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1. UVOD

U novije doba je medu potrosatima sve veca potraznja za nutritivno bogatom,
funkcionalnom hranom zbog c¢ega pekarska industrija nastoji poveéati hranjivu vrijednost
svojih proizvoda. Osim esencijalnih nutrijenata, funkcionalna hrana sadrzi i bioloski aktivne
sastojke koji imaju znacajan fizioloski u¢inak na ljudsko zdravlje (Chen i sur., 2021). Upravo
se konzumacija hrane od cjelovitih Zitarica, zbog visokog udjela prehrambenih vlakana,
smatra izuzetno vaznim c¢imbenikom za prevenciju raznih bolesti poput dijabetesa,
kardiovaskularnih bolesti, karcinoma, ali i pretilosti. Posije, kao nusprodukt procesa
mljevenja zitarica, SU iznimno bogate prehrambenim vlaknima, ali i vitaminima, mineralnim i
polifenolnim tvarima. Osobito se istiCu zobene i jeémene posije po svom sadrzaju B-glukana
s brojnim dobrobitima na ljudsko zdravlje poput smanjenja glukoze i kolesterola u krvi te
utjecaja na prevenciju pretilosti (Frost i sur., 2014). Medutim, nisu u potpunosti iskoriStene u
prehrambenoj industriji djelomi¢no zbog nedostataka informacija u literaturi o Svojstvima
kvalitete te neznanju 0 naCinima obrade kojima bi se poboljSala tehnoloSka svojstva i
nutritivna iskoristivost (Patel, 2012). Posijama se mogu obogatiti razni proizvodi od Zitarica
poput zitarica za dorucak, tjestenine te razli¢ite vrste pekarskih proizvoda, npr tanak kruh.
Tanak kruh (engl. flat bread) vrlo je jednostavna vrsta kruha koja se radi od brasna, vode, soli
i kvasca, ali moZe sadrzavati i dodatne sastojke poput brasna ili dijelova zrna drugih Zitarica,
mlijeka, jaja, ulja, zacinskog bilja, suSenog voca i sl. Tanak kruh je star gotovo kao i ljudska
civilizacija, a tradicionalno se proizvodi i kod nas (npr. pogaca, lepinja i dr.). Potro$nja
tradicionalno proizvedenog tankog kruha, ali i onog na industrijskoj razini raste iz godine u

godinu na podrucju cijelog svijeta (Al dmoor, 2012).

Primjena posija u hranu je zahtjevna zbog tehnoloSkih nedostataka prilikom
proizvodnje, ali i zbog slabije prihvatljivosti medu potrosac¢ima zbog drugacije boje, okusa i
teksture gotovog proizvoda. Neobradene posije nisu prikladne za izravnu uporabu zbog
prisutnih prehrambenih vlakana koja imaju veliki kapacitet zadrZzavanja vode ¢ime se mijenja
volumen i elasti¢nost tijesta u proizvodnji kruha, ali i zbog nepozeljnih senzorskih svojstava
poput goréine i osjecaja pijeska u ustima (Pruckler i sur., 2014). Osim toga posije su bogate
fitinskom kiselinom koja ima visok afinitet za vezanje mineralnih tvari radi ¢ega se njihova
bioraspolozivost U tijelu smanjuje (Reddy i Sathe, 2001). Dodatni problem je razgradnja -
glukana tijekom fermentacije tijesta prirodno prisutnim enzimima posija kao sto je p-

glukanaza. Posije se stoga moraju obraditi prije dodatka u neki prehrambeni proizvod. Neki



od tradicionalnih nac¢ina obrade su fermentacija, enzimsko procesiranje, namakanje, toplinska
obrada ili ekstruzija. U novije vrijeme javlja se potreba za razvojem novih, ekoloski
prihvatljivih tehnologija obrade hrane kojima se mogu zamijeniti starije tehnologije, a jedna
od takvih tehnologija je ultrazvuk.

Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj obrade ultrazvukom visokog intenziteta ovisno o
utros$enoj specificnoj energiji i nac¢inu radnog ciklusa na funkcionalna svojstva zobenih i
je¢menih posija za obogacivanje tankog kruha. Ispitana je aktivnost enzima fitaze i f-
glukanaze, ukupna koncentracija fitatnog i slobodnog fosfora, kapacitet zadrzavanja vode,
sposobnost bubrenja u vodi, udjel ukupnih polifenola i antioksidacijska aktivnost posija.
Tankom kruhu s dodatkom zobenih i jeCmenih posija odredena je boja, oblik, gubitak

pecenjem, volumen i tekstura.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. TANAK KRUH

Proizvodnja kvalitetnog tankog kruha najprije zapocinje odabirom brasna koje utjeCe na
kvalitetu i rok trajanja gotovog proizvoda. Neki od kriterija brasna koji se gledaju su
sposobnost upijanja vode, kvaliteta proteina, koli¢ina glutena, zelatinizacija $kroba i sadrzaj
vlage. Ispravna viskozno — elasti¢na svojstva su bitna prilikom procesa oblikovanja i valjanja
tijesta. U zamjes tijesta idu brasno i voda te najcesce sol i kvasac, a mijeSanje zamjesa traje
dok tijesto ne poprimi glatku i mekanu teksturu. Gluten se razvija hidratacijom pseni¢nog
bras$na 1 mehanickom energijom koja se unese mijeSanjem. Nakon toga tijesto se ostavi da
fermentira u masi neko vrijeme ¢ime tijesto dodatno meksa i raste. Masa tako fermentiranog
tijesta se podijeli na jednake mase, kruzno se oblikuju te se ponovno ostavi na kratkoj
fermentaciji i odmaranju. Nakon toga tijesto se izvalja u zeljeni oblik i debljinu od nekoliko
milimetara, te se odlozi na drvenim daskama. PeCenje tankog kruha provodi se na vrlo
visokim temperaturama, a temperatura i vrijeme pecenja ovisi o veliini 1 debljini kruha.
Konacni proizvod obicno je plosnatog, okruglog oblika, promjera od 120 do 650 mm i
debljine od svega nekoliko pa do 30 mm. Kora je tanka i svijetla s tamnijim smedim mrljama.
Takoder, kao parametri kvalitete gledaju se formirani dzepovi zraka, lako odvajanje vrha i
donjeg sloja, bijela boja krusnih mrvica, fina ujednacena struktura i jednostavno kidanje. To
je sve povezano s osje¢ajem kruha u ustima koji bi se trebao lako zvakati i nikako ne biti
zilav (Al dmoor, 2012). Jedna od podjela tankog kruha je na dizani kruh s kvascem i
dvoslojne tanke kruhove. Najvaznija razlika kod jednoslojnih i dvoslojnih tankih kruhova je u
fazi dizanja koja je za jednoslojne kruhove kraca i traje par minuta. Kako bi se sprijecilo
stvaranje dzepova zraka kod jednoslojnih kruhova, pecenje traje dulje na nizoj temperaturi ili
se tijesto netom prije pecenja probuSi. Kod dvoslojnih tankih kruhova vrijeme zadnje
fermentacije oblikovanih komada moZe trajati i preko 20 min, za to vrijeme se povrSina osusi
1 formira se korica na tijestu Sto tijekom pecenja omogucuje nadimanje tijesta i stvaranje

dvoslojnog tankog kruha (Qarooni i sur., 1992).



2.2. ZOBENE I JECMENE POSIJE

Oljusteno cijelo zrno zitarica sastoji se od posija, endosperma i klice (Slika 1 i 2).
Posije su frakcija koja nastane prilikom procesa mljevenja zitarica, a uglavnom ih sa¢injava
perikarp, omota¢ sjemena, aleuronski sloj te dio Klice i endosperma (Lebesi i Tzia, 2012).
Posije su nutritivno bogat dio Zitarica s vrlo visokim udjelom vlakana, minerala, vitamina i
bioloski aktivnih spojeva koji se nazalost ¢esto odbacuje tijekom mljevenja zbog neznanja,
organolepti¢kih razloga ili problema s uzeglos¢u (Patel, 2012). Sastav zitarica, pa tako i
posija, varira ovisno o sorti biljke, veli¢ini i obliku zrna, stupnju zrelosti, debljini vanjskog
sloja, uvjetima 1 trajanju skladistenja, kondicioniranju zrna prije mljevenja i samom nacinu
mljevenja (Zitterman, 2003). Posije zitarica mogu se dodavati u razli¢itu vrstu hrane radi
poboljSanja nutritivne vrijednosti, ali imaju i potencijal da osnaze teksturu, da djeluju kao
emulgatori, zgu$njivaci, stabilizatori te imaju mogucénost zeliranja (Sharma, 1981). Takoder,
posije imaju ekonomsku prednost nad ekstrahiranim prehrambenim vlaknima jer jednako

dobro obogacuju prehrambeni proizvod bez dodatnih troskova ekstrakcije (Alan i sur. 2012).
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Slika 1. Morfoloski prikaz zobenog zrna (prema Miller i Fulcher, 2011).
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Slika 2. Morfoloski prikaz je¢menog zrna (prema Sullivan i sur., 2013)

Najvazniji dio posija je aleuronski sloj koji morfoloski pripada endospermu, medutim
prilikom mljevenja uklanja se sa svim vanjskim dijelovima zrna i ulazi u sastav posija. Ima
relativno visok udio pepela, vitamina, proteina, ukupnog fosfora, fitatnog fosfora i masti. Kod
zobenih posija aleuronski sloj sa¢injava jedan sloj stanica s debelom stani¢nom stijenkom
poprili¢no otpornom na ljudsku probavu (Miller i Fulcher, 2011), dok se u zrnu je¢ma sastoji
0od 2 — 4 reda stanica takoder s debelom stani¢nom stijenkom sastavljenom uglavnom od
arabinoksilana i B-glukana (Fincher i Stone, 1986). Aleuronske stanice popunjene su gustim
matriksom proteinskih tjeleSaca (aleuronskih zrnaca) okruzenih lipidnim tjeleScima sa
zna¢ajnom koli¢inom tokoferola. Postoji jo§ jedna strukturalna nakupina u stanicama
aleuronskog sloja koja se razlikuje od proteinskih tjelesaca, a sa¢injena je od fitata — najcesce
kalcijevih ili magnezijevih soli fitinske Kiseline. Za razliku od nepravilnih stanica $krobnog
endosperma, stanice aleuronskog sloja jednakog su promjera u svim smjerovima. Koli¢ina -
glukana u aleuronskom sloju je mala u usporedbi s koli¢inom koja se nalazi u $krobnom

endospermu, medutim moZe znacajno pridonijeti posijama u sposobnosti vezanja vode,



odnosno njihovoj uéinkovitosti kao dijetalna vlakna. Perikarp, omota¢ sjemena i nucelarni
sloj u zrelom zrnu gube metabolicku aktivnost 1 uglavnom se sastoje od netopljivih

polisaharida poput celuloze, hemiceluloze i lignina (Miller i Fulcher, 2011).

Najcesca sirovina koja se koristi kao izvor prehrambenih vlakana u pekarstvu su posije,
i to najviSe pSeni¢ne posije (Seibel, 1975). Upotreba je¢menih i zobenih posija raste
zahvaljujuc¢i njihovom visokom sadrZaju topivih prehrambenih vlakana, osobito B-glukana.
Medutim dodavanje posija u takvim koli¢inama od kojih se mogu ocekivati zdravstvene
dobrobiti uzrokuju ozbiljne probleme u kvaliteti kruha (Noort i sur., 2006). Dodatak vlakana
uzrokuje mnostvo tehnoloskih problema poput smanjene tolerancije na fermentaciju, tijesto
postane vlaznije, volumen kona¢nog proizvoda je manji te se mijenja tekstura i boja
proizvoda. Do problema dolazi jer dodatkom vlakana, osobito vlakana topivih u vodi,
kapacitet vode koju tijesto moze vezati znacajno raste. Osim tipa vlakana, na kapacitet
vezanja vode utjeCe 1 veli¢ina vlakna — veca vlakna mogu vezati na sebe viSe vode. Dakle
prisutna vlakna u posijama znacajno utjeu na vrijeme koje je potrebno da se formira tijesto,
a osim toga utjeCu 1 na stabilnost tijesta jer s dodatkom vlakana glutenska mreza se razrjeduje
i slabi (Almeida i sur., 2010). Za uspjeSsan dodatak posija u kruh potrebno je provesti
odredene tehnike prerade poput fermentacije ili enzimske obrade kako bi se nutritivna
vrijednost i iskoristivost povecala, a tehnoloSki problemi do kojih dolazi prilikom
proizvodnje smanjili (Coda i sur., 2015). U novije vrijeme ultrazvuk se poc¢eo koristiti kao
nova metoda obrade hrane. Osim S$to utjeCe na povecanje dostupnosti spojeva visoke
nutritivne vrijednosti, obrada ultrazvukom moZe utjecati i na reoloSka svojstva hrane i

uzrokovati promjenu u boji (Cukelj Mustag i sur., 2019).

2.3. NUTRITIVNA VRIJEDNOST I SASTAV ZOBENIH I JECMENIH POSIJA

Posije su bogate mnogim bioloski aktivnim spojevima poput prehrambenih vlakana,
esencijalnih masnih kiselina, fitosterola, antioksidansa, vitamina i minerala od kojih svi imaju
blagotvoran ué¢inak na ljudsko zdravlje. Uz navedene bioloski aktivne spojeve, posije nose i
kalorijsku vrijednost zbog prisutnih proteina, ugljikohidrata i masti. Drugim rije¢ima, posije
su skladiste hranjivih tvari u zitaricama 1 svakako ih treba ukljuciti u ljudsku prehranu (Patel,
2012). Nutritivni sastav zobenih i jeémenih posija naveden je u tablici 1. On uvelike ovisi 0
sorti Zitarice, nacinu prerade i stupnju mljevenja. Zobene i jeCmene posije imaju otprilike
podjednak udio proteina i minerala, medutim zobene posije imaju u prosjeku znatno vise

masti. U zobenim posijama je najvise zastupljena esencijalna nezasi¢ena linolna (18:2) masna



kiselina, potom oleinska (18:1) te zasi¢ena palmitinska (16:0). U jeémenim posijama
prevladava takoder esencijalna linolna (18:2) te palmitinska (16:0) masna Kkiselina.
Aminokiselinski sastav je poprilicno ujednacen, medutim kao i u svim Zitaricama nedostaje
cisteina i fenilalanina, a triptofan koji nije prisutan u je¢mu, rizi i sirku, prisutan je u zobi,
dok je najvise zastupljena glutaminska kiselina (Chinma i sur., 2015). Fitinska kiselina koja
se smatra antinutrijentom zbog ometanja apsorpcije minerala u tijelu u zobenim posijama je
prisutna oko 1,37 % na suhu tvar, dok je u je¢menim posijama koncentracija ne$to manja
1,19 % fitinske kiseline na suhu tvar (Reddy i Sathe, 2001). Za zobene posije specifi¢ni su
topivi fenolni spojevi male molekularne mase koji se nazivaju avenantramidi; njih zob
sintetizira kao odgovor na izlozenost patogenim gljivicama (Okazaki i sur., 2004).
Antioksidacijska aktivnost avenantramida moze biti od 10 do 30 puta veca od ostalih fenolnih
spojeva u zobenim posijama poput vanilina ili kafeinske kiseline (Dimberg i sur., 1992).
Je¢mene posije su takoder bogate antioksidansima poput proantocijanidina, glavne vrste
flavonoida u je¢mu, te polifenola poput vanilinske, kafeinske, p-kumarinske i ferulinske
kiseline (Irakli i sur., 2020).

