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1. UVOD

Prema podacima Hrvatske gospodarske komore Hrvati jedu najvise kruha i ostalih pekarskih
proizvoda u Europskoj uniji, ¢ak 62 kg po osobi godisnje, dok je prosjek Europske unije 55 kg.
Do prije dvadeset godina, kruh se najées¢e prodavao u malim pekarnicama u kojima se i
proizvodio, ili u prodavaonicama prehranom koje su opskrbljivali lokalni pekari ili vecée
industrijske pekare. Dolaskom velikih trgovackih lanaca ovaj trend se promijenio i poceli su se
prodavati pekarski proizvodi koji se dopremaju zamrznuti i potom peku u pojedinoj
prodavaonici. Svaki peti kruh i veéina pekarskih proizvoda uvozi se zamrznuto kao polugotov
proizvod i distribuira kroz trgovacke lance te lance pekarnica s pecenjem na prodajnim
mjestima. Takoder, Hrvati najviSe konzumiraju bijeli i polubijeli kruh. Navedeni pekarski
proizvodi imaju percepciju loSe kvalitete i niske nutritivne vrijednosti pa je povecana
osvijeStenost potrosaca i Zelja za kvalitetnijim kruhom dovela do pojave craft pekarstva,
odnosno majstorskih i zanatskih pekarnica koje nastoje slijediti nove trendove u pekarstvu, koji
izmedu ostalog podrazumijevaju npr. tehnologiju proizvodnje bez aditiva te proizvode s

funkcionalnim sastojcima.

Craft je zapravo odgovor na masovnu industrijalizaciju u proizvodnji 1 oznafava povratak
tradicionalnim nac¢inima proizvodnje koji podrazumijevaju koriStenje kiselih tijesta. Kiselo
tijesto u sebi sadrzi bakterije mlije¢ne kiseline 1 kvasce koji zahvaljuju¢i svom metabolizmu
osiguravaju bolju kvalitetu kruha. Smatra se da je uvodenje kiselog tijesta u proizvodnju kruha
odlucuju¢i korak za postizanje visoke kvalitete kruha te se isticu odredene prednosti
proizvodnje pekarskih proizvoda s dodatkom kiselog tijesta (Mrv¢i¢ i sur., 2011). Unato¢
prednostima upotrebe kiselog tijesta u pekarstvu, ono je u Republici Hrvatskoj tek u zacecima,
a smatra se da ¢e Sirenjem majstorskih 1 zanatskih pekarnica do¢i do Sirenja upotrebe kiselog

tijesta na trzistu.

Jedan od problema koriStenja kiselog tijesta je svakako sloZeniji proces proizvodnje u usporedbi
s koristenjem pekarskog kvasca kao monokulture. Taj proces podrazumijeva razvoj vlastitog
startera te njegovo cuvanje, odnosno obnavljanje Sto znaci da je 1 proces proizvodnje kruha
vremenski zahtjevniji, a onda i skuplji. No, proizvodaci starter kultura za pekarstvo razvili su
starter kulture za kisela tijesta koje proizvodacima kruha olakSavaju proizvodnju pekarskih
proizvoda s kiselim tijestima. Cilj ovog rada bio je opisati postupak vodenja kiselog tijesta
pomocu jedne komercijalno dostupne starter kulture i ispitati trajnost kruha proizvedenog

njenom primjenom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. POVIJEST UPOTREBE KISELOG TIJESTA

Povijest kiselog tijesta 1 srodnih pekarskih proizvoda prati razvoj ljudske civilizacije od samih
pocetaka agrikulture pa sve do danas. Kruh 1 drugi pekarski proizvodi kiselog tijesta napravljeni
od zitarica objedinjuju razlicita znanja iz poljoprivrednih praksi, tehnoloskih procesa i kulturne

bastine (Cappelle i sur., 2013).

Upotreba kiselog tijesta seze daleko u proslost. Prvi dokumentirani zapisi o proizvodnji i
potrosnji kruha od kiselog tijesta datiraju iz 26. stoljeca prije Krista kada Egipéani zapocCinju s
upotrebom kiselog tijesta (Cappelle i sur., 2013; Mrv¢ié i sur., 2011). Tadasnje kiselo tijesto je
bilo komad tijesta od prethodnog pecenja koje se dodavalo u novi zamjes s braSnom, soli i
vodom (Hansen 1 Schieberle, 2005). Drugi izvor navodi da su Egip¢ani iz emmara, drevnog
srodnika pSenice, mljevenjem pomocu kamenog mlina dobivali brasno koje su zatim mijesali s
vodom. Napravljeni zamjes bi se ostavio na spontanoj fermentaciji odredeni vremenski period
s ciljem dobivanja prirodnog kiselog tijesta. Potom bi se takvom tijestu dodala nova koli¢ina
brasna i vode koja bi spontano fermentirala te bi se dobiveno prirodno kiselo tijesto peklo u
kruSnim pe¢ima i spremalo u glinene vréeve. Poznato je da su uz Egipéane i1 narodi
Mezapotamije, Sumerani, visSe od 40 % svojih Zitarica iskoriStavali za proizvodnju kruha iz
kojega su kasnije proizvodili pivo (Cappelle 1 sur., 2013; Grba, 2010). Oko 800 godina prije
Krista, znanja o upotrebi kiselog tijesta Grei preuzimaju od Egipéana koji su proizvodili kruh
od suhog kiselog tijesta (Cappelle i sur., 2013). Stari Grei su iskoristili proizvodnju vina za
proizvodnju kruha na nacin da su odstajali most mijeSali s pSenicnim posijama, nakon Cega se
dobivena smjesa suSila na suncu. Nakon suSenja, dio smjese bi se otopio u vodi i mijesao s
brasnom (Mutak, 2018). Tradicija izrade kruha od kiselog tijesta dalje se Sirila preko Rimskog

Carstva prema dijelovima Europe i ostatku svijeta (Hansen i Schieberle, 2005).

Za vrijeme Srednjeg vijeka dolazi do otvaranja pekarnica u ve¢im europskim gradovima poput
Pariza, budu¢i da je do tada pekarstvo bilo svedeno na proizvodnju u kuénoj radinosti. Prema
navodima Cappelle 1 sur. (2013), pariski pekari su proizvodili kisela tijesta mijeSanjem vode i
braSna kroz trostupanjski proces proizvodnje, travail sur 3 levains (slika 1). Prvi zamjes vode 1
brasna se prepustao spontanoj fermentaciji. Zatim se dijelu tijesta oduzetom od ukupne koli¢ine
fermentiranog tijesta postepeno povecavao volumen dodavanjem nove koli¢ine vode i braSna.
Takav zamjes bi se ostavio na fermentaciji jedan dan, nakon ¢ega bi se dobilo kiselo tijesto koje

su nazvali levain-chef. Dodavanjem 2-3 puta vece koli¢ine vode i1 braSna dobivao se levain de



premiere, a nakon 6-7 sati fermentacije uz prethodni ponovni dodatak vode i brasna nastaje
levain de seconde. Skracivanjem vremena fermentacije na 4-5 sati te ponavljanjem postupka
dodavanja vode i brasna, u konacnici se dobilo kiselo tijesto naziva levain tout point kojemu se
posljednji put dodaje odredena koliCina vode i brasna uz fermentaciju od 2 sata. Opisani
postupak proizvodnje bio je veoma popularan u Francuskoj kroz 17. stoljece s obzirom da se

njime osiguravala najbolja kvaliteta kruha.

levain de levain tout
premieére point

50 g fermentiranog tijesta + ' levain de premiére +25 g
25 g vode + 25 g brasna w vode + 25 g brasna W
fermentacija 24 h fermentacija 4-5 h
fermentacija 24 h W fermentacija 6-7 h
@ levain-chef + 50 g vode levain de secondo + 25 g
+ 50 g brasna vode + 25 g braina
) levain de
levain-chef secondo

Slika 1. Trostupanjski proces proizvodnje kiselog tijesta, travail sur 3 levains, u Francuskoj
(prema Cappelle 1 sur., 2013)

Sve do 15. stoljeca kiselo tijesto se dobivalo procesom spontane fermentacije koja se odvijala
pomocu kvasaca 1 bakterija prirodno prisutnih u brasnu. Izdvajanjem kvasca iz tzv. alkoholnih
procesa i njegovom primjenom u pekarstvu, spontane fermentacije se napustaju, a pekarstvo
kre¢e k proizvodnji pekarskog kvasca na melasi 1 njegovom koriStenju u pekarstvu kao
monokulture. Zbog skra¢enog vremena fermentacije na 30 minuta, pekarski kvasac sve vise
dominira nad upotrebom kiselih tijesta, koja nakon Drugog svjetskog rata gube na svojoj
vaznosti i dominantnosti te s viemenom polako padaju u zaborav (Mrv¢€i¢ i sur., 2011; Poutanen
1 sur.,, 2009). Skra¢ivanjem vremena fermentacije smanjuju se i senzorske karakteristike
kvalitete kruha (jace mrvljenje 1 brze starenje) Sto je dovelo do sve veceg nezadovoljstva

potroSaca.

Kritikama i1 zeljama potroSaca za boljim i kvalitetnijim pekarskim proizvodima, brojni pogoni
se vracaju tradicionalnom nacinu izrade kruha pomocu kiselog tijesta i predtijesta. U pocetku
je povratak bio ogranicen na proizvodnju kruha od razenog brasna. Danas, zahvaljujuc¢i brojnim

istrazivanjima i naporima u proizvodnji specifi¢nih i funkcionalnih starter kultura, tehnologija



kiselog tijesta nalazi sve ve¢u primjenu u proizvodnji kruha od pSeni¢nog brasna. U Republici
Hrvatskoj se zadnjih desetak godina pridaje posebna paznja i interes za sve veci razvoj i
primjenu ove tehnologije, dok se u zemljama zapadne Europe ve¢ u potpunosti udomacila

(Mrv¢i¢ i sur., 2011).
2.2. PROIZVODNJA KISELOG TIJESTA

Kiselo tijesto nastaje fermentacijom brasna i vode uz pomoc¢ bakterija mlije¢ne kiseline (BMK)
1 metabolicki aktivnih kvasaca koji odreduju stupanj zakiseljavanja i sposobnost dizanja tijesta
(Ferraz 1 sur., 2021). Navedene karakteristike mikrobnog ekosustava mogu se reaktivirati i
optimizirati kroz uzastopna osvjezenja (Boyaci-Gunduz i sur.,, 2022). Pojam osvjezenje
podrazumijeva tehniku kojom tijesto napravljeno od brasna, vode i ponekad drugih sastojaka
spontano fermentira (predtijesto), a naknadno se dodaje kao inokulum za pocetak fermentacije
nove mjesavine brasna, vode ili drugih sastojaka (Falciano i sur., 2022). Postupak je potrebno
ponoviti nekoliko puta kako bi se u konacnici razvilo kiselo tijesto s pH vrijednos¢u oko 4.
Pojava vec¢ih mjehurica plina ugljikovog dioksida na povrsini tijesta te ugodan, blago kiseli i
slatki miris najbolji su pokazatelji dobivanja kiselog tijesta (Hernandez-Parada i sur., 2023).
Postupak osvjeZenja potrebno je provoditi i nakon dobivanja kiselog tijesta kako bi se osigurala

konstantna metabolicka aktivnost mikrobnih kultura (Corsetti, 2013).

2.2.1. Mikroflora kiselog tijesta

Mikrofloru kiselog tijesta ¢ine BMK 1 kvasci koji su ujedno i dominantni mikroorganizmi, a
ponekad mogu biti prisutni 1 drugi mikroorganizmi poput bakterija octene kiseline (Martin-
Garcia 1 sur., 2023). Mikroorganizmi kiselog tijesta potjecu iz brasna Zitarica, same pekarske
industrije ili se mogu dodati u obliku starter kulture (Aspri i Tsaltas, 2023). Brasno Zitarica i
ostali sastojci kiselog tijesta nisu sterilni, stoga je mikroflora kiselih tijesta prili€no sloZena,
posebice onih koja su spontano fermentirana (Martin-Garcia 1 sur., 2023). Uz kemijski 1
mikrobni sastav brasna, na bioraznolikost 1 varijabilnost broja mikroorganizama u kiselom
tijestu utjecu 1 drugi ¢imbenici kao $to su temperatura i vrijeme fermentacije, stupanj hidratacije
tijesta, redoks potencijal, vrijeme i dinamika hranjenja startera te temperatura ¢uvanja kiselog
tijesta. Tablica 1 prikazuje neke od mikroorganizama izoliranih iz kiselog tijesta s obzirom na

vrstu koriStenog braSna (Martin-Garcia i sur., 2023; Lau i sur., 2021).



Tablica 1. Mikroorganizmi izolirani iz kiselog tijesta s razli¢itom vrstom brasna (prema Martin-
Garcia i sur., 2023; Lau i sur., 2021)

BRASNO BMK KVASAC

PsSeni¢no Fructilactobacillus sanfranciscensis |Kazachstania humilis
Lactobacillus acidophilus Saccharomyces bayanus
Levilactobacillus brevis Saccharomyces cerevisiae
Limosilactobacillus fermentum Saccharomyces exiguus
Lactiplantibacillus plantarum Wickerhamomyces anomalus

Latilactobacillus sakei
Lactococcus lactis
Leuconostoc citreum
Pediococcus pentosaceus
Weissella cibaria

Razeno Companilactobacillus kimchii Kazachstania humilis
Levilactobacillus brevis Saccharomyces cerevisiae
Limosilactobacillus fermentum Wickerhamomyces anomalus

Lactiplantibacillus plantarum
Lactococcus lactis
Weissella spp.

Pirovo Levilactobacillus brevis Saccharomyces cerevisiae
Lactiplantibacillus paraplantarum |Wickerhamomyces anomalus
Lactiplantibacillus plantarum
Pediococcus pentosaceus

Kukuruzno |Enterococcus saccharolyticus Saccharomyces cerevisiae
Lactobacillus acidophilus
Levilactobacillus brevis
Limosilactobacillus fermentum

Rizino Companilactobacillus crustorum Saccharomyces cerevisiae
Lactiplantibacillus pentosus
Lactiplantibacillus plantarum

Brojne mikrobioloske analize pokazuju da su BMK dominantni mikroorganizmi kiselog tijesta.
Prema navodima Martin-Garcia 1 sur. (2023), kvantitativni omjer kvasaca 1 BMK je priblizno
1:100. BMK sudjeluju u procesu zakiseljavanja tijesta dok kvasci utjecu na sposobnost dizanja
tijesta opustanjem CO- (Hernandez-Parada i sur., 2023). Zbog svoje dominacije, BMK odnosno
njihova aktivnost odreduje okus, miris, reologiju i nutritivna obiljezja kruha proizvedenog od
kiselog tijesta (Mrv¢i€ i sur., 2011). Calvert 1 sur. (2021) navode da je kiselo tijesto pogodno za
rast viSe od 60 vrsta BMK 1 viSe od 30 vrsta kvasaca. S napretkom tehnologije 1 otkri¢em novih

vrsta BMK ove brojke se mijenjaju pa je zanimljiv podatak da je u 2020. godini evidentirana



cak 261 vrsta BMK koja pripada rodu Lactobacillus (Lau 1 sur., 2021; Zheng i sur., 2020). Iz
tog razloga, studija Zheng i sur. (2020) predlaze reklasifikaciju roda Lactobacillus §to
posljedi¢no dovodi do promjene nomenklature nekih vrsta BMK (npr. Lactobacillus plantarum
je preimenovan u Lactiplantibacillus plantarum). U skladu s ovom promjenom, u radu su

koriSteni novi nazivi vrsta iz roda Lactobacillus.

2.2.1.1. Bakterije mlijecne kiseline (BMK) u kiselom tijestu

Zajednicko svojstvo svih BMK je sposobnost proizvodnje velike koli¢ine mlije¢ne kiseline iz
ugljikohidratnih izvora u procesu fermentacije (Sakandar 1 sur., 2019). Zbog efekta
zakiseljavanja, BMK imaju znacajan utjecaj na senzorska i tehnoloSka svojstva gotovog
proizvoda te njegovu trajnost (Martin-Garcia i sur., 2023). Za kiseljenje tijesta koriste se BMK
koje potjecu iz zitarica ili kontaminacija bilo pekarskog kvasca ili same pekarske odnosno
mlinarske industrije. Kao starter kulture u pekarstvu koriste se dvije skupine BMK koje se

razlikuju po nacinu previranja glukoze (tablica 2):

1. Homofermentativne BMK — Embden-Meyerhof-Parnasovim putem kataboliziraju
glukozu gotovo u potpunosti do mlijecne kiseline.

2. Heterofermentativne BMK — fosfoglukonatnim putem previru glukozu do mlije¢ne
kiseline, CO; 1 octene kiseline ili etanola u ekvimolarnim koli¢inama. Mogu se podijeliti
u dvije podskupine, obligatno heterofermentativne BMK 1 fakultativno

heterofermentativne BMK (Sakandar i sur., 2019; Mrv¢i¢ i sur., 2011).

Tablica 2. Vrste BMK koje se naj¢es¢e nalaze u kiselom tijestu (prema Pérez-Alvarado 1 sur.,
2022)

HETEROFERMENTATIVNE BMK
HOMOFERMENTATIVNE BMK OBILAGTNE FAKULTATIVNE

Companilactobacillus crustorum |Furfurilactobacillus rossiae Companilactobacillus alimentarius
Companilactobacillus farciminis |Fructilactobacillus sanfranciscensis |Companilactobacillus paralimentarius
Lactobacillus acidophilus Levilactobacillus acidifarinae Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus amylolyticus Levilactobacillus brevis Latilactobacillus sakei
Lactobacillus crispatus Limosilactobacillus fermentum Pediococcus pentosaceus
Lactobacillus delbrueckii Limosilactobacillus panis
Lactobacillus johnsonii Limosilactobacillus pontis
Enterococcus durans Limosilactobacillus reuteri

Leuconostoc citreum

Weissella cibaria




Homofermentativne BMK proizvode viSe mlijecne kiseline Sto posljedi¢no dovodi do
smanjenja pH vrijednosti i pove¢anja ukupne titracijske kiselosti (engl. 7otal titratable aciditiy,
TTA). Zakiseljavanju tijesta tijekom fermentacije pridonose i heterofermentativne BMK koje
su isto tako odgovorne za proizvodnju raznih spojeva arome te jedinstvene karakteristike
konac¢nog proizvoda s kiselim tijestom. Uz kvasce, heterofermentativne BMK takoder mogu
doprinijeti dizanju tijesta proizvode¢i manju koli¢inu CO, zbog ¢ega je vrlo bitan stabilan

kometabolizam BMK i kvasaca (Martin-Garcia i sur., 2023; Sakandar i sur., 2019).

