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1. UVOD

Kruh je danas jedna od osnovnih namirnica u ljudskoj prehrani. Brasno koje se koristi
u proizvodnji kruha i sli¢nih proizvoda je Cesto pSenicno ili od srodne Zzitarice te kao takvo
predstavlja problem kod ljudi oboljelih od celijakije. Celijakija je autoimuni poremecaj koji
zahvaca odredeni dio populacije s genetskim predispozicijama, a manifestira se kao
netolerancija na gluten, protein koji se prirodno nalazi u psenici i srodnim Zzitaricama. Unos
glutena kod osoba oboljelih od celijakije rezultira oSteenjem probavnog sustava, a

procjenjuje se da je zahvaceno 1 % ukupne svjetske populacije (CDF, 2017).

Osvjestavanjem ljudi o potrebama osoba oboljelih od celijakije te sve uéestalijim dijagnozama
celijakije i pojave necelijakijske osjetljivosti na gluten doslo je do Sirenja trziSta bezglutenskih
proizvoda. Medutim, Cest problem kod takvih proizvoda prvenstveno su loSa senzorska i
nutritivna svojstva te kraca trajnost u usporedbi s proizvodima s glutenom. Razvojem
bezglutenskih proizvoda otkriveno je da se kombiniranjem viSe razli¢itih brasna te tehnologije
mogu poboljsati njihova senzorska i nutritivna svojstva te produljiti trajnost. Tako primjerice
proces fermentacije tijesta pozitivno utjee na sve aspekte kvalitete pekarskih proizvoda poput

teksture, arome, nutritivnih svojstava i trajnosti (Nionelli i Rizzello, 2016).

Fenolni spojevi su ubikvitarni u biljkama i pridonose unosu ukupnih antioksidansa u ljudskoj
prehani (Balasundram i sur., 2006). Molekule fenolnih spojeva mogu biti jednostavne
strukture, a mogu biti i visoko polimerizirani spojevi (Bravo, 1998). Njihova struktura je
zasluzna za razli¢ita djelovanja u organizmu kao npr. za kapacitet hvatanja slobodnih radikala
(tj. antioksidacijsku aktivnost), a uvrijezena je podjela na one koji su najznacajniji u ljudskoj
prehrani, a to su fenolne kiseline, flavonoidi i tanini (Balasundram i sur., 2006). Vaznost
antioksidansa u prehrani i zdravlju je ve¢ provjereno dokazana zbog njihove uloge u hvatanju

Stetnih reaktivnih vrsta spojeva koje oste¢uju molekule poput proteina, enzima, DNA i sl.

Cilj ovog rada bio je odrediti udjel ukupnih slobodnih fenolnih spojeva TPC (engl. Total
Phenolic Content) metodom te odrediti antioksidacijsku aktivhost DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) i FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) metodama za uzorke
bezglutenskog kiselog tijesta s dodatkom brasna Zutog graska te kruha i kore kruha s
dodatkom istog kiselog tijesta. Dobiveni rezultati ¢e utvrditi je li dodatak brasna zutog graska
i provodenje kisele fermentacije tijesta utjecalo na povecanje udjela ukupnih fenolnih spojeva

1 povecanje antioksidacijske aktivnosti.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. CELIJAKIJA

Celijjakija je genetska autoimuna bolest koja je karakterizirana dozivotnom
intolerancijom na gluten, protein koji obuhva¢a kompleksnu skupinu prolamina u psenici

(glijadin), razi (sekalin) i je¢mu (hordein).

Patogeneza celijakije ukljucuje interakcije izmedu genetske podloznosti (HLA-DQ2 i HLA-
DQ8 aleli), izloZzenosti glutenu iz okolisa (unos glutena) 1 imunoloskog odgovora koji obi¢no
uzrokuje ostecenje mukoznog tkiva probavnog sustava. Specifican sastav aminokiselina ovih
prolamina, s prisutnim prolinom i glutaminom, odgovoran je za njihovu otpornost na
proteoliticku probavu u ljudi. Ovakva nepotpuna probava rezultira s puno relativno velikih
glutenskih peptida u tankom crijevu. Odredeni peptidi glutena tako mogu pro¢i kroz epitelno
tkivo tankog crijeva i1 u¢i u sluznicu. Kada jednom udu u sluznicu, glutaminski ogranci
glutenskih peptida mogu biti deaminirani od strane enzima transglutaminaze. Stanice koje
eksprimiraju HLA-DQ2 i HLA-DQ8 molekule predstavljaju stanice antigena i imaju povecan
afinitet za vezanje na deaminirane peptide glutena. Kroz niz dogadaja navedene antigen
stanice s vezanim deaminiranim peptidima glutena uzrokuju aktivaciju specifiénih CD4" T
stanica (limfocita), S$to pokrece autoimuni odgovor koji vodi do oStecenja tkiva

karakteristicnog za celijakiju (Kagnoff, 2005; Briani i sur., 2008).

Do ranih 1990-ih, celijakija se smatrala rijetkom boles¢u koja zahvaca djecu i karakterizirana
je ozbiljnom neuhranjenosti i gastrointestinalnim problemima (dijareja, gubitak tjelesne mase,
povracanje, bol u abdomenu, nadutost, zatvor). Bolest se tada dijagnosticirala preko
gastrointestinalnin  simptoma i biopsije tkiva tankog crijeva. Danasnja dostupnost
visokoosjetljivih 1 specificnih testova s antitijelima omogucila je bolje dijagnosticiranje
bolesti i shvacanje da je bolest puno rasirenija nego $to se mislilo (Capriles i Areas, 2014). Na
slikama 1 i 2 su prikazane fotografije biopsije tkiva crijevnih resica zdravog Covjeka i

pacijenta oboljelog od celijakije nakon unosa glutena.



Slika 1. Fotografija biopsije crijevnih resica zdravog ¢ovjeka (Strobel i sur., 1983)

Slika 2. Fotografija biopsije crijevnih resica pacijenta oboljelog od celijakije (Strobel i sur.,
1983)



Od velike je vaznosti pravovremena dijagnoza, zato §to se kasnije komplikacije poput
osteporoze i raka mogu prevenirati adekvatnom prehranom (Capriles i sur., 2009; Fasano i
Catassi, 2012). lako je u proteklih 30 godina doslo do velikog napretka u shvaéanju
patogeneze te klinickih i nutritivnih aspekata celijakije, stroga doZivotna bezglutenska
prehrana je za sada jedino uéinkovito i sigurno lijeCenje za oboljele od celijakije (Capriles i

Areas, 2014).

Primjena doZivotne bezglutenske prehrane nije laka za pridrzavanje zbog moguce prisutnosti
glutena u hrani u kojoj se ne oc¢ekuje njegovo prisustvo (kontaminacija prilikom procesiranja
hrane); moze drustveno ograniiti osobu; dostupnost bezglutenskih proizvoda je losija i
proizvodi su skuplji u odnosu na proizvode koji sadrZze gluten te ¢esto moZe dovesti do

manjka nutrijenata u prehrani (Arendt i sur., 2011).

2.2. TEHNOLOGIJA FERMENTACIJE

Kiselo tijesto je tijesto ¢iji se mikroorganizmi (bakterije mlije¢ne kiseline, kvasci), porijeklom
iz sirovina ili dodani kao starter kulture nalaze u aktivhom stanju (Peni¢, 2010) te ono
predstavlja kompleksni mikrobni ekosustav. Upotreba bakterija mlije¢ne kiseline u pripremi
kruha ima dugu tradiciju, od spontanih fermentacija gdje je njihova uloga bila kiseljenje
tijesta, preko definiranih starter kultura, do razvoja i primjene funkcionalnih starter kultura
(Mrv¢ié i sur., 2011).

