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Al V zadnjih letih se je zaradi povecanja zabelezenih primerov bolezni in intoleranc,

povezanih s pSeni¢nim glutenom, pojavila potreba po zagotovitvi prehransko bogatega in
senzori¢no sprejemljivega brezglutenskega kruha. Ena od moznih reSitev je izbira surovin
med psevdo ziti. Veliko zanimanje se je med drugim pokazalo za uporabo ajde. Namen
diplomskega dela je bil narediti ajdov brezglutenski kruh z dodatkom rozi¢eve moke. V delu
smo preverjali vpliv dodatka roziceve moke na mikrobiolosko stabilnost, prehranske lastnosti
in senzori¢ne lastnosti ajdovega brezglutenskega kruha. Za statisticno primerjavo smo
analizirali tudi ajdov kruh brez dodatka rozi¢a. Ugotovili smo, da dodatek rozi¢eve moke
zavira rast bakterij Bacillus subtilis, spor aerobnih bakterij in plesni, nima pa inhibitornega
ucinka na rast kvasovk. Prav tako smo ugotovili, da dodatek rozi¢eve moke pozitivno vpliva
na nekatere senzori¢ne lastnosti ajdovega kruha, saj so imeli kruhi z dodatkom rozi¢eve moke
boljsi izgled, zaradi hidrokoloidov roZiceve moke boljSe sposobnosti vzhajanja in po peki
zaradi stabilnejSe mrezne strukture tudi boljSo zra¢nost. Enak dodatek rozi¢eve moke pa je
negativno vplival na trdoto sredice. Dodatek rozi¢eve moke je izboljsal tudi prehranske
lastnosti ajdovega kruha. Ugotovili smo, da se je z dodatkom rozi¢eve moke povecal odstotek
prehranske vlaknine ter skupna vsebnost polifenolnih spojin. Studija kaze na pozitivne vplive
dodatka roziceve moke na izboljSanje mikrobioloske stabilnosti in nekatere senzori¢ne
lastnosti ajdovega brezglutenskega kruha.
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LA sl

AL  sl/en

AB In recent years there has been a great increase of reported cases of the disease and

intolerances related to wheat gluten. A great need emerged to ensure nutritionally rich and

sensory acceptable gluten free bread. At the same time, the global food industry is looking

towards the use of pseudo cereals, among them one of the most interesting isbuckwheat. The

purpose of the thesis was to create buckwheat gluten-free bread with additon of carob. In the

present work we tested the influence of the carob flour addition on the microbiological

stability, rheological, nutritional, and sensory properies of gluten-free bread. For statistic

comparison we also analyzed buckwheat bread without carob flour addition. The tests

showed, that carob flour addition inhibited the growth of Bacillus subtilis, as well as other

aerobic sporogenic bacteria, and molds. However, it has not have any inhibitory effect on the

growth of yeasts. We also concluded, that the addition of carob flour improves some sensory

properties of the buckwheat bread. The samples with higher carob content had, due to the

hydrocoloids in the carob flour, better rising abilities and also due to more stable structure

better airyness. On the other hand, the addition of carob flour had a negative effect on the

firmness of the buckwheat bread. The addition of carob flour also improved nutritional

properties of buckwheat bread. The results showed that the addition of carob flour increased

content of dietary fiber and polyphenols. In general, the addition of carob flour improves most

of quality attributes of buckwheat bread.
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1 UvOD

Zivimo v svetu neskonénih moznosti izbir. Tako je tudi pri izbiri hrane. V prakti¢no vsaki
trgovini lahko kupimo stvari, ki so bile pred nekaj leti $¢ nedosegljive. Poleg vseh teh
moznosti pa naras¢a tudi Stevilo s prehrano povezanih bolezni, kot so alergije in razne
preobcutljivosti na dolocena zivila. Mednje spada tudi celiakija, avtoimunska bolezen, ki jo
sproza imunski odziv telesa na gluten, kar vodi tudi do napada imunskega sistema na lastne
¢revesne celice.

Psenica je po podatkih FAOSTAT-a s priblizno 720 milijoni ton letne proizvodnje oz.
potro$nje druga najpomembnej$a polj$éina in prispeva k pokrivanju priblizno 20 % vseh
energijskih potreb v prehrani ¢loveka. Poleg kruha in drugih pekovskih izdelkov je prisotna
Se v $tevilnih drugih predelanih Zivilih rastlinskega in zivalskega porekla. To je pripeljalo do
dejstva, da pSenico vsebuje ve¢ kot 30 % industrijsko predelanih Zivil na policah trgovin,
uporaba pa Se narasc¢a (Atchison in sod., 2010; Trafoon, 2013; Smole Mozina in sod., 2015).
Mnogi strokovnjaki pa ocenjujejo, da se to odraza tudi v povecevanju zdravstvenih tezav,
povezanih z obcutljivostjo na gluten. Tako ljudem, ki so na brezglutensko dieto vezani celo
Zivljenje, ostane nenehna skrb za vsakodnevni jedilnik in zahtevno kombiniranje zivil, da
lahko zagotovijo potreben energijski vnos in predvsem vnos hranil. Posegajo tudi po
industrijsko pripravljenih brezglutenskih izdelkih. Med izdelki, ki jih ljudje Zelijo oz. morajo
izloCiti in zamenjati z brezglutenskimi razli¢icami, je kruh brez dvoma najpomembne;si.

Obstaja Ze veliko vrst brezglutenskega kruha. Zivilska industrija jih v nenehnem iskanju
novih receptur, ki bi testu ucinkovito odstranile gluten, obenem pa kruh ohranile okusen in
prehransko bogat, uvaja vsak dan. Ti izdelki so komercialno dostopni ze povsod. Problem
nastane, ker so ti kruhi pogosto sestavljeni iz Cistih Skrobov, ki vsebujejo malo prehransko
bogatih snovi, senzori¢no ne dosegajo zelenih rezultatov, tehnolosko pa so neucinkoviti.

Z vse ve€jim Stevilom ljudi, ki so bodisi intolerantni na gluten, imajo celiakijo ali pa se
glutenu izogibajo iz prepri¢anja, da je Skodljiv, je na trgu naraslo povprasevanje po
breglutenskih kruhih. Ti naj bi imeli tehnoloske znadilnosti, podobne konvencionalnemu
kruhu, poleg tega pa naj bi bili se prehransko bogati in senzori¢no sprejemljivi za vse — ne le
kot nujno zlo za ljudi, ki i8¢ejo Se tako slab priblizek slastnemu kruhu, ki so se mu morali
odpovedati.

V svetu naraS¢a zanimanje za psevdo zita, ki so prehransko zelo bogate surovine. Imajo Se
eno zelo pomembno lastnost — ne vsebujejo glutena. Med njimi je Se posebej zanimiva ajda,
ki je bila skozi zgodovino na nasem prostoru tradicionalno zivilo in je e vedno priljubljena v
nasi tradicionalni prehrani (ajdovi Zzganci, ajdova kasa itd.). Zaradi visoke vsebnosti
beljakovin, polifenolnih spojin in kompleksnih ogljikovih hidratov je zelo bogat vir hranil. Z
vse boljso tehnologijo in vedno novimi znanji lahko predstavlja osnovo prehransko bogatega
in senzori¢no zanimivega brezglutenskega kruha. Brezglutenski dodatki lahko izboljsajo tudi
problemati¢ne tehnoloske lastnosti brezglutenskega ajdovega kruha, zato smo v diplomski
nalogi s tem namenom preizkusili dodatek roziceve moke.
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1.1 CILJ DELA

Cilj diplomskega dela je bil analiza brezglutenskega ajdovega kruha z dodatkom roziceve
moke. Ugotoviti smo Zeleli reoloske, senzori¢ne in kemijske lastnosti kruhov brez dodatkov
in kruhov z razlicnimi delezi dodane rozi¢eve moke. Ugotoviti smo Zeleli tudi vpliv na
mikrobiolosko stabilnost tako pripravljenega kruha.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

— Hipoteza 1: Dodatek roziceve moke bo zaradi vsebnosti polifenolnih spojin izboljsal
mikrobiolo§ko obstojnost kruha.

— Hipoteza 2: Dodatek roziceve moke bo povecal vsebnost prehranske vlaknine in
polifenolnih spojin v kruhu, s tem pa tudi antioksidativni potencial kruha.

— Hipoteza 3: Vsebnost hidrokoloidov roziceve moke bo omogocila senzori¢no
sprejemljive lastnosti brezglutenskega ajdovega kruha.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 CELIAKINA

Celiakija ali glutenska enteropatija je gastrointestinalna avtoimunska bolezen, ki prizadene
predvsem zacetni del tankega Crevesja in je posledica gensko pogojene intolerance na peptide,
ki se sprostijo pri presnovi zitnega glutena (Gujral in Rosell, 2004). Telo tvori protitelesa proti
zitnim beljakovinam in tudi proti lastnemu tkivu (Orel, 2000). V hrani prisoten gluten
bolnikom povzroca vnetje in poskodbo mukoznega sloja tankega Crevesja, zato je sluznica
tankega Crevesja pri celiakiji hudo poSkodovana. ZmanjSa se Stevilo ¢revesnih resic in
povrsina, sposobna absorpcije hrane. Poleg tega pride do motenj delovanja drugih celic v
tankem Crevesju, slabSega izlocanja prebavnih sokov in s tem tudi slabSega vsrkavanja hranil.
Hrana se tako ne prebavi dovolj in zaradi tega tudi ne porabi v celoti (Brecelj, 2002).

Omenjene poskodbe povzrofa gluten — meSanica proteinov, ki jih najdemo v pSenici,
sestavljena iz gliadinov in gluteninov. Druga Zita, kot sta jeCmen in rz, so sestavljena
predvsem iz hordeinov in sekalinov, ki so ravno tako lahko odgovorni za enteropatijo pri
celiakiji. Zita, kot so psenica, 1z, jeémen ter oves, vsebujejo prolamine, zato so za bolnike s
celiakijo toksi¢na (Gujral in Rosell, 2004).

Bolezen se lahko pojavi Zze v otrostvu ali pa se razvije Sele pri odraslih osebah. Najbolj
pogosti simptomi, ki se pojavljajo pri celiakiji, so ponavljajo¢a se abdominalna bolecina,
napihnjenost, diareja, stalna slabost in bruhanje, kroni¢no zaprtje, vetrovi, anoreksija, motnje
v rasti, dermatitis herpetiformis (vezikularni srbe¢ izpuscaj), razjede v ustih, rahitis,
osteoporoza, anemija, podaljSana adolescenca, utrujenost, Sibkost itd. (Orel, 2000).

Patogeneza celiakije je kompleksna in vkljucuje tako genske kot tudi okoljske dejavnike.
Genetika je zelo pomembna, vendar moramo vedeti, da genska predispozicija Se ne pomeni,
da se bo bolezen zagotovo razvila. Pri kavkaski populaciji je nosilcev gena kar 30-35 %,
vendar se le 2-5 % primerov razvije v celiakijo. Dokazano je bilo, da so ¢as vkljuéitve
glutena v prehrano novorojenckov (zgodaj, pred 17. tednom in pozno, po 30. tednu), porod s
carskim rezom, odsotnost dojenja in imunogensko ozadje tisti dejavniki, ki lahko vplivajo na
nastop celiakije (Leivers in sod., 2014).

2.1.1 Preobcutljivost na gluten (non-celiac gluten intolerance)

Preobcutljivost na gluten je nov sindrom intolerance na gluten. Prva porocanja o tej bolezni
segajo trideset let nazaj, vendar so bili Sele nedavno potrjeni Stevilni primeri odraslih, katerih
simptomi so izginili z odvzemom glutena z jedilnika, osebe pa niso trpele za celiakijo ali
alergijo na pSenico (Cooper in sod., 1981). O prvih primerih preobcutljivosti na gluten pri
otrocih se je porocalo Sele leta 2012 (Mastrototaro in sod., 2012).

Preobcutljivost na gluten je lahko diagnosticirana pri pacientih z intoleranco na gluten, ki ne
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razvijejo protiteles, tipi¢nih za celiakijo ali alergijo na pSenico. Prav tako nimajo za celiakijo
tipi¢nih razjed na dvanajstniku. S popolnim umikom glutena z jedilnika simptomi v celoti
izginejo (Sapone in sod., 2012; Biesiekierski in sod., 2013).

Razsirjenost med populacijo je Se vedno neznana, saj pacienti poveini sami postavijo
diagnozo in sami preidejo na brezglutensko dieto, brez posvetovanja z zdravniki. Nekateri
avtorji menijo, da je preobcutljivost na gluten bolj razsirjena kot celiakija in alergija na
pSenico, predvidene Stevilke naj bi se gibale med 0,6 % in 6 % (Catassi in sod., 2013). Po
nekaterih ocenah pa ta populacija naras¢a ze vse od leta 2004, s povpre¢no letno stopnjo 25—
30 % in po grobih ocenah zajema ze 6—10 % celotne populacije (Gilissen in sod., 2012).
Simptomi so podobni simptomom sindroma razdrazljivega Crevesja; to so glavoboli, bole¢ine
v sklepih in misicah, kr¢i v miSicah, odrevenelost okonc¢in, kroni¢na utrujenost, zamegljen
um, izguba teze, anemija, abdominalne boleCine, slabost, napihnjenost, driska, zaprtje,
utrujenost. Vsi nasteti simptomi lahko vodijo do vedenjskih tezav, kot sta motnja v pozornosti
in depresija. Intraintestinalni simptomi so veliko pogostejsi kot ekstraintestinalni (Francavilla
in sod., 2013).

2.1.2 Preprecevanje in zdravljenje

Edina resitev za zdravljenje celiakije in preobcutljivosti na gluten je uvedba dozivljenjske
brezglutenske diete, pri kateri se je treba v popolnosti izogibati pSenici, jeémenu in rzi ter
vsem derivatom teh zit. Absorpcijska funkcija se tako lahko vrne, mukozni sloj se obnovi,
Sele nato izginejo ostali simptomi. Zadnje ¢ase pa se poraja vedno vecja skrb za bolnike,
obolele za celiakijo, ki so na brezglutenski dieti. Zaradi diete se namre¢ izbolj$a absorpcija
hranil. Bolniki, zaradi slabe absorptivnosti vajeni na visok energijski vnos hranil, lahko
pridobijo prekomerno tezo, ki v nadaljevanju lahko privede do obolenja za metabolicnim
sindromom, diabetesom tipa Il, obstaja pa tudi nevarnost pojava sréno-zilnih bolezni (Guh in
sod., 2009).

Veliko tezavo za bolnike predstavlja tudi slaba ponudba brezglutenskih izdelkov, ki so
obi¢ajno Se slabega okusa. Tezava je tudi v tem, da imajo surovine, uporabljene za izdelavo
brezglutenskih izdelkov, kot sta na primer krompir in riz, slabo biolosko sestavo in
nezadovoljive prehranske vrednosti. Zaradi vsega navedenega je razvoj novih izdelkov na tem
podrocju Se posebej aktualen. Ko govorimo o ajdovem kruhu, gre za poseben izziv
povezovanja tradicionalnega in inovativnega razvoja novih izdelkov, za katere vlada veliko
zanimanje, tako na razvojno-raziskovalnem podro¢ju kot tudi na trgu (Smole MozZina in sod.,
2015).
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2.2 TEHNOLOGWA IZDELAVE KRUHA
2.2.1 Definicija kruha

Kruh je pekovski izdelek, izdelan z mesenjem, oblikovanjem, vzhajanjem in peko testa,
zamesenega iz zit in mlevskih izdelkov, vode oziroma druge ustrezne tekoCine, pekovskega
kvasa ali drugih sredstev za vzhajanje, dovoljenih aditivov ter drugih surovin, ki ustrezajo
predpisani minimalni kakovosti.

Glede na surovine in nacin izdelave kruh razvrs¢amo kot sledi (Pravilnik ..., 2003):

e pseni¢ni kruh (pSeni¢ni bel, pSeni¢ni polbel, pSeni¢ni ¢rn in pSeni¢ni polnozrnati
kruh);

e rzeni kruh (rzeni in rzeni polnozrnati);

e kruh iz drugih krusnih zit (npr. ajdov, pirin, ovsen ...);

e meSani kruh (kruh iz meSanice pSeni¢ne, rzene, jeCmenove, ovsene, ajdove, koruzne,
prosene, sojine ali polnozrnate moke, drobljenca ali kosmicev ter podobnih izdelkov
drugih poljscin);

e kruh posebnih vrst (mle¢ni, mas¢obni, kruh s semeni, kruh s suhim sadjem, kruh z
dodanimi vlakninami, brezglutenski ...).

2.2.2 Gluten

Kvaliteto kruha doloca kvaliteta moke, natan¢neje koli¢ina beljakovin v moki. Med njimi je
najpomembnejsi gluten, saj edinstveno vpliva na fizikalne lastnosti testa pri meSanju moke z
vodo. Gluten v testu oblikuje mreZo, ki zadrzuje CO2 Vv svoji 3-D strukturi, s ¢imer omogoca
vzhajanje testa, ki postane rahlo, mehko in elasticno. Karakteristike te strukture so direktno
povezane z meSanjem, ki okrepi hidratacijo glutena in tudi interakcijo z drugimi kemijskimi
komponentami moke (Kataleni¢ in Balenovic, 1999).

2.2.2.1 Sestava glutena

Gluten je beljakovina, ki se ob izpostavitvi moke vodi in mehanski obdelavi oblikuje iz dveh
v vodi netopnih beljakovin. Je prvi izolirani rastlinski protein, dobimo ga ob spiranju moke z
vodo. Nastane lepljiva masa, ki jo sestavljata beljakovini gliadin in glutenin. Izolirana masa je
sestavljena iz dveh tretjin vode in tretjine suhe snovi, ki vsebuje 90 % beljakovin in lipidov,
ostalih 10 % tvorijo druge spojine. Proteine glutena delimo na gliadin (prolamin, topen v 70-
% alkoholu) in na glutenin (netopen v alkoholu, topen v kislinah in bazah). Gluten, ki je
najbolj optimalen pri peki kruha, mora vsebovati omenjeni beljakovini v razmerju 1:1.
Gliadini so rezervni proteini endosperma pSeni¢nega zrna, predstavljajo heterogeno zmes
molekularnih enot, ki se med seboj povezujejo z disulfidnimi vezmi do mase 140 000
daltonov (Graveland, 1988). Nizkomolekularne gliadine lo¢imo na osnovi elektroforetske
mobilnosti v kislem mediju na alfa, beta, gama in omega gliadine v razmerju 25 %, 30 %,
30 %, 25 %. Vse komponente gliadinov vsebujejo okrog 30 % glutaminske kisline, 10 %
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prolina in hidrofobnih ostankov ter nizko vsebnost lizina. Aminokislinska sestava doloca
topnost beljakovin gliadina (Khan, 1982). Enako kot gliadini so tudi glutenini rezervni
proteini endosperma pSeni¢nega zrna. SO visokomolekularni polimeri, sestavljeni iz manjsih
podenot, povezanih s kovalentnimi in nekovalentnimi vezmi (Daussant in Mosse, 1983).
Vloga glutenina je direktno povezana s tehnoloskimi lastnostmi testa v Casu njegovega
nastajanja (razvoj, zames in fermentacija), medtem ko lahko gliadin zaradi svojih razli¢nih
sestav (polozaj SH skupin) deluje kot otezevalni dejavnik pri polimerizaciji glutenskih enot,
kar vpliva na viskoelasti¢ne lastnosti glutena (Kataleni¢ in Balenovi¢, 1999).