Uzimajuéi u obzir novu sistematizaciju, u proizvodnji kiselog tijesta najvaznije, a ujedno i
najzastupljenije BMK pripadaju rodovima Lactobacillus, Lactiplantibacillus, Fructobacillus,
Levilactobacillus i Limosilactobacillus. Druge vrste BMK koje mogu biti u sastavu kiselog
tijesta pripadaju rodovima Enterococcus, Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus,
Streptococcus 1 Weissella (Hernandez-Parada 1 sur., 2023). Kao naj¢es¢e BMK izolirane iz
kiselog tijesta, Martin-Garcia i sur. (2023) isticu vrste Lactiplantibacillus plantarum,
Fructobacillus sanfranciscensis, Levilactobacillus brevis, Limosilactobacillus fermentum 1i

Pediococcus pentosaceus §to je 1 vidljivo iz tablice 1.

2.2.1.2. Kvasci u kiselom tijestu

Kvasci koji ¢ine mikrofloru kiselog tijesta imaju sposobnost prilagodbe na specifi¢ne i stresne
uvjete stvorene od strane BMK poput niskog pH, visoke koncentracije ugljikohidrata i visoke
gustoce stanica (Huys 1 sur., 2013). Dok se zakiseljavanje povezuje s BMK, kvascima se
pripisuje sposobnost dizanja tijesta, ali 1 sudjelovanje u stvaranju aromatskog profila kiselog
tijesta (Martin-Garcia 1 sur., 2023). Kvasci poboljSavaju okus i1 miris kruha od kiselog tijesta
proizvodnjom metabolita koji znatno pridonose aromi kao $to su esteri, aldehidi 1 acetoin. Drugi
spojevi koji nastaju metabolizmom kvasaca poput glutationa, glicerola i pirogrozdane kiseline,

doprinose teksturi kruha jacanjem glutenske mreze (Hernandez-Parada 1 sur., 2023).

U kiselom tijestu su prisutne razli€ite vrste kvasaca €iji broj ovisi o okolisu, regiji i tehnoloSkom
procesu (Sakandar 1 sur., 2019). Kao $to je ranije navedeno, vise od 30 vrsta kvasaca je izolirano
iz kiselog tijesta od kojih su dominatne vrste iz roda Saccharomyces, dok je vrsta
Wickerhamomyces anomalus zabiljezena kao dominantna u azijskim zemljama (Martin-Garcia
i sur., 2023; Sakandar i sur., 2019). Druge uobicajene vrste kvasca pronadene u kiselom tijestu
pripadaju rodovima Kazachstania (Kazachstania humilis, Kazachstania exigua), Pichia (Pichia

kudriavzevii) 1 Torulaspora (Torulaspora delbrueckii) (Carbonetto 1 sur., 2020).



2.2.1.3. Interakcija izmedu kvasaca i bakterija

BMK su dominantni mikroorganizmi u kiselom tijestu ¢&iji je broj oko 108-10° CFU/g, dok je
broj kvasaca oko 10°-10” CFU/g (Hernandez-Parada i sur., 2023). Dominacija bakterijskih vrsta
ovisi 1 o sastavu supstrata zbog kojega jedna vrsta moze antagonizirati ili sinergizirati druge
bakterijske vrste proizvodeci razne vrste bakteriocina i antibakterijskih spojeva (Sakandar 1 sur.,
2019). Osim bakterijskih interakcija, vrlo su vazne i interakcije izmedu kvasaca i BMK koje su
takoder odredene pozitivnim, sinergistickim ili negativnim, antagonistickim efektom jedne
vrste na drugu. Martin-Garcia 1 sur. (2023) navode nekoliko tipova kvasac-bakterija interakcija

koje su i prikazane na slici 2:

a) Kompetitivnost — natjecanje mikroorganizama za resurse koji mogu biti fermentabilni
ugljikohidrati ili izvori duSika.

b) Amensalizam — jedan mikroorganizam inhibira rast drugog (npr. BMK sintetizira
antimikrobni peptid koji inhibira rast kvasca).

¢) Komensalizam — jedan mikroorganizam poti¢e rast drugog s ciljem odrzavanja
metabolicke aktivnosti tijekom fermentacije.

d) Mutualizam (cross-feeding) — mikroorganizmi proizvode i1 medusobno izmjenjuju

esencijalne hranjive tvari.
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Slika 2. Glavne kvasac-bakterija interakcije u kiselom tijestu;
a — kompetitivnost, b — amensalizam, ¢ — komensalizam, d — mutualizam (prema Martin-
Garcia 1 sur., 2023)



Spomenute interakcije posebno su vazne prilikom stimulacije ili represije rasta
mikroorganizama te povecane ili smanjene ekskrecije odredenih metabolita, $to u konacnici
utjeCe na gotovi proizvod. Istrazivanje Sieuwertsa i sur. (2018) je pokazalo sinergisti¢ko i
antagonisticko djelovanje kvasac-BMK interakcija. Naime, kvasac S. cerevisiae proizvodeci
CO2z kao rezultat razgradnje izvora ugljika osigurava anaerobne uvjete §to moze stimulirati rast
BMK poput Lpb. plantarum 1 F. sanfranciscensis. S druge strane, S. cerevisiae moze
upotrebljavati mlijenu kiselinu dobivenu metabolizmom BMK S$to rezultira povec¢anje pH
vrijednosti okoline kiselog tijesta, a onda 1 ve¢i rast mikrobnih vrsta (Sieuwerts 1 sur., 2018).
Slika 3d prikazuje mutualizam koji se moZe promatrati na primjeru F. sanfranciscensis, BMK
sposobne za razgradnju maltoze te kvasaca K. humilis (prije C. humilis) 1 S. exiguus koji ne
mogu asimilirati maltozu. Razgradnjom maltoze dolazi do opustanja i nakupljanja glukoze u
medij ¢ime se kvascima koji nemaju sposobnost razgradnje maltoze osigurava izvor
fermentabilnih ugljikohidrata. Na taj nacin se sprjecava gladovanje i iscrpljenost kvascevih
stanica uslijed nedostatka glukoze i hranjivih tvari (Venturi i sur., 2012). Mutualizam se moze
objasniti 1 na primjeru saharoze koju kvasci mogu metabolizirati osiguravaju¢i druge izvore
ugljika za BMK. Cross-feeding mehanizmom se smanjuje konkurencija izmedu
mikroorganizama te se stimulira njihov rast (Sieuwerts i sur., 2018). Isto tako, Hernandez-
Parada i sur. (2023) navode prihranjivanje kiselog tijesta kao rjeSenje za kompetitivnost izmedu

mikroorganizama te nedostatak supstrata.

2.2.2. Fermentacija kiselog tijesta

Fermentacija kiselog tijesta je sloZen proces kojim nastaju promjene u tijestu, a uvjetovan je
kombiniranim utjecajima metabolizma BMK 1 kvasaca (slika 3). Tijekom fermentacije nastaju
razlicite skupine spojeva (kiseline, alkoholi, aldehidi, ketoni, esteri, fenoli i dr.) medu kojima
su ispojevi arome odgovorni za jedinstven okus 1 miris tijesta te antimikrobni spojevi (Akamine
1 sur., 2023). Brasna zitarica s pH vrijednos¢u izmedu 5,0 1 6,2 te visokom koncentracijom
fermentabilnih ugljikohidrata pogodna su za rast BMK sve dok tijesto ne dosegne pribliznu pH
vrijednost od 4,0. Nakon toga, kvasci otporni na kiselost medija postaju prevladavajuci

mikroorganizmi u procesu fermentacije (Herndndez-Parada i sur., 2023).
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Slika 3. Biokemijske promjene u kiselom tijestu za vrijeme fermentacije (prema Hernandez-
Parada i sur., 2023; Gobbetti i sur., 2014)

Za rast 1 aktivnost mikroorganizama kiselog tijesta potrebni su ugljikohidrati koji potjecu iz
brasna zitarica. Dostupni izvori ugljikohidrata u kiselom tijestu u najve¢oj mjeri su maltoza,
saharoza, glukoza i fruktoza, a moze se pronaci i maltotrioza te rafinoza (Akamine i sur., 2023).
Skrob, jedan od sastojaka brasna, tijekom fermentacije se razgraduje na glukozu i maltozu
pomocu amilaza i glukoamilaza prisutnih u brasnu te a-amilaze 1 glukoamilaze BMK prisutnih
u kiselom tijestu (Mietton 1 sur., 2022). Maltoza se dalje razgraduje do glukoze enzimima iz
BMK (maltoza fosforilaza) i kvasaca iz roda Saccharomyces (maltaza). Tijekom fermentacije
BMK 1 kvasci metaboliziraju 1 druge slozene ugljikohidrate zbog ¢ega dolazi do porasta
koncentracije glukoze koju onda mogu koristiti kao supstrat (Akamine 1 sur., 2023; Mietton i

sur., 2022).

Ovisno o vrsti mikroorganizma koja dalje metabolizira glukozu, postoje dvije glavne vrste
fermentacija: mlijecna (lakti¢na) fermentacija i alkoholna fermentacija. Kao $to je vec
navedeno, u homolakti¢noj fermentaciji svojstvenoj homofermentativnim BMK, piruvat
dobiven razgradnjom glukoze EMP metabolickim putem reducira se u mlije¢nu kiselinu
(Akamine 1 sur., 2023; Slika 4). Homolakti¢cnom fermentacijom se proizvede najmanje 85 %

mlije¢ne kiseline iz 100 % glukoze (Sakandar 1 sur., 2019).
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Slika 4. Metabolizam homofermentativnih BMK (prema Doenecke 1 sur., 2005)

S druge strane, heterolakti¢na fermentacija je karakteristi¢na za heterofermentativne BMK koje
ragraduju glukozu fosfoglukonatnim metabolickim putem zbog nedostatka enzima
karakteristi¢nih za glikolizu (aldolaza i trioza fosfat izomeraza). Uz mlije¢nu kiselinu, produkti
heterolakti¢ne fermentacije su CO> te octena kiselina i/ili etanol (slika 5). Osim glukoze,
navedenim metaboli¢kim putevima BMK mogu fermentirati i druge heksoze prisutne u kiselom
tijestu poput fruktoze. Pentoze koje nastaju enzimskom hidrolizom pentozana i1 drugih
kompleksnih ugljikohidrata u bijelom i raZenom brasnu, takoder mogu biti metabolizirane
fosfoglukonatnim putem (Akamine i sur., 2023; Mietton 1 sur., 2022; Bintsis, 2018). Poput
homofermentativnih BMK, fakultativno heterofermentativne BMK EMP putem kataboliziraju

heksoze skoro u potpunosti do mlijecne kiseline, uz dodatnu moguénost razgradnje pentoza do

11



mlijecne kiseline i etanola bez proizvodnje CO». Fakultativno heterofermentativne BMK imaju
ovu sposobnost zbog konstituivne fosfoketolaze ¢ija je sinteza inducirana pentozama, pa ¢e za
razgradnju heksoza odabrati EMP put. Shodno tome, fakultativno heterofermentativne i
obligatno heterofermentativne BMK odreduju razli¢ite udjele mlijecne i octene kiseline u
kiselom tijestu (Gaglio i sur., 2018). Proizvodnjom mlijecne (kiselina svjezeg mirisa) i octene
kiseline (kiselina oStra mirisa), BMK omogucuju zakiseljavanje tijesta te doprinose okusu

kruha s kiselim tijestom (Akamine i sur., 2023).
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Slika 5. Metabolizam heterofermentativnih BMK (prema Goyal, 1999)

Alkoholna fermentacija je povezana s metabolizmom kvasaca. Glukoza se razgraduje EMP
metabolickim putem do piruvata koji se prvo dekarbokslira opuStanjem CO», a onda i reducira
u etanol (slika 6). Proizvedeni plin CO; povecava volumen kiselog tijesta, pospjesuje obradu
kiselog tijesta te daje poZeljan okus i miris pekarskim proizvodima. Koli¢ina proizvedenog CO2
u kiselom tijestu je u korelaciji s aktivnoséu enzima glikolize prisutnih u stanicama kvasca, dok
je zadrzavanje CO» sposobnost brasna (Akamine i sur., 2023). Etanol takoder utjece na svojstva

kiselog tijesta jacajuci glutensku mrezu, ali u manjoj mjeri s obzirom da znacajna koli¢ina ispari
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tijekom pecenja pekarskih proizvoda s kiselim tijestom (Pérez-Alvarado 1 sur., 2022). Prema
istrazivanju Warburton i sur. (2022), glukoza koju kvasac koristi kao supstrat za glikolizu moze
biti formirana iz amida pomo¢u BMK amilaza §to je jo§ jedan primjer ranije spomenutih
kvasac-BMK interakcija. Uz dizanje tijesta 1 utjecaj na ¢vrstoc¢u glutenske mreze, kvasci
tijekom fermentacije sintetiziraju brojne tvari arome o kojima je nesto vise receno u kasnijem

dijelu rada (Pérez-Alvarado i sur., 2022).

@ Glukoza
2
2 D .

.
INADT i eesressstsiianiiistiistinstiinsiinsirrenrrrssnrssnrrssnnTnny " 2 Ftanol
EMBDENMEVERHOF. ¥ ¢ :
PARNASOV PUT v
v NADH FIH ssssmesassnnsssanessaassaanrssennasrnnessnnnnng
v
H,G H

C o : :
A / . :
co, c = : :
-~ : :
L']—C\ A
N i’ 2 Acetaldehid ) ———P MO
Piruvat dekarboksilaza Alkohol dehidrogenaza H;

Slika 6. Alkoholna fermentacija u stanicama kvasca (prema Akamine 1 sur., 2023)
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Nakon Skroba, drugi glavni sastojak pSeni¢nog braSna su proteini (Mietton i sur., 2022).
Najvaznija proteinska komponenta pSeni¢nog brasna je gluten koji tijekom pripreme kiselog
tijesta veZe vodu formirajuci glutensku mrezu (Mrv¢i€ i sur., 2011). BraSno zitarica i njegova
mikrobiota sadrZe proteaze i1 peptidaze koje hidroliziraju proteine tijekom fermentacije kiselog
tijesta (Herndndez-Parada 1 sur., 2023; Slika 3). Sintezom kiselina za vrijeme fermentacije
odnosno zakiseljavanjem tijesta snizava se pH vrijednost sa 6,0 na 3,5-4,0. Smanjenjem pH
vrijednosti aktiviraju se asparaginske i cisteinske proteaze iz braSna koje su odgovorne za
primarnu proteolizu tijekom fermentacije. Kiseli medij takoder utjece na redukciju disulfidnih
mostova proteina glutena Sto dovodi do njegove depolimerizacije. Posljedicno se povecava
topivost, a onda 1 osjetljivost glutena na enzimsku razgradnju (Graca i1 sur.,, 2021). U
sekundarnoj proteolizi, djelovanjem peptidaza BMK razgraduju se peptidi pri ¢emu se
oslobadaju aminokiseline. Neki sojevi BMK kiselog tijesta nemaju peptidaze u stani¢noj
membrani pa ovise o aminokiselinama iz brasna, proteazama iz brasna i njihovom
proteolitickom mehanizmu da bi zadovoljili metaboli¢ke potrebe za dusikom. Nadalje, kvasci

iziskuju aminokiseline kao izvor duSika za fermentaciju tijekom koje ¢e u nizu enzimskih
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reakcija osigurati glukozu, fruktozu i aminokiseline za sojeve BMK (Hernandez-Parada i sur.,

2023; Graga i sur., 2021).

Oslobadanje aminokiselina tijekom fermentacije u pozitivnom je odnosu s okusom i mirisom
proizvoda od kiselog tijesta, buduci da su aminokiseline vazni prekursori arome (Mietton i sur.,
2022). S trajanjem fermentacije povecava se i koncentracija aminokiselina koje BMK 1 kvasci
prevode u hlapljive aromatske tvari (Thiele 1 sur., 2002). Ovisno o soju, BMK razgraduju
aminokiseline preko a-keto-kiseline do a-hidroksi-kiseline ili dekarboksilacijom do aldehida,
koji se u procesu oksidacije mogu prevesti u karboksilne kiseline. Dobiveni spojevi poput 3-
metil masla¢ne kiseline i fenilacetata vazni su za aromu sredine pSeni¢nog i razenog kruha. S
druge strane, djelovanjem kvasaca kiselog tijesta i pekarskog kvasca, aminokiseline se prevode
u aroma-aktivne vise alkohole pa se tako na primjer iz fenilalanina dobiva feniletanol (Génzle

isur., 2007).

Poboljsanje aromatskog profila kruha dodatkom kiselog tijesta postiZe se i sintezom aromatskih
tvari 1 njihovih prekursora koji su produkti metabolizma mikroflore kiselog tijesta. Jedan od
produkata metabolizma ugljikohidrata heterofermentativnih laktobacila je i mirisna tvar acetat.
Ve¢ je poznato da za vrijeme heterolakticne fermentacije BMK metaboliziraju heksoze i
pentoze u laktat, CO, etanol i acetat. Dodatkom fruktoze, saharoze, citrata ili uvodenjem kisika
u kiselo tijesto, ravnoteZa nastajanja produkta pomice se u smjeru nastajanja acetata (Mrv¢€i€ i
sur., 2011). Tijekom fermentacije kvasac Saccharomyces cerevisiae prevodi 95 %
fermentabilnih Secera prisutnih u brasnu do etanola 1 CO». Ostalih 5 % sudjeluje u sekundarnim
reakcijama fermentacije gdje se piruvat dobiven glikolizom prevodi u vi$e alkohole, karbonilne
spojeve 1 kratkolancane masne kiseline iz kojih kasnije nastaju aromatski spojevi. Nastajanje
2-feniletanola i 3-metilbutanola u direktnoj je korelaciji s fermentacijskom aktivno$cu kvasca,
pa se povecanje koncentracije tih spojeva ostvaruje produljenjem fermentacije kiselog tijesta

(Pozo-Bayon 1 sur., 2006).

