Tablica 6. Recepture tijesta za izradu kruha (masa, g)

Brasno T-500

1600 1025 1329 1025 1025 1025 1025
(100 %)
Kvasac
40 28 40 28 28 28 28
(2,5 %)
Sol (1,5 %) 24 16,8 24 16,8 16,8 16,8 16,8
Seéer (1,86 %) 29,8 20,8 29,8 20,8 20,8 20,8 20,8
Vodovodna
1016 710 745 426 426 426 426
voda (63,5 %)
Kiselo tijesto
(20 % na 0 0 542 379 379 379 379
tijesto)
Rogacevo
0 94,75 0 0 0 0 0
brasno (9 %)
> 2710 1895 2710 1896 1896 1896 1896

Na temelju recepture, za svaki je uzorak izracunat prinos tijesta prema sljede¢oj formuli:

Pt = ukupna masa sirovina x 100 [2]

masa brasna

Prinos tijesta je za sve recepture bio isti 1 iznosio je 169,3 %.

3.2.8. Odredivanje fizikalnih svojstva kruha

Nakon $to je kruh dopecen, ohladen i izvagan odredena su mu fizikalna svojstva: volumen,
boja sredine, tekstura i mrvljivost te su izracunati: prinos kruha, prinos volumena, gubitak mase

pecenjem te specifi¢ni volumen.
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3.2.8.1. Odredivanje volumena i specificnog volumena

Volumen je za svaki uzorak mjeren u 5 paralela prema standardnoj metodi (AACC 10-05.01,

2000) pomocu uljane repice. Specifiéni volumen je izraéunat kao omjer volumena i mase.

3.2.8.2. Odredivanje boje sredine na kolorimetru

Boja sredine kruha odredena je pomoc¢u kolorimetra (Spectrophotometer CH-3500 D, Konica
Minolta, UK) (slika 8), s plo¢om promjera 8 mm. Na otvor su istovremeno stavljene dvije
kriske kruha jedna na drugu, racunalnim programom je pokrenuto snimanje, uzorak je
osvijetljen i refleksija je oCitavana na ra¢unalu. Nakon toga su iste dvije kriske kruha okrenute
na drugu stranu i postupak je ponovljen. Mjerenje je za sve uzorke ponovljeno najmanje 12
puta.

Uobicajeno se za odredivanje boje hrane mjere parametri: L*, a*, b*, C* i h*, ili CIELab, koji
kod odredivanja boje predstavlja medunarodni standard za prostor boja utemeljen od strane
CIE (Commission Internationale de I’Eclairage’s). U ovom radu su odredeni parametri L*, a*
I b* te AE pri ¢emu parametar L* oznacava aproksimativnu mjeru svijetlosti, odnosno svojstvo
prema kojemu se svaka boja moze klasificirati na skali izmedu crne (0) i bijele (100). Parametar
a* daje vrijednosti za crvene i zelene tonove, pri ¢emu crveni tonovi daju pozitivne, a zeleni
negativne vrijednosti dok parametar b* daje vrijednosti za Zute i plave tonove, pri ¢emu su zuti
tonovi pozitivne vrijednosti, a plavi tonovi negativne vrijednosti (Granato i Masson, 2010). AE
oznacava ukupnu razliku u boji, odnosno sluzi za usporedbu boje mjerenog uzorka s bojom
standarda (Pathare i sur., 2013), pri ¢emu AE>3 ukazuje na izrazito vidljivu razliku u boji,
1,5<AE<3 na vidljivu razliku u boji, a 1,5<AE na malu razliku u boji (Adekunte i sur., 2010).

Izracunat je prema sljede¢oj formuli:

AE x =Va x2 + b x2+ L 2 [3]

3.2.8.3. Odredivanje teksture sredine kruha

Tekstura sredine kruha je odredena na teksturometru TA.HD plus Texture Analyser (Stable
Micro Systems, UK) (slika 9), sa sondom promjera 25 mm. Brzina kompresije je bila 1,7 mm
s1, a kompresija je iznosila 40 % visine uzorka (AACC 74-09, 2000). Ohladeni kruh je uz

pomo¢ rezalice narezan na kriSke debljine 12,5 mm 1 odstranjena mu je korica. Na
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teksturometar su istovremeno stavljene dvije kriske kruha, jedna na drugu, kako bi debljina

sredine bila 25 mm. Za svaki uzorak je provedeno barem 6 mjerenja.

Slika 8. Kolorimetar CM-3500d (Konica Slika 9. Teksturometar TA.HD plus
Minolta, UK) (Vlastita fotografija) Texture Analyser (Stable Micro
Systems, UK) sa sondom promjera

25 mm (Vlastita fotografija)

3.2.8.4. Odredivanje mrvljivosti kruha

Nakon dopecenja i hladenja, 5 komada kruha od svakog uzorka narezano je pomocu rezalice.
Mrvice kruha su skupljene u plastiéne posudice i izvagane. Postotak mrvljenja izracunat je

prema sljedecoj formuli:

masa mrvica (g)

% mrvljivosti = x 100 [4]

masa kruha (g)

Slike mrvica uzoraka kruha prikazane su u prilogu 2.

3.2.8.5. Prinos kruha, prinos volumena i gubitak pecenjem

Prinos kruha, prinos volumena i gubitak pecenjem izraCunati su prema navedenim formulama:

Prinos kruha:

masa kruha x Pt
Pk =

" masa tjestanog komada

x 100 [5]
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Prinos volumena:

Vk = volumen kruha x Pt x 100 [6]

masa tjestanog komada

Gubitak pecenjem:

masa tjestanog komada—masa kruha
Gp = ) g x 100 [7]

masa tjestanog komada

3.2.9. Odredivanje kemijskog sastava sirovina i kruha

U ovom radu je odreden kemijski sastav rogacevog brasna (udio vode, masti, Secera,
prehrambenih vlakana, proteina, pepela i ukupnih fenolnih spojeva te antioksidacijska
aktivnost), a svim uzorcima kruha s dodatkom kiselog tijesta (pSeni¢nog i rogacevog) te samom
roga¢evom kiselom tijestu (bez dodatka heljdinog brasna) je odreden udio ukupnih fenolnih
spojeva i antioksidacijska aktivnost. Svim liofiliziranim uzorcima je odreden udio vode, a
jednom uzorku kruha s dodatkom rogacevog kiselog tijesta (bez heljdinog brasna) je odreden

udio prehrambenih vlakana kako bi se mogao deklarirati.

3.2.9.1. Odredivanje udjela vode

Udio vode odreden je prema standardnoj metodi (HRN EN I1SO 712, 2010).

U prethodno osuSenu, ohladenu i izvaganu posudicu izvagano je ~ 3 g uzorka i posudica je
stavljena u susionik, prethodno zagrijan na 130 °C, na suSenje do konstantne mase. Uzorak je
zatim ohladen u eksikatoru i izvagan. Iz razlike u masi prije i nakon susenja, izra¢unat je udio

vode, odnosno udio suhe tvari u uzorku prema sljede¢im formulama:

m2-m3

udio vode (%) =

x 100 [8]

m2-ml

udio suhe tvari (%) = 100 — udio vode [9]

gdje je:
m1 - masa prazne posudice (g)
m2 - masa posudice s uzorkom prije susenja (g)

m3 - masa posudice s uzorkom nakon suSenja (g)
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3.2.9.2. Odredivanje udjela masti

Udio masti odreden je standardnom metodom po Soxhletu bez hidrolize (AACC 30-25.01,
2000). U ¢ahuru je odvagano ~ 10 g uzorka. Cahura prekrivena vatom je stavljena u srednji
dio Soxhletove aparature (ekstraktor) i uzorak je ekstrahiran petroleterom. Ekstrakcija je
trajala 6 h. Nakon toga je petroleter otparen, a tikvica s ekstraktom je stavljena na suSenje na
100 °C priblizno 1 h, zatim je ohladena u eksikatoru i izvagana. Provedena su dva paralelna

mjerenja.

Udio masti u uzorku izracunat je prema sljede¢oj formuli:

_ (m1-m2)

udio masti (%) = —— x100 [10]

gdje je:
Mo - masa uzorka (g)
m1 - masa tikvice s ekstraktom i staklenim kuglicama za vrenje (g)

m32 - masa prazne tikvice sa staklenim kuglicama za vrenje (g)

3.2.9.3. Odredivanje udjela secera

Udio Secera u rogacevom brasnu odreden je volumetrijski prema standardnoj metodi po Luft-

Schoorl-u (Pravilnik, 2009). Odredivani su prirodni i ukupni reducirani $eceri.

3.2.9.3.1. Priprema filtrata

U odmjernu tikvicu od 250 mL je odvagano 10 g uzorka, dodano je 200 mL destilirane vode i
5 mL otopina Carezz | i Carezz Il. Tikvica je destiliranom vodom dopunjena do oznake i
sadrZaj je filtriran preko naboranog filter papira u Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL. Dobiveni

filtrat sluzio je za odredivanje prirodnih i ukupnih reduciranih Secera.

3.2.9.3.2. Odredivanje prirodnih reduciranih Secera (prije hidrolize)

25 mL filtrata je otpipetirano u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopunjeno destiliranom vodom
do oznake. U konusnu tikvicu od 300 mL je otpipetirano 25 mL razrijedenog filtrata te 25 mL
Luffove otopine i stavljena je na zagrijavanje izravno na plamenik (sadrZaj u tikvici je bio plave
boje, slika 10). Tikvica spojena s povratnim hladilom zagrijavana je na azbestnoj mrezici sve

do vrenja. Od trenutka klju¢anja, sadrzaj u tikvici se kuhao to¢no 10 min, nakon ¢ega je ohladen
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mlazom vode. Nakon 5 min., dodano je 10 mL otopine KI, 1 mL 8kroba te postupno, zbog
mogucénosti stvaranja pjene, 25 mL H2SO4 (6 mol L-1). Sadrzaj tikvice Zuto - smede boje
titriran je s 0,1 M otopinom natrijeva tiosulfata uz neprekidno mijesanje, do pojave bijelo
sivkaste boje (slika 11) sto je oznacilo kraj titracije. Provedena su dva paralelna mjerenja, te
dva mjerenja za slijepu probu u koju je dodana ista koli¢ina Luffove otopine, ali umjesto

razrijedenog filtrata je dodana destilirana voda.

