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1. UvVOD

Bezglutenski kruh je kruh koji je pripremljen od sirovina koje ne sadrze protein gluten. Njegova
fizikalna, senzorska i nutritivna svojstva razlikuju se u odnosu na pS$eni¢ni kruh. U svrhu
poboljsanja tehnoloskih svojstava bezglutenskog kruha primjenjuju se brojni aditivi kao §to su

gume, emulgatori, zelatinizirana brasna, Skrobovi i enzimi.

Osim na primjenu razli¢itih aditiva, novija istrazivanja usmjerena su i na upotrebu brasna
mahunarki u proizvodnji bezglutenskog kruha. Mahunarke predstavljaju vazan izvor proteina,
ugljikohidrata, vitamina, mineralnih tvari i polifenolnih spojeva. Dodatkom brasna mahunarki
moze se poboljsati kvaliteta bezglutenskog kruha — povecati nutritivna vrijednost, poboljsati

fizikalna i senzorska svojstva te produljiti njegovu trajnost.

Dodatak kiselog tijesta takoder moze poboljsati kvalitetu bezglutenskog kruha. Kiselo tijesto
predstavlja slozeni mikrobioloski ekosustav, uglavnom predstavljen bakterijama mlijecne
kiseline i kvascima, ¢ija metabolicka aktivnosti doprinosi pobolj$anju okusa, mirisa, arome,

teksture kruha te produljenju njegove trajnosti.

Na trajnost bezglutenskog kruha utjece veliki udjel vode i Skroba pa su ovi kruhovi posebno
skloni brzom starenju i mikrobioloSkom kvarenju. Kako bi se produljila njihova trajnost, vazno
je pravilno uskladistiti proizvod. Primjenom vakuum hladenja postize se ucinak hladenja
isparavanjem vode izravno iz proizvoda, a karakterizira ga brzina i smanjena mogucnost
kontaminacije plijesnima. Pakiranje u modificiranoj atmosferi temelji se na zamjeni plinova iz
zraka s atmosferom to¢no odredenog sastava. Tako se koli¢ina Oz mijenja razliCitim
kombinacijama CO2 i N2 $to usporava rast mikroorganizama, bakterija i plijesni tijekom

skladiStenja.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati utjecaj dodatka brasna zutog graska, prekursora aromatskih
spojeva, enzima i razli¢itog udjela kiselog tijesta na fizikalna i senzorska svojstva
bezglutenskog kruha. Nakon definiranja optimalnog udjela dodanog kiselog tijesta, cilj je bio
odrediti trajnost polupecenog kruha ohladenog u vakuumu i pakiranog u modificiranoj

atmosferi.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. CELIJAKIJA

Danas je celijakija naj¢e$¢i poremecaj u prehrani na svijetu koji pogada oko 1 % europske
populacije (Mifarro i sur., 2012). Celijakija je steCena i doZivotna bolest tankog crijeva
uzrokovana konzumacijom glutena koji se nalazi u pSenici, je¢mu i razi. Dolazi do oSte¢enja
sluznice tankog crijeva, a zadebljana sluznica ima smanjenu mo¢ apsorpcije §to uzrokuje
malapsorpciju hranjivih tvari. Za sada jedini opéeprihvaceni nacin lijeCenja jest dozivotna

prehrana bez glutena (Barbari¢, 2008).
2.2. BEZGLUTENSKI KRUH

Gluten je protein koji gradi strukturu visokokvalitetnih proizvoda na bazi Zitarica te njegova
zamjena danas predstavlja tehnoloski izazov brojnih industrija. Zahtjevi za zamjenom glutena
i proizvodnjom bezglutenskog kruha rastu s ucestalijom pojavom intolerancije na gluten
(Gallagher i sur., 2004). Gluten je glavni sastojak koji formira strukturu tijesta, odgovoran je
za visko-elasti¢na svojstva istog te doprinosi izgledu i strukturi mnogih pecenih proizvoda.
Vazan je za zadrZavanje plina kako bi se postigao zeljeni volumen i tekstura kruha. Glutenin 1
prolamin su glavne frakcije glutena. Dok prolamin osigurava viskoznost i rastezljivost u tijesta,

glutenin je odgovoran za njegovu elasti¢nost i kohezivnost (Demirkesen i sur., 2010).

Glavni problem pri proizvodnji bezglutenskog kruha je tijesto koje je polutekuce konzistencije
koje ne moze zadrzati plinove nastale tijekom fermentacije pa je nastali kruh zbijene 1 mrvljive
strukture, nepozeljne boje i okusa, smanjenog volumena i brzeg starenja (Torbica i sur., 2010).
Iz navedenih razloga proizvodnja bezglutenskog kruha je poprili¢no zahtjevna. IstraZivanja i
razvoj proizvoda bez glutena ukljucuju primjenu Skroba, enzima, mlijecnih proizvoda, guma
(ksantan guma, guar guma, gume rogaca (LBG), ksantan-guar i ksantan-LBG) te hidrokoloida
i ostalih ne glutenskih proteina kao kvalitetne zamjene za gluten (Demirkesen i sur., 2010).
Dodatak razli¢itih brasna koja ne sadrze gluten (proso, kukuruz, riza, grasak, sirak) te proteini
iz mlijeCnih proizvoda utjeCu na poboljSanu strukturu i svojstva zadrzavanja plina te

istovremeno pobolj$avaju nutritivnu kvalitetu ovih kruhova (Sciarini i sur., 2008).



2.3. MAHUNARKE - SIROVINE ZA PROIZVODNJU BEZGLUTENSKOG KRUHA

Nakon Zitarica, mahunarke su druga najzastupljenija poljoprivredna kultura na svijetu (Curiel i
sur., 2015). Mahunarke su vazan izvor proteina, ugljikohidrata, mineralnih tvari (osobito kalcija
i zeljeza) te vitamina topljivih u vodi, osobito vitamina B skupine (Kauri sur., 2007; De la Hera
i sur., 2012). Sadrze nizak udjel masti te predstavljaju vazan izvor polifenola i imaju visoku
antioksidacijsku aktivnost. Proteini mahunarki bogati su lizinom, ali siromasni
aminokiselinama koje sadrze sumpor, dok je kod Zitarica obrnuto. Zbog toga, kombinacija
zitarica i proteina mahunarki osigurava bolji odnos esencijalnih aminokiselina koji je vrlo vazan

za uravnotezenu prehranu (De la Hera i sur., 2012).

Osim $to mahunarke sadrZe brojne nutritivne spojeve, sadrZe 1 manju koli¢inu antinutritivnih
spojeva. Termickom obradom se koli¢ina dostupnosti nutritivnih spojeva kao i probavljivost
mahunarki povecava, a istovremeno se koli¢ina antinutritivnih spojeva smanjuje. Antinutritivni
spojevi kao §to su tanini, saponini i fitinska kiselina su termostabilni pa se njihov udjel moze

smanjiti prethodnim ljustenjem, namakanjem ili klijanjem (Muzquizi sur., 2012).

U posljednjih 30-ak godina provedena su brojna istrazivanja u kojima je analiziran ucinak
dodatka braSna mahunarki (brasno slanutka, graska, lupine 1 graha) na funkcionalna svojstva

tijesta i kruha (De la Hera i sur., 2012). Na slici 1 prikazani su plodovi mahunarki.

Slika 1. Mahunarke (Anonymous, 2019)

2.3.1. BraSno zutog graSka

Zuti poljski grasak (Pisum sativum L.) je jednogodisnja biljka iz porodice mahunarki i uzgaja
se Sirom svijeta kao hrana za ljude i Zivotinje (Dahl i sur., 2012). Predstavlja jeftin izvor
proteina, §kroba, vlakana, vitamina i minerala (Agboola i sur., 2010). Curiel i suradnici (2015)

odredivali su kemijski sastav brasna mahunarki. Medu svim ispitanim mahunarkama, braSno
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graska sadrzavalo je najveci udjel pepela (4,6 %), vlakana (35,3 %) i visok udjel proteina (19,4
%), Sto je znatno veci udjel proteina u odnosu na zitarice. U svojim istrazivanjima utvrdili su
kako je brasno graska pogodno i za fermentaciju pri ¢emu se moze koristiti samostalno ili kao
dodatak zitaricama u pripremi bezglutenskog kruha. Fermentacijom brasna graska povecava se
koncentracija slobodnih kiselina, topljivih vlakana, ukupnih fenola, kao i antioksidativna
aktivnost te aktivnost fitaze (Curiel i sur., 2015). Zbog niskog glikemijskog indeksa, smatra se
korisnim i u prevenciji i lije¢enju dijabetesa tipa 2. GraSak, kao i druge mahunarke, sadrzi
znacajne koli¢ine rafinoze i oligosaharide koji sadrze galaktozu koji mogu imati prebioticko
djelovanje u debelom crijevu (Dahl i sur., 2012). Osim utjecaja na nutritivna svojstva, dodatak
brasna graSka u proizvodnji kruha moze poboljsati fizikalna i senzorska svojstva budu¢i da
proteini graska smanjuju tvrdo¢u kruha te mogu produljiti njegovu trajnost (Ziobro i sur., 2013).
Novija istrazivanja koja su proveli Chaudhary i suradnici pokazala su da zamjena rafiniranog
pSeni¢nog brasna s cjelovitim brasnom zutog graSka moze znacajno smanjiti emisiju CO2 i
istodobno povecati prehrambenu gusto¢u nekih vegetarijanskih proizvoda kao $to su kruh i

tjestenina (Chaudhary i sur., 2018). Na slici 2 prikazano je brasno zutog graska.

Slika 2. Brasno zutog graska (Anonymous, 2019)

2.4. ZITARICE BEZ GLUTENA ZA PROIZVODNJU BEZGLUTENSKOG KRUHA
2.4.1. Riza 1 rizino brasno

Rizino brasno se sve ¢esce upotrebljava kao zamjena za pSeni¢no brasno pri proizvodnji raznih
pekarskih proizvoda namijenjenih osobama oboljelim od celijakije. Predstavlja najpogodnije
braSno od zitarica za proizvodnju proizvoda bez glutena zbog svog okusa, bijele boje,
probavljivosti i hipoalergijskih svojstava (nizak sadrzaj proteina, natrija, prolamina i prisutnost
lako probavljivih ugljikohidrata) (Gujral i Rosell, 2004). Zbog niskog sadrZaja prolamina i
proteina koji nemaju elasticno-plasti¢na svojstva, prilikom mijeSanja s vodom, proteini rize nisu

u stanju formirati visko-elasti¢no tijesto koje je potrebno za zadrzavanje CO2 proizvedenog
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tijekom pripreme kvasnih proizvoda, Sto dovodi do proizvoda s niskim specificnim
volumenom. Kako bi se rijesio problem zadrzavanja plina i specificnog volumena dodaju se
hidrokoloidi. Najbolje se pokazao dodatak kombinacije hidroksimetilceluloze (HPMC) i
karboksimetilceluloze (CMC) Sto rezultira najboljim zadrZzavanjem plinova 1 najveéim
specificnim volumenom. Takoder, dodatkom enzima kao §to su transferaza i transglutaminaza
poboljsavaju se tehnoloske kvalitete kruha na bazi rize (Rosell i Collar, 2007). Na slici 3

prikazano je rizino brasno.

Slika 3. Rizino brasno (Anonymous, 2019)
2.4.2. Proso i brasno prosa

Proso (Panicum miliaceum L.) predstavlja jednu od rijetkih zitarica koja prirodno ne sadrzi
gluten i slatkog je okusa (Lu i sur., 2009). Brasno prosa smatra se dobrim izvorom
ugljikohidrata (70-74 %), ima visok udjel proteina (12-14 %) te je bogatiji esencijalnim
aminokiselinama od psenice (Kalinova i Moudry, 2006). Sve vrste prosa su lako probavljive
zitarice. SadrZe visok postotak lecitina koji je neophodan za pravilno funkcioniranje Ziv€anog
sustava. Proso je takoder bogato mikronutrijentima kao $to su vitamini B skupine (Pathak,
2013). Zahvaljujuéi sadrzaju antioksidansa, konzumacija prosa djeluje preventivno na nastanak
raka, kardiovaskularnih bolesti, smanjuje rizik od srcanih oboljenja, snizava tlak i razinu

kolesterola (Saleh i sur., 2013). Na slici 4 prikazano je brasno prosa.