Tablica 1. Nutritivni sastav zobenih i je¢menih posija (prema Chinma i sur., 2015)

Sastojak (na suhu tvar) Zobene posije JeCmene posije
Proteini (%) 8,80 — 16,70 11,90 — 14,00
Pepeo (%) 1,45 — 6,30 3,07 -5,00
Masti (%) 3,00 - 10,60 2,80- 5,00
Ugljikohidrati(%) 55,60 — 61,40 51,90 — 58,40
Ukupna viakna (%) 24,70 37,6
Topiva vlakna (%) 11,70 11,00
Netopiva vlakna (%) 13,00 26,6
Kalcij (mg 100g?) 53,00 43,00
Zeljezo (mg 100g™) 5,00 9,50
Magnezij (mg 100g™?) 216,00 155,00
Fosfor (mg 100g™) 580,00 396,00
Kalij (mg 100g%) 521,00 580,00
Natrij (mg 100g™?) 4,00 -




Cink (mg 100g™) 3,00 0,02
Tiamin (mg 100g™?) 1,10 0.60
Riboflavin (mg 100g?) 0,20 0,20
Niacin (mg 100g™?) 0,86 6,20
Pantotenska kiselina (mg 100g™) 1,40 0,70
Folna kiselina (mg 100g™) 48,00 73,00

2.3.1. Prehrambena vlakna

Prehrambena vlakna se prema Codexu Alimentariusu (2009) definiraju kao polimeri
ugljikohidrata s tri ili vise monomernih jedinica koji se u ljudskom probavnom traktu ne
mogu ni probaviti ni apsorbirati nego djelovanjem mikrobiote u debelom crijevu dolazi do
njihove fermentacije (Weickert i Pfeiffer, 2008), a ukljucuju neSkrobne polisaharide,
neprobavljive oligosaharide i rezistentni $krob. Tvari prehrambenih vlakana su celuloza,
hemiceluloza, pektin, B-glukani, hidrokoloidi i lignin, a one se mogu dodatno podijeliti na u
vodi netopiva prehrambena vlakna i u vodi topiva prehrambena vlakna koja se u crijevima
lakse fermentiraju. U vodi topiva prehrambena vlakna su pB-glukani, pektinske tvari i
hidrokoloidi, a njihov dobar izvor su voce, povrée, mahunarke, psilijum te zobene i je¢mene
posije. U vodi netopiva prehrambena vlakna su celuloza, hemiceluloza i lignin ¢iji su bogat
izvor opcenito cjelovite zitarice (Wardlaw i Insel, 1997). Neka prehrambena vlakna su ¢isti
polisaharidi ili oligosaharidi, dok neka prehrambena vlakna biljnog podrijetla nakon
ekstrakcije sadrze i druge spojeve poput proteinskih frakcija, fenolnih spojeva, voskova i sl.

koji mogu imati dodatne korisne fizioloske uc¢inke (Phillips i Cui, 2011).

Sadrzaj ukupnih prehrambenih vlakana u zobenim posijama varira od 12 — 24 % ovisno
o sorti, lokaciji uzgoja, vremenskim prilikama, gnojidbi, ali i nacinu obrade (Malkki i
Virtanen, 2001). Otprilike polovica ukupnih prehrambenih vlakana je topiva u vodu od kojih
je glavna tvar B-glukan, dok drugu polovicu netopivih vlakana sacinjavaju celuloza, lignin i
hemiceluloza (Malkki, 2001). Prema istrazivanju Sullivana i sur. (2010) koli¢ina ukupnih
prehrambenih vlakana u posijama cjelovitog je¢ma je 37,6 %. Koli¢ina netopivih vlakana

veca je i iznosi 26,6 %, dok je koli¢ina topivih vlakana 11 % od kojih je B-glukana 1,42 %.



Radi funkcionalnih svojstava kao i njihovog potencijalno pozitivnog ucinka na ljudsko
zdravlje interes za koriStenje prehrambenih vlakana sve viSe raste. Od svih pozitivnih u¢inaka
najpoznatiji je uc¢inak na povecéanje peristaltike crijeva i prevenciju zatvora (Rao i sur., 2015).
Takoder, utvrdeno je da topljiva prehrambena vlakna utjeu na smanjenje visoke razine
kolesterola, triglicerida i glukoze u krvi te produljuju vrijeme praznjenja Zeluca, a 0sim toga s
obzirom na to da stvaraju vrlo viskozne vodene otopine mogu utjecati i na teksturu, zeliranje,
zguSnjavanje i emulgiranje hrane (Anderson, 1986). S druge strane, netopiva prehrambena
vlakna smanjuju vrijeme prolaza fecesa kroz crijeva zbog sposobnosti zadrzavanja vode
(Bader i sur., 2019). Prehrambena vlakna pozitivno djeluju i na balans crijevne mikroflore,
naime disbioza crijevne mikroflore uzro¢nik je velikom broju zdravstvenih problema poput
kroni¢nih upalnih procesa koji mogu uzrokovati razvitak autoimune bolesti 1 intolerancije na
hranu. Prehrambena vlakna osim $to sprjeCavaju eroziju sluzne barijere u debelom crijevu,
poboljsavaju proizvodnju kljuénih mikrobnih metabolita poput kratkolan¢anih masnih

kiselina koje imaju dodatan pozitivan ucinak na ljudsko zdravlje (Makki i sur., 2018).

Suvremena prehrana u zemljama Europe i Sjeverne Amerike izuzetno je osiromaSena
prehrambenim vlaknima zbog visoko preradene hrane koju ljudi ucestalo konzumiraju. Stoga
je potrebno uvesti $iri izbor hrane koja na pakiranju ima jasno naznaceno da je obogacena
prehrambenim vlaknima poput kruha od cjelovitih zitarica ili tjestenine obogacéene

prehrambenim vlaknima (Barber i sur., 2020).

2.3.1.1. p-glukani

B-glukani su polisaharidi koji se kod Zitarica nalaze u aleuronskom i subaleuronskom
sloju 1 endospermu stani¢nih stijenki sjemenki ukljuujuc¢i zob, jeCam, raz i pSenicu. Razina
B-glukana u navedenim Zzitaricama varira od 0,5 — 2 % u cjelovitoj pSenici i razi, nesto vise u
zobi (3,5 — 4,9 %), a najvise u je¢mu (3 — 7 %; Cui i Roberts, 2009). Osim kod zitarica, -
glukani mogu se pronaci 1 kod kvasaca, gljiva, bakterija i algi, a razliiti izvori €ine 1 razliCite
strukture. B-glukani kod Zitarica su homopolisaharidi gradeni od B-D-glukopiranoze povezani
s B-(1,3) i B-(1,4) glikozidnim vezama (Slika 3). Glukopiranozne jedinice rasporedene su kao
blokovi od tri ili ¢etiri uzastopnih jedinica povezanih p-(1,4) vezom odvojene jednom B-(1,3)
vezom ¢ime se tvore dva gradevna bloka od trimera i tetramera. Ostatak polimera sastoji se
od oligomera sli¢nih celulozi sa stupnjem polimerizacije (DP - engl. degree of
polymerization) ve¢im od 5, pa ¢ak sve do 13 ili 16. Nasumi¢na distribucija i omjer tih

jedinica je vaZan jer utjeCe na svojstvo topljivosti ugljikohidrata u vodi (Johansson, 2006).



Takva nepravilna struktura p-glukana omogucava vezanje vode jer je sprijeCeno formiranje
kristalini¢ne strukture kakvu primjerice tvori celuloza koja ima isklju¢ivo B-(1,4) veze.
Posljedi¢no takva struktura kod celuloze omoguéava formiranje vodikove veze izmedu
dijelova lanca pa se voda nema gdje vezati (Oakenfull, 1998). Zob i je¢am razlikuju se u
omjeru trimernih i tetramernih jedinica, jeCam posjeduje vise trimera i oligomera; omjer
trimer : tetramer je u rasponu od 1,6 — 3,5 te je veci od onog u zobi koji varira od 1,4 — 2,3
(Johansson, 2006). Osim stupnja polimerizacije 1 omjera trimernih i tetramernih jedinica,
molekulska masa i koncentracija B-glukana takoder utjeCu na fizikalna svojstva otapanja i
viskoznosti — visoka molekulska masa u kombinaciji s visokom koncentracijom tvore vrlo
viskozne sustave (Wood i sur., 2000). B-glukan je glavna komponenta topivih prehrambenih
vlakana u zobi 1 je¢ému. Vodene otopine B-glukana su vrlo viskozne pa se zobeni 1 jemeni [3-
glukani ¢esto nazivaju i zobena i jeémena guma (Welch, 2011). Ekstrahirani -glukani visoke
molekulske mase imaju Siroku primjenu u prehrambenoj industriji kao stabilizatori i sredstva

za zgu$njavanje primjerice U sladoledima, umacima i preljevima za salate (Wood, 2011).

B-(1.4) glikozidna veza
B-(1.3) glikozidna veza

l Trimerne jedinice

|

Tetramerne jedinice

n-monomerne jedinice

DP3

DP 4 I I

Slika 3. Strukturni prikaz p-glukana (prema Bai i sur., 2019)

B-glukani iz Zitarica imaju pozitivne uc¢inke na smanjenje glukoze i kolesterola u krvi
Sto dovodi do opéenito smanjenog rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti. Takoder mogu
utjecati na prevenciju pretilosti zbog duljeg osjecaja sitosti nakon konzumacije, te zbog
nastajanja butirata i acetata tijekom fermentacije u crijevima koji imaju utjecaj na suzbijanje
apetita (Frost i sur., 2014). B-glukani iz mikroorganizama koji u svojoj strukturi imaju p-(1,3)
i B-(1,6) glikozidne veze pokazuju bolje antitumorsko, protuupalno i antivirusno djelovanje,

te Stite od bolesti imunoloskog sustava (Bai i sur., 2019).
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2.3.2. Mikronutrijenti

Mikronutrijenti se sastoje od minerala i vitamina koji su potrebni u znacajno manjim
koli¢inama u prehrani nego makronutrijenti (ugljikohidrati, masti i proteini). Mineralne tvari
¢ine anorgansku komponentu, odnosno pepeo, dok vitamini ¢ine manji organski dio. U svim
Zitaricama vitamini i minerali su najviSe koncentrirati u vanjskim slojevima sjemenke,
odnosno u posijama. U zobenim i je¢menim posijama od minerala najvise su zastupljeni
fosfor (P), kalijj (K), magnezij (Mg) 1 kalcij (Ca), a su manjim koli¢inama su prisutni Zeljezo
(Fe), mangan (Mn), natrij (Na) i cink (Zn). Od vitamina najzastupljeniji su folna kiselina
(Bg), biotin (B7), kolin, niacin (Bs), pantotenska kiselina (Bs) i1 vitamin E (USDA, 2019).

Bioiskoristivost opisuje do kojeg se stupnja mikronutrijenti prisutni u posijama mogu
apsorbirati u ljudskom probavnom traktu. Primjerice znacajan udio ukupnog fosfora
pohranjen je u obliku fitinske kiseline koja ne podlijeze apsorpciji u crijevima zbog
nedostataka enzima za razgradnju pa je stoga fitatni fosfor uglavnom nedostupan. Osim toga,
fitinska kiselina tvori soli fitate s raznim kationskim mineralima poput kalcija, Zeljeza i
magnezija ¢inec¢i ih time takoder nedostupnim za apsorpciju (Welch, 2011). Osim minerala,
vitamini takoder mogu imati nizu bioiskoristivost. Prema istrazivanju Roth-Maiera i sur.
(2002) vitamini poput niacina, pantotenske kiseline i biotina nisu u potpunosti bioiskoristivi,
medutim bioiskoristivost tiamina je ipak visoka. Stoga analiticki podaci mogu precijeniti

koli¢ine koje su dostupne za probavu i apsorpciju i iskoristive u ljudskom tijelu.

2.3.2.1. Fitinska kiselina

Fitinska Kkiselina (mio-inozitol-1,2,3,4,5,6-heksakisfofat) glavni je skladiSni oblik
fosfora u zitaricama, ¢ini 50 — 80 % ukupnog fosfora. Vecinski je koncentrirana u
aleuronskom sloju te embriju zrna, a ¢ini oko 1 % suhe tvari Zzitarica. Pri staniénom pH
fosfatne skupine fitinske kiseline su negativno nabijene §to omogucuje interakciju s pozitivno
nabijenim komponentama poput kationa minerala i proteina (Slika 4). Metalni ioni se mogu
vezati s jednom ili vise fosfatnih grupa tvore¢i komplekse razliCite topljivosti. Od minerala
¢ini se da fitinska kiselina ima najvec¢i afinitet prema cinku (Zn) jer tvori najstabilniji
netopljiv kompleks. Ostali minerali koji se potencijalno mogu vezati na fitinsku Kiselinu su
kalcij (Ca), natrij (Na), Zeljezo (Fe), magnezij (Mg), mangan (Mn) i klor (Cl). Proteini se
mogu izravno povezati s fitinskom kiselinom putem elektrostatskog naboja. Osim toga, preko

vodikovih veza se moze vezati i Skrob. Vezanje fitinske kiseline s ostalim nutrijentima
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mijenja njihovu topivost, funkcionalnost, probavu i u konaénici moguénost apsorpcije u tijelu

Sto smanjuje bioiskoristivost (Rickard i Thompson, 1997).