Bakterije mlijecne kiseline mogu se podijeliti na homofermentativne i heterofermentativne, a
glavna razlika izmedu njih su produkti metobolizma. Homofermentativne bakterije kao
primarni produkt metabolizma proizvode mlijecnu kiselinu (laktat), a Cesto se koriste u
proizvodnji mlijeénih proizvoda zbog brzog zakiseljavanja podloge u kojoj rastu.
Homofermentativne vrste bakterija mlijecne kiseline uklju¢uju odredene pripadnike rodova
poput Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus i Aerococcus.
Heterofermentativne bakterije kao glavne produkte svog metabolizma proizvode mlije¢nu
kiselinu, etanol, octenu kiselinu i ugljikov dioksid. Heterofermentativne bakterije mlijecne
kiseline ukljucuju rod Leuconostoc spp., Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum i
Lactobacillus reuteri i druge (CU, 2017).

Moderna biotehnologija pekarskih proizvoda uglavnom koristi fermentaciju tijesta tj. kiselo

tijesto kao prirodno sredstvo dizanja tijesta zbog svojih prednosti u usporedbi s pekarskim



kvascem, poput npr. razvoja karakteristicne arome kruha §to rezultira poboljSanim senzorskim

svojstvima (Hansen i Hansen, 1996).

Mnoga svojstva kiselih tijesta ovise o metabolickoj aktivnosti koriStenih bakterija mlijecne
kiseline, a to su mlije¢no kisela fermentacija, proteoliza, sinteza hlapljivih spojeva, sinteza
antifungalnih spojeva i ostale metabolicke aktivnosti (Gobbetti, 1998; Hammes & Ganzle,
1998). Mnoge bakterije mlije¢ne kiseline mogu proizvesti razliCite dugolancane polimere
ugljikohidrata tj. egzopolisaharide koji se razlikuju u sastavu, strukturi i fizikalnim
karakteristikama (De WVuyst i Degeest, 1999). Ti egzopolisaharidi se sintetiziraju
ekstracelularno (preko saharoze i1 uz djelovanje odredenih enzima) ili intracelularno (preko
prekursora ugljikohidratnih nukleotida i odgovaraju¢ih enzima) te je dokazano da mogu
utjecati na poboljSanje tehnoloskih 1 nutritivnih svojstva bezglutenskog kruha kroz svoju

funkciju, kao prebiotici i hidrokoloidi (Arendt i sur., 2011).

KoriStenje bakterija mlijecne kiseline u proizvodnji kiselog tijesta ima ve¢ dobro poznatu
ulogu s obzirom na njihov pozitivan utjecaj na senzorska svojstva i nutritivnu vrijednost
bezglutenskih proizvoda dobivenih od takvog tijesta (De Angelis i sur., 2007). Primjer
koristenja fermentacije s bakterijama mlijecne kiseline u proizvodnji bezglutenskog proizvoda
je proizvodnja towga od brasna sirka (lat. Sorghum) gdje je tijekom fermetacije doslo do
sinteze razli¢itih spojeva odgovornih za aromu, a $to se pripisuje spojevima poput alkohola i
diacetila (Mugula i sur., 2003).

Prednosti koriStenje tehnologije fermentacije tijesta su prikazane na slici 3.



KISELO TIJESTO

Sourdough
MIKROBIOLOSKE
Microbiological
- poboljSanje teksture
texture improvement - antibakterijsko i antifungalno
- povecanje volumena djelovanje - produzena trajnost/
volume increase antimicrobial and antifungal
- poveéanje obradivosti tijesta activity - prolonged shelf life
dough machinability increase
- produZenje svjezine
freshness prolongation
- EPS - zamjena za aditive
EPS - additive substitute NUTRITIVNE/ l ZDRAVSTVENE/
Nutritional

Health

Pekarski proizvodi kao

funkcionalna hrana/
Bakery products as
functional food

ORGANOLEPTICKE/
Organoleptic

- pojacéavanje arome
enhancing the aroma
- smanjenje mrvljivosti

lowar crumbin - povecana bioloska raspolozivosti minerala/
o S s improved mineral bioavailability
texture improvement - smanjenje Glllower GI

- poveéana koli¢ina bioaktivnih tvari/higher
content of bioactive compounds

- povecana kolicina prehrambenih viakana/
higher content of food fibers

- EPS kao prebioticl/EPS as prebiotics

- smanjenje alergijske reakcije na zitarice/
lower allergic reactions to cereals

Slika 3. Prednosti koristenja kiselog tijesta u proizvodnji pekarskih proizvoda (Mrv¢ic i sur.,

2011)

Osim same fermentacije tijesta, vazno je i odabrati adekvatne sirovine tj. njihovu kombinaciju

1 omjer kako bi se postigla §to bolja senzorska i nutritivna svojstva (Gomez i sur., 2008).

2.3. NUTRITIVNI SASTAV ZUTOG GRASKA

KoriStenje brasSna Zutog graSka moze poboljSati nutritivni profil proizvoda te poboljSati
tehnoloSka svojstva poput zadrzavanja vode i ulja, formiranja gel strukture i sl. (Agboola 1
sur., 2010).

Zuti grasak (Pisum sativum L.) je jedan od glavninh kultivara mahunarki u Kanadi, te je ona
ujedno 1 najveci svjetski izvoznik istog (Wang i sur., 2003). Bogat je proteinima, Skrobom,
vlaknima, vitaminima i mineralnim tvarima te stoga sluZi kao dobar izvor proteina, Skroba 1

vlaknastih sastojaka koji imaju sve ve¢u vaznost u pravilnoj prehrani. Prehrambena vlakna su



danas ve¢ dobro uvrijezena kao pozeljna u pravilnoj prehrani zbog svog pozitivnog utjecaja
na peristaltiku crijeva (Halliwell i Gutteridge, 1999). Dokazano je da plodovi tj. sjemenke
graska sadrze vece udjele polifenola zbog pigmenata koje sadrze u ljusci (Elias i sur., 1979), a
sve je viSe dokaza da konzumacija hrane bogate prirodnim polifenolima smanjuje rizik od
oboljevanja od raznih bolesti (Beninger i Hosfield, 2003). Ljuske zrna graska su dobar izvor
polifenola ¢iji se terapeutski ucinci pripisuju njihovim antioksidativnim svojstvima (hvatanje
slobodnih radikala tj. reaktivnih oblika). Reaktivni kisikovi oblici stvoreni in vivo su povezani
s patogenezom raznih bolesti poput raka, arteroskleroze, hipertenzije i starenja (Halliwell i
Gutteridge, 1999).

2.4. FENOLNI SPOJEVI | ANTIOKSIDANSI

Fenolni spojevi su ubikvitarni u biljkama i konzumacijom bilja te fitokemikalije
(sekundarni biljni metaboliti) pridonose unosu ukupnih antioksidansa u ljudskoj prehrani
(Balasundram i sur., 2006). Biljke proizvode puno razli¢itih fenolnih spojeva koji sadrze

jednu ili vise OH skupina vezanih na aromatski tj. fenolni prsten (Crototteau i sur., 2000).