S
“

Slika 4. Brasno prosa (Anonymous, 2019)



2.5. PRIMJENA KISELOG TIJESTA U PROIZVODNJI BEZGLUTENSKOG KRUHA

Proizvodnja kruha uz dodatak kiselog tijesta poznata je joS od antickog doba, a danas sve veca
osvijestenost 1 zZelja potrosaca za kvalitetnim kruhom poti¢e pripremu kruha s njegovim
dodatkom. Kiselo tijesto je mjeSavina brasna i vode, fermentirane s bakterijama mlije¢ne
kiseline (BMK) i kvasaca. To je zapravo meduproizvod koji sadrzi metaboli¢ki aktivne kvasce
i BMK (De Vuyst i Neysens, 2005; Moroni i sur., 2009; Mrv¢i¢ i sur., 2011). Varijacije u
procesnim parametrima ukljucujuéi temperaturu, prinos tijesta kao i koliinu 1 sastav starter

kultura odreduju kvalitetu i svojstva kiselog tijesta (Arendt i sur., 2007).

Uobicajeni omjer BMK i kvasaca u kiselom tijestu je oko 100:1. Mikrobioloskim istrazivanjima
otkriveno je viSe od 50 vrsta BMK i viSe od 25 vrsta kvasaca od kojih su Saccharomycesi
Candida najzastupljeniji. Najée$¢e koriStene BMK su vrste iz rodova Lactobacillus,
Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus, Weissella i Leuconostoc (De Vuyst i Vancanneyt,
2007; De Vuyst i Neysens, 2005). BMK su dominantni mikroorganizmi u kiselom tijestu pa
reoloska, senzorska i nutritivna svojstva ovise o aktivnosti BMK. Za razliku od veéine
homofermentativnih vrsta BMK koje su prisutne u fermentiranim proizvodima,
heterofermentativne vrste BMK igraju glavnu ulogu u fermentaciji kiselog tijesta. One su
odgovorne za zakiseljavanje, a kvasci za dizanje tijesta (Corsetti i Settanni, 2007). Fermentacija
i kiseljenje tijesta mogu nastupiti spontano ili dodatkom starter kulture. Tijekom fermentacije
dolazi do metabolicke aktivnosti mikroflore kiselog tijesta te se dogadaju brojne biokemijske
promjene ugljikohidrata i proteina brasna, kao i promjene aktivnosti enzima brasna (Génzle 1
sur., 2007). Mehanizam djelovanja BMK na strukturu tijesta i kruha vrlo je kompleksan i dijeli

se na primarni i sekundarni uéinak zakiseljavanja (Arendt i sur., 2007).

Ovisno o vrsti procesa razlikuju se tri vrste kiselog tijesta: tip I, 11 illl. Tip I (prirodno kiselo
tijesto) nastaje mijesanjem brasna i vode koje fermentira na temperaturi 25-35 °C tijekom 24-
48 h. Stvaranje plina i kiselog okusa znak je pocetka fermentacije, a karakterizira ga konstantno
odrzavanje aktivnosti mikroorganizama. Tip II je u teku¢em stanju, karakterizira ga visoko
iskoriStenje tijesta i pogodno je za industrijsku primjenu. Kiselo tijesto tipa I1I je osuSeno kiselo
tijesto. Proizvodi se s BMK koje su otporne na susenje, a Siroku primjenu pronalazi i u
industrijskoj proizvodnji jer osigurava standardnu kvalitetu krajnjih pekarskih proizvoda
(Mrv¢i€ i sur., 2011).

Dodatak kiselog tijesta u kojem BMK tijekom fermentacije proizvode mlije¢nu i octenu

kiselinu te druge metabolite (alkohol, ester) ima zna¢ajan utjecaj na tehnoloSka, senzorska i
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nutritivna svojstva krusnog tijesta i kruha. Kada se koristi u optimalnim omjerima, kiselo tijesto
moze poboljsati volumen, teksturu, okus, povecati trajnost proizvoda te zastititi kruh od ranog
kvarenja pod utjecajem djelovanja plijesni i bakterija. Proizvodnjom kruha uz dodatak kiselog
tijesta smanjuje se potreba za uporabom aditiva u njegovoj proizvodnji (De Vuyst i Neysens,
2005; Moroni i sur., 2009; Mrv¢ié i sur., 2011). Na slici 5 prikazan je shematski prikaz prednosti

proizvodnje pekarskih proizvoda uz dodatak kiselog tijesta.

KISELO TIJESTO

TEHNOLOSKE MIKROBIOLOSKE
-poboljsanje teksture -antibakterijsko i
-povecanje volumena i antifungalno djelovanje
obradivosti tijesta -produliena trajinost

-produljenje svjezine

_zamjena za aditive ZDRAVSTVENE | NUTRITIVNE

-povecana bioloska razgradivost
minerala, bioaktivnih tvari,
prehrambenih vlakana
-smanjenje alergijskih reakcija na
zitarice

SENZORSKE
-pojacavanje arome
-smanjenje mrvljivosti
-poboljsanje teksture

Slika 5. Prednosti proizvodnje pekarskih proizvoda s dodatkom kiselog tijesta (Mrvc¢ic i sur.,
2011)

2.6. PRODULJENJE TRAJNOSTI KRUHA

Rok trajanja definiran je kao period vremena unutar kojeg ¢e prehrambeni proizvod, skladisten
u preporucenim uvjetima, ostati siguran za potroS$nju, ali i zadrzati svoja poZeljna i
karakteristicna senzorska, kemijska, fizikalna, mikrobioloSka i1 funkcionalna deklarirana
svojstva. Tradicionalne metode za odredivanje roka trajanja ukljucuju skladiStenje proizvoda
pri razli¢itim temperaturama i odredivanje kvarenja mikrobioloskim ili senzorskim metodama
(Jalilzadeh i sur., 2015; Gali¢ i sur., 2009). Sa sigurnosnog i senzorskog stajaliSta, Cetiri glavna
¢imbenika koja mogu ograni€iti rok trajanja su formulacija, obrada, pakiranje 1 uvjeti
skladiStenja. Opcenito, pravilno uskladiStena lako kvarljiva hrana ima rok trajanja do 14 dana

koji je uvjetovan mikrobioloSkim kvarenjem i biokemijskim propadanjem (Gali¢ i sur., 2009).



Starenje kruha je proces kemijskih i fizikalnih promjena koje ukljucuju preraspodjelu vlage,
susenje, retrogradaciju Skroba, gubitak okusa i arome (Kotsianis i sur., 2002). Mnogi
komercijalno dostupni bezglutenski kruhovi su slabije kvalitete i krac¢eg roka trajanja od onih

koji sadrze gluten.

Mlijecni proteini su funkcionalni sastojci koji se danas sve ceS¢e ugraduju u brojne
prehrambene proizvode u svrhu poboljsanja kvalitete 1 produljenja roka trajanja (Gallagher i
sur., 2003). Osim mlije¢nih proteina, dodatak hidrokoloida kao $to su HPMC, CMC, guarguma,
karagenan, ksantan i glukan u bezglutenskom kruhu povecavaju viskoznost tijesta te tako
doprinose zadrzavanju razvijenih plinova. Isto tako, oni produljuju trajnost i pozitivno utjecu

na sveukupnu strukturu i teksturu kruha (Anton i Artfield, 2008).

U svrhu produljenja trajnosti,u pekarskoj industriji provodi se modernizacija pogona te
razvijaju novi ambalaZzni materijali za pakiranje proizvoda. Jedan od novijih nacina koji se
danas koristi za pakiranje prehrambenih proizvoda je pakiranje u modificiranoj atmosferi
(MAP). Pakiranjem u MAP-u se zna¢ajno moze produziti rok trajanja prehrambenih proizvoda

mijenjanjem relativnih udjela atmosferskih plinova (Kotsianis i sur., 2002).
2.6.1. Pakiranje u modificiranoj atmosferi

U usporedbi s tradicionalnim na¢inom pakiranja, MAP nudi brojne prednosti, a mogu se
pakirati rashladene, niskokalori¢ne, lako kvarljive te minimalno procesirane namirnice
(Gutierrez i sur., 2011; Kotsianis i sur., 2002). Metoda pakiranja u modificiranoj atmosferi
temelji se na zamjeni plinova iz zraka s atmosferom plinova to¢no odredenog sastava. Vrsta
plinova 1 omjer plinova u pakovini ovise o brojnim ¢imbenicima kao §to su stopa propusnosti
plinova (CO2 i Oy), temperatura skladistenja, udjel vlage u proizvodu, tip proizvoda te njegova
tezina (Rodrigez-Aguilera i Oliveira, 2009). Uporaba MAP-a smatra se alternativnom metodom
Cuvanja, a nekoliko studija pokazalo je kako zamjena O razli¢itim koncentracijama CO2 i N2
u pakovini koja se ¢uva u hladnjaku usporava rast aerobnih mikroorganizama, plijesni, kvasaca
i proteolitickih bakterija. Glavni faktor koji ogranicava rok trajanja pekarskih proizvoda je rast
plijesni. Tako se npr. rast plijesni moze ucinkovito kontrolirati s dodatkom CO2 i niskom
razinom Oz (manje od 1 %) te tako produljiti rok trajanja proizvoda (Gutierrez i sur., 2011;
Gali¢ 1 sur., 2009). Medutim, visoka topljivost CO2 moze dovesti do promjene okusa i
narusavanja ambalaze, ali se ovi problemi mogu lako prevladati uporabom N2. Dodatni problem
je Sto aerobno kvarenje moze nastati ¢ak i kod vrlo malog ostatka O (zrak koji ostaje u hrani,

lose ispiranje plina) (Rodrigez-Aguilera i Oliveira, 2009).



2.6.2. Vakuum hladenje

Vakuum hladenje je brza metoda hladenja pri kojem se porozni proizvod koji sadrzi slobodnu
vodu hladi njenim isparavanjem pod snizenim tlakom. Vakuum hladenje se upotrebljava kao
ucinkovita metoda za prethladivanje proizvoda u svrhu produljenja roka trajanja. Primjenjuje
se za razne proizvode—meso, ribu, voce i povrée, pekarske proizvode. Brzina i u¢inkovitost su
glavne prednosti vakuum hladenja u usporedbi s konvencionalnim (Wang i Sun, 2001).
Vakuum hladenje pekarskih proizvoda obi¢no se odvija u temperaturnom rasponu od 98 do 30
°C §to rezultira gubitkom oko 1 % mase za pad temperature od 10 °C, dok je kod
konvencionalnog hladenja uobiCajeni gubitak mase od 3-5 %. Raspodjela vlage u vakuum
hladenom kruhu je ravnomjernija $to je kljucno za produljenje roka trajanja pecenih proizvoda.
Nadalje, proizvod se hladi u sterilnom vakuum okoliSu pa je smanjena moguénost

kontaminacije plijesnima (Wang i Sun, 2001; McDonald i Sun, 2000).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj dodatka braSna zutog graska, prekursora aromatskih spojeva
i enzima te kiselog tijesta na fizikalna svojstva, senzorska svojstva i trajnost bezglutenskog
kruha.

Bezglutenski kruh pripremljen je prema 4 razlicite recepture. Recepture za pripremu kruha
razlikovale su se s obzirom na dodatak brasna graska, prekursora aromatskih spojeva, enzima i

udjel dodanog kiselog tijesta. U tablici 1 se nalazi opis pripremljenih kruhova.

Tablica 1. Opis pripremljenih kruhova

Brasno Zutog Prekursori aromatskih spojeva Udjel kiselog
Uzorak o N
graska I enzimi tijesta
0-G - - -
10 % KT + + 10 %
20 % KT + + 20 %
30 % KT + + 30 %

Navedeni kruhovi pripremljeni su tehnologijom direktnog pecenja te im je odreden specifi¢ni
volumen, boja kore i sredine, tekstura sredine i senzorska svojstva. Na temelju rezultata

provedenih analiza definiran je optimalni udjel kiselog tijesta za pripremu kruha.

