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1.UVvOD

Je¢am je zitarica koja je bogata prehrambenim vlaknima. Redovitom konzumacijom beta-
glukana iz jeCma se moze smanjiti rizik od kardiovaskularnih bolesti, jer snizava razinu

kolesterola. Takoder,beta-glukan moze stititi organizam od sindroma inzulinske rezistencije.

U dana$nje vrijeme kada je potraznja za funkcionalnim pekarskim proizvodima sve veca,
bitno je istrazivanje i razvijanje tehnologije pripreme je¢menog Kiselog tijesta, kao i metoda
¢uvanja kiselog tijesta za industrijsku primjenu. Kiselo tijesto povoljno djeluje na pekarske
proizvode od jeCmenog brasna na nacin da produljuje trajnost proizvoda, poboljsava teksturu i

volumen, i smanjuje mrvljivost proizvoda.

Bakterije mlijecne kiseline su iznimno bitne, jer bez njih kiselo tijesto ne moze prezivjeti. Kao
starter kulture u ovom istrazivanju koristen je Lactobacillus reuteri. To je heterofermentativna
bakterija, koja djeluje kao probiotik, a proizvodi i reuterin koji djeluje antibakterijski na druge

mikroorganizme.

Metode cuvanja kiselog tijesta i njihov utjecaj na bakterije mlije¢ne kiseline nisu jos u
potpunosti istrazene, a u ovom radu je ispitan utjecaj smrzavanja kiselog tijesta na
prezivljavanje starter kulture. Usporedene su tri metode smrzavanja kiselog tijesta: visoki
hidrostatski tlak, imerzija i brzo smrzavanje strujom hladnog zraka. Za usporedbu je kiselo
tijesto ¢uvano i u hladnjaku, pri ¢emu je vizualno praceno pojavljivanje plijesni i odreden je
broj prezivjelih kolonija laktobacila. Ispitivanje metoda cuvanja kiselog tijesta i njihov
razvitak je bitan iz razloga $to je metoda osvjezivanja zastarjela metoda i nije prakti¢na u

industrijskoj proizvodniji.

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet 1
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2. TEORIJSKI DIO

2.1 Jeam

Je¢am je jedna od najstarijih kultiviranih Zzitarica i danas se jo$ u nekim dijelovima svijeta
konzumira u velikim koli¢inama, primjerice u Tibetu i Maroku. U zapadnim zemljama se
najéeSc¢e koristi za prehranu, te u proizvodnji alkohola i slada, a njegova potrosnja u ljudskoj
prehrani je u porastu zbog visokog udjela prehrambenih vlakana, pogotovo visokog udjela
djelomicno topljivog B-glukana koji snizava koncentraciju kolesterola u organizmu. Stani¢ne
stijenke endosperma u je¢mu su otpornije na degradaciju nego one u pSenici i kukuruzu, pa je
zato otpustanje hranjivih tvari u organizam smanjeno.

Najzastupljenija prehrambena vlakna u je¢mu su B-glukan i arabinoksilan, koji su zastupljeni
3-11% i 4-7% u suhoj tvari. Postoji velika razlika izmedu udjela prehrambenih vlakana u
razli¢itim tipovima je¢ma. U je¢mu koji nema ljusku je njihov udio manji nego u onima koji
imaju ljusku i to upravo zbog nedostatka ljuske koja sadrzi veliki udio celuloze (30%),
arabinoksilana (35%) i lignana (20%) (Salomonsson i sur., 1980). Udio B-glukana takoder
ovisi o tipu je¢ma. JeCam s visokim udjelom amiloznog $kroba ima i ve¢i udio B-glukana od

normalnog je¢ma.

2.1.1. Sastav jeCma

Cjelovito zrno je¢ma sadrzi oko 70% Skroba, 10-20% proteina, 5-10% B-glukana, 2-3% lipida
i otpilike 2,5% minerala (Quinde i sur., 2004) s ukupnih udjelom prehrambenih i topivih
vlakana u rasponu od 11 do 34% i 3-20% zasebno (Fastnaught 2001). Sastav je¢ma ovisi o

genetici, vanjskim faktorima i interakciji izmedu dva faktora (Aman i Newman, 1986).

2.1.1.1. Proteini jeCma

JeCam je bogat prolaminskim proteinima (hordeini). JeCam sadrZi esencijalne aminokiseline,
uklju€ujuéi treonin, valin, lizin 1 arginin. Esencijalne aminokiseline su aminokiseline koje se
ne mogu sintetizirati u ljudskom tijelu ili se ne mogu proizvesti dovoljno brzo, pa se zato te
aminokiseline moraju svakodnevno unijeti u organizam hranom posto su bitne za metabolicke

puteve (Sullivan i sur., 2010).

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet 2
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2.1.1.2. Skrob je¢ma

Skrob je¢ma ima veéi udio amiloze nego amilopektina. Molekule amiloze zbog svoje ravne
strukture imaju veci broj vodikovih veza od amilopektina, te je potrebno viSe energije kako bi
se veze pokidale i kako bi doSlo do Zelatinizacije. 1z tog razloga je¢meni Skrob retrogradira
brze nego psSenicni. Udio amiloze u Skrobu je¢ma moze varirati. Najcesce kulture je¢ma

sadrze 20-30% amiloze, dok jeCam s visokim udjelom amiloze moze imati do 45% amiloze.

2.1.1.3. Lipidi je¢ma

Sastavni dio nepolarnih lipida u je¢mu su triacilgliceroli, a ostatak Cine sterolni esteri,
diacilglicerol, monoacilglicerol i slobodne masne kiseline, dok polarni lipidi sadrze
prvenstveno fosfolipide, linolensku kiselinu (50-60%), palmitinsku (20-30%), oleinsku (10-
15%) i linolnu kiselinu (4-9%). Skrobni lipidi su prisutni unutar $krobnih granula koje se
nalaze u endospermu je¢émenog zrna i u svom sastavu sadrze veliki udio palmitinske kiseline

(46%) i malu koli¢inu linolenske kiseline (34%).

2.1.1.4. Mineralne tvari jecma

Udio pepela u je¢mu je 2-3%, a najzastupljenije mineralne tvari su fosfor, kalij i kalcij, dok se
klor, magnezijev sulfat i natrij nalaze u manjim koli¢inama. Prema istrazivanju Bhatty-a
(1997), fosfor i kalcij su najzastupljeniji minerali u je¢mu (0,21% i 0,25%), a takoder su
pronadeni i kalcij (0,02%), sumpor (0,12%), magnezij (0,08%), zeljezo (49,9 mg/kg), cink
(24,4 mg/kg), mangan (13,9 mg/kg) i bakar (12 mg/kg).

2.1.1.5. Prehrambena viakna je¢ma

Vlakna su jako bitna za probavljivost hrane. Mogu se podijeliti na topljiva i netopljiva.
Topljiva vlakna se definiraju kao ,,jestivi dijelovi biljka ili sli¢ni ugljikohidrati koji su otporni
na probavljivost i apsorpciju u tankom crijevu zajedno s kompletnom fermentacijom u
debelom crijevu®, pri ¢emu netopljiva vlakna prolaze kroz probavni trakt bez apsorbcije i
probavljanja (AACC, 2001). Nekolicina autora je dokazala da je¢am ima od 11 do 20%
vlakna (Virkki i sur.,2004).

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet 3
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2.1.2. Beta-glukan

U posljednje vrijeme potencijalno koriStenje beta-glukana iz jeCma i iz drugih izvora kao
funkcionalna hrana je dobilo vecu paznju. Beta-glukan se moze definirati kao funkcionalni
sastojak koji osigurava pozeljna svojstva u hrani kao $to je tekstura, a isto tako ima i

sposobnost odredenih pozitivnih utjecaja na potrosaca.

2.1.2.1. Struktura beta-glukana

Beta-glukan je zajednicko ime za (123, 1->4)-B-D-glukane. Beta-glukan je sastavljen od
homopolimera D-glukopiranozilnih ostataka, obi¢no poveznanih s dva ili tri B-(1->4) veze
odvojene s jednom B-(1->3) vezom (Cui i sur., 2000). Molekularna struktura beta-glukana je
dobivena analiziraju¢i oligomere dobivene iz probave beta-glukana koriste¢i specifi¢ne
enzime koji cijepaju veze izmedu D-glukopiranozne jedinice. Otprilike 90-95% oligosaharida
koje se proizvedu tijekom probave su trisaharidi (3-O-B-D-celobiozil-D-glukoza) i
tetrasaharidi  (3-O-p-D-celotriozil-D-glukoza), a preostalih 5-10% ne sacinjavaju
oligosaharidi. Beta-glukani iz razli¢itih zitarica sadrze istu opéenitu molekularnu strukuturu,
ali mogu varirati u odnosu p-(1->4) i p-(1->3) veza, kako i u omjeru trisaharida i tetrasaharida
(Lazaridou, i sur., 2007).

