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1. UVOD

Primarna uloga prehrambenih proizvoda je osigurati dovoljno hranjivih tvari za
zadovoljenje metabolic¢kih potreba, a istovremeno pruziti potrosacu osjecaj zadovoljstva. Ipak,
danaSnje spoznaje podupiru hipotezu da, osim Sto sluzi za zadovoljavanje prehrambenih
potreba, hrana moze izmijeniti razli¢ite funkcije u tijelu te posljedi¢no imati Stetnu ili zaStitnu
ulogu prilikom pojave odredenih bolesti (Roberfroid, 2000). Radi lake dostupnosti informacija
te sve veceg interesa i sve brojnijih zahtjeva za uvodenjem nutritivno vrijednih sastojaka u
svakodnevnu prehranu, a sa §to manjim utjecajem na okolis, nuzne su promjene u prehrambenoj
industriji. Jedna od prvih industrija koja dozivljava ovu promjenu je pekarska, buduci da kruh,
ali i ostali pekarski proizvodi ¢ine osnovnu hranu u veéini zemalja svijeta. U posljednje vrijeme
povecéanje migracijskih tokova kao i potraga za autenti¢nim i prakti¢nim namirnicama doveli
su do povecanja proizvodnje tankih kruhova, proizvoda ¢ije podrijetlo seze u drevnu proslost i
koji se zapravo smatraju prvom preradenom hranom. Razlog tome je lakSa tehnologija
proizvodnje i pogodniji transport, ali i mogucnost izrade kvalitetnog proizvoda ne samo od
pSeni¢nog, ve¢ i od brasna dobivenog iz drugih Zzitarica. Takoder, radi fleksibilnosti i
prakti¢nosti tankog kruha, sve je popularnije i njegovo obogaéivanje sastojcima koji djeluju
pozitivno na zdravlje (Garzon i sur., 2022; Pasqualone, 2018; Ibrahim i sur., 2015).

Zitarice kao §to su je¢am i zob posjeduju niz vrijednih bioaktivnih spojeva kojima se
prehrambeni proizvodi mogu nutritivno obogatiti (Shvachko i sur. 2021). U te vrijedne spojeve
ubrajaju se prehrambena vlakna, osobito B-glukan (Wrigley, 2010), topljivo prehrambeno
vlakno ¢iji je unos povezan s brojnim blagotvornim utjecajima na zdravlje. Prvenstveno,
redoviti unos B-glukana pomaze pri raznim kardiovaskularnim bolestima, a posljedi¢no i
smanjenju LDL kolesterola, hipertenzije i pretilosti (Othman i sur., 2021). Sto se ti¢e sadrzaja
B-glukana u kruhu i ostalim pekarskim proizvodima, proizvodni procesi kao §to su fermentacija
ili toplinska obrada rezultiraju intenzivnom razgradnjom ovog vlakna $to je ponajvise
uzrokovano djelovanjem enzima B-glukanaze (Wrigley, 2010). Prema tome, kako bi se sauvala
Sto veca koli¢ina B-glukana vece molekulske mase, potrebno je odabrati metodu koja ¢ce
inhibirati ili barem smanjiti aktivnost spomenutog enzima. Pulsirajuce elektri¢no polje je nova
tehnologija koja se ponajprije razvija u svrhu redukcije i inaktivacije nepozeljnih
mikroorganizama. Osim toga, djeluje i na trodimenzionalnu strukturu enzima, a samim time i
njihovu aktivnost pa je praktina i za sprjeCavanje nepozeljnih ucinaka enzima u hrani

(Naliyadhara i sur., 2022; Toepfl i sur., 2005).



S druge strane, povec¢ana koncentracija 3-glukana, iako je s nutritivne strane izuzetno pozeljna,
dovodi do promjena u reoloskim svojstvima tijesta prvenstveno zbog ometanja hidratacije
glutena 1 Skroba, §to posljedi¢no moze dovesti do nepozeljnog, i s tehnoloske strane, manje

kvalitetnog proizvoda (Garzon i sur., 2022; Andrzej i sur., 2019).

Stoga je cilj ovog rada bio razviti tanak kruh s dodatkom je¢émenog, odnosno zobenog brasna
prethodno obradenog pulsiraju¢im elektricnim poljem u svrhu smanjenja aktivnosti -
glukanaze i povecanja nutritivne vrijednosti, ali bez ugrozavanja tehnoloske kvalitete pogace

kao jedne od najpoznatije vrste tankog kruha u Hrvatskoj.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. ZITARICE

Zitarice su vrste biljaka koje pripadaju porodici trava (lat. Poaceae), a u koju se svrstavaju:
pSenica (ukljucujuéi khorasan i krupnik/pir), zob, jeCam, raz, riza, kukuruz, sirak, proso,
tritordeum i pSenoraz (tritikale), a uz to i heljda iz porodice dvornika (lat. Polygonaceae)
(Pravilnik, 2022). Smatraju se jednim od najvaznijih izvora energije i vrlo vaznim izvorom
proteina u prehrani ljudi, a uz to su i nuzan dio ishrane zivotinja, ali i industrijske prerade.
Potrebe potrosaca se pritom mogu zadovoljiti jedino upravljanjem kvalitetom u svim dijelovima
lanca, od uzgoja, preko proizvodnje, zetve i skladiStenja te naposljetku prerade u hranu
namijenjenu ljudima i sto¢nu hranu (Wrigley, 2010). Preradom se dobivaju proizvodi koji su
namijenjeni za daljnju proizvodnju i/ili krajnje potroSace, a ovisno o sastavu, osobinama,
namjeni i vrsti tehnoloskog procesa se dijele na: mlinske proizvode (u koje se ubraja brasno),
gotove proizvode od zitarica, mjeSavine za pekarske proizvode, zatim pekarske proizvode,
tjesteninu, tijesto i proizvode od tijesta (u koje se izmedu ostalog svrstava i kruh) te fine

pekarske i srodne proizvode (Pravilnik, 2022).

2.1.1. PSenica

PSenica se smatra jednom od prvih kultiviranih biljaka te s energetskog i nutritivnog
stajaliSta jednom od esencijalnih sirovina ljudske prehrane. S tehnoloske je strane jedinstvena
zitarica radi sposobnosti Stvaranja proteinske viskoelasti¢ne mase glutena iz skladi$nih proteina
zrna pSenice, & samim time je i najpopularniji i najucinkovitiji izvor brasna za proizvodnju
razli¢itih vrsta kruhova i ostalih pekarskih proizvoda (ukljucujuci kolace i Cajna peciva),
tjesteninu, ali i raznu drugu procesiranu hranu (Shewry, 2009; Wrigley, 2010). Spomenuti
skladi$ni proteini, tocnije glutenin 1 glijadin, osim Sto Cine najvec¢i udio proteina pSenice,
stvaranjem glutenske mreze odreduju i funkcionalna svojstva brasna, tijesta te naposljetku i
samog proizvoda. Najpogodnija svojstva tijesta se postizu odgovaraju¢im omjerom glutenina
koji osigurava Cvrstofu 1 elasticnost te glijadina, proteina odgovornog za viskoznost i
rastezljivost. Ipak, ugljikohidrati su tvari koje u najve¢em dijelu (otprilike 85 %) sacinjavaju
zrno svih zitarica, pa tako i pSenice, a prvenstveno je to skrob koji se smatra glavnim izvorom
ugljikohidrata, a samim time i energije u ljudskoj prehrani. Sadrzaj proteina i ugljikohidrata
varira te tzv. meka pSenica sadrzi vise Skroba I manje proteina nego li tvrda pSenica, a ¢ime se
zapravo definira i namjena pojedinih vrsta pSenice. Prema tome, meka psSenica S najmanjim

udjelom proteina se upotrebljava ponajprije za proizvodnju kolaca i ¢ajnih peciva, tvrda je



najpogodnija za izradu kruha, dok je ona s najve¢im udjelom proteina (tzv. durum pSenica)
optimalna u pripremi tjestenine. Od manje zastupljenih tvari koje ¢ine zrno zitarica, isti¢u se
lipidi koji prilikom procesiranja stupaju u interakcije s glutenom. Takoder, pSenica je i izvor
mikronutrijenata ukljucujuéi vitamina E, vitamina B kompleksa, karotenoida te minerala kao

Sto su Zeljezo, cink i magnezij te elemenata u tragovima.

2.1.2. JeCam

JeCam posjeduje sposobnost rasta u razli¢itim uvjetima Sto doprinosi pojavi varijabilnosti u
njegovoj kvaliteti, a rezultat toga su i mnogobrojne primjene ove sirovine. Ekonomski
najznacajnija isporuka je¢ma je pivarskoj industriji, to¢nije u proizvodnji slada. Medutim, radi
njihovih vrlo visokih zahtjeva u pogledu kvalitete, primjenjuje se i u druge najcesce
neprehrambene, ali i prehrambene svrhe. Kao hrana se uglavhom upotrebljava u tradicionalne
namjene, ali radi njegove izuzetne nutritivne vrijednosti pojavljuje se sve veéi interes potrosaca
za uvodenjem proizvoda koji sadrze je¢am u svakodnevnu prehranu. Uz to, smatra se da djeluje
blagotvorno na zdravlje budu¢i da je kao i zob bogat izvor f-glukana, a takoder i jedina Zitarica
koja sadrzi svih 8 oblika vitamina E od kojih su najznacajniji tokotrienoli i tokoferoli za koje

je opce poznato da djeluju antioksidativno te da pridonose u smanjenju razine LDL kolesterola

(Wrigley, 2010; Baik i Ullrich, 2008).

2.1.3. Zob

Iako pSenica, je€am i zob imaju sli¢na tkiva i fizioloSke procese u zrnu, zob je u usporedbi
s ostalim spomenutim Zitaricama strukturno i1 kemijski jedinstvena. Proteini ¢ine 1 do 18 % zrna
zobi s boljim balansom aminokiselina, posebice lizina koji je u Zitaricama limitiraju¢a
aminokiselina, a ¢ija je koncentracija u odnosu na psenicu ili jeCam i do dvostruko veca.
Nadalje, psenicu i jeCam tvore Skrobne granule jednostavnije strukture nego li zob koja osim
toga sadrzi i viSe lipida. Zob je Zitarica koja se smatra prirodnom funkcionalnom hranom buduci
da je se povezuje s nizom zdravstvenih dobrobiti. Klini¢ki je dokazano da uvodenje zobi i
proizvoda od zobi utjece na smanjenje razine LDL kolesterola, a takoder smanjuje rizik od
nastanka kardiovaskularnih bolesti te pruza osjecaj sitosti ¢ime pomaZe u kontroli tjelesne
tezine zahvaljujuci prisutnom B-glukanu te antioksidansima koji osim tokoferola, tokotrienola,
fenolne kiseline i drugih spojeva koji se nalaze u zitaricama, ukljucuju i avenantramide, grupu

antioksidanasa jedinstvenu za zob (Wrigley, 2010).



2.2. B-GLUKANI

Zahvaljujuéi svojoj bioloskoj aktivnosti te pozitivnim ucincima na zdravlje, interes i
potraznja potroSaca za proizvodima koji sadrze slozene polisaharide neprestance raste. Jedni od
najznacajnijih spomenutih slozenih polisaharida su B-glukani, topljiva prehrambena vlakna
Siroko zastupljena u Zzitaricama (ponajprije u zobi i je¢mu), kvascima, gljivama, morskim
algama i nekim bakterijama. Ovisno o izvoru, B-glukani se molekularno i strukturno razlikuju
Sto u konacnici odreduje i njihovu funkcionalnu aktivnost. Prema tome, 3-glukani iz zitarica se
karakteriziraju kao hidrofilni bioaktivni neskrobni polisaharidi koji ¢ine linearni nerazgranati
lanac sastavljen od D-glukopiranozilnih jedinica povezanih B-1,3 i f-1,4 vezama s time da je
niz od najéesée trimernih i tetramernih oligomernih celuloznih segmenata u kojem su jedinice
povezane B-1,4 vezama prekinut jednostrukim B-1,3 vezama (Slika 1). Ovisno o omjeru tri-
naprema tetramerima, koli¢ini duzih celuloznih oligomernih segmenata i omjeru 3-1,4 naprema
B-1,3 vezama, odredena su i njihova funkcionalna svojstva kao §to su viskoznost, topljivost u
vodi, svojstva zeliranja te u konacnici i fizioloSko djelovanje u gastrointestinalnom traktu, a
njihovom inkorporacijom u hranu i konacna tekstura, reologija i senzorska svojstva

prehrambenih proizvoda (Kaur i sur., 2019; Du i sur., 2019; Lazaridou i Biliaderis, 2007).
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Slika 1. Molekularna struktura (1,3)(1,4)-p-D-glukana Zitarica (prema Jacob i Pescatore, 2014)



Radi spomenutih se svojstava u prehrambenoj industriji upotrebljavaju u mnogobrojne svrhe.
Najcesce se primjenjuju kao zgusnjivaci, ali se koriste i u druge namjene te sluze, primjerice,
kao aditivi u pripremi smrznutih slastica tako da poboljsavaju teksturu kolaca ili pomazu pri
zadrzavanju oblika sladoleda. Nadalje, u mesnoj industriji sluze kao djelomi¢na zamjena za
mast, a takoder se koriste i kao sredstva za zeliranje. Osim toga, mogu se primijeniti i kao
komponente u pripremi jestivih filmova kojima se oblazu proizvodi. Jo$ jedna sve popularnija
primjena B-glukana je i u formuliranju niskokalori¢nih i manje masnih proizvoda ukljucujuéi
proizvode poput preljeva za salate, mlijeka, jogurta ili sira (Caseiro i sur., 2022). Pored ostalog,
B-glukani se takoder primjenjuju kao stabilizatori i emulgatori prilikom pripreme pjena i

emulzija (Murphy i sur., 2021).