Molekule fenolnih spojeva mogu biti jednostavne strukture, a mogu biti i visoko

polimerizirani spojevi (Bravo, 1998). Na slici 4 prikazana je struktura jednostavnih molekula

fenola.
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Slika 4. Struktura jednostavnih fenolnih spojeva (Anonymous, 2017)

Prema kemijskoj strukuri, fenolni spojevi se mogu podijeliti na flavonoide i fenolne kiseline (i
njima srodne spojeve). Flavonoidi su polifenolni spojevi koji se nalaze mnogim biljakama, a
koncentrirani su u sjemenkama, koZi i kori voca, kori drveca, cvijecu i lis¢u. Dokazano je da
velik broj ljekovitog bilja sadrzi flavonoide s izrazenom antioksidacijskom i antiradikalnom

aktivnosti (Rice-Evans i sur., 1995; Bors i sur., 1990).



Fenolni spojevi imaju svojstvo hvatanja slobodnih radikala tj. reaktivnih kisikovih oblika
zbog toga Sto je redukcijski potencijal elektrona fenolnog radikala nizi od redukcijskog
potencijala elektrona reaktivnog kisikovog oblika (Mathew i sur., 2015) i zato $to su fenoksi
radikali opcenito manje reaktivni od kisikovih radikala (Bors i sur., 1994). Mehanizam

nastanka, propagacije i terminacije radikala prikazan je na slici 5.

Faza inicijacije (nastanak radikala)

AA'}-_ IB toplina‘svijetlo A ¥ N B
Faza propagacije
("\
A Ve¥p A—C + D
o WElE D—E % F — =

Faza terminacije

F +G

F—G
Slika 5. Faze nastanka, lancane reakcije tj. propagacije i eliminacije tj. terminacije slobodnog
radikala (CL, 2017)

Nadalje, fenoli pokazuju i antioksidacijska svojstva kroz kelatno vezanje dvovalentnih iona
zeljeza, bakra, cinka i magnezija te aktiviranje antioksidacijskih enzima (Kazazi¢, 2004) i
inihibiciju enzima poput lipooksigenaza, ciklooksigenaza, monooksigenaza, protein kinaza i
dr. (Cao i sur., 1997). Antioksidansi se mogu definirati kao spojevi koji pri niskim
koncentracijama spreCavaju oksidaciju supstrata poput npr. proteina, enzima, nukleinskih
kiselina, ugljikohidrata, lipida (Djilas i sur., 2002). U bioloskim sustavima, reaktivni dusikovi
i kisikovi oblici poput superoksida, hidroksila i dusi¢no-oksidnih radikala oste¢uju molekule
poput DNK te uzorkuju oksidaciju proteina i lipida (Xu i sur., 2017) te je stoga vaznost

antioksidans viSe nego ocita.

Unutar biosfere, najvazniji akceptor elektrona je molekularni oblik kisika, koji je po svojoj
prirodi radikal, lako prima nesparene elektrone te time moze stvoriti reaktivne oblike kisika.
Ti reaktivni oblici kisika mogu zapoceti fazu inicijacije i fazu propagacije tj. nastajanje
lancane reakcije slobodnih radikala koje potencijalno mogu nanjeti veliku Stetu stanicama

(Riley, 1994).



Slobodni radikal se moze definirati kao svaka molekula koja ima sposobnost nezavisnog
postojanja u obliku u kojem ima nespareni elektron u elektronskoj orbitali. Prisutnost tog
nesparenog elektrona u orbitali je odgovorna za odredena zajednicka svojstva koja radikali
dijele. Mnogi radikali su nestabilni i vrlo reaktivni te kao takvi mogu primati ili davati
elektron tj. biti elektron akceptori ili elektron donori u oksidacijsko-redukcijskim reakcijama
(Cheeseman i Slater, 1993). Izvori slobodnih radikala u ljudskom organizmu se prema Lobo i
sur. (2010) mogu podijeliti na one kod koji slobodni radikali nastaju endogeno (u organizmu)
1 na one kod kojih slobodni radikali dospijevaju u organizam iz okoliSa (vanjski izvori).
Primjeri nekih izvora slobodnih radikala u organizmu su: mitohondriji, enzimi (npr. ksantin
oksidaza), peroksisomi, upale, fagocitoza, tjelovjezba, metabolizam arahidonske kiseline,
smanjen protok krvi kroz organe zbog prepreke u krvozilnom sustavu. Primjeri nekih vanjskih
izvora slobodnih radikala su: dim cigarete, zagadivaci okoliSa, ionizacijsko zracenje, odredeni

lijekovi i pesticidi, industrijska otapala i ozon.

Antioksidansi prirodnog porijekla su ve¢inom porijeklom iz bilja i to molekule fenola i
polifenola, flavonoida, karotenoida, steroida i tiolni spojevi. Ovi spojevi mogu pomoci u
zastiti stanice od oksidativnog stresa i smanjiti rizik oboljevanja od kroni¢ne bolesti (Lu 1 sur.,

2010).

2.5. ODREDIVANJE UDJELA UKUPNIH FENOLNIH SPOJEVA TPC METODOM

TPC (engl. Total Phenolic Content) je analiticka metoda pomoc¢u koje se kvantificira
ukupni fenolnih spojeva u hrani ili nekom drugom biolo§kom uzorku, a temelji se na reakciji
fenolnih spojeva s kolorimetrijskim reagensom (Folin-Ciocalteu reagens) koji omogucéava

mjerenja u vidljivom podrucju spektra (Robards 1 Antolovich, 1997; Magalhaes i sur., 2006).

Metoda se =zasniva na prijenosu elektrona s fenolnih spojeva na kompleks
fosfomolibdenske/fosfovolframatne kiseline u baziénom mediju do pojave plavog obojenja
¢iji se intenzitet mjeri spektrofotometrijski pri oko 760 nm (Singleton i sur., 1999). Kemijska
priroda reakcija Folin-Ciocalteu reagensa nije potpuno poznata, ali pretpostavlja se da se
sastoji od slijeda reverzibilnih redukcijskih reakcija koje ukljuCuju transfer jedan ili dva
elektrona te vode do nastanka kemijskih vrsta koje daju plavo obojenje (moguée od
(PMoW11040)*), tj. Vezanje elektrona na inade nevezajuéu (engl. non-bonding) orbitalu
reducira MoO*" u izostrukturni (istog oblika, razli¢ite veli¢ine) MoO*" koji daje plavo

obojenje (Singleton i sur., 1999). U svom potpuno oksidiranom stanju, izopolifosforilirani
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volframovi ioni imaju valenciju metala 6°, a njihovi molibdenski analozi daju Zuto obojenje.
Zajedno daju mijeSane ione heteropolifosfovolframate i molibdenate. U kiselom mediju
postoje kao hidratizirani oktaedarski kompleksi s oksidima metala rasporedenim 0ko
srediSnjeg fosfata. Posebnu vaznost mora se prirodati tumacenju rezultata zato Sto reakcije s
Folin-Ciocalteu reagensom nisu potpuno selektivne te na rezultate mogu utjecati drugi
oksidansi tj. supstrati tako da inhibiraju, pokazuju sinergisticki u¢inak ili poja¢avaju uéinak

reagensa (Huang i sur., 2005).