Kruhu 0-G i kruhu s optimalnim udjelom kiselog tijesta odredena je trajnost. Navedeni kruhovi
su proizvedeni tehnologijom polupecCenja, ohladeni uz primjenu vakuuma, zapakirani u
modificiranoj atmosferi te skladiSteni 30 dana pri 20 °C 1 relativnoj vlaznosti zraka 50 %.
Analiza trajnosti provedena je 1., 5., 10., 15., 20., 25. 1 30. dan skladiStenja, a ukljucivala je
odredivanje specificnog volumena, boje kore i sredine, teksture sredine, mikrobioloske

ispravnosti te sastava atmosfere u pakovini.

3.1. PRIPREMA KRUHA

3.1.1. Materijali

Sirovine

e Brasno zutog graSka (Fuszerhaz, Madarska)

e Integralno rizino brasno (Advent, Hrvatska)
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e Integralno brasno prosa (Werz, Njemacka)

e Kukuruzni ekstrudat (NaSe klasje, Hrvatska)

e Kukuruzni §krob (Agrana, Austrija)

e Bjelanjak u prahu (Elcon- Prehrambeni proizvodi d.o.o., Hrvatska)

e HidrokoloidiWellence Gluten Free 47129 i Methocell K4AM Food Grade (The Dow
Chemical Company, SAD)

¢ Voda (vodovodna voda)

¢ Sitna morska sol (Solana Pag, Hrvatska)

e Konzumni bijeli Secer (Viro d.d., Hrvatska)

e Suhi instant kvasac (Kvasac d.o.0., Hrvatska)

e PrasSak za pecivo (Podravka, Hrvatska)

e Biljna mast (Zvijezda, Hrvatska)

e Emulgator MONO 40 (Juchem, Njemacka)

e L+ arginin (98,5-101 %, Fischer Scientific, SAD)

e L-prolin (> 99 %, AcrosOrganics, Belgija)

e D+ fruktoza (99 %, AcrosOrganics, Belgija)

e Fungalnaproteaza (Bio-cat, 500 000 HUT g*,SAD)

Uredaji i oprema

Tehnicka vaga (Kern PLB 2000-2, Njemacka)
e Plamenik

e Autoklav (Sutjeska 1-62-161, Srbija)

e Vodena kupelj (Stuart SBS40, Velika Britanija)
o Vorteks (IKA MS3 basic, Hrvatska)

e Centrifuga (Rotina35, Njemacka)

e Termostat (Memmert 100- 800, Hrvatska)

e Analiticka vaga (KERN ALS 220-4N, Njemacka)
e Rucni mikser (Tefal, Francuska)

e Stolni mikser (Electrolux, Svedska)

e pH-metar (Testo, Njemacka)

e Fermentacijska komora (Weisheu, Njemacka)

e Etazna pe¢ (Weisheu, Njemacka)
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e Zapisiva¢ podataka OM-CP-PH 101 (Omega Engineering, UK)

e Klima komora za ¢uvanje uzoraka (Memmert HPP 110, Njemacka)

e Uredaj za pakiranje u modificiranu atmosferu (Dorado, Besser, Italija)
e Vakuum pumpa (LVS 105 T-10 ef, IlmvacGmbh, Njemacka)

e Vredice za pakiranje u MAP (Dora-Pak d.o.0. , Hrvatska)

e Vakuum komora s dvostrukim plastem (CC 515, Huber, Njemacka)

e Laboratorijske case

o Silikonski kalupi

e Sterilne tikvice, epruvete, Petrijeve ploce, pipete

e Staklene boce, stakleni Stapi¢, metalna Spatula

Kemikalije

e Bakterijska kultura Lactobacillus brevis DSM 20054 (DSMZ, Njemacka)

e MRS bujon: homogenizirano je 55,2 g suhe podloge MRS BROTH with tween 80
(Biolife, Italija) u 1 L hladne destilirane vode, zagrijavano uz mijesanje dok se podloga
nije otopila te je potom po 200 mL preliveno u staklene boce i sterilizirano u autoklavu
(15 minuta pri 121 °C)

e MRS agar: homogenizirano je 70,2 g suhe podloge MRS AGAR with tween 80 (Biolife,
Italija) u 1 L hladne destilirane vode, zagrijavano uz mijeSanje dok se podloga nije
otopila te je potom po 200 mL preliveno u staklene boce i sterilizirano u autoklavu (15
minuta pri 121 °C)

e Sterilni zrak (Messer Croatia plin d.o.0, Hrvatska)

e 96 % etanol (Kefo, Hrvatska)

3.1.2. Priprema starter kulture

3.1.2.1. Propagacija bakterija mlijecne kiseline

Bakterijska kultura Lactobacillus brevis DSM 20054 ¢uvana je u suspenziji 25 % glicerola pri
-18 °C. Neposredno prije nacjepljivanja, bakterijska kultura je odmrznuta i homogenizirana te
je 0,1 mL kulture nacijepljeno u 10 mL MRS bujona predgrijanog na 30 °C. Epruveta s

necijepljenom kulturom inkubirana je 24 + 2 sata pri 30 °C + 1 °C (faza 1). Nakon inkubacije
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je u sterilnim uvjetima po 1 mL tekuce podloge s poraslom bakterijskom kulturom iz faze 1
prenesen u tri epruvete s 10 mL MRS bujona predgrijanog na 30 °C. Epruvete s necijepljenom
kulturom inkubirane su 24 + 2 sata pri 30 £ 1 °C (faza 2). Porasla bakterijska kultura iz faze 2
je u sterilnim uvjetima nacijepljena u 200 mL MRS bujona predgrijanog na 30 °C. Nacijepljena

podloga inkubirana je 72 + 2 sata pri 30 = 1 °C (faza 3).

Nakon zavr$ene inkubacije u fazi 3, MRS bujon s poraslom biomasom je centrifugiran pri 4000
RPM tijekom 10 minuta. Biomasa je isprana dva puta s 50 mL sterilne vode nakon ¢ega je

resuspendirana u 100 mL sterilne vode.

3.1.2.2. Odredivanje broja zivih stanica bakterija mlijecne kiseline

U Petrijevu zdjelicu nacijepljen je 1 mL decimalnog razrjedenja suspenzije biomase te je
zaliven s 15 mL otopljenog MRS agara. Sadrzaj Petrijevih plo€a je pazljivo homogeniziran
rotacijom po radnoj povrsini. Nakon §to se prvi sloj agara ukrutio, na njega je izliven drugi sloj
MRS agara kako bi se osigurali anaerobni uvjeti za rast bakterija. Plo¢e su inkubirane pri 30 °C
tijekom 72 sata. Analiza je provedena na 3 decimalna razrjedenja u 2 ponavljanja. Nakon
inkubacije su prebrojane porasle kolonije (engl. ColonyFormingUnits, CFU) na plo¢ama te je

krajnji rezultat izrazen kao srednja vrijednost ocitanih ploca.

3.1.3. Priprema kiselog tijesta
U tablici 2 se nalazi receptura za pripremu kiselog tijesta.

Tablica 2. Receptura za pripremu kiselog tijesta ovisno o postotku dodatka kiselog tijesta u

kru$ni zamjes

Sirovina Udjel (%)
Integralno riZino brasno 20
Integralno proseno brasno 7,5
Brasno Zutog graska 12,5
Voda 60
Arginin 0,1
Proteaza (na masu proteina u kiselom tijestu) 0,25

Inokulum bakterijske kulture Lactobacillus brevis DSM 20054 iznosio je oko 10° CFU g*

tijesta na pocetku fermentacije. Sve sirovine homogenizirane su pomocu ru¢ne mijesalice i
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stavljene na fermentaciju u zatvorenoj posudi pri 37 °C tijekom 16 sati. pH vrijednost kiselog

tijesta izmjerena je na pocetku i na kraju fermentacije.
3.1.4. Priprema zamjesa

U ovom radu koriStene su 4 recepture za pripremu krusnog tijesta. Recepture za pripremu

krusnog tijesta prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. Receptura za pripremu krusnog tijesta

Sirovine Udjel sirovina izraZzen na masu brasna (%)
0-G 10 %, 20 %, 30 % KT

Integralno rizino brasno 65 40
Kukuruzni skrob 15 15
Integralno proseno bras$no 15 15
Brasno zutog graska 0 25
Kukuruzni ekstrudat 5 5

Biljna mast 3 3
Hidrokoloidi Wellence 0,5 0,5
Hidrokoloidi Methocell 15 15

Sol 1,8 1,8
Prasak za pecivo 3 3
Emulgator MONO 40 0,5 0,5

Seéer 2 2
Kvasac 1,6 1,6

Voda 115 115
Bjelanjak u prahu 10 10

Prolin - 0,1
Fruktoza - 1

Kiselo tijesto je dodavano u iznosu od 10 %, 20 % ili 30 % na ukupnu masu tijesta.

Suhi sastojci za pripremu kruSnog tijesta homogenizirani su pomocu stolne mijesalice.
Istovremeno su kvasac i Se¢er pomijesani u vodi predgrijanoj na 35 °C (masa vode =7 X masa
kvasca) stavljeni na predfermentaciju u fermentacijsku komoru tijekom 10 minuta pri 35 °C i
85 % relativne vlaznosti zraka. Nakon zavrSene predfermentacije, suhim sastojcima dodana je

otopljena biljna mast, kvasac i kiselo tijesto (za uzorke koji sadrze kiselo tijesto). Smjesa je
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zatim mijeSana 3 minute na brzini 1 uz dodatak ostatka vode. MijeSanje je nastavljeno na brzini
3 1,5 minuta, nakon ¢ega je dodan prethodno umuceni bjelanjak (15 sekundi na brzini 1,45
sekundi na brzini 4,30 sekundi na brzini 5). Nakon dodatka bjelanjka, smjesa je mijeSana 1
minutu na brzini 1, zatim promijeSana lopaticom i mijeSana mikserom jo$ 1 minutu na brzini 1.
Po 100 g krusnog tijesta odvagano je u silikonske kalupe te je tijesto stavljeno na fermentaciju
pri 35 °C i 85 % relativne vlaznosti, tijekom 45 minuta za uzorke s dodatkom kiselog tijesta,
odnosno 50 minuta za uzorke bez dodatka kiselog tijesta. U tablici 4 prikazani su uvjeti

direktnog pecenja i uvjeti polupecenja i dopecenja kruha.

Tablica 4. Uvjeti pecenja kruha

Parametar Direktno pecenje Polupecenje Dopecenje
Temperatura predgrijavanja 250 °C 250 °C 230 °C
Temperatura pecenja 230 °C 230 °C 200 °C
Vrijeme pecenja 15 minuta 10 minuta 12 minuta
Naparavanje 100 mL 100 mL -

Kruh se nakon direktnog pecenja i dopecenja hladio 1,5 sati na sobnoj temperaturi nakon ¢ega

je slijedila analiza kruha.

Polupeceni kruh hladen je u vakuum komori do postizanja temperature 20 °C u sredini kruha.
Pri vakuum hladenju je temperatura okoline u vakuum komori iznosila -12 °C, a minimalni

postignuti tlak 30 mbar. Vakuum hladenje je trajalo oko 10 minuta.