Sto se ti¢e ugradnje B-glukana u pseni¢ni kruh i ostale pekarske proizvode, osim §to djeluje
pozitivno na nutritivna svojstva kruha, B-glukan kao hidrokoloid povoljno utjece i na kvalitetu
kruha u smislu produljenja njegova roka trajanja buduéi da hidratacijska svojstva hidrokoloida
pridonose ocuvanju pozeljne ¢vrstoCe te sprje¢avanju dehidratacije prilikom skladistenja
(Kurek i sur. 2015). Najces¢e se povecanje udjela B-glukana u kruhu i ostalim pekarskim
proizvodima postize zamjenom p$eni¢nog brasna zobenim ili jeémenim, ali samo djelomi¢nom
radi oCuvanja tehnoloskih karakteristika koje pruza pseni¢no brasno. Vezano uz tehnoloska
svojstva, iako B-glukani djeluju pozitivno na nutritivna svojstva kruha, s druge strane takoder
ogranicavaju upotrebu zobenog i jeémenog brasna radi znacajnog utjecaja na tvorbu glutenske
mreze. Naime, slaba glutenska mreza dovodi do ranog pucanja mjehurica zraka $to dovodi do
slabog Sirenja tijesta u procesu fermentacije, a u konacnici utjece i na svojstva samog kruha
(Cao i sur., 2023). Vezano uz to, koli¢ina vode koju je potrebno dodati u zamjes se povecava
ukoliko se pSenicno brasno mijenja zobenim ili jeémenim §to utjece i na reoloska svojstva tijesta
u vidu promjena u viskoznosti i viskoelasti¢nosti radi sposobnosti B-glukana da formira gel.
Posljedi¢no tome, dolazi do promjene 1 u svojstvima gotovog kruha, od ¢ega je najizraZenije
smanjenje volumena kruha i promjene u tvrdo¢i $to moze dovesti do proizvodnje tehnoloski

nepozeljnog i manje kvalitetnog proizvoda (Andrzej i sur., 2019).

2.2.1. Funkcionalna svojstva pB-glukana

Kao $to je ve¢ spomenuto, unos -glukana povezan je s korisnim zdravstvenim ishodima.
Blagotvorni utjecaji svakodnevnog koriStenja B-glukana podrijetlom iz zobi ili je¢ma su
ponajprije povezani sa smanjenjem koncentracije LDL i ukupnog kolesterola u krvi, a

posljedic¢no 1 rizikom od nastanka koronarne bolesti srca. Prema zaklju¢cima donesenim od
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strane EFSA-inog povjerenstva o prehrani, novoj hrani i alergenima u hrani (NDA), kako bi se
postigao navedeni ucinak, potrebno je u uravnotezenu prehranu na dnevnoj osnovi ukljuciti
barem 3 g B-glukana podrijetlom iz zobi ili je¢ma (EFSA, 2011a; EFSA, 2010). Sam utjecaj B-
glukana na smanjenje kolesterola u krvi je najvjerojatnije posredovan stvaranjem viskoznog
sloja u tankom crijevu koji potom inhibira intestinalni unos kolesterola iz hrane te reapsorpciju
zucne kiseline u jetru. To dovodi do povecanja sinteze Zucne kiseline iz kolesterola, a
posljedi¢no i do smanjenja razine cirkulacije LDL kolesterola (Othman i sur., 2011). Visoka
viskoznost B-glukana je takoder odgovorna i za smanjenje postprandijalne razine glukoze u
krvi. Naime, pove¢anim unosom prehrambenih vlakana smanjuje se mijeSanje himusa s
probavnim enzimima u zelucu, usporava se probava Skroba i apsorpcija glukoze u crijevima i
odgada praznjenje zeluca ¢ime se povecava osjecaj sitosti Sto dovodi do smanjenog unosa
hrane. Ukupno, ovi uéinci pridonose smanjenju glikemijskog odgovora (Schlérmann i Glei,
2017), a EFSA-ino povjerenstvo o prehrani, novoj hrani i alergenima u hrani smatra da bi za
postizanje navedenog ucinka po obroku trebalo unijeti 4 g B-glukana podrijetlom iz zobi ili
je¢ma na svakih 30 g dostupnih ugljikohidrata (EFSA, 2011b).

Nadalje, B-glukan ima ulogu u jaanju imuniteta te se povezuje s antimikrobnom,
antioksidativnom i protuupalnom aktivnoscu, a takoder je identificiran kao antagonist u borbi
protiv tumora, 0sobito ako je izoliran iz odredenih izvora, ponajprije gljiva (Kaur i sur., 2019;
Du i sur., 2019). Uz to, B-glukan radi svojih antioksidativnih svojstava doprinosi kako o¢uvanju
tako 1 poboljSanju izgleda i zdravlja koze, ali pritom ima ulogu i u zacjeljivanju rana i u borbi
protiv bora, a takoder pomaze i u odrZavanju hidratacije koze i zaStiti od ultraljubicastog
zracenja (Jayachandran i sur., 2018). Osim navedenih pozitivnih djelovanja na ljudski
organizam, unos [-glukana djeluje korisno i na crijevnu mikrobiotu. Naime, djeluje
stimulirajuce na rast i aktivnost prirodne mikroflore §to dovodi do poboljsanja cjelovitosti
crijeva i zaStite od Stetnih patogenih mikroorganizama, odnosno djeluje prebioticki
(Jayachandran i sur., 2018). Djelovanje B-glukana u gastrointestinalnom traktu je povezano s
njegovom molekularnom masom, strukturom i interakcijom s drugim komponentama iz hrane.
Pritom se distribucija molekularne mase mijenja procesiranjem hrane. Na primjeru zobi, sirova
zob, zobena kasa i zitarice za dorucak sadrze netaknuti oblik B-glukana visoke molekularne
mase, dok proizvodni procesi kao Sto su fermentacija ili pecenje rezultiraju opseZznom
razgradnjom B-glukana $to dovodi do smanjenja distribucije molekularne teZine ¢ime se

smanjuje i njegova ucinkovitost (Wrigley, 2010).



2.2.2. B-glukanaza

Razgradnja B-glukana prilikom procesiranja je ponajviSe vezana uz djelovanje enzima [3-
glukanaze, glikozidne hidrolaze koja katalizira razgradnju B-1,3-D- i, u nekim slu¢ajevima, -
1,4-D-glikozidnih veza u linearnim ili djelomi¢no razgranatim glukanima (Caseiro i sur., 2022;
Wrigley, 2010). Spomenuti enzimi su $iroko rasprostranjeni medu mnogim organizmima U
prirodi i pritom su ukljuéeni u njihove raznolike fizioloske procese ukljucujuéi proizvodnju
energije, stanicnu remodelaciju i rast, obranu od fungalnih patogena, klijanje sjemena, probavu
i reprodukciju. Radi sposobnosti B-glukanaza da hidroliziraju pB-glukane do manjih
oligosaharida, ili ¢ak glukoze, upotrebljavaju se i u razne biotehnolo$ke primjene te mogu
sluziti na primjer kao: sredstva za biolosku kontrolu protiv patogenih gljivica u raznovrsnim
usjevima, ekoloski i energetski uinkovitija alternativa klasi¢énim kemijskim metodama u
pretvorbi lignocelulozne biomase u fermentabilne Secere potrebne za proizvodnju bioetanola,
sredstva za bistrenje u vinarstvu, a u pivarstvu sluze kao sredstva pomocu kojih se sprjecava
nakupljanje je¢menih B-glukana. U pivarstvu je nakupljanje B-glukana iznimno nepozeljno
budu¢i da njihovo prisustvo uzrokuje povecanje viskoznosti §to izaziva brojne tehnoloske
probleme tijekom procesa proizvodnje ukljucuju¢i smanjenu moguénost odvajanja sladovine i
filtracije piva, ali i stvaranje gelova, zamucenja i taloga (Caseiro i sur., 2022).

Kao $to je ve¢ i spomenuto, 3-glukanaza sudjeluje u razgradnji -glukana prilikom procesa
proizvodnje kruha $to uvelike smanjuje njegovu nutritivnu vrijednost. Ipak, spomenuti enzim
utjeCe pozitivno na tehnoloska svojstva i kvalitetu tijesta i kruha upravo radi sposobnosti
depolimerizacije p-glukana. Naime, B-glukanaza svojom aktivno$¢u doprinosi meko¢i i
elasti¢nosti tijesta, §to posljedi¢no dovodi do poboljsanja svojstava kruha, to¢nije povecanja
volumena 1 elasti¢nosti te smanjenja ¢vrstoce kruha, a naposljetku i do vece prihvatljivosti od
strane potroSaca (Li 1 sur., 2014). Medutim, sve ve¢om teznjom potroSaca za poboljSanjem
nutritivne vrijednosti proizvoda, razvijaju se nacini i procesi koji pridonose §to manjem gubitku
vrijednih tvari unutar proizvoda. Za inaktivaciju B-glukanaze, a posljedi¢no i manjem gubitku
B-glukana u brasnu, mogu se koristiti metode koje ukljucuju refluksiju etanola, mikrovalnu
obradu, autoklaviranje, vrenje, obradu u pe¢nici ili dodavanje soli organskih kiselina — kalijeva
sorbata, natrijeva benzoata ili kalcijeva propionata. Medutim, navedene metode
podrazumijevaju toplinsku ili kemijsku obradu $to se moze negativno odraziti na tehnoloska
svojstva brasna, senzorska svojstva, a posljedi¢no i na prihvatljivost krajnjeg proizvoda od
strane potrosaca (Grgic i sur. 2023). Stoga je za inaktivaciju B-glukanaze u svrhu o¢uvanja $to
veceg sadrzaja f-glukana u brasnu potreban razvoj novih metoda, a kao jedna od mogucih je

obrada netoplinskim tehnologijama u nastajanju.



2.3. PULSIRAJUCE ELEKTRICNO POLJE

Sve veca potraznja potroSaca za hranom Vvisoke nutritivne vrijednosti je dovela do razvoja
blagih procesa i alternativa koje poboljsavaju ili pak zamjenjuju tradicionalne tehnike
konzerviranja hrane, odnosno inaktivacije neZeljenih mikroorganizama i nepozeljnih enzima u
proizvodima. U nove tehnologije obrade hrane se, izmedu ostalog, ubraja i pulsirajuce
elektri¢no polje (eng. Pulsed electric field — PEF), metoda netoplinskog konzerviranja tekucih
i polutekucih sirovina i produkata koja uz pomo¢ napona pruza moguénost inaktivacije enzima
i proizvodnju mikrobioloski sigurne hrane, a da usprkos tome ne dolazi do znacajnih gubitaka
nutritivno vrijednih tvari i pozeljnih senzorskih i fizikalno-kemijskih svojstava (Naliyadhara i
sur., 2022; Toepfl i sur., 2005). Iako postoji vise nacina primjene elektricnog polja na hranu,
uporaba pulsiraju¢eg elektricnog polja (PEP-a) ukljucuje kontinuiranu primjenu visokog
napona raspona od 10 do 80 kV/cm u kratkim intervalima u trajanju od nekoliko nanosekundi
do nekoliko mikrosekundi na Cestice hrane smjestene izmedu dvije elektrode (Vanga i sur.,
2021). Klju¢ne komponente koje su pritom neophodne za obradu pulsiraju¢im elektri¢énim
poljem su sustav generatora impulsa i komora za tretiranje u kojoj se hrana obraduje pulsevima
elektri¢nog polja. Ona se sastoji od najmanje dvije elektrode, od toga jedne visokonaponske te
druge elektrode uzemljenja, s tim da su one odvojene izolacijskim materijalom. Samo
pulsirajuce elektricno polje se postize sustavom modulacije pulsa kojim se istosmjerna struja
niske razine napona pretvara u pulsirajuce elektricno polje visokog intenziteta uz pomoc
kondenzatora povezanih paralelno ili serijski $to naposljetku rezultira njihovo praZnjenje
energije u obliku pulseva visokog napona. Napon nabijanja koji je potreban za stvaranje pulseva
elektri¢nog polja potrebne jakosti je pritom ovisan o udaljenosti izmedu elektroda (Rezek-
Jambrak, 2009). Naime, poveca li se udaljenost izmedu elektroda, potrebno je i povecanje

napona kako bi se postigao veéi kapacitet strujanja $to je opisano i jednadzbom:

E=2 [1]

u kojoj E predstavlja jakost elektri¢cnog polja, U napon, dok d oznacava udaljenost izmedu

elektroda.

Obrada hrane PEP-om dovodi do netermicke elektroplazmolize materijala u stanici, a
rezultat toga je povecana permeabilnost stani¢ne stijenke. Elektropermeabilizacija povecava
poroznost, difuziju, elektricnu provodljivost i koeficijente prijenosa topline i mase. Prvenstveno
se hrana obraduje PEP-om radi redukcije i inaktivacije mikroorganizama (Vanga i sur., 2021).

Vezano uz to, opcenito je prihvaceno da je primarni u¢inak PEP-a na bioloske stanice povezan



s lokalnim strukturnim promjenama i razgradnjom stani¢ne polupropusne membrane koja
ostvaruje bitnu ulogu u prijenosu mase, ali i u sintezi RNA i DNA, proteina i komponenti
stani¢ne stijenke kao i mnogim drugim slozenim metabolickim aktivnostima. Izlaganjem
pulsevima elektri¢énog polja najprije dolazi do destabilizacije lipidno-proteinskog medusloja
stani¢nih stijenki koje potom postaju propusne za male molekule §to dovodi do bubrenja, a
naposljetku 1 razaranja stani¢ne strukture S posljedicom inaktivacije nepozeljnih
mikroorganizama (Rezek Jambrak, 2009; Toepfl i sur., 2005; Lebovka i sur., 2002; Angersbach
i sur., 1999; Knorr i Angersbach, 1998).

Iako je najvise istrazivana i prvenstvena namjena pulsirajuceg elektri¢nog polja inaktivacija
mikroorganizama, ova metoda se moze primijeniti i za modifikaciju strukture i funkcionalnih
svojstava proteina pa samim time i enzima, tercijarno strukturnih proteina koji djeluju kao
bioloski katalizatori (Ohshima i sur., 2021; Vanga i sur., 2021). Glavni mehanizam kojim
tretman elektri¢nim poljem djeluje na proteine nije do kraja razjasnjen, ali smatra se da polarne
skupine proteina apsorbiraju energiju prilikom obrade PEP-om i stvaraju slobodne radikale.
Slobodni radikali potom utje¢u na intramolekularne interakcije unutar proteinskih molekula
pritom ukljucujuéi hidrofobne i elektrostatske interakcije, vodikove veze, disulfidne i solne
mostove. Stovise, obrada PEP-om moZe dovesti i do promjene naboja proteina usred
modifikacije njihovih ionskih interakcija (Taha i sur., 2022). Rezultat toga je promjena u
trodimenzionalnim strukturnim elementima, to¢nije tercijarnoj i sekundarnoj (a-uzvojnica i p-
nabrana ploca) strukturi proteina koja je vaZzna za aktivnost enzima, ali igra 1 vrlo vaznu ulogu
u njihovoj stabilnosti. Prema tome, primjena ove metode se moZe upotrijebiti u razli¢ite svrhe
koje ukljuCuju poticanje enzimske hidrolize proteina, aktivaciju ili inaktivaciju odredenih
enzima, poboljsanje bioloske aktivnosti peptida te poboljsanje tehnoloskih i funkcionalnih
svojstava proteina ukljucujuci svojstva topljivosti, geliranja, emulgacije i pjenjenja (Sanchez-
Reinoso i sur., 2022).