Vazno je i1 dodatak Folin-Ciocalteu reagensa u suvisku kako bi reagirao potpuno sa svim
fenolnim spojevima zato §to on u bazicnom mediju nije stabilan. Odredeni spojevi se koriste
kao standardi za prikazivanje rezultata kao njihov maseni ekvivalent po masi ili volumenu
uzorka. Primjeri takvih spojeva su taninska kiselina, galna kiselina, tirozin, katehin i ostali, pri

¢emu je najcesce koristena galna kiselina (Singleton i sur., 1999).
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2.6. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI DPPH METODOM

DPPH metoda je Siroko primjenjivana metoda za odredivanje potencijala hvatanja
slobodnih radikala od strane antioksidativnih spojeva. Smatra se jednom od standardnih i
laksih kolorimetrijskih metoda za odredivanje antioksidativnih svojstava cistih spojeva

(Mishra i sur., 2012).

DPPH metoda se koristi za mjerenje antioksidacijske aktivnosti zato $to dobro simulira
reaktivne kisikove i dusikove oblike koji se nalaze u bioloskim sustavima (Arnao, 2000), a
hvatanje slobodnih radikala je opce prihvacen mehanizam inhibitornog djelovanja
antioksidansa na oksidaciju lipida (Brand-Williams i sur., 1995). Cesto se koristi za
odredivanje sadrzaja antioksidanasa u Zitaricama 1 povréu te ostalom bilju (Cheng 1 sur.,

2006).

DPPH (CisH12N50g6) u otopini daje stabilne radikalne ione i u metanolu daje ljubicasto
obojenje koje apsorbira svjetlost pri 515 nm. Metoda se temelji na tome da se ion DPPH
reducira iz DPPHe u DPPH, prilikom primanja protona (H) od strane antioksidansa, a
ljubicasto obojenje prelazi u zuto obojenje Sto je poprac¢eno smanjenjem apsorbancije pri 515
nm. Promjena smanjenja intenziteta boje prati se spektrofotometrijski i primjenjuje se za
odredivanje koli¢ine reduciranog DPPH (Mishra i sur., 2012). Izgled molekule DPPH je

prikazan na slici 6.

(0 -

| |
y A f— &  »¥
Antioksidans
OZN N02 OZN NOZ
O,N NO,
DPPH (oksidirani oblik) DPPH (reducirani oblik)

Slika 6. Reakcija redukcije DPPH (Casanovas i sur., 2015)
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Neparni elektron dusikovog atoma u sredini DPPH molekule je reduciran primanjem protona
od antioksidansa tvoreéi time odgovaraju¢i hidrazin (Contreras-Guzman i Srong, 1982).
Nadalje, DPPH metoda se moze koristiti i kada se primjenjuju nepolarna mediji i vodeni
mediji, te se moze koristiti za analizu hidrofilnih 1 lipofilnih antioksidansa (Prior i sur., 2005).
Metoda je jedinstvena po tome Sto se reakcija uzorka s DPPH provodi u metanolu/vodi $to
olaksava ekstrakciju spojeva odgovornih za antioksidacijsku aktivnost, a rezultate odredivanja
je moguce usporedivati s ostalim metodama odredivanja antioksidacijske aktivnosti za hranu
(Kedare i Singh, 2011). Takoder, prednost ove metode je §to ¢e, ukoliko se izdvoji dovoljno
vremena, DPPH reagirati s cijelim uzorkom tj. DPPH reagira sporo ¢ak i sa slabim
antioksidansima (Prakash, 2001). Kao $to je predlozeno u radu Prakash (2001), rezultati se
prikazuju kao ekvivalenti troloxa ((£)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne
kiseline), a s obzirom na ¢injenicu da postoje razliCite vrste antioksidansa koji razlic¢itim
brzinama i kinetikama reagiraju s DPPH, takoder se predlaze da se veli¢ina uzoraka prilagodi
tome da dode do reakcije samo 50 % ukupne koli¢ine DPPH (da analiza ima prihvatljivo

vrijeme trajanja). lzgled molekule troloxa dan je na slici 7.

Slika 7. Izgled molekule troloxa ((%)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne)
(Sigma-Aldrich, 2017)

2.7. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI FRAP METODOM

FRAP je jednostavna, brza, jeftina i robusna kolorimetrijska metoda za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti. Glavna kemijska reakcija u FRAP metodi je prijenos elektrona
izmedu kompleksa zeljeza 1 TPTZ-a (2,4,6-Tris(2-piridil)-1,3,5-triazina) tj. izmedu
Fe(TPTZ), i molekule donora elektrona ArOH. Kemijska reakcija je prikazana u kemijskoj
jednadzbi (Ou 1 sur., 2002):

Fe(TPTZ), (I11) + ArOH —Fe (TPTZ), (I1) + ArOH"
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Metoda koristi antioksidanse u uzorku kao reducense za oksidanse koji su u prisutni u
suviSku. Kako je oksidans u suvisku, jedini ograniavajuci faktor nastajanja kompleksa
produkta Fe?*-TPTZ (koji daje obojenje) je reducirajuéa moé uzorka (Benzie i Strain, 1999).
Oksidirani i reducirani oblik kompleksa zeljezo-TPTZ prikazan je na slici 8.

Ly

/N N
\ Wy — \p\/\_,\\/\
) \6/' ek O

e TPTZ Fe*-TPTZ

Slika 8. Oksidirani i reducirani oblik kompleksa zeljezo-TPTZ (Giilgin, 2012)

U podrucju niskog pH, redukciju Fe(TPTZ), (II1) kompleksa u Fe (TPTZ), (1) (daje plavo
obojenje) je moguce pratiti spektrofotometrijski pri 593 nm, a budu¢i da reakcija nije
selektivna, bilo koja druga redoks reakcija koja ima nizi redoks potencijal od redoks reakcije
promatranog kompleksa Zeljeza i TPTZ-a ¢e uzrokovati redukciju Fe(TPTZ), (ll). Iz tog
razloga je promjena apsorbancije direktno povezana s ukupnom mo¢i reduciranja u uzorku, tj.

s njegovom elektron donorskom antioksidacijskom aktivnos¢u (Benzie i Strain, 1999).

FRAP analiza se treba provoditi u kiselom podrucju pH, pri pH = 3,6, kako bi se odrzala
dobra topivost Zeljeza. Pri nizim pH vrijednostima smanjuje se ionizacijski potencijal koji
omogucuje prijenos elektrona, a ujedno ¢e se povecati redoks potencijal, koji ¢e dodatno
omoguciti pomak reakcije u smjeru transfera elektrona. Redoks potencijal reakcije
Fe(IIT)/Fe(I1) iznosi 0,77V 1 svi spojevi s nizim redoks potencijalom ulazit ¢e u reakciju
redukcije Zeljeza te tako doprinijeti konacnom rezultatu antioksidacijskog kapaciteta (Kis,
2012). U FRAP analizi nije potrebno prethodno tretirati uzorak, rezultati pokazuju linearnost

u Sirokom podrucju, a reproducibilnost 1 osjetljivost metode su visoki (Benzie i Strain, 1996).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI | METODE

U ovom radu provedene su analize ukupno razli¢itih 9 uzoraka kiselog tijesta te kruha

i kore kruha iz istog kiselog tijesta (po dvije paralele za svaki uzorak). Uzorcima je odredena

suha tvar te je provedena ekstrakcija i analiza udjela slobodnih fenolnih spojeva i njihove

antioksidacijske aktivnosti.

3.1.1. Kemikalije

Provodenje analitickih metoda zahtjeva pripremu kemikalija 1 reagensa propisane

koncentracije. Popis kemikalija koristenih pri izradi analiza prikazan je u tablici 1.