Uz pozeljne tvari arome, u kiselom tijestu se mogu razviti 1 negativne tvari arome koje se
modificiraju pomo¢u BMK. Slobodne masne kiseline brasna mogu oksidirati u vise aldehide
koji daju nezeljenu aromu kiselog tijesta. Zahvaljuju¢i pojedinim heterofermentativnim BMK
nastala koli¢ina visih aldehida se reducira u alkohole s pozitivnim aromatskim karakteristikama
(Mrv¢ic€ 1 sur., 2011). Prema Mrv¢i¢ i sur. (2011), ovim nacinom tijekom fermentacije kiselog

tijesta dolazi do redukcije aroma negativnih aldehida za ¢ak 85 %.
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Uz proces fermentacije, okus i miris proizvoda od kiselog tijesta odredeni su i kvalitetom brasna

te njihovim samim pecenjem (Mietton i sur., 2022; Mrv¢€ic i sur., 2011).
2.2.3. Uvjeti fermentacije

Niz unutarnjih i vanjskih ¢imbenika koji utjecu na proces fermentacije odrazavaju se na rast i
metabolicku aktivnost mikroorganizama, a onda i na karakteristike dobivenog kiselog tijesta te
kruha od kiselog tijesta (Martin-Garcia 1 sur., 2023). Prema Martinez-Anaya (2003), unutarnji
¢imbenici obuhvacaju sastav koriStene mikroflore (vrsta, broj, parametri rasta te enzimska i
fermentacijska aktivnost) 1 svojstva koriStenog brasna (sadrzaj hranjivih i mineralnih tvari,
prisutnost aktivatora rasta, stupanj mljevenja i enzimska aktivnost). S druge strane, vanjski
¢imbenici podrazumijevaju procesne parametre: temperaturu i vrijeme fermentacije, pH, prinos
tijesta, broj 1 interval osvjezenja, koriStene radne mikroorganizme te dodatak aditiva poput soli
(Ferraz i sur., 2021). Unutarnji ¢imbenici su uglavnom nepromjenjivi dok su vanjski ¢imbenici
kontrolabilni i njima se usmjerava fermentacija unutar odredenih granica. Navedeni ¢imbenici
se mogu kombinirati u razli¢itim odnosima imaju¢i na umu medudjelovanja pojedinih

¢imbenika (Martin-Garcia 1 sur., 2023).

= Tip brasna
Razli¢iti tipovi brasna izvor su hrane BMK i kvascima kiselog tijesta. Sadrze hranjive
tvari, uglavnom ugljikohidrate i aminokiseline koje su esencijalne za rast i metabolicku
aktivnost mikroorganizama kiselog tijesta (Hernandez-Parada i sur., 2023). Tamnija
braSna sadrze znatno vecu koliinu posija i topljivih Secera pa im se Cesto daje prednost
u zakiseljavanju u odnosu na bijela brasna. Isto tako, tamnija brasna (primjerice tip 850
1 tip 1100) sadrze veéi udio pepela koji je povezan s intenzivnijim rastom
mikroorganizama i proizvodnjom metabolita fermentacije (Mrv¢i¢ 1 sur., 2011).

= Prinos Kkiselog tijesta (engl. dough yield, DY) i pH
Tekstura kiselog tijesta moZe varirati ovisno o dodanoj koli¢ini vode u zamjes s braSnom
(Falciano i sur., 2022). Prinos tijesta podrazumijeva omjer braSna i vode s obzirom na
100 g koristenog brasna. Ve¢a DY vrijednost je povezana s vecom koli¢inom dodane
vode pa se razlikuju tekuc¢a (DY>300), poluteku¢a (DY izmedu 200-300) 1 pastozna
tijesta (DY<160). Prinos kiselog tijesta je u korealciji s pH vrijednoscu kiselog tijesta.
Naime, voda aktivira proteoliti¢e enzime pa vec¢i udio vode u kiselom tijestu ubrzava
nastajanje kiselina (Hernandez-Parada i sur., 2023). Martin-Garcia i sur. (2023) navode
da tekuca kisela tijesta imaju niZze koncentracije organskih kiselina i nize TTA

vrijednosti, ali je stupanj zakiseljavanja brzi i intenzivniji. Za razliku od njih, kod
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pastoznih kiselih tijesta su zabiljezene visSe TTA vrijednosti, veca koncentracija
organskih kiselina, naro€ito octene kiseline i nizi stupanj zakiseljavanja.

Temperatura fermentacije

Temperatura je jedan od glavnih ¢imbenika koji utjece na mikrofloru kiselog tijesta,
budu¢i da mikroorganizmi imaju razli¢ite optimalne temperature rasta. Opcenito, nize
temperature (25-28 °C) pozitivno utjecu na rast i metabolicku aktivnost kvasaca §to
rezultira ve¢om proizvodnjom etanola, CO> i spojeva arome. Vise temperature (> 30°C)
¢e pogodovati metabolizmu BMK s utjecajem na omjer nastale mlijeCne i octene
kiseline, a onda 1 na stupanj zakiseljavanja tijesta (Martin-Garcia 1 sur., 2023). Brojna
istrazivanja kiselog tijesta pokazala su 30 °C kao optimalnom i naj¢es¢e primijenjenom
temperaturom fermentacije.

Vrijeme fermentacije

Odabir vremenskog trajanja fermentacije odraZava se na razvoj stupnja kiselosti, mo¢
dizanja tijesta i broj stanica mikroorganizama u kiselom tijestu odnosno starteru
(Hernandez-Parada i sur., 2023). Calvert i sur. (2021) su predlozili model "idealnog"
vremena fermentacije u kojemu kiselo tijesto postize ravnotezu izmedu kiselosti 1 rasta
mikroorganizama, optimiziraju¢i sposobnost dizanja tijesta i senzorska svojstva
(slika 7). Skra¢ivanje "idealnog" vremena fermentacije nepovoljno se odrazava na
aromu, teksturu 1 trajnost kruha od kiselog tijesta, dok njegovo produljenje rezultira

kiselijim 1 trpkijim okusom (Calvert i sur., 2021).

Tolerancija B
na kiselost
BMK
=
w1
&
P Kvasac
B
pH 3
Kratko Srednje - "idealno" Dugo Kratko Srednje - "idealno" Dugo
Vrijeme fermentacije (sati) Vrijeme fermentacije (sati)

Slika 7. "Idealno" vrijeme fermentacije uspostavlja ravnotezu izmedu pH 1 selekcije
mikroorganizama otpornih na kiseline (A) te omogu¢uje BMK i kvascima postizanje
optimalne brzine rast (B) (prema Calvert i sur., 2021)
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=  OsvjeZenje
Osim trajanja fermentacije, tijekom pripreme kiselog tijesta potrebno je razmotriti i
dinamiku osvjezenja kiselog tijesta. S povecanjem koraka osvjezenja okolina kiselog
tijesta postaje selektivnija Sto rezultira dominacijom odredenih vrsta, ponajprije
heterofermentativnih BMK. Ucestalost osvjezenja takoder se odrazava na stabilnost i

rast mikroorganizama te stupanj zakiseljavanja tijesta (Martin-Garcia i sur., 2023).

2.2.4. Prednosti proizvodnje pekarskih proizvoda s kiselim tijestom

Optimizacija procesnih parametara omogucuje proizvodnju aktivnog kiselog tijesta koje se
moze upotrijebiti za proizvodnju kruha poboljSanih tehnoloskih, organoleptickih,
mikrobioloskih, nutritivnih i zdravstvenih karakteristika (Mrv¢i¢ i sur., 2011). Kruh s dodatkom
kiselog tijesta u usporedbi s direktno proizvedenim kruhom ima bolju teksturu, aromu i

nutritivni profil te duzi rok trajanja (Posci¢ 1 Karagi¢, 2023).

Protein gluten je odgovoran za teksturu i volumen kruha zbog svojstva zadrzavanja CO2 koji
nastaje kao produkt metabolizma kvasaca. Zakiseljavanjem tijesta uvode se promjene u
reologiju tijesta zbog povecéane topljivosti glutena u kiselom mediju (Siepmann i sur., 2018).
Posljedice reoloskih promjena su elasti¢nije, stabilnije 1 obradivije tijesto ¢ime se dobiva kruh
bolje teksture 1 ve¢eg volumena. Shodno tome, sredina kruha s kiselim tijestom je ¢vrica,
elasti¢nija 1 manje mrvljiva, pa je smanjena migracija vode iz sredine kruha prema kori koja
dulje vrijeme ostaje hrskava. Zakiseljavanje tijesta pozitivnho se odrazava i na svjeZinu te
trajnost kruha. Zbog prisutnosti kiselog medija, brzina retogradacije amilopektina, enzima
odgovornog za starenje sredine kruha se smanjuje, a time 1 produljuje svjezina kruha (Mrv¢ic i
sur., 2011). Osim toga, neki rodovi BMK kiselog tijesta imaju sposobnost proizvodnje raznih
vrsta egzopolisaharida koji u tijestu djeluju jednako kao 1 sastojci aditiva, hidrokoloidi. Njihovo
djelovanje se ocituje poboljSanim vezanjem vode u tijestu, Sto povoljno utjece na teksturu,

volumen, svjezinu i trajnost kruha (Lau 1 sur., 2021).

Primjena tehnologije kiselog tijesta u pekarskoj industriji pozitivno utjece na mikrobioloSke 1
organolepti¢ke karakteristike gotovog proizvoda. MikrobioloSke karakteristike kiselog tijesta
odnosno kruha o kojima ¢e viSe biti re¢eno u idu¢em poglavlju rada, proizlaze iz antimikrobnog
djelovanja BMK koje sprjecava proces kvarenja, a time i produljuje trajnost kruha s dodatkom
kiselog tijesta (Lau i sur., 2021). Za organolepti¢ka svojstva kruha s kiselim tijestom zasluZzen
je stabilan kometabolizma BMK 1 kvasaca tijekom fermentacije te proces pecenja (Siepmann i

sur., 2018). Tijekom fermentacije kiselog tijesta, oslobadanjem i konverzijom aminokiselina
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nastaju alkoholi, kiseline, aldehidi, ketoni 1 esteri koji doprinose aromi sredine kruha. S druge
strane, procesom pecenja u Maillardovoj reakciji iz aminokiseline ornitin nastaje 2-acetil-1-

pirolin, klju¢na tvar arome kore pSeni¢nog kruha (Mrv¢ié i sur., 2011).

Uz spomenuta pozitivna djelovanja kiselog tijesta, zadnjih desetak godina brojna istrazivanja
naglaSavaju nutritivne te zdravstvene vrijednosti pekarskih proizvoda s kiselim tijestom (Graga
isur., 2021; Lauisur., 2021). Ve¢ spomenuti kiseli medij utjeCe na topljivost glutena i povecanje
aktivnosti enzima odgovornih za razgradnju Skroba pa je jedna od najvec¢ih prednosti ovih
proizvoda njihova lakSa probavljivost (Pérez-Alvarado i sur., 2022). Lau i sur. (2021) povezuju
modifikaciju $kroba s nizim glikemijskim indeksom pekarskih proizvoda fermentiranih kiselim
tijestom. Nadalje, Pérez-Alvarado i sur. (2022) isticu vaznost aktivnosti proteaza za smanjenje
koncentracija cerealnih alergena u kruhu S§to rezultira smanjenjem alergijskih reakcija
povezanih sa Zitaricama. Cjelovite Zitarice su vaZan izvor mineralnih tvari (kalcij, kalij,
magnezij, zeljezo, cink), no u prisutnosti fitinske kiseline koja je prirodno prisutna u zrnu
zitarica, njihova bioloska raspolozivost se smanjuje. Zakiseljavanje tijesta pogoduje razgradnji
fitinske kiseline Sto se pozitivno odrazava na bioraspolozivost minerala, a time i1 nutritivnu
vrijednost kruha (Siepmann i sur., 2018). Prema navodima Hugenholtza i Smida (2002), neki
sojevi BMK imaju sposobnost sinteze vitamina niacina 1 riboflavina, dok drugi izvor spominje
vaznost kvasaca u povecanju njihove koncentracije ¢ime se doprinosi nutritivnoj i zdravstvenoj
vrijednosti kruha (Pérez-Alvarado i sur., 2022). Novije studije pokazuju prisutnost bioaktivnih
spojeva poput antikancerogenih, imunomodularnih i protuuplanih peptida u proizvodima na

bazi kiselog tijesta (Graga 1 sur., 2021).

2.2.5. Tehnoloski procesi u pripremi kiselog tijesta

Postoji niz postupaka za vodenje procesa proizvodnje kiselog tijesta. Postupci se razlikuju po

svojoj recepturi koja ukljucuje:

= omjer sirovina koje ulaze u sastav kiselog tijesta

= koriStene mikroorganizame (pekarski kvasac i/ili starter kultura)

= vrijeme trajanja

= temperaturne uvjete

* puno znanja i radnog iskustva.
Proizvodnja se moze provoditi ru¢no u plasticnim posudama ili posudama za zamjes te uz
pomo¢ automatizirane tehnologije, u fermentoru. Proizvodnja kiselog tijesta od pSeni¢nog

braSna najcesce se odvija jednostupanjskom metodom, dok se viSestupanjska metoda najvise
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primjenjuje u proizvodnji razenog kiselog tijesta. Kod proizvodnje psSeni¢nog kiselog tijesta
jednostupanjskom metodom fermentacija traje od 15 do 20 sati. Ukoliko se proizvodnja odvija
dvostupanjskom metodom, fermentacija se odvija u trajanju izmedu 18 i 23 sata, a preporuceno
doziranje kiselog tijesta u glavni zamjes je 10 % na braSno. Kiselo tijesto se moze proizvoditi
tradicionalnim postupkom odnosno spontanom fermentacijom ili dodatkom komercijalnih
starter kultura koje obavezno sadrze jednu ili vise vrsta BMK, dok odredene vrste kvasaca mogu
1 ne moraju sadrzavati. Broj mikroorganizama u starter kulturi mora biti ve¢i u odnosu na broj
u brasnu kako bi se postigla dominantnost odabrane kulture. Pri proizvodnji pSeni¢nog kiselog
tijesta upotrebom komercijalne starter kulture, preporuc¢eno doziranje startera je 1 % na brasno

(Mrv¢i€ i sur., 2011).
2.2.5.1. Vrste kiselog tijesta (KT)

Broj, raznolikost i odrzivost vrsta mikroorganizama u kiselom tijestu ovisi o vrsti brasna i
odabiru tehnoloskih parametara (Corsetti i Settanni, 2007). S obzirom na kori$tenu tehnologiju
proizvodnje kiselog tijesta, slika 8 prikazuje 4 vrste odnosno tipa kiselog tijesta: Tip I, Tip II,
Tip Il 1 Tip IV (Hernandez-Parada i sur., 2023).

TIP I TIP II TIP II1 TIP IV
______ Mjesavina Mjesavina Kiselo tijesto Mijesavina
i brasna i vode brasna i vode tp IV brasna i vode
. Odrzavanje Spontana . Starter
:  pribranjivanjem fermentacija Susenje o kultura
Predtijesto Starter kiselog Predtijesto
Lt tijesta J
l Osvijezenje ¥ v ' Osvjeienje
Fuueenanes Kiselo tijesto Kiselo tijesto Kiselo tijesto I Kiselo tijesto
(pastozno) (polutekude i tekuce) (suho) (pastozno, polutekuce ili suho)
) 4 . 2
Proizvodnja kruha Proizvodnja kruha Proizvodnja kruha Proizvodnja kruha

Zanatske pekare/laboratorij

Industrijske pekare/laboratorij

Industrijske pekare

Zanatske pekare/laboratorij

Slika 8. Shematski prikaz proizvodnje razli¢itih tipova kiselog tijesta (prema Hernandez-
Parada i sur., 2023; Martin-Garcia i sur., 2023)

= Tip I (pastozno KT)
Kiselo tijesto se proizvodi ranije opisanim tradicionalnim postupkom u kojemu se
mjeSavina brasna i vode prepusta spontanoj fermentaciji na temperaturi izmedu 20 i 30

°C. Ovaj tip kiselog tijesta karakterizira ekvivalentan omjer braSna i vode te
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kontinuirana osvjezenja na dnevnoj bazi, s ciljem odrzavanja mikroorganizama u
aktivnom stanju. U praksi se provode 3 serije osvjezenja svaka 24 sata ¢ime se dobiva
kiselo tijesto za pecenje (Herndndez-Parada i sur., 2023; Calvert i sur., 2021).

Tip II (polutekuce i tekuée KT)

Spontanim razmnozavanjem bakterija 1 kvasaca u tijestu potencijalno dolazi do rasta i
nezeljenih mikroorganizama koji su prirodno prisutni u tijestu. Nadalje, brasno nije
sterilno 1 u njemu mogu biti prisutni mikroorganizmi koji fermentaciju usmjeravaju u
nezeljenom smjeru. Iz tog razloga u vecini pogona se primjenjuje tip II kiselog tijesta,
¢ija je glavna karakteristika dodatak komercijalne starter kulture definiranog sastava u
mjeSavinu brasna i vode (Mrv¢ié i sur., 2011). Tip II vrsta kiselog tijesta naziva se jos i
industrijski tip tijesta te se prepusta fermentaciji na temperaturi visoj od 30 °C u trajanju
od 2-5 dana (Corsetti 1 Settanni, 2007). ViSe temperature pomicu ravnotezu u smjeru
vece produkcije mlijene kiseline pa takva kisela tijesta imaju pH nizi od 3,5 te daju
aromatican i snazan okus kruha. Jo$ jedna vazna karakteristika ovog tipa kiselog tijesta
je visoki prinos tijesta Sto ga Cini pogodnim za industrijsku primjenu zbog lakog
prepumpavanja (Mrv¢€i¢ i sur., 2011).

Tip III (suho KT)

Kiselo tijesto tipa III proizvodi se tradicionalnim postupkom ili uz dodatak starter
kulture, nakon ¢ega se procesom susenja dobiva suho tijesto u obliku praha (Hernandez-
Parada i sur., 2023). Prednosti ove vrste su produljena trajnost, jednostavna i prakti¢na
upotreba te standardizacija kvalitete pekarskog proizvoda pripremljenog s ovakvim
tipom kiselog tijesta (Calvert 1 sur., 2021). S druge strane, osjetljivost starter kulture
odnosno BMK na suSenje kao 1 visoka cijena postupka smatraju se nedostacima ovog
tipa kiselog tijesta (Hernandez-Parada 1 sur., 2023).

Tip IV (pastozno, polutekuce i suho KT)

Ova vrsta kiselog tijesta je kombinacija tipa I 1 tipa II kiselog tijesta; zapocinje
fermentacijsku aktivnost uz dodatak starter kulture, a razmnoZava se kroz serije
osvjezenja sve dok se ne razvije zrelo kiselo tijesto (Martin-Garcia i sur., 2023). Ovisno
o prinosu tijesta moze biti u sva tri oblika: pastoznom, poluteku¢em i suhom. Rast i
aktivnost mikrobnih vrsta startera ovisi o vrsti 1 kvaliteti brasna, fermentacijskim
uvjetima te interakcijama s autohtonom mikrobiotom. Nakon izvrSene prirodne
selekcije izmedu autohtonih mikrobnih vrsta 1 onih u starteru, mikroflorom kiselog
tijesta dominiraju sojevi koji su prilagodeni okolini kiselog tijesta, a ujedno imaju

sposobnost vodenja fermentacije (Hernandez-Parada i sur.,, 2023). Vrste BMK i
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kavasaca izolirane iz ovog tipa tijesta su: Lim. fermentum, Lpb. plantarum, F.
sanfranciscensis, Lc. mesenteroides, W. confusa, S. cerevisiae, C. humilis 1 W.
anomalous (Martin-Garcia 1 sur., 2023). Kiselo tijesto tip IV najcesc¢e je izabrano za
laboratorijska istrazivanja (Hernandez-Parada 1 sur., 2023) pa je ova vrsta kiselog tijesta
upotrijebljena za istrazivanje u ovom radu.
Za razliku od tipa I kiselog tijesta, tipovi II i III zahtijevaju dodatak pekarskog kvasca kao
sredstvo za dizanje tijesta zbog inhibicije rasta prirodno prisutnih kvasaca uslijed zakiseljavanja
(Harth 1 sur., 2016). Zadnjih godina, tekuca kisela tijesta imaju sve vecu primjenu u pekarskoj
industriji, izmedu ostalog, zbog lakSe kontrole parametara fermentacije te moguénosti

proizvodnje kiselog tijesta u velikom mjerilu (Pérez-Alvarado i sur., 2022).