PEP-om se na sekundarnu i tercijarnu strukturu proteina pritom moze utjecati na dva glavna
nac¢ina. Prvi nacin ukljuCuje izravno razmatanje proteinske strukture uslijed djelovanja
elektrostatiCke vlacne sile uzrokovane jakim elektricnim poljem s time da se pove¢anjem jakosti
elektri¢nog polja, ubrzava i razmotavanje strukture (Slika 2). Drugi nacin ukljuCuje razmatanje
proteinske strukture uslijed djelovanja elektricnog polja niske jakosti s dugim vremenom
izlaganja (Ohshima i sur., 2021). Sto se ti¢e enzima, stupanj njihove inaktivacije PEP-om je

odreden brojnim parametrima procesa ukljucujuci jakost elektri¢nog polja i vrijeme tretmana,

10



auznjih jos i Sirinu i broj impulsa, temperaturu, frekvenciju i polarnost polja. Opéenito, ukoliko
se odrzava vrijeme tretmana i drugi parametri, stupanj inaktivacije enzima raste s pove¢anjem
jakosti elektri¢nog polja. Osim procesnih parametara, na stupanj inaktivacije aktivnosti enzima
utjeCe 1 sama osjetljivost enzima Sto pak ovisi o samoj proteinskoj strukturi enzima i
koncentraciji enzima, ali i karakteristikama medija u kojem je protein suspendiran pritom
ukljucujuéi elektri¢nu vodljivost, pH i sastav medija, ali i samu temperaturu medija (Martin-
Belloso i Elez-Martinez, 2005).

Ry B o

o )
Y 2 ¢
" - ~ ‘)"' l

Vrijeme (ns)

Slika 2. Utjecaj jakosti elektri¢énog polja E i vremena djelovanja na strukturu proteina (prema
Ohshima i sur., 2021)

Zakljucno, ako obrada pulsiraju¢im elektri¢nim poljem utjece na prirodnu strukturu enzima,
a posljedicno 1 na promjene u aktivnosti, metode obrade PEP-om su prakti¢ne za sprjeCavanje
nezeljenih uéinaka enzima u brojnim prehrambenim proizvodima (Martin-Belloso i Elez-
Martinez, 2005) te radi toga pruzaju i moguci potencijal u povecanju nutritivne vrijednosti

pekarskih proizvoda.
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2.4. TANAK KRUH

Kruh se diljem svijeta smatra osnovnom namirnicom u prehrani, a ovisno o sastojcima i
naéinima pripreme razlikuju se brojne vrste s time da svaku od njih opisuju odredeni oblici i
karakteristike (Cauvain, 2015; Curi¢ i sur., 2014). Tanki kruhovi su jedni od najstarijih krugnih
proizvoda koji iako su drevnog podrijetla se proizvode i danas. Stovise, njihova proizvodnja je
presla iz tradicionalne u komercijalnu mehanicku, a potraznja i potrosnja je diljem svijeta u
neprestanom porastu prije svega zahvaljujuci fleksibilnosti prilikom proizvodnog procesa i
transporta, ali i mogucnosti prilagodavanja sastojaka $to se ponajprije odnosi na mijeSanje ili
zamjenu pSeni¢nog brasna nekim drugim, nutritivno kvalitetnijim brasnom. lako se u tanke
kruhove ubrajaju brojne vrste medusobno razli¢itih krajnjih proizvoda, svi su prepoznatljivi po
tome $to su relativno tanki, debljine od nekoliko milimetara pa do najvise nekoliko centimetara
(Boukid, 2022; Garzon i sur., 2022; Pasqualone i sur., 2022). Kvalitetu kako $truce kruha veceg
volumena tako i tankog kruha pritom odreduju ponajprije kvaliteta i koli¢ina koriStenih
sirovina, njihovo medudjelovanje i metode obrade tijesta. Osnovne sirovine su brasno, i to
najéesce bijelo ili polubijelo pSeni¢no brasno, potom voda, kvasac i sol (Cauvain, 2015). Buduc¢i
da je stvaranje glutena esencijalna komponenta u procesu proizvodnje kruha i odredenih vrsta
tankog kruha, konaéna kvaliteta uvelike ovisi i 0 samoj kvaliteti pSenice, odnosno brasna
dobivenog njenim mljevenjem. U sustini, §to je veci sadrzaj proteina u pSenici, to je veci sadrzaj
i U brasnu proizvedenim od njega, a time je i njegova sposobnost hvatanja i zadrzavanja
ugljikova dioksida tijekom fermentacije bolja (Pasqualone 2018; Hackenberg i sur., 2017,
Cauvain, 2012). S druge strane, bijelo pSeni¢no brasno s nutritivnog stajalista ima odredene
nedostatke Kkoji se nastoje ublaziti, a jedan od nacina je upotreba alternativnih brasna,

primjerice, brasna dobivenog od je¢ma ili zobi (Pourafshar i sur., 2015).

Drugi neophodni sastojak u procesu proizvodnje kruha je voda, a zajedno s brasnom utjece na
stvaranje glutenske mreze. Svojstva tijesta prema tome uvelike ovise o njenoj koli¢ini. AKo je
u zamjes dodan premali volumen vode, tijesto ¢e biti pre¢vrsto i teSko za oblikovanje, a krajnji
proizvod ¢e biti malog volumena i neadekvatnog vanjskog, ali i unutarnjeg izgleda, odnosno
poroznosti (Hackenberg i sur., 2017; Cauvain, 2012). U suprotnom, ako tijesto sadrzava previse
vode, bit ¢e mekano i1 teSko ¢e zadrzavati oblik, a krajnji proizvod ¢e biti loSe kvalitete.
Optimalna koli¢ina vode ponajprije ovisi o svojstvima i kvaliteti upotrijebljenog brasna
(Baukid, 2022), a to je zapravo maksimalna koli¢ina vode koja se moze dodati u zamjes, a da
tijesto pritom bude podlozno oblikovanju i da se naposljetku dobije proizvod prihvatljive
kvalitete (Hackenberg i sur., 2017).
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Nadalje, za proces fermentacije, odnosno proizvodnje ugljikova dioksida je prvenstveno
zasluzna prisutnost pekarskog kvasca (lat. Saccharomyces cerevisiae) (Cauvain, 2012). Buduc¢i
da pekarski kvasac u procesu proizvodnje tankog kruha nije obavezan sastojak, njegov dodatak
u zamjes ovisi o zeljenoj vrsti kona¢nog proizvoda te se na temelju toga tanki kruhovi mogu
podijeliti na kvasne i beskvasne (Baukid, 2022).

Sto se ti¢e soli, osnovna uloga ovog sastojka je doprinos u razvoju okusa prihvatljivog od strane
potrosaca. Uz to, djeluje inhibirajuce na prebrzi razvoj glutena prilikom mijeSanja sastojaka s
time da se inhibirajuc¢i u¢inak povecava smanjenjem brzine mijesalice.

Osim spomenutih sastojaka, u zamjes se ¢esto dodaje i neka vrsta pekarske masnoce u svrhu
poboljsanja zadrzavanja plinova u tijestu, a posljedi¢no i poboljSanja volumena i mekoce
krajnjeg proizvoda. Koli¢ina masnoce koja se pritom dodaje ponajprije ovisi o tipu brasna koji
se upotrebljava.

Koraci u proizvodnji tankog kruha se ne razlikuju od onih za dobivanje kruhova vecih
volumena te nakon odabira sastojaka i odredivanja njihove optimalne koncentracije slijedi
mijesanje sastojaka, odnosno tijesta, a nakon toga procesi dijeljenja i oblikovanja te dizanja
tijesta, a u konacnici i pecenje oblikovanih komada tijesta do nastanka kona¢nog proizvoda, {j.

tankog kruha te njegovo hladenje (Pasqualone 2018; Cauvain, 2012).

2.4.1. Mijesanje

Najbitnije uloge mijesanja s ciljem formiranja strukture tijesta su homogenizacija sastojaka,
inkorporacija zraka te stvaranje glutenske mreze. Naime, prilikom mijeSanja brasna i vode,
komponente braSna, od toga prvenstveno nativni i amorfni proteini glutena i amorfni nekristalni
dijelovi Skroba, apsorbiraju vodu. Koncentracija vode je u takvom hidratiziranom braSnu
dovoljna da omoguc¢i mobilnost solubiliziranih 1 hidratiziranih molekula. Mehanicka sila koja
je pritom primijenjena uzrokuje promjene koje su djelomi¢no, ali ne i potpuno reverzibilne
uslijed uklanjanja spomenute sile budu¢i da tijesto u nastajanju pohranjuje dio utroSene
mehanicke energije kao elasti¢no potencijalnu. Kako bi se mreza glutena mogla poceti stvarati,
potrebno je da brzina mijeSanja i mehanicka energija budu iznad odredene vrijednosti §to ovisi
o vrsti mijeSalice, sastavu brasna i ostalim sastojcima. S druge strane, ukoliko se primijeni
energija veca od optimalne, tijesto postaje vlaznije te se pocinje lijepiti na stijenke posude u
kojoj se nalazi, a uz to opada i sposobnost zadrzavanja plinova §to znac¢i da operacija mijeSanja
ima utjecaj na reologiju tijesta. Stovise, proizvodnja definirane stani¢ne strukture petenog
proizvoda u potpunosti ovisi o stvaranju mjehurica plina tijekom mijeSanja tijesta jos u tekucoj

fazi te njihovom zadrZavanju i podjeli na manje mjehurice ¢ime se povecava njihov broj uslijed
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daljnje obrade (dijeljenja i oblikovanja). Ugljikov dioksid proizveden kasnije fermentacijom
tijesta difundira u njih te uzrokuje ekspanziju mjehuriéa tijekom dizanja, a posljedi¢no utjece i
na teksturu gotovog proizvoda (Curié i sur., 2014). Nadalje, stvaranjem glutenske mreZe,
granule S$kroba se omotavaju u matricu te je radi barijere glutena oko granula Skroba (Slika 3)
zelatinizacija odgodena, a kompetitivna hidratacija Skroba i1 glutena smanjuje samu snagu
zelatinizacije. Kasnije, nakon §to se Zelatinizacija u daljnjim procesima ipak odvije, granule
Skroba sudjeluju u konacnoj stabilizaciji glutenske mreze (Wang i sur., 2021). Nakon mijeSanja

slijedi operacija odmaranja tijesta, a potom dijeljenje i oblikovanje tijesta.

Slika 3. Tlustrativni prikaz djelovanja nastale glutenske mreZe na polozaj Skrobnih granula i

mjehuri¢a plina (prema Goel i sur., 2021)

2.4.2. Dijeljenje i oblikovanje tijesta

Kako bi se dobio Zeljeni oblik i veli¢ina proizvoda, tijesto se najprije dijeli na pojedina¢ne
komade koji se potom oblikuju. Pri tome, uspjesnost dijeljenja ovisi 0 homogenosti tijesta koje
pak je uvelike odredeno rasporedom mjehurica plina budu¢i da konstantna gustoca duz cijelog
tijesta sastavljenog od mjehuri¢a jednake veliine i ravnomjerne raspodjele naposljetku
rezultira preciznijim dijeljenjem. U razdoblju izmedu dijeljenja i kona¢nog oblikovanja, tijesto
za konacno oblikovanje s time da $to tijesto duze odmara, ve¢e su promjene u njegovoj
reologiji. Naime, potrebno je da tijesto ima malu minimalnu elasti¢nost te malu otpornost na
deformacije budu¢i da ono koje pokazuje vecu sposobnost elasti¢nosti i smanjenu rastezljivost
je podloznije oSte¢enjima prilikom dijeljenja i oblikovanja $to je posljedica neadekvatnog

odredivanja koli¢ine vode koja se dodaje u operaciji mijeSanja s brasnom. U fazi konacnog
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oblikovanja tijesto poprima oblik koji odgovara konacnom proizvodu.

2.4.3. Fermentacija

Oblikovano tijesto se prije samog pecenja podlijeze procesu fermentacije kako bi se njegova
struktura povecavala na zadovoljavaju¢i volumen pri ¢emu parametri temperature i relativne
vlaznosti zraka moraju biti optimalni za aktivnost pekarskog kvasca. Tijekom ovog procesa
Skrob podrijetlom iz brasna se djelovanjem enzima postupno razgraduje u dekstrin i Secere koje
potom kvasac pretvara u alkohol i ugljikov dioksid koji difundira u mjehurice plina uzrokujuci
njihov rast i posljedi¢no ekspanziju tijesta (Curié i sur., 2014). Nakon fermentacije, u procesu
proizvodnje tankog kruha sacinjenog od jednog sloja, a dobivenog iz dizanog tijesta, slijedi
pritiskanje tijesta vrhovima prstiju ili busenje kako bi se sprijecilo pretjerano Sirenje u pecénici,

ali i u dekorativne svrhe (Pasqualone, 2018).

2.4.4. PeCenje

Tijekom pecenja odvija se niz fizi¢kih, bioloskih i kemijskih promjena kao $to su povecanje
volumena, isparavanje vode, denaturacija proteina, Zelatinizacija Skroba, stvaranje porozne
strukture i korice, odnosno dobiva se gotovi proizvod, a pritom temperatura pri kojoj se vrsi
ovaj proces ovisi 0 peéi, ali i 0 samom krajnjem proizvodu (Curi¢ i sur., 2014). Za dobivanje
tankog kruha, temperatura pri kojoj se odvija pe€enje je veca u odnosu na kruhove veceg
volumena, a vrijeme izlaganja proizvoda visokoj temperaturi je krace (Gocmen i sur., 2009).
Pocetak zelatinizacije intaktnih granula pSeni¢nog Skroba prilikom pecenja odreduje receptura,
mada zapocinje na otprilike 60 °C i u pocetku granule Skroba apsorbiraju svu slobodnu vodu u
tijestu. U tijestu zapravo nema dovoljno slobodne koli¢ine vode za potpunu Zelatinizaciju
Skroba pa ¢e voda prelaziti s proteinskih membrana na Skrob prilikom pecenja. Na samu
zelatinizaciju $kroba, osim stupnja oSteCenog Skroba nastalog tijekom mljevenja, utjece i
aktivnost enzima prilikom pecenja (Cauvain, 2015). Proizvodnja ugljikova dioksida od strane
kvasca se pritom odvija pove¢anom brzinom sve do njegove inaktivacije na temperaturi od
otprilike 55 °C. Potom radi povecéanja tlaka usred povisene temperature, mjehuri¢i plina pucaju
pri ¢emu se oslobada ugljikov dioksid $to ¢ini poroznu strukturu Kontinuiranom i otvorenijom
prema vanjskoj strani kruha. Tijekom pecenja stvara se i korica sacinjena od osusSenog skrobnog
gela s dispergiranim komponentama proteina 1 lipida koja sprjecava daljnje Sirenje tijesta.
Stvaranje korice i posmedivanje kruha tijekom peCenja su zapravo glavni ¢imbenici koji
doprinose formiranju kona¢nog okusa kruha buduéi da visa temperatura i smanjenje sadrzaja

vode radi evaporacije aktiviraju neenzimske reakcije posmedivanja pritom ukljucujuci
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Maillardove reakcije i karamelizaciju. Karamelizacijom dekstrina nastalih od $krobne paste
koja Zelatinizira radi kondenzacije pare na povrsSini kruha se naposljetku dobiva i pozeljna boja
i sjaj korice. Kako bi se ovaj proces izvrsio optimalno, na pocetku pecenja se dodatno u peénicu

uvodi para (Curi¢ i sur., 2014).