Nakon hladenja je povrSina kruha poSpricana 96 % etanolom te je kruh zapakiran u dvoslojne
poliamid/polietilen vrec¢ice (PA/PE) uz upuhivanje modificirane atmosfere (70 % CO2i 30 %
N2) i termozavarivanje. Vreéice s kruhom pohranjene su u klima komoru pri temperaturi 20 °C
i relativnoj vlaznosti zraka 50 %. Na slici 6 nalazi se polupeceni kruh pakiran u modificiranoj

atmosferi.
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Slika 6. Polupeceni kruh zapakiran u nepropusnu vreéicu s modificiranom atmosferom

(vlastita fotografija)

3.2. ANALIZE KRUHA

3.2.1. Materijali

Uredaji i oprema

Tehnicka vaga (Kern PLB 2000-2, Njemacka)

Kolorimetar (Konica Minolta, Japan)

Analizator teksture TA.HD.Plus (Stable Micro Systems, Velika Britanija)
Rezalica (R504N/01 tip AS8ST, Gorenje, Slovenija)

Male staklene bocice, kartonski tanjuri 1 male plasti¢ne ¢aSe za pripremu asocijacija
Magnetska mijesalica (IKA, SAD)

Plinski analizator (OXIBABY 6.0 O2/CO», Wittgass, Witten, Njemacka)
Elektri¢ni grijac

Sterilne Erlenmeyerove tikvice, 250 mL

Sterilne epruvete, pipete, Petrijeve ploce

Plamenik

Vorteks (IKA MS3 basic, SAD)

pH metar (Jenway 3510,UK)

Staklene boce, 250 mL
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Kemikalije

e Plate Count Agar (PCA): homogenizirano 5 g triptona (Biolife, Italija), 2,5 g ekstrakta
kvasca (Biolife, Italija), 1 g D(+)glukoze (Fluka, Svicarska) i 15 g agara (Liofilchem,
Italija) u 1 L hladne destilirane vode, zagrijavano uz mijeSanje dok se podloga nije
otopila te je potom po 200 mL preliveno u staklene boce i sterilizirano u autoklavu (15
minuta pri 121 °C)

e Yeast Malt Agar (YM): homogenizirano 21 g suhe podloge Yeast Malt Broth
(Sigma,Njemacka) i 21 g agara (Liofilchem, Italija) u 1 L hladne destilirane vode,
zagrijavano uz mijesanje dok se podloga nije otopila te je potom po 200 mL preliveno
u staklene boce i sterilizirano u autoklavu (15 minuta pri 121 °C)

¢ Cikloheksimid (Sigma,Njemacka)

3.2.2. Specifi¢ni volumen kruha

Volumen kruha odreden je prema standardnoj metodi AACC 10-05.01 nasipanjem uljane repice
(AACC, 2000). Kruh je izvagan nakon 1,5 sati hladenja. Analiza je provedena u 4 ponavljanja

za svaki uzorak. Specifiéni volumen izraZen je kao omjer volumena i mase kruha (mL g?).
3.2.3. Boja sredine i kore kruha

Boja kore i sredine kruha odredena je pomocu kolorimetra (Spectrophotometer CH-3500 D,
Konica Minolta, Japan). Uzorak (gornja kora kruha ili dvije $nite kruha debljine 12,5 mm) je
postavljen na otvor kolorimetra promjera 30 mm i poklopljen kutijom te je pomocu racunalnog
programa (Spectramagic NX, Konica-Minolta, Japan) odredena refleksija uzoraka. Rezultati
odredivanja boje prikazani su pomocu parametara L*, a* i b*. Prema CIELAB (Commission
Internationale de 1’Eclairage’s) sustavu boja, vrijednost L* je aproksimativna mjera svjetlosti,
odnosno svojstvo prema kojem se odredena boja moZe smatrati jednakom boji izmedu bijele
(100) i crne (0) (Granato i Masson, 2010). Pozitivna vrijednost parametra a* predstavlja crvenu
boju, a negativna zelenu boju. Pozitivna vrijednost parametra b* predstavlja zutu boju, a
negativna plavu boju (Pathare i sur., 2012). Analiza boje kore kruha provedena je u 4 ponavljanja,

a boje sredine kruha u 12 ponavljanja za svaki uzorak.
3.2.4. Odredivanje teksture sredine kruha

Tekstura sredine kruha odredena je pomocu analizatora teksture TA.HD plus (Stable Micro
Systems, Velika Britanija), uz primjenu TPA testa (engl. Texture Profile Analysis) s
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dvostrukom kompresijom. Pri mjerenju je koriStena aluminijska sonda promjera 25 mm i uteg
opterecenja od 5 kg. Analiza je provedena pri sljede¢im uvjetima: brzina sonde prije, tijekom i
nakon testa 2 mm/s, naprezanje (strain) 50 %, vrijeme testa 30 s, snaga okidaca (triggerforce)
20 g. Analiza teksture provedena je nakon 1,5 sati hladenja kruha. Neposredno prije analize,
kruh je narezan na Snite debljine 12,5 mm pomocu rezalice (R504N/01 tip AS8ST, Gorenje,
Slovenija) te je nozem uklonjena kora. Pri analizi su na stalak analizatora teksture su stavljene
dvije $nite kruha, ¢ime je postignuta ukupna debljina kruha od 25 mm. Mjerenje je za svaki
uzorak provedeno u 6 ponavljanja. Rezultati analize obradeni su pomocu programa Texture
Exponent 32 (Stable Micro Systems, Velika Britanija) i izraZzeni kao tvrdoca, elasti¢nost,

rezilijencija, kohezivnost i zvakljivost sredine kruha.
3.2.5. Senzorska analiza

Senzorska analiza je provedena u Laboratoriju za kontrolu kvalitete u prenrambenoj industriji
opremljenom za senzorska analize. Senzorska analiza obuhvacala je deskriptivnu analizu
mirisa, okusa i arome te izgleda i teksture kruha. U tablici 5 prikazane su demografske
karakteristike sudionika senzorskih analiza. U analizu su bili uklju€eni uzorci direktno pecenog
kruha 0-G, 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT.

Tablica 5. Demografske karakteristike sudionika senzorskih analiza

Deskriptivna | Deskriptivna Deskriptivna Hedonisti¢ka analiza
analiza mirisa | analiza okusai | analiza izgleda i I nizanje po
arome teksture preferenciji
Ukupno 14 panelista 15 panelista 14 panelista 58 potrosaca
sudionika
Spol 13 Zena 14 Zena 13 Zena 48 Zena
1 muskarac 1 muskarac 1 muskarac 10 muskaraca
Dob 269.-56 4. 26 9. -56 g. 26 9. -56 g. 249.-619¢.

3.2.5.1. Senzorska analiza mirisa kruha

Analiza je provedena izmedu 13 1 14 sati. Od panelista je prije senzorske analize uzoraka
trazeno da se prisjete atributa mirisa 1 njihovih intenziteta. Asocijacije za atribute mirisa
pripremljene su neposredno prije senzorske analize, a opis pripreme i pripadajuéi intenziteti

nalaze se u tablici 6.
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Tablica 6. Prikaz pripremljenih asocijacija za atribute mirisa i pripadajucih intenziteta

Mirisni atribut Asocijacija Intenzitet
Po svjeze pecenom kruhu | Kora svjeze pecenog kruha 10/10
Po kvascu 5 %-tna otopina svjezeg kvasca 10/10
Po sirovom tijestu Tijesto za pripremu kruha 10/10
Po kukuruzu 20 %-tna otopina kukuruzne krupice u toploj vodi 9/10
Po kikirikiju Oljusteni kikiriki 8/10
Po grasku \Z/g;i/o-tna otopina brasna zutog graska u toploj 10/10
Po przenom Seceru Karamelizirani Secer 7/10
Po kokicama Svjeze kokice 10/10
Po kiselom tijestu Kiselo tijesto 10/10
Po kuhanoj rizi 20 %-tna otopina riZe u toploj vodi 10/10
Po masnom Zagrijana biljna mast 9/10
Po zagorenom Izgoreni pSeni¢ni kruh 8/10

Panelistima su u Petrijevim zdjelicama posluzena 4 uzorka sredine kruha i 4 uzorka kore kruha
oznaCena troznamenkastim kodovima te Casa sa zrncima kave za ,,odmaranje* olfaktornih
receptora. Test kojeg su panelisti ispunjavali sastojao se od dva dijela: deskriptivnog testa i
hedonistickog testa. U deskriptivnom dijelu testa se od panelista trazilo da na ljestvici od 0 do
10 ocijene intenzitet mirisnih atributa (0 izostanak intenziteta mirisa, a 10 najjaci intenzitet
mirisa), s mogucénoscu izrazavanja ocjene intenziteta na jednu decimalu. Kod hedonisti¢kog
dijela testa trazilo se od panelista da ocijene svidanje mirisa uzoraka na skali od 1 do 9, pri
¢emu je opis ocjena bio definiran (1-izrazito mi se ne svida, 5—niti mi se svida, niti mi se ne
svida, 9—izrazito mi se svida), s mogu¢nosc¢u izrazavanja ocjene cijelim brojem. Primjer testa

nalazi se u prilogu 7.1, a na slici 8 je prikazan primjer postavljene senzorske analize mirisa.
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Slika 8. Primjer postavljene senzorske analize mirisa (vlastita fotografija)

3.2.5.2. Senzorska analiza okusa i arome kruha

Analiza je provedena izmedu 13 1 14 sati. Od panelista je prije senzorske analize uzoraka

trazeno da se prisjete atributa arome, okusa i njihovih intenziteta. Asocijacije za okuse i atribute

arome pripremljene su neposredno prije senzorske analize, a opis pripreme i pripadajuci

intenziteti se nalaze u tablici 7.

Tablica 7. Prikaz asocijacija za okus i aromu i intenzitet (Kova¢, 2017)

ATRIBUT | DEFINICIJA ASOCIJACIJA INTENZITET
Slatko Osnovni okus Saharoza 2,5/10
9 Slano Osnovni okus Natrijev klorid 2,5/10
é Kiselo Osnovni okus Limunska kiselina 2,5/10
Gorko Osnovni okus Kofein 2,5/10
Sveukupna aroma
Sveukupna ovezarlloa s kiselim
kisela P ey ) Kefir 4/10
(mlijecno, citrusno,
aroma S .
jabucno, octeno kiselo)
Mlijec Aroma povezana s .
Jecnd .p . Rastopljeni maslac 10/10
aroma rastopljenim maslacem
Tijesto V 4711 atotia nepetenog Sirovo tijesto 10/10
< tijesta
= % sviezeo k
Q| Kvasac Aroma kvasca 3% svjezeg kvasca 6/10
< u vodi
Riza Aroma kuhane rize Kuhana riza 2/10
Kuhana kukuruzna
Kukuruz Aroma kuhanog kukuruza . 6/10
Krupica
y L sk . .
Zitarice agan,a’ SV rOt,)aSta aroma Kuhana tjestenina 7/10
kuhanih zitarica
209 N sk
Grasak Graskasta, zelena aroma u(z/o/:)j ;brasna graska 10/10
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Tablica 7. Prikaz asocijacija za okus i aromu i intenzitet- nastavak

Zro graska sirovo 7/10
Orasasto Orasasta aroma kikirikija | Kikiriki, oljusteni 8/10
Aroma povezana sa suhim,
$nj zatvorenim prostorima .
PraSI}Jz.l.V o P Stara knjiga® 8/10
zagusljivo | (tavan, ormar), stara
< knjiga
@ | Kokice roma svjeze peeet Kokice 7110
< kokica
Peceno Smeda aroma pecenog Prepecenac 10/10
Aroma povezana s . .
Masno 0 _a P Biljno ulje 10/10
masnim
Uzeglo Aroma uzeglog ulja Uzeglo ulje 9/10
Svjezi Aroma svjeze pecenog Kora i sredina svjezeg
Ly 10/10
kruh pSeni¢nog kruha kruha

* Nije bilo pripremljene asocijacije

Panelistima su posluZena 4 uzorka kruha oznacena troznamenkastim kodovima i ¢asa s vodom.

Test kojeg su panelisti ispunjavali sastojao se od dva dijela: deskriptivnog testa i hedonisti¢kog

testa. U deskriptivnom dijelu testa se od panelista traZilo da na ljestvici od 0 do 10 ocijene

intenzitet okusa 1 atributa arome (0 izostanak intenziteta, a 10 najjaci intenzitet), s mogu¢noscu

1zraZzavanja ocjene intenziteta na jednu decimalu. Kod hedonistickog dijela testa trazilo se od

panelista da ocijene svidanje okusa i arome uzoraka na ljestvici od 1 do 9, pri Cemu je opis

ocjena bio definiran (1-izrazito mi se ne svida, 5-niti mi se svida, niti mi se ne svida, 9—izrazito

mi se svida), s moguc¢noscu izrazavanja ocjene cijelim brojem. Primjer testa nalazi se u prilogu

7.2, anaslici 9 je prikazan primjer postavljene senzorske analize.
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Slika 9. Primjer postavljene deskriptivne i hedonisti¢ke senzorske analize okusa, arome,

izgleda i teksture kruha (vlastita fotografija)

3.2.5.3. Senzorska analiza izgleda i teksture kruha

Panelistima su posluzena 4 uzorka kruha oznacena troznamenkastim kodovima i ¢asa s vodom.
U deskriptivnom testa se od panelista trazilo da na ljestvici od 0 do 10 ocijene intenzitet
svojstava izgleda i teksture kruha (0 izostanak intenziteta, a 10 najjaci intenzitet), s moguénoséu
izraZavanja ocjene intenziteta na jednu decimalu. Primjer testa nalazi se u prilogu 7.3, a na slici

9 je prikazan primjer postavljene senzorske analize.