2.3. MIKROBIOLOSKE PREDNOSTI KRUHA S KISELIM TIJESTOM

Mikrobno kvarenje je glavni ogranicavajuci faktor trajnosti krusnih proizvoda koji se negativno
odrazava na ekonomiju pekarske industrije, ali 1 samih potrosaca (Stanzer i sur., 2017). Kao
glavne uzro¢nike kvarenja kruha, Lau i sur. (2021) navode plijesni iz rodova Aspergillus,
Penicillium, Monilia 1 Fusarium, dok drugi izvor spominje 1 bakterije iz roda Bacillus
(Siepmann i sur., 2018). Tijekom fermentacije kiselog tijesta BMK proizvode razlicite organske
kiseline (mlijecna, 3-fenilmlijeCna, octena, kapronska, valerijanska) koje snizavaju pH
vrijednost 1 na taj na¢in smanjuju razvoj patogena. Isto tako produciraju i spektar drugih spojeva
s antimikrobnim djelovanjem poput vodikovog peroksida, ugljikovog dioksida, cikli¢kih
dipeptida, kratkolan¢anih masnih kiselina, bakteriocina i bakteriocinima sli¢ne inhibitorne
spojeve (Sakandar 1 sur., 2019, Siepmann 1 sur., 2018). Kod nekih vrsta BMK zabiljezena je 1
proizvodnja reutericiklina, antibiotika s bakteriostatskim 1 baktericidnim djelovanjem prema
Gram-pozitivnim bakterijama koje su uzrocnici nitavog kvarenja kruha (Martin-Garcia i sur.,
2023). Ve¢ina rodova BMK ima antibakterijsko djelovanje, dok samo pojedine vrste ispoljavaju
inhibitorsko djelovanje prema plijesnima (Sakandar i1 sur., 2019). Primjer takvih vrsta je
Lpb. plantarum 1 P. pentosaceus koje su u istrazivanje Stanzer i sur. (2017) pokazale jako

inhibicijsko djelovanje vrste prema plijesnima Penicillium sp. 1 Aspergillus niger.

Zahvaljuju¢i snizenju pH vrijednosti te antifungalnom i antibakterijskom djelovanju BMK
brojne pekarske industrije uvode tehnologiju kiselog tijesta u svoje pogone kao prirodnu
alternativu brojnim kemijskim konzervasima za o€uvanje svjezine i duZe trajnosti proizvoda
(De Vero i sur., 2021). U pekarstvu se obi¢no koristi propionska kiselina za produzenje trajnosti

proizvoda, pa se uz dodatak kiselog tijesta ovaj aditiv moze izbjec¢i (Sakandar i sur., 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Brasno

Koristena brasna u ovom radu su pSeni¢na brasna tipova T-550 i T-850 proizvodaca Granolio

d.d., Zagreb.
3.1.2. Radni i test mikroorganizmi

= Starter kultura
Za pripremu uzoraka kiselog tijesta koriStena je komercijalna starter kultura u
liofiliziranom obliku. Sastav starter kulture odreden je pomo¢u MALDI-TOF masene

spektrometrije (poglavlje 3.2.1.).

= Kvasac
Za pripremu kruSnog tijesta (krusci¢a) upotrijebljen je instant suhi pekarski kvasac

di-go u obliku granula koji sadrzi kvasac Saccharomyces cerevisiae.

= Plijesan
Za ispitivanje antifungalne aktivnosti kiselog tijesta koriStene su spore plijesni
Penicillium sp. uzete 1z zbirke mikroorganizama Laboratorija za op¢u mikrobiologiju 1
mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u

Zagrebu.

3.1.3. Ostale sirovine

= Destilirana voda — proizvedena na Prehrambeno-biotehnoloSkom fakultetu u Zagrebu.
= Kuhinjska sol — sitna morska, proizvodac¢ Solana Pag, Hrvatska.

= Secer — konzumni Secer, proizvodac Viro tvornica Secera d.d., Hrvatska.

3.1.4. Hranjive podloge

Zauzgoj 1 odredivanje broja BMK u uzorcima kiselih tijesta koriSten je:

e MRS (Man-Rogosa-Sharpe) agar ¢iji je sastav definiran tablicom 3.
e MRS bujon istog sastava kao MRS agar, ali bez dodatka agara.

Za uzgoj 1 odredivanje broja kvasaca u uzorcima kiselih tijesta koristen je Mueller-Hinton agar,

MHA (Biolife, Italija) ¢iji je sastav definiran tablicom 4.
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Tablica 3. Sastav MRS (Man-Rogosa-Sharpe) hranjive podloge za BMK

SASTOJCI g/L
Glukoza 20
Mesni ekstrakt 10
Kazein hidrolat 10
Kvascev ekstrakt 10
Kalijev hidrogenfosfat 5
Amonijev citrat 2
Natrijev acetat 2

MnSO,x 4 H,0O 0,05
MgSO,x 7 H,O 0,1
Tween 80 1
Agar 20
Destilirana voda -

Priprema MRS hranjivih podloga: sastojci MRS-a pomijeSaju se s agarom u odredenim
koli¢inama. PomijeSani sastojci se otope u 1 L destilirane vode te sterilizaraju u autoklavu pri
121 °C tijekom 15 minuta. Nakon sterilizacije slijedi hladenje i izlijevanje MRS podloga u
sterilne Petrijeve zdjelice. Za vrijema izlijevanja zdjelica se rotira po radnoj plohi radi
ravnomjerne raspodijele podloge unutar zdjelice. Tako pripremljene MRS podloge prolaze
proces hladenja i1 skru¢ivanja nakon c¢ega su spremne za koriStenje. MRS bujon se priprema
mijeSanjem sastojaka navedenih u tablici 3, izuzev agara. Sastojci se otope u 1 L destilirane

vode nakon Cega se steriliziraju na 121 °C tijekom 15 minuta.

Tablica 4. Sastav MHA (Mueller-Hinton agar) hranjive podloge za kvasce

SASTOJCI o/L
Mesni ekstrakt 2

Kiseli hidrolizat kazeina 17,5
Skrob 1,5

Agar 17

Glukoza 20
Destilirana voda -

23



Priprema MHA hranjive podloge: 38 g MHA otopi se u 1 L destilirane vode. Otopina se

zagrijava do potpunog otapanja sastojaka, nakon Cega se sterilizira u autoklavu pri 121 °C

tijekom 15 minuta. Zatim slijedi hladenje na oko 55 °C te izlijevanje MHA podloge u sterilne

Petrijeve zdjelice. Prilikom izlijevanja, zdjelica se rotira po radnoj povrsini kako bi se postigla

ravnomjerna raspodijela podloge. Nakon procesa hladenja i skru¢ivanja, pripremljena MHA

podloga moze se koristiti za rast kvasaca.

3.1.5. Kemikalije i reagensi

Sve koristene kemikalije za eksperimentalni dio rada su visoke analiticke ¢istoce (p.a.). Pri radu

su koristene slijede¢e kemikalije:

0,1 mol/L otopina natrijevog hidroksida, proizvodac: Kemika, Hrvatska

0,0025 mol/L otopina sumporne kiseline, proizvodac: Merk, Njemacka

1 %-tna otopina oksitetraciklina (OTC), proizvodac: Sigma-Aldrich, SAD

0,0001 %-tni cikloheksimid, proizvodac: Sigma, Njemacka

96 %-tni etanol, proizvodac: Kemika, Hrvatska

70 %-tna mravlja kiselina, proizvodac: Fisher Chemical, SAD

acetonitril, proizvodac: Fisher Chemical, SAD

a-cijano-4-hidroksi-cimetna kiselina, proizvoda¢: Bruker Daltonik, Njemacka

otopina Carezz I (0,085 mol/L otopina kalijeva heksacijanoferata (II) trihidrata),
proizvodac: Kemika, Hrvatska

otopina Carezz II (0,25 mol/L otopina cinkova sulfata heptahidrata), proizvodac:
Kemika, Hrvatska

sterilna voda

destilirana voda.

3.1.6. Uredaji i oprema

Za eksperimentalni dio rada koriSteni su slijede¢i uredaji i oprema:

Uredaji

analiticka vaga BP-210-S, proizvodac: Sartorius, Hrvatska

tehnicka vaga KB1200-2N, proizvodac: Kern, Njemacka

pH-metar Lab 855, proizvodac: SI Analytics, Njemacka

termostat EBT, proizvoda¢: Termo medicinski aparati Bodalec i Havoi¢, Hrvatska

termostat BTES, proizvodac: Termo medicinski aparati Bodalec i Havoi¢, Hrvatska
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= autoklav, proizvodac: Sutjeska, Srbija

= vorteks MS 3 D S000, proizvodac: IKA, SAD

= Bunsenov plamenik, proizvodac: O.M.M., Italija

= mikrobioloski zastitni kabinet, proizvodac: Klimaoprema, Hrvatska

= fermentacijska komora GS1 ED 60/40 0600 A-BJDBA, proizvodac: Weisheu,
Njemacka

= etazna pe¢ Typ EB 064-320 IS 600, proizvodac: Weisheu, Njemacka

= uredaj za tekuéinsku kromatografiju ultra-visoke djelotvornosti, UPLC Agilent
Technologies 1290 Infinity II, proizvodac: Santa Clara, SAD

= centrifuga Centric 200R, proizvoda¢: Domel, Slovenija

= gspektrometar masa Microflex LT, proizvodac: Bruker Daltonik, Njemacka

= hladnjak sa zamrzivacem, proizvodac: Koncar, Hrvatska

= rucni mikser, proizvodac: Tefal, Francuska.

Oprema

= laboratorijske ¢aSe i menzure
= stakleni Stapi¢ 1 lijevak

= okrugle tikvice s ravnim dnom
= metalne Spatule, Zlice, pincete
= metalna balonska mutilica

= Dbireta, pipete i propipete

= automatske pipete

= kivete po Eppendorfu

= pipetmani

= kapaljka

= silikonski kalupi

= papir za pecenje

= lim za pecenje

* noz zarezanje kruha

= Petrijeve zdjelice (@ 90 mm)
= Stapi¢ po Drigalskom

= staklene vijalice

= male staklene bocice

= filter papir

25



= najlonski filter (0,2 um)

= Sprica

= tronozac

= sterilni diskovi (6 mm)

= kolona Rezex ROA-Organic Acid H+ (15 cm x 7,2 mm), proizvodac: Phenomenex,

SAD.
3.2. METODE RADA

3.2.1. Metoda identifikacije mikrobnih vrsta pomoc¢u spektrometrije masa

U svrhu odredivanja sastava starter kulture uzete za fermentaciju upotrijebljen je matricom
potpomognuta ionizacija desorpcijom laserskog zraenja — analizator masa s vremenom leta
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionization — Time of Flight; MALDI-TOF) spektrometar
masa Microflex LT™. Ovaj specijalizirani uredaj se koristi za identifikaciju Gram-pozitivnih i
Gram-negativnih bakterija, kvasaca te viSestani¢nih gljiva. Princip rada se temelji na
spektrometriji masa, revolucionarnom pristupu u karakterizaciji vrsta, pa ovaj uredaj ima
primjenu u klinickoj mikrobiologiji, analizi hrane te industrijskoj kontroli kvalitete proizvoda.
Pocevsi od mikrobne kolonije, rezultati se dobivaju u nekoliko minuta. Uz brzinu postizanja
rezultata, osnovne prednosti ovog instrumenta su jeftina i jednostavna priprema uzoraka te

pouzdanost rezultata.

= (Qdabir kolonija za identifikaciju
Kako bi se odredio sastav koriStene starter kulture, dio startera zahvaden je
mikrobioloSkom uSicom i prenesen u sterilan MRS bujon. Nakon 24 sata termostatiranja
na 32 °C bujon se zamutio kao rezultat porasta mikrobnih kultura. Nakon toga je bujon
mikrobioloSkom uSicom dalje nacijepljen na MRS agar. Sastav mikroflore odredivan je
nakon 48 sati rasta mikrobnih kultura u termostatu na 32 °C te je ploca ostavljena jo$
48 sati na sobnoj temperaturi kako bi kolonije pigmentirale i kako bi morfoloske
karakteristike bile izraZajnije. Na osnovu morfoloSkih karakteristika kolonija poraslih
na MRS agaru, odabrane vrste za identifikaciju su bile zute i roze odnosno krem kolonije

(slika 9).

26



Slika 9. Morfoloski izgled i odabir kolonija za identifikaciju kultura iz komercijalnog
startera (vlastita fotografija)

Priprema uzoraka za analizu

Vrhom nastavka automatske pipete uzme se malo mikrobne kolonije porasle na MRS
hranjivoj podlozi i resuspendira mijeSanjem u kiveti po Eppendorfu s 300 pL destilirane
vode. Dodaje se 900 puL etanola i suspenzija se mijesa na stolnoj mijesalici barem jednu
minutu. Kiveta se centrifugira dvije minute pri 13 000 rpm, nakon ¢ega se uklanja
supernatant i ponavlja postupak centrifugiranja kako bi se uklonio sav etanol. Na
dobiveni talog se dodaje 20 pL 70 %-tne mravlje kiseline uz mijeSanje. Zatim se dodaje
centrifugira 2 minute pri 13 000 okretaja po minuti nakon ¢ega se 1 uL dobivenog
supernatanta stavlja na MALDI plo¢icu. Nakon §to se uzorak osusi na zraku, obloZi se
s 1 pL otopine matrice (o-cijano-4-hidroksi-cimetna kiselina) i takav je spreman za

analizu.

Analiza uzoraka pomocu Microflex LT™ MALDI-TOF spektrometra masa

MALDI plocica se umetne u spektrometar masa (Microflex LT™) i pokrene se snimanje
MALDI Biotyper Compass HT 5.1 racunalnim programom (Bruker Daltonik). Dobivaju
se spektri koji se usporeduju s referentnim spektrima pohranjenim u Bruker Biotyper
bazi podataka uz algoritam MALDI Biotyper. Algoritam izraCunava korelaciju izmedu

eksperimentalno dobivenih spektara i referentnih spektara u bazi podataka te rezultate
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prikazuje u obliku logaritamskih vrijednosti (engl. score) koje mogu biti u rasponu od
0 do 3. Prema uputama proizvodaca vrijednosti od 2,0 i viSe pokazuju sigurnu
identifikaciju vrste, vrijednosti od 1,7 do 1,9 identifikaciju na razini roda, a za

vrijednosti ispod 1,7 identifikacija je nemoguca (tablica 5).

Tablica 5. Znacenje bodovnih vrijednosti rezultata dobivenih obradom podataka
tijekom identifikacije (Schulthess i sur., 2014)

INTERVAL OPIS SIMBOL BOJA
2,00 - 3,00 Visoka vjerojatnost identifikacije na razini vrste (+++) zelena
1,70 - 1,99 Vjerojatna identifikacija na razini roda (+) Zuta

3.2.2. Uzorci Kkiselog tijesta

Uzorci kiselog tijesta pripremljeni su u omjerima mase brasna i vode 1:1 te 1:2 i uz dodatak
komercijalne starter kulture. 12 uzoraka je stavljeno na termostatiranje pri razli¢itim
temperaturama (25, 30 1 40 °C) tijekom 18 sati (tablica 6). Nakon 18 sati fermentacije svim
uzorcima je odredena pH vrijednost, ukupna titracijska kiselost te koncentracija odabranih

metabolita (etanola, glicerola, mlije¢ne 1 octene kiseline).

Tablica 6. Oznake uzoraka i parametri fermentacije kiselog tijesta

S S *
UZORKA | BRASNA | BRASNA I VODE eCl KULTURA

; .
3 (DY 200) 0

T-550 DA
4 19 25
5 ' 30

DY 300

6 ( ) 40
: :
3 (DY 200) 20
0 T-850 - > DA
11 ' 30
o (DY 300) 20

*prinos tijesta, engl. dough yield, DY
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Uzorci kiselog tijesta s oznakama 2 (brasno T-550, omjer 1:1 i temperatura 30 °C) i 8 (brasno
T-850, omjer 1:1 i temperatura 30 °C) vodeni su kroz 14 dana uzastopnih fermentacija na
30 °C. Utjecaj dodatka kiselog tijesta u novu mjesavinu brasna i vode utvrdivao se prac¢enjem i
mjerenjem pH vrijednosti 1 ukupne titracijske kiselosti kroz 14 dana te odredivanjem
koncentracije metabolita i broja mikroorganizama nakon nultog, sedmog i Cetrnaestog dana

vodenja.

3.2.3. Priprema 1 vodenje kiselog tijesta

Pripremljena kisela tijesta razlikuju se prema tipu brasna (T-550 1 T-850), omjeru brasna i vode
(1:1 1 1:2) odnosno prinosu tijesta (DY 200 i DY 300) i temperaturi fermentacije (25, 30 i 40
°C). Sva kisela tijesta pripremljena su starter kulturom dodavanom 1 % na brasno. U ¢aSama od
200 mL naprave se odvage starter kulture (0,4 g), brasna (40 g) i destilirane vode (40 g za
uzorke 1:1 1 80 g za uzorke 1:2). Smjese su homogeniziraju staklenim Stapicem kako bi se
dobila ravnomjerna raspodijela sastojaka, nakon ¢ega se prekriju aluminijskom folijom u svrhu
prevencije susenja povrsine tijesta. Tako pripremljeni uzorci stavljaju se na termostatiranje pri

25,30140 °C u trajanju od 18 sati.

Kako bi se ispitala robusnost starter kulture, fermentirani uzorci kiselog tijesta s razlic¢itim
tipovima brasna (T-550 1 T-850), DY 200 i temperaturom fermentacije na 30 °C su koriSteni za
proces vodenja kroz tehniku osvjezenja krusnog tijesta tijekom 14 dana. To bi znacilo da se
svaki dan rada dobiveno kiselo tijesto nakon analize koristi kao inokulum za slijede¢u
fermentaciju dodatkom u novu mjeSavinu brasna i1 vode koja ponovo fermentira 18 sati na
30 °C. Postupak osvjezenja odnosno prihranjivanja kiselog tijesta se ponavlja u ciklusu od 14
dana. Priprema prihranjenih kiselih tijesta kroz 14 dana odvija se prema sli¢noj, iznad
navedenoj recepturi. Razlika je u tome Sto se umjesto odvage starter kulture, u ¢aSama od 200
mL naprave odvage brasna (40 g), destilirane vode (40 g) i dobivenog kiselog tijesta (4 g Sto
iznosi 10 % na braSno) koji je inokulum za pocetak nove fermentacije. Zamjes se ponovo

homogenizira, prekrije aluminijskom folijom te fermentira 18 sati pri 30 °C.
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3.2.4. Odredivanje fermentacijskih karakteristika kiselog tijesta

Nakon svakog dana fermentacije uzorcima kiselog tijesta su odredeni slijede¢i parametri: pH
vrijednost pomoc¢u pH-metra i ukupna kiselost titracijom (engl. Total Titratable Acidity, TTA).
Metodom tekucinske kromatografije ultra-visoke djelotvornosti (engl. Ultra Performance
Liquid Chromatography, UPLC) u uzorcima kiselih tijesta je odredena koncentracija odabranih

metabolita.