2.4.5. Hladenje

Nakon provedenog procesa pecenja, slijedi i hladenje dobivenog proizvoda, a pritom su dva
razli¢ita mehanizma uklju¢ena u ovaj postupak. Prvi ukljucuje prijenos topline, uglavnom
konvekcijom u okolni zrak, ali takoder radijacijom i kondukcijom do strukture uredaja za
hladenje. Drugi nacin je isparavanje vlage iz kore, a da se pri tome energija za njenu evaporaciju

crpi iz mrvica kruha (Cauvain, 2015).

16



3. EKSPERIMENTALNI DIO

Osnovni cilj ovog rada bio je razvoj tankog kruha (pogace) djelomi¢nom zamjenom
pSeni¢nog brasna zobenim, odnosno je¢menim nativnim i pulsiraju¢im elektriénim poljem

obradenim bras$nima te ispitati njihov utjecaj na fizikalna svojstva kruha.

3.1. MATERIJALI

Za proizvodnju kontrolnog psSeni¢nog tankog kruha koristena je mjeSavina polubijelog
pSeniénog brasna T-850 (Cakovecki mlinovi d.d., Hrvatska) i bijelog pSeni¢nog bragna T-550
(Cakovecki mlinovi d.d., Hrvatska). Polubijelo p$eniéno brasno T-850 je sadrzavalo 10,37 %
proteina, 1,11 % masti i 0,81 % pepela, a udio vode je iznosio 11,92 %, dok je bijelo brasno T-
550 bilo sastavljeno od 9,35 % proteina, 1,07 % masti i 0,59 % pepela, s udjelom vode od 11,75
%.

Zamjenom 30 % pSeni¢nog brasna sa zobenim nativnim ili PEP-om obradenim brasnom (PJ
Mlin Farina, Hrvatska) dobio se zobeni tanki kruh. Nativno zobeno brasno je sadrzavalo 11 %
proteina, 7 % masti i 1,83 % pepela, a udio vode je iznosio 12,45 %.

Zamjenom 30 % pSeni¢nog brasna s jeémenim nativnim ili PEP-om obradenim brasnom (PP
Varga, Hrvatska) dobio se jeémeni tanki kruh. Jeémeno brasno je sadrzavalo 11,48 % proteina,

1,57 % masti, 2,33 % pepela, dok je udio vode iznosio 11,89 %
Uz brasno, sirovine koje su Cinile recepturu bile su destilirana voda (Prehrambeno-

biotehnoloski fakultet, Hrvatska), instant kvasac s 95 % suhe tvari (Kvasac d.o.o., Hrvatska),

sitna morska sol (Solana Pag, Hrvatska) i suncokretovo jestivo ulje (Zvijezda, Hrvatska).
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema brasna za obradu pulsiraju¢im elektri¢nim poljem
Prvi korak pri obradi pulsiraju¢im elektri¢cnim poljem bila je priprema suspenzije brasna u
vodi tako da se 433 g zobenog, odnosno je¢menog brasna pomijesalo s 866 g vode u homogenu

masu koja se potom dijelila kako bi se dobio dovoljan broj uzoraka.

3.2.2. Obrada pulsiraju¢im elektri¢nim poljem

Pripremljeni uzorci su obradeni PEP-om pomocu uredaja za pulsirajuce elektri¢no polje
(HVG60/1 PEF, Intel d.o.0, Hrvatska) pri odabranim parametrima: jakosti elektricnog polja od
12 kV/cm i frekvenciji od 150 Hz. Svaki od uzoraka je bio izlozen djelovanju PEP-a u vremenu
trajanja od 9 minuta, a duljina djelovanja svakog pulsa je pritom iznosila 2 us. U te svrhe,
pulsiraju¢em elektriénom polju je podvrgnut uzorak dobiven od 255 g zobenog ili jeémenog

brasna i 510 g vode s time da je obrada provodena u dvije paralele.

3.2.3. Odredivanje aktivnosti enzima -glukanaze i -glukana prisutnih u uzorcima brasna

Kemikalije za odredivanje aktivnosti f-glukanaze:

e Supstrat: komercijalni MBG4 set za ispitivanje -glukanaze tvrtke Megazyme (Bray,
Irska) koji, izmedu ostalog, sadrZi bocice s reagensima od kojih se u dvije nalazi 4,6-O-
benziliden-2-kloro-4-nitrofenil-p-(3-p-D-celotriozil-glukoza) (BCNPBG4) u 50 %
DMSO/H20 (5 mL) i natrijev azid (0,02 % w/v)

e Klorovodi¢na kiselina (HCI), 37 %-tna (Carlo Erba, Francuska)

e Natrijev hidroksid (NaOH), 98 %-tni (Lach-Ner, Ceska)

e Pufer A — koncentirani acetatni pufer (1 M natrijev acetatni pufer s pH od 4,5)

Pufer je dobiven otapanjem 60 g ledene octene kiseline (Honeywell Fluka,
Njemacka) u 800 mL destilirane vode, podesavanjem pH vrijednosti na 4,5 pomoc¢u
5 M otopine NaOH te volumenana 1 L.

e Pufer B - pufer za ekstrakciju/razrjedivanje B-glukanaze (100 mM natrijev acetatni pufer
s pH vrijednos¢u od 4,5 i koji sadrzi 0,02 % w/v natrijevog azida)

Pufer je dobiven razrjedivanjem 100 mL pufera A u 850 mL destilirane vode,
podesavanjem pH na 4,5 pomo¢u 2 M otopine HCI-a ili 2 M otopine NaOH i

podesavanjem volumena na 1 L te otapanjem 0,2 g natrijeva azida (Sigma Aldrich,
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SAD) u pripremljenoj otopini.

e Reagens za zaustavljanje reakcije: 2 % wi/v Tris pufer (pH 10)
Pufer je dobiven otapanjem 20 g Tris pufer soli (Trizma base Primary Standard and
Buffer > 99,9 %, Sigma Aldrich, SAD) u 900 mL destilirane vode te podesavanjem

pH vrijednosti na 10,0 pomo¢u 1 M NaOH i volumenana 1 L.

Kemikalije za odredivanje kolicine f-glukana:

e Komercijalni Megazyme set s reagensima koji izmedu ostalog sadrzi bocicu sa
lihenaznom ((endo-(1-3)(1-4)-B-D-glukan-4-glukanohidrolaznom) suspenzijom, potom
bocicu sa suspenzijom B-glukozidaze, GOPOD reagens pufer pH 7,4 sastavljen od p-
hidroksibenzojeve kiseline 1 natrijevog azida (0,09 %) i bocicu s GOPOD reagens
enzimima, odnosno mjeSavinu glukoza-oksidaze, peroksidaze i 4-aminoantipirina.
Dobiveni reagensi se za potrebe ispitivanja dodatno mijesaju s puferima prema uputama
proizvodaca.

e Natrijev fosfatni pufer (20 mM, pH vrijednost 6,5)

Pufer je dobiven otapanjem 3,12 g natrijeva dihidrogenfosfata dihidrata
NaH2PO4.2H>0 (Fischer Chemical, UK) u 900 mL destilirane vode te podesavanjem
pH do 6,5 pomoc¢u 100 mM otopine NaOH i volumenana 1 L.

e Natrijev acetatni pufer (50 mM, pH 4,0)

Pufer je dobiven dodavanjem 2,9 mL ledene octene kiseline u 900 mL destilirane
vode te podeSavanjem pH na 4,0 pomoc¢u 1 M otopine NaOH i volumenana 1 L.

e Natrijev acetatni pufer (200 mM, pH 4,0)

Pufer je dobiven dodavanjem 11,6 mL ledene octene kiseline u 900 mL destilirane

vode te podesavanjem pH na 4,0 pomocu 1 M otopine NaOH i volumenana 1 L

Pribor:

e Staklene epruvete

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

e Vortex tresilica (IKA, Kina)

e Centrifuga Rotina 35 (Hettich, Njemacka)

e Mikropipete s nastavcima (Eppendorf, Njemacka)

e Spektrofotometar (PERKIN ELMER Lambda UV/Vis/NIR, SAD)

e Vodena kupelj s postoljem za tre$nju (Stuart, Engleska)
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e Plasti¢na kiveta za spektrofotometrijsko mjerenje dimenzije 1x1 cm

Postupak:

Ispitivanje enzimske aktivnosti B-glukanaze provedeno je pomocu MBG4 metode (K-
MBG4 08/18 metoda). Kako bi se izmjerila aktivnost enzima B-glukanaze u uzorcima, najprije
je proveden postupak ekstrakcije i razrjedivanja enzima. Odvagano je to¢no 0,5 g brasna u
staklene epruvete za centrifugu dimenzija 14 x 120 mm, kapaciteta 17 mL. Nakon toga, u svaku
epruvetu je dodano 8,0 mL pufera B (pufer za ekstrakciju/razrjedivanje B-glukanaze) i sadrzaj
je temeljito promijeSan na vortex tresilici. Kako bi se enzim ekstrahirao, otopina je ostavljena
na sobnoj temperaturi u vremenu trajanja od 15 minuta uz povremeno mijesanje. Slijedilo je
centrifugiranje na 3000 g tijekom 5 minuta.

Alikvoti pripremljene otopine supstrata MBG4 od 0,1 mL su otpipetirani na dno staklenih
epruveta kapaciteta 13 mL koje su potom inkubirane na 30 °C, 3 minute. Otopina ekstrakta -
glukanaze je takoder inkubirana u istim uvjetima temperature i vremena, a potom je 0,5 mL
ekstrakta dodano u epruvete koje su sadrzavale MBG4 otopinu. Dobivena suspenzija je
trenutka dodavanja ekstrakta u otopinu supstrata. Nakon razdoblja inkubacije, u epruvete je
dodan reagens za zaustavljanje reakcije (0,9 mL), a sadrzaj epruvete je promijesan. Slijedilo je
oCitavanje apsorbancije reakcijskih otopina na 400 nm. Za dobivanje to¢nih vrijednosti, od
o¢itanih apsorbancija reakcijskih otopina oduzele su se vrijednosti slijepih proba odredenih za
reagense i ekstrakt. Za dobivanje vrijednosti slijepe probe reagensa, dodano je 0,9 mL reagensa
za zaustavljanje reakcije u otopinu od 0,1 mL prethodno ekvilibrirane suspenzije reagensa
MBG4 i 0,5 mL pufera B te je potom slijedilo oc¢itanje apsorbancije na 400 nm. Za svaki
pojedinacni uzorak, potrebna je i slijepa proba ekstrakta kako bi se u obzir uzela i boja prisutna
u ekstraktu dobivenom iz brasna na nacin da je 0,9 mL reagensa za zaustavljanje otpipetirano
u otopinu od 0,1 mL pufera B i 0,5 mL specifiénog ekstrakta dobivenog iz brasna. Potom je
ocitana apsorbancija na 400 nm. Za svaki od uzoraka provedene su dvije paralele.

Nakon dobivanja vrijednosti apsorbancija, izracunata je i aktivnost enzima. Pritom je jedna
jedinica aktivnosti definirana kao koli¢ina enzima potrebna za oslobadanje jednog mikromola
2-kloro-4-nitrofenola (CNP) iz MBG4 u jednoj minuti pri definiranim uvjetima ispitivanja i
naziva se jedinica MBG4 koja se nakon uvrStavanja vrijednosti koje su istovjetne za sve uzorke
izraCunava na nacin:

MBGH4 jedinice/g = AE400 x 0,145 x stupanj razrjedenja [2]
gdje je AEs00— izmjerena vrijednosti apsorbancije
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S druge strane, odredivanje koli¢ine B-glukana u uzorcima brasna temeljeno je na AOAC
metodi 995.16 (AOAC 995.16, 1996) pomocu komercijalnog Megazyme postupka (K-BGLU
01/21) i kompleta za ispitivanje (Megazyme, Bray, Irska). U staklenu epruvetu kapaciteta 17
mL dodan je uzorak brasna mase 80-120 mg, a potom i 0,2 mL vodene otopine etanola (50 %
viv) i 0,4 mL natrijevog fosfatnog pufera te je cijeli sadrzaj promijeSan na vortex tresilici.
Nakon toga, sadrzaj s epruvetom je inkubiran 60 sekundi u vruc¢oj vodenoj kupelji, ponovo
promijesan na vortex tresilici te inkubiran na 100 °C tijekom 2 minute, a potom opet
promijesan. Slijedila je inkubacija na 50 °C i ekvilibracija u vremenu trajanja od 5 minuta.
Nakon toga, dodana je lihenaza (10 U) volumena 0,2 mL, sadrzaj je promijesan i inkubiran sat
vremena na temperaturi od 50 °C uz redovito mijeSanje. Potom je dodano 5,0 mL 200 mM
natrijevog acetatnog pufera, a sadrzaj snazno promijesan. Nakon ekvilibracije od 5 minuta
slijedilo je centrifugiranje sadrzaja (1000 g, 10 minuta) te uzimanje alikvota volumena od 0,1
mL koji je potom otpipetiran u 3 razlicite epruvete. U dvije od njih, dodano je 0,1 mL -
glukozidaze (0,2 U) otopljene u 50 mM natrijevom acetatnom puferu. Trec¢a je Cinila slijepu
probu i u nju je dodano 50 mM natrijev acetatnog pufera volumena 0,1 mL. Epruvete su
inkubirane na 50 °C u vremenu trajanja od 10 minuta. Nakon toga, dodano je 3,0 mL GOPOD
reagensa i provedena je daljnja inkubacija na 50 °C u vremenu trajanja od 20 minuta da bi se
naposljetku odredila apsorbancija uzoraka na 510 nm u odnosu na slijepu probu.