Mehanizam sinteze [-glukana su objasnili Buckeridge i sur. (2004). Sustav ukljucuje
probavne enzime koji koriste barem jedan enzim koji je nalik celuloza-sintazi koji stvara
celobiozil 1 glikoziltransferazu koja dodaje jednu glikozilnu jedinicu viSe, te na taj nacin

stvara celotriozil.

2.1.2.2. Beta-glukan u je¢mu

JeCam obi¢no sadrzi 2-10% B-glukana, a postoje i neke sorte koje mogu imati i do 20% -
glukana (Andersson i sur., 1999). U stani¢nim stijenkama je¢menog endosperma, 75% od
ukupnih polisaharida otpada na B-glukan, a ostatak sainjavaju arabinoksilanaza, celuloza,
glukamanaze i proteini. Takav omjer sugerira kako bi konzumacija je¢menog B-glukana
mogla utjecati na smanjene kolesterola, na poboljSavanje metabolizma lipida i na smanjenje
glikemijskog indeksa hrane na nacin da tvori viskozni gel koji usporava apsorpciju Secera i
kolesterola. Molekularna masa beta-glukana je isto bitan parametar. U nacelu, jeCam sadrzi [3-

glukan velike molekularne mase. Takav B-glukan koji ima veliku molekularnu masu ima i

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet 4
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vecu viskoznost, §to poboljSava viskoznost sadrZaja crijeva i na taj na¢in doprinosi mnogim
fizioloskim aktivnostima. Bez obzira na viskoznost, dodavanje vece koli¢ine B-glukana iz
jeCma je izazov za proizvodace hrane jer se njegova topljivost i molekularna masa mogu

promijeniti tijekom procesiranja hrane (Ames i Rhymer, 2008).

2.1.3. Zdravstvene prednosti jeCma

Ve¢ dugi niz godina su poznate zdravstvene prednosti prehrane s visokim udjelom vlakana, a
Sto se viSe istrazivanja provodi na tom podrucju, vidljivo je da su zdravstvene prednosti
konzumacije vlakana visestruke. JeCam i proizvodi koji sadrzavaju jeCam se mogu navoditi

kao proizvodi koji smanjuju rizik od kardiovaskularnih bolesti (FDA, 2005;EFSA,2011).

Istrazivanje beta-glukana u zobi i jeCmu i njihove zdravstvene pogodnosti pokazuju da
redovita konzumacija beta-glukana moze smanyjiti rizik od sréanih bolesti (FDA, 1997 i 2005).
Medutim, da bi ova tvrdnja bila istinita, prehrambeni proizvod mora sadrzavati najmanje
0,75 g beta-glukana po obroku. Prema FDA-u potrebno je unijeti 3 g je¢menog beta-glukana
na dan kao bi se postiglo smanjenje ukupnog kolesterola i LDL kolesterola, koji je jedan od
uzro¢nika ateroskleroze (FDA, 2006). Smanjenje rizika od kardiovaskularnih bolesti je
povezano sa sposobno$cu jema da smanjuje razinu Kolesterola, a to je najvjerojatnije
uzrokovano topljivim prehrambenim vlaknima. Potpuni mehanizam djelovanja topljivih
vlakana, pogotovo B-glukana u snizavanju kolesterola nije potpuno poznat, ali se u osnovi
vjeruje da topljiva vlakna povecavaju viskoznost u tankom crijevu §to dovodi do poveéanja
izlu¢ivanja zu¢nih kiselina i kolesterola u debelo crijevo. To dovodi do smanjenja povratka
zucnih kiselina u jetru, $to znaci da se nove Zuc¢ne kiseline trebaju sintetizirati iz kolesterola u
krvi, te se tako smanjuje ukupna koli¢ina kolesterola u organizmu. Na viskoznost utjecu i
koncentracija i molekularna masa molekula B-glukana, te su ta dva faktora vazna za
prehrambeni ucinak je¢ma. Provedeno je nekoliko studija na Zivotinja u kojima se potvrduje
da B-glukan iz jeCma utjeCe na smanjenje kolestoreola.

Neke epidemioloske studije pokazuju da prehrana bogata cjelovitim Zitaricama moze Stititi
organizam od sindroma inzulinske rezistencije (Ostman i sur., 2006). Takoder hrana s niskim
glikemijskim indeksom (Gl) ima =zastitni potencijal i moze smanjiti rizik od stvaranja
sindroma inzulinske rezistencije i dijabetesa tipa 2. Stani¢ne stijenke je¢ma u hrani koja ga
sadrzi smanjuju otpustanje hranjivih tvari u gornji probavni trakt. Studije pokazuju da kruh ili

kasa koji sadrze vlakna iz je¢ma ili B-glukan izoliran iz jeéma mogu imati niski GI. Smanjenje

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet 5
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GI je u korelaciji sa sadrzajem B-glukana u hrani i s fluidnosti, te indeksom probavnih
enzima. Kruh i kasa od je¢menog brasna s normalnim sadrzajem prehrambenih vlakana, ipak
ne pokazuje uvijek znacajnu redukciju GI u odnosu na standardni kruh ili kasu. Hrana od
je¢ma s velikim udjelom vlakana ima vecu zasitnost od kruha s bijelim braSnom i poboljSanu

toleranciju na glukozu.

2.2 Kiselo tijesto

Kiselo tijesto je tijesto ¢iji se mikroorganizmi (npr. bakterije mlijecne kiseline, kvasci) iz
kiselog tijesta ili startera kiselih tijesta, nalaze u aktivnom stanju ili se mogu reaktivirati. Oni
su sposobni nakon dodatka brasna i vode neprestano stvarati kiseline (definicija prema
Pravilniku za kruh i peciva, 2005). Primjena kiselog tijesta smatra se novim pristupom u
rjeSavanju tehnoloskih problema nastalih kao posljedica nedostatka glutena u proizvodnji

pekarskih proizvoda.

2.2.1. Mikroflora kiselog tijesta i mehanizam djelovanja kiseljenja tijesta

Mikrofloru kiselog tijesta ¢ine bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) i kvasci u aktivnom stanju.
BMK su dominantni mikroorganizmi u kiselom tijestu (omjer kvasaca/BMK ~ 1:100) pa
reologija, okus i miris te nutritivne karakteristike kruha proizvedenog uz dodatak Kkiselog
tijesta ovise o njihovoj aktivnosti. BMK koje se koriste u kiseljenju tijesta potjecu iz samih
zitarica, kontaminacije pekarskog kvasca ili same mlinarske 1 pekarske industrije.
Najzastupljenije su vrste iz rodova Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus,
Weissellai Leuconostoc. Kao starter kulture u pekarstvu koriste se i homofermentativne i
heterofermentativhe BMK (Tablica 1). Tijekom fermentacije tijesta BMK proizvode mlije¢nu
i octenu Kiselinu te druge metabolite (alkohol, aldehide, estere) sto gotovom pekarskom
proizvodu daje specifican kiseli okus i1 aromu te pozitivno djeluje na tehnoloske,
mikrobioloske, nutritivne 1 organolepticke karakteristike pekarskih proizvoda. Osim BMK u
kiselom tijestu moze se naéi viSe od 20 vrsta kvasaca, a najdominantniji je pekarski kvasac S.
cerevisiae. Dizanju tijesta mogu doprinijeti i heterofermentativne BMK pa je posebno bitan
stabilan kometabolizam BMK 1 kvasaca (Gobbetti, 1998). Raznolikost i odrzivost mikrobnih
vrsta u kiselom tijestu znatno ovisi 0 iskoristenju tijesta (IT=masa tijesta/masa brasna), vrsti

braSna i temperaturi, a na osnovu procesa proizvodnje razlikuju se tri vrste kiselog tijesta: Tip
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I, Tip I, Tip 1 (slikal, Bocker i sur., 1995). Fermentacija i kiseljenje u tijestu mogu nastupiti
spontano (zbog prirodno prisutnih mikroorganizama u brasnu) ili dodatkom startera kultura.

Ovisno o tome razlikuju se prirodna kisela tijesta i definirana kisela tijesta (Spicher i Stephan,

1993).