3.2.4.1. Odredivanje pH vrijednosti

pH vrijednost kiselog tijesta odreduje se na nacin da se u ¢aSu od 200 mL odvaze 10 g uzorka
kiselog tijesta i 90 g destilirane vode. Suspenzija se mijesa ru¢no, 1 minutu na sobnoj
temperaturi uz pomo¢ metalne balonske mutilice. Mjerenje pH vrijednosti provodi se
uranjanjem elektrode pH-metra u ¢asu sa suspenzijom. Elektroda ostaje uronjena do postizanja
stabilizacije pH vrijednosti koja se potom ocitava i biljezi. pH vrijednosti su izmjerene i
nerazrjedenim uzorcima kiselog tijesta direktnim uranjanjem sonde pH-metra u ¢asu s kiselim
tijestom. Nakon 18 sati fermentacije te do pocetka mjerenja pH, uzorci su Cuvani u

laboratorijskom hladnjaku.

3.2.4.2. Titracijsko odredivanje ukupne kiselosti (TTA)

Ukupna titracijska kiselost (TTA) moZe se definirati kao ukupna koli¢ina kiselina proizvedenih
tijekom fermentacije kiselog tijesta, a odreduje se titracijom s 0,1 mol/L NaOH. Za odredivanje
ukupne titracijske kiselosti uzoraka kiselog tijesta koriste se prethodno pripremljene suspenzije
za odredivanje pH vrijednosti (uzorci kiselog tijesta homogenizirani s 90 mL destilirane vode).
Suspenzije su titrirane s 0,1 mol/L NaOH uz konstantnu homogenizaciju do postizanja pH
vrijednosti 8,5 koja je pracena uz pomoc¢ elektrode pH-metra. UtroSeni volumen NaOH se ocita
s birete te se ukupna kiselost izraZzava kao volumen utro$enog 0,1 mol/L NaOH za postizanje

pH 8.5.
3.2.4.3. Odredivanje koncentracije metabolita UPLC metodom

Koncentracije alkohola i1 organskih kiselina odredivane su u uzorcima kiselog tijesta. Ciljani
metaboliti za razdvajanje 1 analizu UPLC metodom u ovom radu su etanol, glicerol, mlijec¢na 1

octena kiselina.
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Priprema uzoraka za analizu

Odredivanje koncentracije analita u uzorcima kiselog tijesta zapoCinje pripremom
otopina za analizu uzoraka kiselog tijesta s DY 200 i otopina za analizu uzoraka kiselog
tijesta s DY 300. Prvi korak pripreme otopina uzoraka kiselog tijesta s DY 200 je
razrjedenje 10 g vaganog uzorka u 100 mL destilirane vode. Alikvot od 10 mL
odpipetira se u okrugle tikvice s ravnim dnom od 50 mL. Ovaj korak je izostavljen u
pripremi otopina uzoraka kiselog tijesta s DY 300 gdje se 1 g vaganog uzorka dodaje
direktno u okruglu tikvicu s ravnim dnom od 50 mL. Daljnji koraci pripreme otopina su
isti. Sadrzajima tikvica pipetom su dodani 2,5 mL otopine Carrez I 1 2,5 mL otopine
Carrez 11 za talozenje proteina, nakon ¢ega su tikvice nadopunjene destiliranom vodom
do oznake. TaloZenje se provodi 10 minuta, a istaloZeni proteini se uklanjaju filtracijom.
Otopine se prvo filtriraju kroz filter papir koji je oblikovan u stozac i stavljen u stakleni
lijevak. Ispod lijevka se pozicionira ¢asa za prihvat filtrata, dok talog zaostaje na filter
papiru. Injektiranjem pomo¢ Sprice, dobiveni filtrat se profiltrira kroz najlonski filter
promjera 0,2 um u vijalice ¢ime se dobivaju odgovarajuci uzorci za analizu. Profiltrirani

uzorci se ¢uvaju u laboratorijskom zamrzivacu na -18 °C do UPLC analize.

Analiza uzoraka UPLC metodom

Razdvajanje 1 analiziranje ciljanih analita u uzorcima kiselog tijesta provodi se UPLC
metodom uz primjenu detektora. Za analize je koriStena analiticka kolona Rezex ROA -
Organic Acid H+ proizvodaca Phenomenex, SAD, a kao mobilna faza tijekom analize
koriStena je vodena otopina sumporne kiseline (0,0025 mol/L). Za detekciju ciljanih
analita koriSten je RID detektor temperature 40 °C. Tablica 7 prikazuje uvjete UPLC

analize.

Tablica 7. Uvjeti UPLC analize

NAZIV KOLONE Rezex ROA-Organic Acid H+
DIMENZIJE KOLONE 15cmx 7,2 mm
TEMPERATURA KOLONE 60 °C

MOBILNA FAZA 0,0025 mol/L H,SO,
PROTOK MOBILNE FAZE 0,6 mL/min

INJEKTIRANI VOLUMEN UZORKA 10 pL
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Rezultat UPLC analize je kromatogram odnosno dijagram koji prikazuje odzive analita
koji izlaze iz kromatografske kolone u ovisnosti o vremenu (slika 10). Udio pojedinog
analita proporcionalan je povrSini pika na kromatogramu (A), a vrijeme koje je potrebno

da analit prode kroz kolonu naziva se retencijsko vrijeme (tr).
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Slika 10. Kromatogram dobiven UPLC metodom (racunalni program OpenLAB CDS)

Kvalifikacija i kvantifikacija alkohola i organskih kiselina

Kvalifikacija alkohola i organskih kiselina provodi se usporedbom retencijskih vremena
standarda ciljanih analita (otopine cistih ciljanih analita poznatih koncentracija) i
retencijskih vremena razdvojenih analita iz injektiranog uzorka. S druge strane,
kvantifikacija ciljanih analita se provodi primjenom metode vanjskog standarda.
Otopine standarda ciljanih analita se pripremaju u razliitim koncentracijskim
rasponima te je za svaki standard provedena UPLC analiza u tri ponavljanja. Bazdarni
dijagrami se konstruiraju pomoc¢u dobivenih povrSina pikova ciljanih analita (y-os) 1
njihovih poznatih koncentracija u otopinama standarda (x-o0s). U tablici 8 su prikazani

parametri kvalifikacije 1 kvantifikacije ciljanih analita.
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Tablica 8. Parametri kvalifikacije i1 kvantifikacije ciljanih analita

RETENCUSKO | 1o ADZBA BAZDARNOG
CILJANI ANALIT VRIJ!EME DIUAGRAMA*
[min]
ETANOL 10,082 y = 484161 x + 737,97
GLICEROL 7,292 y = 115438 x + 2603,5
MLIJECNA KISELINA 6,927 y = 68594 x - 1912,5
OCTENA KISELINA 7,683 y = 68165 x - 2189,8

*y = povrsina pika, X = masena odnosno volumna koncentracija ciljanog analita [g/L odnosno L/L]

3.2.5. Mikrobioloska analiza kiselog tijesta

Mikrobioloska analiza uzoraka kiselog tijesta obuhvaca odredivanje broja poraslih bakterijskih
kolonija na MRS hranjivoj podlozi odnosno broja kvas¢evih kolonija na MHA hranjivoj
podlozi. Svi postupci 1 radnje za analizu se provode u asepti€énim uvjetima koji ukljucuju
sterilno posude, sterilnu destiliranu vodu, rad uz plamenik i u mikrobioloskom zastitnom

kabinetu te dezinfekciju radnih povrsina alkoholom.

3.2.5.1. Priprema uzoraka decimalnih razrijedenja za analizu

Uzorci za mikrobioloSku analizu pripremaju se uz plamenik na nacin da se u male staklene
bocice odvaze 0,5 g kiselog tijesta 1 odpipetira 4,5 mL destilirane vode. SadrZzaj bocice se
homogenizira na vorteksu te se dobiva prvo razrijedenje (10™) iz kojega se pripremaju daljnja
decimalna razrjedenja. U mikrobioloSkom zaStitnom kabinetu se provodi priprema daljnjih
razrjedenja koja podrazumijeva pipetiranje 1 mL uzorka iz prethodno pripremljenog razrjedenja
u epruvetu s 9 mL destilirane vode. Postupak se ponavlja dok se ne postigne Zeljeno decimalno

razrjedenje. Uzorci se zatim nacjepljuju na pripremljene hranjive podloge.
3.2.5.2. Odredivanje broja mikroorganizama

Odredivanje broja mikroorganizama takoder se odvija u mikrobioloskom zastitnom kabinetu, a
zapocinje nacjepljivanjem odgovarajuc¢ih decimalnih razrjedenja na pripremljene hranjive
podloge u Petrijevim zdjelicama. Za odredivanje broja bakterija nacjepljuje se peto, Sesto i
sedmo decimalno razrjedenje (107, 10° i 107), dok se za odredivanje broja kvasaca odabire
trece, Cetvrto i peto decimalno razrjedenje (107, 10 i 107). Prije nacjepljivanja odabranih
razrjedenja, na MRS ploce za rast bakterija se odpipetira 50 pL 0,0001 %-tnog cikloheksimida
za suzbijanje rasta kvasaca, a na MHA ploc¢e za rast kvasaca 100 pL 1 %-tne otopine

oksitetraciklina (OTC) za suzbijanje rasta bakterija. Satpi¢em po Drigalskom se napravi

33



ravnomjerna raspodijela kemikalija po hranjivim podlogama, nakon Cega se zapocCinje s
nacjepljivanjem. 10 pL uzorka odnosno odabranog decimalnog razrjedenja se nacijepi na
odgovarajucu hranjivu podlogu, za svako razrjedenje u tri paralele. Inkubacija nacjepljenog
agara u Petrijevim zdjelicama provodi se u termostatu pri 30 °C u vremenskom trajanju od 48
sati. Nakon inkubacije izbroje se porasle kolonije na plo¢ama. Ispravno brojanje se provodi
zbrajanjem broja poraslih kolonije u pojedinom decimalnom razrjedenju te njihovo dijeljenje s

brojem tri (slika 11).

Slika 11. Brojanje poraslih bakterijskih kolonija na MRS plo¢i (*oznake decimalnih
razrjedenja, viastita fotografija)

Izbrojane vrijednosti se izrazavaju kao CFU (engl. Colony Forming Unit) prema jednadzbi [1]

(Mutak, 2018):

BROJ PORASLIH KOLONIJA

CFU = x RECIPROCNA VRIJEDNOST RAZRJEDENJA [1]
UPOTRIJEBLJENI VOLUMEN UZORKA*

*ili masa uzorka (CFU/mL ili CFU/g)
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3.2.6. Ispitivanje antifungalne aktivnosti kiselog tijesta

Antifungalna aktivnost kiselog tijesta ispitivana je disk difuzijskom metodom uz pomo¢ spora
plijesni Penicillium sp. Disk difuzijska metoda provodi se na ispecenim kruSnim tijestima
masu brasna. Kroz period inkubacije od 5 dana pri 30 °C, vizualnim pregledom na dnevnoj bazi

prati se rast plijesni na kruSnim presjecima (poglavlje 3.2.6.2.).

3.2.6.1. Priprema kiselog tijesta i pecenje krusnog tijesta (krusci¢a)

Za ispitivanje antifungalne aktivnosti kiselog tijesta pripremljena su 3 uzorka kiselog tijesta u
3 puta ve¢em mjerilu u odnosu na osnovnu recepturu. Dva uzorka kiselog tijesta se pripremaju
s dodatkom komercijalne starter kulture, a jedan s dodatkom kiselog tijesta koje je prihranjivano
kroz 14 dana. To¢na receptura pripreme prikazana je u tablici 9. Pripremljeni uzorci
fermentiraju pri 30 °C u trajanju od 18 sati. Nakon provjere pH vrijednosti kisela tijesta su

koriStena za izradu zamjesa.

Tablica 9. Receptura pripreme uzoraka kiselog tijesta za pecenje kruscica

MASA MASA
EIZSOE'T_'?)E TIP OMIJER MASE B,I\(A:;:‘A DESTILIRANE | KOMERCIJALNE B A“:SESNAOG -
BRASNA | BRASNA [ VODE VODE STARTER KULTURE
TIJESTA [a] [a]
[d] [d]
1 T-550 1:1 120 120 1,2
2 T-850 1:1 120 120 1,2
3 T-850 1:1 120 120 - 12

*KT-kiselo tijesto

Krusna tijesta za peCenje pripremljena su od suhih sastojaka (brasno tip 550 odnosno 850, sol,
Secer 1 kvasac) pomijeSanih s vodom (slijepe probe) te s dodatkom 15 1 30 % kiselog tijesta na
koriStenu masu brasna (tablica 10). Svi sastojci se homogeniziraju ru¢nim mikserom u
plasticnim posudama, nakon ¢ega se krusno tijesto ru¢no oblikuje. Okruglo oblikovana tijesta
vazu se na jednake dijelove koji se stavljaju u silikonske kalupe za pecenje. Postupku pecenja
prethodi fermentacija pripremljenih tijesta u fermentacijskoj komori pri 35 °C i 85 % relativne
vlaznosti tijekom 60 minuta. Po zavrSetku fermentacije, tijesta su stavljena na pecenje pri 220
°C uz 150 mL pare, kroz 25 minuta. Ispeceni krus¢i¢i se stavljaju na hladenje 30 minuta pri

sobnoj temperaturi. PeCenje 1 hladenje kruscica prikazano je na slikama 121 13.
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Tablica 10. Receptura pripreme uzoraka krusnog tijesta (kruscica

UZORAK KRUSNOG TIJESTA (KRUSCICA)
SIROVINA i RADNI BRASNO T-550 BRASNO T-850
MIKROORGANIZAM SP* | 15% KT* | 30% KT sp 159%KT | 30% KT | 15%KT | 30%KT
PRIPREMLJENO ZA PECENIJE PRIPREMLJENO ZA PECENJE PRIHRANJENO 14 DANA

BRASNO [g] 100 100 100 100 100 100 100 100
SECER [g] 15 15 15 15 15 15 15 15
SOL [g] 15 15 15 15 15 15 15 15
KVASAC [g] 1,4 14 1,4 14 14 14 14 1,4
DESTILIRANA VODA [g] 60 60 60 60 60 60 60 60
KT [g] - 15 30 - 15 30 15 30

*SP-slijepa proba, KT-kiselo tijesto

Slika 12. PeCenje kruscica u silikonskim kalupima (viastita fotografija)

Slika 13. Hladenje krusc¢ica na sobnoj temperaturi (viastita fotografija)
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3.2.6.2. Pracenje antifungalne aktivnosti disk difuzijskom metodom

Antifungalna aktivnost kiselog tijesta ispituje se disk difuzijskom metodom na ispeenim
krus¢i¢im uz koristenje test mikroorganizma, Penicillium sp. Horizontalni presjeci krusc¢ica se
slazu na sterilne Petrijeve zdjelice te se inokuliraju s 1 pL. homogenizirane suspenzije test
mikroorganizma Penicillium sp. preko praznih sterilnih diskove veli¢ine 6 mm pozicioniranih
u srediSte uzoraka (slika 14). Metoda se temelji na odredivanju promjera zone kontaminacije
koja se pojavljuje oko diska natopljenog test mikroorganizmom. Antifungalna aktivnost

pracena je inkubacijom uzoraka na 30 °C kroz 5 dana.

s
- | 55030%

|
.

Slika 14. Horizontalni presjeci krusci¢a inokulirani test mikroorganizmom Penicillium sp.
(oznake: 550 SP — s braSnom T-550 1 bez kiselog tijesta (KT), 550 15 % — s brasnom T-550 i
15 % KT fermentiranog 18 h, 550 30 % — s brasnom T-550 i 30 % KT fermentiranog 18 h,
850 SP — s brasnom T-850 i bez KT, 850 15 % — s brasnom T-850 1 15 % KT fermentiranog 18
h, 850 30 % — s brasnom T-850 i 30 % KT fermentiranog 18 h, P — kiselo tijesto vodeno 14
dana, viastita fotografija)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Kiselo tijesto je mjeSavina braSna i vode na kojoj kompleksni mikrobni ekosustav sintetizira
brojne metabolite i specifi¢ne spojeve arome. Tradicija fermentacije kiselog tijesta bakterijama
mlijec¢ne kiseline zapocinje od spontanih fermentacija, preko definiranih starter kultura, do
primjene i razvoja komercijalnih starter kultura. Brojna istrazivanja isticu tehnoloske prednosti
primjene kiselog tijesta u pekarskoj industriji koje se odrazavaju na mikrobioloske,
zdravstvene, nutritivne i organolepticke karakteristike konacnog proizvoda. Istovremeno se
navodi i slozenost samog procesa zbog mnogobrojnih utjecaja i potrebe evaluacije procesnih

parametra s ciljem ostvarenja punog potencijala u primjeni.

U ovom radu je istrazeno kako se priprema i vodenje kiselog tijesta s dodatkom komercijalne
starter kulture odrazava na broj mikroorganizama, robusnost starter kulture, fermentacijsku
aktivnost te antifungalnu aktivnost kiselog tijesta s potencijalom primjene u manjoj pekarskoj
industriji. U 12 uzoraka kiselog tijesta s razli¢itim tipom pSeni¢nog braSna (T-550 1 T-850),
omjerom brasna i vode (1:1 i 1:2) odnosno prinosom tijesta (DY 200 i DY 300) i temperaturom
fermentacije (25, 30 i 40 °C) proucavane su fermentacijske karakteristike kroz ispitivanje pH
vrijednosti, ukupne titracijske kiselosti i koncentracije metabolita UPLC metodom. U svrhu
ispitivanja robusnosti starter kulture, vodenim uzorcima kiselog tijesta s karakteristikama DY
200, fermentacijom pri 30 °C te s razliitim tipovima brasna, utjecaj osvjeZenja odnosno
prihranjivanja utvrdivao se pracenjem 1 mjerenjem pH vrijednosti 1 ukupne titracijske kiselosti
te odredivanjem broja mikroorganizama (CFU/g kiselog tijesta) i koncentracije metabolita
nakon nultog, sedmog i1 Cetrnaestog dana fermentacije. Takoder, u radu je 1 identificiran
mikrobni sastav komercijalne starter kulture upotrijebljene za pripremu svih uzoraka kiselog

tijesta koristenih za istraZivanje.