(A) Minerali (B) Proteini

H,03PO---Ca---OPO3H

1,05P0

OPO,H
H,OH “H,OH
Q Q
—Lc
L 5 — n
(C) Skrob

Slika 4. Strukturni prikaz fitinske kiseline i interakcija s mineralima (A), proteinima (B) i

Skrobom (C) (prema Oatway i sur., 2001)

Fitinska kiselina uzrokuje probleme pri obradi i konzumaciji hrane jer pove¢an unos
fitinske Kiseline putem cjelovitih zitarica ili posija moze imati nepozeljne uéinke na
bioraspolozivost minerala u tijelu. Neki procesi ¢ak povecaju netopivost kompleksa izmedu
minerala i fitinske kiseline ¢ime se dodatno smanjuje dostupnost minerala. Kivisto i sur.
(1986) su otkrili da ekstruzijsko kuhanje mjeSavine bogate fitatima od Skroba, pSeni¢nih
posija i glutena uzrokuje smanjenje cinka, magnezija i fosfora kod ispitivanih pacijenata, a
kao razlog se navodi inaktivacija fitaze. Bioraspolozivost minerala iz kruhova od cjelovitih
zitarica vrlo je niska iako se pecenjem sadrzaj fitata u takvom kruhu zbog hidrolitickog
djelovanja enzima fitaze smanji za 50 — 60 % (Turk i sur., 1996). Medutim postoje i procesi
obrade poput namakanja, fermentacije, klijanja i zracenja koji imaju uspjeSan efekt u

razgradnji fitinske Kiseline radi aktivacije prirodno prisutne fitaze u zrnu Zitarica.

Fitinska kiselina pokazuje i neke pozitivne u€inke na ljudsko zdravlje. Shamsuddin
(1995) je u svom istrazivanju dokazao kako fitinska kiselina ima antioksidacijski u¢inak zbog
sposobnosti keliranja dvovalentnih kationa. Naime, Zivotinje kojima su davane niske
koncentracije fitinske kiseline u vodi za pi¢e pokazale su znacajno manji broj i veli¢inu
tumora, Cak i ako je dana u kasnoj fazi kad se ocekivalo da ¢e Zivotinja imati razvijen

karcinom. Dakle fitinska kiselina moze djelovati i kao preventiva, ali ima i terapeutski
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ucinak. lako fitinska kiselina nije bila izravni antagonist protiv karcinoma, uspjela je
normalizirati stopu dioba stanica. Osim toga, pokazalo se da fitinska kiselina suzbija i druge
upalne bolesti crijeva (Reddy i sur., 1989).

2.4. ENZIMI

Zitarice sadrze velik broj specifiénih enzima &ije aktivnosti utje¢u na konaénu kvalitetu
sirovina. Polozaj enzima nije ujednacen kroz cijelo zrno — mnogi enzimi nalaze se vanjskom i
aleuronskom sloju te u klici. Prilikom mljevenja, enzimi su neravnomjerno rasporedeni kroz
dobivene frakcije gdje frakcije endosperma imaju nizu enzimsku aktivnost dok je najveca
enzimska aktivnost prisutna u posijama. Visoka razina enzimske aktivnosti moze utjecati na
topivost, viskoznost, ali i nutritivna svojstva prehrambenih vlakana te biodostupnost ostalih
tvari poput minerala ili proteina (Poutanen, 1997).

2.4.1. p-glukanaza

Aktivacijom endogene B-glukanaze u biljkama dolazi do hidrolitickog cijepanja
glikozidnih veza u molekuli B-glukana. Klijanjem dolazi do pucanja stani¢ne stijenke $to
poti¢e endogene enzime na hidroliti¢ku razgradnju molekula Skroba i drugih polisaharida, pa
se tako aktivira i B-glukanaza koja zapocinje razgradnju prisutnih B-glukana u endospermu i
aleuronskom sloju (Hoj i sur., 1989). Optimalan pH za aktivnost p-glukanaze je u rasponu od
4,5 - 5,5 (Bielecki i Galas, 1991). Takoder, B-glukanaza je relativno termostabilan enzim koji
podnosi temperature od 30 °C do 70 °C, medutim pri optimalnoj temperaturi od 65 °C j-

glukanaza pokazuje najvec¢u aktivnost (Bestzyme, 2021).

Kako bi se zadrzao pozitivan fizioloSki u¢inak B-glukana dodan pecenim pekarskim
proizvodima potrebno mu je zadrzati molekularnu masu i strukturu prilikom mijesanja,
fermentacije i dizanja tijesta, a to se najbolje postize inaktivacijom B-glukanaze (Andersson i
sur., 2004). Moriarteya i sur. (2010) istrazivali su utjecaj dodatka kvasca u zamjes za bijeli
kruh obogacen je¢menim B-glukanima. Nakon zavrSetka zamjesa, B-glukani su ekstrahirani te
se myjerila njihova viskoznost koja ovisi o koncentraciji i molekularnoj masi B-glukana.
Viskoznost nije znacajno smanjena ¢ime su zakljucili da enzimska aktivnost kvasaca
prilikom fermentacije tijesta te mehanicko mijeSanje tijesta nema znaCajan utjecaj na
aktivnost B-glukanaze. Ovaj zakljucak je suprotan onome kojeg su Cleary i sur. (2007)
sugerirali kako bi enzimska hidroliza B-glukana u bijelom kruhu oboga¢enom fB-glukanom

mogla biti posljedica enzima prisutnin u dodanom kvascu. U pokusaju da se inaktivira
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endogena B-glukanaza Rieder i sur. (2014) su je¢meno bras$no od cjelovitog zrna podvrgnuli
toplinskoj obradi na temperaturi od 130 °C u trajanju od 90 min. Ovakav tretman smanjio je
aktivnost B-glukanaze oko tri puta, ali nije doveo do potpune inaktivacije. Za smanjenje
aktivnosti ispod 0,15 U kg bilo je potrebno primijeniti temperaturu od 150 °C u trajanju od 3
h. Takoder, Pérez-Quirce i sur. (2016) su u pokuSaju inaktivacije [-glukanaze
mikrovalovima tretirali rizino brasno. Mikrovalna obrada rizinog brasna je dovela do
znac¢ajnog smanjenja aktivnosti B-glukanaze, a ucinak je izrazeniji kad se poveéa vrijeme

tretmana 1 sadrzaj vlage u brasnu.

2.4.2. Fitaza

Aktivacijom endogene fitaze u zitaricama fitinska kiselina se hidrolizira u mio-inozitol
preko intermedijarnin mio-iozitolfosfata (penta- do monofosfata) pritom oslobadajuci
anorganski fosfat. Uklanjanjem fosfatnih skupina s fitinske kiseline, kapacitet vezanja
minerala se smanjuje. Postoji nekoliko vrsta fitaza ¢ije aktivnosti ovise o pH vrijednosti, za
vecinu njih najveca aktivnost je pri kiselom pH u rasponu od 5,0 — 6,0. Takoder optimalna
temperatura koja poti¢e najvecu aktivnost fitaze je u rasponu od 45 — 65 °C (Fredlund i sur.,
1997). Fitaza je smjeStena u aleuronskom sloju zitarica gdje je uglavnom u deaktiviranom
stanju zbog nedostatka vlage koja je potrebna za aktivaciju. Primjeri tradicionalnih
prehrambenih procesa kojima je moguce aktivirati endogenu fitazu su namakanje, pravljenje
slada 1 fermentacija. Klijanjem biljke se takoder aktivira fitaza ¢ime se povecava dostupnost

slobodnog fosfora koji je potreban embriju u razvoju (Oatway, 2001).

Aktivnost fitaze varira ovisno o vrsti zitarica, primjerice da se postigne potpuno
hidroliza fitata za integralno razeno brasno bilo je potrebno 30 minuta namakanja, za
pSenicne posije 2 h, dok kod zobenog integralnog brasna fitati nisu bili u potpunosti
hidrolizirani ¢ak ni nakon 17 h namakanja (Bartnik 1 Szafranska, 1987). Tijekom pecenja
pSeni¢nog i razenog kruha od cjelovitog zrna, sadrzaj fitata je smanjen na 20 — 33 % zbog
povoljnijeg pH i povecanja aktivnosti enzima fitaze (Fretzdorff i Brummer, 1992). U
istrazivanju koje su proveli Turk i sur. (1996) fitati su se tijekom pecenja pSeni¢nog kruha
smanjili za 50 — 60 %. Bitno je znati kako optimirati aktivnost fitaze tijekom pecenja kruha
jer time dobijemo proizvod s ve¢om bioraspolozivos¢u minerala. Neki od bitnijih ¢imbenika
koji utjecu na aktivnost endogene fitaze su veli¢ina Cestica brasna, pH, temperatura, vrijeme

obrade i sadrzaj vode.

14



2.5. ULTRAZVUK VISOKOG INTENZITETA

Ultrazvuéni valovi se klasificiraju kao valovi s frekvencijom vecom od 20 kHz (Slika
5). U prehrambenoj industriji, primjena ultrazvuka se dijeli na ultrazvuk visokog intenziteta i
ultrazvuk niskog intenziteta ovisno o koristenoj zvu¢noj snazi (W), intenzitetu zvuka (W m?)
ili gustoéi zvuéne energije (Ws m3). Ultrazvuk niskog intenziteta ima frekvenciju visu od
100 kHz, a intenzitet ispod 1 W cm™. Takav ultrazvuk ne mijenja fizikalna ili kemijska
svojstva tvari stoga se koristi u analiticke svrhe poput odredivanja fizikalno — kemijskih
svojstava materijala, sastava, Cvrstoce, zrelosti i sl. Nasuprot tome, ultrazvuk visokog
intenziteta ima frekvenciju od 20 — 100 kHz te znatno veéi intenzitet od 10 — 1000 W cm2,
Takav ultrazvuk moze mijenjati fizikalno — kemijska svojstva i strukturu tvari. Koristi se za
inaktivaciju ili aktivaciju enzima, poboljSanje procesa suSenja i smrzavanja, ekstrakciju,
kontrolu procesa kristalizacije, emulgiranja, te otplinjavanje tekuce hrane (Chavan i sur.,
2022).

Infrazvuk Zvuk Ultrazvuk

4+—r> < z - > - - >
0 10 10° 10° 10° 10° 10° 10

| | L ‘ L | | | \]] | | | | i

/ ‘L \\ \
Bumbar Komarac Skakavac Sigmis
150 Hz 1500 Hz 7 kHz 70 kHz
Podrucje ljudskog Ultrazvuk visokog Produljeno podrucje Visoka frekvencija
sluha inteziteta 100 kHz - 2 MHz 2 Mhz - 10 MHz

16 Hz - 16 kHz 20 kHz - 100 kHz

Slika 5. Podrugja podjele zvuka prema frekvencijama (prema Mason, 1998).
2.5.1. Mehanizam djelovanja ultrazvuka visokog intenziteta

Ultrazvuéni valovi prolaze¢i kroz bilo kakav medij utje€u na razmake molekula tako da
ih skupljaju i rastezu. Kad udaljenost izmedu molekula premasi maksimalnu molekularnu
udaljenost potrebnu za drZanje tekucine u kontaktu, tekucina se raspadne stvarajuci praznine
s negativnim tlakom. Takav negativan tlak rezultira formiranjem mjehuria plina koji se
nazivaju kavitacijski mjehuric¢i (Slika 6). Mjehuri¢ koji nastane ovim procesom moze rasti

dok se dosegne kriti¢nu veli¢inu koja ovisi o0 primijenjenoj frekvenciji zvucnog vala. S
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obzirom na to da se tekucina oko kavitacijskih mjehuri¢a i dalje skuplja i rasteze, oni se
mogu ponasati na dva nacina. Pri niskim ultrazvuénim intenzitetima oko 1 W cm? nastaju
stabilni kavitacijski mjehurié¢i, dok se pri intenzitetu ve¢em od 10 W cm? formiraju prijelazni
kavitacijski mjehuri¢i koji se Sire do radijusa koji je najmanje dvostruko veéi od pocetne
veli¢ine prije nego li se uruse u ciklusu kompresije. Prilikom takvog urusavanja mjehurica,
odnosno implozije, dolazi do lokaliziranih visokih temperatura od 5000 K i tlakova veéih od
1000 atm. Upravo te ekstremne temperature i tlakovi uzrokuju oStecenje stanica Sto

posljedi¢no ima uéinak na fizikalno — kemijska svojstva tretirane tvari (Chavan i sur., 2022).

R
)
= \ F " 7 A 7 X : ; T
8 A/ v \ / s / \ ¥ vrijeme
N N _ L
4 :
Stabilna kavitacija A J
<« L > < —
O O« A
- v R
Nastajanje Rast mjehuriéa Smanjivanje mjehuri¢a
uslijed negativhog uslijed pozitivhog pritiska
pritiska

N\Y{
R _  pucanje
Prijelazna kavitacija . ®) . ". Q; . mjehuri¢a

N/

Slika 6. Prikaz stabilne i prijelazne kavitacije nastale djelovanjem ultrazvuka (prema

Kuijpers i sur., 2002).
2.5.2. Utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta na enzimsku aktivnost

Ultrazvuk se u prehrambenoj i biotehnoloskoj industriji najprije koristio kao metoda
inaktivacije mikrobne i enzimske aktivnosti, medutim nedavno je otkriveno kako ultrazvuk
ne mora inaktivirati sve enzime osobito ako se koriste blagi uvjeti. Pokazalo se kako upotreba
ultrazvucnog tretmana pri odgovaraju¢im frekvencijama i razinama intenziteta moze dovesti
do aktivacije enzimske aktivnosti zbog povoljnijih konformacijskih promjena enzimske
strukture (Nadar i Rathod, 2017).