2.2.2.2 Reoloske lastnosti glutena

Glutenini torej tvorijo osnovno mrezo glutena, gliadini pa zapolnjujejo prazna mesta v tej
mrezi in delujejo kot intermediati med molekulami glutena. Voda se zaradi nizkega deleza
polarnih aminokislin iz sistema izlo¢i, kar omogocCa ohranjanje stabilnosti nastalega
tridimenzionalnega konstrukta. Nastali agregati nabreknejo in privzamejo viskoelasti¢ne
lastnosti, ki jih proteini v nativni obliki nimajo. Nastali gluten ima lastnosti, ki omogocajo
oblikovanje pekovskih in tudi drugih izdelkov iz moke, kot so sposobnosti zadrzevanja vode
in plinov, elasti¢nost ter raztegljivost (Graveland, 1988).

2.2.3 Tehnoloski postopki pri peki kruha

Tehnoloski postopki pri peki kruha so:
- priprava surovin,
- zames testa (direktni in indirektni),
- fermentacija testa,
- premes testa,
- deljenje in okroglo oblikovanje testa,
- zakljucna fermentacija,
- peka testa,
- hlajenje in skladiS¢enje pecenega kruha.

2.2.3.1 Zames testa

Poznamo direktni in indirektni zames testa. Pri direkthem zamesu testo zamesimo iz moke,
vode, soli in kvasa. Vse sestavine dodamo hkrati. Po zamesu za¢ne v testu potekati proces
fermentacije. Kvasovke med fermentacijo sproscajo COg, ki vpliva na teksturo in volumen
testa. Kvasovke med fermentacijo proizvajajo tudi etanol in vi§je alkohole, ki vplivajo na
aromo kruha. Vecina konvencionalnih kruhov je narejenih po tej metodi (Plestenjak, 2008).
Pri indirektnem zamesu testo fermentiramo z dodatkom kislega testa. Priprava kislega testa je
prva faza indirektnega zamesa. Pripravimo ga tako, da v fermentor dodamo del moke, vodo in
poljubno startersko kulturo (mle¢nokislinske bakterije, kvasovke) ter po¢akamo, da se izbrane
kulture namnozijo. V drugi fazi naredimo glavni zames. Testo zamesimo iz preostale vode in
moke ter pripravljenega kislega testa (Zobel in Kulp, 1996).



Krizman L. Vpliv dodatka rozi¢eve moke na mikrobioloske, kemijske in senzori¢ne lastnosti brezglutenskega ajdovega kruha. 7
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

2.2.3.2 Fermentacija testa

Ne glede na to, ali pripravljamo direkten ali indirekten zames, sledi proces fermentacije.
Fermentacija poteka kot proces, ki je direktno povezan s spros¢anjem stranskih metabolitov
dodanih kvasovk, predvsem je to COz. S tem pride do povecevanja volumna, saj se nastali
plin nalaga v plinske mehurcke beljakovinskih struktur. Sloji lepka v beljakovinskem ogrodju
se z nabrekanjem tanjSajo, v primeru predolge fermentacije lahko pride do zloma testa —
ogrodje poc¢i in ni ve¢ sposobno zadrZevati nastalega plina. Fermentacija navadno poteka pri
temperaturi med 28 in 35 °C in relativni vlaznosti prostora med 75 in 90 %. Visoka relativna
vlaga preprecuje nastanek skorje in lepljenje testa. Fermentacija je zakljuCena, ko temperatura
peke postane letalna za kvasno biomaso (B6hm in Komericki, 2004).

2.2.3.3 Peka kruha

Pri peki testa temperatura naras¢a od 30 do 250 °C na zunanji plasti kruha (temperatura
pecice) in pod 100 °C v sredici (vsebnost vode omejuje maksimalno temperaturo). Zaradi tega
prihaja do ireverzibilnih reakcij, predvsem denaturacije beljakovin in zaklejitve Skroba. Z
naras¢anjem temperature pada sposobnost vezave vode na beljakovinsko ogrodje, s tem se
niza hidratiranost beljakovin. Denaturirana beljakovina na koncu koagulira in fiksira med
fermentacijo nastale pore. Med peko prihaja tudi do interakcij med gliadini in lipidi, ki tvorijo
lipoproteine, ti pa pozitivno vplivajo na volumen in kvaliteto kon¢nega izdelka (Schofield in
sod., 1984; Davies, 1986; Ablett in sod., 1986; Dreese in sod., 1988).

Mehkoba in neZnost sredice sta povecini odvisni od interakcij med zaklejenim Skrobom in
lipidi ter dodanimi emulgatorji. Kompleksi, ki se tvorijo med naStetimi sestavinami,
omogocajo kasnejSo zaklejitev Skroba, s tem pa podaljSanje Casa razvoja volumna zra¢nih
komor pred dokon¢no fiksacijo. Lastnosti skorje so v veliki meri odvisne od Maillardove
reakcije, ki ste¢e med aminokislinami in proteini ter z encimsko razgradnjo nastalimi sladkorji
in Skrobnimi dekstrini (Baker in Ponte, 1987). Karamelizacija nastalihn kompleksov
Maillardove reakcije povzroca nastanek Zelene arome, okusa in barve (Chang, 2006).

2.2.4 Senzoriéne lastnosti kruha

Kruh, kakr$nega si Zelimo, ima nezno in mehko sredico ter hrustljavo skorjo. Na mehkobo
sredice vpliva veliko dejavnikov, kot so volumen kruha, koli¢ina lipidov in emulgatorjev,
prisotnost hemiceluloz, celuloz itd. Lahko recemo, da so za mehkobo sredice pomembne vse
sestavine, ki so dodane pri samem zamesu (Cegnar, 1991).

2.2.4.1 Volumen kruha

Volumen kruha dolo¢ajo kvaliteta moke, tehnoloSki postopki, aktivnost kvasa, dodatek
aditivov ter ravnanje s kruhom po peki. Kvaliteta moke odlo¢ilno vpliva na volumen. Koli¢ina
glutena vpliva na sposobnost vpijanja vode. Ce je lepek slab, postane kruh drobljiv, volumen
pa majhen. Fermentabilni sladkorji predstavljajo hrano za kvasovke, torej njihova nizka
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vsebnost povzrofa nizek dvig testa pri fermentaciji. To lahko odpravimo z dodatkom
sladkorja pri zamesu pred fermentacijo. Pomanjkanje sladkorja je povecini povezano z nizko
vsebnostjo amiloliticnih encimov, tako da lahko koli¢ino sladkorjev poveamo tudi z
dodatkom encimov. Majhen volumen dajejo tudi moke s preveliko koli¢ino pektoliti¢nih
encimov, saj je v takem primeru razgradnja Skroba prevelika. To se navadno zgodi pri moki z
velikim delezem poskodovanih skrobnih zrnc. Na volumen kruha pomembno vpliva tudi kvas.
Majhen volumen je lahko posledica premajhne koli¢ine dodanega kvasa ali slabe aktivnosti
kvasa. Slaba aktivnost kvasa je lahko posledica prevelike koli¢ine aditivov, ki slabijo njegovo
aktivnost (NaCl, masc¢obe in sladkorji), lahko pa je posledica starega kvasa. Tudi tehnoloski
postopki, zlasti intenziteta meSanja in ¢as fermentacije, pomembno vplivajo na volumen
kruha. Zaradi premajhne intenzitete meSanja Se sestavine ne premesajo dobro, glutenska
mreza ni dovolj kakovostna, volumen je majhen. Prav tako lahko prevelika intenziteta
mesanja privede do slabSega volumna zaradi oslabljenih medmolekulskih vezi oziroma zloma
testa. Prekratek Cas fermentacije vodi do premajhnega dviga testa, pri zacetni fazi pecenja
(nizek dvig temperature) je tako sekundarna fermentacija preburna, kar lahko privede do
razpok v kruhu. Predolg ¢as fermentacije, ravno tako kot preve¢ intenzivno mesanje, privede
do zloma testa. Po peki kruh vsebuje $e veliko vodnih in alkoholnih hlapov, hitro ohlajanje
privede do nezelenih senzori¢nih in vizualnih lastnosti. Kruh je primeren za transport in
prodajo, ko se ohladi na sobno temperaturo (Cauvain, 2003).

2.2.4.2 Barva sredice

Barva kruha je pomemben aspekt izdelka, ki odlo¢ilno vpliva na kupcevo odlo¢itev o nakupu.
V casu trendov prehranjevanja z manj rafiniranimi izdelki nam veliko pove o vrsti kruha,
veliko lahko pove tudi o okusu in reoloskih lastnostih, saj je barva v vecini pogojena z izbiro
moke, ki jo uporabljamo. Barva je lahko tudi pokazatelj kvara neobdelanih surovin, nanjo
vpliva tudi vsebnost vode v moki (Jurga, 1993).

2.2.4.3 Okus

Senzori¢ne lastnosti so odvisne od prav vseh postopkov v pridelavi kruha ter surovin, ki
vstopajo v proces. Na okus poglavitno vpliva izbira moke, priprava testa s Kislim nastavkom
ali z dodatkom kvasa, direkten ali indirekten zames, koli¢ina aditivov in vrsta aditivov. Na
okus lahko mo¢no vpliva tudi sekundarna kontaminacija surovin, izjemno pomembna je tudi
stopnja peCenja in ravnanje s kruhom po peki. Vsak tehnoloski postopek igra pomembno
vlogo pri okusu (Rencelj in sod., 1993).

2.2.5 Mikrobioloska stabilnost in trajnost kruha

MikrobioloSka stabilnost in trajnost kruha sta povezani s kontaminacijo kruha z
mikroorganizmi in fizikalno-kemijskimi reakcijami, ki povzroc¢ajo staranje kruha.
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2.2.5.1 Mikrobioloska stabilnost kruha

Najbolj pogosti mikrobioloski kontaminenti kruha so plesni ter bakterije rodu Bacillus, Ki
povzro¢ajo mikrobioloski kvar, imenovan nitkavost. Poleg omenjenih so obcasni
kontaminenti kruha tudi nekateri sevi kvasovk.

Do kontaminacije kruha s plesnimi vedno pride po peki. Kruh po peki zaradi termicne
obdelave ne vsebuje plesni in njihovih spor (Ponte in Tsen, 1987). Po peki pride do
kontaminacije kruha s plesnimi zaradi spor, prisotnih v zraku, ter navzkrizne kontaminacije
ob ravnanju s kruhom po peki (hlajenje, rezanje, pakiranje in skladi$¢enje). Ker je skorja
kruha precej suha, se plesni ne bodo razvile v atmosferi, ki vsebuje manj kot 90 % relativne
vlaznosti. Do rasti plesni na povrsini kruha pa pogosto pride v atmosferah z vi§jo relativno
vlaznostjo, Se posebej, Ce je kruh skladiScen v ovoju, zaradi katerega se na povrsini kruha Se
lazje kondenzira vlaga. Do kontaminacije sredice povecini pride med razrezom kruha, saj se
plesni, ki so prisotne na skorji, z rezanjem prenesejo na sredico. Zaradi tega so najbolj
izpostavljeni kontaminaciji vnaprej narezani pakirani kruhi, saj ovoj embalaze preprecuje
izhajanje vlage, vlagi podvrzena sredica pa je idealen medij za razvoj kvasovk (Cauvain in
Young, 2000).

Najpogostejsi kvarljivei kruha med plesnimi so plesni rodu Penicillium spp., Aspergillus,
Cladosporium, Mucorales, Rhizopus in Neurospora (Saranraj in Geetha, 2011). Poleg samega
kvara so nekatere plesni problemati¢ne, ker proizvajajo mikotoksine, ki lahko povzrocajo
veliko tveganje za zdravje potrosnikov. Mikotoksini so problematicni, saj so zelo odporni in
lahko preZivijo povisane temperature med peko kruha. Ce do kontaminacije Zit oziroma
drugih materialov s plesnimi, ki tvorijo mikotoksine, pride pred termi¢no obdelavo, lahko
takSen izdelek predstavlja potencialno tveganje za zdravje potroSnikov (Silliker, 1980).

Nitkavost povzrofajo bakterije rodu Bacillus. Med njimi je najpogostejsi povzrocitel;
nitkavosti vrsta Bacillus subtilis, vendar z omenjenim kvarom povezujemo tudi druge
bakterije rodu Bacillus (B. licheniformis, B. megaterium in B. cereus). Do nitkavosti
najpogosteje pride v poletnih mesecih, saj vi§je temperature nudijo ugodno okolje za razvoj
omenjene bakterije. Izvor bakterij so surovi materiali in pekovska oprema. V samem testu
pred peko ne prihaja do dodatnega razmnoZevanja bakterij. Spore bakterij Bacillus lahko
prezivijo temperature termicne obdelave med peko, Se posebej, ¢e temperatura sredice ne
doseze vsaj 100 °C. 1z spor zrastle bakterije izlo€ajo proteoliti¢ne in amiloliti¢ne encime, ki
razgrajujejo gluten in $krob. Najprej pride do neprijetnega vonja kruha, nato do rumeno rjavih
diskoloracij, na koncu pa do zmehcanja skorje, lepljivosti in nitkavosti (Fraizer in WesthofT,
1978). Kontaminacijo s sporami bakterij rodu Bacillus najlazje preprecujemo z dobro
sanitacijo opreme in prostorov ter dobro proizvodno prakso, ali pa uporabimo kemijske
konzervanse, kot je propionat, ki prav tako prepreCuje kvar z omenjenimi bakterijami
(Saranraj in Geetha, 2011).

Do kontaminacije kruha s kvasovkami pride med ravnanjem s kruhom po peki. Kontaminacija
je vidna kot rast kolonij na povrsini kruha. Najbolj pogosti kontaminenti so divje kvasovke
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rodu Saccharomyces, Zygosaccharomyces in Pichia. Zaradi hitre rasti in boljSe odpornosti je
najbolj problemati¢na Pichia butonii, znana tudi kot kredasta kvasovka (Legan in Voysey,
1981). Ker do kontaminacije poveCini prihaja preko neciste pekovske opreme, dobra
proizvodna praksa zmanjSuje moznosti kontaminacije s kvasovkami (Saranraj in Geetha,
2011).

Preprecitev mikrobioloskih kontaminacij najlazje dosezemo z dobro sanitacijo prostorov ter
dobro proizvodno prakso. Prav tako mikrobioloski kvar lahko prepre¢ujemo z zamrzovanjem
izdelkov, znizanjem vodne aktivnosti v izdelkih, uporabo kislega nastavka za zames testa ter
naravnimi in kemijskimi konzervansi (Saranraj in Geetha, 2011).

2.2.5.2 Staranje kruha

Staranje kruha je posledica retrogradacije Skroba in nekaterih drugih fizikalno-kemijskih
dogodkov, ki povzrocajo izgubo proznosti in drobljivost sredice, mehcanje skorje ter izgubo
svezine okusa in arome kruha (Gray in Bemiller, 2003).

Proces retrogradacije se za¢ne z ohlajanjem kruha po zakljuceni peki. Pri retrogradaciji se
amiloza in amilopektin povrneta v svojo nativno kristalini¢no obliko, kar pomeni izgubo
vode, s Cimer sredica izgubi svojo elasti¢nost, pridobi pa trdoto (Miles in sod., 1985).
Retrogradacija je najbolj izrazita pri temperaturah okrog O °C. Staranje skorje je najbolj
povezano z vezavo vode. Skorja ni ve¢ krhka in trdna, ampak postane mehka in elasti¢na
(Lionetto in sod., 2006). Med skladis¢enjem kruha pride do dehidracije ter izgube plasti¢nosti
in fleksibilnosti glutenske mreze, kar tudi prispeva k staranju kruha. Posledice kemijskih
sprememb glutena so podobne tistim pri retrogradaciji (Eliasson, 1983).

Na mehkobo in staranje sredice odlo¢ilno vplivajo tudi nacin zamesa (indirektni zames
podaljSa trajnost kruha), nain peke, temperatura peke, uporabljene surovine, aditivi
(emulgatorji, mascoba, hidrokoloidi itd.) ter shranjevanje kruha po peki (temperatura
skladiséenja, uporaba embalaz z modificirano atmosfero itd.) (Lionetto in sod., 2006).

2.3 BREZGLUTENSKI KRUH

Brezglutenski kruh je kruh, pri katerem se, enako kot pri kruhih z glutenom, pri oblikovanju
testa vzpostavi tridimenzionalno ogrodje, zaradi katerega lahko kruh vzhaja, ne vsebuje pa
beljakovin glutena. Velika vecina pekovskih izdelkov za izdelavo uporablja pseni¢no moko in
druge moke, ki vsebujejo gluten. Gluten ima namre¢ edinstveno lastnost. Po meSanju in polni
hidrataciji glutenini, ki testu zagotavljajo elasti¢nost in moc¢, in gliadini, ki testu zagotavljajo
viskoznost, medsebojno reagirajo in s tem tvorijo moc¢no viskoelasticno mrezo. Gluten je torej
osnovni gradnik, ki kruhu nudi primerne reoloske lastnosti in zagotavlja vzhajanje, s tem pa
tudi neznost in zra¢nost samega izdelka (Mariotti in sod, 2009). Jasno je, da zamenjava tega
osnovnega gradnika v pekarstvu pomeni velik tehnoloski izziv.
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2.3.1 Glavne sestavine in tehnologija pri izdelavi brezglutenskega kruha

Obstajajo brezglutenski pekovski izdelki iz Stevilnih sestavin, najbolj zastopani pa so izdelki
iz rizeve moke, krompirjevega in koruznega Skroba, ¢iCerikine, grahove, sojine, ajdove in
kvinojine moke ter drugih sestavin. Za tvorbo mrezne strukture, ki kruhu omogoc¢a vzhajanje,
se uporablja razli¢ne hidrokoloide (preglednica 1) (Mir in sod., 2016; BeMiller, 2008).