Slika 10. Zagrijavanje tikvica Slika 11. Zavrsetak titracije s
povezanih s povratnim hladilom N825,03 (Vlastita fotografija)

(Vlastita fotografija)

3.2.9.3.3. Odredivanje ukupnih reduciranih seéera (nakon hidrolize)

U odmjernu tikvicu od 100 mL otpipetirano je 10 mL filtrata, razrijedeno je s 30 mL destilirane
vode i dodano je 0,5 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline. Odmjerna tikvica je stavljena u
vrelu vodenu kupelj na 30 min. (hidroliza), nakon Cega je provedena titracija s NaOH uz
dodatak fenolftaleina kao indikatora, do promjene boje u svijetlo rozu. Nakon titracije tikvica
je dopunjena destiliranom vodom do oznake i ponovljen je postupak kao kod odredivanja
prirodnih reducirajucih Secera, takoder u dva paralelna mjerenja.

Postupak izracuna udjela Secera u uzorcima:

Volumen 0,1 M tiosulfata koji odgovara koli¢ini Se¢era u uzorku izracunat je prema formuli:

X=SP-U [11]
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gdje je:
X - volumen 0,1 M tiosulfata koji odgovara koliini Secera u uzorku (mL)
SP - volumen 0,1 M tiosulfata pri titraciji slijepe probe (mL)

U - volumen 0,1 M tiosulfata potrosen pri titraciji otopine uzorka (mL)

Prema izraCunatoj vrijednosti volumena 0,1 M tiosulfata koji odgovara koli¢ini Se¢era u uzorku
je pomocu pripadaju¢e vrijednosti za izraCunavanje udjela Sec¢era prema Luff-Schoorl-u
izraCunata masa Secera.

Udio prirodnih 1 ukupnih reduciraju¢ih Secera u uzorku izraCunat je prema Sljedecim

formulama:
udio prirodnog inverta (%) = 2;’2 12115L£L1 2(;:1;9;1{:010000 [12]
udio ukupnog inverta (%) = 2;’2 IlnoLriLl 2(;:1;9;1{:010000 [13]
gdje je:

X - masa Secera ocitanog iz tablice (mg)

Y - masa uzorka (g)

3.2.9.4. Odredivanje udjela prehrambenih vlakana

Prehrambena vlakna odredena su u dvije paralele za oba uzorka prema metodi (AOAC 2011.25,
2012). Odredena su netopljiva vlakna (IDF), vlakna topljiva u vodi i netopljiva u 78 %-tnom
etanolu (SDFP) te vlakna topljiva u vodi i 78 %-tnom etanolu (SDFS) i izracunat je udio

ukupnih vlakana. Roga¢evom brasnu je odreden udio proteina i pepela.

3.2.9.4.1. Priprema uzorka

U Duran bocu s ¢epom je odvagano 1,000 + 0,005 g uzorka i otpipetiran je 1 mL 95 %-tnog
etanola. Kako bi se razgradio skrob, u bocu je dodano 40 mL pripremljene otopine pankreasne
a - amilaze i amiloglukozidaze u Na - maleatnom puferu, prethodno homogenizirane 5 min. na
magnetskoj mijeSalici i boca je stavljena na magnetsku mijesalicu 5 min. Nakon toga je
provedena inkubacija u prethodno temperiranoj vodenoj kupelji na 37 °C, s tresilicom brzinom
tre$nje 120 0 min™, 16 h, nakon ¢ega je reakcija u boci s uzorkom zaustavljena dodatkom 3

mL 0,75 M trizma bazi¢ne otopine. SadrZaj u boci je homogeniziran na magnetskoj mijesalici
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2 min. i boca je stavljena u vodenu kupelj prethodno temperiranu na 90 °C, 20 min. Nakon
inkubacije, sadrzaj u boci je ohladen na 60 °C, dodano mu je 100 uL proteaze nakon ¢ega je
homogeniziran na magnetskoj mijesalici 2 min. i boca je stavljena u vodenu kupelj s tresilicom,
prethodno temperiranu na 60 °C, 30 min. Nakon inkubacije, uzorak je izvaden iz kupelji i
dodano mu je 4 mL 2 M octene kiseline (radi snizavanja pH) te 1 mL internog standarda D-
sorbitola, =100 mg mL™? (radi kvantifikacije na HPLC-u), nakon &ega je homogeniziran na

magnetskoj mijesalici 1 min. Postupak je proveden dvaput za oba uzorka.

3.2.9.4.2. Odredivanje netopljivih viakana

Postavljena je aparatura za filtraciju. Prethodno spaljeni i izvagani lonci¢ s celitom je ispran s
15 mL 78 %-tnog etanola pomocu boce $trcaljke, poravnan te uklju¢enjem vakuuma pravilno
rasporeden po povrsini lonci¢a. Nakon §to je promijenjena odsisna boca za uzorak, sadrzaj iz
boce je profiltriran, a zaostaci na stijenkama boce su preneSeni u lijjevak ispiranjem s
destiliranom vodom temperature 60 °C, 7 puta po 5 mL. Sakupljeni filtrat je podeSen na
volumen od 75 mL i prebac¢en u Duran bocu od 500 mL te je koriSten za odredivanje vlakana
topljivih u vodi i netopljivih u 78 %-tnom etanolu. Lonci¢ s talogom je dvaput ispran s 15 mL
78 %-tnog etanola, dvaput s 15 mL 95 %-tnog etanola i dvaput s 15 mL acetona, pokriven je
aluminijskom folijom 1 stavljen na suSenje preko no¢i na 105 °C, nakon ¢ega je ohladen i

izvagan.
Masa netopljivih vlakana u lon¢i¢u izracunata je prema formuli:

ml =m3 — m2 [14]

gdje je:
m1 - masa netopljivih vlakana u uzorku (g)
Mz - masa loncica s celitom (g)

m3 - masa loncic¢a s celitom i netopljivim vlaknima u uzorku (g)

3.2.9.4.3. Odredivanje viakana topljivih u vodi i netopljivih u 78 %-tnom etanolu

Filtrat dobiven u prethodnom postupku (~70 mL) zagrijan je na 60 °C, nakon ¢ega je pomijesan
s 250 mL 95 %-tnog etanola, takoder zagrijanog na 60 °C te je otopina stavljena na talozenje
60 min. pri sobnoj temperaturi. Postupak filtracije proveden je isto kao i kod odredivanja

netopljivih vlakana, samo je sadrzaj boce kvantitativno prenesen sa 78 %-tnim etanolom, a ne
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s destiliranom vodom. Dobiveni filtrat je koristen za odredivanje vlakana topljivih u vodi i 78
%-tnom etanolu, a ostatak na lon¢i¢u je osuSen i korigiran za proteine i pepeo, kao kod

odredivanja netopljivih vlakana.
Masa vlakana topljivih u vodi i netopljivih u 78 %-tnom etanolu izracunata je prema formuli:

ml =m3 — m2 [15]

gdje je:
m1 - masa vlakana topljivih u vodi i netopljivih u 78 %-tnom (g)
M> - masa lonci¢a s celitom (g)

m3 - masa loncic¢a s celitom i vlakana topljivih u vodi i netopljivih u 78 %-tnom etanolu (g)

3.2.9.4.4. Odredivanje vlakana topljivih u vodi i 78 %-tnom etanolu na HPLC-u

Vlakna topljiva u vodi i 78 %-tnom etanolu odredivana su HPLC metodom, prije ¢ega je jedan

od dvaju paralelnih filtrata uparen i deioniziran na sljedeéi nacin.

Polovina filtrata je prenesena u tikvicu za otparavanje od 500 mL i otparena na rotavaporu pod
vakuumom na 60 °C do suha. Tikvica je isprana s 5 mL deionizirane vode i rotirana 2 min.,
nakon ¢ega je provedena deionizacija.

U ¢asu je odvagano 4 g smole Amberlite 200Cna i 4 g smole Amberlite FPA53, dodano je malo
vode i sadrZaj je dobro homogeniziran, nakon ¢ega je preliven u prethodno postavljenu kolonu
za deionizaciju s otvorenim ventilom iznad Falcon epruvete. Na vrh kolone je stavljena vata i
kolona je isprana s 20 mL vode. Na kolonu sa zatvorenim ventilom je nanijeto 2 mL uzorka
(protok eluacije 1 mL min. ™), zatim 2 mL deionizirane vode i nakon prolaska kroz kolonu jo$
20 mL deionizirane vode te je ponovljena eluacija istom brzinom. Dobiveni eluat je uparen na
rotavaporu uz vakuum pri 60 °C do suha. Uparenom uzorku dodana su 2 mL vode uz rotaciju
na rotavaporu 2 min., kako bi se $eceri otopili. Otopina je filtrirana preko $price (0,45 pm
filtera) i tako pripremljen uzorak je injektiran u HPLC s detektorom indeksa refrakcije (R1). Za
HPLC analizu je koristena kolona METACARB 67H, a mobilnu fazu je ¢inila vodena otopina
Na,Ca - EDTA (50 mg L). Temperatura kolone je bila 90 °C, protok 0,5 mL min., a vrijeme
propustanja uzorka kroz kolonu 30 min.

Radi kvantifikacije, kroz HPLC su propustene otopine glukoze konc. 5, 10 i 20 mg mL™ (tri

puta), interni standard D-sorbitol, ¢ = 0,1 mg mL™? (tri puta) i standardi za utvrdivanje

37



retencijskih vremena koji su sadrzani u enzimskom setu, maltoza i maltodekstrini (dva puta).
Odredeno je vrijeme razgranicenja izmedu maltoze i oligosaharida te povrSina svih pikova sa
stupnjom polimerizacije ve¢im od toc¢ke razgranic¢enja za standarde. Ukupan zbroj predstavljao
je SDFS.