Najcesce se koristi ultrazvuk visokog intenziteta frekvencije uglavnom iznad 30 kHz za
inaktivaciju mnogobrojnih enzima primjerice kako bi se sprijecile posije i tijesto od raznih

negativnih uc¢inaka poput posmedivanja, gubitka nutritivne vrijednosti i oksidacijskog
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kvarenja (Habus i sur., 2021a, b i ¢). Inaktivacija enzima ultrazvukom je uglavnom posljedica
implozije kavitacijskih mjehuri¢a radi koje na mikro razini nastaju ekstremna lokalna
poveéanja temperature i tlaka (Islam i sur., 2014). Ultrazvukom se razvijaju i stabilni
kavitacijski mjehuri¢i koji pod utjecajem ultrazvu¢nih valova vibriraju i pokre¢u
mikrostrujanja u tekué¢ini koja su dovoljno snazna da utjeu na konformaciju enzima
razarajuci vodikove i van der Waalsove interakcije (Huang i sur., 2017). Takoder, ako je rije¢
0 vodenom mediju, dolazi do stvaranja visokoreaktivnih hidroksilnih radikala koji mogu
oStetiti strukturu proteinskog lanca ¢ime se inaktivira enzimska aktivnost (Ercan i Soysal,
2011). U novije vrijeme pocCeo se istrazivati ultrazvuk nize frekvencije za modificiranje
enzimskog proteinskog lanca bez naruSavanja strukture i1 enzimske aktivnosti. Naime
periodi¢ne fluktuacije promjena tlakova uzrokovane ultrazvukom mogu promijeniti prostornu
konformaciju enzima i time utjecati na njegovu aktivnost (Duan i sur., 2011). Dakle, enzimi
su osjetljivi na ultrazvucno zracenje, bilo da ih ono aktivira ili inaktivira, a njihova tolerancija
ovisi o fizioloskim svojstvima samog enzima kao i parametrima ultrazvuka poput snage,

frekvencije i tipa ultrazvucne obrade (Huang i sur., 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

U ovom radu kao uzorak koristile su se zobene (Eko — Jazo, Ivanovec, Hrvatska) i
je¢émene (OPG Ivan Varga, Cakovec, Hrvatska) posije sa svrhom odredivanja utjecaja
razli¢itih tretmana ultrazvukom visokog intenziteta na njihova fizikalno-kemijska svojstva,
koncentraciju fitata, aktivnost fitaze i B-glukanaze, udio ukupnih polifenola i antioksidacijsku
aktivnost. Nakon tretiranja zobenih i1 je¢menih posija ultrazvukom visokog intenziteta posije

su podvrgnute procesu liofilizacije i bile skladiStene u zamrzivacu na -18 °C.
3.2. METODE
3.2.1. Ultrazvuéna obrada posija

Aparatura i pribor:

1) Laboratorijska ¢asa od 250 mL

2) Laboratorijska Zlica

3) Laboratorijska vaga (Kern, Njemacka)

4) Menzura od 100 mL

5) Ultrazvuéni procesor UP 400st (dr. Hielscher GmbH, Njemacka)

Reagensi

1) Destilirana voda

Postupak:

U staklenoj laboratorijskoj ¢asi se pripremi 15 %-tna suspenzija posija tako da se
najprije izvaze 30 g posija kojima se doda 200 mL destilirane vode i na kraju se tako
pripremljena suspenzija dobro promijesa (Habus§ i sur., 2021a). Slijedi obrada ultrazvukom
visokog intenziteta (UVI) na uredaju UP 400st (dr. Hielscher GmbH, Njemacka) sondom
promjera 22 mm. Ultrazvuc¢na sonda se uroni u sredinu do polovice volumena suspenzije tako
da ne dira stijenke ¢ase, potom se uroni temperaturna sonda koja mjeri promjenu temperature
tijekom tretmana, postave se postavke tretmana i zapo¢ne se s obradom. Uzorci su tretirani
ultrazvukom visokog intenziteta snage 400 W i frekvencije 24 kHz uz amplitudu 100 %. Na

zobenim 1 je¢menim posijama (0znaka ZP i JP) primijenjena je klasi¢na obrada ultrazvukom
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visokog intenziteta s utroskom energije od 20 000 i 50 000 Ws §to se na uzorke od 200 mL
izrazava kao 100 J mL? i 250 J mL? (oznaka 100 i 250). Osim klasiéne, primijenjena je i
pulsirajuca obrada ultrazvukom visokog intenziteta kod koje nakon 5 sekundi obrade slijedi
10 sekundi pauze. Kod tih uzoraka se takoder primijenio utrosak energije od 20 000 Ws i 50
000 Ws $to je na uzorke od 200 mL izrazeno kao 100 J mL™ i 250 J mL™ (oznaka 100 5/10s i
250 5/10s).

Radi bolje procjene utjecaja ultrazvuka visokog intenziteta na fizikalno-kemijska
svojstva zobenih i je¢menih posija, pripremljena je jedna 15 %-tna suspenzija za zobene i
jedna za jeCmene posije koje nisu prosle ultrazvu¢nu obradu nego su takve nativne suspenzije
(oznaka N) liofilizirane i kasnije koristile u svim postupcima analize kao i posije koje su

prosle ultrazvu¢nu obradu.

Tablica 2. Oznake uzoraka i uvjeti tretmana ultrazvukom visokog intenziteta

UtroSak energije po
Oznaka uzorka Vrsta posija volumenu uzorka Nacin tretmana
(J/mL)

ZPN - -
ZP100 100 Kontinuiran
ZP100 5/10s Zobene posije 100 Pulsirajuci
ZP250 250 Kontinuiran
ZP250 5/10s 250 Pulsirajuci

JPN - -
JP100 100 Kontinuiran
JP100 5/10s Je¢mene posije 100 Pulsirajuci
JP250 250 Kontinuiran
JP250 5/10s 250 Pulsirajuci

3.2.1.1. Liofilizacija posija

Aparatura i pribor:

1) Liofilizator Christ Alpha 1-4 LSC plus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Njemacka)

2) Plasti¢ne ¢aSe (urinarke, 100 mL)
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3) Stakleni Stapic

4) Plasti¢ne vrecéice

Postupak:

Nakon tretmana UVI, svaki uzorak se dekantira otprilike u jednakoj koli¢ini u dvije
plasti¢ne CaSe (urinarke), ¢ase se poklope i skladiste u zamrzivacu na temperaturi od -18 °C.
Uzorci se 24 h prije liofilizacije moraju jo$ dodatno smrznuti na -80 °C u posebnom
zamrzivacu. Otklopljene uzorke se postavi na diskove liofilizatora, uredaj se poklopi i
zapocne se s procesom liofilizacije. Sam proces liofilizacije traje 48 h, odnosno sve dok
uzorak ne postigne sobnu temperaturu. Nakon liofilizacije, osuSeni uzorci se staklenim
Stapi¢em skinu sa stijenka plasti¢nih Casa te se isti uzorci iz dvije ¢ase spoje u jednu vreéicu i
dobro promijesaju. Tako homogenizirani uzorak se skladisti u zamrzivacu na -18 °C, a prije
analiza aktivnosti B-glukanaze i fitaze su dodatno usitnjeni na mlincu za kavu na veli¢inu

¢estica manju od 0,5 mm.
3.2.2. Odredivanje kapaciteta zadrzavanja vode

Odredivanje kapaciteta zadrzavanja vode (WRC — engl. Water Retention Capacity)
provedeno je prema opisu iz rada Guzman i sur. (2015) uz odredene modifikacije, a
predstavlja vodu koja ostaje vezana za hidratizirana vlakna nakon primjene vanjske sile (tlaka

ili centrifuge).

Aparatura i pribor:

1) Plasti¢ne mikroepruvete od 2 mL

2) Analiticka vaga, osjetljivosti +/- 0,0001 g (Kern &Sohn GmbH, ALS 220-4N,
Balingen, Njemacka)

3) Laboratorijska Zli¢ica

4) Pipeta od 1000 — 5000 pL

5) Vortex mijesalica (Vortex 4 basic, IKA, Njemacka)

6) Centrifuga (Thermo Fisher Scientific, MicroCL 21, Waltham, SAD)

Reagensi:

1) Destilirana voda
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Postupak:

Najprije se zapiSu odvage praznih mikroepruveta od 2 mL. Nakon toga se u
mikroepruvete izvaze 300 mg nesamljevenih posija te se doda 1,5 mL destilirane vode pritom
drze¢i mikroepruvete na vorteksu kako bi se uzorak lakSe homogenizirao. Svaki uzorak se jo$
20 min dodatno vorteksirao ja¢inom od 1500 o/min. Uzorci se nakon toga stavljaju 5 min na
centrifugu jacine 8000 g. Nakon zavrSetka centrifuge, iz mikroepruveta s uzorcima se izlije
supernatant, a ono Sto je preostalo se okrene za 180 ° kako bi se uzorci dodatno ocijedili.
Tako okrenuti uzorci se ostave 10 min nakon Cega se za kraj ponovno izvazu, analiza se
provodi u dvije paralele za svaki uzorak, a kapacitet zadrzavanja vode se izraCuna prema

jednadzbi:

WRC % = (@> x ( 86 ) x 100 [1]
my 100 — % vlage

gdje je:

mz— masa kona¢nog gela (Q)

m1 — masa pocetnog uzorka (Q)
3.2.3. Odredivanje bubrenja u vodi

Odredivanje bubrenje u vodi (WSC — engl. Water Swelling Capacity) provedeno je

metodom opisanom u radu Raghavendra i sur. (2004).

Aparatura i pribor:

1) Menzura od 10 mL

2) Analiticka vaga, osjetljivosti +/- 0,0001 g (Kern &Sohn GmbH, ALS 220-4N,
Balingen, Njemacka)

3) Laboratorijska Zlica

4) Pipeta 1000 — 5000 pL

5) Stakleni lijevak

Reagensi:

1) Destilirana voda
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Postupak:

U staklene menzure od 10 mL se odvaze 200 mg nesamljevenih posija te se otpipetira
10 mL destilirane vode. Uzorci se tako ostave 18 h na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se oCita
konac¢ni volumen taloga. Analiza se za sve uzorke provodila u dvije paralele, a bubrenje u

vodi se izraCuna prema jednadzbi:

V.
WSC (mL g~t) = m—z [2]
1

gdje je:
V2 — volumen kona¢nog taloga (mL)
m1 — masa pocetnog uzorka (Q)

3.2.4. Odredivanje udjela vode i suhe tvari

Metoda odredivanja koli¢ine vode u zobenim i je¢menim posijama definirana je
Pravilnikom o metodama fizikalno — kemijske analize za zita i mlinske proizvode 28/11.
Dobiveni rezultati udjela vode preracunali su se u udio suhe tvari u uzorku koji se potom
koristio u izracunu ostalih dobivenih rezultata na masu suhe tvari u zobenim i je¢menim

posijama.

Aparatura i pribor:

1) Metalne zdjelice

2) Susionik ST-01/02, Instrumentaria

3) Eksikator sa silicagelom

4) Laboratorijska zlica

5) Analiticka vaga, osjetljivosti +/- 0,0001 g (Kern &Sohn GmbH, ALS 220-4N,
Balingen, Njemacka)

Postupak:

Najprije se zapiSe odvaga prethodno osusene, prazne metalne zdjelice s poklopcem
nakon Cega se izvaze 2 £ 0,0005 g uzorka. Otklopljena zdjelica s uzorkom i poklopac se stave
na suSenje 90 minuta u suSionik zagrijan na 130 °C. Nakon suSenja, zdjelica s uzorkom se
izvadi, poklopi i stavi u eksikator na hladenje. Nakon hladenja, poklopljena zdjelica s
uzorkom se ponovno vaze. Svaki uzorak se susio u duplikatu, a kao rezultat se uzima srednja

vrijednost. Koli¢ina vode u uzorku prikazuje se u postocima, a racunata je prema jednadZzbi:
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— x 100
Udio vode (%) = (Mo ‘rrr:) [3]
0

gdje je:

mo = masa uzorka (g)

m1 = masa uzorka nakon susenja (g)

Dobiveni podaci o udjelu vode u uzorku preracunati su na udio suhe tvari u uzroku

prema jednadzbi:

Udio suhe tvari (%) = 100% — udio vode (%) [4]

3.2.5. Ekstrakcija slobodnih fenolnih spojeva

Ekstrakcija slobodnih fenolnih spojeva provedena je metodom prema Cukelj Mustag i
sur. (2019).

Aparatura i pribor:

1) Plasti¢ne mikroepruvete 2 mL

2) Analiticka vaga, osjetljivosti +/- 0,0001 g (Kern &Sohn GmbH, ALS 220-4N,
Balingen, Njemacka)

3) Laboratorijska Zlica

4) Mikropipeta od 100 — 1000 pL

5) Vortex mijesalica (Vortex 4 basic, IKA, Njemacka)

6) Ultrazvuc¢na kupelj (Bandelin Electronic RK 100 H; Sonorex, Berlin, Njemacka)

7) Centrifuga (Thermo Fisher Scientific, MicroCL 21, Waltham, SAD)

Reagensi:

1) 80 %-tni etanol

Postupak:

U plasticne mikroepruvete za centrifugiranje volumena 2 mL u triplikatima se izvaZe
to¢no 250 mg uzorka te se u svaki uzorak doda 1 mL 80 %-tnog etanola. Uzorci se
homogeniziraju na vorteksu 10 min nakon ¢ega se postave u ultrazvué¢nu kupelj na sobnoj
temperaturi u trajanju od 10 minuta. Slijedi centrifuga u trajanju od 15 minuta pri 8000

o/min. Tako dobiveni supernatanti se dekantiraju u nove mikroepruvete volumena 2 mL,
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postupak ekstrakcije se ponovi jo§ dva puta nakon cega se supernatanti triplikata dekantiraju
u jednu ¢istu mikroepruvetu i upare pomocu dusika. Upareni uzorci skladiSte se u zamrzivacu

pri temperaturi od -18 °C, a prije daljnjih analiza uzorak se otopi u 500 pL metanola.
3.2.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti provedeno je modificiranom FRAP (engl.
Ferric Reducing Ability of Plasma) metodom prema Belsc¢ak i sur. (2009). Metoda se temelji
na redukciji zuto obojenog kompleksa zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-tirazina (Fe (I11)-TPTZ) u
intenzivno plavi kompleks Fe (I1)-TPTZ. Reakcija se odvija u prisustvu antioksidansa koji
donira elektron pri pH od 3,6. Nizak pH osigurava dobru topljivost Zeljeza i nizi ionizacijski
potencijal koji omogucava pomak reakcije u smjeru prijenosa elektrona. Promjena boje mjeri
se spekrtofotometrijski pri valnoj duljini od 593 nm, a intenzitet boje proporcionalan je
redukcijskoj sposobnosti antioksidansa (Benzie i Strain, 1996; Ou i sur., 2002).