Preglednica 1: Tip moke in hidrokoloidov, uporabljenih pri izdelavi brezglutenskega kruha (povzeto po
Mir in sod., 2016)

Tip moke Hidrokoloid

rizeva hidroksipropilmetil celuloza

Cicerikina moka iz zemeljskih mandljev, koruzni .

y ksantan gumi

Skrob

rizeva, koruzna, koruzni §krob cress seed gum (gumi semen krese), ksantan gumi
ksantan gumi, guar gumi, gumi iz zrn rozicevca,

moka iz rjavega riza metilceluloza, karboksimetil celuloza,
hidroksipropilmetil celuloza

rizeva, koruzni $krob karboksimetil celuloza, ksantan gumi

ajdova hidroksipropilmetil celuloza

rizeva, koruzna, ajdova hidroksipropilmetil celuloza, ksantan gumi

kostanjeva, moka iz chie guar gumi, hidroksipropilmetil celuloza

rizeva, koruzni §krob, krompirjev $krob ksantan gumi, guar gumi

kostanjeva, rizeva ksantan gumi, guar gumi

riZzeva, koruzna, sojina karboksimetil celuloza, ksantan gumi

. .. karagenan, alginati, ksantan gumi, karboksimetil
rizeva, koruzna, sojina

celuloza
maniokina ksantan gumi
rizeva, krompirjev $krob ksantan gumi, hidroksipropilmetil celuloza

. . karboksimetil celuloza, pektini, agar, ksantan gumi, [3-
rizeva, koruzni Skrob p g g B

glukan
rizeva, koruzni §krob, krompirjev $krob ksantan gumi
rizeva ksantan gumi, hidroksipropilmetil celuloza
rizeva, krompirjev $krob hidroksipropilmetil celuloza
moka iz sirka ksantan gumi

hidroksipropilmetil celuloza, karboksimetil celuloza,

rizeva, krompirjev $krob .
guar gumi

rizeva, koruzni $§krob, maniokina moka ksantan gumi

Hidrokoloidi morajo imeti dobro sposobnost vezave vode, ki pa se mora med postopkom
pecenja sprostiti, da lahko pride do zaklejitve skroba. Pri oblikovanju testa brezglutenskih
pekarskih izdelkov se veliko uporabljata guar gumi in moka iz endosperma rozi¢evih semen

(ang. locust bean gum). Obe sestavini rastline skladis¢ijo v obliki polisaharida
galaktomanana, ki je sestavljen iz manoze in galaktoze (Hribar in Gobec, 1999). Za
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hidrokoloida je znacilno, da okoli molekule tvorita hidratno opno, ki ima sposobnost tvorbe
bolj viskozne raztopine (Jud in Briimer, 1990). Poleg omenjenih se v pekarstvu veliko
uporablja tudi celuloza v vseh svojih modificiranih oblikah. Posebej veliko je uporabljena
hidroksipropilmetilceluloza (HPMC). Uporabljajo se tudi naravne gume, kot so ksantan gumi,
gumi iz zrn rozi¢evca (LBG), guar gumi, alginati, agar, pektini in drugi (Mir in sod., 2016).

Reoloske lastnosti testa se torej oblikujejo z nabrekanjem hidrokoloidov. Hkratna uporaba
dveh hidrokoloidov da boljse rezultate kot uporaba samo enega. Jud in Briimmer (1990) sta
ugotovila, da zelo dobre tehnoloske lastnosti dobimo ob socasni uporabi guar gumija (topen
pri nizkih temperaturah) in uporabe LBG (topen pri visjih temperaturah). Lastnosti
galaktomanana, ki je topen pri vi§jih temperaturah, se zacnejo izrazati Sele po koncu pecenja,
do takrat ima samo sposobnosti zgo$¢evanja. Pozno nastala viskoznost testa tako pozitivno
vpliva na viskoelasti¢ne lastnosti kruha in tvorbo skorje.

Proizvodnja brezglutenskega kruha poteka zelo podobno proizvodnji pSeni¢nega kruha.
Uporabljata se indirekten in direkten zames, vendar je ravno tako kot pri proizvodnji
pSeni¢nega kruha najveCkrat uporabljen direktni zames. Ena od razlik med zamesom
pSenicnega in brezglutenskega kruha je, da iz brezglutenskega testa zaradi velike viskoznosti
ne moremo oblikovati hlebcev ali Struc. Vzhajanje, peka in shranjevanje potekajo enako kot
pri ostalem kruhu (Jud in Briimer, 1997).

2.3.2 Psevdo zita

Veliko najbolj uporabljanih mok za izdelavo brezglutenskega kruha je s prehranskega vidika
revnih, zato pomembna postajajo psevdo zita. Psevdo Zita so rastline, ki jih vzgajamo kot
poljS¢ine za proizvodnjo Skrobnih zrn, ki so primerna za ¢lovesko prehrano. Med psevdo zita
ne spadajo rastline, ki Ze spadajo v katero od drugih skupin, kot so zita (Gramineae) in
stro¢nice (Leguminosae), ali rastlin, gojenih zaradi oljnih semen ali ores¢kov. Najpogosteje se
med psevdo ziti omenja amarant, ajdo in kvinojo (Alvarez-Jubete in sod., 2010). Omenjena
psevdo zita imajo glede na svojo sestavo in v primerjavi s pSenico dobre hranilne vrednosti
(Preglednica 2). Imajo visoko vsebnost beljakovin z dobro aminokislinsko sestavo, saj vec¢ino
beljakovin v semenih teh rastlin tvorijo globulini in aloumini. Imajo visjo biolosko vrednost v
primerjavi z drugimi obicajnimi ziti in zelo podobno aminokislinsko sestavo kot zivalske
beljakovine (Bressani, 1994; Drzewiecki in sod, 2003). Amarant, kvinoja in ajda ravno tako
vsebujejo veliko prehranske vlaknine, nenasi¢enih mascobnih kislin, polifenolov in veliko
pocasi prebavljivih ogljikovih hidratov (Alvarez-Jubete in sod., 2009). Zaradi teh lastnosti
imajo nizek glikemi¢ni indeks, kar je zelo pomembno za bolnike s celiakijo, saj naj bi bili bolj
podvrzeni obolenju za diabetesom tipa I (Berti in sod., 2004; Skrabanja in sod., 2001).
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Preglednica 2: Kemijska sestava semen amaranta, kvinoje in ajde (povzeto po Alvarez-Jubete in sod.,
2009). Podatki so podani kot odstotek suhe teze + standardna deviacija.

Zrno Proteini Mascéobe Skrob Prehranska Pepel
vlaknina

Amarant 16,5+0,3 57+0,3 61,4+0,8 20,6+1,1 2,8+0,0

Kvinoja 14,5+0,3 52+0,1 64,2+1,3 14,2+0,6 2,7+0,0

Ajda 12,5+0,3 2,1+£0,1 58,9+1,3 29,5+1,2 2,1+£0,0

Omenjena psevdo zita lahko vplivajo na regulacijo holesterola v krvi, kar pomaga pri
prepre¢evanju pojava sréno-zilnih bolezni. Prav tako so amarant, kvinoja in ajda, poleg tega
da imajo dobro sestavo makrohranil, bogati glede vsebnosti vitamina B in E, vsebujejo tudi
veliko ve¢ mineralov kot npr. pSenica (Bruni in sod., 2001; Berghofer in Schoenlechner,
2002; Bonafaccia in sod., 2003; Alvarez-Jubete in sod., 2009).

Preglednica 3: Vsebnost nekaterih mineralov v semenih amaranta, kvinoje in ajde (povzeto po Alvarez-
Jubete in sod., 2009). Podatki so podani v mg/g suhe teZe = standardna deviacija.

Zrno Ca Mg Zn Fe

Amarant 180,1+6,1 279,2+1,1 1,6+0,0 9,2+0,2
Kvinoja 32,9+3,3 206,8+6,4 1,8+0,0 5,5+0,5
Ajda 60,9+3,3 203,4+8,8 1,0+0,0 4,7+0,1
Psenica 34,8+0,0 96,4+3,7 1,2+0,1 3,3+£0,1

Psevdo zita so komercialno Se vedno manj pomembna surovina na svetovnem trziscu. V
preteklosti so sicer v marsikateri svetovni regiji predstavljala enega od stebrov vsakodnevne
prehrane, saj so nekatera zelo hvalezna za vzgojo v zahtevnih pogojih. Zaradi tega in zelo
dobrih prehranskih lastnosti postajajo tudi danes zanimivi nadomestki za »klasi¢na« Zita,
predvsem v prehrani ljudi, ki so alergi¢ni na tradicionalna zita, kot je pSenica (Fletcher, 2016).

Zaradi svoje razSirjenosti skozi zgodovino in dobre biolosSke vrednosti je eno bolj zanimivih
psevdo Zit ajda. Ima visoko vsebnost flavonoidov in polifenolov (Watanabe in sod., 1997), je
eden najboljsih beljakovinskih virov med rastlinami (Wei in sod., 1995), je zelo zanimiv vir
prehranske vlaknine (Bonafaccia in sod., 2003). Poleg tega dokazano izboljSuje glukozno
toleranco, preprecevala naj bi tudi pojav diabetesa med odraslimi. Ker vsebuje veliko
kompleksnih ogljikovih hidratov in neprebavljivega Skroba, se zelo pocasi presnavlja
(Edwardson, 1996).

2.4 AJDA

Ajda je poljs¢ina, ki se uporablja po celem svetu in je priznana kot dober vir prehransko
dragocenih beljakovin, mascob, prehranske vlaknine in mineralov. Zaradi kombinacije Se
drugih na zdravje pozitivno delujocih sestavin, kot so flavonoidi, fagopirin ter ajdini steroli, v
svetu Ze nekaj ¢asa vlada veliko zanimanje za to rastlino (Ikeda, 2002; Kreft in Skrabanja,
2002; Li in Zhang, 2001).
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2.4.1 Klasifikacija

Ajda je dvokali¢nica in spada v druzino dresnovk (Polygonaceae). Vecina ostalih zit je
enokali¢nic, uvrS¢ene so v druzino trav. Kljub botani¢nim razlikam pa jo v kmetijstvu,
trgovini in predelavi zaradi podobne poti pridelovanja, predelovanja in uporabe pogosto
uvrs¢amo v skupino zit. Ajda kot zito zaradi oblike socvetja spada v skupino s prosom,
sirkom in rizem. Najbolj uporaben del ajde so njena semena. Z lus¢enjem pridobivamo ajdovo
kaso, z mletjem pa ajdovo moko, otrobe pridobimo z odstranitvijo semenskega ovoja (Kreft,
1995).

2.4.2 Kemijska sestava ajdove moke

Ajdovo moko sestavlja 60—70 % ogljikovih hidratov, 10-12 % beljakovin, 5-8 % vlaknin,
2 % masc¢ob, 2 % mineralnih snovi, 1 % fitinske kisline ter nekaj polifenolov, vitaminov in
drugih snovi. Sestava je odvisna od sorte, stopnje zrelosti, klimatskih razmer, tipa zemlje,
nacina pridelave in vrste gojenja (Kreft in sod., 1999; Constantini in sod., 2014).

2.4.2.1 Ogljikovi hidrati

Veéino ogljikovih hidratov v ajdovi moki predstavlja Skrob (59-70 %), sestavljen iz amiloze
in amilopektina, katerih razmerje je 1 : 3,2. Ajdovo seme vsebuje tudi nekaj rezistentnega
Skroba, ki ga prebavni encimi ne morejo razgraditi, a zaradi tega deluje kot prehranska
vlaknina. Po konéni encimski razgradnji rezistentni $krob ne razpade na glukozne podenote,
ampak kot konéni produkt nastaneta maslena kislina, ki preprecuje nastanek raka na debelem
crevesju, in propionska kislina, ki omogoca uravnavanje sladkorja v telesu (Kreft, 1999).

2.4.2.2 Beljakovine

Ajdine beljakovine imajo visoko biolosko vrednost (razmerje med koli¢ino uskladis¢enega in
skupno koli¢ino prebavljenega in absorbiranega dusika pri presnovi beljakovin). Ajdova moka
vsebuje okrog 12 % beljakovin, podobno kot psenica, vendar obstaja razlika v beljakovinski
sestavi. Ajda je namre¢ bolj bogata z albumini in globulini ter vsebuje manj prolaminov in
glutelinov kot pSenica. Prav tako ne vsebuje neprebavljivega glutena, zaradi Cesar imajo
ajdine beljakovine tudi tako dobro biolosko vrednost (93) (Bonafaccia in sod., 2003; Kreft
1995; Constantini in sod., 2014). Primerjavo razmerij med albuminom, globulinom,
prolaminom in glutelinom so opravili Bonafaccia in sod. (1994) pri analizi petih vzorcev ajde
iz razli¢nih delov Italije. Dolo¢ili so 44,1 % globulinov, 22,5 % glutelinov, 18,4 %
albuminov, 0,7 % prolaminov in 14,1 % netopnega proteinskega ostanka. Dolo¢ili so tudi
povprecno vrednost lizina, ki je znaSala 6,5-7 %. Albumini imajo visoko vsebnost
aminokislin histidina, treonina, valina, izolevcina, levcina in lizina, globulini pa metionina in
lizina (Xiaona in sod., 2006).

Visoka bioloska vrednost ajde je povezana z dobro uravnotezeno aminokislinsko sestavo in
visoko vsebnostjo arginina in lizina, ki ga ima ajda najve¢ med vsemi zivili. Ugotovljeno je
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bilo, da ima uzivanje ajdinih beljakovin blagodejne uéinke na zdravljenje ¢loveskih kroni¢nih
obolenj, nizanje krvnega holesterola, preprecevanja nastajanja zol¢nih kamnov (Tomotake in
sod., 2000). Pri ljudeh, ki uzivajo ajdo, je bila ugotovljena tudi manjSa razsirjenost
hipoglikemije in pri diabetikih boljsa glukozna toleranca (Zhang in sod., 2007).

2.4.2.3 Masc¢obe

Ajdova moka vsebuje 1,5-3,7 % mascob. OlusCena zrna vsebujejo povprec¢no 2,1-2,6 %
mascob v suhi snovi. Najve¢ (81-85 %) je nevtralnih mascob, 8—11 % je fosfolipidov in
3-5% glikolipidov. Glavne mascobne kisline v ajdi so palmitinska (16 :0), stearinska
(18 : 0), oleinska (18 : 1), linolna (18 : 2), linolenska (18 : 3), arahidinska (20 : 0), behenska
(22 : 0) in lignoceri¢na mascobna kislina (24 : 0). Najbolj zastopane mas¢obne kisline v
vecini Zit so tiste z verigo 16—18 ogljikovih atomov, kisline z dalj$imi verigami pa so prisotne
v manj$ih koli¢inah ali jih sploh ni. V ajdi predstavljajo 8 % vseh skupnih masc¢obnih kislin
(Mazza, 1993; Constantini in sod., 2014).

Ajda zaradi vsebnosti masc¢obnih kislin ni primerna za daljSe skladiS¢enje. Po daljSem
skladis¢enju prihaja do hidrolize in oksidacije ma$cob. ZmanjSuje se vsebnost trigliceridov,
povecuje pa vsebnost prostih mascobnih kislin. Ta proces se odraza z neprijetnim vonjem in
okusom moke. Dobro kakovost ohranja do dva meseca po mletju (Przybylski in sod., 1995).

2.4.2.4 Prehranska vlaknina

Najvec¢ vlaknin je v luski, plevi in alevronski plasti. Topne vlaknine predstavljajo rezistentni
Skrob, gume, pektinske snovi in beta glukani. Prehranske vlaknine znizujejo tveganje za
nastanek srénih obolenj, raka na danki in debelem Crevesju. Znizujejo koli¢ino Zol¢nih kislin
in koli¢ino holesterola v krvi. Prehranske vlaknine zniZujejo koncentracijo topnih ogljikovih
hidratov (ajda jih ima samo 48,7 %), zato imajo zivila iz ajde nizji glikemi¢ni indeks in so
primerna za diabetike (Steadman in sod., 2001; Roberfroid, 1993). Neolus¢eno zrno ajde
vsebuje 12,7 % surovih vlaknin, medtem ko jih ajdova moka vsebuje 6,5 % (Javornik in sod.,
1981; Steadman in sod., 2001). Ajdovi otrobi vsebujejo 7,7-9,2 % topnih vlaknin, medtem ko
jih pSeni¢ni otrobi vsebujejo 4,3 % (Steadman in sod., 2001).

2.4.2 .5 Polifenoli in flavonoidi

Ajda je bogata s polifenolnimi spojinami, vsebuje Sest flavonoidov — rutin, orientin, viteksin,
kvercetin, izoviteksin in orientin. Kvercetin je zaradi svoje efektivne antioksidativne
aktivnosti in dobre absorpcije iz hrane najbolj raziskovan flavonoid. Obstaja predvsem v
glikoliziranih oblikah, kakr$na je npr. rutin (kvercetin—3—rutinozid). Ponekod se rutin v
medicini uporablja za zmanjSanje krhkosti kapilar, kar je povezano z nekaterimi
hemoragi¢nimi boleznimi in hipertenzijo pri ljudeh (Yildzogle-Ariin sod., 1991). Rutin je
med antioksidativnimi sestavinami v ajdi priznan kot najbolj varovalen za zdravje, dokazane
so bile njegove protivnetne in antikarcinogene lastnosti (Liu in sod., 2008).
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Preglednica 4: Vsebnost polifenolov, flavonoidov in antioksidativni potencial pSeni¢ne in ajdove moke
(povzeto po Constantini in sod., 2014)

Skt{pna vsebnost Skupna_ vsebnost Antioksidativni potencial
polifenolov flavonoidov
FRAP ORAC
AE RE
(mg GAE/g) (mg RE/g) (mmol Fe2 + E/g) (mmol GAE/Q)
PSeni¢na moka 96+0,1 0,80+ 0,05 0,30+0,01 26+1,1
Ajdova moka 293+05 1,0+0,2 9,1+1,6 139,3+ 33,4

Koli¢ina fenolov med peko kruha se spreminja, Se posebej koli¢ina rutina in kvercetina.
Vogrinci¢ in sodelavci (2010) so pri poskusu za peko uporabili dve vrsti moke — pri prvem
vzorcu ¢isto moko tatarske ajde, pri drugem pa mesSanico moke tatarske ajde in bele moke. Ob
dodajanju vode moki se je vsebnost rutina zmanjsala, koli¢ina kvercetina pa naras¢ala. Med
peko se je koli¢ina rutina dodatno zmanjsala, vsebnosti kvercetina so ostale nespremenjene.
Vsebnost rutina pri uporabi moke iz navadne ajde je bila po peki 0,47 mg/g, kvercetina pa
4,83 mg/g.

2.4.2.6 Fagopirin

Fagopirini so kompleksne organske spojine z naftodiantronskim aromatskim skeletom.
Najve¢ fagopirinov se nahaja v cvetovih ajde. Ob vecjih koli¢inah konzumiranega fagopirina
pride do obcutljivosti na svetlobo. Ta pojav se imenuje fagopirizem. Podobne znake so kazale
tudi zivali, ki so bile krmljene z zeljo ajde in nato izpostavljene son¢ni svetlobi. Fagopirin se
pri ajdi pojavlja tudi v steblih in listih, v zrnu ga prakti¢no ni, zato ajdova moka s tega vidika
ni problemati¢na (Kreft in sod., 2008; Eguchi in sod., 2009).