Tablica 1. Homofermentativne i heterofermentativne BMK (Corsetti i Settanni, 2007)

Obligamo
heterofermentativoe/
Strict

hetero fermenters

Fakultativoo
heterofermentativoe’
Facultative

heterofermenters

Obligatno

homaofermentativoe/

Strict

homofermenters

L. acidifarinae L. pontis L. plantarim L. amylovorus
L. brevis L. reuteri L. peniosus L. acidophilus
L. buchneri L. rossiae L. alimentarius L. delbrueckii
L. fermentum L. sanfranciscensis | L. paralimentarius L. farciminis
L. fructivorans L. siliginis L. casei L. mindesis

L. frumenti L. spicheri

L. crispatus

L. hileardii L. zymae L. johnsonii
L. panis L. amylolticus
TIP I/ TIP 1If TIP 1l
TYPEI TYPEI TYPE Il
Tradicionalni Industrijski Industrijski
proces/ proces/ proces/
Traditional Industrial Industrial
process process process
Bragno, voda
(sol, Seter)!
————4p  Flour, H2O
(MaCl, sugar)
Mijeganje/
ocng Tekuéi/ Susenil
v Liguid Dried
Fermentacija na sobnoj temperaturi/
Fermentation ar room temperature

+

Kiselo tijesto
{zavrini pH = cca. 4,0
Sourdough
(final pH = cca. 4.0)

N

H
:

Slika 1. Vrste Kiselog tijesta(prema Bocker i sur., 1995)
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Tijekom fermentacije, uslijed metabolicke aktivnosti mikroflore kiselog tijesta, dogadaju se
brojne biokemijske promjene ugljikohidrata i proteina brasna, kao i promjene aktivnosti
enzima braSna. Brzina i intenzitet ovih promjena direktno utjeCu na kvalitetu krajnjih
pekarskih proizvoda. Mehanizam djelovanja BMK na strukturu tijesta i kruha vrlo je
kompleksan i moze se podijeliti na primarni i sekundarni u¢inak zakiseljavanja (Clarke i
Arendt, 2005).

A) primarni ucinak zakiseljavanja

Vrijednost pH zrelog kiselog tijesta je oko 3,5 — 4,3. Uobicajenim dodatkom oko 20 %
kiselog tijesta u glavni zamjes pH vrijednost tijesta smanji se na oko 4,7-5,5 (Collar i sur.,
1994), sto ima za posljedicu povecanje topljivosti glutena. Naime, Osborne je jo§ 1907. g.
dokazao da se topljivost i bubrenje glutena povecava u kiselom mediju zbog prisutnosti velike
koli¢ine pozitivnog naboja. Ukupni rezultati tih procesa su bitne promjene reoloskih svojstava
tijesta i posredno volumena kruha i strukture sredine. Povecanje topljivosti glutena ima za
posljedicu slabljenje strukture tijesta te lakSe i krace mijeSanje tijesta, povecanu obradivost i
elasti¢nost tijesta, §to omogucuje lakse dizanje tijesta i povecanje volumena kruha. Takoder je

povecana moguénost vezanja vode §to produzuje svjezinu kruha.

B) sekundarni u¢inak zakiseljavanja

Sintezom kiselina tijekom fermentacije odnosno zakiseljavanjem tijesta mijenja se aktivnost
enzima prisutnih u braSnu. Smanjenjem pH vrijednosti tijesta povecava se aktivnost proteaza
¢ime se povecava koncentracija slobodnih aminokiselina $to povoljno utje¢e na aromu
pekarskih proizvoda. Pri nizem pH povecava se i aktivnost fitaza §to povecava bioloSku
dostupnost mineralnih tvari (Lopez i sur., 2001). S druge strane, smanjenjem pH vrijednosti
tijesta smanjuje se aktivnost amilaza §to povecava svjeZinu sredine kruha te smanjuje
glikemijski indeks pekarskih proizvoda (Ostman i sur., 2002). Ukupni rezultat primarnog i
sekundarnog ucinka zakiseljavanja tijesta djelovanjem mikroflore kiselog tijesta je povecanje
kvalitete kruha i drugih pekarskih proizvoda.

Na fermentaciju kiselog tijesta utjece: vrsta i1 kvaliteta brasna, vrsta,stanje i koli¢ina startera,
temperatura, randman tijesta, stupanj razmnozavanja i vrijeme stajanja, prisutnost kvasca,

prisutnost kisika, te dodatak hranjivih tvari ili tvari koje inhibiraju proces.

Ti faktori se mogu medusobno kombinirati u razli¢itim odnosima. Ne moze se kombinirati

proizvoljno, nego treba paziti na medudjelovanje pojedinih faktora.
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e Zitni mlinski proizvodi su izvor hrane mikroorganizmima u kiselom tijestu.
Mikroorganizmi fermentiraju topljive Secere i na taj nacin tvore kiseline 1 aromati¢ne
tvari. Tamna brasna sadrze puno topljivih ugljikohidrata i povoljnija su za kiseljenje
od svijetlih brasna. Proizvodi od cijelog zrna, prekupe i tamna razena brasna sadrze
viSe vitamina B; (tiamin). On je neophodan za aktivnost bakterije mlije¢no kiselog
vrenja Lactobacillus safranciscensis koja daje kisela tijesta najpozeljnijih svojstava.

e Kod umjeSavanja starter kulture ne vodi se briga samo o unosu poZzeljnih
mikroorganizama. Kultura mora sadrzavati dovoljnu koli¢inu bakterija jer inacCe
postoji opasnost od pojave nezeljenih mikroorganizama. Narocito pri dugom vodenju
kiselog tijesta lako dolazi do izmjene njegove mikroflore. U praksi se za pocetak
vodenja novog Kiselog tijesta uzima starter iz zadnjeg stupnja zrelog kiselog tijesta.
Nikada se za starter ne uzima dio tijesta iz glavnog tijesta. Starter se moze uzgojiti iz
relativno male koli¢ine svjeze starter kulture.

e Broj stupnjeva slijedi u stvari iz izbora vodenja kiselog tijesta. U svakom novom
stupnju kiselom tijestu dodaje se ponovno hrana (brasno) i voda. Taj postupak naziva
se osvjezavanje ili obnova.

e Vrijeme stajanja pojedinog stupnja kiselog tijesta odreduje se prema pogonskim
potrebama. Kod odredivanja vremena stajanja, koli¢ina dodanih mlinskih proizvoda,
¢vrstoca i temperatura kiselog tijesta su promjenjivi.

e Kod odredenih vrsta vodenja kiselih tijesta (npr. tuceno ili pjenasto) postize se ciljano
razmnoZavanje kvasca. To se dogada u pet ili viSe stupnjeva koji se svi vode vrlo
mekano (RT 250). Temperatura kiselog tijesta iznosi 26°C, §to je optimalno za uzgoj
kvasca. Osim toga, mijeSanjem se u Kiselo tijesto uvodi puno novog kisika $to
pospjesSuje razmnoZavanje kvasca.

e Randman tijesta odreduje Cvrstocu kiselog tijesta. To utje€e na produkte vrenja i na
trajanje kiseljenja. Kisela tijesta s nizim randmanom trebaju fermentirati duze vrijeme.
Naprotiv, mekana kisela tijesta zriju brze jer su procesi razgradnje hranjivih tvari, a
time 1 sama fermentacija, ubrzani. Kisela tijesta s niZim randmanom sadrze viSe octene
kiseline. S druge strane, u mekanim kiselim tijestima se stvara vise mlije¢ne kiseline.

e Temperatura ima, uz ¢vrstocu tijesta, veliku utjecaj na aktivnost mikroflore, jer se
najveci broj mikroorganizama razmnoZzava vrlo brzo u toploj okolini. Prema krivulji
rasta kiselog tijesta po Bockeru kod visih temperatura se faze odgode postizu u kra¢em

vremenu. Kod visokih temperatura, mikroorganizmi kiselog tijesta proizvode vise
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mlije¢ne kiseline, dok se kod nizih temperatura se stvara viSe octene kiseline.
Snizavanjem temperature okoline moze se odgoditi vrenje u zrelom kiselom tijestu.
Hladnim skladistenjem ¢ak je omogucéeno ograni¢eno drzanje zaliha zrelog kiselog
tijesta (ali pritom dolazi do izvjesnog naknadnog kiseljenja).

e Zrelost kiselog tijesta se moze odrediti mjerenjem kiselinskog stupnja i pH vrijednosti.
Krivulja zrelosti kiselog tijesta izgleda sli¢no kao i krivulja rasta, ali ona odreduje
koli¢inu stvorene kiseline (kiselinski stupanj). U zrelom kiselom tijestu treba se,
ovisno o vodenju, posti¢i odredeni kiselinski stupanj. Kiselinskim stupnjem izrazava
se ukupna koli¢ina kiseline u kiselom tijestu. Udjeli mlije¢ne i octene kiseline vazni
su za okus kruha. Povoljan je odnos od 75% do 90% mlije¢ne kiseline prema 25% do
10% octene kiseline. Na skali pH-vrijednosti od 0 do 14, zrelo Kiselo tijesto postize se

kod vrijednosti oko 4,5 do 3,2. Kod pH-vrijednosti ispod 3,2 kiselo tijesto je prezrelo.