Aparatura i pribor:

1) Pipeta5 mL

2) Mikropipete 10 — 100 pL i 100 — 1000 pL

3) Laboratorijska ¢asa

4) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

5) Spektrofotometar (PERKIN ELMER Lambda UV/Vis/NIR, Waltham, Massachusetts,
SAD)

Reagensi:

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

2) 20 mM otopina FeClz x 6 H2O (Kemika, Hrvatska)

3) 10 mM otopina TPTZ (2,4,6-Tris (2 piridil)-s-triazin) (Alfa- Aesar, Njemacka)

4) 40 mM otopina klorovodiéne kiseline (Panreac, Spanjolska)

5) 300 mM otopina acetatnog pufera

Postupak:

Najprije se pripremi FRAP reagens tako da se 2,5 mL 20 mM FeClz x 6 H>O 12,5 mL
10 mM TPTZ u 40 mM HCI pomijesa i otopi u 25 mL 300 mM acetatnog pufera. Tako

pripremljeni reagens se prije uporabe zagrije i kontinuirano odrzava na 37 °C. U mikrokivete
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se otpipetira 20 pL ekstrahiranog uzorka otopljenom u metanolu metodom prema Cukelj
Mustac i sur. (2019) i 1 mL FRAP reagensa, a osim toga za svaki uzorak pripremi se i slijepa
proba gdje se umjesto uzorka otpipetira 20 uL metanola. Reakcija se pusti 4 min nakon ¢ega
se na spektrofotometru izmjeri apsorbancija otopine s uzorkom i slijepe probe prije 593 nm.
Vrijednost za izraCunavanje kona¢nog rezultata dobije se oduzimanjem apsorbancije slijepe

probe od apsorbancije uzorka.

Izrada bazdarnog dijagrama:

Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) je otopljen u
metanolu u pet razli¢itih koncentracija prema kojima je izraden bazdarni dijagram (Slika 7).
Antioksidacijska aktivnost ispitivanog uzorka odreduje se iz jednadzbe bazdarnog pravca koji
prikazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji standardne otopine Troloxa (mg mL™).
Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom provedeno je u tri paralelne probe
(n=3), a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti uzoraka s pripadaju¢im standardnim

devijacijama u umol Troloxa/g s.tv. uzorka.
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Slika 7. Bazdarna krivulja za FRAP metodu
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Jednadzba bazdarnog pravca:
y =2,813x + 0,0451
R =0,9979

pri cemu je:

x — koncentracija standardne otopine Trolox (mg mL™?)

y — izmjerena vrijednost apsorbancije pri 593 nm

3.2.7. Odredivanje ukupnih fenolnih spojeva

Odredivanje ukupnih fenolnih spojeva (TPC) provedeno je modificiranom Folin-
Ciocalteau metodom prema Yu i sur. (2002). Ukupni fenolni spojevi odredeni su prema
Folin-Ciocalteau metodi temeljenoj na kolorimetrijskoj reakciji Folin-Ciocalteau reagensa s
fenolima kao reducensima. Folin-Ciocalteau reagens je smjesa fosfovolframove i
fosfomolibdenske kiseline koja reagira s fenoksid ionom iz uzorka. Dolazi do oksidacijsko-
redukcijske reakcije gdje fenoksid ion oksidira, a Folin-Ciocalteau reagens reducira do plavo
obojenog volframovog i molibdenovog oksida. Intenzitet nastalog plavog obojenja odredi se
na spektrofotometru pri valnoj duljini od 765 nm (Agbor 1 sur., 2014). Ocitana apsorbancija
proporcionalna je intenzitetu nastalog plavog obojenja, odnosno koncentraciji ukupnih

polifenola iz uzorka (Singleton i Rossi, 1965).

Aparatura i pribor:

1) Mikropipete 10 — 100 pL i 100 — 1000 pL

2) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

3) Spektrofotometar (PERKIN ELMER Lambda UV/Vis/NIR, Waltham, Massachusetts,
SAD)

Reagensi:

1) Folin-Ciocalteau reagens (Sigma-Aldrich, SAD)
2) 20 %-tna otopina natrijevog karbonata (Na2CO3z) (Gram-mol, Hrvatska)
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Postupak:

U mikrokivetu se otpipetira 400 pL destilirane vode, 20 pL ekstrahiranog uzroka
otoplienom u metanolu metodom prema Cukelj Mustad i sur. (2019) i 100 pL Folin-
Ciocalteau reagensa. Nakon tri minute se doda 300 pL 20%-tne otopine Na,COs i 1180 pL
destilirane vode. Na kraju se mikrokiveta zacepi pomocu parafilma te se sadrzaj se pazljivo
promijesa. Tako pripremljena reakcija mora jo§ odstajati 2 h u mraku, na sobnoj temperaturi,

nakon ¢ega se na spektrofotometru odredi apsorbancija na valnoj duljini od 765 nm.

Izrada bazdarnog dijagrama:

Ferulinska kiselina (FER) je otopljena u metanolu u pet razli¢itih koncentracija prema
kojima je izraden bazdarni dijagram (Slika 8). Ukupni fenoli (TPC) ispitivanog uzorka
odreduju se iz jednadzbe bazdarnog pravca koji prikazuje ovisnost apsorbancije o
koncentraciji standardne otopine ferulinske kiseline (mg mL™?). Odredivanje udjela ukupnih
fenolnih spojeva Folin-Ciocalteau metodom provedeno je u tri paralelne probe (n=3), a
rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti uzoraka s pripadaju¢im standardnim devijacijama

u umol ekvivalenta ferulinske kiseline (FER) na 100 g suhe tvari uzorka.
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Slika 8. Bazdarna krivulja za odredivanje ukupnih slobodnih fenolnih spojeva
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Jednadzba bazdarnog pravca:
y =0,8786x + 0,1243
R =0,999

pri cemu je:

x — koncentracija ukupnih fenola (mg mL™?)

y — izmjerena vrijednost apsorbancije pri 765 nm
3.2.8. Odredivanje fitinske kiseline (fitata) i ukupnog fosfora

Postupak odredivanja fitinske kiseline (fitata) i ukupnog fosfora proveden je
enzimskom metodom koju je razvio Megazyme (K-PHYT 05/19). Fitinska kiselina (mio-
inozitol-1,2,3,4,5,6-heksakisfofat; 1Ps) pod utjecajem specifi¢ne fitaze, enzima za fitinsku
kiselinu, hidrolizira na nize oblike mio-inozitol fosfata (IPs, IPs, IP3, IP2) pritom oslobadajuci
anorganski oblik fosfora (Pi). Naknadni tretman alkalnom fosfatazom osigurava oslobadanje
kona¢nog fosfata iz najnizeg oblika mio-inozitol fosfata (IP1) koji je relativno otporan na
djelovanje fitaze. Otpusteni anorganski oblik fosfora reagira s amonijevim molibdatom,
nastaje molibdofosforna kiselina koja pod kiselim uvjetima reducira u molibden plavo.
Koli¢ina nastalog molibden plavog proporcionalna je koli€ini prisutnog anorganskog fosfora
u uzorku Cija se koli¢ina odreduje spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije na valnoj
duljini od 655 nm. Anorganski fosfor se kvantificira kao fosfor iz fitinske kiseline pomoc¢u
kalibracijske krivulje generirane koriStenjem standarda s poznatom koncentracijom fosfora

(Megazyme, 2019).

Aparatura i pribor:

1) Laboratorijska ¢asa od 100 mL

2) Laboratorijska Zlica

3) Parafilm

4) Analiticka vaga, osjetljivosti +/- 0,0001 g (Kern &Sohn GmbH, ALS 220-4N,
Balingen, Njemacka)

5) Pipeta 1000 — 5000 pL

6) Mikropipeta 100 — 1000 pL

7) Mikroepruvete 1,5 mL
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8) Magnetska mijesalica (IKA® RTS5, Staufen im Breisgau, Njemacka)

9) Centrifuga (Thermo Fisher Scientific, MicroCL 21, Waltham, SAD)

10) Vortex mijesalica (Vortex 4 basic, IKA, Njemacka)

11) Spektrofotometar (PERKIN ELMER Lambda UV/Vis/NIR, Waltham, Massachusetts,
SAD)

Reagensi:

1) Kit (Megazyme, K-PHYT 05/19)
e Dbocal - pufer pH5,5
e boca 2 — suspenzija enzima fitaze
e boca 3 - pufer pH 10,4 s MgCl,, ZnSO4
e Dboca 4 — suspenzija enzima alkalne fosfataze
e boca 5 - standardna otopina fosfora (50 pg/mL)
e Dboca 6 — kontrolno zobeno brasno

2) Askorbinska kiselina (10 % w/v)

3) 1 M otopina H2SO4

4) Amonijev molibdat (5 % wi/v)

5) Trikloroctena kiselina (50 % wi/v)

6) 0,66 M otopina HCI

7) 0,75 M otopina NaOH

8) Destilirana voda

Postupak:

Ekstrakcija: Metoda zapocinje Kiselinskom ekstrakcijom fitata iz uzorka. U staklenu
Casu se izvaze 1 + 0,0001 g uzorka, doda se 20 mL 0,66 M klorovodi¢ne kiseline, ¢aSa se
pokrije parafilmom i ostavi se na magnetskoj mijesalici minimalno 3 h (preporuka ostaviti
preko noé¢i) na sobnoj temperaturi. Otpipetira se 1 mL tako ekstrahiranog uzroka u
mikroepruvete od 1,5 mL koje se potom stave na centrifugu na 13 000 rpm-a, 10 min. U ¢istu
mikroepruvetu (1,5 mL) se prebaci 0,5 mL dobivenog supernatanta kojeg je potrebno odmah

neutralizirati dodatkom 0,5 mL 0,75M natrijevog hidroksida.

Defosforilacija: Neutralizirani uzorak se koristi u daljnjem postupku odredivanja
slobodnog i ukupnog fosfora. Prilikom odredivanja slobodnog fosfora, u Ciste mikroepruvete

od 1,5 mL otpipetira se 0,62 mL destilirane vode, 0,2 mL otopine 1 (pufer), 0,05 mL
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ekstrakta uzorka, dok se za odredivanje ukupnog fosfora otpipetira 0,60 mL destilirane vode,
0,2 mL otopine 1 (pufer), 0,05 mL ekstrakta uzorka i najvaznije 0,02 mL suspenzije 2 (enzim
fitaza). Tako pripremljene otopine se homogeniziraju na vorteks mijesalicu i stave se na
inkubaciju u vodenu kupelj temperature 40 °C u trajanju od 10 min. SljedeCa reakcija
zapocinje dodatkom 0,02 mL destilirane vode i 0,2 mL otopine 3 (pufer) za slobodni fosfor,
dok se za odredivanje ukupnog fosfora dodaje 0,2 mL otopine 3 (pufer) i 0,02 mL suspenzije
4 (enzim alkalna fosfataza (ALP)). Otopine se ponovno homogeniziraju na vorteksu i stave u
vodenu kupelj na inkubaciju u trajanju od 15 minuta pri temperaturi od 40 °C. Nakon isteka
vremena reakcije se zaustavljaju dodatkom 0,3 mL trikloroctene kiseline te se mikroepruvete
ponovno stave na centrifugu (13 000 o m™, 10 min).

Kolorimetrijsko odredivanje fosfora: U nove mikroepruvete se pazljivo otpipetira 1 mL
supernatanta i 0,5 mL prethodno pripremljenog reagensa za obojenje, izmijeSa na vorteksu i
stavi u vodenu kupelj na inkubaciju u trajanju od 1 h pri temperaturi od 40 °C. Nakon isteka
vremena, mikroepruvete se ponovno mijeSaju na vorteksu i 1 mL se prebaci u Kivete gdje se

unutar 3 h mora ocitati apsorbancija na spektrofotometru pri valnoj duljini od 655 nm.
3.2.9. Odredivanje aktivnosti fitaze

Postupak odredivanja aktivnosti fitaze proveden je enzimskom metodom koju je razvio
Megazyme, Irska, pomoéu K-PHYTASE 09/21 seta. Metoda se temelji na hidrolizi fitinske
kiseline pomocu enzime fitaze Cime se oslobada anoroganski fosfat. Koli¢ina fosfata se
kvantificira u drugoj reakciji koja se temelji na razgradnji MESG-a posredstvom enzima
PNP-aze u prisutnosti slobodnog anorganskog fosfata. Ova reakcija uzrokuje pomak
maksimuma apsorbancije MESG supstrata s 330 nm do 360 nm. Stopa otpustanja fosfata
izravno se odnosi na brzinu hidrolize fitinske kiseline pomocu fitaze i stoga se moZze koristiti

za odredivanje aktivnosti fitaze (Megazyme, 2021).

Aparatura i pribor:

1) Staklene epruvete 18 mL

2) Plasti¢ne mikroepruvete 1,5 mL

3) Laboratorijska Zlica

4) Analiticka vaga, osjetljivosti +/- 0,0001 g (Kern &Sohn GmbH, ALS 220-4N,
Balingen, Njemacka)

5) Pipeta 1000 — 5000 pL
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6) Mikropipete, 10 — 100 pL i 100 — 1000 pL

7) pH metar (JENWAY 3510, UK)

8) Vodena kupelj s tresilicom (SBS40, Stuart, UK)

9) Centrifuga (Thermo Fisher Scientific, MicroCL 21, Waltham, SAD)

10) Centrifuga Rotina 35 (Hettich, Njemacka)

11) Vortex mijesalica (Vortex 4 basic, IKA, Njemacka)

12) Spektrofotometar (PERKIN ELMER Lambda UV/Vis/NIR, Waltham, Massachusetts,
SAD)

Reagensi:

1) Kit (Megazyme, K-PHYTASE 09/21)
e boca 1 — fitinska kiselina
e Dboca 2 — stop reagens
e Dboca 3 — pufer pH 7,75
e Dboca 4 — otopina MESG
e Dboca5 — otopina PNP-aze
e Dboca 6 — standardna otopina fitaze
2) Polisorbat 20 (10 % wi/v)
3) Octena kiselina
4) 5 M otopina NaOH

5) Destilirana voda

Postupak:

Ekstrakcija: Najprije je potrebno provesti ekstrakciju uzorka. U epruvetu se odvaze 1 +
0,0001 g samljevenog uzorka (veli¢ina Cestica do 0,5 mm), doda se 5 mL pufera za
ekstrakciju te se uzorci intenzivno vorteksiraju 15 min na sobnoj temperaturi. Tako
homogenizirani uzorak se centrifugira 10 min jac¢inom od 3000 g, a supernatant je potrebno

dodatno odsoliti smolom za odsoljavanje,

Reakcija enzim — supstrat: U epruvetu se otpipetira 0,2 mL otopine fitinske Kiseline
(boca 1) te se stavi na inkubaciju u vodenu kupelj zagrijanu na 40 °C s ekstrahiranim
uzorcima u zasebnim epruvetama. Nakon 5 minuta u svaku otopinom fitinske kiseline doda
se 0,2 mL ekstrahiranog uzorka, takva reakcijska smjesa se intenzivno vorteksira nekoliko

sekundi i ostavi 3 h u vodenoj kupelji na 40 °C. Nakon 20 min, reakcija se prekida dodatkom
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stop reagensa (boca 2), ponovno se reakcijska smjesa vrlo intenzivno vorteksira. Od takve
reakcijske smjese se uzme 0,1 mL alikvota za sljede¢i korak. Takoder, za svaki uzorak se radi
slijepa proba tako da se nakon inkubacije otopine fitinske kiseline doda najprije stop reagens,

dobro vorteksira, nakon ¢ega se doda ekstrakt uzorka.