Dobivene apsorbancije su preracunane u koli¢inu glukana prema izvedenoj formuli:
B-glukan (% w/w) = AA x - X FV X D X 0,9 [3]

gdje se AA odnosi na apsorbanciju uzorka, F je faktor za pretvorbu vrijednosti apsorbancije
u pg glukoze, FV se odnosi na konacni volumen, W je teZina analiziranog uzorka, dok se D
odnosi na daljnje razrjedivanje prije inkubacije $-glukozidazom.
Mijerenja su kao i u slu¢aju odredivanja aktivnosti enzima provedena dva puta za svaki uzorak

brasna.

3.2.4. Odredivanje reoloskih svojstava tijesta
3.2.4.1. Odredivanje agregacijskog ponasanja glutena

Ispitivanje agregacije glutena provedeno je pomocu uredaja naziva GlutoPeak (Brabender,
Njemacka). Pojedinac¢ni uzorci brasna mase 8 g su neposredno prije unoSenja u uredaj
pomijesani u posudi za analizu s 10 g otapala, to¢nije CaCl, koncentracije 0,5 mol/L te potom
podvrgnuti mijeSanju koje se vrsilo brzinom od 3000 o/min, temperaturom od 20 °C, u vremenu

trajanja od 3 minute (Gregov, 2020; Wang i sur., 2018). Podaci koji su posljedi¢no dobiveni
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ovom vrstom mjerenja su ukljuéivali vrijeme maksimalne torzije koje na pripadajucoj krivulji
odgovara piku pri stvorenoj glutenskoj mrezi, a izrazeno je U sekundama, potom maksimalnu
torziju izrazenu u Brabenderovim jedinicama BJ (eng. Brabender unit BU) i energiju agregacije
izrazenu u cm?, a koja odgovara povrsini ispod pika kao $to je to i vidljivo na slici 4 (Martin i

sur., 2015). Agregacija glutena je provedena u dvije paralele za svaki uzorak.

60
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:g Energija agregacije
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agregacije
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Vrijeme agregacije Vrijeme (S)
Slika 4. Primjer krivulje dobivene odredivanjem agregacijskog ponaSanja glutena pomocu

GlutoPeaka (prema Rakita i sur., 2018)

3.2.4.2. Odredivanje svojstva zZelatinizacije Skroba

Svojstva zelatinizacije Skroba su mjerena pomocu mikroviskoamilografa (Brabender,
Njemacka) prema standardnoj metodi ICC 162 (1996) s time da su uzorci brasna i vode
pomijeSani neposredno prije mjerenja. Mjerenje je provedeno pri pocetnoj temperaturi od 30
°C uz zagrijavanje do 90°C 1 brzinom od 7,5 °C/min. Slijedilo je zadrzavanje na temperaturi od
90 °C u vremenu trajanja od 5 minuta, a potom 1 hladenje do temperature od 50 °C brzinom od
7,5 °C/min te naposljetku zadrzavanje na temperaturi od 50 °C u vremenu trajanja od 2 minute
(Y1lmaz Tuncel i sur., 2022). Mjerenja su provodena u dvije paralele za svaki uzorak. Dobiveni
podaci obradeni su pomocu Brabender Viscograph Data Corelation programa 1 izrazeni u BJ
(Gregov, 2020). Naposljetku, dobivene su vrijednosti koje se odnose na maksimalnu

viskoznost, viskoznost na kraju perioda hladenja i povratnu viskoznost.
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3.2.4.3. Odredivanje metode upijanja vode farinografom
Potrebna koli¢ina vode za recepturu, odnosno, zamjes je odredena pomocu farinografa
(Brabender, Njemacka) prema standardnoj metodi (ICC 115/1, 1992), ali je pritom

konzistencija tijesta umjesto 500 BJ, iznosila 200 BJ za sve zamjese.

3.2.4.4. Odredivanje reoloskih svojstava tijesta

Za potrebe odredivanja reoloskih svojstava uzoraka tijesta sa¢injenih od brasna i vode,
koriSten je MCR 92 oscilacijski reometar (Anton Paar GmbH, Austrija). Mjerenja su pritom
izvrSena u dvije paralele koristenjem paralelnih plo¢a promjera 50 mm s razmakom od 1 mm
izmedu njih, test amplitude je vrSen pri konstantnoj frekvenciji od 6,28 rad/s, posmi¢noj
deformaciji od 0,05 % i tlaku koji se kretao od 0,1 do 100 Pa. Takoder, proveden je i test
frekvencije od 6,28 do 62,8 rad/s pri posmi¢noj deformaciji od 0,5 % za uzorke koji su
sadrZavali samo pSeni¢no i uzorke u kojima se nalazilo zobeno brasno te 0,1 % za uzorke koji
su sadrzavali jeCmeno brasno unutar linearnog viskoelasticnog podrucja. Mjerenja su
provedena pri temperaturi od 25 °C koja je nadzirana pomocu Peltierovog temperaturnog
uredaja P-PTD200/AIR (Anton Paar, Austrija) (Grgi¢ i sur., 2023). Na taj na¢in dobiveni su
podaci za kompleksnu viskoznost (Pa.s), maksimalno smi¢no naprezanje tmax te modul

elasti¢nosti (pohrane) G” i modul viskoznosti (gubitka) G"" .
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3.2.5. Postupak izrade tankog kruha

Svi sastojci potrebni za izradu pojedine vrste tankog kruha se nalaze u recepturi prikazanoj

u tablici 1.
Tablica 1. Receptura za svaku pojedinu vrstu kruha
Sirovina (g) Vrsta kruha
) S PEF-om ) S PEF-om
Kontrolni Kontrolni sa
) ) obradenim ) obradenim
Kontrolni sa zobenim ) jecmenim
zobenim jeCmenim
brasnom brasnom
brasnom brasnom
PSenic¢no
722,50 505,75 505,75 505,75 505,75
brasno T-850
PSenic¢no
1275 89,25 89,25 89,25 89,25
brasno T-550
Zobeno
0,00 255,00 0,00 0,00 0,00
brasno
PEF-om
obradeno 0,00 0,00 255,00 0,00 0,00
zobeno brasno
Jeémeno
0,00 0,00 0,00 255,00 0,00
brasno
PEF-om
obradeno
0,00 0,00 0,00 0,00 255,00
jemeno
brasno
Destilirana
633,25 731,00 221,00* 697 187,00*
voda
Suhi kvasac 3,40 3,40 3,40 3,40 3,40
Sol 17,00 17,00 17,00 17,00 17.00
Ulje 34,00 34,00 34,00 34,00 34,00

*bududi da se u zobenom i jeémenom uzorku s bragnom koje je bilo podvrgnuto djelovanju PEP-a ve¢ nalazi
koli¢ina vode mase 510 grama, u zamjes se dodaje razlika vrijednosti odredene farinografom za kontrolnu vrstu
brasna i mase vode koja se ve¢ nalazi u obradenom uzorku (npr. Za PEP-om obradeni uzorak bragna dobivenog iz

zobi to iznosi 731 g — 510 g = 221 g)
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Postupak zapocinje dodatkom to¢no odredene mase pojedinog brasna odvaganog na vazi
(Kern KB2000-2N, Njemacka) s precizno$¢u od 0,01 g i destilirane vode Cija je potrebna masa
odredena pomocu farinografa. Nakon sporog mijesenja u spiralnoj mjesilici (Diosna SP12,
Njemacka) u vremenu trajanja od 2 minute na 90 o/min dodana je odvagana koli¢ina kvasca i
soli te je provedeno brzo mijesenje u trajanju od 5 minuta na 120 o/min. Nakon isteka vremena
dodana je i potrebna koli¢ina ulja te je nastavljeno brzo mijesenje u vremenu trajanja od 2
minute.

Nakon zavrSetka operacije mijesenja, provedena je fermentacija u masi pri parametrima
temperature od 28 °C i relativnoj vlaznosti zraka od 75 % u komori za fermentaciju (Wiesheu,
Njemacka) u vremenu trajanja od 1,5 sati. Tijesto je potom podijeljeno na dijelove mase 350 g
koji su stavljeni u okrugle kalupe promjera 20 cm. Nakon toga, provedena je druga fermentacija
u komori za fermentaciju u trajanju od jednog sata pri temperaturi od 28 °C i relativnoj vlaznosti
zraka od 75 %. Tijesta u kalupima su potom oblikovana prstima te stavljena na pecenje u etaznu
pekarsku pe¢ (Wiesheu, Njemacka) na temperaturu od 240 °C u vremenu trajanja od 30 min sa
650 mL vodene pare dodane na pocetku pecenja. Na kraju uzorci tankoga kruha su hladeni (1-
1,5 h), a potom i podvrgnuti analizama. Kako bi se odrzala dosljednost prilikom mjerenja,

koriStena su 3 uzorka tankog kruha dobivena iz svakog zamjesa.

3.2.6. Odredivanje svojstava kvalitete kruha

Vizualni izgled povrsine svakog pojedinog uzorka zabiljeZen je pomocu skenera, dok je
boja kore odredena prijenosnim spektrofotometrom (CM-700d Spectrophotometer, Konika
Minolta, Japan). Ocitanja su prikazana kao L*, a* i b* parametri prema CIELAB sustavu
mjerenja boja. Pri tome parametar L* oznacava mjeru svjetlosti u rasponu od 0 §to predstavlja
crnu boju do 100 $to oznacava bijelu boju, vrijednost parametra a* se kre¢e u rasponu od -100
Sto je najzelenija boja do 100 $to oznacava najcrveniju boju, dok je vrijednost parametra b*
izmedu -100 Sto oznacava najintenzivniju plavu boju do 100 Sto predstavlja najintenzivniju

zutu boju (Malik i sur., 2015). Potom je odredena i ukupna razlika u boji (AE) prema formuli:

AE* = J(AL)?2 + (Aa*)? + (Ab*)? [4]
koja sluzi za usporedbu boje uzorka s bojom standarda s time da dobivene vrijednosti
ukazuju na malu (AE < 1,5), izrazitu (1,5 < AE < 3) ili vrlo izrazitu (AE > 3) razliku u boji
(Pathare i sur., 2012).
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Volumen kruha je odreden pomocu uljane repice prema standardnoj metodi AACC 10-05.
Takoder, odredena je i masa kruha pomocu vage (Kern KB2000-2N, Njemacka). 1z omjera
dobivenih vrijednosti volumena i mase je potom izracunat specificni volumen, a iz omjera
razlike mase komada tijesta i volumena kruha te mase komada tijesta izraCunata je vrijednost
gubitka mase pecenjem kada se dobiveni rezultat pomnozio sa 100. Mjerenja su provedena u 3
paralelna odredivanja.

Sirina, odnosno dijametar kruha i njegova visina su odredeni uz pomo¢ pomiénog mijerila,
a prema omjeru dobivenih vrijednosti parametara visine i $irine izracunat je i1 oblik svakog
dobivenog proizvoda. Mjerenja su pritom provedena u 6 paralelnih odredivanja za Sirinu i 12

za visinu (4 za svaki od 3 uzorka).

Tekstura sredine kruha odredena je nad $nitama debljine 12,5 mm narezanima na stroju za
rezanje (R504N/01 tip AS8ST, Gorenje, Slovenija) s kojih je prije mjerenja uklonjena kora.
Dvije pripremljene $nite su tijekom odredivanja stavljene jedna na drugu te je proveden TPA
test pomocu uredaja za ispitivanje svojstava teksture (TA1 Texture Analyzer, LLOYD, UK).
Dvostruka kompresija vrsena je pomocu cilindri¢nog diska promjera 5,5 cm do 50 % visine
pojedinih uzoraka, odnosno $nita, testna brzina je pritom iznosila 2 mm/s, a vrijeme ¢ekanja
izmedu dvije kompresije 30 s. Rezultati dobivene analize su prikazani pomoc¢u krivulje (Slika
5), a potom i obradeni na ra¢unalnom NEXYGENPIus™ softveru i prikazani kao tvrdoca,

elasti¢nost, kohezivnost i zvakljivost. Mjerenja su izvrSena na 3 paralelna uzorka.

Prvi zagriz Drugi zagriz

-—— > - — »

T Kompresija Povratak Kompresija Povratak

Tvrdoca

Sila
(N)

Lomljivost Tvrdoc¢a

Kohezivnost =
A2/A1

| A3 o — \/ T
Elasti¢nost

’ Vrijeme (S) —&
Viskoznost

Slika 5. Primjer krivulje dobivene ispitivanjem parametara teksture (prema Liu i sur. 2019)
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3.2.7. Obrada podataka

Rezultati dobiveni provodenjem eksperimentalnog rada prikupljeni Su i statisticki
analizirani koriste¢i Microsoft Office Excel 2016. Svi rezultati su pritom izrazeni kao srednja
vrijednost + standardna devijacija. Za usporedbu rezultata koriStena je jednosmjerna analiza
varijance (ANOVA) s Tukey post-hoc testom koristenjem online alata Astatsa dostupnog pod
Creative Commons licencom (Vasavada, 2016). Granica statistiCke znacajnosti iznosila je
p <0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U svrhu razvoja recepture obogaéenog tankog kruha, odnosno pogace, s povec¢anim udjelom
prirodno prisutnog B-glukana podrijetlom iz brasna zobi i je¢ma najprije je provedena
inaktivacija enzima B-glukanaze pomocu pulsirajuceg elektriénog polja. U svrhu usporedbe
uzoraka braSna obradenih pulsiraju¢im elektricnim poljem u odnosu na nativno brasno,

odredena je aktivnost enzima B-glukanaze i koli¢ina prisutnog -glukana.

Nadalje, odredena su svojstva uzoraka dobivenih od smjese braSna i vode. Istrazivanje je

provedeno na pet uzoraka s razli¢itim smjesama brasna: smjesom pSeni¢nog T-850 i T-550

brasna te smjesama u kojem je dio pSeni¢nog braSna zamijenjen nativnim ili PEP-om obradenim

1. Odredeno je agregacijsko ponasanje glutena pomocu GlutoPeak-a te su dobiveni rezultati
koji su se odnosili na maksimalno vrijeme nastanka pika, maksimalnu torziju, energiju
agregacije i viskoznost.

2. Mikroviskoamilografom su odredena svojstva Zelatinizacije $kroba, to¢nije, dobivene su
vrijednosti maksimalne viskoznosti, viskoznosti na kraju perioda hladenja i povratne
viskoznosti.

3. Oscilacijskim reometrom odredena su reoloska svojstva tijesta i dobivene su vrijednosti za
kompleksnu viskoznost, maksimalno smi¢no naprezanje te modul elasti¢nosti (pohrane) i

modul viskoznosti (gubitka).