2.4.3 Pecilne lastnosti ajdove moke

Ajdova moka ne vsebuje glutena ali glutenu podobnih beljakovin, ki bi omogocale nastanek
beljakovinskega ogrodja, ki bi kruhu omogocalo normalno vzhajanje testa in fiksacijo
strukture samega kruha. Navadno se ajdova moka uporablja kot dodatek za obogatenje
prehransko revnih mesanic za peko kruha. Odsotnost glutena v ajdovi moki ima velik vpliv na
senzori¢ne in reoloske lastnosti kruha. Med vzhajanjem nastali CO2 se ne more vezati, saj se v
testu zaradi odsotnosti glutena ne more oblikovati mreZzna struktura, ki v pSeni¢nem testu nase
veze nastali CO2. Zaradi tega ima ajdov kruh precej niZji volumen in zato tudi slabSo rahlost
sredice (Houben in sod., 2012). Mozna reSitev za izboljSanje senzori¢nih in reoloskih
znacilnosti je uporaba hidrokoloidov, ki v testu oblikujejo podobne mreZzne strukture kot
gluten. Kruhi imajo tako ve¢ji volumen in boljSe senzori¢ne lastnosti (Kang in sod., 1996).
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2.5 ROZIC
2.5.1 Klasifikacija in uporaba

Rozi¢ (Ceratonia siliqua L.) je eno bolj uporabnih avtohtonih mediteranskih dreves. Rozicevi
stroki so se tradicionalno uporabljali za ¢lovesko in Zivalsko hrano (Craig in Nguyen, 1984).
V preteklosti so se rozi¢evi stroki veliko uporabljali v prehrani, ¢ posebej kot posladek ali v
izjemnih okolis¢inah (npr. v vojnah). Rozi¢ev plod sestavljajo semena in strok. Dandanes se
rozi¢ oz. njegova semena najve¢ uporabljajo za proizvodnjo polisaharida LBG (angl. locust
bean gum). To je galaktomanan, ki je uporaben kot stabilizator in zgos¢evalec v zivilski in
farmacevtski industriji. 1z rozicevega stroka se prideluje kasa oz. nadalje rozi¢eva moka, ki se
v zivilski industriji uporablja kot manj kalori¢ni nadomestek kakava (za razliko od kakava ne
vsebuje kofeina in teobromina) (Craig in Nguyen, 1984).

Roziceva kasa, odvisno od podnebja in vrste, vsebuje kar 40—-60 % ogljikovih hidratov nizke
molekularne teze, predvsem saharoze (Marakis, 1996; Calixto in Canellas, 1982), od tega
priblizno 14 % reducirajocih sladkorjev. Rozicev strok vsebuje 7 % beljakovin, minerale v
sledovih ter velike koli¢ine prehranskih vlaknin in polifenolov. Prehranske vlaknine imajo
veliko fizioloskih u¢inkov, predvsem pri izboljSevanju prebave ter uravnavanju ravni krvnega
holesterola in sladkorja (Wolever in Jenkins, 1993; Anderson in sod., 1999). Prehranske
vlaknine naj bi $¢itile tudi pred rakom na prebavilih (Whiteley in Klurfeld, 2000; Bingham in
sod., 2003). Poleg prehranskih vlaknin na zdravje ugodno vplivajo tudi polifenoli, ki delujejo
antioksidativno (Rice-Evans in sod., 1995), antimutageno (Yamagishi in sod., 2000) in
antikarcinogeno (Mukhtar in sod., 1992).

2.5.2 Kemijska sestava
2.5.2.1 Sladkorji, prehranska vlaknina in organske kisline

Etanolni izvlecki rozievega stroka vsebujejo tri glavne sladkorje: saharozo (437,3 mg/g suhe
teze), glukozo (395,3 mg/g suhe snovi) in fruktozo (42,3 mg/g suhe snovi). Skupno ti trije
sladkorji predstavljajo 87,54 % skupne suhe snovi. Velik deleZ roZzi¢evega stroka predstavlja
prehranska vlaknina (Tsatsaragkou in sod., 2012). V stroku je tudi 2,4 mg/g suhe snovi.
Citronske kisline in askorbinske kisline ni v obmo¢ju zaznavnih vrednosti. Vsebnosti
sladkorja v sadezu lahko precej nihajo glede na sorto, fiziolo§ko zrelost, sezono obiranja,
podnebje in pogoje skladis¢enja (Ayaz in sod., 2007).

2.5.2.2 Beljakovine in aminokislinska sestava

Rozicev strok vsebuje med 1 in 5 % beljakovin v suhi snovi (povprecje med 2 in 3 %)
(Avallone in sod., 1997). Enako kot koli¢ina sladkorjev je tudi koli¢ina beljakovin pogojena z
vrsto ter podnebnimi dejavniki, zato ni ¢udno, da so drugi avtorji dolocili tudi drugacne
koli¢ine beljakovin, npr. Morton (1987) je dolocil 4,5 % beljakovin v suhi snovi.
Beljakovinam v roziCevih strokih je bilo dolocenih 18 aminokislin. Asparaginska kislina
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(asparaginska kislina + asparagin), alanin, glutaminska kislina (glutaminska Kkislina +
glutamin), levcin in valin skupaj predstavljajo 57 % suhe mase beljakovin. Od tega levcin in
valin predstavljata 18,25 ¢/100 g suhe mase beljakovin, preostale tri ze omenjene
aminokisline 9,1-10,6 ¢/100 g suhe mase beljakovin, cistein ima od vseh najmanjSo
koncentracijo, ki znasa 0,8 g/100 g suhe mase beljakovin (Ayaz in sod., 2007).

2.5.2.3 Minerali

Rozi¢ vsebuje 1-6 % mineralov (Ayaz in sod., 2007). Vsebuje Stiri minerale, ki spadajo med
makrominerale (Ca, P, K in Mg), ter §tiri mikrominerale (Fe, Cu, Mn in Zn). Med prvimi
prevladuje kalij, a rozi¢ev strok vsebuje tudi vecje koli¢ine kalcija. Koli¢ina fosforja in
magnezija je znatno nizja. Med mikrominerali prevladujeta zelezo in mangan, Ceprav tudi
vsebnosti cinka in bakra nista zanemarljivi.

2.5.2.4 Polifenoli

Rozi¢eva moka vsebuje veliko polifenolov (Avallone in sod., 1997), posebej kondenziranih
taninov (Ayaz in sod., 2007). Rozi¢eva moka vsebuje 71,03-2428,84 mg/100 g skupnih
polifenolov (Durazzo in sod., 2014).

2.5.2.5 Pecilne lastnosti roZi¢eve moke

O pecilnih lastnostih roziceve moke v pekarski industriji ni bilo narejenih veliko raziskav,
zato so podatki nejasni. Roziceva moka vsebuje veliko prehranske vlaknine in hidrokoloidov,
ki pozitivno vplivajo na senzori¢ne lastnosti brezglutenskega kruha. Tsatsaragkou in sod.
(2012) so dodatek rozi¢eve moke uporabili pri proizvodnji rizevega brezglutenskega kruha.
Dodatek roZi¢eve moke je imel negativen vpliv na vsebnost vlage v kruhu, saj je prehranska
vlaknina v rozi¢evi moki vezala prosto vodo. Elasti¢nost kruha je bila slabsa, se je pa pokazal
pozitiven vpliv na poroznost sredice in volumen kruha.

2.6 PRIPRAVA STARTERSKE KULTURE

Najbolj pogosto uporabljena kvasovka za fementacijo kruha je Saccharomyces cerevisiae. V
prodaji jo lahko najdemo v treh aktivnih oblikah. Kompresirani kvas je najbolj aktiven in
najbolj izenacene kakovosti. Primeren je za vse pekovsko pecivo, uporabljamo ga 2,5-8 %,
odvisno od vrste moke. Aktivni suhi kvas vsebuje 6-8 % vode in 40-45 % proteinov. Pred
uporabo ga je treba rehidrirati v vodi s temperaturo 41-45 °C od 5 do 10 minut. Ravno tako
kot kompresirani kvas je uporaben za vse izdelke v pekarstvu. Obstaja $e instant aktivni suhi
kvas, ki vsebuje 4-6 % vode in 38—-60 % proteinov. Prednost instant aktivnega suhega kvasa

je, da se dobro mesa s sestavinami in ne potrebuje predhodne rehidracije (Bati¢ in Raspor,
1994).

V zadnjih letih se je v svetu povecal vsesploSni interes za izboljSavo zdravja in preventivo
pred boleznimi z uporabo funkcionalne hrane, ki vsebuje probioti¢ne bakterije. Trenutna
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definicija probiotikov s strani FAO/WHO pravi, da so probiotiki »... Zivi mikroorganizmi, ki
dodani v zadostnih koli¢inah delujejo zdravju blagodejno na gostitelja.« (FAO/WHO, 2002).
V pekarstvu se uporablja veliko probioti¢nih bakterij, kot so Lactobacillus, Pediococcus,
Lactococcus in Leuconostoc (Jensen, 1998), ki se jih zaradi njihove metabolne aktivnosti
(mlec¢nokislinska fermentacija, proteoliza ...) uporablja pri indirektnem zamesu testa s kislim
nastavkom. Poleg ugodnega vpliva na vzhajanje testa zaradi svojih metabolitov delujejo

antimikrobno na druge bakterije in pozitivno vplivajo na senzori¢ne lastnosti kruha (Pokorn,
2001).

V pekarstvu pa Se ni bilo uporabljene probioti¢ne kvasovke, ki bi lahko zdruzila zdravju
prijazne lastnosti probiotika z ucinkovitostjo klasicne kvasovke. Raziskava na Katedri za
biotehnologijo na Biotehni¢ni fakulteti Univerze v Ljubljani je potrdila, da se lahko
probioti¢na kvasovka Saccharomyces boulardii v tehnoloskem smislu enakovredno kosa s
klasi¢no uporabljeno kvasovko Saccharomyces cerevisiae, saj po senzori¢nih ocenah
(poroznost, volumen, barva, okus itd.) ni bilo bistvene razlike med kruhi, fermentiranimi s
kvasovko S. boulardii, in kruhi, fermentiranimi s kvasovko S. cerevisiae (Griz, 2015).

Saccharomyces boulardii so termotolerantne kvasovke, ki rastejo pri nenavadno visokih
temperaturah do 37 °C. Celice S. boulardii imajo ovalno obliko, dolzino 10 pm in Sirino
5 um. Tvorijo debelo celi¢no steno, ki lahko predstavlja do 30 % celotne teze suhe celice, s
85 % polisaharidov in 15 % proteinov. Polisaharidi sestojijo iz 80-90 % glukoze, 10-20 %
ostankov manoze in 1-2 % N-acetilglukozamina (Lesage in Bussey, 2006). Rastejo v
aerobnih in anaerobnih pogojih. S. boulardii za fermentacijo najraje porablja glukozo, pa tudi
druge monosaharide, oligosaharide, etanol, acetat, glicerol, piruvat in laktat. Glukoza se
presnavlja preko glikoliti¢ne poti. S. boulardii pri presnovi prednost pred dihanjem daje
fermentaciji. Pri fermentaciji nastaja etanol. Nefermentabilni viri ogljika morajo vstopiti v
glukoneogenezo (Dickinson in Schweizer, 1999).

Saccharomyces boulardii je podobna Saccharomyces cerevisie, zaradi ¢esar je dolgo veljalo,
da je sevovar omenjene kvasovke (McFarland in Bernasconi, 1993). Ceprav taksonomija ni
znanstveno potrjena, so S. boulardii sorodne, vendar razli¢éne od Saccharomyces cerevisiae v
ve¢ taksonomskih metabolnih in genetskih lastnostih (Malgoire in sod., 2005).

S. boulardii se uporablja za preventivo in zdravljenje diareje ter bolezni razdrazenega
Crevesja. V primeru infektivne diareje, dajanje kvasovk S. boulardii zivalim nudi zasc¢ito pred
crevesnimi lezijami, ki jih povzro€ajo Stevilni diarejni patogeni (Pothoulakis, 2009). Iz
prebavnega trakta jih odstranijo protiglivicna sredstva (Bergogne-Bérézin, 1995), odporne pa
so proti antibiotikom. Saccharomyces boulardii v prebavnem traktu spros¢a encime, proteine
in druge dejavnike, s katerimi izboljSuje gostiteljevo imunsko obrambo, prebavo in absorpcijo
hranil (Buts in De Keyser, 2006).


http://www.dtecta.co.uk/casestudies/McFarland_Berlusconi_1993_S.boulardii_DTECTA.pdf
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3. MATERIALI IN METODE DELA
3.1 HODOGRAM POSKUSA

Pridobivanje mokrega kvasa (S. boulardii) (S. cerevisiae) za fermentacijo:
Pridobitev sevov iz zbirke ZIM, inkubacija na trdnem gojis¢u YPD
Precepitev kvasovke v tekoce gojis¢e YPD, 24h inkubacija v bioreaktorju
Centrifugiranje brozge do vlazne biomase

A 4

- vizualno spremljanje rasti plesni
- spremljanje rasti na trdnih

= test na Bacillus cereus

= test na kvasovke in plesni

= test na prisotnost spor aerobnih
bakterij

Vzor&enje in analiza vzorcev Peka kruha v podjetju Mlinotest, d. d.:

predoskusa (poskus - predposkus:. zames in peka ajdovega kruha s 7%
ugotovitve enakovrednosti S. dodatka roil-(?eve moke,1. paralelka_l fermentirana
boulardii in S. cerevisiae): sS. bf)L_JIardu, 2. paralelka fermentirana s S.

- mikrobioloska analiza cerevisiae
(prisotnost B. cereus,
kvasovk, plesni, spor
aerop_nlh bakt?“h) Peka kruha v podjetju Mlinotest, d. d.:

- kemijska analiza - glavni poskus: zames in peka ajdovega kruha (z
(Vseb'_mSt pre_hrans_ke —_— razli¢nimi % dodatka rozi¢eve moke in ajdovih
vlaknine, beljakovin, - otrobov), fermentiranega z S. boulardii
pepela, vode, skupnih in
posameznih
polifenolov)

- instrumentalne metode
(merjenje trdote, barve
in pH)

Asepti¢ni razrez kruha na
Homogenizacija
Mikrobiolo$ka analiza: vzorea l

Instrumentalne metode:
- dolocanje barve
- dolocanje trdote

Ekstrakcija fenolov na trdnem nosilcu (solid
phase extraction):
- ekstrakcija v ultrazvocéni kopeli z
etanolom
- centrifugiranje
- filtriranje
- ekstrakcija na trdnem nosilcu

Dolocanje vsebnosti fenolov:

LC/MS

- doloc¢anje vsebnosti
vode

Priprava zrafno suhega
vzorca:

- suSenje

- tehtanje

- mletje

- razmascevanje
Dolocanje prehranske

< vlaknine (encimsko

gravimetricna metoda)

- analiza ekstrahiranih vzorcev na —

v

Slika 1: Hodogram poskusa

Dolocanje antioksidativnega potenciala:
- metoda Folin—Ciocalteu
- metoda DPPH
- metoda FRAP
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3.2 MATERIALI

3.2.1 Mikroorganizmi

Za izvedbo eksperimentalnega dela smo uporabili probioticno kvasovko Saccharomyces
boulardii ZIM 2263 iz Zbirke industrijskin mikroorganizmov Katedre za biotehnologijo,
mikrobiologijo in varnost zivil na Biotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani. Sev smo
revitalizirali na trdnem gojiscu YPD. Kvasovke smo nato 48 ur inkubirali na temperaturi
28 °C.

3.2.2 MikrobioloSka gojisca
3.2.2.1 Agar BCA (Bacillus cereus agar)

Je kromogeno selektivno gojis¢e za ugotavljanje prisotnosti vrst Bacillus cereus in Bacillus
subtilis. Tvorijo modre kolonije s temnej$o cono.

Sestava: 10 g/l D-manitola, 1 g/l peptona, 10 g/l natrijevega piruvata, 2 g/l natrijevega klorida,
0,1 g/l magnezijevega sulfata, 0,25 g/l kalijevega dihidrogen fosfata, 2,5 g/l dinatrijevega
hidrogen fosfata, 0,12 g/l bromotimol modro, 15 g/l agarja.

Priprava: V 470 ml destilirane vode smo zatehtali 20,5 g suhega gojis¢a BCA in ga
avtoklavirali 20 minut na 120 °C. Nato smo vzorec ohladili na 60 °C in mu v laminariju
asepti¢no dodali eno vialo Bacillus cereus antimicrobic suplementa, ki smo ga zmesali s 5 ml
sterilne destilirane vode in 25 ml emulzije rumenjaka. Gojis¢e smo na koncu asepti¢no razlili
v petrijevke ter ga ¢ez no¢ pustili v laminariju, da se je formiralo trdno agregatno stanje.

3.2.2.2 Agar DRBC

Na selektivnem gojis¢u za plesni in kvasovke se v petih dneh po absorpciji barvila rose bengal
pojavijo roznate kolonije teh kultur.

Sestava: 5,0 g peptona, 10,0 g glukoze, 1,0 g kalijevega hidrogen sulfata, 0,5 g magnezijevega
sulfita, 0,002 g/l diklorana 0,025 g/l barvila rose bengal, 15,0 g agarja.

Priprava: V 500 ml destilirane vode smo zatehtali 15,75 g suhega gojis¢a DRBC, mu dodali s
3 ml 100-% etanola rehidrirano vialo floramfenikola in ga avtoklavirali 20 minut na 120 °C.
Nato smo gojiS¢e ohladili na 45 °C, ga asepticno razlili v petrijevke in ga ¢ez no€ pustili v
laminariju, da se je formiralo trdno agregatno stanje.

3.2.2.3 Agar PCA
Sestava: 5 g/l triptona, 2,5 g/l kvasnega ekstrakta, 1 g/l glukoze, 9 g/l agarja, pH 7,0 £ 0,2.

Priprava: V 250-ml steklenico za vsak vzorec kruha zatehtamo 1,75 g PCA gojis¢a, dodamo
100 ml destilirane vode in avtoklaviramo.



Krizman L. Vpliv dodatka rozi¢eve moke na mikrobioloske, kemijske in senzori¢ne lastnosti brezglutenskega ajdovega kruha. 22
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

3.2.2.4 Tekoce gojisce YPD

Sestava: 20 g/l peptona, 10 g/l kvasnega ekstrakta, 20 g/l glukoze.
Priprava: V 750 ml destilirane vode smo zatehtali 37,5 g suhega gojis¢a YPD. Tekoce gojisce
smo nato avtoklavirali 20 min na 120 °C.