Detekcija fosfata: U kivete se otpipetira 0,6 mL destilirane vode, 0,1 mL uzorka iz
prethodnog koraka, 0,2 mL pufera (boca 3) te 0,1 mL MESG-a (boca 4). Za svaki uzorak
potrebno je napraviti isto sa slijepom probom; umjesto 0,1 mL uzorka, pipetira se 0,1 mL
slijepe probe iz prethodnog koraka. Tako pripremljena reakcijska smjesa se promucka te se
oCita apsorbancija na spektrofotometru pri valnoj duljini od 360 nm. Nakon 3 min potrebno je
zapoceti sljedecu reakciju dodatkom 0,01 mL PNPaze (boca 5) u kivete s uzorcima 1 u slijepe
probe nakon Cega se kivete promuckaju te se nakon 20 min ponovno ocita apsorbancija na

spektrofotometru pri valnoj duljini od 360 nm.

3.2.10. Odredivanje aktivnosti g-glukanaze

Postupak odredivanja aktivnosti B-glukanaze proveden je enzimskom metodom koju je
razvio Megazyme, Irska, pomo¢u K-MBG4 08/18 seta uz modifikaciju postupka ekstrakcije.
Endo — 1,3-1,4 — B-glukanaza je enzim odgovoran za razgradnju B-glukana koji se nalaze u
stani¢nim stijenkama Zitarica. Odgovoran je za hidrolizu B-(1,4)-glikozidnih veza koje nose
B-(1,3)-vezan glukozilni ostatak na nereduktivnoj strani. U ovoj reakciji kao supstrat f-
glukanazi koristi se BCNPBG4 te se mjeri brzina otpustanja CNP-a koja je izravno povezana
s brzinom hidrolize BCNPBG4. Reakcija se zaustavlja stop reagensom (otopina tris pufera)

¢ime se razvija boja koja se spektrofotometrijski mjeri na valnoj duljini od 400 nm.

Aparatura i pribor:

1) Staklene epruvete 18 mL

2) Plasti¢ne mikroepruvete 1,5 mL

3) Laboratorijska Zlica

4) Analiticka vaga, osjetljivosti +/- 0,0001 g (Kern &Sohn GmbH, ALS 220-4N,
Balingen, Njemacka)

5) Pipeta 1000 — 5000 pL

6) Mikropipete, 10 — 100 pL i 100 — 1000 pL

7) pH metar (JENWAY 3510, UK)

8) Vodena kupelj s tresilicom (SBS40, Stuart, UK)
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9) Centrifuga (Thermo Fisher Scientific, MicroCL 21, Waltham, SAD)

10) Vortex mijesalica (Vortex 4 basic, IKA, Njemacka)

11) Spektrofotometar (PERKIN ELMER Lambda UV/Vis/NIR, Waltham, Massachusetts,
SAD)

Reagensi:

1) Kit (Megazyme, K-MGBL 03/11)
e boca 1 — 4,6-O-benziliden-2-kloro-4-nitrofenil-B-(3-B-D-celotriozil-glukoza)
(BCNPBG4)
e boca 2 — sladno brasno sa standardiziranom aktivnoséu p-glukanaze
2) 100 mM otopina natrijev acetatnog pufera pH 4,5 (pufer za ekstrakciju)
3) Tris pufer pH 10 (2% wi/v)

Postupak:

Najprije je potrebno provesti ekstrakciju uzorka. U epruvete se odvaze 0,5 g uzorka,
doda se 8 mL pufera za ekstrakciju i 15 minuta se uzorak intenzivno vorteksira na sobnoj
temperaturi. Nakon toga uzorci se centrifugiraju 50 min pri 3000 g. Nakon provedene

centrifuge supernatanti uzoraka se koriste u daljnjem postupku.

Za analizu aktivnosti B-glukanaze, u epruvetu se otpipetira 0,1 mL otopine BCNPBG4
te se stavi na inkubaciju u vodenu kupelj zagrijanu na 30 °C s ekstrahiranim uzorcima u
zasebnim epruvetama. Nakon 3 minute u svaku epruvetu s BCNPBG4 doda se 0,5 mL
ekstrahiranog uzorka, takva reakcijska smjesa se intenzivno vorteksira nekoliko sekundi i
ostavi 20 min u vodenoj kupelji na 30 °C. Nakon 20 min, reakcija se prekida dodatkom 0,9
mL stop reagensa (tris pufer), ponovno se reakcijska smjesa vrlo intenzivno vorteksira te se
vadi van iz vodene kupelji. Takoder, za svaki uzorak se radi slijepa proba tako da se nakon
inkubacije BCNPBG4 doda najprije stop reagens, dobro se vorteksira, nakon ¢ega se doda
ekstrakt uzorka. Otopine uzoraka i slijepih proba otpipetiraju se u Kkivete kojima se

spektrofotometrijski odredi apsorbancija na 400 nm.

3.2.11. Izrada tankog kruha

Pecenje tankog kruha provedeno je prema recepturi za jednoslojni tanak kruh koji prolazi
kroz proces fermentacije s kvascem. Pripremljen je tanak kruh s 85 % brasna tip 850 te 15 %
brasna tip 550 bez dodanih posija kao kontrola (TK-K), te tanak kruh s dodanih 10 %
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netretiranih zobenih posija na masu brasna (TK-ZP) kao i tanak kruh s 10 % netretiranih
je¢menih posija na masu brasna (TK-JP). Za odredivanje koli¢ine vode koju je potrebno
staviti u zamjes koristio se farinograf (Brabender, Njemacka). Za kontrolni kruh i za kruh s
dodanim je¢menim posijama bilo je potrebno staviti 60 % vode na masu brasna, a za tanak
kruh s dodanim zobenim posijama 61 % vode na masu brasna kako bi se postigla
konzistencija od 500 BU. Ostali sastojci i dodane koli¢ine sastojaka prikazani su u tablici 3.

Svaka vrsta tankog kruha pripremljena je u 5 paralela.

Aparatura i pribor:

1) Farinograf (Brabender, Njemacka)

2) Mikser (Diosna, Njemacka)

3) Pe¢ (Werner&Pfleiderer GmbH, Njemacka)
4) Laboratorijska vaga (Kern, Njemacka)

5) Laboratorijska Zlica

6) Posude za vaganje

7) Valjak

Tablica 3. Receptura tankog kruha

Sastojci TK-K TK-ZP TK-JP
Brasno tip 850 (g) 627,72 587,90 591,30
Brasno tip 550 (g) 110,76 103,75 104,35
Zobene posije (g) / 69,16 /
Je¢mene posije (g) / / 69,57
Voda (g) 443,04 421,90 417,39
Kamena sol (g) 11,04 10,37 10,43
Instant kvasac (g) 7,44 6,92 6,96

Prije pocdetka mijeSanja potrebno je provjeriti temperature sastojaka, odnosno
temperature zraka, braSna 1 vode zajedno moraju biti 50 °C. Nakon toga se voda, brasno i
kvasac stave u mikser i zapocne se s mijeSanjem. Prvo se 2 minute mijesa sporijom brzinom
te se 10 sekundi prije kraja se doda sol, potom slijedi 7 minuta mijeSanja veCcom brzinom. Na

kraju mijesanja tijesto 15 minuta fermentira u masi, zatim se podijeli na pet jednakih komada
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od 185 g te se ponovno ostavi na fermentaciji na 25 °C pri uvjetima relativne vlaznosti od 80
% otprilike sat vremena, odnosno dok se volumen ne udvostru¢i. Nakon fermentacije, komadi
tijesta se valjaju te se probuse rupice kako ne bi doslo do odvajanja slojeva i nastanka
dzepova zraka. Tanki kruh se peCe na temperaturi od 260 °C 2 minute s jedne i 2 minute s

druge strane.
3.2.12. Odredivanje fizikalnih svojstava tankog kruha

Sva mjerenja su provedena na pet komada svake vrste tankog kruha, a kona¢ni rezultat
prikazan je kao srednja vrijednost mjerenog parametra s pripadaju¢im standardnim

devijacijama.
3.2.12.1. Mjerenje boje

Odredivanje boje pecCenog tankog kruha provedeno je difuzno reflektiraju¢om
spektrofotometrijom pri ¢emu su dobivene L*, a* i b* vrijednosti, a nelinearni odnosi za L*,
a* i b* vrijednosti imitiraju logaritamski odgovor ljudskog oka. Naime, ljudsko oko ima
receptore za kratke (S), srednje (M) i duge (L) valne duljine koji su poznati kao plavi, zeleni i
crveni receptori. Sukladno tome, L* vrijednost je osvijetljenje ili svjetlosna komponenta, koja
ima vrijednosti u rasponu 1 — 100, dok su a* (od zelene do crvene) i b* (od plave do zute)

dvije kromatske vrijednosti u rasponu od - 120 do 120 (Gékmen i Sugut, 2007).

Aparatura i pribor:

1) Kolorimetar (Konica Minolta, Sensing, CM — 700d, CM — A177, Japan)

Postupak:

U uzorcima peéenog tankog kruha sa i bez dodanih zobenih i je¢menih posija izmjerena
je boja na Cetiri mjesta s obje strane od Cega je izraCunata srednja vrijednost radi
jednostavnijeg prikazivanja rezultata, te pripadajuca standardna devijacija. Podrué¢je mjerenja

podeseno je na 400 do 700 nm, Sto odgovara vidljivom dijelu elektromagnetskog spektra.

3.2.12.2. Mjerenje promjera, mase i volumena

Aparatura i pribor:

1) Ravnalo
2) Kaliper
3) Vaga (Kern, Njemacka)
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4) Menzura
5) Posuda za mjerenje volumena

6) Sjemenke uljane repice

Postupak:

Na pet komada svake vrste tankog kruha izmjeren je promjer pomocu ravnala u dva
smjera te debljina na Cetiri razli¢ita mjesta od Cega je uzeta srednja vrijednost 1 pripadajuce
standardne devijacije. Dobivene vrijednosti debljine i promjera koriste se kako bi se izrazio
oblik prema jednadzbi:

Oblik = [5]

S

gdje je:

d — promjer (cm)

h — debljina (cm)

Mjerena je masa tijesta prije pecenja te masa ohladenog tankog kruha 1 h nakon
pecenja. Dobivene vrijednosti su koriStene za izratun gubitka mase pecenjem (BL — engl.

baking loss) prema jednadzbi:

m;—m
BL (%) = ———— x 100 ol
my

gdje je:

m; — masa prije pecenja (g)

Mz — masa poslije pecenja (g)

Volumen je izmjeren po principu Arhimedova zakona prema standardnoj metodi
AACC 10-05.01; u praznu posudu se konstantnim protokom ispuste sjemenke uljane repice,
posuda se popuni cijelim svojim volumenom te se izravna povrSina na vru kako bi se
odstranio visak sjemenki. Nakon toga, sjemenke se uklone iz posude, u posudu se postavi
kruh te se ponovno konstantnim protokom posuda napuni sjemenkama. Ponovno se izravna
povrSina na vrhu te se odstranjeni viSak prebaci u menzuru gdje se ocita volumen koji
odgovara volumenu kruha. Takoder je izmjerena masa ohladenog tankog kruha 1 h nakon
pecenja. Dobivene vrijednosti volumena i mase koriStene su za izracun specifi¢nog volumena

prema jednadzbi:
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%4
Vp(mLg™) = — [7]
gdje je:

V — volumen tankog kruha (mL)

m — masa tankog kruha (g)

3.2.12.3. Mjerenje teksture

Aparatura i pribor:

1) Teksturometar (Llyod Instruments)

Postupak:

Na teksturometru je provedena analiza profila teksture (TPA — engl. Texture Profile
Analysis) kojom se provodi dvostruka kompresija tankog kruha 1 h nakon pecenja. Peceni
tanki kruh se postavi na podlogu iznad koje je sonda promjera 5,5 cm. Sonda pritis¢e uzorak
do 50 % visine tankog kruha brzinom od 2 mm s dva puta s razmakom od 30 s izmedu svake
kompresije. IzraGunava se tvrdo¢a (N), kohezivnost, zvakljivost (Nmm) i rezilijencija.
Tvrdoc¢a predstavlja silu koja je potrebna da se postigne odredena deformacija, kohezivnost
opisuje koliko dobro proizvod prianja sam za sebe pod tlacnim ili vlatnim naprezanjem,
primjerice kruh je kohezivan kad mu se mazanjem hladnog maslaca ne naruSava tekstura.
Zvakljivost se moZe definirati kao energija koja je potrebna za Zvakanje &vrste hrane do
razine povoljne za gutanje, a rezilijencija se moze opisati kao otpornost, odnosno koliko se

dobro kruh "bori" da povrati svoju izvornu visinu (Texture Technologies, 2022).