2.2.2. Tehnoloski procesi u pripremi kiselog tijesta

Proces kiseljenja tijesta se moze proizvoditi ru¢no u plasti¢nim posudama ili posudama za
zamjes, ili automatizirano u fermentoru, pri ¢emu iskoristenje tijesta mora iznositi minimalno
200. Za proizvodnju kiselog tijesta od raZenog braSna najviSe se primjenjuju viSestupanjske
metode, od kojih je najCeS¢a trostupanjska, dok se pSeni¢na kisela tijesta proizvode u
jednostupanjskom, a vrlo rijetko u dvostupanjskom ili viSestupanjskom procesu. Kiselo tijesto
moze se proizvoditi tradicionalno spontanom fermentacijom ili uz dodatak komercijalnih
startera. Komercijalni starteri obavezno sadrze jednu ili viSe vrsta BMK, a mogu sadrZavati 1

odredene vrste kvasaca.

2.2.3. Prednosti proizvodnje kruha uz dodatak kiselog tijesta

Gluten je najvaznija proteinska komponenta pSeni¢nog braSna koja tijekom pripreme tijesta
veze vodu 1 tvori glutensku mrezu. S obzirom da glutenska mreza ima svojstvo i zadatak da
zadrzava CO; Kkoji nastaje tijekom fermentacije, gluten je direktno odgovoran za teksturu i
volumen kruha. Zakiseljavanjem tijesta povecava se topljivost glutena, §to znatno mijenja
reologiju tijesta. Glutenska mreza je slabija, tijesto je elastiCnije i stabilnije te je volumen
kruha veci. Ukoliko se proces kiseljenja provede neadekvatno dolazi do pretjerane razgradnje
glutena Sto uzrokuje smanjenje volumena kruha. Kiselo tijesto utjeCe 1 na teksturu kruha.

Tekstura je opcenito oznacena kao visestruko svojstvo. Najcesca senzorska svojstva teksture
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sredine kruha koja se opisuju 1 kvantificiraju su: elasticnost, ¢vrstoca, mekoca, ljepljivost,
vlaznost i mrvljivost kruha, dok se kod kore kruha naj¢es¢e opisuju zilavost i hrskavost.
Sredina kruha s kiselim tijestom je ¢vrsca, elasti¢nija i manje mrvljiva, dok je kora kruha duze
vremena hrskavija, zahvaljuju¢i smanjenoj migraciji vode iz sredine prema Kkori. Zbog
smanjene migracije vode kruh s Kiselim tijestom zadrzava i vlaznost sredine tijekom
skladiStenja $to je povezano s procesom starenja kruha. Naime, pekarski proizvodi imaju vrlo
kratko vrijeme trajanja i njihova kvaliteta ovisi o vremenskom periodu izmedu pecenja i
konzumacije. U tom periodu odvijaju se brojne fizikalno-kemijske promjene sredine i kore
kruha, zajednicki nazvane starenje kruha (Gray i Bemiller, 2003). Stoga je uz dodatak kiselog
tijesta brzina retrogradacije amilopektina smanjena, a time i brzina starenja kruha (Mrv¢ié i
sur., 2009).

Pojedine BMK Kkiselog tijesta proizvode razne vrste egzopolisaharida (EPS), glukane
(reuteran, dekstran, mutan) i fruktane (levan, inulin) (Bounaix i sur., 2009, Mrv¢i¢ i sur.,
2010). EPS u tijestu djeluju isto kao i hidrokoloidi (guar guma, ksantan, alginat, pektin) koji
su u sastavu aditiva, a koriste se u pekarskoj industriji da bi poboljsali vezanje vode u tijestu,
Sto povoljno utjeCe na volumen, teksturu, svjezinu i rok trajanja kruha.

Drugi pozitivni uc¢inak djelovanja kiselog tijesta na teksturu i starenje kruha zasniva se na
sinergistickom djelovanju kiselog tijesta s endogenim i egzogenim enzimima i ostalim
sastojcima pekarskih poboljsivaca kao $to su a-amilaze, proteinaze, pentozani i pentozanaze
(Gray i Bemiller, 2003).

Okus i miris kruha te drugih proizvoda od zitarica glavne su karakteristike u ocjenjivanju
njihove kvalitete. Aromu pSeni¢nog kruha odreduje kvaliteta brasna te proces fermentacije i
pecenja kruha. Proces pecenja utjece na aromu kore, dok je proces fermentacije odgovoran za
aromu sredine kruha. Spojevi koji znatno doprinose aromi kruha su organske
kiseline,alkoholi, esteri i karbonilni spojevi. Kruhovi s dodatkom Kiselog tijesta iskazuju u
usporedbi s direktno proizvedenim kruhovima znatno bolju aromu.

Kruh proizveden uz dodatak kiselog tijesta ima nizi glikemijski indeks, povecanu biolosku
raspolozivost mineralnih tvari, povecanu koli¢inu bioaktivnih komponenti (Liukkonen, 2003),
te hidrolizirane frakcije proteina §to posredno smanjuje alergijske reakcije na zitarice.
Bioaktivne komponente zitarica, lignani, fenoli, fitosteroli, tokoferoli, tokotrienoli, kao i
minerali, smjeSteni su u ovojnici zrna. Katina i1 sur. (2007) pokazali su da se kiseljenjem
tijesta povecava bioloSka raspolozivost lignana, ferulinske kiseline te drugih fitokemikalija iz
aleuronskog sloja. Kiseljenjem tijesta, zbog niskog pH, stabiliziraju se labilne bioaktivne

komponente, posebice B-glukan. BMK koje proizvode EPS mogu zamijeniti hidrokoloide koji
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se u sastavu aditiva dodaju za poboljSanje strukture i svjezine kruha (Galle, 2011).
Sintetizirani egzopolisaharidi, glukani, fruktani te gluko- i frukto - oligosaharidi takoder mogu
djelovati i kao prebiotici. Bakterija L. sanfranciscensis proizvodi levan koji pomaze rast
bifidobakterija u probavnom traktu, Sto pozitivno djeluje na zdravlje Covjeka. Takoder,

dekstran moze biti razgraden do propionske kiseline za koju je dokazano da smanjuje razinu

kolesterola i triglicerida.

Na slici 2 su prikazane sve prednosti koristenja kiselog tijesta u pekarskoj proizvodnji.

KISELO TIJESTO
Bourdough

TEHNOLOSKE Technological

- poboljsanje teksture
texture improvement
- povecanje volumena
volume increase
- povecanje obradivosti tijesta
dough machinability increase
= produZenje svjeiine
freshness prolongation
- EPS - zamjena za aditive
EPS = additive substitute

Microebiclogical
- antibakterijsko | antifungalno
djelovanje - produzena trajnost/
antimicrobial and antifungal
activity - prolonged shelf life

Zavrsni rad

ZDRAVSTVENE!/
Haalth

NUTRITIVNE/
Nurtritional

ORGANOLEPTICKE/
Organoleptic

= pojacavanje arome
enhancing the aroma

- smanjenje mrvljivasti
fower crumbing

- poboljSanje teksture
fexfure impraovement

Pekarski proizvodi kao
funkcionalna hrana/

Bakery products as
funciional food

- povecana bioloska raspolozivosti minerala/
improved mineral Bloavailability

- smanjenje Glilower GI

- povecana Keli¢ina bicaktivnih tvari/higher
content of bioactive compounds

= povecana kolicina prehrambenih vilakana'
higher comtent of food fibers

- EPS kao prebiotici/EFPS as prebiotics

= smanjenje alergijske reakcije na zitarice!

lower allergie reactions to cereals

Slika 2. Prednosti koriStenja kiselog tijesta (Mrvéicé i sur., 2011)
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2.2.4. Metode ¢uvanja Kiselog tijesta

Metode kojima se kiselo tijesto moze cuvati su: osvjezivanje, cuvanje u hladnjaku,
smrzavanje i susenje.

Osvjezivanje je metoda u kojoj se mala koli¢ina iz prethodnog kiselog tijesta uzima i stavlja u
novo kako bi se potaknula fermenatacija. Ta metoda je u pekarstvu naporna, te se izbjegava
uz pomo¢ hladenja, smrzavanja i susenja.