3.2.2.5 Trdno gojisc¢e YPD
Sestava: 20 g/l peptona, 10 g/l kvasnega ekstrakta, 20 g/l glukoze.
Priprava: V 750 ml destilirane vode smo zatehtali 37,5 g suhega gojis¢a YPD in 7,5 g agarja.

Gojis¢e smo avtoklavirali 20 min na 120 °C, ga nato ohladili na 45 °C in asepti¢no razlili v
petrijevke. Petrijevke smo ¢ez noc pustili v laminariju, da se je agar strdil.

3.2.3 Reagenti

Preglednica 5: Reagenti

destilirana voda aceton

KH2PO4 celit

NaOH a-amilazna raztopina (Termamyl, Bioquant®, Merck)
agar proteazna raztopina (Protesal, Bioquant®, Merck)

Bacillus cereus antimikrobni suplement

amiloglukozidazna raztopina (Bioquant®, Merck)

kloramfenikol

acetatni pufer (pH 3,6)

etanol (100 %, 96 %, 78 %, 70 %, 10 %)

vodna raztopina zelezovega klorida (FeCls x 6H20)

emulzija rumenjaka

vodna raztopina zelezovega sulfata (FeSO4 x 7H>0)

MES/TRIS pufer (¢ = 0,05 mol/l, pH8,3)

TPTZ (4,6-tripiridil-s-triazin)

NaOH (6 mol/l)

metanol (100 %,70 %,50 %)

NaOH (5 %)

Reagent Folin-Ciocalteu

HCI (0,56 moll)

DPPH* (0,05 mg/l)

HCI (5 %) galna kislina
nasi¢ena raztopina NaCl Na,COs (7,5 %)
petrol eter 30-% raztopina NaOH

3.2.3.1 FizioloSka raztopina

V 100-ml ¢aSo smo zatehtali 3,4 g KH2POg in dodali 50 ml destilirane vode. V ¢aso smo
dodali magnet in na magnetnem mesalu mesali, dokler ni raztopina postala bistra. Raztopino
smo nato nevtralizirali s 3M NaOH (pH 7,2), prelili v 100-ml bucko ter do oznake dopolnili z
destilirano vodo. Dobljeno zalozno raztopino smo avtoklavirali 20 minut na 120 °C. Za
pripravo fizioloske raztopine smo zmesali 1,25 ml zalozno raztopino z 1 L sterilne destilirane
vode.
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3.2.3.2 Reagent FRAP

Ta reagent smo pripravili iz 300 mM acetatnega pufra z vrednostjo pH 3,6 (31 g
C2H3NaO2x3H20 in 16 ml C2HsOH), 10 mM raztopine TPTZ v 40 mM HCI in 20 mM
FeCl3x6H20. Delovna raztopina je bila pripravljena tako, da smo zmesali 10 del acetatnega
pufra, 1 del raztopine TPTZ in 1 del FeClzx6H-O. Pred uporabo je bila segreta na 37 °C.

3.2.4 Oprema

Preglednica 6: Oprema

Oprema Oznaka

analizator aw Aqua lab

analizator trdote TA. XT Analyzer

avtoklav Sutjeska

avtomatska tehtnica Scalter SPB 31
centrifugirka Sigma 3K30

hladilnik 6-7 °C

inkubator 37 °C, Kambi¢

inkubator 27 °C, Sutjeska

kolona za Solid Phase ekstrakcijo Strata-X RP

kromometer Minolta

laminarij Thermo Scientific

LC/MS Agilent Technology 1100/Micromass Quattro Micro
magnetno mesalo Rotamix 550 MMH
mlin¢ek Bosch

pH meter Metler Toredo, Metrel 5736
precizna avtomatska tehtnica Sartorius

Stomacher in vrecke za gnetilnik s filtrom

Golias Stomacher

stresalna kopel

Tecator 1024 Shaking Water Bath

suSilnik

Sterimatic ST-11

ultrazvocna vodna kopel

Sonis 10, Iskra pib

vakuumska ¢rpalka ABM
vodna kopel Kambié
zarilna pec Iskraterm

ekstrakcijska enota

Foss soxtectm 2050

ekstrakcijska enota

Foss control unit 2050

spektrofotometerski ¢italec mikrotitrskih plos¢
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3.2.5 Pripomocki

Preglednica 7: Pripomo¢ki

mlin¢ek za drobtine

2-ml centrifugirke

fotoaparat

bucke

plinski gorilnik

CasSe

steklenice (250- in 1000-ml)

sezigne epruvete

avtomatske pipete in nastavki (eppendorf)

tehtirne ladjice

stresalnik

infuzijska steklenica 5 |

avtomatski rezalnik

silikonska cev

centrifugirke (10- in 50-ml)

silikonsko tesnilo

klasi¢ne petrijeve plosce

kerami¢ni difuzor rena cer (10 cm)

kvadratne petrijeve plosce

zracni filtri

rokavice zra¢na Crpalka crawfish 1800
plasti¢ne vrecke magnet
merilni valji filtrirni loncki

dringalske spatule in eze za enkratno uporabo

presesalne buce

noz

eksikator

stojala

foss kapsule

avtoklavirni trak

ekstrakcijski loncki

0,2 pm filter

erlenmajerice (250-ml, 500-ml)

termometer

termostat

vrtinéno namizno mesalo

zarilni lon¢ki

mikrotitrske plosce

merilni valji, kapalke

3.2.6 VVzorci

Raziskava je obsegala kemijsko in mikrobiolosko analizo brezglutenskega ajdovega kruha z
razli¢nimi dodatki rozi¢eve moke in ajdovih otrobov. Kruh so za potrebe raziskovalnega dela
spekli v podjetju Mlinotest, d. d. Iz vsakega zamesa smo dobili stiri hlebcke kruha. Vsak
zames je imel enako osnovno recepturo, spreminjal se je dodatek rozi¢eve moke, ob dodatku
otrobov se je za enako tezo zmanjSal dodatek ajdove moke. V fazi predposkusa smo kruh
(vzorca B in C) fermentirali s kvasovkama S. cerevisiae (vzorec C) in S. boulardii (vzorec B)
(Preglednica 8). V fazi glavnega poskusa smo kruh fermentirali s kvasovko S. boulardii,
spreminjali smo koncentracijo roziceve moke in ajdovih otrobov, kot je razvidno iz

Preglednice 8.
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Preglednica 8: Vzorci kruha s pripadajo¢imi recepturami
Oznaka Ajdova Roziceva Ajdovi Kvas | Gumi iz zrn | Sladkor (g) Sol Solublin (g) Voda (ml) | Stevilo
vzorca moka (g) moka (g) otrobi (g) rozi¢evea (g) (9) zamesov
K 1000 0 0 20 50 100 20 100 1100 7
5R 1000 50 0 20 50 100 20 100 1100 2
10R 1000 100 0 20 50 100 20 100 1100 1
15R 1000 150 0 20 50 100 20 100 1100 1
20R 1000 200 0 20 50 100 20 100 1100 1
30R 1000 300 0 20 50 100 20 100 1100 3
20R010 900 200 100 20 50 100 20 100 1100 1
20R020 800 200 200 20 50 100 20 100 1100 1
20R040 600 200 400 20 50 100 20 100 1100 1
30R010 900 300 100 20 50 100 20 100 1100 3
B,C 1000 70 0 20 50 100 20 100 1100 6
3.3 METODE

V diplomski nalogi smo pripravili, vzor¢ili in analizirali ajdov brezglutenski kruh, zacensi s
proizvodnjo kvasne biomase (S. boulardii, S. cerevisiae), uporabili smo razlicne vsebnosti
dodatkov (roziceva moka, otrobi).

Diplomsko nalogo smo zaceli s predposkusom, pri katerem smo ugotavljali, ali je kvasovka

S. boulardii v senzori¢nem, tehnoloSkem in mikrobioloSkem aspektu sploh konkuren¢na
obi¢ajni pekovski kvasovki S. cerevisiae. Po pozitivnem zaklju¢ku predposkusa smo zaceli
obsezno analizo kruhov, fermentiranih s kvasovko S. boulardii. Izpeljali smo tehnolosko

(trdota, barva), senzori¢no, mikrobiolosko ter kemijsko analizo kruha.

3.3.1 Proizvodnja kvasne biomase (S. boulardii)

Slika 2: Bioreaktor za proizvodnjo kvasne biomase
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V 5-litrsko infuzijsko steklenico smo prelili 3 litre obogatitvenega gojis¢a YPD, vanj nacepili
izolirano kulturo S. boulardii iz dveh petrijevk in v steklenico vstavili magnet (meSanje). VS0
uporabljeno opremo in gojisca smo pred izvedbo bioprocesa 20 minut avtoklavirali na 120 °C,
difuzor je bil ¢ez no¢ namocen v 100-% etanolu, pred uporabo spran s sterilno destilirano
vodo ter ozarjen nad plamenom. Na grlo smo pritrdili zamasek, skozi katerega sta bili speljani
dve silikonski cevki (ena za dotok zraka, druga za odvod nastalega CO2). Na obe zunanji
strani smo pritrdili zra¢ni filter, na notranji konec za dotok zraka pa kerami¢ni difuzor (delo je
potekalo aseptino v laminariju). Steklenico smo nato postavili na magnetno mesalo v
inkubator (30 °C), cevko za dotok zraka smo priklopili na zra¢no tlacilko. Inkubirali smo 24
ur. Po inkubaciji smo dobljeno biomaso centrifugirali v 50-ml falkonkah, 3 minute na 6000 g,
do dobljene ciste mokre biomase. Gojis¢e smo iz biomase spirali s sterilno fiziolosko
raztopino. Da smo zagotovili dobro rast kvasovk, smo kvasovke, namenjene za inkubacijo,
vsak teden dva dni pred inkubacijo precepili na sveza trdna gojis¢a YPD.

3.3.2 Senzori¢na analiza
Senzori¢na analiza je bila izvedena po obrazcu za ocenjevanje kruha Gospodarske zbornice

Slovenije (Priloga N). Na podlagi senzori¢ne analize smo vzoréenja, kemijske, tehnoloske in
mikrobioloske analize izbranih dveh vzorcev ponovili v treh paralelkah.

3.3.3 Vzorcenje

Iz vsakega zamesa smo vzor¢ili tri kruhe, tako smo dobili tri paralelke, s katerimi smo
zagotovili preverljivost in ponovljivost.

3.3.4 Dolo¢anje mikrobioloske stabilnosti kruha
3.3.4.1 Priprava vzorcev za mikrobiolosko analizo

Pri sprejemu smo kruh skupaj z vrecko stehtali. V brezprasni komori smo vrecko asepti¢no
odprli in s sterilnim nozem prerezali na polovici.

3.3.4.2 Vizualno spremljanje pojava plesni

Od vsakega kruha smo v laminariju asepti¢no odrezali tri rezine in jih polozili v kvadratne
petrijevke, jih zdruzili po paralelkah in jih zavili v plasti¢no folijo. Na sobni temperaturi Smo
nato vizualno in s fotografiranjem spremljali pojav plesni. Rezultate smo od¢itali po petih in
po sedmih dneh inkubacije.
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3.3.4.3 Priprava mati¢ne raztopine in ostalih razred¢itev

V Stomacherjevo vrecko smo v laminariju asepti¢éno odvzeli 10 g sredice, dodali 90 ml
fizioloske raztopine in homogenizirali na Stomacherju 5 minut pri srednji moci. 1z dobljene
mati¢ne raztopine smo naredili serijske razredgitve do 10,

V klasi¢ne okrogle petrijevke z gojis¢ema DRBC agar in BCA smo v treh paralelkah nacepili
po 100 pl homogenizirane mati¢ne raztopine ter vzorec razmazali po celotni povrSini petrijevk.
Ker pri razred¢itvah 102 in 10 nismo pri¢akovali velike rasti, smo zaradi racionalizacije
postopka po 10 pl razreditev 1072 in 10 nacepili v kvadratne petrijevke, ki smo jih vizualno
razdelili na dvanajstine. Tako je vsaka paralelka razred¢itve dobila eno dvanajstino gojiséa v
petrijevki. Teh vzorcev nismo razmazali, temve¢ smo v vsak kvadratek v obliki trikotnika
nacepili tri kapljice vzorca. Vzorce, nacepljene na petrijevke z gojis¢em DRBC, smo inkubirali
na 28 °C, vzorce, nacepljene na petrijevke z gojis¢éem BCA, pa na 37 °C.

3.3.4.5 Dolocanje spor aerobnih bakterij

V Sestih 250-ml stekleni¢kah smo pripravili gojis¢e PCA, ga avtoklavirali 20 minut na 120 °C,
ga ohladili na 60 °C in asepti¢no v laminariju nacepili 10 ml homogenizirane mati¢ne raztopine.
GojisCe z vzorcem smo nato segrevali 20 minut na 100 °C, ga nato ohladili na 60 °C, vsak
vzorec pa potem asepticno razlili v pet petrijevk. Petrijevke smo ¢ez no¢ pustili v laminariju, da
se je gojisce strdilo, nato pa inkubirali na 37 °C.

3.3.5 Instrumentalne analize kruha
3.3.5.1 Dolocanje barve sredice

Barvo kruha smo dolocili s kromametrom Minolta CR 200b. Pred merjenjem smo
kromameter umerili na bel standard L = 92,8, a = 0,3136, b = 0,3196). Aparat podaja barvo v
treh koordinatah (L*, a*, b*). Vrednost L* opisuje svetlost barve, vi§je vrednosti pomenijo
svetlejSo barvo in obratno. Vrednost a* doloca intenziteto rdece barve v pozitivnem obmocju,
V negativnem pa intenziteto zelene barve. Vrednost b* predstavlja intenziteto rumene barve v
pozitivnem in modre v negativnem obmocju. Barvo vsakega zamesa smo merili v treh
paralelkah, iz vsake paralelke smo izbrali §tiri rezine, barvo na vsaki rezini pa smo izmerili v
treh tockah.
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3.3.5.2 Dolo¢anje trdote sredice

Trdoto sredice smo merili z analizatorjem teksture TA-TX Plus z okroglim nastavkom
premera 35 mm. Kruh smo z avtomatskim rezalnikom razrezali na 6 rezin debeline 12,5 mm.
Po dve rezini smo nato polozili pod aluminijast bat Sirine 36 mm, Ki je potoval s hitrostjo
10 mm/s in sredico rezin stisnil za 40 % (z viSine 25 mm na 15 mm). Merili smo silo,
potrebno za penetracijo bata skozi sredico. Bolj kot je bila sredica trda, vecja sila je bila
potrebna za penetracijo. Trdoto smo merili 24 in 28 ur po peki, silo smo podali v newtonih

(N).
3.3.5.3 Priprava zracno suhega vzorca (za dolocanje vsebnosti vlaknin)

Iz vsake paralelke zamesa smo izbrali dve rezini, jih stehtali ter susili 12 ur na 50-60 °C.
Posusene vzorce smo nekaj ur pustili na sobni temperaturi in jih Sele nato stehtali. Dobljeni
zra¢no suh vzorec smo zmleli in shranili v zra¢no neprepustne epruvete za nadaljnje analize.

3.3.6 Kemijske analize kruha
3.3.6.1 Doloc¢anje vsebnosti polifenolov

Ekstrakcija

V falkonko smo zatehtali 3 g posuSenih krusnih drobtin, dodali 25 ml 75-% etanola in
ekstrahirali v ultrazvo¢ni kopeli 20 min na 30 °C. Nato smo vzorec centrifugirali 5 minut na
9000 g ter supernatant prefiltrirali ¢ez Whatsonov papir nr. 1. Ekstrakcijo smo ponovili Se
dvakrat, vse tri supernatante zdruzili v 100-ml bucko ter dopolnili do oznake. Iz buc¢ke smo
odvzeli 50 ml vzorca in ga v hladilniku shranili do solid phase ekstrakcije.

Ekstrakcija na trdnem nosilcu

V falkonko smo odpipetirali 20 ml destilirane vode. Na vakuumski sistem smo pritrdili
kolono Strata-X RP. Kolono smo najprej kondicionirali s 3 ml 100-% metanola, nato izvedli
ekvilibracijo s 3 ml 10-% metanola, po tem pa skozi kolono spustili 25 ml vzorca. Ko je
vzorca zmanjkalo, smo kolono sprali s 3 ml 10-% metanola, dobljeni ekstrakt smo posusili
pod tokom zraka skozi ¢rpalko. VVzorec smo iz kolone eluirali s 3 ml 100-% metanola.

Iz dobljenih vzorcev smo odparili topilo, vzorce prefiltrirali skozi 0,2-ul filter in jih analizirali
na LC/MS.

Racun:
C=(C|c-msXR—n)/k (1)

C ... koncentracija polifenolov (mg/kg)
Cic-ms ... izmerjena koncentracija vzorcev na LC-MS
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3.3.6.2 Doloc¢anje vsebnosti prehranske vlaknine (modificirana encimsko-gravimetri¢na
metoda po Proskyju)

Priprava vzorca
Zra¢no suhe vzorce smo zmleli v kavnem mlincku in jih do analize shranili v falkonkah.
Vzorce, ki so vsebovali ve¢ kot 4 % masS¢obe, smo razmastili v Foss soxtec sistemu.

Razmascevanje vzorcev

V Foss kapsule smo vstavili kos vate in jo potla¢ili na dno, nanjo pa smo odtehtali priblizno
20 g zrano suhega vzorca. Na vrh vzorca smo ravno tako vstavili kos vate in ga rahlo
potlacili. Kapsule smo nato namestili v sistem Soxtec za ekstrakcijo. Pod kapsule smo
namestili predhodno stehtane in posusene ekstrakcijske lon¢ke, v katerih so bile vrelne
kroglice in 80 ml petrol etra. Po ekstrakciji smo ekstrakcijske loncke posusili na 105 °C in jih
po ohlajanju v eksikatorju stehtali.

Racun:
b —
i 3 _ 2" x100
Vsebnost mas¢obe v zra¢no suhem vzorcu (%) = a
a ... zatehta vzorca
b ... masa ekstrakcijskega loncka po ekstrakciji

C ... masa ekstrakcijskega loncka pred ekstrakcijo

.2

Priprava filtrnih lon¢kov
V filtrne loncke smo zatehtali priblizno 1 g celita in jih ¢ez no¢ susili na 105 °C, jih ohladili v
eksikatorju in stehtali na 0,1 mg natan¢no.