Slijedila je izrada zamjesa prema dobivenim recepturama koje su se razlikovale obzirom na
vrstu brasna kojom se zamjenjuje 30 % pSeni¢nog brasna te posljedi¢no i potrebnu kolic¢inu
vode koja je prethodno odredena farinografom za svaki uzorak. Nakon zamjesa, dijeljenja,
oblikovanja, fermentacije, pecenja i hladenja dobivenog proizvoda, provedene su analize.
Vizualno je odreden izgled povrsine svake pojedine vrste kruha, a nakon ¢ega je pomocu
prijenosnog spektrofotometra identificirana boja prema CIELAB sustavu mjerenja boja.
Slijedilo je odredivanje volumena pomocu uljane repice te mase kruha vaganjem pri ¢emu su
dobiveni rezultati potrebni za izraCunavanje specificnog volumena i gubitka pecenjem. Uz to,
pomic¢nim mjerilom su odredeni parametri $irine i visine ¢ime su dobivene potrebne vrijednosti
za izraCunavanje oblika svakog dobivenog proizvoda. Naposljetku, odredena je i tekstura
sredine kruha pomoc¢u uredaja za odredivanje svojstava teksture pri ¢emu su dobivene

vrijednosti parametara tvrdoce, kohezivnosti, zvakljivosti i1 elasti¢nosti.
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4.1. AKTIVNOST ENZIMA B-GLUKANAZE I SADRZAJ B-GLUKANA

U uzorcima nativnog i pulsiraju¢im elektricnim poljem obradenog brasna zobi i je¢ma
odredena je aktivnost enzima B-glukanaze i koli¢ina prisutnog B-glukana, a dobiveni rezultati
su prikazani kao srednje vrijednosti dvaju razli¢itih mjerenja za svaki od navedenih uzoraka s

pripadaju¢om standardnom devijacijom (Tablica 2).

Tablica 2. Aktivnost -glukanaze i koli¢ina B-glukana u uzorcima brasna

Uzorak B-glukan (g/100g s.tv.) B-glukanaza (U/MBG4 kg
s.tv.)
Nativno je¢émeno brasno 3,41 +£0,02° 6,79 +0,23"
PEP-om obradeno je¢meno 4,19 +0,228 3,65 +£0,23°
brasno
Nativno zobeno brasno 2,81 +0,19° 8,93 +£0,21?
PEP-om obradeno zobeno 3,24 +0,15° 2,10 +0,111
brasno

#d grednje vrijednosti oznadene razli¢itim slovima unutar iste kolone se prema Tukey post-hoc testu znacajno

razlikuju (p < 0,05)

Prema Karim i sur. (2021) jeCam kao sirovina sadrzi vecu koli¢inu B-glukana nego li zob
pa sukladno tome i brasno od je¢ma u odnosu na ono od zobi, sadrzi vecu koli¢inu 3-glukana,
a §to je u skladu i s rezultatima dobivenim od strane Andrzej i sur. (2019) i Abou-Raya i sur.
(2014). U ovom slucaju dobiveni rezultati ukazuju da je koli¢ina B-glukana u je¢menom brasnu
veéa nego li u zobenom, ali je utvrdeno da se dobivene vrijednosti ne razlikuju znaéajno. Sto
se tiCe aktivnosti enzima [B-glukanaze u nativnim bra$nima, vidljivo je da je aktivnost
spomenutog enzima u zobenom bras$nu vec¢a nego li u je¢menom §to je primije¢eno 1 od strane
Grgi¢ i sur. (2023) u odredivanju aktivnosti ovog enzima u je¢menim i zobenim posijama.

Obradom obje vrste brasna pulsiraju¢im elektricnim poljem, aktivnost B-glukanaze, a
posljedi¢no i sadrzaj B-glukana se znacajno promijenio (p < 0,05). Kao §to je ve¢ spomenuto,
primjena pulsirajuceg elektricnog polja utjece na promjene u strukturi enzima Sto posljedi¢no
utjeCe na promjenu u aktivnosti samog enzima (Sanchez-Reinoso i sur., 2022). Budu¢i da je
prema Caseiro i sur. (2022) 1 Wrigley (2010) B-glukanaza enzim koji katalizira razgradnju p-
glukana, pretpostavljalo se da ¢e obrada pulsiraju¢im elektri¢énim poljem utjecati na aktivnost
ovog enzima, odnosno da ¢e se njegova aktivnost u obje vrste braSna smanjiti, a samim time,

sadrzaj B-glukana povecati. Dobiveni rezultati su potvrdili ovu hipotezu. Osim toga, prema
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rezultatima je vidljivo da se aktivnost B-glukanaze u uzorcima zobenog brasna smanjila u puno
vecoj mjeri U 0dnosu na jeCmeno brasno, a to je vjerojatno posljedica polozaja spomenutog
enzima u Cesticama je¢menog brasna u odnosu na zobeno S§to ga ¢ini manje osjetljivim na

tretman (Grgic i sur., 2023).

4.2. REOLOSKA SVOJSTVA TIJESTA
4.2.1. Agregacijsko ponaSanje glutena

U GlutoPeak testu, rotirajuc¢a lopatica uslijed brzine i mehanickog smicanja omogucuje
stvaranje glutenske mreze $to dovodi do naglog povecanja vrijednosti torzije, dok daljnje
mijesanje uzrokuje razbijanje mreze glutena $to dovodi do opadanja vrijednosti (Wang i sur.,
2021; Cardone i sur., 2020). U ovom radu ispitane su vrijednosti parametara maksimalne torzije
izrazene u BJ, potom vremena maksimalne torzije u sekundama te energije agregacije izrazene

u cm?. Dobivene vrijednosti prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. Kinetika agregacije glutena

Uzorak Vrijeme Maksimalna Energija agregacije (cm?)
maksimalne torzija (BJ)
torzije (s)

PSeni¢no brasno (85 %
T-850 + 15 % T-550)
PSeni¢no brasno (70 %)
+ nativno je¢meno 87,76 £ 1,772 50,00 + 1,41° 1601,00 + 25,462
brasno (30 %)
PSeni¢no brasno (70 %)

+ PEP-om obradeno 63,77 £ 1,76° 51,00 + 1,41° 1591,00 + 5,66°

82,51+ 1,41° 62,00 £+ 0,00? 1493,00 £ 25,462

je¢meno brasno (30 %)
PSeni¢no brasno (70 %)
+ nativno zobeno 65,76 +3,18" 55,00+ 2,83" 1251,00 + 162,63
brasno (30 %)
PSeni¢no brasno (70 %)
+ PEP-om obradeno 33,01 +£2,11° 63,00 + 1,412 955,00 + 50,91°¢
zobeno brasno (30 %)

&€ srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima unutar iste kolone se znacajno razlikuju (p < 0,05)
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Opcenito, brasno lose tehnoloSke kvalitete karakterizira brzo razvijanje glutena, a samim
time i pika torzije, a ubrzo nakon toga slijedi i brza razgradnja glutenske mreze. Nasuprot tome,
jaka brasna s visim udjelom proteina polako razvijaju konzistenciju tijesta koje je potom
stabilnije i prema tome je potrebno viSe vremena za postizanje pika, odnosno maksimalne
torzije (Durmus i sur., 2023). Sumirano, ukoliko je snaga glutena u brasnu slabija, vrijeme za
postizanje maksimalne torzije je krace (Karaduman i sur., 2020). Promatrajuéi rezultate vidljivo
je da se obradom pulsiraju¢im elektri¢nim poljem vrijeme maksimalne torzije smanjilo $to je i
oc¢ekivano buducéi da su ti uzorci sadrzavali ve¢u koli¢inu B-glukana u odnosu na kontrolne
uzorke, a prema Cao i sur. (2023) prisutnost B-glukana utjee na promjene vezane uz stvaranje
glutenske mreze, odnosno slabi glutensku konzistenciju.

S druge strane, posto je analizama utvrdeno da jecmeno brasno sadrzi ¢ak i veci udio -
glukana nego 1i zobeno, bilo je ofekivano da ¢e vrijednosti vremena maksimalne torzije biti
daleko manje u odnosu na kontrolni uzorak. Naime, kontrolni je uzorak sastavljen samo od
mjesSavine psSeni¢nog brasna koje prema dobivenim visokim vrijednostima pokazuje dobra
peciva svojstva sto je i ocekivano buduci da je upravo jedinstvenost stvaranja glutenske mreze
povezana sa sirovinama dobivenima iz pSenice (Shewry, 2009; Wrigley, 2010). Rezultati su
ipak ukazali da dodatak je¢menog brasna daje vrijednosti vremena maksimalne torzije i energije
agregacije koje se ne razlikuju znacajno od onih dobivenih kod pSeni¢nog brasna, a Sto
Amoriello i sur. ( 2020) povezuju sa sposobno$¢u prisutnih vlakana da apsorbiraju zna¢ajne
koli¢ine vode i time utjeCu na same rezultate analize. Ipak, i B-glukan se ubraja u prehrambena
vlakna pa djeluje negativno na stvaranje glutenske mreze, a uz to ga sadrzava i zobeno bragno
koje pak je pokazalo nize vrijednosti u odnosu na pSeni¢no, pa bi dobiveni rezultati mogli
ukazivati na utjecaj nekih drugih tvari ili na razlike u strukturama samog B-glukana u je¢mu i

Zobi.

4.2.2. Svojstva zelatinizacije Skroba

Prema Huen i sur. (2017), viskoznosti dobivene mjerenjem su uglavnom povezane sa
zelatinizacijom $kroba, razgradnjom Skroba endogenim a-amilazama i retrogradacijom Skroba.
Rezultati dobiveni analizom prikazuju srednje vrijednosti dva paralelna mjerenja s

pripadaju¢im standardnim devijacijama, a sazeti su u tablici 4.
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Tablica 4. Viskoznost uzoraka brasna

Maksimalna
viskoznost (BU)

Uzorak

Viskoznost na

kraju perioda

Povratna
viskoznost (BU)

hladenja (BU)

PSenic¢no brasno
(85 9% T-850 + 15
% T-550)

451,50 + 4,95° 117,80 +2,97° 410,00 + 18,38
PSeniéno brasno

(70 %) + nativno

375,50 + 7,78° 106,45 + 2,62° 367,50 = 10,61
je€meno brasno (30
%)
PSeni¢no brasno
(70 %) + PEP-om
360,00 + 5,66° 96,05 + 2,33¢ 333,50 +9,19¢

obradeno je¢meno
brasno (30 %)
PSeni¢no brasno

(70 %) + nativno

523,50 + 12,022 140,05 + 2,192 483,00 + 8,49%

zobeno brasno (30
%)
PSeni¢no brasno
(70 %) + PEP-om
obradeno zobeno
brasno (30 %)

506,00 + 5,662 132,70 + 0,992 463,00 + 0,007

&¢ grednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima unutar iste kolone se prema Tukey post-hoc testu znacajno

razlikuju (p < 0,05)

Uzorci s dodatkom zobenog brasna, nativnog ili obradenog pulsiraju¢im elektriénim poljem su
pokazali vece vrijednosti viskoznosti od pSeni¢nog brasna. Na viskoznost suspenzije brasna
utje¢u zelatinizacijska svojstva Skroba, ali i1 prisutnost a-amilaze, enzima koji katalizira
hidrolizu $kroba pritom stvaraju¢i mjesavinu dekstrina i drugih oligosaharida, a maksimalnu
aktivnost postize pri otprilike 60 °C. Razina a-amilaze se izmedu pojedinih vrsta Zitarica i
njihovih braSna razlikuje, a osim toga na koli¢inu spomenutog enzima u brasnu utjecu i sam
uzgoj, klima i uvjeti berbe zitarica (Cauvain, 2012). Uz to, skrobne granule zobi su slozenije

strukture u odnosu na one koje sadrzava pSenica ili jeCam te uz to zob sadrZi i viSe lipida
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(Wrigley, 2010), a prema Gupta i sur. (2007) na zelatinizacijska svojstva Skroba utjece i sadrzaj
amiloze 1 lipida, ali takoder i raspodjela amilopektina po duljini lanca. Amilopektin pri tome
doprinosi bubrenju skrobnih granula, dok s druge strane amiloza i lipidi inhibiraju bubrenje.
Takoder, duljina lanca amilopektina 1 veli¢ina molekule amiloze imaju sinergisticki utjecaj na
viskoznost Skrobnih pasta. Stoga, same strukturne znacajke su kompleksne, ali imaju 1 veliki
utjecaj na zelatinizacijska svojstva Skroba. Brennan i Samyue (2007) isticu kako i dodatak
prehrambenih vlakana, ukljucujuéi 1 B-glukana, utjeCe na promjenu svojstava zelatinizacije
Skroba. Naime, topiva prehrambena vlakna utjeCu na smanjenje Zelatinizacije Skroba te
posljedi¢no smanjenje vrijednosti viskoznosti uslijed visokog kapaciteta zadrzavanja vode i
formiranja umrezene strukture gela.

Nadalje, vidljivo je da su brasna obradena pulsiraju¢im elektriénim poljem pokazala nesto
manje vrijednosti viskoznosti u odnosu na kontrolna brasna je¢ma i zobi, no razlike nisu bile

znacajne.

4.2.3. Reoloska svojstva tijesta

Tijesto se moze definirati kao viskoelasti¢an materijal koji se pod pritiskom deformira, dok
je kompleksna viskoznost pojam koji se odnosi na otpor viskoznom ili elasticnom strujanju
materijala u oscilacijskom gibanju (Habus i sur., 2021). Na slikama 6 i 7 grafic¢ki su prikazane
vrijednosti modula elasti¢nosti (pohrane) G” koji se odnosi na energiju koja je pohranjena
tijekom ciklusa oscilatornog naprezanja, odnosno ukazuje na otpor tvari prema deformaciji
prilikom naprezanja i modul viskoznosti (gubitka) G** koji se odnosi na otpustanje energije
(Ivekovi¢, 2022). Vrijednosti G” modula su u svim uzorcima vece u odnosu na vrijednosti G”’
modula $to ukazuje da je struktura tijesta viSe elasticna nego Sto li je viskozna. Takoder,
vrijednosti modula G” i G’* se u svim uzorcima poveéavaju s povecanjem vrijednosti kutne
frekvencije. Vidljivo je i da su vrijednosti G” vece u uzorcima koji su bili obogaceni brasnom
jec¢ma ili zobi u odnosu na kontrolni uzorak, a povecanjem udjela B-glukana vrijednosti jos vise
rastu $to je u skladu s rezultatima dobivenim od strane Torbica i sur. (2019), a razlog tome je
Sto na G’ vrijednosti utjeCu elasti¢nost proteina i sadrzaj prehrambenih vlakana. Prema tome,
povecanjem udjela prehrambenih vlakana, u ovom slucaju B-glukana, poveéavaju se i

vrijednosti G* modula.
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U tablici 5 su prikazane vrijednosti za kompleksnu viskoznost i maksimalno smi¢no naprezanje.