Ocitana je povrsSina pikova otopine glukoze i internog standarda s 3 kromatograma.
Usporedbom omjera povrsina za D-glukozu / D-sorbitol u odnosu na omjer masa D-glukoze /

D-sorbitola dobivena je reciproc¢na vrijednost nagiba pravca, tj. “faktor odgovora”.

R = (i) * (i) [16]

gdje je:

Rf - faktor odgovora

PA-IS - povrsina pika internog standarda (D-sorbitola)
PA-Glu - povrsina pika D glukoze

W1t-Glu - masa D-glukoze u standardu

W1-IS - masa D-sorbitola u standardu

Masa slijepe probe je izracunata prema formuli:

BR1+BR2
2-PB-PA

Slijepa proba (B)(mg) = [17]
gdje je:

BR: i BR2 - masa ostatka dvaju paralelnih odredivanja slijepe probe (mg)

PB - masa proteina odredena u ostatku slijepe probe (mg)

PA - masa pepela odredena u ostatku slijepe probe (mQ)

Udio netopljivih vlakana (IDF) i vlakana topljivih u vodi i netopljivih u 78 %-tnom etanolu

(SDFP) izracunat je prema formuli:

R1+R2
s mg \ _ | 2=PB—PA—B
IDF ili SDFP (100g) = < Rk >x 100 [18]
%IDF = IDF (mg/100g)/1000 [19]
%SDFP = SDFP (mg/100g)/1000 [20]
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gdje je:

R1 - masa ostatka uzorka 1 mase m1 (mg)
Rz - masa ostatka uzorka 2 mase m2 (mg)
m1 - masa uzorka 1 za analizu (g)

m2 - masa uzorka 2 za analizu (g)

PB - masa proteina u ostatku R2 (mg)

PA - masa pepela u ostatku R1 (mg)

Vlakna topljiva u vodi i 78 %-tnom etanolu (SDFS) izraCunata su prema formuli:

SDFS (%) = Rf x (m — 1) x () x (5) [21]

100g PA-IS m

gdje je:

m-1S - masa internog standarda sadrzana u 1 mL otopine internog Sstandarda pipetiranog u
uzorak (mg)
PA-SDFS - povrsina pikova za SDFS

m - masa uzorka (m1 i m2) ¢iji je filtrat koncentriran i analiziran na LC-u (g)

Na temelju dobivenih rezultata udjela IDF, SDFP i SDFS, izrac¢unat je udio ukupnih

prehrambenih vlakana u uzorcima (%).

3.2.9.5. Odredivanje udjela proteina

Udio proteina odreden je prema standardnoj metodi po Kjeldahlu (HRN 1SO 1871, 1999), iz
uzorka u lonc¢ic¢u dobivenog kod odredivanja vlakana topljivih u vodi i netopljivih u 78 %-tnom
etanolu (poglavlje 3.2.9.4.3.) Nakon vaganja, uzorak i celit iz lon¢ica su u cijelosti prenijeti u
Kjeldahl kivetu te je dodan katalizator (smjesa soli K2SO4 i CuSOa) i 12 mL 96 %-tne sumporne
kiseline. Kiveta je stavljena u digestor na zagrijavanje u bloku za spaljivanje i spaljivanje je
zavrSeno kada u zaostaloj bistroj plavo - zelenoj tekucini nije bilo neizgorenih crnih komadica
uzorka. Sadrzaj u kiveti je ohladen do sobne temperature i kiveta je stavljena na odgovarajuce
mjesto u Kjeltec uredaj. Pripremljena Erlenmeyerova tikvica s 25 mL 4 %-tne borne kiseline i
indikatorima (metilno crvenilo i brom krezol zeleno) postavljena je na izlaz Kjeltec uredaja,

tako da destilacijska cjev€ica bude uronjena u sadrzaj tikvice. Postavljeni su uvjeti analize na
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Kjeltec uredaju (80 mL destilirane vode i 50 mL 40 %-tne otpine NaOH) i pokrenuta je
destilacija u trajanju od 4 min, nakon Cega je topina titrirana klorovodi¢nom kiselinom do
promjene boje iz zelene u ruzicastu.

Udio dusika i udio proteina izraunati su prema sljede¢im formulama:

(T-B) x N x 14,007 x 100
m

Udio dusika (%) =

[22]

Udio proteina (%) = udio dusika x F [23]

gdje je:

T - volumen titranta V(HCI)

B - volumen titranta slijepe probe V(HCI)
N - molaritet

m - masa uzorka (mg)

F - faktor pretvorbe za proteine, iznosi 6,25

3.2.9.6. Odredivanje udjela pepela

Udio pepela odreden je prema standardnoj metodi (HRN EN 1SO 2171, 2010). Kao i kod
odredivanja udjela proteina u uzorku, udio pepela odreden je iz uzorka u lon¢i¢u dobivenog
kod odredivanja vlakana topljivih u vodi i netopljivih u 78 %-tnom etanolu (poglavlje
3.2.9.4.3)). Lon¢i¢ s uzorkom je stavljen u mufolnu pe¢ preko noé¢i na 550 °C. Idu¢i dan je
izvaden, ohladen i izvagan.

Udio pepela izracunat je prema sljedecoj formuli:

m3—-m2
mil

udio pepela (%) = x 100 [24]
gdje je:

m1 - masa vlakana bez korekcije (g)

M2 - masa loncic¢a s celitom (Q)

M3 - masa lonc¢ic¢a s celitom i pepelom (g)
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3.2.9.7. Odredivanje ukupnih fenolnih spojeva

Ukupni fenolni spojevi u uzorcima odredeni su spektrofotometrijski, metodom prema Durazzo
i sur. (2013).

3.2.9.7.1. Ekstrakcija slobodnih spojeva

Rogacevo brasno je prosijano kroz sito, nakon cega je bilo spremno za ekstrakciju, dok su
I nakon toga su prosijani kroz sito. U kivetu je odvagano 1 g uzorka i dodano 25 mL prethodno
pripremljenog 50 %-tnog metanola (prema uputi), nakon ¢ega je kiveta vortexirana 3 min.,
stavljena u vodenu kupelj 1 h i centrifugirana (2500 g, 10 min.). Supernatant I. je prebacen u
drugu kivetu, a u kivetu s talogom je dodano 25 mL smjese acetona i vode (70:30) nakon ¢ega
je kiveta ponovno vortexirana 3 min, stavljena u vodenu kupelj 1 h i centrifugirana (2500 g, 10
min.). Dobiveni supernatant I1. spojen je sa supernatantom . i centrifugiran (3500 g, 15 min.),
nakon Cega je prebacen u odmjernu tikvicu od 50 mL, nadopunjen destiliranom vodom do
oznake i koriSten za odredivanje ukupnih fenolnih spojeva te antioksidacijske aktivnosti. Za

svaki uzorak provedena su dva mjerenja.

3.2.9.7.2. Odredivanje ukupnih fenolnih spojeva nakon ekstrakcije slobodnih spojeva

U mikrokivetu je otpipetirano 500 puL uzoraka kruha i 1100 pL vode te 100 pL Folin-
Ciocalteau reagensa nakon ¢ega je ukljucena Stoperica 3 min. Nakon isteka vremena u svaku
kivetu je dodano 300 pL Na,COs. Kivete su zatvorene, promuckane te nakon 2 sata stajanja u
mraku pri sobnoj temperaturi, stavljene u spektrofotometar i pokrenuta je analiza. Apsorbancija
je mjerena pri 765 nm. Slijepa proba je umjesto uzorka sadrzavala 250 puL smjese acetona i
vode te 250 pL 50 %-tnog metanola. Za rogacevo brasno i rogaceva kisela tijesta provedeno je
vise mjerenja s razli¢itim volumenima ekstrakta (1000, 100 i 50 pL) sve dok dobivena

apsorbancija nije bila u granicama linearnog podruc¢ja mjerenja (50 pL uzorka i 1550 pL vode).

3.2.9.7.3. Postupak izrade bazdarnog dijagrama za TPC metodu

Postupak pripreme za izradu bazdarnog dijagrama je identi¢an protokolu za odredivanje
ukupnih fenolnih spojeva u uzorku, ali je umjesto uzorka dodana galna kiselina poznate
koncentracije (0,5 mg mL™) koja je bila razrijedena na 7 koncentracijskih razina. Mjerenja su

provedena u 3 ponavljanja. Bazdarna krivulja je prikazana na slici 12.
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Slika 12. Bazdarna krivulja ovisnosti apsorbancije pri 765 nm o koncentraciji galne kiseline

(Mg mL™)

3.2.9.8. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti
Antioksidacijska aktivnost uzoraka odredena je FRAP metodom prema Cukelj i sur. (2015).

3.2.9.8.1. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka na spektrofotometru

U mikrokivetu je za rogafevo brasno i sve uzorke kiselih tijesta od rogacevog brasna
otpipetirano 50 pL uzorka i 950 pL mijesanog otapala (50 %-tni metanol i aceton / voda), a za
pSeni¢no kiselo tijesto i sve uzorke kruha je otpipetirano 200 pL uzorka i 800 pL mijesanog
otapala. Nakon toga je dodano 1000 uL FRAP reagensa, prethodno zagrijanog na 37 °C, i
ukljucena je Stoperica na 4 min. Kivete su zatvorene, promuckane 1 stavljene u
spektrofotometar te je nakon isteka vremena pokrenuta analiza. Apsorbancija je mjerena pri
593 nm. Sva mjerenja su provedena u paraleli, a slijepa proba je umjesto uzorka sadrzavala

1000 pL mijesanog otapala (50 %-tnog metanola i aceton / voda).