Encimska razgradnja

Delali smo v osmih vzporednih dolo¢itvah in v vsako falkonko zatehtali 1 g vzorca (0,1 mg)
ter dodali 40 ml MES/TRIS pufra. Pripravili smo tudi dva slepa vzorca. Vrednost pH smo
uravnali na 8,3 s 5-%raztopino NaOH. Z mikropipeto smo dodali 50 pl termostabilne o-
amilaze, dobro premesali, pokrili z alufolijo in inkubirali na vreli vodni kopeli 30 minut od
trenutka, ko je raztopina v falkonkah dosegla 90 °C. Z mikropipeto smo dodali 50 pl proteaze,
dobro premesali, pokrili z alufolijo in med stalnim stresanjem inkubirali 30 minut pri 60 °C.
Cas inkubacije smo zaGeli meriti, ko je raztopina v erlenmajerici dosegla 60 °C. Ohladili smo
na sobno temperaturo, dodali 5 ml HCI (0,56 mol/l) in naravnali vrednost pH na 4,7 (+0,2).
Dodali smo 150 pl amiloglukozidaze, dobro premesali, pokrili z alufolijo in med stalnim
stresanjem inkubirali 30 minut pri 60 °C. Cas inkubacije smo zageli meriti, ko je temperatura
raztopine dosegla 60 °C.

Dolo¢anje skupne prehranske vliaknine
Skupna prehranska vlaknina je sestevek topne in netopne prehranske vlaknine.
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Dolo¢anje netopne prehranske vlaknine
Po encimski razgradnji smo vzorce filtrirali skozi filtrne loncke, priklopljene na vakuumsko
¢rpalko. Loncke smo nato sprali z 2 x 10 ml na 70 °C ogrete destilirane vode, 3 x 15 ml na 78
°C segretega 78-% etanola ter 2 x 10 ml acetona. Lonc¢ke smo susili 5 ur na 105 °C, ohladili v
eksikatorju in stehtali na 0,1 mg natan¢no.

Dolo¢anje topne prehranske vlaknine

Stehtali smo koli¢ino filtrata in dodali Stirikratno koli¢ino na 60 °C segretega 95-% etanola.
Raztopino smo eno uro termostatirali v vodni kopeli na 60 °C, s tem smo oborili topne
vlaknine. Raztopino smo nato filtrirali skozi filtrne loncke, sprali z 2 x 10 ml destilirane vode,
3 x 15 ml 78-% etanola ter 2 x 10 ml acetona. Vzorce smo 5 ur susili na 105 °C, ohladili v
eksikatorju in stehtali na 0,1 mg natan¢no.

Racun:
b—c—4d

. —— % 100
% netopne vlaknine = a ...(3)
a ... teZa vzorca
b ... teza ostanka netopne vlaknine
C ... teza pepela v netopnem ostanku
d

.. teza beljakovin v netopnem ostanku

b—c—d
% topne viaknine="_@a | 100 ..(4)
a ... teza vzorca
b ... teza ostanka topne vlaknine
C ... teza pepela v topnem ostanku
d ... teza beljakovin v topnem ostanku.
skupna vlaknina = topna vlaknina + netopna vlaknina ...(5)

3.3.6.3 Dolocanje antioksidativnega potenciala

Priprava vzorcev
Vzorce smo pripravili s Solid phase ekstrakcijo, ki je opisana pri dolo¢anju fenolov.

Metoda Folin—Ciocalteu

Pripravili smo 1 : 10 razredcitev reagenta Folin-Ciocalteu in 7,5-% raztopino Na>COs, Nato
smo pripravili razred¢itve za umeritveno krivuljo iz zalozne raztopine galne kisline (c =5 mg/
ml), v koncentracijah od 25 do 200 mg/l. V 2-ml Eppendorf centrifugirko smo odpipetirali
20 ul vzorcev, dodali 100 ul Folin-Ciocalteu reagenta in 80 ul raztopine Na.COs (7,5-%) ter
premesali na vrtinéniku. MeSanice smo prenesli na prozorno mikrotitrsko plos€ico, jo prekrili
z alufolijo in vzorce 2 uri inkubirali v temi. Po inkubaciji smo merili absorbanco v
mikrotitrskem ¢italcu na 760 nm. Rezultate smo izrazili kot miligram ekvivalenta galne
kisline na gram vzorca.
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Racun:
C=(A-Aso—n)/k ..(6)

C ... koncentracija skupnih fenolov (mg/l)

Coat ... koncentracija ekvivalenta galni kislini (GAE)
A ... izmerjena absorbanca vzorca

Aso ... izmerjena absorbanca topila (50-% metanol)

n ... vrednost iz umeritvene krivulje

k ... vrednost iz umeritvene krivulje

R ... razredCitveni faktor.

DPPH

V 2-ml Eppendorf centrifugirko smo dali 25 ul vzorca in 25 ul destilirane vode ter premesali.
Pripravili smo tudi umeritveno krivuljo, kjer smo namesto vzorca dodali koncentracije galne
kisline od 25-200 mg/l. V temi smo nato dodali 1 ml DPPH* s koncentracijo 0,05 mg/l ter
ponovno vorteksirali. Spojino smo nato 30 minut v temi inkubirali na sobni temperaturi. Po
inkubaciji smo 200 upl vzorcev nanesli na prozorno mikrotitrsko plos¢ico ter izmerili
absorbanco pri 517 nm. Rezultate smo izrazili kot miligramekvivalenta galne kisline na gram
vzorca.

Racun:
C=(A—Asp—n)/k ...(8)
Ceae=C xR (9)

C... koncentracija skupnih fenolov (mg/l)

Coat ... koncentracija ekvivalenta galni kislini (GAE)
A ... izmerjena absorbanca vzorca

Aso ... izmerjena absorbanca topila (50-% metanol)

n ... vrednost iz umeritvene krivulje

k ... vrednost iz umeritvene krivulje

R ... razredCitveni faktor.
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4 REZULTATI

Izhajajo¢ iz postavljenih hipotez smo izpeljali eksperimentalno delo po hodogramu.
Opravljenih je bilo 27 zamesov, 3 peke v fazi predposkusa in 7 pek v fazi glavnega poskusa.
Eksperimentalno delo je potekalo od 4. 2. 2015 do 2. 4. 2015. Zbrali smo sveze vzorce za
senzori¢ne analize, ki jih zahteva pravilnik o kakovosti pekovskih izdelkov, na osnovi teh
rezultatov pa izbirali vzorce za nadaljnje analize kemijskih, instrumentalnih in mikrobioloskih
parametrov.

4.1 REZULTATI PREDPOSKUSA

V predposkusu smo vzor¢ili in analizirali kruh, fermentiran s kvasovko S. boulardii in kruh,
fermentiran s kvasovko S. cerevisiae, s ¢imer smo hoteli potrditi uporabnost obeh delovnih
organizmov v ajdovem brezglutenskem kruhu in s tem potrditi poskus, ki ga je v svojem
diplomskem seminarju z naslovom Uporabnost probiotiéne kvasovke Saccharromyces
boulardii v zivilstvu pokazala Ana Griz (2015). V omenjenem delu je bil za analizo in
primerjavo uporabljen kruh iz pSeni¢ne bele moke, dokazano pa je bilo, da je S. boulardii kot
tehnoloski organizem povsem enakovreden S. cerevisiae. V naSem predposkusu smo v treh
paralelnih vzorcenjih testirali ajdov kruh s 7 % dodatka rozi¢eve moke. Pri vsakem izmed treh
vzoréenj smo imeli dva zamesa. Prvega smo fermentirali s S. cerevisiae (vzorec C), drugega
pa s probioti¢no kvasovko S. boulardii (vzorec B).

Rezultati so pokazali primerljive vrednosti med kruhi, fermentiranimi s S. boulardii, in kruhi,
fermentiranimi s S. cerevisiae. Med obema kruhoma ni bilo razlik pri mikrobioloski analizi.
PriSlo je do primerljive rasti plesni na rezinah kruha, testi rasti na gojis¢u BCA (bakterije
Bacillus subtilis) niso pokazali razlik, pri testih na gojis¢éu DRBC (plesni in kvasovke) ni bilo
nobene rasti, prav tako ni bilo nobene rasti spor aerobnih bakterij na gojis¢u PCA.

Pri meritvah z instrumentalnimi metodami prav tako ni priSlo do znacilnih razlik med
vzorcema B in C. Vrednosti pH so bile neznacilne (P < 0,05), saj je bilo povpre¢je vrednosti
pH vzorca B 6,43, vzorca C pa 6,41. Pri vzorcu C je bila povprecna vrednost pri merjenju
barve L* = 49,03, a* = 6,19 in b* = 13,32. Vzorec B je imel vrednosti L* = 47,56, a* = 6,14
in b* = 13,24. Vzorci C so nekoliko temnejsi, z mo¢nejsimi odtenki rdece in rumene kot pri
vzorcih B. Merjenje trdote sredice je pokazalo minimalne razlike, saj so imeli vzorci B
povprecno vrednost 19,46 N, vzorci C pa povprecno vrednost 19,24 N.

Test vsebnosti vlaknin je pokazal, da ima vzorec B nekoliko ve¢jo vsebnost topne vlaknine
(3,02 %) in tudi netopne prehranske vlaknine (11,34 %) kot vzorec C, ki je imel 2,88 % topne
vlaknine in 9,31 % netopne prehranske vlaknine. Vzorec B je imel nekoliko nizjo vsebnost
beljakovin (7,92 %) kot vzorec C (8,69 %).

Razlika se je pojavila pri samem vzhajanju testa in pri sposobnosti zadrzanja oblike Struce po
peki, saj je pri vseh vzorcih B prislo do padca volumna na sredini Struce, medtem ko pri
vzorcih C do tega ni prislo (Slika 3).
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Iz vseh rezultatov smo lahko sklepali, da je kvasovka S. boulardii enakovreden delovni
mikroorganizem kvasovki S. cerevisiae.

Slika 3: Primerjava rezin kruha (levo vzorec C, desno vzorec B).

4.2 GLAVNI POSKUS

V glavni poskus smo vkljuéili 14 delovnih vzorcev in 7 kontrolnih vzorcev kruha, 8 z
dodatkom rozi¢eve moke in 6 z dodatkom rozi¢eve moke in otrobov (Preglednica 8).

V nadaljevanju je predstavljenih 8 kombinacij z rozicevo moko. V 0snovno recepturo smo
dodali 5-30 % dodatka roziceve moke glede na maso ajdove moke. Na podlagi vzorcenj
vzorcev z dodatkom rozi¢eve moke smo vzorcu 20R dodali se 10 %, 20 % in 40 % ajdovih
otrobov, glede na maso ajdove moke. Glede na rezultate, ki smo jih dobili pri vzor¢enju teh
vzorcev, smo vzorcu 30R dodali 10 % ajdovih otrobov glede na maso ajdove moke
(Preglednica 8).

4.2.1 Vizualna primerjava rezin kruha po peki

Da bi zagotovili ¢im bolj objektivno primerjavo vzorcev in njihovega videza takoj po peki,
smo ohlajene vzorce kruha razrezali, polozili na laboratorijski pult, jih oznacili z merilom in s
kamero izvedli fotografski posnetek (Slike 4-9). Vzorce z razliénim odstotkom dodane
rozi¢eve moke in otrobov smo vedno primerjali s kontrolnim vzorcem.

i

Slika 4: Vizualna primerjava rezin kruha (vzorec 5R levo, vzorec 10R na sredini in vzorec K na desni).




Krizman L. Vpliv dodatka rozi¢eve moke na mikrobioloske, kemijske in senzori¢ne lastnosti brezglutenskega ajdovega kruha. 34
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

Vzorec 5R je imel primerljivo poroznost in vi$ino kot kontrolni vzorec (K). Vzorec 10R je
imel slabso poroznost in manj$o visino kot kontrolni vzorec (K). Oba vzorca (5R in 10R) sta
bila temnejsa od kontrolnega vzorca.

Slika 5: Vizualna primerjava rezin kruha (vzorec K levo, vzorec 15R desno).

Vzorec 15R je bil temnejsi, imel je boljSo poroznost, a je bil nizji od kontrolnega vzorca.

L T T T T
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Slika 6: Vizualna primerjava rezin kruha (vzorec 30R levo, vzorec 20R na sredini, vzorec K desno)
Vzorec 20R je imel poroznost in visino,primerljivo s kontrolnim vzorcem, vzorec 30R pa v

primerjavi s kontrolnim vzorcem bolj$o visino in poroznost. Vzorec 20R je bil temnejsi od
kontrolnega vzorca, vzorec 30R je bil temnejsi od vzorca 20R.

Slika 7: Vizualna primerjava rezin kruha (vzorec 20R010 levo, vzorec K desno)
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Vzorec 20Ro10 je bil temnejsi in niZji od kontrolnega vzorca, imel pa je boljSo poroznost.

Slika 8: Vizualna primerjava rezin kruha (vzorec 20R020 levo, vzorec 20R040 v sredini, vzorec K desno)

Vzorca 20R020 in 20R040 sta bila temnejSa, niZja ter manj porozna od kontrolnega vzorca.

O

Vzorec 30R010 je bil temnejsi od kontrolnega vzorca. Imel je primerljivo vi§ino in poroznost
s kontrolnim vzorcem.

Medsebojna primerjava rezin testiranih kruhov je pokazala, da je koncentracija dodanega
rozi¢a vplivala na barvo, volumen in poroznost izdelka. Eksperimentalno smo dodajali
5-30 % rozi¢eve moke glede na maso ajdove moke. Podrobna analiza pokaZe, da so niZje
koncentracije dodane rozi¢eve moke negativno vplivale na volumen kruha (Sliki 4 in 5),
medtem ko so vi§je koncentracije dodane roZi¢eve moke pokazale pozitiven rezultat na
volumen (Slika 5). Dodatek ajdovih otrobov je negativno vplival na volumen kruha (Slike 7, 8
in 9). Med kontrolnim vzorcem in kruhom s 5-% dodatkom rozica ni bistvene razlike v barvi,
vi$ini in poroznosti, medtem ko je kruh z 10-% dodatkom rozica rahlo nizji, manj porozen in
temne;jsi kot kontrola. Vzorec K je bolje vzhajal, vzorec 15R ima boljSo poroznost. Kruh s 40-
% vsebnostjo otrobov je bil zbit, drobljiv, vlazen in nizek. Kruh z 20-% vsebnostjo otrobov je
bil v primerjavi s kruhom s 40-% vsebnostjo otrobov nekoliko boljsi, vendar $e vedno
relativno zbit, nizek, ne pa tudi vlazen. Vzorec 30R je bil visji, imel je podobno poroznost,
vzorec 20R podobno poroznost, vendar nekoliko nizji, vzorec 20R010 pa podobno poroznost
in vi$ino, enakomernej$e vzhajanje, prav tako vzorec 30R010 podobno poroznost in bolj
enakomerno vzhajanje.
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4.2.2 Senzori¢no ocenjevanje kruha po obrazcu GZS

Na podlagi analize reoloskih lastnosti in interne senzori¢ne ocene smo na uradno senzori¢no
ocenjevanje poslali naslednje izbrane vzorce: ajdov kruh brez dodatka rozi¢eve moke (K),
ajdov kruh z 20 % dodatka roziceve moke (20R), ajdov kruh z 20 % dodatka rozi¢eve moke
in 10 % dodatka ajdovih otrobov (20R010), ajdov kruh s 30 % dodatka roziceve moke (30R)
in ajdov kruh s 30 % dodatka rozic¢eve moke ter 10 % dodatka ajdovih otrobov (30R010).
Rezultati senzori¢nega ocenjevanja po obrazcu GZS so bili nasledn;ji:

e K:4,68
e 20R: 4,67
e 30R:4,61

e 20R010: 4,49
e 30R010: —4,58.

Na podlagi teh senzori¢nih ocen izkusenega panela za senzori¢no ocenjevanje kruha smo se
odlocili za podrobnejse analize (s tremi vzorcenji) vzorcev 30R, 30Rol10 in kontrolnega
vzorca brez dodatkov (K).

4.2.3 Instrumentalne metode

Pri poglavju instrumentalne metode smo analizirali naslednje vzorce: ajdov kruh (K), ajdov
kruh s 5 % dodatka rozi¢eve moke (5R), ajdov kruh z 10 % dodatka rozi¢eve moke (10R),
ajdov kruh s 15 % dodatka rozi¢eve moke (15R), ajdov kruh z 20 % dodatka rozi¢eve moke
(20R), ajdov kruh s 30 % dodatka rozi¢eve moke (30R), ajdov kruh z 20 % dodatka rozi¢eve
moke in 10 % dodatka ajdovih otrobov (20R010), ajdov kruh z 20 % dodatka rozi¢eve moke
in 20 % dodatka ajdovih otrobov (20R020), ajdov kruh z 20 % dodatka roZi¢eve moke in
40 % dodatka ajdovih otrobov (20R040) in ajdov kruh s 30 % dodatka rozi¢eve moke in 10 %
dodatka ajdovih otrobov (R30010).

4.2.3.1 Dolocanje barve

Povpreéne vrednosti meritev barve z izraCunano standardno deviacijo so v Prilogi E. Svetlost
vzorcev doloca parameter L*. Najsvetlejsi je bil ajdov kruh brez dodatkov (K) z vrednostjo

* = 51,1. Z dodajanjem rozi¢eve moke in ajdovih otrobov kruhi temnijo. Tako si sledijo
vzorci 5R (48,81), 10R (47,43), 15R (45,66), 20R (44,75), 20R010 (40,59), 30R (39,32),
20R020 (38,33), 30R010 (37,75), najbolj temen je kruh z 20 % dodatka roziceve moke in
40 % dodatka ajdovih otrobov (20R040).
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Slika 10: Prikaz povprecij vrednosti L*, a* in b*, izmerjenih na sredici rezin kruhov

Parameter a* v pozitivnem doloca intenziteto rdece barve, v negativnem pa zelene. VSi vzorci
so bili pozitivni. Najnizjo intenzivnost so imeli: vzorec K (5,00), vzorec 5R (5,96), 10R
(5,96), 15R (6,99). Vzorci 20R040, 20R in 20R020, 30R010, 20R010, 20R in 20R020 so
imeli primerljive rezultate v razponu med 7,22 in 7,52. Najvisjo vrednost je imel vzorec 30R
(8,20).

Parameter b* v pozitivnem doloca intenziteto rumene barve, v negativnem pa intenziteto
modre barve. Vsi vzorci so bili pozitivni. Najnizjo intenziteto rumene barve ima vzorec
K (12,37), vzorec 5R ima vrednost 12,93. Vzorci 20R040,10R, 30R010, 15R, 20R020 in
20R010 so imeli primerljive rezultate v rangu od 13,62 do13,98, vzorec 20R je imel vrednost
14,79, najvi§jo vrednost pa je imel vzorec 30R (15,06).