Lattanzi, Minervini i Gobbetti su 2014. godine proveli eksperiment u kojem su Kiselo tijesto
(Lactobacillus plantarum je koristen kao starter) hladili, smrzavali i suSili kako bi saznali
kakve su karakteristike kiselog tijesta nakon reaktivacije. Kiselo tijesto su hladili na 4°C,
smrzavali na -20°C (prije smrzavanja na -20°C su tijesto sat vremena hladili na -80°C), a
susili ga na 40°C 20 sati kako bi se postigla relativna vlaga oko 85g/kg. Nakon 7, 30, 60 i 90
dana kiselo tijesto je bilo reaktivirano.

Rezultati su pokazali da nakon 90 dana jedino uzorak koji je bio smrzavan pokazuje
djelomi¢nu ocuvanost i aktivnost LAB, dok suSenje i hladenje pokazuju dobre rezultate do 30

dana ¢uvanja. Niti jedna metoda nije dala zadovoljavajuée rezultate nakon 60 dana ¢uvanja.

2.2.5. Je€meno Kkiselo tijesto

JeCam je tek neznatno iskoriSten od strane pekarske industrije, zbog loSeg ucinka na kvalitetu
kruha. Primjena kiselog tijesta moze biti metoda kojom ¢e se poboljsati kvaliteta jeCmenog
kruha. Rezultati Maroitti i sur. (2014) pokazali su da se jeCmeno kiselo tijesto moze koristiti
za dobivanje jeCmenog kruha s poboljSanom prehrambene vrijednosti. Nadalje, unato¢
manjem specificnom volumenu i1 gu$é¢im mrvica jemenog kruha u odnosu na mrvice
pSeni¢nog kruha, nema znacajne razlike nakon pecenja i tijekom roka trajanja izmedu te dvije
vrste kruha, sto potvrduje moguénost za uspjesno iskoriStavanje je¢menog brasna u pekarskoj

industriji.

Marklinder i Johansson (1995) su istrazivali proizvodnju kiselih tijesta iz je¢menog brasna.
Iako je moguce napraviti kiselo tijesto iz je¢menog brasna, tijekom fermentacije se koli¢ina [3-
glukana znacajno smanjila, $to dovodi do zakljucka da se na taj nacin ne mogu proizvesti

kruhovi s velikom koncentracijom B-glukana.
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2.3. Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri je jedna od bakterija mlijecne Kiseline koje se nalaze u
gastrointestinalnom traktu ljudi 1 zZivotinja, te se ¢esto primjenjuju u probiotickoj hrani. Moze
tolerirati nepovoljne ekoloske uvjete u probavnom traktu, stvarati kolonije i pomoc¢i epitelnim
stanicama da tvore obranu, izbje¢i infekciju patogena kompetitivnom iskljucenosti, i sprijeciti
odredene crijevne smetnje (Lionetti i sur., 2006). Buduci da poteskoce crijevnih puteva mogu
biti uzrokovane uzimanja antibiotika, te pogreSnim prehrambenim navikama, preporuca se
dodatak bakterija mlije¢ne kiseline u prehranu, kako bi poboljsalo zdravlje ljudskog
probavnog sustava. L. reuteri je obligatni heterofermentativni lactobacillus i proizvodi u
odredenim uvjetima reuterin (B-hidroksipropionaldehid), antimikrobnu tvar Sirokog spektra,
koja prijeci razvoj niza nepozeljnih bakterija, kvasaca, gljiva i protozoa.

Lactobacillus reuteri pokazuje odredene pozitivne ucinke na zdravlje ljudi te je prepoznat kao
probiotik. Medutim, njegova primjena kod smrznute hrane jo$§ uvijek nije popularna zbog
svoje niskog prezivljavanja kod zamrzavanja i1 skladiStenja. Tehnika stani¢ne imobilizacije
ucinkovito moZze pokazati uc¢inke na zaStitu mikrobnih stanica kako bi se poboljSala njihova
izdrzljivost u nepovoljnim uvjetima okoli$a, kao i poboljsati njihovu aktivnost i koncentraciju
stanica. Stani¢na imobilizacija koristi za povecanje prezivljavanja L. reuteri tijekom
smrzavanja i skladiStenja u cilju razvoja smrznute hrane s probiotickim ucinaka L. reuteri, te

ona pokazuje potencijal za koriStenje L.reuteri u smrznutoj hrani.

2.4. Ksilanaza

B-1,4-ksilanoza je sastavni dio hemiceluloze. To je heterogenipolisaharid izgraden od
homopolimerne okosnice koju ¢ine D-ksilopiranoze jedinice povezane -1,4 vezom i kratki
bocni lanci sastavljeni od O-acetila, a-L-arabinofuranozola i a-D.-glukoronilnih ostataka. U
hidrolizu polimera ksilanoze je ukljuceno viSe enzima poput endoksilanoze, B-ksilozidaze, a-
glukuronidaze, a-arabinofuranozidaze i esteraze. No, klju¢ni enzim u hidrolizi okosnice 3-1,4-
ksilanoze je B-1,4-ksilanaza koja inicira degradaciju kompleksnih polisaharida pomocu
mikroorganizama. Provode se mnoga istrazivanje vezana za ksilanazu, zbog potencijalne
primjene u industriji, i to kao zaseban enzim i u kombinaciji s ostalim enzimima. U

zivotinjskoj prehrambenoj industriji ksilanaza se koristi za povecanje tjelesne mase zivotinja
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na nacin da prekida arabinoksilanozu na sastojke u hrani, te takoder smanjuje viskoznost
sirovog materijala. Arabinoksilanoza povecava probavnu viskoznost, a smanjuje kontakt
probavnih enzima sa supstratima, povecava debljinu sloja slobodne vode koja se nalazi u

sluznici, te time smanjuje apsorpciju i djelovanje nutrijenata u piletini.

U zadnjih nekoliko desetlje¢a se prepoznao tehnoloski potencijal ksilanoznih enzima, te se
povecala njihova uporaba u pekarstvu. Njihovim KkoriStenjem se poboljSavaju reoloSka
svojstva tijesta, specifiéni volumen kruha i ¢vrstoca sredine kruha. Ksilanaza prevodi u vodi
netopljivu hemicelulozu u topljivu, ¢ime dolazi do povezivanja vode u tijestu, te se iz tog
razloga smanjuje Cvrstoca tijesta, a povecava volumen i ujednacava poroznost sredine. TO
svojstvo ksilanaze je izrazito bitno u industrijskoj proizvodnji, jer se tijesto manje lijepi za

strojeve, ¢ime se proizvodnja znacajno olaksava.

2.5. Metode hladenja i zamrzavanja

2.5.1. Visoki tlak

Nagla ekspanzija tehnologije primjene visokih tlakova pocela je tijekom 1990-ih, kada
tehnologija primjene visokog tlaka postaje jedna od suvremenih tehnika obrade hrane u
modernoj prehrambenoj industriji. Konvencionalne toplinske metode obrade kao §to su
pasterizacija i sterilizacija temelje se isklju¢ivo na povecanju mikrobioloske stabilnosti
gotovog proizvoda,koji nakon obrade pokazuje osjetna odstupanja u organoleptickim i
senzorskim obiljezjima. Obrada hrane visokim tlakovima je nova i vrlo zanimljiva
alternativna metoda koja dovodi do minimalnih promjena nutritivnih, senzorskih,
organolepti¢kih i teksturnih karakteristika tako obradene hrane. Prednosti utjecaja visokih
tlakova uklju¢uju povecanu sigurnost tehnoloskog procesa, manji utroSak energije, vecu
mikrobioloSku sigurnost 1 kao posljedicu toga povecanu dugotrajnost kao 1 vrijeme

skladistenja tako dobivenog visokokvalitetnog gotovog proizvoda.

Potencijal primjene visokog tlaka u komercijalne svrhe je u sljede¢im podru¢jima obrade
hrane:

e inaktivacija mikroorganizama i enzima

¢ modifikacija funkcionalnih svojstava biopolimera

e zadrzavanje osobina kvalitete (boja, aroma, nutritivna vrijednost)

e postizanje funkcionalnosti prehrambenih proizvoda
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Neke od prednosti primjene visokog hidrostatskog tlaka u usporedbi s termic¢kim tretiranjem
Su:
e smanjenje utroska toplinske energije, jer se obrada odvija pri sobnoj temperaturi
e climiniranje utjecaja veli¢ine 1 geometrije uzorka te skra¢ivanje vremena tretiranja, jer
je Sirenje tlaka ravnomjerno kroz namirnicu koja se obraduje
e ne mijenjaju se kovalentne veze, ¢ime ostaju sacuvane komponente arome namirnica
e obrada je ekonomicna sa stanoviSta potro$nje energije. U trenutku postizanja zeljenog
tlaka, pumpa se zaustavlja, zatvaraju se ventili, a tlak unutar cilindra se odrzava bez
potrebe za daljnjim dovodenjem energije
e postupak obrade je ekoloski prihvatljiv, jer koristi samo elektricnu energiju te nema

otpadnih produkata.