Tablica 1. Koristene kemikaije

Ime kemikalije Cistoéa Proizvodac
Folin-Ciocalteu reagens Sigma
Galna kiselina 98 % Acros
Natrijev acetat trihidrat Lach- Ner
(¥)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna _
kiselina (TROLOX) T Aldrich
2,4,6-Tris(2-piridil)-1,3,5-triazin (TPTZ) 98 % Alfa Aesar
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Aldrich
Octena Kiselina (ledena) 99,5 % Macron
Metanol (MeOH) HPLC C¢istoca J. T. Baker
Ferulinska kiselina 99 % Acros
Klorovodi¢na kiselina (HCI) 37% Carlo Erba
Zeljezov (I1T) klorid heksahidrat (FeCls x 6H,0) pro analysi Kemika
Natrijev karbonat (bezvodni) pro analysi Gram-Mol
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3.1.2. Koristeni uredaji

Provodenje analitickih metoda zahtjeva koriStenje odredenih uredaja za pripremu i

analizu uzoraka. Popis koristenih uredaja prikazan je u tablici 2.

Tablica 2. Koristeni uredaji

Vrsta uredaja Proizvodac 1 model
Analiticka vaga Shimadzu AX200
Mikrocentrifuga Thermo Fisher Scientific Micro CL21 Centrifuge
Ultrazvuéna kupelj Bandelin Sonorex RK100H
Susionik Instrumentaria Zagreb ST-01/02
Spektrofotometar PYE Unicam SP6-500 UV Spectrophotometer

3.1.3. Uzorci za analize

U ovom radu su analizirani uzorci bezglutenskih proizvoda: liofilizirano kiselo tijesto
s dodatkom brasna Zutog graska, kruh i kora kruha dobiveni s dodatkom istog kiselog tijesta.

Popis analiziranih uzoraka i njihovih oznaka koriStenih u daljnjem tekstu vidljiv je u tablici 3.

Tablica 3. Oznake uzoraka i njihovo znaéenje

Oznaka uzorka Opis uzorka
0+G KT Nefermentirano tijesto
LF+G KT Kiselo tijesto fermentirano s Lactobacillus fermentum
LB+G KT Kiselo tijesto fermentirao s Lactobacillus brevis
0+G KRUH Kruh bez dodatka kiselog tijesta
LF+G KRUH Kruh od tijesta fermentiranog s Lactobacillus fermentum
LB+G KRUH Kruh od tijesta fermentiranog s Lactobacillus brevis
0+G KORA Kora kruha bez dodatka kiselog tijesta
LF+G KORA Kora kruha od tijesta fermentiranog s Lactobacillus fermentum
LB+G KORA Kora kruha od tijesta fermentiranog s Lactobacillus brevis
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3.2. ODREDPIVANJE UDJELA SUHE TVARI

Odvagano je 2,000 g + 0,0001 g liofiliziranog uzorka u prethodno osusenu i ohladenu
metalnu posudicu te je uzorak suSen do konstantne mase u suSioniku na 130 °C tijekom 90
min. Nakon susenja je posudica s uzorkom prenesena u eksikator na hladenje (oko 30 minuta)
I zatim je ponovo izvagana. Odredena je razlika u masi uzorka prije i poslije susenja, a ta
razlika predstavlja masu isparene vode. Udio suhe tvari u uzorku odreden je na temelju mase

isparene vode prema jednadzbi:

mprije susenja — Muyakon susenja

* 100

Udio vode u uzorku (%) =
mprije suSenja

Udio suhe tvari u uzorku (%) = 100 % — [Udio vode u uzorku]
gdje je: Mprije susenja — Masa uzorka prije susenja

Mhakon susenja — Masa uzorka nakon suSenja

3.3. PRIPREMA EKSTRAKTA UZORKA ZA ODREDIVANJE FENOLNIH
SPOJEVA | ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI

Priprema ekstrakta uzorka je radena prema Li i sur. (2009). Izvagano je 0,2500 g +
0,0001 g liofiliziranog uzorka kruha, kore kruha i Kkiselog tijesta te je uzorak prenesen u
epruvete od 1,5 mL. Uzorku je zatim dodan 1 mL 80 % etanola, homogeniziran uzorak je u
zatvorenoj epruveti stavljen u ultrazvu¢nu kupelj na 10 min. Nakon ultrazvuc¢ne kupelji
uzorak je centrifugiran na 8000 o min™ tijekom 15 min. Nakon centrifugiranja je odvojen
supernatant koji je stavljen na uparavanje pod dusikom uz grijanje na 40 °C. Ekstrakcija s
etanolom je ponovljena jo§ dva puta, uz dodatak po 800 pL 80 % etanola. Nakon ekstrakcije

su svi supernatanti spojeni i upareni do suhog.

U epruvetu s uparenim ekstraktom je potom dodano 500 pL 2 % octene kiseline,
homogenizirano, zatim je dodano 500 pL etil acetata. Uzorak je nakon dodatka etil acetata
centrifugiran na 14 000 o min™ tijekom 15 min. Nakon centrifugiranja je gornji sloj odvojen
(etil acetatna frakcija) i stavljen na upravanje pod dusikom uz zagrijavanje na 40 °C. Postupak
ekstrakcije s etil acetatom je ponovljen jo§ dva puta i supernatanti su spojeni i upareni do

suhog.
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Nakon priprave ekstrakta uzorci su zamrznuti do daljnjih analiza. Ekstrakcija fenolnih
spojeva je za svaki uzorak provedena u dvije paralele. Prije analize je ekstrakt otopljen u 200

L metanola, homogeniziran, a zatim je centrifugiran na 14 000 o min™ tijekom 5 min.

3.4. ODREDPIVANJE UDJELA UKUPNIH SLOBODNIH FENOLNIH SPOJEVA
TPC METODOM

3.4.1. Priprema kemikalija i reagensa za analizu

Metoda je radena prema Yu i sur. (2002), uz modifikacije. Za provedbu analize
pripremljena je 20 % otopina natrijeva karbonata. Otopina natrijeva karbonata je pripremljena
u odmjernoj tikvici od 100 mL otapanjem 20 g anhidrida natrijeva karbonata u 80 mL vruce
destilirane vode te je otopina zatim ostavljena da se ohladi na sobnu temperaturu i
nadopunjena destiliranom vodom do oznake. Pripremljena otopina natrijeva karbonata je
odstajala 24 sata i nakon toga je profiltrirana. Pripremljene su i otopine ferulinske i galne

kiseline u metanolu koncentracija

e ferulinske kiseline: 5,047; 3,861; 2,574; 1,287; 0,257 pmol mL™,
e galne kiseline: 5,878; 4,411; 2,936; 1,468; 0,294 pmol mL™.

3.4.2. Postupak odredivanja ukupnih fenolnih spojeva TPC metodom

U mikrokivetu je dodano 200 pL destilirane vode, 10 uL uzorka i 50 uL Folin-
Ciocalteu reagensa. Nakon 3 min je u otopinu dodano 150 pL 20 % otopine natrijeva
karbonata 1 580 pL destilirane vode. Mikrokiveta je zaepljena, promuckana te je nakon 2 sata
u mraku na sobnoj temperaturi izmjerena apsorbancija pri 765 nm. Sva mjerenja su provedena

u tri paralele, a slijepa proba je sadrzavala 10 L. metanola umjesto uzorka.