3.2.5.4. Hedonisticka senzorska analiza sveukupnog dozivljaja kruha i test nizanja po
preferenciji

U hedonisti¢koj senzorskoj analizi sveukupnog dozivljaja kruha 1 testu nizanja po preferenciji
sudjelovalo je ukupno 58 potroSaca (studenti i zaposlenici Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta). U hedonisti¢kom testu je od potrosaca trazeno da, s obzirom sveukupni doZivljaj,
ocijene kruh na ljestvici od 1 do 9, pri ¢emu je opis ocjena bio definiran (1—-izrazito mi se ne
svida, 5—niti mi se svida, niti mi se ne svida, 9—izrazito mi se svida), s moguénosc¢u izraZzavanja
ocjene cijelim brojem. U testu nizanja po preferenciji je od potrosaca ocekivalo da s obzirom
na preferenciju nanizu kruhove na ljestvici od 1 do 4, pri ¢emu je 1-najviSe preferiram,a 4—
najmanje preferiram. Primjer testa nalazi se u prilogu 7.4, a na slici 9 je prikazan primjer

postavljene senzorske analize.
3.2.6. Metoda odredivanja sastava atmosfere

Sastav atmosfere u pakiranju odreden je pomocu plinskog analizatora (OXIBABY 6.0 O2/COx,

Wittgass, Witten, Njemacka). Tankom iglom uredaja probusena je pakovina te nakon par
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sekundi na zaslonu o¢itan udjel O2i CO.. Analiza sastava atmosfere u pakovini provedena je u

4 ponavljanja za svaki uzorak.
3.2.7. Mikrobioloska analiza polupecenog kruha

MikrobioloSka analiza polupecenog kruha obuhvacala je odredivanje aerobnih mezofilnih
bakterija, aerobnih sporogenih bakterija te kvasaca i plijesni. Osim mikrobiolo$ke analize
polupecenog kruha, svaki dan skladiStenja proveden je i vizualni pregled polupecenog kruha

kako bi se utvrdio vidljivi porast plijesni.

3.2.7.1. Priprema uzorka

U sterilnu Erlenmeyerovu tikvicu izvagano je 10 g uzorka, dodano je 90 mL sterilne vode te je
uzorak stavljen na homogenizaciju na magnetskoj mijesalici tijekom 20 minuta, uz brzinu

mijeSanja 3. Pripremljena suspenzija koriStena je za pripremu decimalnih razrjedenja.

3.2.7.2. Odredivanje kvasaca i plijesni

Na Petrijevu plo¢u za odredivanje plijesni prethodno dodana je 1 kap 1 % oksitetraciklina za
sprjeCavanje rasta bakterija, zatim je nacijepljen 1 mL odredenog decimalnog razrjedenja
suspenzije uzorka te je zaliven s 15 mL otopljene YM hranjive podloge. Sadrzaj Petrijevih ploca
pazljivo je homogeniziran rotacijom po radnoj povrsini. Plo¢e su inkubirane pri 25 °C tijekom
120 sati. Analiza je provedena na 3 decimalna razrjedenja u 2 ponavljanja. Nakon inkubacije
prebrojane su porasle kolonije na plo¢ama te je krajnji rezultat izrazen kao srednja vrijednost

o¢itanih ploca (ICC 139, 1986).

3.2.7.3. Odredivanje aerobnih mezofilnih bakterija

Na Petrijevu plocu u koju je prethodno dodana 1 kap cikloheksimida je nacijepljen 1 mL
odredenog decimalnog razrjedenja suspenzije uzorka te je zaliven s 15 mL otopljene PCA
hranjive podloge. SadrZzaj Petrijevih plo¢a pazljivo je homogeniziran rotacijom po radnoj
povrsini. Plo¢e su inkubirane pri 30 °C tijekom 72 sata. Analiza je provedena na 3 decimalna
razrjedenja u 2 ponavljanja. Nakon inkubacije prebrojane su porasle kolonije na plo¢ama te je

krajnji rezultat izrazen kao srednja vrijednost o¢itanih ploc¢a (ICC 125, 1978).
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3.2.7.4. Odredivanje sporogenih bakterija

U sterilnu epruvetu preneseno je 10 mL suspenzije uzorka koja je zagrijavana pri 80 °C tijekom
10 minuta. Vrijeme zagrijavanja je mjereno od trenutka postizanja 80 °C u epruveti. Po
zavrSetku zagrijavanja sadrzaj epruvete ohladen je pod mlazom vode na sobnu temperaturu.
Dobivena suspenzija koristena je za pripremu decimalnih razrjedenja. Na Petrijevu plo¢u na
koju je prethodno dodana 1 kap cikloheksimida nacijepljen je 1 mL odredenog decimalnog
razrjedenja suspenzije uzorka te je zaliven s 15 mL otopljene PCA hranjive podloge. Sadrzaj
Petrijevih ploca pazljivo je homogeniziran rotacijom po radnoj povrsini. PloCe su inkubirane
pri 30 °C tijekom 72 sata. Analiza je provedena na 3 decimalna razrjedenja u 2 ponavljanja.
Nakon inkubacije prebrojane su porasle kolonije na plo¢ama te je krajnji rezultat izrazen kao

srednja vrijednost o¢itanih ploca (ICC 144, 1986).

3.3. ODREDIVANJE KEMIJSKOG SASTAVA SIROVINA I KRUHA

3.3.1. Priprema uzorka kruha za analizu

Uredaji i oprema
e Laboratorijski mlinac (Adler, Poljska)

e Tehnicka vaga (Kern PLB 2000-2, Njemacka)

Uzorak kruha pripremljen je za analizu kemijskog sastava prema standardnoj metodi AACC
62-05 (AACC, 1961). Kruh je narezan na sitne kockice debljine 2-3 mm i izvagan na listu
glatkog papira pri ¢emu su zabiljeZene mase papira i kruha. Narezani kruh stavljen je na zracno
suSenje na sobnoj temperaturi 15 do 20 sati nakon ¢ega je izvagan i samljeven u laboratorijskom

mlincu. Udjel vode izgubljen zra¢nim susenjem kruha izracunat je prema jednadzbi 1.
Udjel vode izgubljen zra¢nim susenjem (%) =5 x 100 [1]

gdje je:
A— masa izgubljene vode (g)

B— pocetna masauzorka (g)
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3.3.2. Odredivanje udjela vode u sirovinama i kruhu

Uredaji i oprema
e Aluminijska posudica s poklopcem
e Elektri¢ni suSionik (Instrumentaria, ST-01/02, Hrvatska)
e Eksikator sa silikagelom
e Analiticka vaga (KERN ALS 220-4N, Njemacka)

Odredivanje udjela vode u sirovinama i kruhu provedenoje prema standardnoj metodi AACC
44-15A (AACC, 1999). Izvagano je 3 + 0,0001 g uzorka brasna ili kruha u prethodno osusenu
i izvaganu posudicu s poklopcem, nakon cega je uzorak u otklopljenoj posudici stavljen na
susenje pri 130 °C, tijekom 1,5 sati. Vrijeme suSenja je mjereno od trenutka postizanja
temperature 130 °C. Nakon suSenja posudica s uzorkom hladena je do sobne temperature u

eksikatoru i izvagana. Analiza je provedena u 2 ponavljanja za svaki uzorak.

Udjel vode u brasnu izracunat je prema jednadzbi 2.

(m0-m1)
mo

Udjel vode (%) = x 100 [2]

gdje je:
mo — masa uzorka (g)

M1 — masa uzorka nakon suSenja (g)

Udjel vode u kruhu izracunat je prema jednadzbi 3.

(100-A)XB

Udjel vode u kruhu (%)= A + o0 [3]

gdje je:
A-udjel vode izgubljen zra¢nim susenjem

B-udjel vode izgubljen susenjem u susioniku
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3.3.3. Odredivanje udjela pepela u sirovinama i kruhu

Uredaji i oprema
e Porculanske zdjelice
e Eksikator sa silikagelom
e Plamenik
e Analiticka vaga (KERN ALS 220-4N, Njemacka)
e Mufolna pe¢ (Heraeus, KR-170, Njemacka)

Odredivanje udjela pepela u sirovinama i kruhu provedena je prema standardnoj metodi AACC
08-01 (AACC, 1994). Prethodno izarenu, ohladenu 1 izvaganu porculansku zdjelicu je izvagano
3-5 £ 0,0001 g brasna ili kruha. Zatim je posudica s uzorkom zagrijavana na plameniku do
potpune karbonizacije uzorka te je stavljena u mufolnu pe¢ na spaljivanje pri 550 °C do
postizanja svijetlo sivog pepela. Nakon spaljivanja je zdjelica s pepelom hladena u eksikatoru

do sobne temperature i izvagana. Analiza je provedena u 2 ponavljanja za svaki uzorak.

Udjel pepela racunat je prema jednadzbi 4.

Udjel pepela (%) =225abepela® 4o, [4]

masa uzorka (g)

3.3.4. Odredivanje udjela proteina

Uredaji i oprema
e Analiticka vaga (YMC Chyo, Jk-180, Singapur)
e Blok za spaljivanje (TecatorDigestion System 6, 1007 Digester, Foss, UK)
e Uredaj za destilaciju (KjeltecTM 8100, Foss, Danska)
e Erlenmeyerove tikvice, 250 mL
e Kjeldahl kivete

e Dispenzete

Kemikalije
e H,SO4, koncentrirana (96 %, CARLO ERBA Reagents, Spanjolska)
e Kjeldahl tablete s bakrom, bez Zive i selena, 5 g (Merck, Njemacka)
e NaOH, 40 % vodena otopina
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e H3BOs, 40 g L vodena otopina s dodatkom indikatora (metil-crveno i bromkrezol-
zeleno)

e HCI, 0,1 N titrival (CARLO ERBA Reagents, Spanjolska)

Udjel proteina je odreden metodom po Kjeldahlu (HRN ISO, 1999). U Kjeldahl kivetu je
odvagano 1 = 0,0001 g uzorka, dodan je katalizator-Kjeldahl tableta s bakrom i 12 mL
koncentrirane H>SO4. Kjeldahl kivete su zatim stavljene na spaljivanje do postizanja bistre
svijetlo zelene otopine, nakon ¢ega su ohladene na sobnu temperaturu. U uredaj za destilaciju
stavljena je Kjeldahl kiveta i Erlenmeyerova tikvica s 25 mL borne kiseline. Destilacija je
provedena pri sljede¢im uvjetima: 80 mL vode, 50 mL 40 % NaOH, trajanje 4 minute. Uzorak
je zatim titiran s 0,1 N HCI do pojave crveno-roze boje. Utroseni volumen HCI za titraciju je
koriSten za izracun udjela proteina. Analiza je provedena u 2 ponavljanja za svaki uzorak. Isti

postupak je proveden i pri analizi slijepe probe.
Udjel dusika i proteina izracunat je prema jednadzbama 5.

(a—b) x NKis x fkis x 1,4007
m (uzorka)

Udjel dusika (%) = [5]

Udjel proteina (%) = % N x 6,25

gdje je:
a—volumen HCI utroSen za titraciju uzorka (mL)
b—volumen HCI utrosen za titraciju slijepe probe (mL)
Nkis—molaritet kiseline
fkis—faktor kiseline

m-—masa uzorka (g)

3.3.5. Odredivanje udjela masti u sirovinama 1 kruhu

Uredaji i oprema
e Analiticka vaga (YMC Chyo, Jk-180, Singapur)
e Papirnata ¢ahura, vata
e Aparatura po Soxhletu s tikvicom s okruglim dnom

e Elektri¢ni susionik (Instrumentaria, ST-01/02, Hrvatska)
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o Eksikator sa silikagelom

Kemikalije

e Petroleter (CARLO ERBA Reagents, Spanjolska)

Udjel masti odreden je metodom po Soxhletu, AACC 30-25 (AACC, 1999). U odmaséenu
papirnatu ¢ahuru je izvagano 5 + 0,0001 g uzorka te je ¢ahura s uzorkom stavljena na susenje
pri 100 °C tijekom 1 sat. Papirnata Cahura je stavljena u ekstraktor aparaturi po Soxhletu,
spojena je i prethodno osuSena, ohladena i izvagana okrugla tikvica s ravnim dnom te dodan
petroleter (2,5 volumena ekstraktora). Ekstrakcija je trajala 4 sata, nakon ¢ega je otapalo
otpareno, a tikvica s ekstrahiranom masti je suSena do konstantne mase. Analiza je provedena
u 2 ponavljanja za svaki uzorak. Udjel masti izra¢unat je prema jednadzbi 6.