3.2.9.8.2. Postupak izrade bazdarnog dijagrama za FRAP metodu

Za izradu bazdarnog dijagrama potrebno je bilo pripremiti svjezu otopinu troloxa (6-hidroksi-

2,5,7,8 tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) na sljedeci nacin:

Odvagano je 0,5 mg troloxa u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopunjeno mijesanim otapalom
(100 mL 50 %-tnog metanola i 100 mL smjese acetona i vode), i tako je dobivena stock otopina

koncentracije 0,05 mg mL™.
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Daljnji postupak je bio identi¢an postupku odredivanja antioksidacijske aktivnosti uzoraka, ali
je umjesto uzoraka dodana prethodno pripremljena otopina troloxa. Nakon razrijedenja,
mjerenja su provedena na 7 koncentracijskih razina u 3 ponavljanja. Bazdarna Kkrivulja je

prikazana na slici 13.
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Slika 13. Bazdarna krivulja ovisnosti apsorbancije pri 593 nm o koncentraciji otopine troloxa

(umol mL™?)

3.2.10. Senzorska analiza

Senzorska analiza uzoraka provedena je prema Svensson (2012), u Laboratoriju za kemiju i
tehnologiju zitarica, na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu, u Zagrebu. Odabrani panel od
15 ¢lanova razlicitog spola, razlicite dobi (slika 14) i razlicite preferencije za rogaé, ocijenio je
6 uzoraka koji su bili Sifrirani. Parametri koji su se bodovali su: izgled, miris, okus i tekstura
uzorka te sveukupni dojam. Svaki parametar je ocijenjen prema stupnju svidanja od “Izrazito
mi se svida” do “Izrazito mi se ne svida“. Opisima su pridodane odgovarajuce ocjene, pa je tako
opisu “Izrazito mi se svida” pridodana ocjena 9, a opisu “Izrazito mi se ne svida“, ocjena 1.
Takoder je proveden test preferencija, u kojemu su sudionici uzorke rangirali od onog kojeg
najvise preferiraju (1. mjesto) do onog kojeg najmanje preferiraju (6. mjesto). Primjer testa za

senzorsku analizu kruha prikazan je u prilogu 4.
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osoba se nije 51-60
izjasnila 7% 20-30
6 %

41-50
27 %

Slika 14. Raspodjela dobi sudionika (20-30, 31-40, 41-50, 51-60 godina) u

hedonistickom testu

3.2.11. Statisticka obrada podataka

Za analizu i obradu dobivenih eksperimentalnih podataka koriSten je Microsof Office Excel
2013, a za izradu grafova program GraphPad Prism 5. Provedena je analiza varijance ANOVA
na temelju koje se vidjelo postoji li statisti¢ki znacajne razlike izmedu rezultata (p<0,05). Osim
toga, u programu StatSoft Statistica su izracunate korelacije za pojedina svojstva uzoraka kako
bi se utvrdila njihova povezanost. S obzirom na to da su sva mjerenja provedena najmanje dva

puta, za sve rezultate je izra¢unata srednja vrijednost te standardna devijacija.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj rada bio je dodatkom kiselog tijesta od brasna rogaca (s i bez dodatka heljdinog
brasna) fermentiranog s definiranim starter kulturama Lactobacillus brevis i Lactobacillus
fermentum te Saccharomyces cerevisiae, kao i dodatkom samog rogacevog brasna u zamjes,
nutritivno obogatiti bijeli pSeni¢ni kruh te ispitati njegova tehnoloSka svojstva kvalitete i

prihvatljivost potrosaca.

U ovom poglavlju prikazani su rezultati analize rogacevog brasna (raspodjela veli¢ine
Cestica te kemijski sastav), svojstva pripremljenog krusnog i kiselog tijesta (reoloSka svojstva,
broj zivih stanica, ukupna kiselost i pH vrijednost), analize fizikalnih svojstva kruha (prinos
kruha i gubitak mase pec¢enjem, specifi¢ni volumen i prinos volumena, izgled i boja, tekstura
sredine i mrvljivost) te rezultati analize kemijskog sastava kruha (udio nutrijenata, ukupni
fenolni spojevi te antioksidacijska aktivnost). Takoder su prikazani rezultati senzorske analize

uzoraka kruha.

Sva mjerenja su provedena najmanje dva puta, stoga su izracunate srednja vrijednost i
standardna devijacija. S obzirom na to da jo$ uvijek nema literaturnih navoda o kiselom tijestu
od rogacevog brasna, rezultati su usporedeni s rezultatima istrazivanja vezanih za kisela tijesta

razliitog sastava.
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4.1. RASPODJELA VELICINE CESTICA ROGACEVOG BRASNA

Rezultati dobiveni odredivanjem raspodjele veliine Cestica roga¢evog brasna prikazani su na

slici 15.
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Slika 15. Srednje vrijednosti dobivenih rezultata volumne raspodjele veli¢ine Cestica

rogacevog brasna (um)

Velicina Cestica brasna je znacajan tehnoloski faktor koji utjeCe na brojna svojstva tijesta, kao
Sto su brzina i tijek biokemijskih i koloidnih procesa za vrijeme zamjesa, odmaranja i zavr$ne

fermentacije. Takoder utjece 1 na prinos tijesta, kao i na prinos gotovog proizvoda (Klari¢,
2017).

Na temelju rezultata vidljivo je da je promjer 10 % Cestica rogacevog brasna bio manji od
36,64 um, a promjer 90 % Cestica brasna manji od 415,43 um, dok je 50 % cestica brasna bilo
manje (i takoder vece) od 181,57 um. Za pekarsku kvalitetu pSeni¢nog brasna preporuca se
veli¢ina Cestica od 0 - 150 um (Rasper i Walker, 2000). Benkovic¢ i sur. (2017) su odredivali
veliinu Cestica braSna sjemenki rogaca i 50 % Cestica je bilo promjera 145, 81 um. Rogacevo
braSno ispitivano u ovom radu bilo je nesto krupnije Sto ne mora nuzno imati nepovoljan utjecaj
na gotovi proizvod. Tsatsaragkou i sur. (2017) su ispitivali utjecaj dodatka razlicite veli¢ine
Cestica braSna sjemenki rogaca na bezglutenski kruh od rizinog braSna. Rezultati su pokazali
da Cestice najmanjeg promjera (80,36 um) i Cestice najveCeg promjera (258,55 um) daju

proizvod najveceg specificnog volumena i najbolje poroznosti.
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4.2. SVOJSTVA KISELOG TIJESTA

Svim kiselim tijestima je odredena pH vrijednost i1 kiselost, a u pripremljenim rogacevim
kiselim tijestima je odreden broj zivih stanica mikroorganizama.

Broj zivih stanica koristenih bakterija mlije¢ne kiseline u kiselom tijestu bio je u rasponu od
5,80x107 do 9,10x108, a broj zivih stanica kvasca u rasponu od 6,54x10° do 1,50x10°.
Bakterije mlijecne kiseline su odgovorne za proces zakiseljavanja tijesta dok su kvasci
odgovorni za dizanje tijesta. Tipi¢an broj BMK u zrelom kiselom tijestu iznosi oko 108 - 10°
CFU g7, dok broj kvasaca iznosi priblizno 10°- 10" CFU g (Mrv¢i¢ i sur., 2011). S obzirom
na to da je tijekom 24 h kiseljenja tijesta broj Zivih stanica porastao za dvije potencije, moze
se re¢i da je rogacevo braSno (s i bez dodatka heljdinog brasna) dobar supstrat za pripremu

kiselih tijesta pomoc¢u odabranih BMK i kvasca.

Rezultati odredivanja ukupne kiselosti i pH vrijednosti kiselih tijesta prikazani su na slici 16.
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Slika 16. Rezultati odredivanja pH vrijednosti i ukupne kiselosti uzoraka kiselog tijesta

pH vrijednost predstavlja jakost kiselina u kiselom tijestu i ima vaznu ulogu za rezultat
pecenja (Klari¢, 2017). U zrelom kiselom tijestu pH vrijednost se krece od 3,5 - 4,3 (Collar i

sur., 1994), sto potvrduju i rezultati svih uzoraka (3,6 — 4,2), osim uzorka R-LF kojemu je pH
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vrijednost bila nesto vecéa (4,5). Razlog tome je manji broj mikroorganizama u kiselom tijestu

$to je uzrokovalo sporiju fermentaciju.

Dodatkom 20 % rogacevog kiselog tijesta u zamjes pri izradi kruha, pH vrijednost zamjesa se
smanjila s 5,9 na 5,3 £ 0,08. Sli¢ni rezultati pH vrijednosti krusnih tijesta od 4,7 - 5,5 s
dodatkom 20 % kiselog tijesta prikazani su u radu Collar i sur. (1994). pH vrijednost zamjesa
u ovom radu bila je na gornjoj granici jer rogacevo kiselo tijesto nije toliko kiselo kao §to je to
slucaj s drugim kiselim tijestima, stoga se pH zamjesa pri izradi kruha nije puno smanjio.

Od iznimne je vaznosti da se pH vrijednost tijesta smanji jer se time povecéava topljivost
glutena, a to rezultira poveéanjem elasti¢nosti tijesta i ve¢im volumenom kruha (Arendt i sur.,
2007). Ako je pH vrijednost previsoka, sredina kruha ¢e ostati slabo elasti¢na ili ¢ak gnjecava
(Klari¢, 2017).