4.1. IDENTIFIKACIJA MIKROBNIH KULTURA U KOMERCIJALNOM STARTERU

Kiselo tijesto se moZe proizvoditi tradicionalno, spontanom feremntacijom ili uz dodatak
komercijalne starter kulture. Komercijalni starteri sadrzavaju jednu ili viSe vrsta BMK, dok
kvasce mogu i ne moraju imati u svom sastavu (Mrv¢i¢ 1 sur., 2011). Kako bi se odredio
mikrobni sastav u koriStenoj starter kulturi, proveden je uzgoj mikrobnih vrsta u bujonu i
izolacija mikrobnih vrsta nacjepljivanjem na MRS agar. Na slici 15 moguce je vidjeti da su
nakon dodatnog rasta na sobnoj temperaturi kolonije pigmentirale i da su u starteru zastupljene
dvije mikrobne vrste (Zute i krem odnosno roze kolonije) koje su identificirane kao

Lactiplantibacillus plantarum 1 Saccharomyces cerevisiae (slika 16). Bakterije i kvasci
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zastupljeni su u okvirnom omjeru 5:1 §to je u suglasju s literaturnim podacima o dominantnosti

BMK nad kvascima u kiselim tijestima, iako taj omjer moze i¢i i do 100:1 (Hernandez-Parada
i sur., 2023; Gobbetti i Ginzle, 2012).

Slika 15. Porasle kolonije na MRS agaru nakon 48 h rasta na 32 °C (slika A) i nakon 48 h

rasta na sobnoj temperaturi (slika B)

Result averview table--start

Sample Id Target Pos QOrganism log(score) Qrganism
(Type) & : (best match) (Conf.) (second best match)

1 (zute) ) )
E8 Lactobacillus plantarum Lactobacillus plantarum

(Sample)

2 (roze) 1.72
F11 Saccharomyces cerevisiae - Saccharomyces cerevisiae (B)

(Sample) (£)

Result overview table--end

Slika 16. Identificirane mikrobne kulture iz komercijalnog startera (prema novoj
nomenklaturi Lactobacillus plantarum ima naziv Lactiplantibacillus plantarum)
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Obje mikrobne kulture su vrlo znacajne u pekarskoj industriji, narocito ako je tehnologija
kiselih tijesta implementirana u sustav proizvodnje, zbog svog posebnog i pozitivhog
djelovanja na tehnoloske, mikrobioloske, organoleptic¢ke, nutritivne te zdravstvene

karakteristike gotovog proizvoda (Mrvci¢ i sur., 2011).

Kao $to je ranije navedeno u poglavlju 2.2.1. teorijskog dijela rada, nova sistematizacija roda
BMK Lactobacillus posljedicno je dovela do promjene nomenklature nekih vrsta pa je
Lactiplantibacillus plantarum (Lpb. plantarum) novi naziv za Lactobacillus plantarum. Ova
fakultativno heterofermentativna bakterija pripada rodu Lactiplantibacillus te je uz F.
sanfranciscensis 1 Lev. brevis dominatna vrsta tradicionalnih kiselih tijesta. Brojna istrazivanja
povezuju Lpb. plantarum s Kiselim tijestima diljem svijeta. Gobbetti (1998) navodi povezanost
s talijanskim pSeni¢nim kiselim tijestom, a Zhang i sur. (2011) otkrivaju visoku gustocu stanica
ove bakterije u azijskim kiselim tijestima. Brojne vrste iz roda Lactobacillus izmedu kojih je i
Lpb. plantarum, Scheirlinck 1 sur. (2007) su otkrili kao dominatne u tipu I kiselog tijesta, u
proizvodnji belgijskih pekara.

Ovakva popularnost Lpb. plantarum je 1 opravdana zbog brojnih pozitivnih u¢inaka koji se
ispoljavaju tijekom fermentacije kiselog tijesta. Uz zakiseljavanje tijesta, zabiljeZena je i
njezina inhibitorna aktivnost prema B. subtilis zbog sposobnosti sinteze bakteriocina,
plantaricina i razlicitih antifungalnih spojeva $to se povoljno odraZava na trajnost pekarskih
proizvoda s dodatkom kiselog tijesta. Sve veci interes za proizvode bez glutena usmjerio je
brojne znanstvenike na istraZivanje primjene BMK za njihovo poboljasnje. Naime, Lpb.
plantarum se zajedno s F. sanfranciscensis pokazala kao odgovaraju¢éa BMK u proizvodnji
bezglutenskih kiselih tijesta dajuci proizvod mekse teksture u samo 24 sata ferementacije, u
usporedbi s kemijski zakiseljenom kontrolom (Ventimiglia i sur., 2015). Takoder, u radu
Settannia 1 Moschettia (2010) se Lpb. plantarum istiCe za razgradnju toksicnih spojeva koji su

odgovorni za celijakiju.

Druga identificirana mikrobna vrsta u koriStenoj starter kulturi je Saccharomyces cerevisiae
koji je ujedno 1 najpoznatija vrsta kvasca. Pripada rodu Saccharomyces 1 sinonim je za pekarski
kvasac. Jedan je od osnovnih sirovina u pekarstvu ¢ija svjetska proizvodnja iznosi priblizno
3x10° tona svjezeg kvasca/godisnje (Hanousek Cica i sur., 2015). Upotrebljava se za dizanje
tijesta u obliku komercijalnog, industrijskog kvasca ili kao starter kultura u tradcionalnoj
odnosno komercijalnoj proizvodnji kiselog tijesta. Upotreba monokulture S. cerevisiae
omogucuje kratku fermentaciju, ali rezultira slabim zdravstvenim i nutritivnim vrijednostima

pekarskih proizvoda, smanjenom aromom te trajnoS¢u. Ovakve nedostatke pekarska industrija
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rijeSava upotrebom kiselog tijesta u proizvodnji gdje S. cerevisiae u kombinaciji s BMK daje
proizvod bolje arome, teksture i volumena. Dok su BMK odgovorne za sinizavanje pH
vrijednosti kiselog tijesta, klju¢na uloga kvasaca je dizanje tijesta ¢ime se povecava volumen
proizvoda. Osim toga, vrlo je vazan u formiranju strukture glutena te zajedno s BMK u
proizvodnji aromatskih spojeva poput alkohola, aldehida, karbonila i estera koji poboljSavaju

okus i miris pekarskih proizvoda (Lahue i sur., 2020).

Brojna istrazivanja navode S. cerevisiae kao najces¢e prisutnu vrstu kvasca u kiselim tijestima.
Boyaci-Gunduz i Erten (2020) su identificirali prisutnost S. cerevisiae u 8 uzoraka kiselih tijesta
prikupljenih iz razli¢itih pekarnica i u jednom uzorku kiselog tijesta koji je fermentiran u
laboratoriju. Sva kisela tijesta su proizvedena bez primjene pekarskog kvasca §to sugerira da
prisutnost S. cerevisiae u kiselim tijestima iz pekarnica moze biti povezana s kontaminacijom
radne jedinice pekarskim kvascem. S druge strane, veliki postotak S. cerevisiae u kiselom tijestu
proizvedenom u labaratorijskom mjerilu Boyaci-Gunduz i Erten (2020) povezuju s koriStenim

brasnom koje moze biti izvor kvasaca.

4.2. ODREDIVANJE BROJA MIKROOGRANIZAMA KROZ VRIJEME VODENJA
KISELOG TIJESTA

Mikrobna populacija kiselog tijesta odredena je pomocu dva razli¢ita medija za uzgoj kultura:
MRS za brojanje ukupnih bakterija i MHA za brojanje kvasaca. Nakon 48 sati inkubacije pri
30 °C, izbroje se porasle kolonije bakterija i kvasaca u odabranim decimalnim razrjedenjima te
se izrauna broj stanica po mililitru uzorka odnosno po gramu kiselog tijesta. Racunanje se
provodi prema formuli [1] te se rezultat izrazava u CFU jedinicama. Tablica 11 prikazuje broj
poraslih bakterijskih i kvas¢evih kolonija za uzorke kiselog tijesta nakon nultog (nakon prve

fermentacije od 18 sati), sedmog 1 Cetrnaestog dana vodenja.
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Tablica 11. Broj poraslih stanica bakterija i kvasaca nakon nultog, sedmog i ¢etrnaestog dana
vodenja kiselog tijesta

BROJ KOLONIJA
PERIOD VODENJA OPIS UZORKA BAKTERIJA KVASACA
(log CFU/g KT**) (log CFU/g KT)

T-550, 1:1 30 °C* 9,63 6,70

0 DANA T-850, 1:1 30 °C 9,18 6,00
T-550, 1:1 30 °C 9,23 6,80

7 DANA T-850, 1:1 30 °C 8,95 /
T-550, 1:1 30 °C 8,94

14 DANA 2 :
T-850, 1:1 30 °C 8,88 6,88

*T-550, T-850 - tipovi brasna, 1:1 - omjer brasno:voda, 30 °C - temperatura fermentacije; ** KT - kiselo tijesto

Dobiveni rezultati pokazuju da je nakon prvog dana fermentacije (nulti dan vodenja) broj
bakterija u uzorcima kiselog tijesta oko 10° stanica/g. Nakon 7 dana vodenja kiselog tijesta broj
poraslih bakterijskih stanica je i dalje oko 10° stanica/g, dok je nakon 14 dana vodenja manji za
jedno decimalno razrjedenje, ali su jo§ uvijek stanice prisutne u vrlo visokom broju od oko 10%
stanica/g. Slike 17 1 18 prikazuju porasle kolonije bakterija u uzorcima kiselog tijesta nakon

nultog, sedmog i Cetrnaestog dana vodenja.

0. DANA 7. DANA 14. DANA

Slika 17. Porasle kolonije bakterija na MRS hranjivim podlogama nacjepljenim uzorcima
kiselog tijesta s brasnom T-550 (DY 200, temperatura fermentacije = 30 °C) nakon nultog,
sedmog i Cetrnaestog dana
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Slika 18. Porasle kolonije bakterija na MRS hranjivim podlogama nacjepljenim uzorcima
kiselog tijesta s brasnom T-850 (DY 200, temperatura fermentacije = 30 °C) nakon nultog,
sedmog 1 Cetrnaestog dana

Broj poraslih bakterijskih stanica u uzorcima kiselog tijesta s brasnom T-550 se krece u rasponu
od 8,94 do 9,63 log CFU/g kiselog tijesta, a kod uzoraka kiselog s braSnom T-850 taj broj je u
rangu od 8,88 do 9,18 log CFU/g kiselog tijesta. Sli¢ne rezultate su dobili Boreczek i sur. (2020)
koji su odredivali broj bakterija u kiselim tijestima s pSeni¢nim, pirovim i raZenim brasnom
nakon nultog, drugog 1 treCeg dana prihranjivanja. Nakon 72 sata njihovi rezultati su pokazali
broj mezofilnih bakterija mlije¢ne kiseline u rangu od 6,8 x 10® do 3,1 x 10° CFU/g, dok je broj

bakterija octene kiseline bio manji za jednu potenciju.

Falciano 1 sur. (2022) su istraZivali rast endogenih mikroorganizama tijekom 6 dana vodenja
kiselih tijesta pripremljenih s geografski razli¢itim tipovima pSeni¢nih brasna, meksickim 1
talijanskim te omjerom brasna i vode 1:1. Kisela tijesta su fermentirana na 20 °C i prihranjivana
svaki dan u periodu od 6 dana. Nakon prvog dana fermentacije (nulti dan vodenja), u kiselim
tijestima dolazi do intenzivnog rasta broja bakterija te je broj bakterija u kiselom tijestu s
meksi¢kim tipom pceni¢nog bras$na priblizno jednak broju poraslih kolonija bakterija u
uzorcima kiselih tijesta u ovom radu (= 9 log CFU/g kiselog tijesta). Nakon 5 dana inkubacije,
Falciano 1 sur. (2022) navode stagnaciju broja bakterija (nema znacajne promjene broja kolonija
u odnosu na drugi i tre¢i dan) zbog ulaska stanica u stacionarnu fazu rasta. Rezultatom
navedenog istrazivanja se moze potkrijepiti dobiveni gotovo jednak broj bakterija u kiselom
tijestu s T-850 nakon sedam i Cetrnaest dana vodenja u ovom radu. Sli¢ne rezultate je pokazala
1 studija Ercolinia i sur. (2013) koji su proucavali mikrobiotu kiselih tijesta s dva tipa pSeni¢nog
braSna i razenim brasnom, uz vodenje u periodu od 11 dana. Istrazivanje je prikazalo broj
bakterijskih stanica kroz porodice bakterija mlije¢ne kiseline, najzastupljenijih bakterija kiselog

tijesta i Enterobacteriaceae. Bez obzira na vrstu brasna, broj bakterija mlije¢ne kiseline
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intenzivno raste od prve fermentacije (nulti dan vodenja) do Sestog dana vodenja kada dolazi
do ustaljenja broja stanica bakterija mlijeCne kiseline. S druge strane, Enterobacteriaceae su
detektirane i izbrojane u svim kiselim tijestima te se njihov broj znacajno povecao nakon nultog,
a onda i prvog dana vodenja, nakon ¢ega dolazi do opadanja broja stanica sve do potpunog

izostanka nakon 11 dana.

Rast kvasaca na odgovaraju¢im hranjivim podlogama ispitan je nakon nultog (prvi dan
fermentacije) 1 sedmog te nakon cetrnaestog dana vodenja uzoraka kiselih tijesta. Rast
kvascevih kolonija s vremenom vodenja karakteristiCan je za oba uzorka. Na plo¢ama
nacjepljenima s uzorkom T-550 broj stanica iznosi 6,70 log CFU/g kiselog tijesta (slika 19,
lijeva strana), dok je broj na plo¢ama s uzorkom T-850 bio 6,00 log CFU/g kiselog tijesta (slika

20, lijeva strana).

0. DANA 7. DANA

Slika 19. Porasle kolonije kvasaca na MHA hranjivim podlogama nacjepljenim uzorcima
kiselog tijesta s braSnom T-550 (DY 200, temperatura fermentacije = 30 °C) nakon nultog i
sedmog dana
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Slika 20. Porasle kolonije kvasaca na MHA hranjivim podlogama nacjepljenim uzorcima
kiselog tijesta s brasnom T-850 (DY 200, temperatura fermentacije = 30 °C) nakon nultog i
Cetrnaestog dana

Bez obzira na tip brasna, u oba analizirana kisela tijesta broj kvasaca se kre¢e u rangu od 6,00
log CFU/g kiselog tijesta do 6,88 log CFU/g kiselog tijesta odnosno u redu veli¢ine 10 CFU/g.
Sli¢ne studije su prikazale red veli¢ine 10° CFU/g kiselog tijesta kao optimalanim za
odredivanje broja stanica kvasaca u kiselom tijestu. Upravo u tom redu veli¢ine Boreczek i sur.,
(2020) su svojim eksperimentima pokazali kretanje broja kvasaca kod kiselih tijesta
pripremljenima s tri razliCite vrste brasna, pSeni¢nim, pirovim 1 razenim. Isto tako, studija
Ercolinia i sur., (2013) koja je proucavala kisela tijesta pripremljena s dva tipa pSeni¢nog brasna
1 razenim brasnom navodi broj kvasca u tom redu veli¢ine. Nakon prvog dana fermentacije,
broj stanica kvasca kod uzoraka kiselih tijesta pripremljenih s pSeni¢nim tipovima brasna je

veci od broja kvaSc€evih stanica prisutnih u kiselom tijestu pripremljenom s razenim braSnom.

Rezultati brojnih istrazivanja pokazuju kretanje broja stanica mikroorganizama kiselog tijesta
u redu veli¢ine 108 CFU/g koja je svojstvena za broj stanica bakterija odnosno 10° CFU/g za
broj kvascevih stanica. Broj stanica mikroorganizama koji je pokazatelj zrelog kiselog tijesta,
Mrvéié i sur. (2011) navode u granicama 10% — 10° CFU/g za bakterije mlije¢ne kiseline te 10°
— 107 CFU/g za stanice kvasca. Iz navedenog je vidljivo da je broj stanica bakterija ve¢i za dva
ili tr1 decimalna razrjedenja od broja kvasScevih stanica $to je 1 pokazano dobivenim rezultatima
u tablici 11. Nulti, sedmi i ¢etrnaesti dan vodenja broj bakterijskih stanica je bio u navedenom
intervalu. Nakon prve fermentacije od 18 sati (nulti dan vodenja) broj bakterijskih stanica je
veci za dva decimalna razrjedenja u odnosu na broj kvascevih stanica, bez obzira na tip brasna.

Nakon sedam 1 Cetrnaest dana vodenja uzoraka kiselog tijesta, razlika u broju bakterijskih 1
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kavscevih stanica je ponovo za dva decimalna razrjedenja, s ocekivano ve¢im brojem poraslih
bakterijskih stanica. Ovakav rezultat su takoder pokazala oba uzorka kiselog tijesta, neovisno

o tipu pSeni¢nog brasna.

Omjer broja bakterija i kvasaca u kiselom tijestu moze se odrediti okvirno na temelju usporedbe
broja poraslih kolonija na pripadaju¢im plo¢ama. Slika 21 prikazuje razliku u omjeru broja
bakterija i kvasaca (= 20:1) kod uzorka kiselog tijesta s brasnom T-850 nakon nultog dana
vodenja. Nakon Cetrnaestog dana vodenja taj omjer se smanjuje te okvirno iznosi 5:1. Prvi dan
fermentacije (nulti dan vodenja) omjer bakterija i kvasaca kod oba kisela tijesta je ve¢i u odnosu
na uzorak s T-550 nakon 7 dana vodenja i uzorak T-850 nakon 14 dana vodenja. Ovakav rezultat
je u skladu s ocekivanjima, budué¢i da su uzorci od nultog dana pripremljeni direktnim
dodatkom starter kulture koja uz prirodnu mikrofloru brasna ¢ini ukupnu mikrobnu populaciju
kiselog tijesta. S druge strane, u uzorcima nakon 7 i 14 dana vodenja je kao inokulum koristeno
ve¢ fermentirano kiselo tijesto, stoga je omjer 5:1 opravdan. Dobiveni rezultati potvrduju teoriju
Gobbettia 1 Génzlea (2012) koja navodi da su bakterije mlijecne kiseline dominantni

mikroorganizmi u kiselom tijestu.