3.2.13. Obrada podataka

Za izracun podataka u tablicama 1 grafovima koristen je Microsoft Office Excel 365.
Rezultati mjerenja izrazeni su kao srednja vrijednost sa standardnom devijacijom, a za
usporedbu uzoraka koristena je analiza varijance (ANOVA), s Tukey post-hoc testom
pomocu programa Statistica 10 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD). Za granicu statisticke

znacajnosti uzeta je vrijednost p < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu ispitan je utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta na fizikalno — kemijska
svojstva 15 %-tne suspenzije zobenih i je¢menih posija 0visno 0 utrosku specifi¢ne energije
ultrazvuka (100 J mL* i 250 J mL™) te radnom ciklusu, odnosno primjeni kontinuirane
obrade i pulsiraju¢e obrade u trajanju od 5 sekundi s 10 sekundi pauze izmedu obrade.
Tijekom ultrazvu¢ne obrade posija pracena je promjena temperature, a u tablici 4 prikazana je
maksimalna temperatura dostignuta tijekom ultrazvucne obrade, te vrijeme trajanja tretmana.
Odreden je udio vode za sve uzorke koji se koristio u izraCunima. Odreden je kapacitet
zadrZavanja vode prikazan na slici 10 te sposobnost bubrenja u vodi na slici 11. Nakon
ekstrakcije slobodnih spojeva, odredena je koncentracija ukupnih fenolnih spojeva (TPC;
Slika 12) i antioksidacijski kapacitet FRAP metodom (Slika 13). Odredena je koncentracija
fitata (Slika 14) te aktivnost enzima fitaze (Slika 15) i B-glukanaze (Slika 16). Takoder,
odredena su fizikalna svojstva jednoslojnih tankih kruhova s dodanim netretiranim zobenim
posijama (10 % na masu brasna) te netretiranim je¢menim posijama (10 % na masu brasna) i
to boja, gubitak mase prilikom pecenja, omjer Sirenja, specifi¢ni volumen u tablici 5 te

tekstura prikazana u tablici 6.
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4.1. ULTRAZVUCNA OBRADA POSIJA

U tablici 4 su prikazane vrijednosti temperatura 15 %-tnih suspenzija zobenih i
jeC¢menih posija na pocetku i na kraju obrade ultrazvukom visokog intenziteta konstantne
snage, frekvencije i amplitude (400 W, 24 kHz, 100 %) te vrijeme trajanja pojedinog
tretmana ovisno o utrosku energije (100 J mL™ i 250 J mL?) i nag¢inu obrade (kontinuirani i
pulsirajuéi tretman). Vidljivo je kako kod kontinuiranog tretmana primjena veée energije od
250 J mL* uzrokuje porast temperature za oko 42 °C, znatno vise nego primjenom 100 J mL"
! gdje temperatura u prosjeku poraste za 17 °C. Takoder, pulsirajuéi tretman za uzorke s

veéim utroskom energije u prosjeku smanji porast temperature za 5 °C.

Tablica 4. Vrijeme trajanja tretmana ultrazvukom visokog intenziteta i maksimalna

vrijednost temperature 15 %-tnih suspenzija zobnih i je¢menih posija

Oznaka uzorka Vrijeme 'Fretmana Pocetna vrijednost Konacna vrijednost
(min) temperature (°C) temperature (°C)

ZP100 2,78 21,5 38,5

ZP100 5/10s 7,54 24,5 41
ZP250 7,50 23 65

ZP250 5/10s 20,14 25 60
JP100 2,76 22,5 40

JP100 5/10s 8,16 23 40
JP250 7,85 21,5 65

JP250 5/10s 21,16 23,5 59,5

4.2. KAPACITET ZADRZAVANJA VODE I BUBRENJE U VODI

Uzorcima posija odreden je kapacitet zadrzavanja vode koji je definiran kao voda koja
ostaje vezana za hidrirana vlakna nakon primjene vanjske sile (tlaka ili centrifuge) te
sposobnost bubrenja u vodi. Navedeni postupci su zbog moguénosti usporedbe provedeni na

nativnim i tretiranim uzorcima zobenih i je¢menih posija.
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Slika 10. Kapacitet zadrzavanja vode (%) u uzorcima zobenih i je¢menih posija pri
razli¢itim uvjetima tretmana ultrazvukom visokog intenziteta (100, 250 — utroSak energije po
volumenu uzorka; 5/10s — pulsirajuci tretman) u odnosu na nativni uzorak (N). Razlicita

slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu dobivenih vrijednosti (p <0,05).

Na slici 10 prikazane su vrijednosti kapaciteta zadrZzavanja vode zobenih i1 jeCmenih
posija tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta u odnosu na netretirane uzorke. Nativne
jeCmene posije imale su veéi kapacitet zadrzavanje vode od zobenih posija. Nakon
ultrazvuc¢ne obrade kapacitet zadrzavanja vode raste ovisno o vrsti posija i primijenjenoj
energiji. Do znacajnog porasta kapaciteta vezanja vode zobenih posija dolazi tek kod obrade
ultrazvukom pri energiji od 250 J mL™, dok kod je¢menih posija kapacitet raste ve¢ kod
primjene energije od 100 J mL? bez pauze, sli¢no kao i kod 250 J mL? sa i bez pauze. Ti
rezultati su u skladu s prethodno provedenim istrazivanjima ultrazvuéne obrade posija prosa
gdje je takoder doslo do povecanja kapaciteta zadrzavanja vode (Wei i sur. 2022; Cukelj
Mustac¢ i sur. 2019). Do poveéanja kapaciteta vezanja vode tijekom ultrazvuénog tretmana
dolazi zbog narusavanja mrezaste strukture prehrambenih vlakana. Naime, mehanicki udari
izazvani implozijom kavitacijskih mjehuri¢a uzrokuju ostecenje stanica, shodno tome dolazi
do povecanja specificne povrsine, hidrofilne grupe budu izlozenije $to u konacnici uzrokuje

povecanje vezanja vode na prehrambena vlakna (Nui i sur., 2020).
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Slika 11. Bubrenje u vodi (mL g* s.tv.) u uzorcima zobenih i je¢menih posija pri
razli¢itim uvjetima tretmana ultrazvukom visokog intenziteta (100, 250 — utroSak energije po
volumenu uzorka; 5/10s — pulsirajuci tretman) u odnosu na nativni uzorak (N). Razlicita

slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu dobivenih vrijednosti (p <0,05).

Iz slike 11 u kojoj su prikazane vrijednosti bubrenja zobenih i je¢menih posije vidljivo
je da nativne zobene posije vise bubre u vodi od je¢menih. Povecanje sposobnosti bubrenja
slijedilo je slican trend kao i povecanje sposobnosti zadrzavanja vode 1 ovisilo je o vrsti
posija i primijenjenoj energiji. Sposobnost bubrenja se povecala u svim uzorcima nakon
tretmana ultrazvukom visokog intenziteta u odnosnu na netretirani nativni uzorak, osim za
uzorke ZP100 i ZP100 5/10s. Najvece povecanje vrijednosti bubrenja u odnosu na kontrolni
uzorak pokazale su zobene posije tretirane energijom od 250 J mL™ s pauzom, dok je za
je¢mene posije to uzorak s jednim utroskom energije, ali bez pauze. Takvi rezultati poveéanja
vrijednosti bubrenja u vodi su u skladu s prethodnim istrazivanjem koje su proveli Habus i
sur. (2020a) gdje su se pSenicne posije tretirale ultrazvukom. Poja¢ano bubrenje posija u vodi
moze biti posljedica porasta temperature do koje dolazi tijekom tretmana ultrazvukom. Prema
Elleuch i sur. (2011) porast temperature rezultira povecanjem hidratacijskih svojstava
prehrambenih vlakana. Takvo povecanje vezanja vode i bubrenja nije pozeljno za posije koje
su namijenjene pekarskim proizvodima jer se time otezava izrada zamjesa te se u konacnici
mijenjaju karakteristike pe¢enog proizvoda (Cukelj Mustad i sur., 2019), medutim

prehrambena vlakna ispoljavaju bolja funkcionalna svojstva nakon konzumacije ako mogu
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bolje zadrzavati vodu ili bubriti jer time imaju vecu sposobnost smanjenja razine kolesterola i
glukoze u krvi (Wei i sur., 2022; Elleuch i sur., 2011).

4.3. UDIO UKUPNIH FENOLNIH SPOJEVA | ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST

Na slici 12 prikazan je udio ukupnih polifenola (TPC) u zobenim i jeémenim posijama
tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta pri razli¢itim uvjetima tretmana odreden Folin-
Ciocalteau metodom, a na slici 13 njihova antioksidacijska aktivnost odredena FRAP

metodom te su usporedeni s nativnim zobenim i jeémenim posijama.
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Slika 12. Udjel ukupnih polifenola (umol FER g s.tv.) u uzorcima zobenih i je¢émenih
posija pri razli¢itim uvjetima tretmana ultrazvukom visokog intenziteta (100, 250 — utroSak
energije po volumenu uzorka; 5/10s — pulsiraju¢i tretman) u odnosu na nativne posije (N).
Razli¢ita slova oznaavaju statistiCki znaCajnu razliku izmedu dobivenih vrijednosti (p

<0,05).

Iz slike 12 vidljivo je kako je koncentracija ukupnih polifenola bila sli¢na u uzorcima
nativnih zobenih i je¢menih posija. Nakon tretmana ultrazvukom specificnom energijom od
100 J mL? koncentracija polifenola u posijama je ostala nepromijenjena osim za uzorak
ZP100 gdje je koncentracija porasla u usporedbi s netretiranim uzorkom. Porast koncentracije
ukupnih fenola od 8 % u tom uzorku se moze objasniti olakS§anom ekstrakcijom do koje
dolazi primjenom ultrazvuka. Naime, ako se primjene optimalni uvjeti ultrazvu¢ne obrade
poput koncentracije, temperature, vremena obrade, snage ultrazvuka i sl., moze do¢i do

olaksane ekstrakcije i posljedicno povecanja koncentracije ukupnih fenola (Tabaraki i
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Nateghi, 2011; Wang i sur., 2008). Nakon ultrazvu¢ne obrade energijom od 250 J mL*
koncentracija polifenola se smanjuje za oko 20 % u odnosu na nativne uzorke, osim za
uzorak ZP250 koji se statisticki znacajno ne mijenja. Vjerojatno je zbog previsoke
temperature i vremenski predugog tretmana koji su razorili molekularnu strukturu polifenola
njihova koncentracija manja u odnosu na netretirani uzorak. Slicno smanjenje koncentracije
polifenola u uzrocima posija tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta zabiljezeno je i u

istrazivanju koje su proveli Habus i sur. (2021a), te Niu i sur. (2014).

8
f f

7
> 6 C
-
w
— 5
a0
8 4
o
2
5 3 b b b
= - - a a
ER - =
(a9
S 1
.

0

N 100 100 5/10s 250 250 5/10s
mZP m]pP

Slika 13. Antioksidacijska aktivnost (umol Trolox g? s. tv.) odredena FRAP metodom
u uzorcima zobenih i je¢menih posija pri razli¢itim uvjetima tretmana ultrazvukom visokog
intenziteta (100, 250 — utroSak energije po volumenu uzorka, 5/10s — pulsiraju¢i tretman) u
odnosu na nativne posije (N). Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu

dobivenih vrijednosti (p <0,05).

Iz slike 13 vidljivo je kako zobene posije pokazuju oko 3 puta vecu antioksidacijsku
aktivnost od je¢menih posija iako koncentracija ukupnih fenola nije bila bitno razli¢ita (slika
12). To se moze prepisati avenantramidima, skupini fenolnih alkaloida koji su prisutni
isklju¢ivo u zobi, a pokazuju izuzetno visoku antioksidacijsku aktivnost, cak 10 — 30 puta
veCu nego drugi fenolni spojevi (Dimberg i sur., 1992). Poput ukupnih polifenola,
antioksidacijska aktivnost se takoder smanjuje primjenom ultrazvuka visokog intenziteta
specifi¢ne energije 250 J mL?, ali i kod ZP100. Pad antioksidacijske aktivnosti posija uslijed
ultrazvuc¢ne obrade zabiljezili su Habu$ i sur. (2020a) u svom istrazivanju gdje se pratio

utjecaj ultrazvuka na pSenicne posije.
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4.4, KONCENTRACIJA FITATA

Na slici 14 prikazana je koncentracija fitata u zobenim i je¢menim posijama pri
razli¢itim uvjetima tretmana ultrazvukom visokog intenziteta u usporedbi s nativnim zobenim

1 jeCmenim posijama.
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Slika 14. Koncentracija fitata (mg g* s.tv.) u uzorcima zobenih i je¢émenih posija pri
razli¢itim uvjetima tretmana ultrazvukom visokog intenziteta (100, 250 — utroSak energije po
volumenu uzorka, 5/10s — pulsiraju¢i tretman) u odnosu na nativni uzorak (N). Razli¢ita

slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu dobivenih vrijednosti (p <0,05).