Ukupna kiselost kiselog tijesta predstavlja mjeru za ukupnu koli¢inu kiselina u tijestu (Klari¢,
2017). Formiranje organskih Kkiselina tijekom fermentacije rezultat je metabolizma
primijenjenih BMK, ali i dostupnosti fermentabilnih $ecera u bragnu (Moore i sur., 2008). Sto
je niza pH vrijednost tijesta, to je potrebna veéa kolicina NaOH za neutralizaciju, stoga je
vrijednost ukupne kiselosti uzorka veca. Iz rezultata je vidljivo da je za uzorak PKTS potroseno
najvise NaOH (12,95 mL) $to je i oekivano jer je imao najnizu pH vrijednost. Isto tako, uzorak
K.T.R-LF, ¢ija je pH vrijednost bila najvec¢a, imao je najmanju ukupnu Kiselost (9,85 mL).
Banu i sur. (2010) su odredivali pH vrijednost i ukupnu kiselost pSeni¢nog kiselog tijesta s
dodatkom Lactobacillus plantarum i Lactobacillus brevis i pH vrijednost je iznosila 3,93, a
ukupna kiselost 13,2 §to se podudara s rezultatima u ovom radu. Rizzello i sur. (2015) su
samljeli razli¢ite talijanske sorte mahunarki, proveli fermentaciju dodatkom sojeva
Lactobacillus plantarum C48 i Lactobacillus brevis AM7 te odredili pH vrijednost i ukupnu
kiselost pripremljenog kiselog tijesta. Izmjerena pH vrijednost svih 19 uzoraka kretala se
izmedu 3,9 - 4,5, a ukupna kiselost izmedu 20,2 - 27,2 mL, §to je puno veéa vrijednost u odnosu
na rezultate u ovom radu. Kiselost tijesta ovisi o vrsti 1 kvaliteti brasna, vrsti stanja i koli¢ini
dodane starter kulture, temperaturi, prisutnosti kisika, prinosu tijesta, vremenu stajanja i
stupnju razmnoZzavanja te o dodatku hranjivih tvari ili tvari koje inhibiraju proces fermentacije

(Giannou i sur., 2007), §to je razlog odstupanja u rezultatima.
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4.3. REOLOSKA SVOJSTVA KRUSNIH TIJESTA

Reoloska svojstva krusnog tijesta s i bez dodatka rogacevog brasna te s dodatkom kiselog
pSeni¢nog ili rogacevog tijesta (s i bez dodatka heljdinog brasna) odredena na farinografu,

prikazana su u tablici 7.

Tablica 7. Reoloska svojstva krusnih tijesta

Kontrolni 510 3,5 - - 10
Kontrolni+R 510 6,5 530 12,5 50
PKTS 480 3,5 - - 10

K. T.RH-LF 420 4,5 430 8 20
K.T.R-LB 550 2,5 570 6,5 80
K.T.R-LF 520 2,5 520 8,5 50

Dobiveni parametri ocitani iz farinograma, znacajni su za optimalnu pripremu tijesta, za
pravilno vodenje tehnoloskog procesa tijekom fermentacije i takoder za samo pecenje tijesta.
Na temelju dobivenih podataka o upijanju vode i omeksSavanju tijesta na farinografu, znamo
koliko je vode potrebno dodati u zamjes, a da pritom ne dode do lijepljenja tijesta. Takoder,
ukazuju na to koliki ¢e biti prinos tijesta, a kasnije i prinos kruha (Klari¢, 2017).

Optimalna vrijednost konzistencije tijesta je 500 FJ. Vrijednosti manje od optimuma ukazuju
na to da je tijesto mekano, a vrijednosti konzistencije vece od optimuma da je tijesto tvrdo. Iz
prikazanih rezultata je vidljivo da su krusna tijesta s dodatkom rogacevog brasna kao i
rogacevih kiselih tijesta bila nesto tvrde konzistencije nego $to je bilo pSeni¢no krusno tijesto,
dok je dodatak kiselog pSenicnog tijesta 1 kiselog tijesta sa rogacevim 1 heljdinim braSnom
omeksSao konzistenciju krusnog tijesta. S obzirom na to da je rogacevo braSno bogato
prehrambenim vlaknima, ono ima veliku mo¢ upijanja vode pa je iz tog razloga, tijesto s
roga¢evim brasnom bilo nesto tvrde konzistencije (izuzev uzorka RH-LF Kkoji je osim

rogacevog braSna sadrzavao 1 heljdino brasno).
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Sli¢no, Soronja-Simovié i sur. (2016) su na farinografu ispitivali reologka svojstva pSeni¢nog
tijesta s dodatkom komercijalnog rogacevog brasna. Rezultati su pokazali da se dodatkom 20
% rogacevog brasna povecalo upijanje vode i1 produljio razvoj tijesta za 4 puta u odnosu na
samo psenicno tijesto. Salinas i sur. (2015) su ispitivali reoloska svojstva pSenicnog tijesta s
dodatkom braSna pulpe rogaca i brasSna sjemenki rogaca. Ustanovljeno je da brasno sjemenki
rogaca ima veci utjecaj na reoloSka svojstva tijesta nego braSno pulpe rogaca. Dodatkom 10 %
brasna sjemenki rogaca apsorpcija vode je bila 64,4 %, a kod dodatka 10 % braSna pulpe rogaca
57,5 %. U oba slucaja je doslo do povecanja apsorpcije vode zbog Cega je tijesto bilo tvrde
konzistencije, a vrijeme maksimalne konzistencije je bilo 9,7 min. S obzirom na to da je u
ovome radu koriSteno brasno sjemenki i pulpe rogaca, postoje odstupanja u rezultatima.
Nadalje, ako se pogledaju vrijednosti omeksanja nakon 15 min., vidljivo je da su najvece
omeksanje imali uzorci s dodatkom rogacevog brasna. Razlog tome je manji udio glutena radi

razrjedenja rogacevim brasnom zbog Cega se tijesto brze razvija i naknadno omekSava.

Turfani 1 sur. (2017) su u svojemu radu ispitali utjecaj dodatka brasna sjemenki rogaca u
pSenicno tijesto i rezultati su pokazali da pri dodatku 6 % i1 12 % brasna rogaca tijesto postaje

tvrde konzistencije, a stabilnost tijesta tijekom mijeSanja ostaje nepromijenjena.
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4.4. FIZIKALNA SVOJSTVA KRUHA
4.4.1. Prinos kruha i gubitak mase pe¢enjem

Srednje vrijednosti rezultata prinosa kruha i gubitka mase pecenjem uzoraka kruha prikazani
su naslici 17 i na slici 18.

200

< 150+ = == _ = s == ==
©
5
£ 1004
(/5]
o
=
o 50

0 L] L) L) L) L) T L]

Sl & & <
oS &
+ .
+° Uzorci kruha

Slika 17. Graficki prikaz prinosa kruha (%)

Rezultati prinosa kruha uzoraka statisticki se znacajno razlikuju (p<0,05). Najve¢i prinos kruha
imao je uzorak RH-LB (150,2 %), a najmanji prinos uzorak PKT (139,9 %). Ako se usporede
kontrolni uzorak 1 kontrolni uzorak s dodatkom rogacevog brasna vidljivo je da je ve¢i prinos
imao uzorak s dodatkom rogacevog brasna. Takoder, ako se usporedi uzorak s p$eni¢nim
kiselim tijestom s uzorcima s rogacevim kiselim tijestom vidljivo je da su uzorci s rogacevim
kiselim tijestom imali veci prinos kruha.

Rogacevo brasno spada u sredstva koja imaju izradenu sposobnost vezanja velike koli¢ine vode
(Klari¢, 2017). Bogat je prehrambenim vlaknima, a ona u molekuli sadrze velik broj
hidroksilnih skupina koje omogucuju povec¢ano vezanje vode preko vodikovih veza i na taj
naéin povecavaju apsorpciju vode (Sabanis i sur., 2009). Povecanjem apsorpcije vode,

povecava se prinos kruha Sto je razlog veéeg prinosa kruhova s dodatkom rogaca.
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Slika 18. Graficki prikaz gubitka mase pecenjem kruha (%)

Rezultati gubitka mase pe¢enjem uzoraka statisticki se znacajno razlikuju (p<0,05). Najmanji
gubitak mase pecenjem imao je uzorak RH-LB (11,3 %), a najvec¢i gubitak mase uzorak PKT
(16,9 %). Proteini imaju sposobnost zadrzavanja vode ¢ime se povecava kapacitet vezanja
vode, a time se smanjuje gubitak mase pec¢enjem (Storck i sur., 2013).

Iz rezultata je vidljivo da je uzorak koji je imao najmanji gubitak pecenjem imao najveci prinos
kruha, takoder uzorak s najve¢im gubitkom mase peCenjem imao je najmanji prinos kruha.
Utvrdena je obrnuta korelacija izmedu gubitka mase pecenjem i prinosa kruha (r=-0,9989).
Tijekom kiseljenja tijesta dolazi do proteolize, Sto bi mogao biti razlog veceg gubitka mase
pecenjem i manjeg prinosa kruha s dodatkom pSeni¢nog kiselog tijesta (Collar i sur., 1994;
Barber i sur., 1992).
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4.4.2. Prinos volumena i specifi¢ni volumen

Rezultati prinosa volumena i specifi¢nog volumena prikazani su na slici 19.
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Slika 19. Grafi¢ki prikaz prinosa volumena (%) i specifi¢nog volumena (mL g*) uzoraka
kruha

Rezultati prinosa volumena i specificnog volumena uzoraka kruha statisticki se znacajno
razlikuju (p<0,05). Najveci prinos volumena imao je uzorak PKT s dodatkom pSeni¢nog
kiselog tijesta (642,8 %), a najmanji prinos volumena imao je uzorak R-LF s dodatkom
rogacevog kiselog tijesta (465,9 %). Najveci specificni volumen imao je takoder uzorak PKT
(4,59 mL g?), dok je najmanji specifi¢ni volumen imao kontrolni uzorak (3,12 mL g?). U
odnosu na PKT rogaceva kisela tijesta nisu uvelike utjecala na specificni volumen, ali su
opc¢enito uzorci s rogatem (braSnom ili kiselim tijestom) imali ve¢i volumen od kontrolnog
uzorka. Povecéanje specifiénog volumena kruha s dodatkom kiselog tijesta uzrokovano je
zakiseljavanjem tijesta pri cemu se povecava topljivost glutena, $to znatno mijenja reologiju
tijesta. Glutenska mreza postaje slabija, tijesto elasti¢nije i stabilnije te volumen kruha veci

(Mrv¢ic i sur., 2011). Od velike je vaznosti u kojoj se koli¢ini dodaje kiselo tijesto, jer ovisno
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o tome moze imati pozitivan ili negativan utjecaj na specificni volumen kruha. U pSeni¢nom
kruhu prevelika koli¢ina kiselog tijesta negativnho utjeCe na specificni volumen radi

proteoliticke razgradnje glutena, stoga je njegova koli¢ina ograni¢ena (Barber i sur., 1992).