3.4.3. Postupak izrade bazdarnog dijagrama za TPC metodu

Postupak pripreme za izradu baZdarnog dijagrama je identiCan protokolu za
odredivanje ukupnih fenolnih spojeva u uzorku, ali se razlikuje u tome $to se umjesto 10 pL.
uzorka dodaje 10 pL ferulinske tj. galne kiseline poznate koncentracije. Mjerenja su

provedena na 5 koncentracijskih razina u 3 ponavljanja.
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3.5. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI DPPH METODOM

3.5.1. Priprema kemikalija i reagensa za analizu

Metoda je radena prema Brand-Williams i sur. (1995), uz modifikacije. Za provedbu
analize je pripremljena svjeza 0,06 mmol L™ otopina DPPH reagensa u metanolu te otopine
troloxa u metanolu koncentracija (0,989; 0,593; 0,198; 0,099; 0,040 pmol mL'l).

3.5.2. Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

U mikrokivetu je dodano 25 pL uzorka i 0,95 mL 0,06 mmol L™ otopine DPPH te je
mikrokiveta zaCepljena 1 promuckana. Nakon stajanja uzorka 30 min u mraku izmjerena je
apsorbancija pri 517 nm. Sva mjerenja su provedena u tri paralele, a slijepa proba je

sadrzavala 25 pL metanola umjesto uzorka tj. ekstrakta.

3.5.3. Postupak izrade bazdarnog dijagrama za DPPH metodu

Postupak izrade bazdarnog dijagrama je identiCan protokolu za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom, ali se razlikuje u tome S$to se umjesto 25 L
uzorka dodaje 25 uL otopine troloxa poznate koncentracije. Mjerenja su provedena na 5

koncentracijskih razina troloxa u 3 ponavljanja.

3.6. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI FRAP METODOM

3.6.1. Priprema kemikalija i reagensa za analizu

Metoda koriStena u analizama je radena prema Benzie i Strain (1996), uz modifikacije.
Za provedbu analize je pripremljen FRAP reagens koji je sadrzavao 25 mL 20 mmol L™
eljezovog (III) klorida heksahidrata, 25 mL 10 mmol L™ otopine TPTZ-a u 40 mmol L™
otopini HCI-a i 25 mL 300 mmol L™ acetatnog pufera. FRAP reagens je temperiran na 37 °C.
Priredene su i otopine troloxa u metanolu to¢no poznatih koncentracija (2,397; 1,598; 1,198;

0,799; 0,399 pmol mL™).
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3.6.2. Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

U mikrokivetu je dodano 10 pL uzorka i 1 mL FRAP reagensa te je mikrokiveta
zacepljena i promuckana. Nakon 4 min reakcije izmjerena je apsorbancija pri 592 nm. Sva
mjerenja su provedena u tri paralele, a slijepa proba je sadrzavala 10 pL. metanola umjesto

uzorka tj. ekstrakta.

3.6.3. Postupak izrade bazdarnog dijagrama za FRAP metodu

Postupak izrade bazdarnog dijagrama je identiCan protokolu za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom, ali se razlikuje u tome §to se umjesto 10 pL
uzorka dodaje 10 uL otopine troloxa poznate koncentracije. Mjerenja su provedena na 5

koncentracijskih razina troloxa u 3 ponavljanja.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. REZULTATI ODREDIVANJA UDJELA SUHE TVARI

Rezultati odredivanja udjela suhe tvari izraZeni su kao srednje vrijednosti udjela suhe

tvari za dva paralelna mjerenja istog uzorka i pripadajuce standardne devijacije (tablica 4).

Tablica 4. Rezultati odredivanja udjela suhe tvari u uzorcima

Uzorak Srednja Vrije_c_ino_gt + standardna

devijacija (%)

0+G KT 97,20 + 0,25
LF+G KT 9744 + 0,10
LB+G KT 98,72 + 043
0+G KRUH 99,18 + 0,39
LF+G KRUH 96,62 + 0,35
LB+G KRUH 98,11 + 1,56
0+G KORA 98,26 + 0,16
LF+G KORA 99,27 + 0,05
LB+G KORA 9842 + 0,02

Sukladno oc¢ekivanjima, svi uzorci su imali relativno visok udio suhe tvari kao posljedica
postupka liofilizacije tijekom pripreme uzoraka za analizu. Dobiveni rezultati su vazni zbog

kasnijeg izrazavanja rezultata metoda, koji su prikazani na masu suhe tvari uzorka.

4.2. REZULTATI ODREDIVANJA UDJELA UKUPNIH FENOLNIH SPOJEVA

Za prikazivanje rezultata udjela ukupnih fenolnih spojeva koristen je ekvivalent mase
ferulinske 1 galne kiseline na masu suhe tvari uzorka. Bazdarni dijagrami za kvantifikaciju
udjela ukupnih fenolnih spojeva u obliku ekvivalenata ferulinske i galne kiseline prikazani su

na slikama 9 i 10.

20



0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200

Apsobrancija pri 765 nm

0,100
0,000

y = 0,1375x + 0,029

R*=0,9994
r=0,9997

2 3 4
Koncentracija ferulinske kiseline (umol mL1)

Slika 9. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 765 nm o koncentraciji ferulinske

kiseline
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Slika 10. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 765 nm o koncentraciji galne kiseline

S obzirom da su na slikama prikazani bazdarni dijagrami i jednadZbe pravca iz kojih je

vidljivo da je koeficijent korelacije > 0,999, moze se zakljuéiti da su bazdarni dijagrami

linearni.
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Rezultati odredivanja udjela ukupnih fenolnih spojeva u uzorcima prikazani su na slikama 11

i12.
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Slika 11. Udio ukupnih fenolnih spojeva izrazen u obliku ekvivalenata ferulinske kiseline na

masu suhe tvari uzorka
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Slika 12. Udio ukupnih fenolnih spojeva prikazan u obliku ekvivalenata galne kiseline na

masu suhe tvari uzorka

22



U usporedbi s tijestom bez procesa fermentacije pomocu bakterija mlije¢ne kiseline, vidljivo
je da je sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva izrazenih kao ekvivalent mase ferulinske kiseline
neznatno povisen za 10,5 % (10,9 % za ekvivalent galne kiseline) u uzorcima kiselog tijesta
fermentiranog s L. fermentum, dok je kod kiselog tijesta fermentiranog s L. brevis doslo do
smanjenja sadrzaja ukupnih fenolnih spojeva za 19,7 % (identino za ekvivalent galne
kiseline). Moguce je da je do toga doslo zbog drugacijeg metabolizma bakterijskih sojeva, tj.
zbog moguceg metaboliziranja fenolnih spojeva od strane L. brevis (Curiel i sur., 2010). U
navedenom radu je provedena analiza metabolizma razli¢itih vrsta komercijalno dostupnih
cimetnih kiselina kod razli¢itih sojeva bakterije mlije¢ne kiseline L. brevis izoliranih iz
ljudskih fekalija, ustiju 1 iz procesa malolakticke fermentacije vina. Koristena je HPLC
metoda za analizu sastava fenolnih kiselina i njihovih produkata razgradnje od strane
navedenih sojeva bakterija. Sojevi su pokazali metaboli¢ku aktivnost za ferulinsku kiselinu,
kofeinsku Kiselinu i p-kumarinsku kiselinu. Dekarboksilacija ferulinske kiseline je zabiljezena
kao slabija od ostalih, ali je i dalje prisutna. Pretpostavlja se da je kod L. brevis prisutan gen
odgovoran za sintezu dekarboksilacijskog enzima za fenolne kiseline. Nadalje, primjecena je i
metabolicka aktivnost prema galnoj kiselini te se moze zakljuéiti da odredeni sojevi L. brevis
pokazuju metaboli¢ko djelovanje prema odredenim fenolnim spojevima u hrani. Kao krajnji
produkti metabolickog puta galne kiseline odredeni su pirogalol i katehol, s obzirom da ih
navedeni sojevi L. brevis nisu metabolizirali kada su bili prisutni u podlozi. Ti spojevi
pokazuju izuzetnu sposobnost antioksidativnog djelovanja, o ¢emu Ce se raspraviti kasnije u

radu.