Slika 21. Razlika u omjeru poraslih kolonija bakterija i kvasaca kod uzorka kiselog tijesta s
brasnom T-850 (DY 200, temperatura fermentacije = 30 °C) nakon prve fermentacije (nultog
dana vodenja)
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Nadalje, odrzivost broja bakterije Lpb. plantarum te kvasca S. cerevisiae na razini pocetnog
broja unato¢ 14-dnevnom razrjedivanju kulture dnevnim prihranjivanjem odnosno
osvjezavanjem kulture, pokazuje robusnost kulture i upucéuje da je odabranim na¢inom vodenja
sa zadrzavanjem 10 % kiselog tijesta (na brasno) moguce odrzavati kulturu aktivnom kroz 14

dana prihranjivanja.
4.3. ODREDPIVANJE FERMENTACIJSKIH KARAKTERISTIKA KISELOG TIJESTA

Fermentacijske karakteristike svih uzoraka kiseloga tijesta ispitane su kroz odredivanje pH

vrijednosti, ukupne titracijske kiselosti (TTA) i koncentracije metabolita.

4.3.1. Odredivanje pH vrijednosti

pH vrijednost koja predstavlja jakost kiselina u kiselom tijestu, izmjerena je pH-metrom nakon
fermentacije kiselog tijesta od 18 sati pri razliitim temperaturama. Mjerenje je provedeno
direktno u uzorcima kiseloga tijesta te u suspenzijama dobivenima homogenizacijom kiselog
tijesta s destiliranom vodom. Dobiveni rezultati za uzorke s razli¢itim tipom pSeni¢nog brasna
(T-550 1 T-850), omjerom brasno:voda (1:1 1 1:2) odnosno prinosom tijesta (DY 200 i DY 300)

te temperaturom fermentacije (25, 30 1 40 °C) su prikazani u tablicama 12 1 13.

Tablica 12. pH vrijednosti kiselih tijesta (KT) s pSeni¢nim brasnom T-550

_ pH KT pH SUSPENZIJE KT
11 25 °C 4,48 4,60
oY 290 [ i i
12 25 °C 4,34 4,60
oY (00 |5 i i
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Tablica 13. pH vrijednosti kiselih tijesta (KT) s pSeni¢nim brasnom T-850

OPIS UZORKA
(T-850) pH KT pH SUSPENZIJE KT
11 25 °C 476 4,83
' 30 °C 3,96 4,16
DY (200 ! !
(200) 45oc 5,03 5,08
19 25°C 4,60 4,79
' 30 °C 3,92 4,22
DY (300 : :
(00) ™ 40c 4,41 4,60

Izmjerene pH vrijednosti u orginalnim uzorcima kiselog tijesta su manje, ali ne znacajno u
odnosu na one u suspenzijama gdje su vece vrijednosti 1 ocekivane zbog razrjedenja
destiliranom vodom. pH vrijednosti u uzorcima s brasnom T-550 su takoder neznatno nize u
usporedbi s uzorcima pripremljenim s brasnom T-850. S druge strane, razliCite temperature

fermentacije biljeZe promjene pH vrijednosti kiselog tijesta na skali od 3,92 do 5,08.

Jedan od parametara koji utjece na proces fermentacije je temperatura. Neovisno o koriStenom
tipu pSenic¢nog braSna 1 prinosu tijesta, uzorci koji su fermentirani na 30 °C se izdvajaju od
drugih uzoraka zbog nizih pH vrijednosti (kako u direktno izmjerenim uzorcima tako i u
suspenzijama). U usporedbi s literaturnim podacima, granice u kojima se nalaze izmjerene pH
vrijednosti pokazatelji su da je dobiveno tijesto kiselo. Opcenito, pH vrijednosti izmedu 3,5 1
4,3 smatraju se pokazateljima dobro razvijene fermentacije kiselog tijesta (Gobbetti 1 Génzle,
2012). Brojne studije vezane uz kisela tijesta, a pogotovo usko vezane uz parametre
fermentacije kiselog tijesta naglasavaju temperaturu fermentacije od 30 °C optimalnom, a onda
1 naj¢esce odabranom za proizvodnju kiselog tijesta. Podloga za to se moze naci u literaturinim
navodima Gobbettia 1 Génzlea (2012). Naime, BMK su dokazano najbrojnija mikrobna
populacija kiselog tijesta koja je odgovorna za snizavanje pH vrijednosti zbog sposobnosti
zakiseljavanja. Pripadaju mezofilima ¢ija je optimalna temperatura rasta izmedu 30-35 °C. S
druge strane, termofilne bakterije ne pokazuju mogucnost rasta na temperaturama manjima od
40 °C iz Cega je opravdan naglasak optimalne temperature fermentacije kiselog tijesta u rasponu
od 25 do 30 °C (Gobbetti i Génzle, 2012). Iz navedenoga, moZe se zakljuciti pozitivha
korelacija izmedu temperature fermentacije i pH vrijednosti kiselog tijesta kao vrlo vaznih

parametara fermentacije.

48



Usporedujuc¢i dobivene rezultate mjerenja pH vrijednosti s obzirom na tip koristenog pSeni¢nog
brasna za pripremu kiselog tijesta, moze se zakljuciti da su razlike u pH vrijednostima
minimalne. U prilog tome moze se navesti studija Ercolini i sur. (2013) u kojoj su proucavana
kisela tijesta s razenim braSnom te dvije vrste pSenicnog brasna, s vrstom pSenice Triticum
durum 1 Triticum aestivum. Nakon fermentacije od 5 sati pri 25 °C, postignute pH vrijednosti
kiselih tijesta pripremljenih s pSenicnim braSnima bile su gotovo identi¢ne te s vrlo malom

razlikom prema pH vrijednosti kiselog tijesta s razenim braSnom.

Takoder, razliciti prinos tijesta (DY) u ovom radu nije pokazao znacajan utjecaj na pH
vrijednost nakon 18 sati ferementacije. Odstupanje od navedenog primjeceno je kod oba uzorka
kiselog tijesta pripremljenog s brasSnom T-850 i temperaturom fermentacije 40 °C gdje kiselo
tijesto s DY 200 ima vecu pH vrijednost u odnosu na razrjedeni uzorak ¢iji je DY 300. Dobiveni
rezultat se moze povezati s mogu¢om povecanom proteolitickom aktivno$éu mikroorganizama
kiselog tijesta zbog veéeg volumena vode (Hernandez-Parada i sur., 2023). Pri odabiru omjera
brasna i vode za pripremu kiselog tijesta potrebno je s visokom paznjom prouciti specifi¢nosti
koje svaka sirovina donosi u dobiveno kiselo tijesto. Zbog tehnoloskih i analitickih prednosti,

struka sve CeS¢e naglasava upotrebu kiselih tijesta s DY izmedu 200 i 300 u industrijskoj

primjeni (Falciano 1 sur., 2022).

Laboratorijski preliminarni pokusi pokazali su temperaturu fermentacije od 30 °C 1 DY 200 kao
optimalnim parametrima za ispitavanje robusnosti starter kulture. Upravo iz tog razloga, kisela
tijesta s navedenim karakteristikama 1 razli¢itim tipom pSeni¢nog brasna, T-550 1 T-850
odabrana su za tehniku vodenja odnosno prihranjivanja tijekom 14 dana. I ovdje su pH
vrijednosti izmjerene direktno u uzorcima te u suspenzijama kiselog tijesta. pH svih direktno
mjerenih uzoraka nije prelazio vrijednost 4 koja je svaki dan rada bila potvrda dobre aktivnosti
starter kulture te da se vodenje moze nastaviti. pH profil kiselih tijesta s razli¢itim tipom brasna,
T-550 1 T-850 prikazan je kroz pH vrijednosti suspenzija, a dobiveni rezultati kroz 14 dana

prikazani su na slici 22.
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Slika 22. pH profil uzoraka kiselih tijesta pripremljenih s brasnom T-550 i T-850 (DY 200,
temperatura fermentacije = 30 °C) tijekom 14 dana vodenja

Pocetne pH vrijednosti u T-550 i T-850 kiselom tijestu, ujedno i vrijednosti dobivene nakon
prve fermentacije pri 30 °C ili nultog dana vodenja su najviSe zabiljeZene u odnosu na ostale
dane vodenja. Idu¢om fermentacijom vrijednosti naglo opadaju, dok daljnjim ferementacijama
pH vrijednosti oba uzoraka slabo variraju 1 osciliraju, ostaju¢i do kraja vodenja u granicama

3,79-3,97.

Na proces fermentacije kiselog tijesta utje€u mnogi unutranji i vanjski ¢imbenici, a jedan od
njih je 1 sama mikroflora kiselog tijesta (Herndndez-Parada 1 sur., 2023). Tijekom fermentacije
mijenjaju se fizikalno-kemijski parametri 1 to uglavnom zbog mikrobnog metabolizma
(Falciano i sur., 2022). pH profil oba analizirana kisela tijesta pokazuje opadanje pH vrijednosti
s vremenom vodenja uz neznatne oscilacije. Isto tako, oba uzorka pokazuju najveéu pH
vrijednost nultog dana vodenja, a najmanju nakon cetrnaest dana vodenja. Razlike u pH
vrijednostima kiselog tijesta s obzirom na tip braSna nisu znacajne te prosjecna konacna

vrijednost nakon Cetrnaest dana vodenja iznosi 3,82.

Vaznost snizavanja pH vrijednosti tijekom ferementacije, Clarke 1 sur. (2004) povezuju s
reoloskim karakteristikama gotovog proizvoda pripremljenog s kiselim tijestom. Naime,
smanjenje pH vrijednosti utjee na povecanje topljivosti glutena Sto u konacnici rezultira
povecanjem elasti¢nosti tijesta i volumena gotovog proizvoda. Isto tako, kiseli medij aktivira

cerealne proteaze 1 peptidaze ¢ime se oslobadaju 1 nakupljaju slobodne aminokiseline tijekom
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fermentacije, koje su vazni prekursori arome kruha (Mietton i sur., 2022). Pri nizim pH

vrijednostima aktiviraju se 1 fitaze Sto rezultira ve¢om bioloSkom raspolozivos¢u minerala.

4.3.2. Titracijsko odredivanje ukupne kiselosti (TTA)

Ukupna kiselost kiselog tijesta predstavlja mjeru za ukupnu koli¢inu kiselina u kiselom tijestu,
a odreduje se titracijom s NaOH (Mutak, 2018). Ukupna titracijska kiselost odredena je u
uzorcima kiselog tijesta homogeniziranim s destiliranom vodom. Uzorcima su izmjerene
pocetne pH vrijednosti, a rezultati TTA su izrazeni kao volumen 0,1 mol/L NaOH utrosenog za
titraciju do pH 8,5. Dobiveni rezultati za uzorke s razli¢itim tipom pSeni¢nog brasna (T-550 1
T-850), omjerom brasno:voda (1:1 i 1:2) odnosno prinosom tijesta (DY 200 i DY 300) te

temperaturom fermentacije (25, 30 i 40 °C) su prikazani u tablicama 14 1 15.

Tablica 14. Ukupna titracijska kiselost kiselih tijesta (KT) s pSeni¢nim braSnom T-550

PARAMETAR
pH POCETNI V (0,1 mol/L NaOH) [mL]

11 25 °C 4,60 4,00
' 30 °C 4,32 6,00
DY (200) 40 °C 4,81 5,25
19 25°C 4,60 3,40
' 30 °C 4,19 4,65

DY (300 ' ’
(300) 40 °C 4,68 4,25

Tablica 15. Ukupna titracijska kiselost kiselih tijesta (KT) s pSeni¢nim braSnom T-850

OPIS UZORKA PARAMETAR
(T-850) pH POCETNI V (0,1 mol/L NaOH) [mL]
' 30 °C 4,16 7,80
DY (200) 20°C 5.08 500
19 25 °C 4,79 4,00
' 30 °C 4,22 6,00
DY (300 : ’
(300) 40 °C 4,60 5,25
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Formiranje organskih kiselina tijekom fermentacije rezultat je metabolizma bakterija mlijecne
kiseline, naroc€ito vrste Lpb. plantarum, ali i dostupnosti fermentabilnih Secera u brasnu (Moore
i sur., 2008). S druge strane, kvasci ne pokazuju znacajan utjecaj na TTA vrijednosti, buduci da
organske kiseline nisu primarni produkti alkoholne fermentacije (Ferazz 1 sur., 2021). Iz
rezultata u tablici 15 je vidljivo da je za titraciju uzoraka s brasnom T-850, DY 200 i
temperaturom fermentacije pri 30 °C utroSena najveca koli¢ina NaOH. Vrlo slican rezultat
dobili su Robert i sur. (2006) koji su provodili feremntaciju kiselih tijesta pri gotovo istim
uvjetima. Cetiri uzorka kiselog tijesta s razli¢itim starter kulturama (dva soja Lpb. plantarum i
dva soja Leuconostc sp.) fermentirana su pri 28 °C kroz 20 sati. Titracijom uzoraka do pH 8,5
ukupna kiselost iznosila je 7,30 mL za uzorke s Lpb. plantarum, dok je za oba uzoraka s
Leuconostc sp. ta vrijednost bila manja, 7,00 mL. Prema prikazanim rezultatima u tablicama 14
115, uzorci koji se isto tako isticu ve¢om potroSnjom NaOH za neutralizaciju kiselina su uzorak
s braSnom T-850, DY 300 i temperaturom fermentacije pri 30 °C te s braSnom T-550, DY 200 i
temperaturom fermentacije pri 30 °C, dok svi uzorci ¢ija se fermentacija odvijala pri 25 °C
imaju najmanju ukupnu kiselost. Mantzourani i sur. (2019) su u svom istrazivanju koristili
glatko bijelo brasni i starter kulturu, soj Lacticaseibacillus paracasei K5, izoliran iz grékog feta
sira. Nakon 24 sata fermentacije pri 30 °C, izmjerena pH vrijednost kiselog tijesta je 3,80, a
TTA vrijednost 13,10 mL, Sto je manja odnosno veca vrijednost s obzirom na dobivene u ovom
radu. Razlog odstupanja rezultata moze se se pronaci u studiji Giannou i Tizia, (2007) koja
navodi da kiselost tijesta ovisi o nekoliko faktora; koli¢ini 1 stanju dodane starter kulture, vrsti
1 kvaliteti brasna, prinosu tijesta, temperaturi, prisutnosti kisika, stupnju razmnozavanja,

dodatku inhibitora fermentacije ili hranjivih stvari.

Ukupna kiselost vodenih uzoraka kroz 14 dana prikazana je na slici 23.

52



16,00

14,00

12,00 /./\

10,00 —e—T-550

8,00

V (0,1 M NaOH) [mL]

6,00

4,00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

t [dani]

Slika 23. Ukupna titracijska kiselost uzoraka kiselih tijesta pripremljenih s brasnom T-550 1 T-
850 (DY 200, temperatura fermentacije = 30 °C) tijekom 14 dana vodenja

1z priloZenog grafickog prikaza ukupne titarcijske kiselosti, vidljiva je razlika u kretanju TTA
vrijednosti analiziranih uzoraka s brasnom T-550 1 T-850 kroz 14 dana. Za oba uzorka su
karakteristi¢éne manje vrijednosti ukupne titracijske kiselosti nultog dana vodenja, a veée nakon
14 dana, s razli¢itom dinamikom izmedu. Ukupna titracijska kiselost uzoraka s brasnom T-550
raste stupnjevito od nultog dana do perioda nakon sedam dana vodenja, nakon ¢ega dolazi do
pada koji se nastavlja i nakon 14 dana. Vodeni uzorci s braSnom T-850 pokazuju trend rasta
kroz svega nekoliko fermentacija u kojima se 1 biljezi najveca vrijednost ukupne titracijske
kiselosti, a zatim slijedi pad vrijednosti. Ukupna titracijska kiselost za oba uzorka se razvija od
nultog dana kada je u rasponu od 6 do 8 mL, preko vrijednosti od 10,95 do 12,90 mL koje se
postizu nakon 7 dana, do konac¢nih u granicama od 9,20 do 11,55 mL nakon 14 dana vodenja.
Unato¢ tome Sto nisu uocene znacajne razlike izmedu pH vrijednosti vodenih uzoraka s
razliitim tipom braSna, uzorci s brasnom T-850 u prosjeku imaju vecu ukupnu titracijsku

kiselost.

Kao 1 profil pH vrijednosti, profil ukupne titracijske kiselosti se isto tako povezuje s
djelovanjem mikroflore kiselog tijesta, tocnije BMK s obzirom da kvasci ne pokazuju znacajan
utjecaj u ovom segmentu. Djelovanje BMK se manifestira kroz njihov rast i sintezu metabolita.
BMK za svoj rast i razvoj trebaju niz mineralnih tvari koje dolaze iz koriStene sirovine, brasna,
pa se povecanje ukupne titracijske kiselosti moze pozitivno povezati i s tehnikom vodenja.
Takoder, brasna s ve¢im udjelom pepela, u ovom slucaju je to brasno T-850, pogodovati ¢e

intenzivnijem rastu BMK, ali i kvasca te stvaranju metabolita ferementacije (Mrv¢i¢ 1 sur.,
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2011). S druge strane, smanjenje TTA vrijednosti se izmedu ostalog moZze povezati s tehnikom
osvjezenja kiselog tijesta kroz 14 dana vodenja koja moze djelovati kao faktor razrjedenja

kiselog tijesta (Falciano i sur., 2022).

Relativna koli¢ina ukupno sintetiziranih organskih kiselina tijekom fermentacije (s naglaskom
na koli¢inu mlije¢ne i octene kiselinu) je narocito bitna, s obzirom da ukupna titracijska kiselost
predstavlja mjeru istih. Iako je vaznost mikroflore kiselog tijesta ve¢ navedena, prilikom
odredivanja ukupne titracijske kiselosti vodenih uzoraka potrebno je uzeti u obzir i robusnost

starter kulture.

4.3.3. Odredivanje koncentracije metabolita UPLC metodom

Koncentracije odabranih metabolita u uzorcima kiselog tijesta odredene su tekuéinskom
kromatografijom ultra-visoke djelotvornosti (UPLC). Tijekom fermentacije kiselog tijesta
odvijaju se brojne biokemijske reakcije povezane s metabolizmom BMK i kvasaca, a produkti
tih katabolickih reakcija su alkoholi, organske kiseline, karbonilni spojevi te spojevi arome.
Ciljani metaboliti ¢ije su koncentracije odredene u ovom radu su etanol, glicerol, mlijecna i
octena kiselina. Dobiveni rezultati za uzorke s razli¢itim tipom pSeni¢nog brasna (T-550 1 T-
850), omjerom brasno:voda (1:1 i 1:2) odnosno prinosom tijesta (DY 200 i DY 300) te

temperaturom fermentacije (25, 30 1 40 °C) su prikazani u tablicama 161 17.