Soronja-Simovié i sur. (2016) su utvrdili da se dodatkom 20 % komercijalnog rogadevog
brasna u pSenic¢ni kruh specifi¢ni volumen kruha smanjuje 25 %, dok se u ovom radu specifi¢ni
volumen kruha povecao 12 % dodatkom 9 % rogacevog brasna. U radu Salinas 1 sur. (2015) se
dodatkom 10 % brasna sjemenki rogaca specifi¢ni volumen pSeni¢nog kruha takoder smanjio,
i to's 2,50 na 2,25 mL g%, odnosno dodatkom 10 % brasna pulpe rogaca na 2,27 mL g. Moze
se zakljuciti kako utjecaj dodatka rogacevog braSna na volumen kruha ovisi o svojstvima
samog brasna, ali i drugih sastojaka te uvjeta procesa. U ovom radu utvrdena je znacajna

korelacija izmedu specifi¢nog volumena i prinosa volumena (r=0,995).

4.4.3. 1zgled i boja kruha

Vanjski izgled i izgled sredine uzoraka kruha (poprecni presjek) prikazani su u prilogu 3, a
rezultati boje sredine uzoraka u tablici 8. Na slici 7 (prilog 3) je vidljiva zna¢ajna razlika u boji
uzoraka kruha, ovisno o njuhovom sastavu. Uzorci s dodatkom rogacevog braSna ocekivano su
bili tamnije boje, radi same boje brasna, ali i veceg udjela Secera koji sudjeluju u Maillardovim
reakcijama u procesu pecenja.

Najveca razlika u poroznosti sredine kruha (slika 8, prilog 3) vidljiva je kod kontrolnog uzorka
bez dodatka kiselog tijesta i uzorka kruha sa dodatkom pseni¢nog kiselog tijesta. Kiselo tijesto
utjece na poroznost sredine proizvoda, tako Sto ona postaje finija (Klari¢, 2017). Uzorak PKT
je imao najve¢i volumen i najve¢i promjer mjehuri¢a, odnosno poroznost sredine, dok je
sredina kontrolnog uzorka bez kiselog tijesta bila zbijenija.

Soronja-Simovié i sur. (2016) utvrdili da dodatak komercijalnog rogacevog brasna ima
nepovoljan utjecaj na poroznost sredine kruha, smanjuje joj se finoc¢a, dok se u radu Salinas i
sur. (2015) pokazalo da pove¢anjem koli¢ine bra$na sjemenki rogaca u pSeni¢ni kruh, dolazi

do smanjenja promjera mjehurica pa je sredina dosta zbijena.
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Tablica 8. Srednje vrijednosti rezultata boje sredine uzoraka kruha

Kontrolni 78,67+0,75 1,14+0,15 21,07+0,36 -
Kontrolni + R 58,06+0,68 6,92+0,19 18,84+0,30 21,49+1,00
PKT 77,64+0,78 1,26+0,34 19,55+1,15 2,25+1,11
RH-LB 60,21+1,2 5,34+0,24 17,56+0,46 19,58+0,97
RH-LF 61,58+1,24 4,65%0,30 17,04+0,48 17,87+1,34
R-LB 56,99+0,92 7,30+0,26 19,91+0,37 22,61+1,26
R-LF 56,44+0,53 7,51+0,16 20,08+0,42 23,03+0,95

Boja je jedan od glavnih parametara koji utjeCe na procjenu kvalitete proizvoda potrosaca i
samim time odreduje kupnju tog proizvoda i njegovu konzumaciju (Granato i Masson, 2010).
Rezultati svih parametara boje sredine uzoraka kruha statisticki se znacajno razlikuju (p<0,05).
Vrijednost parametra L* kod kontrolnog uzorka i uzorka PKT, koji su od pseni¢nog brasna,
bila je veca nego kod uzoraka s dodatkom rogacevog brasna. Razlog tome je boja pSenicnog
brasna koja je svjetlija od rogacevog brasna i na skali boja bliza bijeloj (L*=0). Uzorci RH-LB
i RH-LF imali su gotovo istu vrijednost parametra L*, kao i uzorci R-LB i R-LF jer se razlikuju
jedino po starter kulturi dodanoj u kiselo tijesto. U odnosu na uzorke R-LB i R-LF, kod uzoraka
RH-LB i RH-LF vrijednost L* je bila veca, jer je kiselo tijesto osim rogacevog brasna
sadrzavalo i heljdino brasno pa je stoga bilo svjetlije boje.

Parametar a* kod kontrolnog uzorka i uzorka PKT iznosio je 1,14, odnosno 1,26, $to znaci da
je intenzitet crvene boje bio jako mali. Kod uzoraka s rogacevim brasnom parametar a* se
kretao izmedu 4,65 i 7,51, pri ¢emu su najmanji intenzitet crvene boje imali uzorci s dodatkom
kiselog tijesta od rogacevog brasna i heljdinog brasna, a najve¢i, uzorci s dodatkom kiselog
tijesta samo od rogacevog braSna.

Vrijednosti parametra b* kretale su se izmedu 17,04 (uzorak RH-LF) i 21,07 (kontrolni

uzorak), stoga se moze zakljuciti da je kontrolni uzorak imao najveéi intenzitet Zute boje.
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U odnosu na kontrolni bijeli kruh, ukupna razlika boje AE kod uzoraka s roga¢evim brasnom
iznosila je izmedu 17,87 123,03, dok je kod uzorka PKT AE iznosio 2,25. Vrijednosti AE vece
od 3 ukazuju na izrazito vidljivu razliku u boji u odnosu na kontrolni uzorak, sto je bio slucaj
kod svih uzoraka s rogacevim brasnom. Vrijednosti AE koje se kre¢u izmedu 1,5 i 3, kao §to je
bio slu¢aj kod uzorka PKT, ukazuju na vidljivu razliku u boji u odnosu na kontrolni uzorak
(Adekunte 1 sur., 2010). Uzorci s kiselim tijestom koje je sadrzavalo heljdino brasno bili su
izrazito svijetliji u odnosu na kruh s rogacevim kiselim tijestom bez dodatka heljdinog brasna

(AE>3).

4.4.4. Tekstura sredine

Rezultati teksture sredine uzoraka kruha prikazani su na slici 20.
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Slika 20. Srednje vrijednosti rezultata tvrdoée sredine uzoraka kruha (g)

Rezultati tvrdoce sredine uzoraka se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05). Najvecu tvrdo¢u
imao je uzorak RH-LB (224,86 g), a najmanju uzorci PKT (124,50 g) i RH-LF (131,79 g) koji
su imali najmeksu konzistenciju. Utvrdena je zna€ajna korelacija tvrdo¢e kruha i1 konzistencije
po razvoju tijesta (r=0,839) te tvrdo¢e kruha i konzistencije izmjerene kod naknadnog
otvrdnjavanja (r=0,868) (tablica 7). U pravilu su kruhovi s ve¢im volumenom meksi, kao §to
je bio slucaj kod uzorka PKT, dok su oni s manjim volumenom tvrdi kao $to je bio slucaj kod

uzorka RH-LB ¢iji volumen je bio najmanji u odnosu na uzorke s rogacevim brasnom. Tako je
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1 u ovom radu utvrdena obrnuta korelacija izmedu specificnog volumena kruha i tvrdoce
sredine (r=-0,72). Ako se usporede rogaCeva kisela tijesta fermentirana s L. brevis i
fermentirana s L. fermentum vidljivo je da su kruhovi s dodatkom kiselog tijesta fermentiranog
s L. brevis bili nesto tvrde sredine.

Tekstura je opéenito oznacena kao multi - parametarsko svojstvo. Najces¢a senzorska svojstva
teksture sredine kruha koja se opisuju i kvantificiraju su: elasti¢nost, ¢vrsto¢a, mekoca,
ljepljivost, vlaznost i mrvljivost kruha (Mrv¢i¢ i sur., 2011). Kiselo tijesto daje proizvodima
veéu vlaznost i elasti¢nost, kruh postaje ¢vrséi i lakSe se reze (Klari¢, 2017). Dodatkom
rogaCevog brasna u pSenic¢ni kruh, tvrdoca kruha se povecala, ali neznatno.

Salinas i sur. (2015) su ispitali utjecaj dodatka brasna pulpe rogaca i brasna sjemenki rogaca
na tvrdocu pSeni¢nog kruha. Dodatkom 10 % brasna pulpe rogaca tvrdoca kruha se povecala,
dok je kod dodatka 10 % brasna sjemenki rogaca ostala ista. Sli¢no, u ovom radu odredeno je
neznacajno povecanje tvrdoce sredine kruha s dodatkom 9 % cjelovitog brasna rogaca (pulpa 1

sjemenke).

4.4.5. Mrvljivost

Rezultati mrvljivosti uzoraka kruha prikazani su na slici 21.
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Slika 21. Srednje vrijednosti rezultata mrvljivosti uzoraka kruha (%)
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Rezultati mrvljivosti uzoraka kruha statisticki se znacajno razlikuju (p<0,05). Najveci postotak
mrvljivosti imao je kontrolni bijeli kruh bez dodatka kiselog tijesta (1,79 %), a najmanji
postotak imao je uzorak R-LF s dodatkom rogacevog kiselog tijesta (0,06 %).