Iz slike 14 vidljivo je kako nativne zobene posije imaju vecu koncentraciju fitata od
je¢menih te kako ultrazvuéna obrada utjeCe na smanjenje njihove koncentracije ovisno o tipu
posija. Od zobenih posije uzorak ZP250 pokazuje najnizu koncentraciju fitata, a kod
je¢menih posija koncentracija fitata u odnosu na netretirani uzorak Se smanjuje ve¢ kod
uzorka JP100 te dalje statisticki nema znacajnije promjene. Smanjenje koncentracije fitata u
posijama pod utjecajem ultrazvuka zabiljezili su i Mohammadi i sur. (2020) koji su istrazivali
utjecaj ultrazvuka na rizine posije. Takoder Ertas (2013) u svom radu koji istrazuje razlicite
na¢ine smanjenja koncCentracija fitata u sjemenkama mahunarki i Zitarica te biljeZi kako, uz
mikrovalni tretman, i ultrazvuk s primijenjenim razli¢itim temperaturama utjece na smanjenje
fitata. StoviSe, ultrazvuéni tretman pri temperaturi od 40 °C izazvao je veée smanjenje
koncentracije fitata u usporedbi s ultrazvucnim tretmanom pri 25 °C. U ovom radu su razliciti

utroSci ultrazvucne energije rezultirali i1 razli¢itom temperaturom tretmana; najveci utroSak
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energije od 250 J mL? kontinuiranom obradom uzrokovao je najveée poveéanje temperature
do cak 65 °C. Koncentracija fitata je i za zobene 1 jeCmene posije najniza upravo u tim
uzorcima (ZP250 i JP250). Osim tretmana ultrazvukom, bitan faktor prilikom smanjenja
koncentracije fitata je i proces namakanja; naime fitinska kiselina je topiva u vodi radi ¢ega
ju je mogucée tako ukloniti iz uzorka (Egli i sur., 2002). U ovom radu su uzorci namo¢eni u
vodi u obliku 15 %-tne suspenzije, a trajanje namakanja ovisilo je o tipu tretmana i utroSenoj
energiji. Za uzorke ZP100 i JP100 tretman je trajao skoro 3 minute, uzorci ZP100 5/10s,
JP100 5/10s, ZP250 te JP250 su tretirani oko 8 minuta dok je na uzorcima ZP250 5/10s i
JP250 5/10s primijenjen najdulji tretman od preko 20 minuta. Prema rezultatima vidljivo je
kako su dostignuta temperatura i utroSena energije imali veci utjecaj na smanjenje
koncentracije fitata u tretiranim uzorcima zobenih i je¢menih posija od vremena namakanja.
Takoder, sukladno navodima u literaturi (Reddy 1 Sathe, 2001), rezultati ovog istrazivanja

pokazuju kako zobene posije sadrze ve¢u koncentraciju fitata od jeCmenih posija.
4.5. AKTIVNOST FITAZE

Na slici 15 prikazana je aktivnost fitaze u zobenim i jeémenim posijama tretiranih
ultrazvukom visokog intenziteta pri razli¢itim uvjetima tretmana, kao i na nativnom uzorku
zobenih i jeCmenih posija. Fitaza je enzim koji sudjeluje u hidrolizi soli fitinske kiseline
pritom oslobadaju¢i anorganski fosfat. Time se takoder povecava biodostupnost minerala

vezanih na fitinsku kiselinu stoga je aktivacija fitaze u posijama pozeljna.
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Slika 15. Aktivnost fitaze (U kg? s.tv.) u uzorcima zobenih i je¢émenih posija pri
razli¢itim uvjetima tretmana ultrazvukom visokog intenziteta (100, 250 — utroSak energije po
volumenu uzorka, 5/10s — pulsiraju¢i tretman) u odnosu na nativni uzorak (N). Razli¢ita

slova oznacCavaju statisticki znacajnu razliku izmedu dobivenih vrijednosti (p <0,05).

Iz slike 15 vidljivo je prije svega kako je enzimska aktivnost fitaze u netretiranom i
svim tretiranim uzorcima veéa u jeCmenim u odnosu na zobene posije. Takoder, najveci
porast aktivnost fitaze od ¢ak 40 % zabiljeZzen je u uzorcima zobenih i je¢émenih posija s
utroskom energije od 100 J mL™. Pulsirajuéi tretman (ZP100 5/10s i JP100 5/10s) rezultira
manjim povecanjem aktivnosti u odnosu na kontinuirani tretman, otprilike 32 %. Primjenom
ultrazvuka veée energije (250 J mL™) aktivnost fitaze u jeémenim posijama se smanjuje, a u
zobenim posijama vraca na jednaku razinu kao i kod nativnih posija. Moze se zakljuciti kako
se aktivnost fitaze moze povecati ultrazvu¢nom obradom pri utrosku energije od svega 100 J
mL?, a nadin obrade je takoder utjecao na povecéanje aktivnosti; naime, kontinuiranim

tretmanom koji traje krac¢e od pulsirajuceg tretmana fitaza se viSe aktivirala.

4.5. AKTIVNOST B-GLUKANAZE

Na slici 16 prikazana je aktivnost B-glukanaze u zobenim i je¢menim posijama
tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta pri razli¢itim uvjetima tretmana, kao i na nativnom
uzorku zobenih 1 jeCmenih posija. B-glukanaza je enzim koji hidroliticki cijepa glikozidne u
molekuli p-glukana c¢ime se molekulska masa p-glukana smanjuje. B-glukani male
molekulske mase ne ispoljavaju toliko pozitivnih uéinaka na ljudsko zdravlje stoga je cilj

inaktivirati aktivnost B-glukanaze kako bi struktura -glukana ostala $to viSe sacuvana.

46



16.00

f

14.00 ¢

12.00 de I o
. 10.00 d =
2 I C
4 800
— b b I
% 6.00
4
= d a

4.00

2.00

0.00

N 100 100 5/10s 250 2505/10s
mZp ®m]Jp

Slika 16. Aktivnost B-glukanaze (U kg™ s.tv.) u uzorcima zobenih i je¢émenih posija pri
razliitim uvjetima tretmana ultrazvukom visokog intenziteta (100, 250 — utroSak energije po
volumenu uzorka, 5/10s — pulsiraju¢i tretman) u odnosu na nativni uzorak (N). Razli¢ita

slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu dobivenih vrijednosti (p <0,05).

Kod netretiranih uzoraka zobene posije pokazuju ve¢u enzimsku aktivnost B-glukanaze
u odnosu na jeCmene posije, medutim situacija je obrnuta za sve tretirane uzorke gdje
jeCmene posije pokazuju vecu enzimsku aktivnost B-glukanaze u odnosu na zobene posije.
Dakle tretman ultrazvukom visokog intenziteta ima razli¢it utjecaj na enzimsku aktivnost -
glukanaze ovisno o tipu posija; zobenim posijama aktivnost se smanjuje ve¢ pri utrosku
energije od 100 J mL?, a jo§ manju aktivnost imaju posije obradene s 250 J mL™. Ovisno o
nainu rada ultrazvuka nema statisticki znacajne razlike. Je¢menim posijama aktivnost -
glukanaze uglavnom raste te kod uzorka JP100 5/10s postize najveéu aktivnost. Jedino kod
uzorka JP250 zabiljezen je pad i ujedno najniza aktivnost B-glukanaze za jeCmene posije.
Prema rezultatima se vidi kako jednaki uvjeti ultrazvuka drugacije utjecu na aktivnost istog
enzima ovisno o tipu posija, stoga se moze zakljuciti kako razli¢ita koncentracija enzima, ali 1
medij u kojem se enzim nalazi takoder utjeCu na koji ¢e nacin ultrazvuk djelovati na
enzimsku aktivnost (Jadhav 1 Gogate, 2014). Cilj ovog istrazivanja bio je umanjiti aktivnost
B-glukanaze kako bi B-glukanima molekulska masa ostala §to viSe nepromijenjena, a to se
postiglo za zobene posije ve¢ pri najmanjem utrosku energije od 100 J mL™, ali jo3 i vise kod
energije od 250 J mL™ gdje je aktivnost pala za ¢ak 70 % Za je¢mene posije bilo je nuzno

utrositi znatno vise energije, tj. 250 J mL™, kako bi se aktivnost smanjila za svega 15 %.
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4.6. FIZIKALNA SVOJSTVA TANKOG KRUHA

Na slici 17 prikazan je peceni tanki kruh bez dodanih posija (TK-K), na slici 18
prikazan je peceni tanki kruh s dodanih 10 % zobenih posija (na masu brasna), a na slici 19 je
prikazan peceni tanki kruh s dodanih 10 % je¢menih posija (na masu brasna). Svaki tip
tankog kruha pecen je u 5 paralela, a na slikama je prikazan jedan primjerak svake vrste S

obje strane.

Slika 17. Peceni tanki kruh bez dodanih posija (TK-K); prednja i straznja strana

Slika 18. Peceni tanki kruh s dodanih 10 % zobenih posija na masu brasna; prednja i

straZnja strana
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Slika 19. Peceni tanki kruh s dodanih 10 % je¢menih posija na masu brasna; prednja i

straznja strana

4.6.1. Boja, oblik, gubitak mase pecenjem i volumen tankog kruha

Prema rezultatima izmjerenih parametara boje (L*, a* i b*) tankih kruhova sa i bez
dodanih zobenih i je¢menih posija (Tablica 5) moze se zakljuciti kako nema znacajne razlike
izmedu uzoraka. Veca L* vrijednost ukazuje na svjetliju boju, a b* vrijednost na zu¢u boju;
medutim, iako uzorci s dodanim posijama (TK-ZP i TK-JP) u prosjeku pokazuju nize
vrijednost, ta vrijednost nije znacajna. To je u skladu s fotografijama pecenih tankih kruhova

prikazanih na slikama 17, 18 i 19 na kojima se takoder ne vidi razlika u bojama kore.

Prema rezultatima izmjerenih oblika, gubitaka pecenjem i specificnih volumena tankih
kruhova sa i bez dodanih zobenih i jeémenih posija (Tablica 5) moze se zakljuciti kako nema
velikih razlika. Vrijednost oblika tankog kruha bez dodanih posija nesto je manja od
vrijednosti oblika tankog kruha s dodanim posijama, medutim ta razlika nije znacajna.
Gubitak peCenjem nesto je niZi kod tankog kruha s dodanim je¢menim posijama (TK-JP) Sto
se podudara s vrijednostima kapaciteta vezanja vode prikazanih na slici 10 koji je kod
netretiranih jeCmenih posija (JPN) ve¢i nego kod netretiranih zobenih posija (ZPN).
Specifi¢ni volumen tankih kruhova s dodanim posijama (TK-ZP i TK-JP) u prosjeku su nesto
veci od specificnog volumena tankog kruha bez dodanih posija (TK-K).
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Tablica 5. Parametri boje, oblika, gubitka pecenjem i specifi¢nog volumena tankog kruha sa i
bez zobenih i je¢menih posija (TK — tanki kruh; K — kontrola; ZP — zobene posije; JP —

jec¢mene posije)

Oblik Gubitak  Specifi¢ni
Uzorak L* a* b* (promjer/  pecenjem volumen
visina) (%) (mL g?l)
TK-K 47,06 = 0,85+ 7,48 £ 19,67 £ 14,68 £ 2,47 £
2,18 0,42 1,26 2,02 1,10 0,14
TK-ZP 44,96 + 0,75+ 6,20 + 20,85 13,69 + 2,60 £
1,24 0,23 0,81 2,45 0,56 0,10
TK-JP 46,73 + 0,90 + 7,15+ 20,70 = 12,32 £ 2,60 £
1,6 0,47 1,04 0,79 0,38 0,07

4.6.2. Tekstura tankog kruha

U tablici 6 prikazani su rezultati tvrdoc¢e, kohezivnosti, zvakljivosti i rezilijencije
tankog kruha sa i bez zobenih i je¢menih posija, a prema rezultatima se moze zakljuciti kako
dodatkom posija tvrdoca i zvakljivost tankog kruha rastu i to vise dodatkom zobenih nego

je¢menih posija, dok kohezivnost i rezilijencija ostaju nepromijenjene.

Tablica 6. Parametri teksture tankog kruha sa i bez zobenih i je¢menih posija (TK — tanki

kruh; K — kontrola; ZP — zobene posije; JP — je¢mene posije)

Zvakljivost
(Nmm)

TK-K | 91,53+555 0,75+0,03 1200,14+92,86 0,74 +0,04

Uzorak Tvrdoéa (N) Kohezivnost Rezilijencija

TK-ZP | 149,75+7,29 0,74+0,04 1661,23 +48,40 0,74+0,05

TK-JP | 106,09 +549 0,76 +0,03 1402,12+108,09 0,75+0,04
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5. ZAKLJUCCI

Prema rezultatima ovog istrazivanja i provedene rasprave moze se zakljuciti sljedece:

1. Nativne je¢mene posije imaju veéi kapacitet zadrzavanja vode od nativnih zobenih
posija koje vise bubre u vodi. lako zobene posije imaju svega 9 % vecéu koncentraciju
fenolnih spojeva, pokazuju ¢ak 3 puta veéi antioksidacijski kapacitet. Koncentracija
fitata i aktivnost B-glukanaze takoder je veca u zobenim posijama, dok je aktivnost
fitaze cak 2,5 puta veca u jeémenim posijama.

2. Kapaciteti zadrzavanja vode i bubrenja u vodi povecali su se nakon tretmana
ultrazvukom visokog intenziteta u odnosu na nativne posije. Najveca vrijednost
kapaciteta zadrzavanja vode postignuta je uz najveéi utrosak energije od 250 J mL*
Sto se moze pripisati promjeni u konformaciji prehrambenih vlakana zbog implozije
kavitacijskih mjehurica, ¢ime se posljedi¢no povecava specifi¢na povrsina.

3. Ultrazvuéni tretman visokog intenziteta utje¢e na smanjenje ukupnih fenolnih spojeva
i antioksidacijske aktivnosti vjerojatno zbog znatnog porasta temperature tijekom
tretmana koja naruSava strukturu termolabilnih polifenolnih spojeva §to je bilo
najizrazenije kod specifi¢ne energije od 250 J mL™* gdje je temperatura porasla za ¢ak
40 °C.

4. Koncentracija fitata i aktivnost fitaze najviSe ovise 0 vrsti posija. Enzimska aktivnost
fitaze raste za 40 % na uzorcima gdje je primijenjena ultrazvucna energija od 100 J
mL? nakon ¢ega porastom utroska energije od 250 J mL? aktivnost pada ispod
aktivnosti nativnih posija. Najnizu vrijednost fitata postigli su uzorci obradeni
ultrazvukom najveée energije od 250 J mL™ ujedno i najduljeg trajanja.

5. Enzimska aktivnost B-glukanaze nakon ultrazvu¢nog tretmana ovisi o tipu posija. Za
zobene posije aktivnost pada u svim uzorcima, a najniza vrijednost se postize kod
uzorka obradenog kontinuiranim tretmanom utroska energije od 250 J mL->.
Je¢menim posijama se aktivnost pB-glukanaze povecava kod pulsirajuc¢eg tretmana
nizeg utrodka energije od 100 J mL™, a kontinuirani tretman i daljnje povecanje
utroSka energije uzrokuju smanjenje aktivnost.

6. Dodatak zobenih i je¢menih posija nema veliki utjecaj na boju, oblik i specifi¢ni
volumen pecenog tankog kruha kao ni na gubitak mase pecenjem. No dodatak posija,

osobito zobenih, negativno utjece na povecanje tvrdoce i zvakljivosti kruha.
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7. Ultrazvuéni tretman specifi¢ne energije od svega 100 J mL? je dovoljan za znacajno
smanjenje koncentracije fitata te je zbog najmanjeg smanjenja polifenolnih spojeva i
antioksidacijske aktivnosti prikladan za obradu zobenih i je¢menih posija 0viSno 0
njihovoj namjeni. No za vecu deaktivaciju B-glukanaze potrebno je primijeniti

ultrazvu¢nu obradu veée energije.

Daljnja istrazivanja ¢e pokazati utjecaj ultrazvuéno obradenih posija na fizikalna i1

senzorska svojstva tankog kruha.
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