Tablica 5. Vrijednosti dobivene oscilacijskim mjerenjima tijesta

Uzorak Kompleksna viskoznost =~ Maksimalno smi¢no
(Pa.s) naprezanje Tmax
PSeni¢no brasno (85 % T-850 + 15
102,62 + 5,07 2,02 +0,07°
% T-550)
PSeni¢no brasno (70 %) + nativno
121,04 +1,65° 0,49 +£0,01°
je¢meno brasno (30 %)
PSenicno brasno (70 %) + PEP-om
118,21 +2,59° 0,42 £0,01°
obradeno je¢meno brasno (30 %)
PSeni¢no brasno (70 %) + nativno
157,59 + 1,81° 3,54+0,17°
zobeno brasno (30 %)
PSenicno brasno (70 %) + PEP-om
218,85 + 5,132 4,15+ 0,30%

obradeno zobeno brasno (30 %)

#d grednje vrijednosti oznadene razli¢itim slovima unutar iste kolone se prema Tukey post-hoc testu znacajno

razlikuju (p < 0,05)

Iz rezultata je vidljivo da se zamjenom odredenog udjela pSeni¢nog brasna s je¢menim ili
zobenim, vrijednost kompleksne viskoznosti povecéala. Prema Sullivan i sur. (2010), razlog
tome je veci afinitet B-glukana za upijanje vode u odnosu na gluten ili $krob Sto posljedi¢no
dovodi do promjene distribucije vode u strukturi tijesta. Za razliku od Grgic i sur. (2023) gdje
je provedbom analize viskoelasti¢nih svojstava na posijama utvrdeno da kontrolni uzorci je¢ma
pokazuju vece vrijednosti kompleksne viskoznosti nego li oni od zobi, ovdje to nije slucaj.

Rezultati su takoder pokazali da se vrijednosti maksimalnog smi¢nog naprezanja koje moze
podnijeti uzorak (tmax) Smanjuju obradom pulsiraju¢im elektricnim poljem kada je u pitanju
jecmeno braSno, a uc¢inak je suprotan u slucaju zobenog brasna. To znaci da je tijekom analize
viskoelasti¢nih svojstava, uzorak koji je sadrzavao obradeno jeCmeno brasno postao meksi i
posljedi¢no mogao izdrzati manju silu bez deformacije u strukturi u odnosu na svoju kontrolu,
dok je uzorak s obradenim zobenim branom postao tvrdi i posljedicno mogao podnijeti vecu
silu u odnosu na svoju kontrolu. Dobivene razlike u rezultatima, mogle bi ukazati na drugaciji
kemijski sastav zitarica koristenim tijekom analiza, budué¢i da je odabir sirovina, izmedu
ostalog, kljucan za dobra reoloska svojstva (Grgic¢ i sur., 2023). Takoder, Skrobne granule je¢ma

su manje sloZene strukture nego li one od zobi, pa je do niZe izmjerene viskoznosti moglo doci
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i radi oStecenja Skroba uslijed sila smicanja $to naposlijetku dovodi do poremecaja u kemijskim
interakcijama i organizaciji glavnih sastojaka (Grgi¢ i sur., 2023; Wrigley, 2010). Ostecenje
Skroba bi takoder moglo objasniti i znacajno nize vrijednosti viskoznosti uzoraka s je¢menim
brasSnom dobivenih na mikroviskomilografu. Naime, oSteCene granule Skroba apsorbiraju vecu
koncentraciju vode nego li neoStec¢ene pa je moguce da nisu zelatinizirale u potpunosti uslijed
nedostatka vode, a uz to, oSteceni Skrob je podlozan brzoj hidrolizi amilazama u dekstrine i

druge oligosaharide (Cauvain, 2012).

4.3. SVOJSTVA KVALITETE KRUHA

Svojstva kvalitete kruha se odreduju pomocéu parametara kao $to su boja, specifi¢ni
volumen, oblik i tvrdoc¢a. Budu¢i da se pod pojam kruh svrstavaju proizvodi vrlo razli¢itih
oblika, veli¢ina, tekstura i boja, vrijednosti parametara kvalitete ponajprije ovise 0 vrsti
proizvoda kojem se odreduju (Cauvain, 2012) s time da vanjska svojstva najvise utjeCu na
prihvatljivost kod potrosaca, a posljedi¢no i na uspjesnost proizvodnje odredenog proizvoda.
Radi toga, u svrhu dobivanja $to preciznijih rezultata analize su vrsene paralelno na svakom od

tri dobivena primjerka.

4.3.1. Vanjski izgled i boja kruha

Na slici 8 nalaze se primjeri gornje i donje povrSine kruhova dobivenih pecenjem
oblikovanog tijesta u €ijim se zamjesima nalazilo pulsiraju¢im elektricnim poljem obradeno
je¢meno, odnosno zobeno brasno. Na uzorcima je vidljivo da je boja povrsine neravnomjerno
rasporedena, odnosno pojedini dijelovi kruha su ja¢e peceni od drugih, pa se u svrhu dobivanja
Sto to¢nijih rezultata, odredivanje boje prijenosnim spektrofotometrom na svim uzorcima vrsilo
ina gornjoj i donjoj povrSini, s time da je na svakoj od njih izvrSeno Cetiri mjerenja na razlicitim
mjestima, a vrijednosti (L*, a* i b*) su potom prikazane kao srednje vrijednosti svih mjerenja
s pripadaju¢om standardnom devijacijom §to je sumarno prikazano u tablici 6. Buduéi da je
boja zapravo jedna od najvaznijih senzorskih karakteristika koja izravno utjece na preferencije
potroSaca prema bilo kojem proizvodu pa tako i kruhu, valja obratiti pozornost na ovu
karakteristiku prilikom razvoja optimalnih receptura (Zaki i Hussien, 2018).

Na slici 9 prikazani su presjeci kruhova u ¢ijim se sastavima nalazilo nativno i PEP-om
obradeno je¢meno brasno te nativno i PEP-om obradeno zobeno brasno. Vidljiva je porozna
sredina uzorka, a prema Petrauskas (2011), poroznost je jedno od najvaznijih svojstava kvalitete
proizvoda od zitarica dok je konacna struktura sredine klju¢na za prihvacanje pekarskih

proizvoda od strane potrosaca.
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Slika 8. Vizualni prikaz gornje i donje povrSine: a) kruha u ¢ijem se zamjesu nalazilo PEP
tretirano je¢meno brasno 1 b) kruha u ¢ijem se zamjesu nalazilo PEP obradeno zobeno brasno

(vlastita fotografija)



Slika 9. Presjek tankih kruhova u ¢ijim se zamjesima nalazilo: a) nativno je¢meno brasno, b)

PEP-om obradeno je¢meno brasno c¢) nativno zobeno brasno i d) PEP-om obradeno zobeno

brasno (vlastita fotografija)
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Tablica 6. Boja kore pecenih kruhova
Uzorak L* a* b* AE*

PSeni¢no brasno
(85 % T-850 + 53,47 +0,34° 1,34 +0,12° 3,53 +0,21° /
15 % T-550)
PSeni¢no brasno
(70 %) + nativno
54,17 + 0,46 1,51 £0,18% 3,88 £ 0,09° 0,85 + 0,34°
je¢meno brasno
(30 %)
PSeni¢no brasno
(70 %) + PEP-
om obradeno = 54,50 +0,24% 1,27 £ 0,05 3,57+0,17° 1,04 + 0,25°
je¢meno brasno
(30 %)
PSeni¢no brasno
(70 %) + nativno

55,03 + 0,862 1,60 + 0,27% 5,13+£0,372 2,30 + 0,782
zobeno brasno

(30 %)
PSeni¢no brasno
(70 %) + PEP-
om obradeno | 53,44+0,37" 1,82 + 0,06 3,56+0,24" | 0,60 + 0,06
zobeno brasno
(30 %)
b srednje vrijednosti oznadene razli¢itim slovima unutar iste kolone se prema Tukey post-hoc testu znacajno

razlikuju (p < 0,05)

a

Prema Baik 1 Ulrich, inkorporacija je¢ma u proizvode rezultira tamnom diskoloracijom
nepozeljnom za potrosace, a koja je posljedica odvijanja enzimskih ili neenzimskih reakcija.
Pritom je neenzimsko posmedivanje rezultat polimerizacije endogenih fenolnih spojeva i
Maillardovih reakcija, dok je enzimsko posmedivanje uglavnom uzrokovano aktivno$céu
polifenol oksidaze koja oksidira polifenolne spojeve, ¢iji je sadrzaj u zrnu jeCma veci u odnosu
na druge Zitarice, U 0-kinone koji posljedicno kondenziraju i reagiraju s drugim fenolnim
spojevima ili aminokiselinama pritom uzrokujuéi diskoloraciju. Takoder, i dodatak zobenog

brasna rezultira dobivanjem tamnijeg proizvoda u odnosu na kontrolni uzorak s pSenicom

(Krochmal-Marczak i sur., 2020).
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Iz tih razloga, bilo je o¢ekivano da ¢e L* vrijednosti za kontrolne uzorke s pSenicom biti
najvece, odnosno da ¢e oni biti najsvjetliji, ali to nije bio slucaj. Isto tako smatralo se da ¢e
uzorci koji sadrzavaju zobeno brasno biti tamniji (imati nizu L* vrijednost) u odnosu na uzorke
je¢ma buduci da su rezultati od strane Andrzej i sur. (2019) pokazali nize vrijednosti $to su
obrazlozili ¢injenicom da je B-glukan iz zobi imao vecu molekulsku masu §to rezultira ve¢om
apsorpcijom vode pa se reakcije poput neenzimskog posmedivanja odvijaju brze. Dobiveni
rezultati su bili suprotni od ocekivanog buduci da su L* vrijednosti za kontrolne uzorke pSenice
bile nesto, ali opet ne i znacajno nize u odnosu na kontrolne uzorke jeCma i zobi $to se ipak
poklapa s rezultatima dobivenim od strane Sullivan i sur. (2010).

Isto tako, povecanje vrijednosti parametara a* i b* kao §to je to na primjer bilo u uzorcima

s PEP-om obradenim je¢menim brasnom odgovaraju povecanju crvenila, odnosno Zutila $to se
odvija na poc€etku neenzimskog posmedivanja, dok proizvodi intenzivnijom zelenom i plavom
bojom nastaju tek kasnije kao rezultat sekundarnih reakcija (Zaki i sur., 2018).
Proucavanjem dobivenih vrijednosti vezanih uz ukupnu razliku boje AE vidljivo je da uzorci s
nativnim i PEP-om obradenim je¢menim brasnom kao i oni s PEP-om obradenim zobenim
brasnom ukazuju na malu razliku u boji u odnosu na kontrolni pSenicni uzorak (AE < 1,5), dok
uzorak s nativnim zobenim bra$nom ukazuje na izrazitu razliku u boji (1 < AE < 3) u odnosu
na kontrolni pSeni¢ni uzorak (Pathare i sur., 2012).

Na kraju, buduéi da boja nije bila jednaka duz cijelih gornjih i donjih povrSina kruhova,
moguce je da bi u potpunosti realni rezultati blago odudarali od izmjerenih vrijednosti koje pak
ovise o podrucju koje je bilo zahvaceno prijenosnim spektrofotometrom. Takoder, ukoliko bi
se umjesto kore odredivao utjecaj inkorporacije zobenog 1 je¢menog brasSna na boju sredine
kruha, rezultati b1t mogli pokazati drugacije vrijednosti kao $to je to 1 bilo u slucaju Andrzej i

sur. (2019).

4.3.2. Specifi¢ni volumen, gubitak mase pec¢enjem i oblik kruha
Kao $to je ve¢ receno, specifi¢ni volumen i oblik kruha se povezuju s procjenom kvalitete
krusnih proizvoda, a vrijednosti dobivene analizom uzoraka, zajedno s odredenim gubicima

mase koji su nastupili prilikom pecenja su prikazani u tablici 7.

40



Tablica 7. Fizikalna svojstva tankog kruha

Gubitak
Specificni S .
mase romjer
Uzorak volumen oo ! Visina (cm) Oblik
(cm/g) pefenjem (cm)
(%)
Kontrola (85 %
16,95 + 19,25 +
T-850+159% T- | 3,14+ 0,032 3,46 £ 0,05 5,56 + 0,05°
550) 0,742 0,13%
PSenic¢no brasno
70 %) + nativno 2,38 + 17,23 + 18,83 +
2,56 +0,08" 7,36 +0,28°
je¢meno brasno 0,00 1,022 0,13 ’ ’ ’ ’
(30 %0)
PSenic¢no brasno
(709%) + PEP-om 18.49 19,37 11,82
b :l: b :l: 9 :l:
obradeno 1,82 +0,11¢ 1,64 + 0,08¢
0,482 0,252 0,652
je¢meno brasno
(30 %0)
PSenic¢no brasno
(70 %) + nativno 17,32 + 19,30 +
2,48 + 0,08 2,62+0,01° | 7,38 + 0,06
zobeno bras$no 0,762 0,202
(30 %0)
PSenic¢no brasno
(70 %) + PEP-om 17,59 + 19,12 +
2,25+ 0,10° 2,33+£0,04° | 8,221 +0,14°
obradeno zobeno 0,062 0,062

brasno (30 %)

a-d srednje vrijednosti oznagene razligitim slovima unutar iste kolone se prema Tukey post-hoc testu zna¢ajno

razlikuju (p < 0,05)

Iz dobivenih rezultata, vidljivo je da se obogacivanjem kruha je¢menim ili zobenim
brasnom specificni volumen smanjuje, a sto je utvrdeno ANOVA i Tukey testom (p < 0,01) te
je u skladu i s rezultatima istrazivanja vodenih od strane Sullivan i sur. (2010) i Amoriello i sur.
(2020), a vezanih za obogacivanje brasna jeémenim sirovinama te s rezultatima dobivenim od
strane Krochmal-Marczak i sur. (2020) vezanih uz dodatak zobenog brasna u zamjes za kruh.