S obzirom na to da dodatkom kiselog tijesta, kruh postaje ¢vrsci i lakSe se reze, mrvljivost pri
rezanju kruha je takoder manja. Iz tog razloga, svi kruhovi s dodatkom Kiselog tijesta, a osobito
rogacevog, imali su manji postotak mrvljivosti od kontrolnog uzorka. Isto tako, dodatkom
rogaCevog brasna se mrvljivost znacajno smanjila i to za cak 26 puta, stoga bi ga bilo pozeljno
dodati u polupeceni smrznuti kruh kojemu je najveci nedostatak mrvljivost, odnosno ljustenje

kore.

45. KEMIJSKI SASTAV KRUHA, KISELIH TIJESTA I ROGACEVOG BRASNA
4.5.1. Udio nutrijenata

Rezultati odredivanja udjela nutrijenata u rogacevom brasnu prikazani su na slici 22.

Masti Proteini Seéeri Pepeo Voda Prehrambena
vlakna
0,6 % 52 % 48,2 % 2,9 % 8,9 %
33,15 %

Slika 22. Nutritivna vrijednost brasna rogaca izrazena u postocima (%)

Rogacevo brasno sadrzavalo je mali udio masti (0,6 %), relativno umjeren udio proteina (5,2
%) i velik udio Secera (48,2 %) te prehrambenih vlakana (33,15 %). Udio pepela iznosio je
2,9 %, a udio vode 8,9 %. Nakon fermentacije rogacevog kiselog tijesta udio ukupnih Secera
se smanjio s 52,9 % na 45,4 % (izrazeno na s.t.) §to je oCekivano jer mikroorganizmi tijekom
fermentacije troSe Secer.

Nadezhda i sur. (2017) su ispitali nutritivni sastav rogacevog brasna i udio masti iznosio je 0,5
%, udio proteina 5,9 %, udio pepela 2,3 %, udio vode 7,6 %, a udio ukupnih Secera 42,73 %
Sto se podudara s rezultatima u ovom radu. Khlifa i sur. (2013) dobili su takoder priblizne
rezultate. Dobiveni rezultati udjela prehrambenih vlakana takoder se podudaraju s vec
postoje¢im literaturnim podacima. Shawakfeh i Ereifej (2005) su utvrdili da se udio

prehrambenih vlakana u brasnu od jordanskog rogaca krece izmedu 4,2 - 39,8 %, ovisno o vrsti
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prehrambenih vlakana koja se ispituju (netopljiva, topljiva ili ukupna). Stoga se moze zakljuciti
kako je brasno rogaca pogodno za obogacivanje kruha prehrambenim vlaknima. Salinas i sur.
(2015) su pokazali kako je brasno od pulpe rogaca bogatije prehrambenim vlaknima (47 %)

nego brasno sjemenki rogaca (9 %).

Sastav i udio prehrambenih vlakana u kruhu s dodatkom kiselog tijesta prikazan je na slici 23.
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Slika 23. Srednje vrijednosti udjela netopljivih vlakana (IDF), vlakana topljivih u vodi i
netopljivih u 78 %-tnom etanolu (SDFP), vlakana topljivih u vodi i 78 %-tnom etanolu

(SDFS) te ukupnih vlakana u uzorku kruha R-LB s dodatkom rogaéevog kiselog tijesta (%)

Kruh s dodatkom rogacevog kiselog tijesta sadrzavao je 5,1 % ukupnih prehrambenih vlakana,
od kojih je udio netopljivih 71 %, a topljivih 29 %.

Prema Pravilniku o prehrambenim i zdravstvenim tvrdnjama (2010), hrana koja sadrzi
najmanje 3 g vlakana na 100 g naziva se izvorom vlakana. Stoga se kruh s dodatkom rogacevog
kiselog tijesta moZe deklarirati kao “izvor vlakana “, a to je od iznimne vaZnosti jer
prehrambena vlakna pozitivno utjecu na zdravlje Covjeka. Karakterizira ih moguénost vezanja
vode 1 stvaranja viskoznih gelova tijekom probave, §to uzrokuje usporavanje praznjenja zeluca
1 crijeva, Stite¢i ugljikohidrate od razgradnje enzimima. Time se odgada apsorpcija glukoze,
snizava njezina koncentracija u krvi i na taj nacin se smanjuje LDL kolesterol i ukupni
plazmatski kolesterol, ¢ime se smanjuje rizik od kardiovaskularnih bolesti (Sebe¢i¢ i

Dragojevi¢, 2007).
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4.5.2. Udio ukupnih fenolnih spojeva

Udio ukupnih fenolnih spojeva u roga¢evom kiselom tijestu, rogaéevom brasnu te kruhovima

s 1 bez dodatka kiselog tijesta prikazan je na slici 24.
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Slika 24. Udio ukupnih fenolnih spojeva prikazan u obliku ekvivalenta galne kiseline na
masu suhe tvari uzorka rogacevog brasna, rogacevih kiselih tijesta i kruha s rogaéem u

odnosu na pSeni¢ni kruh (mg gts.t.)

Udio ukupnih fenolnih spojeva u uzorcima statisticki se znacajno razlikuje (p<0,05). Najveci
udio fenolnih spojeva imala su rogadeva kisela tijesta (24,16-25,25 mg g s.t.) te rogacevo
brasno (20,83 mg g?s.t.).

Khlifa i sur. (2013) su odredivali udio ukupnih fenolnih spojeva u brasnu cijele mahune rogaca.
Udjeli su se kretali izmedu 15,80 — 18,08 mg g s.t. Bouzdoudi i sur. (2016) su ispitivali sastav
brasna pulpe rogaca koji se razlikovao ovisno o podrué¢ju uzgoja roga¢a. Udio ukupnih fenolnih
spojeva u 20 uzoraka brasna pulpe rogaca kretao se izmedu 7,8 122,75 mg g*s.t. Udio fenolnih
spojeva varira ovisno o zrelosti ploda, procesu prerade mahune te przenju (Papagiannopoulos
i sur., 2004; Scalbert i sur., 2005; Sahin i sur., 2009).
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U usporedbi s kontrolnim uzorkom bez dodatka kiselog tijesta, ¢iji je udio fenolnih spojeva bio
najmanji (10,03 mg g* s.t.), kod uzoraka kruha proizvedenog s dodatkom pseni¢nog kiselog
tijesta te rogacevog kiselog tijesta fermentiranog s L. brevis i L. fermentum uz dodatak S.
cerevisiae, doslo je do znacajnog povecanja sadrzaja ukupnih fenolnih spojeva izrazenog kao
ekvivalent galne kiseline. Dodatkom pSeni¢nog kiselog tijesta udio ukupnih fenolnih spojeva
u kruhu se nije znacajno povecao, dok se dodatkom rogacevog kiselog tijesta povecao za 2 - 3

puta.

Primjena kisele fermentacije tijesta povecava koli¢inu slobodnih fenolnih spojeva u tijestu, a
do smanjenja udjela ukupnih fenolnih spojeva u kruhu moze do¢i kao posljedica degradacije

odredenih fenolnih spojeva uslijed utjecaja visokih temperatura kod pecenja tijesta (Han i Koh,
2011).

4.5.3. Antioksidacijska aktivnost

Antioksidacijska vrijednost rogacevog kiselog tijesta, rogacevog brasna i kruhova s i bez
dodatka kiselog tijesta prikazana je na slici 25.
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Slika 25. Antioksidacijska aktivnost uzoraka rogacevog brasna, rogacevih kiselih tijesta te

kruha s roga¢em u odnosu na pseni¢ni kruh odredena FRAP metodom (umol gs.t.)
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Antioksidacijska aktivnost uzoraka statisticki se znacajno razlikuje (p<0,05). Rogacevo brasno
imalo je izrazenu antioksidacijsku aktivnost (27,10 pmol g s.t.), dok su kisela tijesta od
rogacevog brasna fermentirana s dodatkom L. brevis ili L. fermentum te S. Cerevisiae imala jos
vecu antioksidacijsku vrijednost (29,2 - 33,9 umol g s.t.), sli¢no kao i udio ukupnih fenolnih
spojeva. Utvrden je visok i znacajan koeficijent korelacije izmedu TPC i antioksidacijske
aktivnosti (r=0,988). S obzirom na to da su fenolni spojevi nositelji antioksidacijske
vrijednosti, bila je o¢ekivana dosljednost s rezultatima TPC metode.

Benkovi¢ 1 sur. (2017) su odredivali antioksidacijsku aktivnost brasna rogaca (pulpa sa
sjemenkama) i udio se kretao izmedu 23,02 i 35,78 pmol g* s.t., §to se podudara s dobivenim
rezultatima u ovom radu. Kontrolni bijeli kruh bez dodatka kiselog tijesta (0,5 umol g* s.t.)
imao je najmanju antioksidacijsku aktivnost, dok se dodatkom kiselih tijesta od rogaca, a
pogotovo onih s dodatkom heljdinog brasna antioksidacijska aktivnost povecala za 4 - 12 puta.
Razlog je veéi antioksidacijski potencijal rogacevog i heljdinog braSna u odnosu na
antioksidacijski potencijal bijelog pSenicnog brasna. Heljdino brasno je bogato flavonoidima
(rutin 1 kvercetin) koji imaju jako antioksidacijsko djelovanje (Skrabanja i sur., 2004), sto
objasnjava za$to su uzorci s rogacevim kiselim tijestom s dodatkom heljdinog braSna imali
vecu antioksidacijsku aktivnost, a manji udio ukupnih fenolnih spojeva u odnosu na uzorke s
rogaCevim kiselim tijestom bez heljdinog brasna. S obzirom na to da je vidljiva razlika u
antioksidacijskoj aktivnosti uzoraka s rogacevim kiselim tijestom s i bez dodatka heljdinog
brasna, moze se zakljuciti kako je antioksidacijska aktivnost najviSe ovisila o sirovini, a manje

o starter kulturi koriStenoj za fermentaciju kiselog tijesta.