Tablica 16. Koncentracije ciljanih metabolita odredene u uzrocima kiselih tijesta (KT) s
pSeni¢nim brasnom T-550

METABOLIT
gMLIJECNA KISELINA | gOCTENA KISELINA | ¢ ETANOL | gGLICEROL
[mg/g] [mg/g] [mL/g] [mg/g]
g L25°C 6,908 5,914 1,015 +
: 30°C 8,500 3,565 1,040 +
OY 000 ec 6,390 4,002 1,009 -
1o |[25°C 8,687 1,777 0,721 -
: 30°C 8,488 2,586 0,818 -
DY : ' '
(300) [0c 5,057 7,359 0,838 -

*+ - u tragovima ispod limita detekcije
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Tablica 17. Koncentracije ciljanih metabolita odredene u uzrocima kiselih tijesta (KT) s
psSeni¢nim brasnom T-850

OPIS UZORKA METABOLIT
gMLUECNA KISELINA | gOCTENA KISELINA | ¢ ETANOL | gGLICEROL
(T-850)
[mg/q] [mg/q] [mL/g] [mg/q]
11 |[25°C 5,757 3,321 0,732 +
: 30 °C 11,749 3,310 1,064 +
DY (200) = o¢ 4,271 6,398 1,116 +
1o |[25°C 5,004 3,482 0,741 +
: 30 °C 8,555 3,299 0,834 +
DY : : :
(300) 0 5c 5,613 3,306 1,085 +

*+ - u tragovima ispod limita detekcije

Glavni proizvod metabolizma ugljikohidrata homofermentativnih i heterofermentativnih BMK
je mlijecna kiselina (Martin-Garcia i sur., 2023). Navedenu teoriju potvrduju i rezultati
prikazani u tablicama 16 i 17, gdje su koncentracije mlijene kiseline ve¢e od koncentracija
ostalih metabolita za sve uzorke kiselog tijesta. Jedan od glavnih parametara koji utjece na
fermentaciju kiselog tijesta je temperatura, budu¢i da ve¢ina BMK i kvasaca kiselog tijesta raste
u temperaturnom rasponu od 25-37 °C. S obzirom na optimalnu temperaturu razmnozavanja
BMK kiselog tijesta izmedu 30 1 35 °C, svi uzorci ¢ija se fermentacija provodila pri 30 °C
o¢ekivano imaju najvecu koncentraciju mlijecne kiseline. Uzorak koji se istice najvecom
koncentracijom pripremljen je s braSnom T-850 uz DY 200, dok je koncentracija mlijecne
kiseline ostalih uzoraka fermentiranih na 30 °C priblizno ista. Nastavno na navedeno, u skladu
s oCekivanjima je i da uzorci ferementirani pri nizim odnosno vi§im temperaturama od 30 °C
imaju niZze koncentracije mlije¢ne kiseline. Uzorak T-550 s temperaturom fermentacije 25 °C 1
DY 300 pokazuje odstupanje koje se moze shvatiti kao utjecaj ve¢eg udjela vode na ubrzano

nastajanje kiselina (Mrv¢ic i sur., 2011).

Dok su homofermentativne BMK isklju¢ivo zaduzene za produkciju mlije¢ne Kkiseline,
metabolizam heterofermentativnih BMK uz 50 % proizvodnje mlijene kiseline, obuhvaca i
proizvodnju hlapivih kiselina poput octene kiseline, nehlapivih kiselina, karbonilnih spojeva,
etanola 1 CO, (Martin-Garcia i sur., 2023). Prema rezultatima UPLC analize prikazanima u
tablicama 16 i 17, vidljivo je da vecina uzoraka kiselog tijesta ima nize koncentracije octene
kiseline u odnosu na zabiljeZene koncentracije mlijecne kiseline. Isto tako, dobiveni rezultati
pokazuju da BMK proizvode najmanje octene kiseline pri temperaturi od 30 °C kada proizvode
najviSe mlijecne kiseline. Ovakav omjer proizvedene mlijecne i octene kiseline povezan je s

vrstom BMK (homofermentativne ili heterofermentativne) koje dominiraju tijekom
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ferementacije, a onda 1 s njihovim na¢inom previranja Se¢era. Naime, rezultati identifikacije
koriStene starter kulture u ovom radu su pokazali prisutnost Lpb. plantarum, pa je ova
fakultativno heterofermentativna BMK dominantna vrsta BMK u analiziranim kiselim
tijestima. Ovu vrstu bakterija karakterizira razgradnja heksoza gotovo u potpunosti do mlije¢ne
kiseline (kao i homofermentativne BMK), uz moguénost razgradnje pentoza takoder do
mlijecne kiseline i etanola bez proizvodnje COx. S druge strane, obligatno heterofermentativne
BMK kiselog tijesta uz mlijecnu kiselinu proizvode i octenu kiselinu te etanol i CO2. Shodno
tome, dominantne vrste BMK tijekom fermentacije kiselog tijesta odreduju razlicite
koncentracije mlijecne odnosno octene kiseline u kiselom tijestu. U prilog dobivenim
rezultatima idu navodi Martin-Garcia i sur. (2023) koji isticu vrstu Lpb. plantarum kao jednu

od dominantnih vrsta BMK tijekom fermentacije kiselog tijesta na 30 °C.

Koncentracija etanola u uzorcima kiselog tijesta primarno je rezultat metabolizma kvasaca, a
onda i heterofermentativnih BMK. Iz prikazanih rezultata je vidljiva manja volumna
koncentracija etanola u odnosu na masene koncentracije kiselina §to je u skladu s brojnim
istrazivanjima koja navode dominaciju BMK u mikroflori kiselog tijesta. Za razliku od BMK,
temperatura fermentacije ne pokazuje znacajan utjecaj na metabolizam kvasaca i proizvodnju
etanola. Rezultati u tablici 16 1 17 pokazuju da koncentracija etanola blago raste s temperaturom
pa uzorci koji su fermentirani pri 40 °C imaju najvecu koncentraciju etanola s neznacajnom

razlikom prema uzorcima fermentiranim na 30 °C.

Prisutnost trovalentnog alkohola glicerola u kiselom tijestu povezana je s metabolizmom
kvasaca. Primarni produkt metabolizma kvasaca u kiselom tijestu je alkohol etanol, dok je
koncentracija glicerola zabiljZena u tragovima. Dobivene negativne vrijednosti koncentracija
UPLC analizom upucuju na koncentraciju metabolita koja je ispod limita detekcije pa je kod

svih uzoraka kiselih tijesta glicerol prisutan u tragovima.

Promjena koncentracija ciljanih metabolita vodenih uzoraka kroz 14 dana prikazana je na

slikama 24, 251 26.
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Slika 24. Promjena koncentracije mlijecne kiseline u uzorcima kiselih tijesta pripremljenih s
brasnom T-550 1 T-850 (DY 200, temperatura fermentacije = 30 °C) tijekom 14 dana vodenja
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Slika 25. Promjena koncentracije octene kiseline u uzorcima kiselih tijesta pripremljenih s
braSnom T-550 1 T-850 (DY 200, temperatura fermentacije = 30 °C) tijekom 14 dana vodenja

57



BRASNO:VODA =1:1

4,920

5,00

33 4,00 3,240
mT-550

% 3,00
o) o T-850
<ZE 2,00 ; 1,457
[ 1,040 1,064
L

0,00

0. DAN 7. DAN 14. DAN

Slika 26. Promjena koncentracije etanola u uzorcima kiselih tijesta pripremljenih s braSnom
T-550 1 T-850 (DY 200, temperatura fermentacije = 30 °C) tijekom 14 dana vodenja

Jedan od parametara koji utjeCe na mikrobni ekosustav kiselog tijesta, a onda i na metabolizam
BMK 1 kvasaca je broj koraka fermentacije. S pove¢anjem broja koraka ferementacije, ovi
mikroorganizmi sve viSe postaju prilagodeni okoliSnim uvjetima kiselog tijesta, sve dok ne
postanu dominantni u zrelom kiselom tijestu. Prema navodima Ercolini 1 sur. (2013) zrelo kiselo
tijesto se moze posti¢i u okviru 5 do 7 dana, ovisno o vrsti koriStenog brasna. Nakon nultog
dana vodenja kod oba uzorka nema znacajne razlike u koncentraciji ciljanih metabolita, dok
nakon 7 1 14 dana razlika u koncentracijama odabranih metabolita postaje izraZenija. Iz
dobivenih rezultata prikazanima na slikama 24-26 je vidljivo da uzorak kiselog tijesta s
braSnom T-550 nakon sedam dana vodenja ima najvece koncentracije svih metabolita, od kojih
se istice mlijecna kiselina s 15,125 mg/g kiselog tijesta. Uzorak kiselog tijesta pripremljen s
brasnom T-850 nakon sedam dana vodenja takoder biljezi najvecu koncentraciju metabolita
mlije¢ne kiseline, 13,688 mg/g kiselog tijesta koja je neSto nizu u odnosu na uzorak T-550.
Koncentracije ostalih metabolita za vodeni uzorak s T-850 najvece vrijednosti pokazuju nakon
14 dana vodenja. Tako koncentracija etanola u uzorku T-850 raste s brojem koraka fermentacije
te najvecu vrijednost ima nakon 14 dana. S druge strane, u uzorku T-550 koncentracija
sintetiziranog etanola nakon 14 dana pribliZzno je jednaka koncentraciji nakon nultog dana te je
manja od koncentracije nakon 7 dana kada je zabiljezena najvisa koncentracije. Naime,
obligatne heterofermentativne bakterije kiselog tijesta sintetiziraju octenu kiselinu tijekom

heterolakticne fermentacije. U kasnijim koracima ferementacije kada je postignuta pH
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vrijednost oko 4 (slika 22), ve¢ina octene kiseline je u nedisociranom obliku ¢ime joj je
omogucen prolaz kroz citoplazmatsku membranu u stanicu. Ulaskom u stanicu moze do¢i do
inhibicije rasta nekih sojeva kvasca S. cerevisiae te smanjenja sinteze etanola i glicerola
(Minervini 1 sur., 2014). U prilog tome idu 1 rezultati u tablicama 16 1 17 koji nisu broj¢ano
definirani za glicerol zbog njegove koncentracije u tragovima. Ovakav rezultat se mogao 1

predvidjeti, bududi da je ovdje glicerol iskljucivo produkt kvas¢evog metabolizma.

4.4. ANTIFUNGALNA AKTIVNOST KISELOG TIJESTA

Najces¢i problemi pekarske industrije danaSnjice su starenje kruha, kontaminacija plijesnima i
nitavo bakterijsko kvarenje. Rezultat mikrobnog rasta ocituje se u boji, teksturi, okusu i
nutritivnoj vrijednosti kruha i drugih pekarskih proizvoda. Glavni ograni¢avaju¢i ¢imbenik
njihove trajnosti su plijesni ¢ija proizvodnja mikotoksina moze uciniti proizvode nesigurnima
za konzumaciju (Sadeghi i sur., 2019, Mrv¢i€ i sur., 2011). U znanstvenim krugovima, veliku
pozornost privlace kisela tijesta te njihovo antibakterijsko i antifungalno djelovanje kao
pouzdan bioloski nacin za sprjecavanje kvarenja kruha. Shodno tome, u ovom istrazivanju je
ispitana antifungalna aktivnost kiselih tijesta pomocu disk difuzijske metode. Ispitivanje je
provedeno sa sporama plijesni Penicillium sp. uz vizualni pregled krusnih presjeka na dnevnoj
bazi. Ispitavani uzorci su se razlikovali po tipu koriStenog pSeni¢nog brasna (T-550 i T-850) i
postotku dodatnog kiselog tijesta (15130 %) u zamjes za pecenje, dok je slijepa proba priredena
bez dodatka kiselog tijesta. KoriStena kisela tijesta su feremntirana 18 sati na 30 °C. U svrhu
ispitivanja antifungalne aktivnosti kiselog tijesta vodenog kroz 14 dana, pripremljena su jo§ dva
dodatna uzorka s dodatkom 15 1 30 % kiselog tijesta koje je prihranjivano 14 dana. Dobiveni

rezultati su prikazani na slikama 27 1 28.

- _-\ - ——== i
A 55015% BN

Slika 27. Razvijena plijesan na horizontalnim kru$nim presjecima s braSnom T-550 (oznake:
550 SP - bez kiselog tijesta (KT), 550 15 % - s 15 % KT fermentiranog 18 h, 550 30% - s 30
% KT fermentiranog 18 h)
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Slika 28. Razvijena plijesan na horizontalnim kru$nim presjecima s braSnom T-850 (oznake:
850 SP - bez kiselog tijesta, 850 15 % - s 15 % kiselog tijesta fermentiranog 18 h, 850 30 % -
s 30 % kiselog tijesta fermentiranog 18 h, P - kiselo tijesto vodeno 14 dana)

Antifungalno djelovanje kiselog tijesta proizlazi iz BMK koje tijekom fermentacije produciraju
Siroki spektar metabolita s inhibicijskim djelovanjem na rast plijesni. Koli¢ina i1 vrsta
proizvedenih antifungalnih spojeva ovisi o vrsti odnosno soju BMK prisutne u kiselom tijestu.
Lpb. plantarum koja se nalazi u sastavu koriStenog startera kojim su pripremljeni svi uzorci
kiselog tijesta za analizu, ve¢ dugi niz godina pokazuje dominantnost u podrucju istrazivanja
antifungalne aktivnosti, pa su kao glavni spojevi odgovorni za antifungalni ucinak zabiljezene
mlije¢na, octena, mravlja, fenil-mlijecna i 4-hidroksi-fenil-mlijecna kiselina te plantaricin

(Russo i sur., 2017; Siepmann i sur., 2018).

Vizualnim pregledom utvrdeno ja da su se plijesni razvile na svim kru$nim presjecima nakon 5
dana inkubacije u termostatu pri 30 °C s razlikom u $irini zone kontaminacije. Kao Sto je i

vidljivo na slikama 27 i 28, najveéu zonu kontaminacije imaju slijepe probe, buduci da je u tim
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uzorcima izostavljen dodatak kiselog tijesta. Neovisno o tipu brasna, uzorci s dodatkom 15 %
kiselog tijesta imaju znacajno manji promjer kontaminirane zone u odnosu na slijepe probe,
dok oni s 30 % kiselog tijesta pokazuju vrlo slabu kontaminaciju u neposrednoj blizini diska. S
obirom na antifungalno djelovanje BMK u kiselom tijestu, s naglaskom na Lpb. plantarum,
dobiveni rezultati su oCekivani 1 u skladu s rezultatima prijasnjih istrazivanja. Fenil-mlije¢na
kiselina koju proizvodi Lpb. plantarum ima Siroki spektar antifungalnog djelovanja te inhibira
rast ve¢inu plijesni. Sli¢no su pokazali i Lavermicocca i sur. (2000) u svom istrazivanju gdje su
ispitivali antifungalnu aktivnost kiselog tijesta fermentiranog s izolatom Lpb. plantarum 21B
kao starter kulturom. Rezultati su pokazali pozitivan ucinak primjene odabrane starter kulture
time 1 na produljenje roka trajanja istih. Isto tako, Russo i sur. (2017) su u svojoj studiji istaknuli
vaznost Lpb. plantarum kao prirodnog zastitnog sredstva protiv plijesni iz rodova Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, and Cladosporium koje su naj¢e$¢e odgovorne za kvarenje proizvoda

od zitarica.

Iz slike 28 se moze vidjeti da je promjer kontaminacije kod dva uzorka s kiselim tijestom
vodenima kroz 14 dana takoder manja u odnosu na slijepe probe. Uzorak s 30 % kiselog tijesta
koje je prihranjivano kroz 14 dana ima neSto ve¢i promjer kontaminacije u odnosu na uzorak s
30 % kiselog tijesta koje je fermentrano 18 sati. Ovakav rezultat se moze povezati sa
smanjenom sintezom metabolita za antifungalno djelovanje s vremenom vodenja. Iz rezultata
prikazanih u potpoglavlju 4.3.3., slika 24, koji se odnose na vodeni uzorak s brasSnom T-850,
vidljiv je pad koncentracije mlijecne kiseline, jednog od spoja koji inhibira rast plijesni, nakon
14 dana vodenja u odnosu na nulti dan vodenja. S druge strane, kao razlog odstupanja rezultata
Lavermicocca i sur. (2000) navode razli¢ite antifungalne mogucosti BMK u kiselom tijestu koje
ne ovise o proizvodnji kiselina. To bi znacilo da su moZzda prisutne i druge supstance koje
inhibiraju rast plijesni, ali u nedovoljno visokoj koncentraciji da bi njihovo antifungalno

djelovanje bilo uc¢inkovito bez prisutnosti odredene koncentracije kiselina.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti:

1.

Kisela tijesta proizvedena su pomoc¢u komercijalne starter kulture, a identifikacija
mikrobnih vrsta pokazala je da se kultura sastoji od bakterije mlijecne kiseline
Lactiplantibacillus plantarum i kvasca Saccharomyces cerevisiae.

Bakterije mlijecne kiseline su dominantni mikroorganizmi kiselog tijesta. Nulti, sedmi
1 Cetrnaesti dan vodenja kiselog tijesta broj bakterijskih stanica je bio veéi za dva
decimalna razrjedenja u odnosu na broj kvascevih stanica, neovisno o tipu koristenog
pSeni¢nog brasna.

Nakon 14 dana vodenja kiselog tijesta, broj poraslih bakterijskih stanica je manji za
jedno decimalno razrjedenje, ali su stanice jo$ uvijek prisutne u velikom broju, oko 10®
stanica/g kiselog tijesta. Navedeno upucuje na robusnost primijenjene komercijalne
starter kulture, ali 1 na prihvatljivu tehniku vodenja kojom je zadrZzavanjem 10 % kiselog
tijesta (na brasno) kao inokuluma za slijede¢u fermentaciju mogucée odrzati starter
kulturu aktivnom kroz 14 dana prihranjivanja.

Fermentacija pri 30 °C pokazala se optimalnom za razvoj zrelog kiselog tijesta s pH
vrijednos¢u oko 4 nakon 18 sati fermentacije.

U usporedbi s ostalim metabolitima odredenih UPLC metodom, uzorci od obje vrste
braSna (T-550 1 T-850) kroz 14 dana uzastopnih fermentacija pokazuju najvece
koncentracije mlijecne kiseline, §to proizlazi iz €injenice da je dominantna BMK
uzoraka kiselih tijesta fakultativno heterofermentativna BMK Lpb. plantarum.
kontaminacije u odnosu na krusci¢e proizvedene bez kiselog tijesta. Dodatak svjeze
pripremljenog kiselog tijesta u kruh, kao i dodatak kiselog tijesta kontinuirano
osvjezavanog kroz 14 dana, u iznosu od 15 % odnosno 30 % na brasno, pokazao se kao
ucinkovita prirodna zaStita za inhibiciju rasta plijesni Penicillium sp. s obzirom na
sposobnost Lpb. plantarum da sintetizira Siroki spektar spojeva s antifungalnim
djelovanjem.

Koristenje komercijalne starter kulture olaksava uvodenje kiselog tijesta u proizvodnju
kruha u usporedbi sa slozenijim procesom razvoja vlastitog startera te njegovim

cuvanjem.
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