Ogranicenja primjene ove tehnologije su sljedeca:
e vecina hrane obradene ovom tehnologijom mora se skladistiti i distribuirati na niskoj
temperaturi da bi se zadrzala organolepticka i nutritivna svojstva
e enzimi iz hrane i bakterijske spore su otporni na djelovanje poviSenog tlaka, Sto
zahtijeva primjenu vrlo visokih tlakova za njihovu inaktivaciju (preko 1200 MPa),

¢ime se znatno poskupljuje cjelokupna obrada.

2.5.2.Princip djelovanja visokog tlaka

Postupci obrade hrane visokim hidrostatskim tlakom podrazumijevaju podvrgavanje tekuce ili
Cvrste hrane, s ambalazom ili bez nje, djelovanju tlaka od 100 do 800 MPa (1200 MPa).
Temperatura obrade moze se kretati od ispod 0 °C do iznad 100 °C, a vrijeme izloZenosti
djelovanju tlaka moze varirati od nekoliko sekundi do preko 20 minuta.Kao posljedica
djelovanja visokog tlaka dolazi do smanjenja obujma sustava na koji se tlak primjenjuje.
Sukladno LeChatelier-Braunovom zakonu, u uvjetima ravnoteze, zbog djelovanja povisenog
tlaka na zatvoreni sustav bit ¢e pospjesene one reakcije koje vode smanjenju obujma, dok ¢e
nasuprot tome one reakcije koje vode povecanju obujma sustava biti potisnute. Upravo su
zbog ovog fenomena nekovalentne kemijske veze (vodikove, ionske i hidrofobne) osjetljive
na djelovanje visokog tlaka dok su nasuprot tome kovalentne veze neosjetljive na djelovanje

tlaka. Posljedi¢no, komponente hrane velike molekulske mase u kojima je tercijarna struktura
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od presudne vaznosti za izrazavanje funkcionalnih svojstava (npr. bjelancevine, enzimi i
polisaharidi) podlozne su promjenama konformacije i funkcionalnih svojstava zbog tretiranja
visokim tlakom. Nasuprot tome, kao glavna prednost djelovanja visokog tlaka istice se
Cinjenica da su komponente hrane koje su odgovorne za specificnu nutritivnu vrijednost i
organolepti¢ke znacajke hrane (npr. vitamini i komponente arome), zahvaljuju¢i malom
udjelu sekundarne, tercijarne i kvarterne strukture prakticki neosjetljive na djelovanje visokog
tlaka.

2.5.2. Imerzija

Ovaj naCin zamrzavanja je teoretski najefikasniji jer se postize najbolji kontakt izmedu
proizvoda i rashladnog sredstva, odnosno veliki koeficijent prijelaza topline.
Naime, kod takvog zamrzavanja:
» otpor prijenosu topline sveden je na minimum uslijed ostvarenog kontakta
proizvoda i rashladnog sredstva
» uslijed velike brzine zamrzavanja pomocu kriogenih tekucina postize se takva
kvaliteta namirnica koja se ne moze ostvariti primjenom drugih metoda
zamrzavanja.
Rashladna sredstva za zamrzavanje imerzijom mogu se svrstati u dvije kategorije:
1) tekucine s niskom temperaturom koje se hlade indirektnim kontaktom nekim
drugim rashladnim sredstvom
e otopine Secera, soli 1 glicerola. Njihova koncentracija mora biti takva da ostaju
tekucine kod —18°C ili niZe temperature.
2) kriogene tekucine (kriogenici)
e To su ukapljeni plinovi s niskim vreliStem. Kao kriogena tekuéina se koriste tekuci
dusik (temperatura vrelista je -196°C), tekué¢i CO, (temperatura vrelista je -79°C) i
freon 12 (temperatura vrelista je -30°C; nije prikladan za zamrzavanje peciva zbog
apsorpcije).
Prednost se zamrzavanja kriogenicima u usporedbi sa zamrzavanjem hladnimzrakom zasniva
na boljem prenoSenju topline kapljevinama (€ak i1 kad im je temperatura viSa od temperature
hladnog zraka), §to ubrzava postupak i snizava temperaturu. Nedostaci su zamrzavanja
kriogenicima u tome §to se pritom proizvodi mogu raspucati, pa i raspasti se (osobito u dodiru
s kriogenicima vrlo niske temperature). Osim toga, gubici su isparavanjem kriogenika Cesto

previsoki za komercijalnu primjenu tih postupaka. Ipak, ti se gubici mogu dovoljno smanjiti
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prikladnim mjerama, koje se isplate kad je vrijednost koja se konzervira dovoljno velika.
Gubici su to manji §to su komadi hrane deblji, $to je temperatura hrane na ulazu u aparat za

zamrzavanje niza i $to je proces u aparatu brzi.

2.5.3. Brzo smrzavanje strujom hladnog zraka

Smrzavanje hrane strujom hladnog zraka (Sokerom) je metoda gdje se proizvod naglo niskom
temperaturom zamrzne, a nakon toga se moze Cuvati na vis§im temperaturama od temperature
zamrzavanja, te se izbjegnu ostecenja stanice.Nakon odmrzavanja tijesta stanice bakterija su

Cesto oStecene ili ¢ak ne prezive odmrzavanje.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Za pripremu kiselog tijesta koristeno je integralno jeCmeno brasno (Advent, Pula),
vodovodna voda, konzumni Secer (Viro, Virovitica), ksilanaza i starter kultura Lactobacillus
reuteri (DSM 20016, proizvoda¢ DSMZ, Njemacke).

Za odredivanje broja poraslih BMK se koristila MRS agar selektivna podloga. U tablici 2 je
prikazan sastav MRS podloge.

Tablica2. Sastav MRS podloge

MRS

Pepton 10,00 g/L
mesni ekstrakt 10,00 g/L
kvascev ekstrakt 5,00 g/L
glukoza 20,00 g/L
Dikalij hidrogen fosfat 2,00 g/L
(K2HPO,)

Natrij acetat 5,00 g/L
Amonij citrat 2,00 g/L
Magnezij sulfat (MgSQ,) 0,20 g/L
Mangan sulfat (MnSQO,) 0,05 g/L
Tween 80 1mL

Tablica 3. ReoloSka svojstva jeémenog brasna

Broj padanja (s) 414
Amilograf (AJ) 1730
Suha tvar (%) 88
Voda (%) 12
Proteini (%) 9,99
Pepeo
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Popis koriStene opreme:

Termostat INB 500 (Memmert, Njemacka)

Ru¢ni mikser Tefal

Fermentacijska komora GS1 ED60/40 0600_A-BJDBA (Weisheu, Njemacka)
Uredaj za brzo smrzavanje ABF 05 (Everlasting, Italija)

Termostatska cirkulacijska kupelj Huber CC515 (Peter Huber)

Magnetska mjesalica Worke (IKA, Njemacka)

Centrifuga Rotina 35 (Hetich)

Vibromikser MS3 basic (IKA, Njemacka)

pH-elektroda sa zapisiva¢em podataka (Omega, Stamford, Connecticut, SAD)
Vaga s analiti¢kom to¢nosti 0,01g plb 200-2 (Kern, Njemacka)

Vodena kupelj SBS40 (Stuart)

Elektri¢no kuhalo (Corona)

Bunsenov plamenik

Solarna pipeta (Pipetus)

Petri ploce

Jednokratne plasti¢ne pipete od 10mL

Bakto boce 500mL

Epruvete od 20mL

Laboratorijske ¢aSe od 150 1 300mL

Uredaj za smrzavanje imerzijom: OM-CP-QUADTEMP (Four Channel Thermocouple
Temperature Recorder, serijski broj P15633)

ABFO05 Everlasting, Italija

3.2 Metode rada

3.2.1. Uzgoj mikrobnih kultura

Kultiviranje bakterija i kvasaca provedeno je u bakto-bocama od 500 mL na 300 mL

pripadajuce sterilne podloge (bujona) kroz 48 sati u termostatu pri temperaturi od 30°C.