Prema Andrzej i sur. (2019), smanjenje specificnog volumena kruha je povezano s prisutnoscu
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B-glukana u brasnima je¢ma i zobi. Naime, frakcije topljivih vlakana kao Sto je primjerice -
glukan otezavaju zadrzavanje plinova radi interakcije s mrezom glutena, a u isto vrijeme ¢ine
tijesto previde krutim za inkorporaciju plinova prilikom mije$anja i fermentacije. Sto se tiée
interakcije s glutenom, kao $to je ve¢ i bilo spomenuto, B-glukan veze vodu pri ¢emu je ¢ini
manje dostupnom za proteine glutena Sto posljedi¢no dovodi do otezanog stvaranja glutenske
mreze te poremecaja u strukturi uzrokujuci, izmedu ostalog, smanjenje specificnog volumena.
Amoriello i sur. (2020) i Krochman-Marczak i sur. (2020) su takoder naveli ovo obrazlozenje.
Dobiveni rezultati se pri tom mogu povezati i s rezultatima dobivenim odredivanjem kinetike
agregacije glutena. Naime, vrijednosti maksimalne torzije se smanjuju ukoliko je pSeni¢no
brasno obogaceno jeCmenim ili zobenim S§to ukazuje na utjecaj B-glukana na stabilnost
glutenske mreze. Uz to, brasno lose tehnoloske kvalitete karakterizira brzo razvijanje glutenske
mreze, a ubrzo nakon toga slijedi i njena brza razgradnja sto se posljedi¢no odrazava i na
specifi¢ni volumen, odnosno on se smanjuje. Isto tako, prema Gomez i sur. (2003), povecanje
udjela vlakana u zamjesu uzrokuje sve vece smanjenje specificnog volumena kruha $to je
vidljivo na dobivenim rezultatima buducéi da su uzorci u kojima su brasna bila obradena PEP-
om pokazivala zna¢ajno manje vrijednosti specifi¢énog volumena u odnosu na njihove kontrolne
nativne uzorke. Andrzej i sur. (2019) uz to jos ukazuju da na specifican volumen kruha ne utjece

samo koncentracija ve¢ i molekularna masa p-glukana.

Iz dobivenih rezultata koji se podudaraju s rezultatima autora Krochman-Marczak i sur.
(2020), vidljivo je da se gubitak mase pecenjem nesto povecao ukoliko Se pSeni¢no brasno
djelomi¢no zamijenilo zobenim, odnosno je¢menim, S time da su uzorci koji su sadrzavali PEP-
om obradeno brasno i zobi i je¢ma ukazali na veci gubitak mase uslijed pecenja u odnosu na
uzorke koji su sadrzavali nativne oblike toga brasna. Medutim, ANOVA analizom je utvrdeno
da se vrijednosti ne razlikuju znacajno pa stoga dobivenim rezultatima ne moze potvrditi da
veci sadrzaj B-glukana u brasnu utjece na povecanje gubitka mase prilikom pe€enja kao §to je
to utvrdeno od strane Hager i sur. (2011). Gubitak mase pecenjem je zapravo vrlo vazan
parametar odredivanja tehnoloske vrijednosti kruha, a ovisi o koli¢ini vode 1 hlapljivih tvari kao
sto su ugljikov dioksid, alkohol i hlapljive kiseline izgubljenih tijekom termalne obrade. Sa
stajaliSta tehnologije pecenja kruha, to je gubitak koji se nastoji minimalizirati, premda se S
druge strane ne moze u potpunosti ukloniti budu¢i da se u tom slu¢aju povrSina kruha ne bi

razvila pravilno sto bi dovelo do neadekvatnog pecenja (Krocman-Maczak i sur., 2020).
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Sto se ti¢e oblika kruhova (promjer/visina), dobiveni rezultati ukazuju, a provedene dodatne
analize utvrduju (p < 0,01) da obogaéivanje kruhova je¢menim odnosno zobenim brasnom
utjece na povecanje vrijednosti $to je i u skladu s rezultatima dobivenim od strane Levent i
Bilgicli (2012). Takoder, Baumgartner i sur. (2018) su u promatranjima fizioloskih svojstava
keksa obogacenih zobenim mekinjama dosli do jednakog zakljucka. Vidljivo je i da su kruhovi
u ¢ijem su se sastavu nalazila brasna zobi, odnosno je¢ma obradena pulsiraju¢im elektricnim
poljem pokazivala vece vrijednosti oblika nego li ona koja nisu bila obradena pa je prema tome
moguce da na oblik kruha utjeée prisutna koli¢ina B-glukana. Uz to, razlika u vrijednosti
promjera i visine, a posljedi¢no i oblika kruha je bila znatno veca izmedu uzoraka dobivenih
nativnim i PEP-om obradenim je¢menim brasnom u odnosu na nativno i PEP-om obradeno

zobeno brasno.

4.3.3. Tekstura

Tekstura je osjetilna i funkcionalna manifestacija povrSinskih, strukturnih i mehanickih
svojstava hrane otkrivena osjetilima dodira, vida, sluha i kinestetike (Szczesniak, 2002).
Objektivno se tekstura procjenjuje instrumentalnim uredajem, to¢nije teksturometrom, pri cemu
se simulacijom kretanja gornje vilice pri zagrizu dobiva tipi¢na krivulja pomoc¢u koje se mogu
pratiti brojni parametri teksture sto je u ovom slu¢aju ukljucivalo tvrdoéu, kohezivnost, otpor i
elasti¢nost (Liu i sur., 2019), a sve dobivene srednje vrijednosti su zajedno s pripadaju¢im

standardnim devijacijama potom prikazane u tablici 8.
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Tablica 8. Profil teksture sredine kruha

) Zvakljivost
Uzorak Tvrdoc¢a (N) = Kohezivnost Elasti¢nost
(Nmm)
PSeni¢no brasno (85 % 0,85+
51,56 £2,64* @ 0,86+0,01* @ 158,95+ 6,802
T-850 + 15 % T-550) 0,042
PSeni¢no brasno (70 %)
0,71+
+ nativno je¢meno 39,58 +3,68*  0,72+0,04° | 96,82 +11,74° 0.01°
brasno (30 %) ’
PSeni¢no brasno (70 %) 061
61+
+ PEP-om obradeno 35,47 +£1,93° 0,63 +0,03° 70,54 + 9,28" 0.03°
je¢meno brasno (30 %) ’
PSeni¢no brasno (70 %)
. 148,89 + 0,80 +
+ nativno zobeno 45,68 +3,85% = 0,81+ 0,03
20,492 0,05%
brasno (30 %)
PSeni¢no brasno (70 %)
144 57 + 0,78 +
+ PEP-om obradeno | 45,42 +4,31® 0,80+ 0,03
17,242 0,03%

zobeno brasno (30 %)

a-c srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima unutar iste kolone se prema Tukey post-hoc testu znacajno

razlikuju (p < 0,05)

Tvrdoca je prema Carocho i sur. (2019) definirana kao sila koju zubi moraju primijeniti na
hranu, a na temelju dobivenih rezultata vidljivo je da se tvrdoca uzoraka znacajno smanjila
dodatkom je¢menog brasna (p < 0,05). Tvrdoc¢a se smanjila i dodatkom zobenog brasna, ali ne
znacajno. Obrada brasna PEP-om posljedi¢no je uzrokovala nesto vece, ali ne i znacajno
smanjenje vrijednosti tvrdoce u odnosu na nativno brasno. Dobiveni rezultati se poklapaju s
rezultatima analize provedene od strane Hu i sur. (2022) te Hager i sur. (2011) gdje je
inkorporacija B-glukana izoliranog iz zobi u zamjes uzrokovala smanjenje tvrdo¢e gotovog
proizvoda. Moguci razlog tome je Sto B-glukan moze stvarati gelove koji imaju meku strukturu
Sto posljedi¢no utjeCe na tvrdocu kruha (Andrzej i sur., 2019). Suprotno tome, vrijednosti
parametra tvrdoce su povecanjem udjela zobenog brasna u recepturi porasle u istraZivanju
autora Astiz i sur. (2022).

Nadalje, kohezivnost je pojam koji se odnosi na uspjeSnost hrane da izdrzi drugu
deformaciju u odnosu na njenu otpornost prema prvoj deformaciji (Carocho i sur., 2019).

Povecanje kohezivnosti odrazava smanjenu tendenciju kruha na mrvljenje (Ortiz de Erive i sur.,
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2020). Rezultati ovog rada su pokazali da obogaéivanje kruha je¢menim brasnom uzrokuje
zna¢ajno Smanjenje vrijednosti parametra kohezivnosti (p < 0,01). Obogacivanje kruha
zobenim braSnom je takoder utjecalo na smanjenje vrijednosti kohezivnosti, ali ne i znac¢ajno
kao $to je bilo u slu¢aju jeémenog brasna. Pregledom rezultata je takoder vidljivo da je obrada
je¢menog, odnosno zobenog brasna PEP-om posljedi¢no utjecala na smanjenje kohezivnosti
uzoraka u usporedbi s nativnim brasnom istih izvora. Rezultati se poklapaju s rezultatima
dobivenih od strane Sullivan i sur. (2010) koji su isto tako utvrdili da obogacivanje recepture
kruha je¢menim brasnom dovodi do smanjenja vrijednosti parametra kohezivnosti.

Zvakljivost se obi¢no definira kao energija potrebna za Zvakanje hrane, a proizlazi iz
vrijednosti tvrdoce, odnosno kohezivnosti te elasticnosti. Prema tome, najtvrdi kruh bi trebao
biti i onaj koji pokazuje i najvece vrijednosti zvakljivosti Sto znaci da je potrebno viSe ulozene
energije da bi se pojeo, a to 1 je o¢ekivano buduci da je potrebno uloziti ve€u snagu za Zvakanje
tvrdih u odnosu na meke tvari (Carocho i sur., 2019). Dobiveni rezultati se podudaraju s
navedenom izjavom te su osim povezanosti s tvrdo¢om ukazali da su se vrijednosti parametra
zvakljivosti smanjile obogacivanjem kruha je¢menim ili zobenim brasnom te da se dodatkom
PEP-tretiranog je¢émenog, odnosno zobenog brasna jo$ vise pridonijelo smanjenju vrijednosti
prethodno spomenutog parametra §to se poklapa i s rezultatima istrazivanja provedenog od
strane Hu 1 sur. (2022) gdje je dodatak B-glukana izoliranog iz zobi utjecao na nize dobivene
vrijednosti Zvakljivosti.

Elasti¢nost se odnosi na tendenciju odredenog proizvoda da povrati svoju izvornu visinu
(Carocho i sur., 2019). Pregledom dobivenih rezultata, vidljivo je da se zamjenom 30 %
pSeni¢nog braSna s je¢menim nativnim brasnom vrijednosti elasti¢nosti znacajno smanjuju (p
< 0,01). Vrijednosti se smanjuju i zamjenom pSeni¢nog brasna sa zobenim, ali ne zna¢ajno. Uz
to, obogacivanje PEP-om obradenim brasnom jos je vise utjecalo na smanjenje vrijednosti u
odnosu na nativno je¢meno (p < 0,05), odnosno zobeno brasno. Smanjenje vrijednosti
elasticnosti povecanjem udjela zobenog braSna primijetili su 1 Tiwari 1 sur. (2013) S§to su
objasnili kao posljedicu promjene u glutenskoj mrezi prilikom inkorporacije zobenog brasna. S
druge strane, Hu i sur. (2022) su uocili da se dodatkom PB-glukana vrijednost elasti¢nosti

povecala u odnosu na kontrolni uzorak §to se kosi s dobivenim rezultatima ovog rada.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata analiza, a potom i provedene rasprave moze se zakljuéiti da:

1.

Primjena PEP-a na suspenziju je¢menog i zobenog brasna smanjuje aktivnost enzima
B-glukanaze za 46,24 % u je¢cmenom i 76,48 % u zobenom brasnu. Posljedi¢no, koli¢ina
ekstrahiranih B-glukana u tretiranim uzorcima se povecava, pa bi se obrada PEP-om
potencijalno mogla Koristiti u razvoju receptura obogac¢enih proizvoda.

Promjena recepture utjece na tehnoloska svojstva tijesta. Vrijeme maksimalne torzije se
poveéava dodatkom nativnog je¢menog (za 6,36 %), ali smanjuje dodatkom nativnog
zobenog (za 20,30 %), PEP-je¢menog (za 22,71 %) i PEP-zobenog (za 59,99 %) brasna
u odnosu na kontrolne pSeni¢ne uzorke §to upucuje na slabljenje glutenske mreze.

Pri odredivanju Zelatinizacijskih svojstva Skroba, maksimalna viskoznost se smanjuje
dodatkom nativnog je¢menog (za 16,83 %) i PEP-jeCmenog (za 20,27 %) brasna, a
povecava dodatkom nativnog zobenog (za 15,95 %) i PEP-zobenog (za 12,07 %) brasna.
Kompleksna viskoznost uzoraka tijesta se povec¢ava dodatkom nativnog (za 17,95 %) i
PEP-je¢menog (za 15,19 %) te nativnog (za 53,57 %) i PEP-zobenog (za 113,26 %)
brasna. Maksimalno smi¢nog naprezanje se smanjuje dodatkom nativnog (za 75,74 %)
i PEP-je¢menog (za 79,21 %) brasna, a povecéava dodatkom nativnog (za 75,25 %) i
PEP-zobenog brasna (za 105,44 %). Prema tome, uzorci tijesta s jeémenim brasnom su
meksi, a sa zobenim brasnom tvrdi u odnosu na kontrolne pSeni¢ne uzorke.

Povecéanje udjela B-glukana u brasnu smanjuje specifi¢ni volumen kruha: za 24,47 %
dodatkom nativnog je¢menog, 21,03 % dodatkom nativnog zobenog te za 42,10 %
dodatkom PEP-je¢menog, odnosno 28,50 % PEP-zobenog brasna.

Djelomi¢énom zamjenom pseni¢nog brasna smanjuje se tvrdoca i zvakljivost kruha.
Tvrdo¢a se smanjuje za 23,23 % upotrebom nativnog i 31,21 % upotrebom PEP-
je¢menog brasna te za 14,40 % u slucaju nativnog zobenog, odnosno 11,91 % u slucaju
PEP-zobenog brasna. Zvakljivost se smanjuje za 39,09 % upotrebom nativnog i za 55,62
% upotrebom PEP-je¢menog brasna te za 6,33 % upotrebom nativnog i za 9,05 %

upotrebom PEP-zobenog brasna u odnosu na kontrolne p$eni¢ne uzorke.

Sveukupno, obrada brasna PEP-om utje¢e na povecanje sadrzaja p-glukana sto dovodi do

promjene reoloskih svojstava brasna i tijesta u koje se dodaje, a naposlijetku i gotovog

proizvoda koji je nutritivno obogacen, no za adekvatnu procjenu kvalitete dobivenog proizvoda,

neophodna je jos$ i senzorska analiza od strane treniranih panelista.
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