4.6. SENZORSKA ANALIZA

Panel koji je bio razli¢itih preferencija rogaca (slika 26) opisno je ocijenio senzorska svojstva
kruha: izgled, miris, okus, teksturu i sveukupni dojam, od opisa “Izrazito mi se svida” kojemu
je dodijeljena ocjena 9, do "Izrazito mi se ne svida’, kojemu je dodijeljena ocjena 1. Rezultati
su prikazani na slici 27. Uzorci kruha su rangirani, ovisno o njihovim senzorskim svojstvima.

Rezultati testa preferencije prikazani su na slici 28.
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Osoba se nije
izjasnila
6 %

Ne volim rogac
27 %

Volim rogac
67 %

Slika 26. Dijagram preferencije rogaca sudionika senzorske analize

e KONtroO|INI
Sveukupni dojam Miris e Kontrolni+R
e RH-LB
e RH-LF

s R- LB

e R-LF

Tekstura Okus

Slika 27. Prikaz srednjih vrijednosti rezultata senzorske analize uzoraka kruha
Statisticki zna¢ajna razlika u ocjenama postoji jedino kod izgleda uzoraka kruha (p<0,05). Za

izgled su najvecu ocjenu dobili kontrolni uzorak s dodatkom rogacevog brasna i uzorak R-LF,

a najmanju ocjenu kontrolni uzorak. Za sveukupni dojam najvise su ocjene dobili uzorci s
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kiselim tijestom od rogacevog brasna i rogacevog i heljdinog brasna. Na testu preferencija,

najbolje rangirani uzorci bili su R-LB i1 R-LF s dodatkom rogacevog kiselog tijesta (slika 28).

WR-LB mR-LF mRH-LB mKontrolni+R mKontrolni mRH-LF

Slika 28. Prikaz rezultata testa preferencije (1-najbolje rangirani uzorak, 5-najlosije rangirani

uzorak)

Na temelju dobivenih rezultata vidljivo je da rogacevo kiselo tijesto zahvaljuju¢i udjelu
prehrambenih vlakana i ukupnih fenolnih spojeva, nutritivho obogaduje kruh, daje kruhu
tehnoloske pogodnosti i takav se kruh, §to je iznimno bitno, svida potrosa¢ima. Prema tome,
rogacevo kiselo tijesto je obecavajuci funkcionalni sastojak za proizvodnju pekarskih

proizvoda.
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5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog rada bio je dodatkom rogacevog kiselog tijesta (s i bez dodatka heljdinog
brasna) fermentiranog sa starter kulturama Lactobacillus brevis ili Lactobacillus fermentum i
kvascem Saccharomyces cerevisiae te dodatkom samog rogacevog brasna u zamjes, nutritivno
obogatiti polupeceni smrznuti kruh bez narusavanja njegove tehnoloSke i1 organolepticke

kvalitete.
Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Rogacevo brasno je zbog velikog udjela prehrambenih vlakana (33,15 %) i1 fenolnih
spojeva (20,834 mg g s.t.) te velike antioksidacijske aktivnosti (27,10 pmol g* s.t.)
pogodno za obogacivanje bijelog pSeni¢nog kruha. Nadalje, rogadevo brasno je
pozeljna sirovina za pripremu kiselog tijesta s dodatkom L. brevis i L. fermentum uz
prisustvo S. cerevisiae s obzirom nato da su izmjerene vrijednosti pH i ukupne kiselosti

tijesta te broj zivih stanica mikroorganizama u tijestu, tipi¢ne za kisela tijesta.

2. Rogacevo kiselo tijesto s dodatkom heljdinog brasna (20 %) u odnosu na krusno
pSenicno tijesto ima meksu konzistenciju (420 - 430 FJ), a rogacevo kiselo tijesto bez
dodatka heljdinog brasna (20 %), kao i samo rogacevo brasno (9 %) tvrdu konzistenciju

(520 - 570 FJ).

3. Svi uzorci s dodatkom kiselog tijesta (pSeni¢nog i rogacevog) i s dodatkom samog
rogacevog brasna imaju veci specificni volumen od pSeni¢nog kruha. Tekstura sredine
kruha znacajno korelira s konzistencijom tijesta, stoga je pri dodatku posebnih sastojaka
potrebno uvijek optimirati dodatak vode za zamjes. Dodatkom rogacevog kiselog tijesta
ili brasna u pseni¢ni kruh se znacajno smanjuje mrvljivost pri rezanju i takav kruh je

izrazeno tamnije boje.
4. Kruh s dodatkom rogacCevog brasna ili kiselog tijesta moze se oznaciti kao "izvor

vlakana” s obzirom na to da takav proizvod sadrzi viSe od 3 g ukupnih prehrambenih

vlakana na 100 g kruha.
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5. Vrijednosti udjela fenolnih spojeva u kruhu s dodatkom rogacevog kiselog tijesta vece
Su za 2 - 3 puta u odnosu na bijeli pSeni¢ni kruh, kao 1 vrijednosti njegove
antioksidacijske aktivnosti koje su veée za 4 puta. Najvece povecanje antioksidacijske
aktivnosti se postize dodatkom rogacevog kiselog tijesta s dodatkom heljdinog brasna

(za 11 - 12 puta povecano u odnosu na bijeli kruh).

6. Potrosaci su najbolje ocijenili kruhove s dodatkom rogacevog kiselog tijesta, stoga se
moze re¢i da rogacevo kiselo tijesto ima veliki potencijal za nutritivno obogaéivanje
pekarskih proizvoda, a optimiranjem procesa Kiseljenja i izrade kruha bi se osigurala

prihvacenost kod veceg broja potrosaca.

Na temelju svega navedenog moze se zakljuciti kako se dodatkom rogacevog kiselog tijesta u
pSeni¢ni kruh ne naruSavaju njegova tehnoloSka i organolepticka svojstva, a neka se
poboljSavaju te je takav proizvod nutritivno bogatiji, moZe se deklarirati kao “izvor vlakana” i
svida se potrosacima. U usporedbi s kruhom kojemu je dodano samo brasno rogaca, kruh s
Ako se usporede kruhovi s dodatkom rogacevog kiselog tijesta s i bez heljdinog brasna, kruh s
kiselim tijestom bez heljdinog brasna se manje mrvi pri rezanju i boljeg je okusa, dok je
prednost kruha s kiselim tijestom s dodatkom heljdinog brasna veca antioksidacijska aktivnost
i neSto svjetlija boja. Izmedu starter kulture L. brevis i L. fermentum u vecini ispitivanih
svojstva nema znacajnih razlika osim kod teksture kruha; kruh s rogacevim kiselim tijestom
fermentiranim s L. brevis je nesSto tvrdi nego kruh s kiselim tijestom fermentiranim s L.

fermentum.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Farinogrami

Slika 1. Farinogram za kontrolni uzorak

Slika 2. Farinogram za uzorak PKT



Slika 3. Farinogram za uzorak kontrolni + R

Slika 4. Farinogram za uzorak RH-LF



Slika 5. Farinogram za uzorak R-LB

Slika 6. Farinogram za uzorak R-LF



Prilog 2. Prikaz mrvica uzoraka kruha




Prilog 3. Prikaz vanjskog izgleda i izgleda sredine (popre¢nog presjeka) uzoraka kruha

Slika 7. Vanjski izgled uzoraka kruha (1- Kontrolni + R, 2- R-LB, 3-R-LF, 4-PKT, 5-RH-LF, 6-
RH-LB, 7- Kontrolni uzorak)



Kontrolni

Slika 8. Popreéni presjek uzoraka kruha razli¢itog sastava snimljen na skeneru (u PNG formatu i
rezoluciji 600 DPI)



Prilog 4. Primjer testa za senzorsku analizu kruha

Dobrodosli i hvala na sudjelovanju ©

Hedonisti¢ka skala od 9 bodova / stupanj svidanja

Molim Vas da kvantificirate stupanj svidanja ili nesvidanja uzorka kruha. Ocijenite svaki atribut

zasebno. Sjetite se isprati usta vodom izmedu uzoraka.

Izgled

[ Izrazito mi se svida

[J Veoma mi se svida

1 Umjereno mi se svida

[J Neznatno mi se svida

] Niti mi se svida niti ne svida
] Neznatno mi se ne svida

"1 Umjereno mi se ne svida

"] Veoma mi se ne svida

[ lzrazito mi se ne svida
Okus

[ Izrazito mi se svida

[J Veoma mi se svida

"1 Umjereno mi se svida

[ Neznatno mi se svida

1 Niti mi se svida niti ne svida
] Neznatno mi se ne svida

1 Umjereno mi se ne svida

[1 Veoma mi se ne svida

(] Izrazito mi se ne svida

Miris

[ Izrazito mi se svida

[J Veoma mi se svida

"1 Umjereno mi se svida

[0 Neznatno mi se svida

[ Niti mi se svida niti ne svida
"] Neznatno mi se ne svida

"1 Umjereno mi se ne svida

"] Veoma mi se ne svida

[1 Izrazito mi se ne svida
Tekstura

[ Izrazito mi se svida

[1 Veoma mi se svida

"1 Umjereno mi se svida

[J Neznatno mi se svida

[J Niti mi se svida niti ne svida
[J Neznatno mi se ne svida

"1 Umjereno mi se ne svida

[J Veoma mi se ne svida

[1 lzrazito mi se ne svida



Sveukupno

] Izrazito mi se svida

[J Veoma mi se svida

1 Umjereno mi se svida

[J Neznatno mi se svida

[ Niti mi se svida niti ne svida
] Neznatno mi se ne svida

"1 Umjereno mi se ne svida

"] Veoma mi se ne svida

[] Izrazito mi se ne svida

Test preferencija

Molim vas da kuSate uzorke s lijeva na desno i rangirate ih od onog kojeg najvise preferirate do

onog kojeg najmanje preferirate (1= preferiram najviSe, 6= preferiram najmanje).

Rang Uzorak  Komentar

1
2
3
4
5
6




IZJAVA O I1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam
koristio/la drugim izvorima, osim onih Kkoji su u njemu navedeni.

[ P Ly
N- Ao