Starter kultura pripremljena je kroz 5 faza. Prvo se u sterilnim uvjetima prenese mala koli¢ina
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Ciste kulture s kosog agara u epruvetu sa sterilnom hranjivom podlogom (10 mL) i inkubirana
u termostatu 24 h+2h/ 30+£1°C. Zatim je, nakon 24h, sterilnom pipetom uzeto deset kapi
sadrzaja iz razvijene prve faze u drugu epruvetu sa sterilnom hranjivom podlogom za ¢istu
kulturu (10 mL) i inkubirano u termostatu 24+2h/ 30+=1°C. Pet cijelih epruveta druge faze
¢inilo je inokulum za tre¢u fazu (boca sa 300 mL sterilne hranjive podloge), koja je
inkubirana u termostatu 48+2h/ 30+1°C. Inkubacija je trajala sveukupno 96 sati a nakon toga
cijela koli¢ina bujona je centrifugirana 10 minuta na 3000 o/min. Svaka kiveta dva puta je
ispirana sa 50 mL sterilne vode i nakon toga je cijela koli¢ina dobivene biomase (iz 300 mL
bujona) resuspendirana u 100 mL sterilne vode. Stanice su odredene u 1 ml inokuluma
(biomasa+100 ml SV) na MRS agaru za mikroorganizme iz roda Lactobacillus, a na YM

agaru za mikroorganizme iz roda kvasaca.

3.2.2. Priprema kiselog tijesta

Integralno je¢meno brasno pomijesano je s vodom u omjeru 1:1,5, odnosno pomijesano je 700
g brasna i 1050 mL vode. U pojedinim eksperimentima dodan je Secer saharoza u koli¢ini od
10% na brasno, i/ili ksilanoza u koli¢ini od 20-50 mg/kg na suhu komponentu. Kao starter za
pripremu kiselog tijesta koristen je Lactobacillus reuteri, u 1 gramu kiselog tijesta se nalazilo
10" zivih stanica Lactobacillus reuteri. Tijesto je umijeSano ruénim mikserom

(Tefal,Francuska) na brzini 3 u trajanju od 5 minuta.
Pripremljena su 4 razli¢ita zamjesa kiselog tijesta s:

e Lactobacillus reuteri
e Lactobacillus reuteri + saharoza
e Lactobacillus reuteri + ksilanaza

e Lactobacillus reuteri + ksilanaza + saharoza

Saharoza se dodaje iz razloga Sto ona poti¢e produkciju egzopolisaharida, koji bi mogli biti
potencijalna zamjena za hidrokoloide. Ksilanaza se dodaje iz razloga $to se smanjuje ¢vrstoca

tijesta, a povecava volumen i tvori ujednacenija struktura sredine kruha.

Tako pripremljena kisela tijesta su stavljena na fermentaciju u fermentacijsku komoru na

temperaturu 37°C, a fermentacija je trajala 24 sata.
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3.2.3. Metode zamrzavanja kiselog tijesta

Pojedini uzorci fermentiranog kiselog tijesta su stavljeni na ¢uvanje u hladnjak, te su

smrzavani postupkom visokog tlaka, imerzijom i Sokerom.

Uzorci Kkoji su smrzavani visokim tlakom su bili smrznuti na -18°C, ali je prethodno
temperatura tijesta spustena na 4°C, a onda je pocelo smrzavanje primjenom visokog tlaka.
Kao kompresijska tekucina je koristena smjesa glikola i vode, a smrzavanje je trajalo 18

minuta.

Uzorci koji su smrzavani imerzijom su bili smrznuti na -30°C. Kao kompresijska tekuéina je

koriStena smjesa glikola i vode ( u omjeru 1:2), a smrzavanje je trajalo 68 minuta.

Uzorci koji su smrzavani u uredaju za brzo smrzavanje su se smrzavali u struji hladnog zraka

temperature -37°C. Smrzavanje je trajalo 56 minuta.

Uzorci Kiselog tijesta smrznuti visokim tlakom, imerzijom i Sokerom, ¢uvani su u zamrzivac¢u
na -18°C, 14 i 28 dana. Usporedno su uzorci Kiselog tijesta ¢uvani u hladnjaku na 4°C, 7, 14 i
28 dana. Razlog sto analiza smrznutih tijesta nije provedena nakon 7 dana je taj Sto je

toprekratki vremenski period pa je ekonomski neisplatljivo.

3.2.4. Mikrobioloska analiza uzoraka

MikrobioloSka analiza uzoraka kiselog tijesta je provedena prema metodi 1ISO 15214:1998 na
slijede¢i nacin: iz 1g kiselog tijesta iz svakog uzorka napravljeno je razrijedenje s 9mL
destilirane vode, te je tako dobiveno prvo razrijedenje, odnosno 10™. Potom, iz prvog
razrjedenja, nakon mijeSanja na vibracijskoj mjesalici (vortex), uzeto je 1mL tog uzorka sa
sterilnom pipetom i stavljeno u novu epruvetu s 9 mL destilirane vode te je tako
dobivenodrugo razrijedenje, odnosno 1072, Taj postupak je ponavljan do Zeljenog razrjedenja,
a nakon toga je slijedilo nacjepljivanje uzoraka. Bitno je da se sve odvija u sterilnim uvjetima

1 da se za svako razrjedenje uzima nova sterilna pipeta.

Nacjepljivanje je provedeno na na¢in da je ImL Zeljenog razrjedenja prenesen u sterilnu Petri
plo¢u. Tako stavljen inokulum je zatim zaliven MRS podlogom, a ploca je zarotirana po
ravnoj podlozi kako bi se uzorak ravnomjerno rasporedio. Nakon $to se podloga ohladila i

skrutnula, stavljen je i drugi sloj podloge iz razloga Sto L. reuteri zivi u anaerobnim uvjetima,
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pa se dodavanjem drugog sloja pojacavaju anaerobni uvjeti. Prilikom stavljanja podloge je

bitno da je temperatura MRS podloge niza od 50°C, kako se ne bi ubile zive stanice L. reuteri.

Nakon zalijevanja uzorka s drugim slojem podloge, uzorci su stavljeni u termostat na

inkubaciju na temperaturi od 37°C u trajanju od 48 sati.
Za svaki uzorak napravljena su dva ponavljanja.

Nakon 48 sati prebrojan je broj poraslih bakterijskih kolonija na plocama. Prebrojane se obje

ploce s istim razrjedenjem, te je izraCunata srednja vrijednost.
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4. REZULTATI

U ovom poglavlju je graficki prikazan pad pH vrijednosti za sva Cetiri uzorka kiselog tijesta
prilikom njihovih fermentacija (slika 3).

Graficki je prikazana ovisnost temperature smrzavanja o vremenu za razli¢ite metode
smrzavanja, te su tabli¢no prikazani rezultati odredivanja broja zivih stanica Lactobacillus

reuteri prije hladenja u hladnjaku i smrzavanja, te nakon vadenja iz hladnjaka i odmrzavanja.

6

55

pH

4,5

3,5
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Vrijeme [min]

Fermentacija A Fermentacijab Fermentacija C FermentacijaD

Slika 3. Kinetika kiseljenja tijesta s L. reuteri s dodanom saharozom (A), bez dodane
saharoze (B), s dodanom ksilanazom (C) te dodanom saharozom i ksilanazom (D)
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Slika 4. Tijek postupka zamrzavanja Kiselog tijesta imerzijom
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Slika 5. Tijek postupka zamrzavanja kiselog tijesta primjenom visokog tlaka
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Slika 6. Tijek postupka zamrzavanja kiselog tijesta strujom brzog zraka u Sokeru

Tablica 4. Usporedba broja zivih stanica u uzorku kiselog tijesta fermentiranog s L. reuteri uz
dodatak saharoze te ¢uvanog u hladnjaku ili zamrznutog razli¢itim metodama u odnosu na

svjeze kiselo tijesto

Vrijeme skladistenja

KISELO TIJESTO-UZORAK A

(dani)
0 | Potetnibrojzivih stanica 1,7x10° |
Hladnjak +4 Zamrzivac -18
7 2,3x10’ visoki tlak Soker imerzija
14 1,8x10° 1,8x10° 1,6x10’ 2,8x10’
28 1,2x10° 6,5x10" 1,6x10’ 5,2x10’
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Tablica 5. Usporedba broja zivih stanica u uzorku kiselog tijesta fermentiranog s L. reuteri te
cuvanog u hladnjaku ili zamrznutog razli¢itim metodama u odnosu na svjeze kiselo tijesto

Vrijeme skladistenja KISELO TIJESTO-UZORAK B
(dani)
0 | Potetnibroj zivih stanica 1,9x10° |
Hladnjak +4 Zamrzivac -18
7 8,1x10° visoki tlak Soker imerzija
14 1,1x10° 2,1x10° 1,3x10° 1,3x10°
28 7,5x10° 5x10° 1,1x10° 1,3x10°