(m1-m2)
mo

Udjel masti (%)= x 100 [6]

gdje je:
mo—masa uzorka (g),
mz—masa tikvice s ekstraktom (g),

mz—masa prazne tikvice ()

3.3.6. HPLC odredivanje Secera

Uredaji i oprema

e Analiticka vaga (KERN ALS 220-4N, Njemacka)

e Magnetska mijeSalica (IKA, SAD)

e Centrifuga (Rotina 35, Njemacka)

e Odmjerna tikvica, 50 mL

e Kivete za centrifugu

e Epruvete

o Filteri za uzorke (FilterBio NY Syringe Filter, LabexLtd, najlonski filter promjera 25
mm, veli¢ina pora 0,45 um)

e Filter za mobilnu fazu (Chrom filter, part no. M047-Ny045,najlonski membranski
filteri, veli¢ina pora 0,45 um, promjer filtera 47 mm)

e Ultrazvucna kupelj (USC 300T, VWR, SAD)
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e HPLC (Shimadzu, Japan)

e Kontroler (SHIMADZU SCL-10Avp)

e Detektor indeksa loma (SHIMADZU RID-10A)

e Termostat (SHIMADZU CTO-10ASVP)

e Pumpa (SHIMADZU LC-10ADVP)

e Uredaj za degaziranje (SHIMADZU DGV-14A)

e Kolona MetaCarb 67 H, 300 x 6,5 mm (Agilent, SAD)

Kemikalije

e Carrez | (0,085 mol L vodena otopina kalij heksacijanoferata (I1) trihidrata) (Kemika,
min. 99 %, Hrvatska)

e Carrez I1 (0,25 mol L vodena otopina cink sulfata heptahidrata) (Kemika, min. 99, 5
%, Hrvatska)

e 0,5 mmol L H,SO4 (CARLO ERBA Reagents, Spanjolska)

e Saharoza, 99,5 % (Sigma, Njemacka)

e D(+)-glukoza, bezvodna, 99,5 % (Fluka, Svicarska)

e D(-)-fruktoza, > 99 % (Sigma, Njemacka)

Priprema uzorka

Uzorak (5 = 0,0001 g) je izvagan u odmjernu tikvicu od 50 mL, dodano mu je 30 mL destilirane
vode 1 stavljen je na homogenizaciju na magnetskoj mijeSalici tijekom 30 minuta, pri brzini
mijesanja 3. Tikvica je zatim dopunjena destiliranom vodom do oznake i promuckana. Sadrzaj
tikvice je prenesen u Kivetu za centrifugu te centrifugiran 5 minuta pri 20000 RPM. Zatim je 5
mL supernatanta preneseno u novu epruvetu te je dodan 1 mL otopine Carrez | i 1 mL otopine
Carrez I1. Sadrzaj epruvete je promuckan i centrifugiran pri 4000 RPM tijekom 5 min. Dobiveni
supernatant je profiltriran preko filtera za Spricu. Profiltrirani uzorak je ¢uvan pri -18 °C do

HPLC analize.

HPLC analiza

Udjel saharoze, glukoze i fruktoze odreden je HPLC metodom uz primjenu detektora indeksa
loma (engl. Refractive Index, RI). Injektirano je 20 pL uzorka. Analiza je provedena uz
izokratno eluiranje, protok mobilne faze (0,5 mM H>S0Oa) 0,5 mL min‘! te temperaturu kolone
do 40 °C. Trajanje analize iznosilo je 25 minuta. HPLC analiza je provedena u 2 ponavljanja

za svaki uzorak (Lefebvre i sur., 2002).
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Za kvantifikaciju Secera i kiselina primijenjena je metoda vanjskog standarda. BaZzdarni

dijagrami su izradeni pomoc¢u dobivenih povrSina pikova analita (y) i njihovih poznatih

koncentracija u otopinama standarda (x). HPLC analiza je na svakoj koncentracijskoj razini

provedena u tri ponavljanja. U tablici 8 su prikazani parametri kvantifikacije.

Tablica 8. Parametri kvantifikacije Secera

L Analizirane Koeficijent
) Koncentracijski . .
Analit koncentracijske Jednadzba pravca korelacije
raspon (mg mL™?) _
razine (n
Saharoza 0,10-2,51 6 y = 310694 x + 11428 0,9997
Glukoza 0,025 -2,50 10 y = 330670 x — 1832 1,0000
Fruktoza 0,032 -4,11 10 y = 313152 x — 6320 1,0000

3.3.7. Odredivanje skroba

Uredaji i oprema

e Odmijerne tikvica, 100 mL

e Polarimetar (WincomWXG-4, Kina)

e Erlenmeyerove tikvice, 250 mL

e Stakleni lijevak

o Filter papir

Kemikalije

e Otopina klorovodi¢ne kiseline

e Carrez | (21,9 g cink acetata i 3 g ledene octene kiseline u 100 mL vode)

e Carrez 11 (10,6 g kalijevog ferocijanida u 100 mL vode)

Udjel skroba odreden je polarimetrijskom metodom (Method 23:0, 2014). Odvagano je 2,5 +

0,0001 g uzorka, prenesen je u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te mu je dodano 25

mLklorovodi¢ne kiseline. Uzorak je homogeniziran te mu je ponovno dodano 25

mLklorovodi¢ne kiseline. Odmjerna tikvica je zatim uronjena u vrijuéu vodu tijekom 15
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minuta, uz konstantno mijeSanje prve 3 minute. Po isteku vremena, uzorku je dodano 30 mL

hladne vode te je ohladen na sobnu temperaturu.

Ohladenom uzroku dodano je 5 mL otopine Carrez I i homogenizirano 30 sekundi, zatim 5 mL
otopine Carrez Il i homogenizirano 30 sekundi. Tikvica je dopunjena destiliranom vodom do
oznake te je zatim uzorak profiltriran. Bistri filtratom napunjena je cijev polarimetra te je

izmjeren kut zakretanja.

Udjel skroba izra¢unava se prema sljedecoj jednadzbi 7.

Udjel skroba (%) = Zooxex1%0 7]

gdje je:
a—ocitani kut zakretanja
[a]29D—specifi¢ni kut zakretanja $kroba
L—duzina polarizacijske cijevi (2 dm)

m —masa uzorka (g)

3.3.8. Obrada rezultata

Za obradu dobivenih rezultata koriSten je program Excel 2007 u kojem su izraCunate srednje
vrijednosti i standardne devijacije, a sStatisticka analiza provedena je pomocéu programa
Statistica 8 (StatSoft Inc., SAD). Provedena je jednosmjerna analiza varijance, uz post
hoc Tukey test (p<0,05).

31



4. REZULTATI | RASPRAVA

U okviru ovog diplomskog rada proizveden je bezglutenski kruh bez i sa dodatkom brasna
graSka, prekursora aromatskih spojeva, enzima i razli¢itog udjela kiselog tijesta (10 %, 20 %,
30 %) te su odredena njegova fizikalna i senzorska svojstva. Rezultati odredivanja specificnog
volumena, boje kore i sredine kruha te teksture sredine kruha prikazani su na slikama 12, 13,
14, 15i 16. Rezultati provedene — deskriptivne i hedonisti¢ke senzorske analize mirisa, okusa i
arome, izgleda i teksture, hedonisticke analiza sveukupnog dozivljaja i testa nizanja po
preferenciji prikazani su na slikama 17, 18, 19, 20, 21 i 22. Na temelju rezultata provedenih
analiza definiran je optimalni udjel dodatka kiselog tijesta. Polupe¢enom kruhu bez i sa
dodatkom brasna graska, prekursora aromatskih spojeva, enzima i 30 % Kiselog tijesta odredena
je trajnost. Polupeceni kruh ohladen je u vakuumu, zapakiran u modificiranoj atmosferi te
skladisten tijekom 30 dana skladistenja pri sobnoj temperaturi. Rezultati odredivanja sastava
atmosfere u pakovini, specificnog volumena, boje, teksture te mikrobioloskih analiza u svrhu
analize trajnosti prikazani su na slikama 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 i 32. Kemijski sastav
sirovina koristenih za proizvodnju kruha i proizvedenog kruha prikazan je u tablici 9 i 10.

4.1. FIZIKALNA | SENZORSKA SVOJSTVA KRUHA BEZ | SA DODATKOM 10, 20
130 % KT

U ovom poglavlju prikazani su rezultati ispitivanja za fizikalna i senzorska svojstva kruha 0-G
10, 201 30 % KT.

Na slici 10 prikazan je vanjski izgled kruha, a na slici 11 popre¢ni presjek sredine kruha 0-G i
30 % KT.

0-G 10 % KT 20 % KT 30 % KT

Slika 10. Vanjski izgled kruha 0-G, 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT
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Uzorak 0-G ima najsvijetliju boju kore, a povecanjem udjela kiselog tijesta boja kore postaje
tamnija (slika 10). Uzorak s dodatkom 30 % KT ima vidljivo najtamniju koru $to se smatra
pozeljno kod bezglutenskih kruhova buduci da ih uobicajeno karakterizira kora svijetlije boje
(Gallagher i sur., 2003).

0-G 10 % KT 20 % KT 30 % KT
Slika 11. Popreéni presjek sredine kruha 0-G, 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT

Vidljivo je kako poroznost i promjer mjehurica sredine kruha rastu s udjelom dodanog kiselog

tijesta, dok je sredina kruha bez kiselog tijesta zbijenija (slika 11).

Na slici 12 prikazani su rezultati za specifiéni volumen kruha 0-G, 10 % KT, 20 % KT i 30 %
KT.

2.0

1.6

1.2 -

0.8 -

0.4 -

Specifi¢ni volumen (mL g-1)

0.0 -
0-G 10 % KT 20% KT 30% KT

*razlicitim slovima oznacene su statisticki znacajno razlicite vrijednosti (p < 0,05)

Slika 12. Specifi¢ni volumen kruha 0-G, 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT

Prema dobivenim rezultatima, nema znacajne razlike u specificnom volumenu kruha 0-G i
kruha s 10, 20 i 30 % KT (slika 12). Torrieri i sur. (2014) utvrdili su da se moze dodati i 20-30
% kiselog tijesta bez negativnog utjecaja na volumen bezglutenskog kruha, sto je u skladu s
rezultatima ovog istrazivanja. Istrazivanje koje su proveli Arendt i sur. (2007) pokazalo je kako
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primjena kiselog tijesta, kao i dodatak proteina graska djeluju na povecanje specificnog
volumena kruha sto nije zapazeno u naSim istrazivanjima budu¢i da je umjesto dodatka proteina

graska dodano brasno zutog graska.

Na slici 13 prikazani su rezultati odredivanja boje kore kruha, a slici 14 rezultati odredivanja

boje sredine kruha.

70
60
[q]
< 50
_‘5’ 10 m0-G
2 =10 % KT
< 30 20 % KT
2 20 m 30 % KT

10
0

Kora (L*) Kora (a*) Kora (b*)

*razlicitim slovima oznacene su statisticki znacajno razlicite vrijednosti istog parametra (p < 0,05)

Slika 13. Boja kore kruha 0-G, 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT

Rezultati odredivanja boje kruha prikazani su pomocu parametara L*, a* i b*. Vece L*
vrijednosti oznacavaju vecu svjetlinu uzorka, dok manje L* vrijednosti oznacavaju manju
tamniju boju uzorka. Pozitivna a* vrijednost predstavlja veée zasi¢enje crvenom bojom, a
negativna a* vrijednost vece zasi¢enje zelenom bojom. Pozitivna b* vrijednost predstavlja vece

zasi¢enje zutom bojom, a negativna b* vrijednost vece zasi¢enje plavom bojom.