U usporedbi s uzorcima kruha bez dodatka kiselog tijesta, kod uzorka kruha proizvedenog s
dodatkom tijesta fermentiranog s L. brevis doslo je do znacajnog povecanja sadrzaja ukupnih
fenolnih spojeva izrazenog kao ekvivalent ferulinske kiseline za 37,4 % (37,7 % za ekvivalent
galne kiseline), dok kod uzorka kruha dobivenog s dodatkom tijesta fermentiranog s L.
fermentum nije doslo do znaéajne promjene sadrzaja ukupnih fenolnih spojeva (porast od 1,7

% za ekvivalent ferulinske Kkiseline i galne Kiseline).

Kod uzoraka kore kruha doslo je do poveéanja udjela ukupnih fenolnih spojeva izrazenih kao
ekvivalent ferulinske kiseline kod oba uzorka s koristenim kulturama bakterija (20,5 % kao
ekvivalent ferulinske kiseline i 20,6 % kao ekvivalent galne kiseline za uzorak s L.
fermentum; te 37 % kao ekvivalent ferulinske kiseline i 37,3 % kao ekvivalent galne kiseline
za uzorak s L. brevis ) u odnosu na koru kruha bez dodatka kiselog tijesta, Sto predstavlja

znacajno povecanje.
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Kod kore kruha, u odnosu na uzorke kruha, doslo je do povecanja udjela ukupnih fenolnih
spojeva izrazenih kao ekvivalent ferulinske i to kod uzorka kore kruha gdje su koriStene
kulture bakterija L. fermentum porast od 4,1 % (4,2 % za ekvivalent galne kiseline), a za
uzorak s L. brevis je uoceno smanjenje udjela od 12,4 % (12,5 % za ekvivalent galne
kiseline), dok je kod uzorka kore kruha bez dodatka kiselog tijesta uoc¢en pad od 12,1 % (12,2
% za ekvivalent galne kiseline).

Vidljivo je da je fermentacija tijesta s L. fermentum utjecala na povecanje sadrzaja ukupnih
fenolnih spojeva u svim uzorcima, tj. u kiselom tijestu, kruhu i kori kruha, dok je fermentacija
tijesta s L. brevis rezultirala smanjenjem sadrzaja ukupnih fenolnih spojeva u kiselom tijestu,
ali je doSlo do povecéanja udjela fenolnih spojeva u kruhu i kori kruha u odnosu na kruh bez

dodanog kiselog tijesta.

Smanjenje udjela ukupnih slobodnih fenolnih spojeva u kruhu i kori kruha u odnosu na kiselo
tijesto izrazeno kao ekvivalent ferulinske kiseline (u usporedbi sa sadrzajem u kiselom tijestu)
utvrdeno je za sve uzorke, i to smanjenje od 48,8 % (49 % za ekvivalent galne kiseline) kod
kruha dobivenog iz tijesta bez dodatka kiselog tijesta te smanjenje od 55 % (55,3 % za
ekvivalent galne Kkiseline) u kori istog kruha. Nadalje kod uzoraka Kiselog tijesta
fermentiranog s L. fermentum uoc¢eno je smanjenje udjela ukupnih fenolnih spojeva u kruhu
za 53,1 % (53,3 % za ekvivalent galne Kkiseline), a u Kori kruha je zabiljezeno smanjenje od
51,1 % (51,3 % za ekvivalent galne kiseline). Kod uzoraka kiselog tijesta fermentiranog s L.
brevis uo¢eno je smanjenje udjela ukupnih fenolnih spojeva u kruhu za 12,5 % (12,6 % za
ekvivalent galne kiseline), a u kori kruha je zabiljezeno smanjenje od 23,4 % (23,5 % za

ekvivalent galne Kiseline).

Primjena Kisele fermentacije tijesta povecava koli¢inu slobodnih fenolnih spojeva u tijestu, a
smanjenje udjela ukupnih fenolnih spojeva u kruhu i kori kruha je najvjerojatnije posljedica
degradacije odredenih fenolnih spojeva poput fenolne kiseline uslijed utjecaja visokih
temperatura kod pecenja tijesta (Han i Koh, 2011). U radu istih autora se navodi koriStenje
HPLC tehnike za analizu slobodnih fenolnih spojeva iz metanolnih ekstrakta uzoraka, a

gubitak slobodnih fenolnih spojeva nakon termicke obrade tijesta je bio manji od 26 %.
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4.3. REZULTATI ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI DPPH
METODOM

Bazdarni dijagram za kvantifikaciju antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH

metodom je prikazan na slici 13.
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Slika 13. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 517 nm o koncentraciji troloxa

S obzirom da je na slici prikazan bazdarni dijagram i jednadZba pravca iz koje je vidljivo da je
koeficijent korelacije > 0,999, moze se zakljuéiti da je bazdarni dijagram linearan. Rezultati

odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom su prikazani na slici 14.
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Slika 14. Antioksidacijska aktivnost uzoraka kiselog tijesta, kruha i kore odredena DPPH

metodom

Iz rezultata je vidljivo da je fermentacija tijesta pomocu kultura bakterija mlije¢ne kiseline
imala znacajan utjecaj na povecanje antioksidacijske aktivnosti svih uzoraka kiselog tijesta te
kruha i kore kruha dobivenih uz dodatak istog tijesta. Rezultati nisu dosljedni o¢ekivanome, a
ocekivana je dosljednost s rezultatima TPC metode, s obzirom da fenolni spojevi pokazuju
antioksidacijsku aktivnost i trebaju biti nositelji antioksidacijske aktivnosti u uzorcima.
Moguce objasnjenje je sinteza antioksidativnih spojeva kao krajnjih produkata metabolizma
bakterije L. brevis, kao $to je komentirano u rezultatima odredivanja ukupnih fenolnih spojeva
(sinteza spojeva poput pirogalola i katehola (Curiel i sur., 2010). Ti spojevi pokazuju
odredenu antioksidacijsku aktivnost, o ¢emu je viSe re¢eno u istrazivanju Ordoudi i Tsimidou
(2006), koji su proveli analizu antioksidacijske aktivnosti odredenih fenolnih spojeva. Utvrdili
su da pirogalol ima dobru antioksidacijsku aktivnost te da je moguce da je u uzorcima kruha i
kore kruha doslo do pada vrijednosti ukupnih fenolnih spojeva nakon procesiranja kiselog
tijesta, a da je istovremeno doSlo do povecanja antioksidacijske aktivnosti istih. Takoder,
mogu¢ je utjecaj strukture i medusobne interakcije spojeva s antioksidacijskom aktivnoscéu, o

¢emu Ce biti vise rije¢i u rezultatima i raspravi FRAP metode.