Dodatek roziceve moke ima viden vpliv na spremembo barve ajdovega kruha. Vzorci z
dodatkom roZi¢a so temnejsi. Ce analiziramo parameter a*, vidimo, da so vzorci intenzivneje
rde¢i s povecano koncentracijo roziceve moke, medtem ko s0 vzorci intenzivneje rumeni s
povecano koncentracijo rozi¢eve moke. Otrobi vplivajo na svetlost kruha, saj so vsi vzorci z
dodatkom otrobov temnejsi od vzorcev z enakim dodatkom roZi¢eve moke, vendar brez
rozi¢a. Na parametra a* in b* povec¢ana koncentracija ajdovih otrobov nima vpliva.
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4.2.3.2 Dolocanje trdote sredice kruha

Povpreéne vrednosti meritev trdote z izraCunano standardno deviacijo so v Prilogi F.
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Slika 11: Povpreéna trdota vzorcev kruha

Trdoto sredice smo merili z analizatorjem teksture TA-TX Plus z okroglim nastavkom
premera 35 mm. Povpreéne vrednosti pri dolocanju trdote sredice kruha se gibljejo med
21,31 N in35,25 N. Najmanjso trdoto sredice (21,31 N) ima ajdov kruh brez dodatka rozi¢a in
ajdovih otrobov (K). Najvecjo trdoto sredice (35,25 N) ima kruh z 20-% delezem roziceve
moke in 10-% delezem otrobov (20R010). Dodatek rozi¢eve moke je povecal trdoto sredice.
Primerljivo vrednost trdote imajo kruhi 5R, 10R, 15R s povprecjem 22,40 N. Primerljivi
vrednosti imata tudi oba ajdova kruha s 30 % dodatka rozi¢eve moke, z 10 % dodatka ajdovih
otrobov in brez dodatka otrobov(30R in 30R010), s povpre¢jem 29,08 N. Vzorec 20R je imel
povprecno trdoto 26,15N. Ajdovi otrobi prav tako vplivajo na povecanje trdote, s tem da je
vzorec obraten. Z izjemo vzorca 30Ro10 imajo vsi vzorci z dodanimi otrobi izmerjene vedje
vrednosti kot vzorci brez dodanih otrobov, vendar je zanimivo, da so pri primeru 20-%
dodatka roziceve moke rezultati obratno sorazmerni, saj ima vzorec z najmanjSim dodatkom
otrobov (10 %) najvecjo povprecno trdoto (41,51 N), vzorec z 20 % dodatka otrobov ima
povpre¢no trdoto 31,56 N, vzorec z najvecjim dodatkom otrobov (40 %) pa najmanjSo
povpreéno trdoto (29,37 N).

Za potrebe ugotavljanja hitrosti staranja smo iz povpre¢ij meritev trdote svezega kruha in
povprecij meritev trdote dan starega kruha izracunali odstotek, za katerega se v enem dnevu
poveca trdota kruha. Najmanj se je trdota povecala pri vzorcu 30Ro10 (6,11 %), primerljive
vrednosti so dale meritve vzorcev 15R,10R in 20Ro040 (8,62 %, 9,87 % in 11,44 %) ter
vzorcev 20R010 in 20R020 (17,76 % in 17,93 %). Pri kontrolnem vzorcu je bilo povecanje
19,62-%, presenetljivo veliko pa je bilo povecanje pri vzorcih SR (25,42 %), 30R (30,04 %)
in 20R (34,38 %).
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Preglednica 9: Povecanje trdote (%) med sveZimi in dan starimi vzorci kruha

vzorci m n Povecanje trdote sredice (%)
5R 2 6 25,41
10R 1 3 9,90
15R 1 3 8,62
20R 1 3 34,35
30R 3 9 30,04
20R010 1 3 17,78
20R020 1 3 17,89
20R040 1 3 11,42
30R010 3 9 6,11
K 7 21 19,59

m ... $tevilo vzorcenj, n ... Stevilo vzorcev

4.2.4 Mikrobiolo$ka stabilnost kruha

Zaradi velike moZnosti napak in navzkrizne kontaminacije pri jemanju vzorcev v asepti¢nih
pogojih in pri sami inkubaciji moznih prisotnih mikroorganizmov v vzorcih bomo predstavili
rezultate vzorcev, ki smo jih analizirali v ve¢ paralelkah. To so ajdov kruh brez dodane
rozi¢eve moke in ajdovih otrobov (K), ajdov kruh s 30 % dodatka roziceve moke (30R) in
ajdov kruh s 30 % dodatka rozi¢eve moke in 10 % dodatka ajdovih otrobov (30R010). Zaradi
lazje interpretacije smo uvedli tockovni sistem, ki glede na stopnjo kontaminacije vsakemu
vzorcu podeli Stevilo to¢k. Na tak nacin smo lahko zanesljiveje ugotovili vplive roziceve

moke na mikrobiolosko stabilnost brezglutenskega ajdovega kruha.

Preglednica 10: Tockovni sistem za opredelitev stopnje mikrobioloske kontaminacije vzorcev

Tockovni sistem

1 1 kolonija
2 2 do 5 posameznih kolonij
3 6 posameznih kolonij ali ve¢

4.2.4.1 Vizualno spremljanje pojava plesni

stopnja kontaminacije
(tocke)

K

30R

30R010

Slika 12: Vizualno spremljanje pojava plesni, predstavljeno po to¢kovnem

sistemu, ki predstavlja stopnjo kontaminacije.
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Rezultati vizualnega spremljanja pojava plesni so v Prilogi A. Rezultate smo od¢itali 5 dni po
zacetku inkubacije. Za lazjo interpretacijo rezultatov smo uvedli tockovni sistem, pri katerem
smo vsako okuzeno rezino pomnozili s Stevilko, in sicer glede na $tevilo kolonij,zraslih na
skorji in sredici rezine. Opazovanja so pokazala, da roziceva moka in roziCevi otrobi
pozitivno vplivajo na inhibicijo rasti plesni na rezinah kruha. Najvisjo vrednost kontaminacije
so dosegli vzorci K (16,14 tocke), vzorci 30R so dosegli 13,33 tocke, najmanj$a pa je bila
stopnja kontaminacije pri vzorcih 30R010 (11,33).

4.2.4.2 Spremljanje mikrobioloske rasti bakterije Bacillus subtilis na selektivnem
mikrobioloskem gojis¢u BCA (Bacillus cereus agar)

Bacillus subtilis je pogost kontaminent pekovskih izdelkov in povzro¢a mikrobioloski kvar,
nitkavost kruha. Pri raziskavi smo hoteli ugotoviti, v kaks$ni meri lahko rozi¢eva moka s
svojimi u¢inkovinami in ajdovi otrobi inhibitorno u¢inkujejo na rast omenjene bakterije.

Za dolo¢anje kontaminacije vzorcev z bakterijo Bacillus subtilis smo vzorce nacepili na
gojis¢e BCA in spremljali rast ter presteli vse zrasle kolonije, ki so imele vizualne lastnosti
rasti omenjene bakterije. Za lazjo interpretacijo rezultatov smo presteli plosce, na katerih se je
pojavila rast, jih pomnozili s Stevilom toc¢k glede na kontaminiranost po Ze omenjenem
to¢kovnem sistemu in dobljene rezultate delili s Stevilom vzor¢enj pri vsaki recepturi. Dobili
smo rezultate, zbrane v Preglednici 11.

Preglednica 11: Ocena stopnje kontaminacije kruhov z bakterijo Bacillus subtilis.

Stopnja
Vzorec m St. plos¢ St. pozitivnih plos¢ | kontaminacije  po
toCkovnem sistemu
30R 3 27 3 1,33
30R010 3 27 5 2,33
K 7 63 36 7,86

m ... Stevilo vzorcenj
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Rezultati so pokazali, da roZi¢eva moka moc¢no inhibira rast bakterije Bacillus subtilis. Tako
je bila povpre¢na vrednost, izraCunana po tockovnem sistemu, za vzorce ajdovega kruha s
30 % dodatka rozi¢eve moke (30R) 1,33 tocke. Vzorci ajdovega kruha s 30 % dodatka
rozi¢eve moke in 10 % dodatka ajdovih otrobov (30R010) so bili malo bolj kontaminirani
(2,33 tocke), torej dodatek otrobov ni imel inhibitornega ucinka na rast bakterije Bacillus
subtilis. Vzorci ajdovega kruha brez dodatkov (K) so imeli najvisje vrednosti (7,86 tocke),
torej smo s poskusom uspesno dokazali inhibitorni u¢inek rozi¢eve moke na rast Ze omenjene
bakterije.

(tocke)

O L N W H U1 OO N O O

Stopnja kontaminacije

K 30Ro010 30R

Slika 13: Ocena stopnje kontaminacije kruhov z bakterijo Bacillus subtilis.
4.2.4.3 Spremljanje mikrobioloske rasti kvasovk in plesni na selektivnem gojis¢éu DRBC

Vzorce smo testirali na prisotnost kvasovk in plesni z inkubacijo na selektivnem gojis¢u za
kvasovke in plesni, DRBC. Hoteli smo ugotoviti, ali imata rozi¢eva moka in ajdovi otrobi
inhibitorni u¢inek na rast kvasovk in plesni. Za interpretacijo rezultatov smo uporabili enak
tockovni sistem kot pri dolo¢anju prisotnosti Bacillus subtilis v vzorcih. Dobili smo rezultate,
zbrane v Preglednici 12.

Preglednica 12: Ocena stopnje kontaminacije kruhov s kvasovkami in plesnimi.

Stopnja
Vzorec m St. plos¢ St. pozitivnih plos¢ | kontaminacije  po
to¢kovnem sistemu
30R 3 27 16 8,67
30R010 3 27 0 0,00
K 7 63 9 2,86

m ... Stevilo vzorcenj

Pri ugotavljanju inhibicije rasti kvasovk in plesni smo dobili druga¢ne rezultate, kot smo jih
dobili pri ugotavljanju inhibicije rasti Bacillus subtilis. VVzorci ajdovega kruha s 30 % dodatka
rozi¢eve moke (30R) so imeli najvisjo stopnjo kontaminiranosti (8,67 tocke).
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Slika 14: Ocena stopnje kontaminacije kruha s kvasovkami in plesnimi.

Vzorci ajdovega kruha brez dodatkov (K) so imeli znacilno niZjo stopnjo kontaminacije
(2,86). Rozi¢eva moka ni inhibirala rasti, temve¢ jo je celo spodbudila. Presenetljivo so imeli
inhibitoren ucinek ajdovi otrobi, saj pri vzorcih ajdovega kruha s 30 % dodatka rozi¢eve moke
in 10 % ajdovih otrobov (30R010) ni bilo rasti na niti eni plos¢i. Do tega odstopanja od
vizualnega spre mljanja pojava plesni na rezinah je prislo, ker je bila vsa prisotna
kontaminacija testiranih vzorcev kontaminacija s kvasovkami, ne plesnimi.

4.2.4.4 Doloc¢anje prisotnosti spor aerobnih bakterij

Stopnjo kontaminiranosti s termostabilnimi sporami smo ugotavljali z inkubacijo vzorcev na
gojis¢u PCA (plate count agar). Rezultate smo interpretirali na enak naéin kot pri dolo¢anju
rasti kvasovk in plesni ter dolo¢anju rasti Bacillus subtilis na selektivnem gojiscu.

Dobili smo rezultate, zbrane v Preglednici 13.

Preglednica 13: Ocena stopnje kontaminacije kruha s sporami aerobnih bakterij.

Stopnja
Vzorec m St. plos¢ St. pozitivnih plos¢ | kontaminacije  po
to¢kovnem sistemu
K 7 105 70 13,86
30R010 3 45 25 9,33
30R 3 45 7 2,67

m ... Stevilo vzorcenj

V primeru kontaminacije vzorcev kruha s sporami so se najslabse izkazali vzorci ajdovega
kruha brez dodatkov (K), ki so po nasem tockovnem sistemu dosegli 13,86 tocke. Vzorci
ajdovega kruha s 30 % dodatka rozi¢eve moke in 10 % dodatka ajdovih otrobov (30R010) so
imeli nizjo stopnjo kontaminacije, in sicer 9,33 tocke. Najnizjo stopnjo kontaminacije so imeli
vzorci ajdovega kruha s 30 % dodatka rozi¢eve moke (30R). Tudi pri ugotavljanju
kontaminacije s sporami je rozi¢eva moka delovala kot mocen inhibitor, medtem ko so ajdovi
otrobi dodatno kontaminirali vzorce.
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Slika 15: Ocena stopnje kontaminacije kruha s sporami aerobnih bakterij.
4.2.5 Kemijska analiza

Kemijsko smo analizirali naslednje vzorce: ajdov kruh (K), ajdov kruh s 5 % dodatka roziceve
moke (5R), ajdov kruh z 10 % dodatka rozi¢eve moke (10R), ajdov kruh s 15 % dodatka
rozi¢eve moke (15R), ajdov kruh z 20 % dodatka rozi¢eve moke (20R), ajdov kruh s 30 %
dodatka rozi¢eve moke (30R), ajdov kruh s 30 % dodatka rozi¢eve moke in 10 % dodatka
ajdovih otrobov (R30010). Vzorcem smo dolocili vsebnost prehranske vlaknine, vsebnost
beljakovin, vsebnost pepela, vsebnost vode, vsebnost fenolnih kislin in antioksidativni
potencial.

4.2.5.1 Doloc¢anje vsebnosti prehranske vlaknine

Povprecne vrednosti meritev vsebnosti prehranske vlaknine z izra¢unano standardno deviacijo
so v Prilogi G.
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Slika 16: Vsebnost topne, netopne in skupne prehranske vlaknine v vzorcih kruha.
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Vsebnost prehranske vlaknine smo dolocali po modificirani encimsko gravimetri¢ni metodi
po Proskyju. Vsebnost topnih vlaknin je bila primerljiva pri vseh vzorcih in je variirala od
2,10 % (15R) do 3,02 % (20R). Dodatek ajdovih otrobov in rozi¢eve moke ni bistveno vplival
na vsebnost topnih vlaknin, saj je imel kontrolni vzorec (K) primerljivo vsebnost topnih
prehranskih vlaknin z vzorcem 20R in 10R, ki vsebujeta rozi¢evo moko.

Vsebnost netopnih vlaknin je v nasprotju z vsebnostjo topnih vlaknin odvisna od vsebnosti
rozi¢eve moke in ajdovih otrobov, saj imajo z izjemo vzorca 10R vsi vzorci, ki vsebujejo
rozi¢evo moko ali ajdove otrobe, visje vrednosti vsebnosti netopne prehranske vlaknine. Pri
vzorcih z nizjo vsebnostjo rozi¢eve moke in kontrolnem vzorcu (5R, 10R, 15R, 20R, K) smo
dobili povpreéne vrednosti, ki so se gibale med 8,32 % (10R) in 9,45 % (20R). Vzorec s 30-%
delezem rozi¢eve moke je vseboval 12,30 %, vzorec s 30-% deleZzem rozi¢eve moke in 10-%
delezem otrobov pa 14,34 % netopne prehranske vlaknine.

Vrednosti skupne prehranske vlaknine so podobno kot pri vrednostih netopne prehranske
vlaknine primerljive med vzorci 5R, 10R, 15R in 20R in se gibljejo od 10,97 % (15R) in
12,48 % (20R). Vzorec s 30-% delezem rozi¢eve moke je vseboval 14,77 % skupne
prehranske vlaknine, vzorec s 30-% deleZzem rozi¢eve moke in 10-% delezem otrobov pa
17,16 % skupne prehranske vlaknine.

4.2.5.2 Doloc¢anje vsebnosti polifenolov
Zaradi boljse preglednosti in lazje prezentacije rezultatov bomo (zaradi obsega podatkov)

predstavili samo rezultate skrajnih vzorcev, ker je tako najbolje vidna razlika v vsebnosti
posameznih fenolnih kislin ob dodatku rozi¢eve moke in ajdovih otrobov (Slika 17).
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Slika 17: Vsebnost hidroksibenzojske, ferulne, protokatehui¢ne, vanilinske in kavne Kkisline v vzorcih
kruha.

To so ajdov kruh brez dodatkov (K), ajdov kruh s 30 % dodatka rozi¢eve moke (30R) in ajdov
kruh s 30 % dodatka rozi¢eve moke in 10 % dodatka ajdovih otrobov. Povprecne vrednosti
meritev vsebnosti polifenolnih spojin z izratunano standardno deviacijo so v Prilogi I.
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Slika 18: Vsebnost katehina, kvarcetina, rutina, apigenina, luteolina in kaempferola v vzorcih kruha.
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Slika 19: Vsebnost viteksina, apigenina 7G in orientina v vzorcih kruha.

Koncentracije posameznih polifenolov smo izrac¢unali iz vnaprej pripravljnih umeritvenih
krivulj za vsako polifenolno spojino posebej (Priloga H). Vsebnosti posameznih polifenolov
so se razlikovale glede na njihovo prisotnost in koncentracijo v posamezni surovini (ajdova
moka, ajdovi otrobi, rozi¢eva moka). Dolo¢ali smo koncentracije hidroksibenzojske kisline,
ferulne kisline, protokatehui¢ne kisline, vanilinske kisline, kavne kisline, katehina, kvercetina,
rutina, apigenina, luteolina, kaempferola, vitexina, apigenina 7G in orientina. Vzorec K je
vseboval 0,55 mg/kg ferulne kisline, 0,60 mg/kg hidroksibenzojske kisline, 0,27 mg/kg
protokatehui¢ne kisline, 0,01 mg/kg vanilinske kisline, 5,20 mg/kg kavne Kisline,
43,47 mg/kg katehina, 75,05 mg/kg kvercetina, 627,14 mg/kg rutina, 46,44 mg/kg apigenina,
71,61 mg/kg luteolina, 66,46 mg/kg kaempferola, 1173,00 mg/kg viteksina, 108,31 mg/kg
apigenina 7G in 412,55 mg/kg orientina. VVzorec 30R je vseboval 3,34 mg/kg ferulne kisline,
2,31 mg/kg hidroksibenzojske kisline, 0,71 mg/kg protokatehui¢ne kisline, 3,61 mg/kg
vanilinske kisline, 2,81 mg/kg kavne kisline, 35,04 mg/kg katehina, 99,91 mg/kg kvarcetina,
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618,97 mg/kg rutina, 396,11 mg/kg apigenina, 563,20 mg/kg luteolina, 100,52 mg/kg
kaempferola, 2152,39 mg/kg viteksina, 1468,18 mg/kg apigenina 7G in 586,16 mg/kg
orientina. Vzorec 30R010  je vseboval 1,46 mg/kg ferulne kisline,
2,87 mg/kg hidroksibenzojske  kisline, 1,29  mgkg  protokatehuicne  Kkisline,
3,02 mg/kg vanilinske kisline, 5,29 mg/kg kavne kisline, 44,44 mg/kg Kkatehina,
85,68 mg/kg kvarcetina, 569,74  mg/kg rutina, 422,60 mg/kg  apigenina,
566,25 mg/kg luteolina, 121,16 mg/kg kaempferola, 2336,55 mg/kg viteksina,
1474,12 mg/kg apigenina 7G in 587,20 mg/kg orientina.

Vzorec K je vseboval ve¢ rutina kot vzorca 30R in 30Ro10. Koncentracija kavne kisline in
katehina je bila primerljiva med vzorcema 30R010 in K, manjsa je bila pri vzorcu 30R. Vse
ostale analizirane polifenolne spojine so bili prisotne v visjih koncentracijah pri vzorcih 30R
in 30R010.