Boja kruha ovisi 0 brojnim fizikalno-kemijskim svojstvima tijesta (sadrzaj vode, pH, Secer i
sadrzaj aminokiselina) i uvjetima pe€enja (temperatura, relativna vlaznost i nacin prijenosa
topline). Tako je boja kore uvijek tamnija od sredine kruha jer je kora kruha uvijek izlozenija

djelovanju visokih temperatura (Sabanis i sur., 2009).

Prema dobivenim rezultatima odredivanja boje kore kruha, kruh 0-G je imao znac¢ajno svjetliju
koru i izraZeniju crvenu boju kore u odnosu na kruhove s dodatkom 10, 20 i 30 % KT. Intenzitet

Zute boje nije se znacajno razlikovao izmedu analiziranih uzoraka (slika 13).

Dobiveni rezultati u skladu su s istrazivanjem Ziobro i sur. (2013) koji su utvrdili nize L*

vrijednosti za koru kruha s dodatkom proteina graska. Tamnija kora kruha s dodatkom kiselog
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tijesta posljedica je Maillardovih reakcija i procesa karamelizacije tijekom pecenja (Gomez i
sur., 2003).

80
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=20 % KT
30 % KT

Boja sredine kruha

Qb
O
D

Sredina (L*) Sredina (a*) Sredina (b*)
* razlicitim slovima oznacene su statisticki znacajno razlicite vrijednosti istog parametra (p <0,05)

Slika 14. Boja sredine kruha 0-G, 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT

Prema dobivenim rezultatima, s povecanjem udjela dodanog kiselog tijesta povecava se
svjetlina, intenzitet crvene i zute boje sredine kruha (slika 14). Ziobro i sur. (2013) su utvrdili
povecanje a* i b* vrijednosti kod kruha s dodatkom proteina graska, $to je u skladu s rezultatima

dobivenim u ovom istrazivanju.

Tekstura znac¢ajno utje¢e na potrosacevu percepciju kvalitete kruha. Istrazivanja su pokazala
kako potrosaci preferiraju kruh mekane sredine i hrskave kore te ¢e prilikom kupovine prednost
dati kruhu koji zadovoljava ta svojstva. Tekstura proizvedenog kruha rezultat je veéeg broja
¢imbenika koji ukljucuju: koriStene sirovine, postupak proizvodnje, skladiStenja i distribucije.
Najvaznija svojstva teksture sredine kruha su tvrdoca, elasticnost, kohezivnost 1 zZvakljivost
(Carson i Sun, 2001). Tekstura sredine kruha ovisi o veli¢ini, obliku i rasporedu mjehuri¢a
plina, koji su povezani s ponaSanjem glutenske mreze tijekom ekspanzije CO2 u fermentaciji i

pecenju (Ziobro i sur., 2013).

Teksturalna svojstva analiziranih kruhova prikazana su na slikama 15 i 16. Na slici 15 prikazani
su rezultati odredivanja tvrdoce i Zvakljivosti, a na slici 16 rezultati odredivanja elasti¢nosti,

kohezivnosti i rezilijencije.
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*razlicitim slovima oznacene su statisticki znacajno razlicite vrijednosti istog parametra (p <0,05)
Slika 15. Tvrdoca i zvakljivost kruha 0-G, 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT

Tvrdo¢a kruha moze se definirati kao koli¢ina sile potrebne za pregristi sredinu kruha.
Zvakljivost je parametar koji opisuje energiju potrebnu da se hrana oblikuje u zalogaj pogodan

za gutanje. Pozeljno je da zvakljivost bude §to manja (Carson i Sun, 2001).

za kruh 20 % KT i 30 % KT utvrdena je manja tvrdo¢a (12-15 %) i Zvakljivost (22-24 %) (slika
15),

Tijekom fermentacije kruha s dodatkom kiselog tijesta BMK proizvode razne metabolite-
organske kiseline, egzopolisaharide i enzime. Tako odredene bakterije iz roda Lactobacillus
stvaraju egzopolisaharide koji pozitivno djeluju na teksturu, odnosno omeksavaju bezglutenski

kruh (Arendt i sur., 2011).

Istrazivanje koje su proveli Ziobro i sur. (2013) pokazalo je kako primjena kiselog tijesta, kao
i dodatak proteina graska djeluju na tvrdocu sredine kruha. Utvrdili su smanjenje tvrdoée i
zvakljivosti kruha u odnosu na kruh bez dodatka kiselog tijesta, $to je u skladu s rezultatima

0Vvog istrazivanja.
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Slika 16. Elasti¢nost, kohezivnost i rezilijencija kruha 0-G, 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT

Elasti¢nost je svojstvo u kojem se kruh vraca u prvobitno stanje nakon uklanjanja primijenjene
sile. Rezilijencija kruha ili otpor, definira se kao brzina kojom se kruh vraca u prvobitni poloZaj
nakon primjene sile. Kohezivnost je parametar koji mjeri koliko dobro kruh podnosi drugu
deformaciju u odnosu na nacin na koji se ponasa tijekom prve deformacije (Smerdel i sur.,
2012). Prema dobivenim rezultatima, elasticnost se nije znacajno razlikovala izmedu
analiziranih uzoraka. Najveca vrijednost za svojstvo kohezivnosti i rezilijencije utvrdena je za
kruh 0-G. U odnosu na kruh 0-G, za kruh 20 % KT i 30 % KT utvrdena je manja kohezivnost
(7-9 %) i rezilijencija (21-22 %) (slika 16).

Arendt i suradnici (2007) utvrdili su kako dodatak kiselog tijesta utjeGe na povecanje
elasti¢nosti pSenicnog kruha, a kod bezglutenskog kruha nije utvrdena znacajna razlika u

elasti¢nosti i kohezivnosti.

Provedena su brojna istrazivanja koja su se bavila tehnoloSkim svojstvima bezglutenskih
proizvoda, dok je vrlo malo paZnje posveéeno njihovoj senzorskoj analizi. Rezultati
deskriptivne analize mirisa sredine kruha prikazani su na slici 17, a mirisa kore kruha na slici
18.
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Slika 17. Srednje vrijednosti intenziteta mirisnih atributa sredine za kruh 0-G, 10 % KT, 20 %
KT i30% KT

—(0-G
Po prz Po sirovom =10 % KT
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Po kikirikiju Po masnom —30% KT

Slika 18. Srednje vrijednosti intenziteta mirisnih atributa kore za kruh 0-G, 10 % KT, 20 %
KT i30% KT

Mirisni atributi koji najviSe karakteriziraju analizirane uzorke sredine kruha su miris po
kukuruzu, grasku, kuhanoj rizi, svjezem kruhu i sirovom tijestu (slika 17). Usporedujuci uzorke

s 10, 20 i 30 % KT, intenzitet mirisa po grasku smanjuje se s povecanjem udjela dodanog
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Kiselog tijesta. Nasuprot tome, povecava se intenzitet mirisa po sirovom tijestu i svjezem kruhu.
Kod uzorka sredine kruha 0-G utvrden je najvisi intenzitet mirisa po kukuruzu, kuhanoj rizi,

svjezem kruhu i kokicama (slika 17).

Mirisni atributi koji najvise karakteriziraju analizirane uzorke kore kruha su miris po pecenom,
svjezem kruhu, kokicama, masnom i kukuruzu (slika 18). U usporedbi s kruhom 0-G, kruhove
s 10, 20 i 30% KT karakterizira niZi intenzitet mirisa po svjezem kruhu, kukuruzu i kokicama.
Usporedujuci uzorke s dodatkom brasna graska, prekursora aromatskih spojeva, enzima i
razli¢itog udjela kiselog tijesta, intenzitet mirisa po graSku smanjuje se s pove¢anjem udjela
dodanog kiselog tijesta, dok intenzitet mirisa po kikirikiju, masnom i izgorenom raste. Koru
kruha 30 % KT karakterizira najvi$i intenzitet mirisa po pecenom, sirovom tijestu, masnom,

kuhanoj rizi i izgorenom (slika 18).

Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da sredinu i koru kruha karakteriziraju razliciti mirisni
atributi. Obzirom na utvrdene razlike u intenziteta mirisnih atributa sredine i kore kruha uzoraka
0-G te kruha s 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT, utvrdeno je kako dodatak brasna graska,
prekursora aromatskih spojeva, enzima i kiselog tijesta znacajno utjece na miris kore i sredine
kruha.

U svojim istrazivanjima Kovac (2017) navodi kako dodatak kiselog tijesta utjeCe na smanjenje
intenziteta mirisa sredine uzorka po grasku i sirovom tijestu, a dodatak brasna graska povecava
intenzitet kore po grasku, kikirikiju i pecenom. Kod uzorka bez dodatka brasna zutog graska za
koru kruha povecava se intenzitet mirisa po masnom, kokicama i svjezem kruhu, a smanjuje

intenziteta mirisa po grasku, kikirikiju, prZzenom Seceru i po pe¢enom.

Na slici 19 prikazani su rezultati deskriptivne senzorske analize okusa i arome kruha 0-G, 10
% KT, 20 % KT i 30 % KT.
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Slika 19. Srednje vrijednosti intenziteta okusa i atributa arome za kruh 0-G, 10 % KT, 20 %
KT i30% KT

Usporedujuci s okusom kruha 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT, kruh 0-G karakterizira najnizi
intenzitet slatkog, slanog, kiselog, gorkog i naknadnog gorkog okusa. S poveéanjem udjela
dodanog kiselog tijesta povecava se intenzitet slatkog, Kiselog i naknadnog gorkog okusa, a

smanjuje intenzitet slanog okusa (slika 19).

Usporedujuci s aromom kruha 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT, kruh 0-G karakterizira najnizi
intenzitet sveukupno kisele arome, arome po tijestu, kvascu, grasku, orasastom, prasnjavom,
naknadne arome graSka te najvisi intenzitet arome po kukuruzu i Zzitaricama (slika 19). S
povecanjem udjela dodanog kiselog tijesta poveava se intenzitet arome po kokicama,

pecenom, svjezem kruhu, a smanjuje se intenzitet arome graska i naknadne arome graska (slika
19).

Na slici 20 prikazani su rezultati deskriptivne analize izgleda i teksture kruha 0-G, 10 % KT,
20 % KT i30 % KT
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Slika 20. Srednje vrijednosti intenziteta svojstava izgleda i teksture za kruh 0-G, 10 % KT, 20
% KT i30% KT

Prema rezultatima senzorske analize izgleda i teksture (slika 20) uzorak 0-G ima najmanji
intenzitet boje kore, sredine i poroznost sredine, a najveci intenzitet ljepljivosti i vlaznosti.

Najveéi intenzitet boje kore i sredine kruha utvrden je za kruh s 30 % KT.

Usporedujuci uzorke s 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT, s povecanjem udjela kiselog tijesta

povecéava se poroznost sredine, a smanjuju tvrdoca i zvakljivost (slika 20).

Na slici 21 prikazani su rezultati hedonisticke analize kruhova 0-G, 10 % KT, 20 % KT i 30 %
KT.
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Slika 21. Srednje vrijednosti ocjena svidanja okusa i arome kruha, mirisa sredine i kore kruha
te sveukupnog dozivljaja za kruh 0-G, 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT

Najvisa ocjena svidanja okusa i arome kruha, mirisa sredine i kore kruha utvrdena je za kruh 0-
G (slika 20). Usporedujuci uzorke kruha s 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT vidljivo je povecanje
ocjene svidanja okusa i arome kruha te mirisa sredine kruha s pove¢anje udjela dodanog kiselog
tijesta. Obzirom na uzorke s dodatkom brasna graska, prekursora aromatskih spojeva, enzima i

kiselog tijesta, najviSa ocjena svidanja mirisa kore utvrdena je za kruh 20 % KT (slika 21).

Prema rezultatima hedonisticke analize sveukupnog dozivljaja, ocjena svidanja raste s
povecanjem udjela dodanog kiselog tijesta, pri ¢emu je kruh s 30 % KT najbolje ocijenjen od
strane potrosaca (Slika 21). Kombinacija dodatka brasna graska, prekursora aromatskih spojeva,
enzima i 20 % ili 30 % kiselog tijesta je pozitivno utjecala na sveukupni dozivljaj analiziranog

bezglutenskog kruha.