Kod uzoraka kiselog tijesta (u usporedbi s tijestom koje nije fermentirano pomocu bakterija
mlijeCne kiseline), doSlo je do porasta antioksidacijske aktivnosti kod oba fermentirana

uzorka, i to porast od 68,8 % kod uzorka tijesta fermentiranog s L. fermentum te porast od
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54,2 % kod uzorka tijesta fermentiranog s L. brevis sto je u skladu s dosadasnjim spoznajama
da fermentacijom tijesta bakterijama mlijecne kiseline mozemo posti¢i poveéanje
antioksidacijske aktivnosti (Banu i sur., 2010). U navedenom radu je provedena analiza
utjecaja fermentacije tijesta razliitim bakterijama mlije¢ne kiseline na antioksidacijsku
aktivnost DPPH metodom, a utvrdeno je da odredene vrste bakterija mlijecne kiseline mogu
utjecati na promjenu antioksidacijske aktivnosti Kiselog tijesta i kruha dobivenog iz tog tijesta
u koje je dodano kiselo tijesto. Zakljuc¢eno je da moze do¢i do poveéanja antioksidacijske
aktivnosti s obzirom da dolazi do povecanja koli¢ine fenolnih spojeva koje je lako

ekstrahirati.

U usporedbi s uzorcima kruha, antioksidacijska aktivnost kore kruha bez dodatka kiselog
tijesta je veca za 9,1 %, dok je kod kore kruha s dodatkom kiselog tijesta fermentiranog s L.
fermentum antioksidacijska aktivnost manja za 6,3 %, a kod kore kruha s dodatkom kiselog

tijesta fermentiranog s L. brevis antioksidacijska aktivnost veca za 7,8 %.

Dobiveni rezultati se mogu djelomi¢no objasniti kroz to da pri termickoj obradi dolazi do
proizvodnje melanoidinskih spojeva kao produkata Maillardovih reakcija neenzimskog
tamnjenja, a koji iskazuju odredenu antioksidacijsku aktivnost (Wijewickreme 1 Kitts, 1998).
Proteini i ugljikohidrati u tijestu mogu postati reaktanti za Maillardove reakcije, a do
nastajanja produkata Maillardovih reakcija najbrze dolazi u kori kruha, §to je logicno s

obzirom da je najblize izloZena toplini pri pe¢enju (Michalska i sur., 2008).
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4.4, REZULTATI ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI FRAP
METODOM

Bazdarni dijagram za kvantifikaciju antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP

metodom je prikazan na slici 15.
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Slika 15. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 593 nm o koncentraciji troloxa

S obzirom da je na slici prikazan bazdarni dijagram i jednadzba pravca iz koje je vidljivo da je
koeficijent korelacije > 0,99, moze se zakljuciti da je bazdarni dijagram linearan. Rezultati

odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom su prikazani na slici 16.
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Slika 16. Antioksidacijska aktivnost uzoraka kiselog tijesta, kruha i kore odredena FRAP

metodom

1z rezultata je vidljivo da su dodatak i fermentacija pomoc¢u kultura bakterija mlijecne kiseline
u kiselo tijesto imali utjecaj na povecanje antioksidacijske aktivnosti svih uzoraka kiselog
tijesta te kruha i kore kruha dobivenih iz takvog tijesta. Kao $to je bio slucaj i kod DPPH
metode, rezultati nisu u skladu s o¢ekivanim, a o¢ekivana je dosljednost s rezultatima TPC

metode, obzirom na to da bi fenolni spojevi trebali biti nositelji antioksidacijske aktivnosti, .

Moguce objasnjenje je isto kao kod metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti pomocu
DPPH, a to je sinteza antioksidativnih spojeva kao krajnjih produkata metabolizma bakterije
L. brevis, kao $to je objas$njeno u raspravi rezultata metode DPPH, gdje je zaklju¢eno da na
povecanje antioksidacijske aktivnosti mogu utjecati antioksidativni spojevi koje sintetizira L.

brevis.

Nadalje, vazno je uzeti u obzir i da razli¢it omjer izmedu sadrZaja ukupnih fenolnih spojeva
uzoraka i njihove antioksidacijske aktivnosti moZe proizlaziti iz toga $to metoda odredivanja
sadrzaja ukupnih fenolnih spojeva ne ukljucuje sve spojeve s antioksidacijskom aktivnoscu te
S$to postoji mogucnost sinergistickog djelovanja antioksidansa Cija antioksidacijska aktivnost
onda ne ovisi 0 njihovoj koncentraciji, ve¢ i o njihovoj strukturi i medusobnoj interakciji
(Piluzza i Bullitta, 2011).
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Kod uzoraka kiselog tijesta (u usporedbi s tijestom bez fermentacije pomoc¢u bakterija
mlijeCne kiseline), doSlo je do porasta antioksidacijske aktivnosti kod oba fermentirana
uzorka, i to porast od 52 % kod uzorka tijesta s dodatkom tijesta fermentiranog s L.
fermentum, te porast od 55,1 % kod uzorka tijesta s koristenom fermentacijom s L. brevis s§to
je u skladu s dosadas$njim spoznajama da fermentacijom tijesta bakterijama mlije¢ne kiseline

mozemo posti¢i povecanje antioksidacijske aktivnosti (Banu i sur., 2010).

U usporedbi s uzorcima kruha, antioksidacijska aktivnost kore kruha dobivenog bez dodatka
kiselog tijesta je veca za 17,3 %, dok je kod kore kruha s dodatkom tijesta fermentiranog s L.
fermentum antioksidacijska aktivnost veca za 14,4 %, a kod kore kruha s dodatkom tijesta

fermentiranog s L. brevis antioksidacijska aktivnost veca za 3,9 %.

Shodno rezultatima analize antioksidacijske aktivnosti uzoraka DPPH metodom, i ovdje se
moze zakljuciti da su za povecanje antioksidacijske aktivnosti najvjerojatnije odgovorni

odredeni produkti Maillardovih reakcija, §to je najocitije u kori kruha.

Razlike izmedu rezultata metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti s& mogu objasniti
drugacijim principima na kojima se temelje metode, tj. metoda DPPH ukljucuje sposobnost
vezanja slobodnih radikala od strane antioksidansa, dok FRAP metoda uklju¢uje sposobnost
antioksidansa da reducira ion Zeljeza (mjeri redukcijski kapacitet), iako su obje rekacije

temeljene na mehanizmu izmjene elektrona (redoks reakcije).

Prema Thaipong 1 sur. (2006) koji su usporedivali rezultate razli¢itih metoda za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti uzoraka metanolnog ekstrakta guava voca, utvrdeno je da rezultati
izmedu DPPH metode i FRAP metode ne pokazuju znaCajna odstupanja (u usporedbi s

metodama ABTS i ORAC).
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5. ZAKLJUCCI

Cilj ovog rada je bilo provesti analizu udjela ukupnih slobodnih fenolnih spojeva te
odrediti antioksidacijsku aktivnost DPPH i FRAP metodom u uzorcima bezglutenskog kiselog

tijesta, kruha i kore kruha.
Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuéiti sljedece:

1. Fermentacijom tijesta pomoc¢u bakterije mlijecne kiseline L. fermentum povecava se

udio fenolnih spojeva u kiselom tijestu.

2. Kruh s dodatkom Kiselog tijesta fermentiranogs L. brevis imao je povisen udio
slobodnih fenolnih spojeva u usporedbi s kruhom bez kiselog tijesta.

3. U usporedbi s korom kruha bez kiselog tijesta, kora kruha s dodatkom Kiselog tijesta
fermentiranog s L. fermentum i L. brevis imala je povisen udio slobodnih fenolnih

spojeva.

4. Dodatak kiselog tijesta fermentiranog s L. fermentum i L. brevis pozitivno utjeCe na
antioksidacijsku aktivnost bezglutenskog kiselog tijesta te kruha i kore kruha

pripremljenih s njegovim dodatkom.
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