Tablica 6. Usporedba broja zivih stanica u uzorku kiselog tijesta fermentiranog s L. reuteri uz
dodatak ksilanaze te ¢uvanog u hladnjaku ili zamrznutog razli¢itim metodama u 0dnosu na
svjeze kiselo tijesto

Vrijeme skladiStenja KISELO TIJESTO-UZORAK C
(dani)
0 | PotemibrojZivihstanica 16x10° |
Hladnjak +4 Zamrzivac -18
7 1,1x10° visoki tlak Soker imerzija
14 1,1x10° 3,0x10" 6,3x10’ 8,8x10’
28 6,2x10° 8,0x10° 5,2x10’ 3,7x10’

Tablica 7. Usporedba broja zivih stanica u uzorku kiselog tijesta fermentiranog s L. reuteri uz

dodatak saharoze i ksilanaze te cuvanog u hladnjaku ili zamrznutog razli¢itim metodama u
odnosu na svjeze kiselo tijesto

Vrijeme skladistenja KISELO TIJESTO-UZORAK D
(dani)
0 | Potetnibroj Zivih stanica 1,56x10° |
Hladnjak +4 Zamrzivac -18
7 2,84x10° visoki tlak Soker imerzija
14 1,31x10° 1,47x10" 2,7x10’ 4,85x10’
28 8,6x10’ 9,5x10° 4,7x10° 1,11x10"
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5. RASPRAVA

Cilj ovog rada je bio ispitati kako razli¢iti nafini zamrzavanja kiselog tijesta utjeCu na
prezivljavanje starter kulture. Kiselo tijesto zamrznuto je metodom visokog tlaka, imerzijom i
strujom hladnog zraka (Sokerom). Za usporedbu je kiselo tijesto cuvano i u hladnjaku. Uzorci

su cuvani 28 dana te je pretpostavka bila da ¢e bakterije prezivjeti ove uvjete Cuvanja.

Tijekom izvodenja eksperimenta pracena je i potencijalna mogucénost razvitka plijesni na

uzorcima koji su se ¢uvali u hladnjaku.

Lactobacillus reuteri koji je koriSten za kiseljenje tijesta je bakterija mlije¢ne kiseline koja
ima potencijalno antibakterijsko djelovanje i moze tvoriti egzopolisaharide, tako da je
uspjesnost njegovog prezivljavanja pozeljna. Na taj nacin bi se mogli proizvodi funkcionalni
kruhovi i ostali pekarski proizvodi. Na slici 3. prikazan je tijek kiseljenja je¢menog tijesta
s L. reuteri tijekom 24 h na 37°C. U tom vremenu, u svim uzorcima se pH tijesta spustio s
pocetnih 5,9 na krajnjih 3,7. Odredena pH vrijednost kiselog tijesta nije se razlikovala ovisno

o dodatku saharoze i/ili ksilanaze i tipi¢na je za kisela tijesta (Mariotti i sur., 2014).

Uzorcti kiselog tijesta cuvani su u hladnjaku tijekom 28 dana. Tijekom tog perioda doslo je do
vrlo blagog pada broja zivih stanica laktobacila (tablice 4., 5., 6. i 7. ). Kiselo tijesto je bilo
zamrznuto na tri razli¢ita nacina: imerzijom, strujom hladnog zraka i primjenom visokog
tlaka. Tijek zamrzavanja kiselog tijesta prikazan je na slikama 4., 5. i 6. Od ispitanih metoda,
zamrzavanje imerzijom je bio najsporiji postupak i trajao je 68 minuta da bi se postigla ciljana
temperatura od -18 C. Zamrzavanje kiselog tijesta strujom hladnog zraka u Sokeru do iste
temperature od -18 C postignuto je za 56 minuta. Zamrzavanje kiselog tijesta pomocu uredaja
za visoki tlak je bila najbrza metoda - uzorci kiselog tijesta zamrznuti su na -20°C za svega 18
min. Namirnice obradene visokim tlakovima zadrZavaju svoja teksturna i senzorska svojstva
jer se obrada vrsi pri znatno niZzim temperaturama i u vrlo kratkom vremenskom intervalu.

Vremenom obrade od samo nekoliko sekundi postize se minimalna degradacija osnovnih
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sastojaka obradenog proizvoda ¢ime on u potpunosti zadrzava svoja funkcionalna svojstva

(Bosiljkov i sur., 2010).

Broj zivih stanica laktobacila u kiselom tijestu na kraju fermentacije te nakon Cuvanja u
hladnom i zamrznutom razli¢itim metodama prikazan je u tablicama 4-7. Na kraju
fermentacije, u svim uzorcima neovisno o dodatku saharoze i/ili ksilanaze, odreden je slican
broj poraslih kolonija laktobacila (10°%). Taj broj Zivih stanica tipican je za kiselo tijesto Koje
ima laktobacile kao starter kulturu (Mariotti i sur., 2014). Cuvanjem kiselog tijesta u
hladnjaku na 4°C tijekom 28 dana, doslo je do blagog pada zivih stanica laktobacila za jednu
potenciju. Uz pracanje broja prezivjelih stanica, pratilo se i potencijalni nastanak plijesni. Ni
nakon 7, ni 14, ni 28 dana Cuvanja tijesta nije doslo do pojave plijesni. Reuterin djeluje kao
fungicid (Klantschitsch i sur., 1996) te se pretpostavlja da zbog nastanka reuterina nije doslo

do razvoja plijesni.

Uzorci kiselog tijesta koji su bili zamrznuti i ¢uvani na -18°C su se znadajno razlikovali u
broju prezivjelih stanica. U kiselom tijestu zamrznutom imerzijom ili Sokerom, broj zivih
stanica je bio za 1-2 potencije manji nego li kod svjezeg nesmrznutog tijesta. Tijekom 28 dana
cuvanja tako zamrznutog kiselog tijesta nije doSlo do znacajnog pada broja Zivih stanica.
Sliéni rezultati su dobiveni i u istrazivanju Lattanzija i sur. iz 2014. god Kkoji su radilli sli¢no
istrazivanje u kojem su bakterije mlijecne kiseline koriStene kao starter kulture, te su sve
dobro prezivjele odmrzavanje nakon 30 dana (Lattanzi i sur., 2014). Lattanzi i sur. (2014)
navode kako se reaktivacija smrznutog kiselog tijesta uspjesno moze provesti.

S druge strane, zamrzavanje kiselog tijesta primjenom visokog tlaka preZivio je znatno manji
broj laktobacila (10°-10%). Tijekom 28 dana Guvanja tako zamrznutog kiselog tijesta
zabiljezen je daljni pad broja zivih stanica. Visoki tlak se Kkoristi za uni§tavanje patogenih

mikroorganizama i nije primjenjiv za uzorke s probiotickim BMK, jer ucinkovitost mikrobne

inaktivacije ovisi i 0 vrsti mikroorganizma (Stewart i sur., 2006).
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6. ZAKLJUCAK

e Fermentacijom integralnom jeCmenog brasna s Lactobacillus reuteri tijekom 24 h na
37°C, neovisno o dodatku saharoze i/ili ksilanaze, odredena je tipi¢na pH vrijednost
od 3,7 i broj Zivih stanica laktobacila od 10°.

e (Od ispitanih metoda, zamrzavanje kiselog tijesta imerzijom je bio najsporiji postupak i
trajao je 68 minuta da bi se postigla ciljana temperatura od -18°C. Zamrzavanje
kiselog tijesta strujom hladnog zraka u $okeru do iste temperature od -18°C postignuto
je za 56 minuta. Zamrzavanje kiselog tijesta pomoc¢u uredaja za visoki tlak je bila
najbrza metoda pri ¢emu su uzorci Kiselog tijesta zamrznuti na -20°C za svega 18 min.

e Smrzavanje kiselog tijesta imerzijom i strujom hladnom zraka te njegovo skladistenje
tijekom 28 dana u smrznutom se pokazalo zadovoljavaju¢im, jer je odumiranje
laktobacila bilo malo (za jednu potenciju).

e Primjena visokog hidrostatskog tlaka kao metoda zamrzavanja kiselog tijesta se

pokazala neprimjenjivom, jer je samo mali broj laktobacila prezivio (10°-10%).

o Cuvanjem uzoraka kiselog tijesta u hladnjaku nije doglo do pojave plijesni, te se moze
zakljuciti da je Lactobacillus reuteri proizveo reuterin, koji djeluje kao fungicid, te je
sprijecio razvitak plijesni. Nastanak reuterina je bitan, jer zbog njegovog nastanka se
kiselo tijesto koje sadrzi Lactobacillus reuteri kao starter moze koristiti za proizvodnju

funkcionalnih pekarskih proizvoda.
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