Ziobro i suradnici (2013) ispitivali su utjecaj dodatka proteina mahunarki na senzorska svojstva

dodatak proteina graska utjeCe na povecanje prihvatljivosti izgleda, teksture, okusa, mirisa i

arome bezglutenskog kruha od strane potrosaca.

Code i suradnici (2010) su senzorskom analizom ispitivali svojstva elasti¢nosti, boje, kiselog
okusa i slatkoce za tri razlicite vrste kruha: pSeniéni kruh, kruh s dodatkom brasna psenice,

kvinoje, slanutka, heljde i amarantnog brasna te kruh s dodatkom 50 % kiselog tijesta. Od svih
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ispitivanih kruhova, kruh s dodatkom kiselog tijesta dobio je najvise bodova od strane panelista

za sve ispitivane parametre (osim slatkoce).

Na slici 22 prikazani su rezultati nizanja po preferenciji za kruh 0-G, 10 % KT, 20 % KT i 30
% KT.

m2
m4
oG w4 7 w1’ s

0 10 20 30 40 50 60

Broj potrosaca

ml

Slika 22. Rezultati nizanja po preferenciji za kruh 0-G, 10 % KT, 20 % KT i 30 % KT

Iz rezultata provedene analize nizanja po preferenciji vidljivo je kako potroSaci najvise
preferiraju kruh 30 % KT. Slijedi ga kruh 20 % KT, zatim kruh 0-G dok je najnize rangirani
kruh 10 % KT (slika 22).

Na temelju rezultata hedonisticke analize sveukupnog doZivljaja i testa nizanja po preferenciji,
kruh s 30 % KT odabran je kao najbolji prema odabiru potrosaca te je koriSten u daljnjem

istrazivanju.

4.2. KEMIJSKI SASTAV BEZGLUTENSKOG KRUHA

U ovom radu odreden je kemijski sastav (udjel vode/suhe tvari, pepela, proteina, masti, Secera
i Skroba) koristenih sirovina i proizvedenog bezglutenskog kruha bez i sa dodatkom brasna
zutog graSka, prekursora aromatskih spojeva, enzima i 30 % kiselog tijesta. Dobiveni rezultati

prikazani su u tablici 9 i 10.
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Tablica 9. Kemijski sastav sirovina (g 100 g) izrazen na suhu tvar (srednja vrijednost +

standardna devijacija)

Brasno Zutog Integralno Integralno Kukuruzni

graska riZino brasno | proseno brasno ekstrudat

Suha tvar 87,71 £ 0,02 86,62 + 0,22 87,79 £0,23 89,34 £ 0,01
Pepeo 2,69 + 0,00 1,60 £ 0,02 1,53 £ 0,00 0,64 +£0,01
Proteini 23,27 £ 0,05 8,36 + 0,00 11,57+ 0,01 8,45+0,01
Masti 3,06 £ 0,02 2,03 +0,08 4,13 +0,03 0,11+0,01
Skrob 49,55 + 0,43 75,77 £ 0,44 66,89 + 0,43 76,77 £ 0,43
Seéeri 3,10+0,13 1,14 + 0,09 0,75+ 0,09 1,02 £ 0,08

Iz kemijskog sastava sirovina izraZzenih na suhu tvar vidljivo je kako brasSno zutog graska ima
najveci udjel pepela, proteina i Secera, a najmanji udjel Skroba. Integralno rizino brasno ima
najmanji udjel proteina. Integralno proseno brasno ima najveci udjel masti, a najmanji udjel
Secera. Kukuruzni ekstrudat ima najveci udjel Skroba, a najmanji udjel pepela i masti (tablica

9).

Tablica 10. Kemijski sastav bezglutenskog kruha bez i s dodatkom brasna graska, prekursora

aromatskih spojeva, enzima i kiselog tijesta (g 100 g* kruha) (srednja vrijednost + standardna

devijacija)
0-G 30 % KT
Suha tvar 52,45 + 0,00 54,27 £ 0,01
Pepeo 2,33+0,01 2,53+0,00
Proteini 7,72 £ 0,02 9,82 +0,04
Masti 1,01 £ 0,05 1,41 + 0,00
Skrob 31,94 £ 0,22 27,63 £0,23
Seéeri 1,38 £ 0,05 2,09 +£0,00

U kruhu s dodatkom brasna graska, prekursora aromatskih spojeva, enzima te kiselog tijesta
(30 % KT) utvrden je veéi udjel pepela, proteina, masti i Seera te manji udjel Skroba u odnosu
na kruh bez njihovog dodatka (0-G) (tablica 10). Zamjena integralnog rizinog bra$na brasnom
zutog graska te dodatak fruktoze u pripremi kruha 30 % KT utjecali su na znacajnu razliku u

kemijskom sastavu proizvedenog kruha. Brasno zutog graska sadrzi 1,7 puta vise pepela, 2,8
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puta vise proteina, 1,5 puta viSe masti, 2,7 puta vise Secera i 1,5 puta manje Skroba u odnosu na

integralno rizino (tablica 9).

4.3. TRAINOST BEZGLUTENSKOG KRUHA BEZ I S DODATKOM BRASNA
GRASKA, PREKURSORA AROMATSKIH SPOJEVA, ENZIMA 1 KISELOG
TIJESTA

U svrhu odredivanja trajnosti bezglutenskih kruhova 0-G i 30 % KT, pracen je sastav plinova
(021 CO2) u pakovini, provedena je kolorimetrijska analiza kore i sredine kuha, analiza teksture
sredine kruha, mikrobioloska analiza aerobnih mezofilnih bakterija, aerobnih sporogenih
bakterija i plijesni te vizualna kontrola porasta plijesni. Analize su provedene svaki 5. dan
tijekom 30 dana skladistenja kruha pri sobnoj temperaturi.

Na slici 23 prikazan je udjel Oz, a na slici 24 udjel CO2 u pakovini tijekom 30 dana skladiStenja.

12
q —o—SVE + 30 % KT

Udijel 0, (%)
(@)}

0 ® °
1. DAN 5. DAN 10. DAN 15. DAN 20. DAN 25. DAN 30. DAN

Slika 23. Udjel Oz u pakovini tijekom 30 dana skladiStenja bezglutenskog kruha

Prema rezultatima istrazivanja za oba analizirana kruha 0-G i 30 % KT udjel O rastao je od 1.
do 10. dana skladistenja. Od 10. dana skladistenja udjel Oz za kruh 0-G opada sve do 30. dana
skladiStenja kad mu je izmjeren udjel 0 %. Kod kruha s 30 % KT udjel O rastao je sve do 30.
dana kad je izmjeren udjel 7,9 % (slika 23).
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Slika 24. Udjel COz u pakovini tijekom 30 dana skladiStenja bezglutenskog kruha

Udjel CO; opada od 1. do 30. dana skladistenja za oba analizirana kruha (0-G i 30 % KT), uz
utvrdeni znacajniji pad udjela CO2 kod uzorka 30 % KT. Nakon 30. dana skladistenja, udjel
CO2 u pakovini uzorka 30 % KT iznosio je 23,6 %, a 0-G 41,2 % (slika 24).

Posljedica smanjenja udjela CO. i porasta/pada udjela Oz u oba kruha tijekom 30 dana
skladistenja rezultat je fizikalnih, kemijskih i mikrobioloskih promjena kruha tijekom
skladistenja. Smanjenjem udjela CO2 smanjuje se i njegova zastitna uloga te dolazi do
poveéanja moguénosti mikrobioloskog kvarenja namirnice. lako se MAP koristi za
produzavanje roka trajnosti proizvoda i zadrzavanje kvalitete hrane, aecrobno kvarenje se i dalje

moze javiti u takvim proizvodima ovisno o razini zaostalog Oz (Gali¢ i sur., 2009).

Na slici 25 prikazan je specifi¢ni volumen kruha 0-G i 30 % KT tijekom 30 dana skladistenja.
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Slika 25. Specifi¢ni volumen kruha 0-G i 30 % KT tijekom 30 dana skladistenja

U usporedbi sa specifi¢cnim volumenom kruha odredenim 1. dan skladistenja, nije doslo do

njegove znacajne promjene tijekom 30. dana skladistenja kruha 0-G i 30 % KT (slika 25).

Na slici 26 prikazani su rezultati odredivanja boje kore, a na slici 27 boje sredine kruha 0-G i
30 % KT tijekom 30 dana skladistenja.
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Slika 26. Boja kore kruha 0-G i 30 % KT tijekom 30 dana skladiStenja
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Svjetlina kore i intenzitet crvene boje kore uzorka 0-G nisu se znacajno razlikovali tijekom
skladistenja. Kod uzorka 30 % KT utvrdena je svjetlija boja kore i smanjeni intenzitet crvene
boje nakon 1. dana skladistenja. Intenzitet zute boje kore uzorka 30 % KT nije se znacajno
razlikovao tijekom skladistenja, za razliku od uzorka 0-G kod kojeg je utvrden smanjen

intenzitet nakon 15. dana skladistenja (slika 26).

U svojim istrazivanjima Khoshakhlagh i suradnici (2014) ispitivali su promjene boje kore
djelomi¢no pefenog Sangak kruha pakiranog u modificiranoj atmosferi. Svjetlina kore se
povecavala s vremenom skladistenja, a razlog toga bio je gubitak vlage tijekom skladiStenja.
Uocene su promjene 1 u vrijednostima parametara a* 1 b*. Povecanje vrijednosti parametra a*
i Smanjenje vrijednosti parametra b* tijekom vremena skladiStenja bile su posljedica migracije

vlage iz sredine prema kori uzorka.
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Slika 27. Boja sredine kruha 0-G i 30 % KT tijekom 30 dana skladistenja

Prema dobivenim rezultatima, svjetlina sredine kruha nije se znacajno razlikovala tijekom
skladistenja oba uzorka kruha. Utvrdeno je povecanje intenziteta crvene i zute boje sredine
uzorka 0-G nakon 15. dana skladi$tenja te povecanje intenziteta zute boje sredine uzorka 30 %
KT 25. dan skladistenja. Intenzitet crvene boje sredine kruha 30 % KT nije se znacajno

razlikovao tijekom skladiStenja (slika 27).
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Gubitak svjezine kruha tijekom skladistenja proporcionalan je povecanju tvrdoée sredine kruha.
Povecanje tvrdoce najbolji je pokazatelj starenja kruha. Promjene koje nastaju starenjem
vidljive su i na kori i u sredini kruha. Sredina tako postaje tvrda, zilavija, kao i mrvljivija. Proces
starenja ubrzava se 1 retrogradacijom Skroba $to predstavlja veliki problem 1 izazov za
proizvodnju bezglutenskih kruhova buduci da je Skrob uobiéajeno njihova glavna komponenta

(Esteller i Lannes, 2008; Gray i BeMiller, 2003).

Na slici 28 prikazani su rezultati odredivanja tvrdoce i zvakljivosti kruha 0-G i1 30 % KT

tijekom 30 dana skladistenja.

3000
d ad a ab

ad d ac
ad ad T'ad 0 g =

2500

2000

bcbc ac  bc bcac

Tvrdoda (g) Tvrdoca (g) Zvakljivost Zvakljivost
0-G 30 % KT 0-G 30% KT
m1. DAN = 5 DAN m=10.DAN = 15 DAN = 20. DAN m25 DAN =:30. DAN

[y
a1
o
o

Tvrdoéa (g) i Zvakljivost tijekom
skladiStenja
'5
8

* razlicitim slovima oznacene su statisticki znacajno razlicite vrijednosti istog parametra (p <0,05)

Slika 28. Tvrdoca i zvakljivost kruha 0-G i 30 % KT tijekom 30 dana skladiStenja

Prema dobivenim rezultatima utvrdeno je kako se, u odnosu na 1. dan skladistenja, tvrdoca i

zvakljivost uzoraka 0-G i 30 % KT nisu znacajno razlikovale tijekom 30 dana skladistenja (slika

28).

Khoshakhlagh 1 suradnici (2014) su usporedivali rezultate tvrdoce za djelomi¢no peceni i
potpuno peéeni Sangakov kruh. Rezultati su pokazali kako je djelomi¢no peceni kruh imao
meksu teksturu $to je posljedica veceg udjela vode prisutnog u ovom kruhu. Tvrdoca sredine
za oba analizirana kruha povecavala se tijekom skladiStenja Sto je poslje