4.2.5.3 Doloc¢anje antioksidativnega potenciala z metodo Folin-Ciocalteu

Povprecne vrednosti meritev antioksidativnega potenciala po Folinu-Ciocalteuju z izra¢unano
standardno deviacijo so v Prilogi K.
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Slika 20: Antioksidativni potencial vzorcev kruha po metodi Folin-Ciocalteu.

Antioksidativni potencial smo doloc¢ali z metodo Folin-Ciocalteu, in sicer s pomocjo
umeritvene krivulje (Priloga J), ki smo jo pripravili z znanimi koncentracijami galne kisline.
Enota za dolocanje antioksidativnega potenciala je miligram galne kisline na gram vzorca
(GAE). Najmanjsi potencial je imel vzorec K (1,93 GAE), vzorec 5R je imel izracunano
vrednost 2,30 GAE, vzorec 10R 2,32 GAE, vzorec 30R 2,75 GAE, vzorec 20R 2,83 GAE,
vzorec 15R 2,94 GAE. Najvecji antioksidativni potencial je dosegel vzorec 30R010 (3,06
GAE).
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4.2.5.4 Doloc¢anje antioksidativnega potenciala z metodo DPPH

Povprec¢ne vrednosti meritev antioksidativnega potenciala po DPPH metodi z izracunano
standardno deviacijo so v Prilogi M.
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Slika 21: Antioksidativni potencial vzorcev kruha po metodi DPPH*

Antioksidativni potencial z metodo DPPH smo doloc¢ali s pomo¢jo umeritvene krivulje
(Priloga L), ki smo jo pripravili z znanimi koncentracijami galne kisline. Enota za dolo¢anje
antioksidativnega potenciala je torej miligram galne kisline na gram vzorca (GAE). Najmanjsi
potencial je imel vzorec K (1,44 GAE), vzorec 30R je imel izra¢unano vrednost 3,63 GAE,
vzorec 5R 3,70 GAE, vzorec 10R 3,86 GAE, vzorec 20R 4,35 GAE, vzorec 15R 4,63 GAE.
Najvecji antioksidativni potencial je dosegel vzorec 30R010 (5,78 GAE).
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5 RAZPRAVA

Izhajajo¢ 1z postavljenih delovnih hipotez — da bo dodatek roziCeve moke izboljsal
mikrobiolo§ko obstojnost kruha (hipoteza 1), povecal vsebnosti prehranske vlaknine in
polifenolnih spojin (hipoteza 2) ter zaradi vsebovanih hidrokoloidov izboljSal senzori¢ne
lastnosti ajdovega kruha (hipoteza 3) — smo v prejSnjem poglavju predstavili rezultate
mikrobioloSke analize, senzori¢ne analize ter rezultate analize kemijske sestave kruhov z
razlicnim delezem rozi¢eve moke in ajdovih otrobov. V nadaljevanju bomo razpravljali o
rezultatih in njihovi skladnosti s predstavljenimi hipotezami.

5.1 VPLIV DODATKA ROZICEVE MOKE NA MIKROBIOLOSKO OBSTOJNOST
AJDOVEGA KRUHA

V prvi hipotezi smo predpostavili, da bo dodatek rozi¢eve moke zaradi vsebnosti polifenolnih
spojin izboljsal mikrobiolosko obstojnost kruha. Pri raziskovalnem delu smo skladnost prve
hipoteze preverjali z razlicnimi mikrobioloskimi laboratorijskimi metodami. Spremljali smo
pojav in rast plesni na asepti¢no odrezanih in na sobni temperaturi inkubiranih rezinah
svezega kruha, prisotnost in rast kvasovk ter plesni na gojisS¢u DRBC,prisotnost in rast
bakterije Bacillus subtilis na mikrobioloskem gojis¢u BCA ter ugotavljali prisotnost spor
aerobnih bakterij na mikrobioloskem gojisc¢u PCA.

5.1.1 Vizualno spremljanje pojava plesni na rezinah kruha

Z vizualnim spremljanjem pojava plesni nismo potrdili hipoteze, saj smo ugotovili, da razlik
med posameznimi kruhi v pojavu plesni prakti¢no ni. Na vseh kruhih se je v povprec¢ju plesen
zacela pojavljati 3 do 4 dni po peki izdelka. Prisli pa smo do zanimivih zaklju¢kov pri spre
mljanju intenzivnosti same kontaminacije. Zaradi boljse statisti¢ne kredibilnosti Smo
predstavili rezultate samo pri vzorcih, ki smo jih vzor¢ili v treh ali ve¢ neodvisnih paralelkah,
to so bili vzorci K, 30R in 30R010. S pomocjo to¢kovnega sistema, ki smo ga za ta poskus
naredili, smo ocenili, da roZi¢eva moka vpliva na intenzivnost in razsirjenost rasti na rezinah
kruha. Povprecja rezultatov so se gibala med 11,33 tocke (vzorec 30Ro010) in 16,14 tocke
(vzorec K). Najmocnejsa je bila rast na vzorcu K, najnizja pa na vzorcu 30Ro10. Rezultati
niso direktno potrdili nase hipoteze, saj dodatek roziceve moke ni podaljSal mikrobioloske
obstojnosti kruha, saj so se prve kolonije plesni pojavile na rezinah vseh vzorcev ob istem
Casu, so nam pa pokazali, da po pojavu kolonij plesni dodatek rozi¢eve moke zavira rast
plesni.

5.1.2 Spremljanje rasti bakterije Bacillus subtilis

Zanimala nas je stopnja prezivelosti bakterije Bacillus subtilis, ki je izredno pogost
kontaminent pekovskih izdelkov in povzroca mikrobioloski kvar z imenom nitkavost.
Dolocanje inhibicije rasti bakterije Bacillus subtilis je potrdilo naso hipotezo, saj je prisotnost
rozi¢eve moke mocno inhibirala rast omenjene bakterije. Najvisjo stopnjo kontaminacije smo
opazili pri vzorcih K, najnizjo pa pri vzorcih 30R. Vzorec 30R010 je imel rahlo povecano
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stopnjo kontaminacije. Predvidevamo, da je do tega prislo zaradi dodatka ajdovih otrobov, ki
so zaradi svoje izpostavljenosti mikrobioloskim okuzbam dodatno kontaminirali kruh z
bakterijo Bacillus subtilis.

5.1.3 Spremljanje mikrobioloske rasti kvasovk

Hipoteze z dolocanjem rasti kvasovk in plesni nismo mogli v celoti potrditi. Inkubacija
homogeniziraih vzorcev kruha je sicer potrdila analizo vizualnega spre mljanja rasti na
rezinah kruha, saj na gojiS¢u v nobeni petrijevki ni priSlo do rasti plesni, iz Cesar lahko
sklepamo, da sredica vzorcev ni bila kontaminirana s plesnimi, temve¢ je priSlo do
kontaminacije skorje na rezinah kruha med ravnanjem s kruhom po peki. Je pa prislo na
mikrobioloSkem gojiscu do rasti kvasovk, najvisjo stopnjo kontaminiranosti s kvasovkami pa
je dosegel vzorec s 30-% dodatkom roziceve moke (30R). Sklepamo lahko le, da dodatek
rozica ne zavira rasti kvasovk.

5.1.4 Doloc¢anje prisotnosti spor aerobnih bakterij

Pri dolocanju prisotnosti spor aerobnih bakterij smo dobili zelo podobne rezultate kot pri
dolocanju prisotnosti bakterije Bacillus subtilis. Rezultati so potrdili naSo hipotezo, saj je
dodatek rozi¢eve moke tudi na rast spor deloval kot mocan inhibitor. Razlika med prisotno
rastjo je bila izjemna, saj je ajdov kruh brez dodatkov po nasem tockovnem sistemu dosegel
stopnjo kontaminacije 13,86 tocke, ajdov kruh s 30 % dodatka rozi¢eve moke pa samo 2,67
tocke. Ajdov kruh s 30 % dodatka rozi¢eve moke in 10 % dodatka otrobov je dosegel 9,33
toc¢ke. Predvidevamo, da je pri tem vzorcu do tako visoke stopnje kontaminiranosti prislo
zaradi prisotnosti spor v ajdovih otrobih.

52 VPLIV DODATKA ROZICEVE MOKE NA VSEBNOSTI PREHRANSKE
VLAKNINEIN POLIFENOLNIH SPOJIN

V drugi hipotezi smo predpostavili, da bo dodatek roziceve moke povecal vsebnosti
prehranske vlaknine in polifenolnih spojin, s tem pa se bo povecal tudi antioksidativni
potencial kruha. Pri raziskovalnem delu smo skladnost druge hipoteze preverjali z razliénimi
kemijskimi metodami. Vsebnost prehranske vlaknine smo dolo¢ali z encimsko gravimetri¢no
metodo po Proskyju. Koncentracije posameznih polifenolov smo dolocali z ekstrakcijo na
trdnem nosilcu (Solid phase) in nadaljnjo analizo na LC-MS, antioksidativni potencial in s
tem tudi skupno koncentracijo polifenolov pa z metodama Folin-Ciocalteu in DPPH.

5.2.1 Doloc¢anje vsebnosti prehranske vlaknine

Z encimsko gravimetricno metodo po Proskyju smo dolocali vsebnost topne in netopne
prehranske vlaknine. Analiza je potrdila naSo hipotezo, saj je dodatek rozi¢eve moke povecal
vsebnost skupne prehranske vlaknine. Kontrolni vzorec je vseboval 12,33 % skupne
prehranske vlaknine, vzorec s 30 % dodatka roziceve moke pa 14,77 % skupne prehranske
vlaknine. Dodatno je vsebnost skupne prehranske vlaknine povecal dodatek ajdovih otrobov,
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saj je vzorec s 30 % dodatka roziceve moke in 10 % ajdovih otrobov vseboval 17,16 %
skupne prehranske vlaknine.

Dodatek rozi¢eve moke ni bistveno vplival na vsebnost topne prehranske vlaknine. Nekateri
rezultati so sicer kazali na morebitno zmanjSanjevsebnosti prehranske vlaknine ob dodatku
roziceve moke, vendar so rezultati prevec neznacilni, da bi to lahko z gotovostjo trdili. Vzorca
20R in 10R sta na primer imela primerljive rezultate z rezultati vzorca K, medtem ko staimela
vzorcaSR in 15R bistveno nizje oziroma celo najnizje vrednosti topne prehranske vlaknine
(5,10 % in 5,33 %).

Pri dolo¢anju netopne prehranske vlaknine je dodatek rozi¢eve moke znacilno vplival na
vsebnost. Razen pri vzorcu 10R je vsebnost netopne prehranske vlaknine konstantno
naraScala s koli¢ino dodane roziceve moke. Vzorec 30R je tako imel za skoraj 4 % vecjo
vsebnost prehranske vlaknine kot vzorec K.

5.2.2 Doloc¢anje vsebnosti polifenolnih spojin

Vrednosti, ki smo jih dobili pri dolo¢anju vsebnosti posameznih polifenolnih spojin, so prav
tako potrdile naso hipotezo. Vsebnost posameznih polifenolov smo s predhodno ekstrakcijo
dolocali z metodo LC/MS. Pri nekaterih rezultatih je zaradi zapletenosti ekstrakcije prislo do
napak, ki so vodile v velike standardne deviacije, vendar smo kljub temu lahko videli vpliv
dodatka rozi¢eve moke na vsebnost polifenolov v vzorcu. Ker ajdova moka vsebuje velike
koli¢ine rutina, je predvideno najvecjo koncentracijo rutina vseboval vzorec brez dodatka
rozi¢eve moke, saj je ta zmanjsala prvotno koncentracijo. Rozi¢eva moka je prav tako znizala
koncentracijo kavne kisline in katehina. Koncentracija vseh preostalih fenolnih kislin
(hidroksibenzojske kisline, ferulne kisline, protokatehui¢ne kisline, vanilinske Kisline,
kvercetina, apigenina, luteolina, kaempferola, vitexina, apigenina 7G in orientina) je bila
znatno vi§ja v vzorcih, ki so vsebovali rozi¢evo moko in ajdove otrobe.

5.2.3 Doloc¢anje antioksidativnega potenciala z metodo Folin-Ciocalteu in DPPH

Rezultati dolocanja antioksidativnega potenciala neposredno kazejo na vsebnost skupnih
polifenolnih spojin v vzorcih kruha. Analiza je potrdila hipotezo, rezultati sovpadajo s tistimi,
ki smo jih dobili pri dolo¢anju posameznih polifenolov. Pri primerjanju rezultatov med obema
metodama sicer prihaja do odstopanj, vendar rezultati obeh metod neizpodbitno kazejo, da
dodatek rozi¢eve moke pozitivno vpliva na povecanje antioksidativnega potenciala, saj je

R

najvi§jega pa vzorec s 30 % dodatkom roziceve moke.

5.3 Vpliv dodatka roZi¢eve moke na senzori¢ne lastnosti ajdovega kruha

V tretji hipotezi smo predpostavljali, da bo dodatek roziceve moke zaradi velike vsebnosti
hidrokoloidov pozitivno vplival na senzori¢ne parametre, ki jih uporabljamo za ocenjevanje
kruha. Predvideli smo, da bodo lastnosti roziceve moke, ki ne vsebuje samo hidrokoloidov (Ki
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lahko pozitivno vplivajo na senzoriéne lastnosti), temve¢ tudi enostavne sladkorje, ki so hkrati
hrana za kvasovke (kar bi se lahko odrazalo v boljSem volumnu kruha), nefermentiran del
sladkorjev pa skupaj z drugimi kemijskimi sestavinami rozi¢eve moke vplivajo na okus,
aromo in druge senzoric¢ne lastnosti, ki jih dolo¢amo pri senzori¢ni analizi (dolocali smo jo po
standardnem obrazcu GZS). Predvidevali smo, da bo dodatek rozi¢a vplival tudi na barvo, ki
smo jo merili s kromametrom, trdoto, ki smo jo merili z analizatorjem teksture ter na vrednost
pH.

5.3.1 Senzori¢no ocenjevanje kruha po obrazcu GZS

Ajdov kruh brez dodatka rozi¢eve moke je imel zelo primerljive vrednosti z vzorcema z 20 %
in 30 % dodatka. Dodatek rozi¢eve moke ocene ni poslabsal, ni pa je tudi izboljsal.
Senzoricno ocenjevanje pa nam je pokazalo, da dodatek otrobov negativno vpliva na
senzori¢ne lastnosti kruha, saj sta imela oba ocenjevana vzorca, ki sta vsebovala dodatek
ajdovih otrobov, niZjo senzori¢no oceno kot vsi kruhi brez dodatka otrobov.

5.3.2 Vizualna primerjava rezin kruha po peki

Glavna tezava priprave brezglutenskega kruha je prav odsotnost glutena, ki povezuje
beljakovine v kruhu v tridimenzionalno mrezo, v katero se ob fermentaciji ujamejo plini,
rezultat pa se vidi kot vzhajanje testa. Rozi¢eva moka vsebuje hidrokoloide, ki funkcionalno
lahko nadomestijo vlogo glutena, zato nas je zanimalo, ali ve¢ji delezi dodatka rozi¢eve moke
izboljSajo zracnost kruha in njegovo visino.

Vizualna primerjava rezin kruha je potrdila naso hipotezo. Ceprav dodatek roZi¢eve moke ni
bistveno vplival na viSino prereza kruha, je pozitivno vplival na poroznost in obliko prereza.
Z izjemo kruhov z 20- in 40-% dodatkom ajdovih otrobov, so imeli vsi kruhi boljso
poroznost, kar je najverjetneje posledica vsebnosti enostavnih sladkorjev v rozi¢evi moki,
zaradi Cesar so imeli tudi boljso fermentacijo kvasovk. Vzorci z 10 %, 15 % in 20 % dodatka
roziCeve moke SO Vv primerjavi s kontrolnim vzorcem ajdovega kruha brez dodatkov
malenkost slabSe vzhajali, najslabse pa se je pri procesu vzhajanja in peke odrezal vecji
dodatek ajdovih otrobov, saj sta bila kruha z 20 % dodatka rozi¢eve moke in 20 % ter 40 %
ajdovih otrobov zbita, drobljiva in zelo nizka. Ajdov kruh brez dodatkov, ki smo ga
uporabljali kot kontrolni vzorec, je sicer dobro vzhajal, vendar je pri peki prislo do rahlega
padca viSine na sredini rezine. Pri kruhih s 30 % dodatka rozi¢a, 20 % dodatka rozi¢eve moke
in 10 % ajdovih otrobov ter 30 % dodatka roziceve moke in 10 % ajdovih otrobov do padca
visine sredine hlebcka pri peki ni prislo, zato so bili vsi trije vzorci vizualno ustreznejsi kot
kontrolni vzorec.

5.3.3 Dolo¢anje barve sredice

Barva kruha je pomemben vizualni aspekt in ima veliko vlogo pri potroSnikovi izbiri izdelka.
Prav tako je barva osnovna fizikalna lastnost hrane, tudi kruha, saj obstajajo zelo dobre
korelacije s preostalimi fizikalnimi in senzori¢nimi lastnostmi, ki so indikatorji kakovosti
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produkta (Angioloni in Collar, 2009). Rezultati so pokazali lepe in jasne spremembe v barvi
kruha z dodajanjem rozi¢eve moke in otrobov. Kruhi z dodatkom rozi¢eve moke in ajdovih
otrobov so bili vedno bolj temni, vedno ve¢ je bilo prisotnih rde¢ih in rumenih odtenkov. Z
meritvami nismo ne potrdili ne ovrgli hipoteze, smo pa ugotovili, da dodatek roziceve moke
vpliva na barvo sredice.
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6 SKLEPI

Na podlagi rezultatov diplomskega dela lahko podamo naslednje sklepe.

Dodatek roziceve moke je v skladu z naSo hipotezo pozitivno vplival na
mikrobiolosko stabilnost kruha. Rast plesni na rezinah je bila upoc¢asnjena. Dodatek
roziceve moke je inhibiral tudi rast sporogenih bakterij. Dodatek roZi¢eve moke ni
inhibiral rasti kvasovk.

V skladu s hipotezo je dodatek roziceve moke izboljSal prehransko vrednost ajdovega
brezglutenskega kruha. Vzorci z dodatkom rozi¢eve moke so vsebovali ve¢ prehranske
vlaknine in ve¢ polifenolnih spojin. Skladno s tem smo potrdili povecan
antioksidativni potencial teh vzorcev kruha.

Vecji dodatki roziceve moke (30 %) k zamesu ajdovega brezglutenskega kruha so
izboljsali visino in poroznost kruha. Negativno je dodatek rozi¢eve moke vplival na
trdoto sredice, saj jo je povecal. Rezultati so tako delno potrdili naSo hipotezo. Za
izboljsavo konsistence sredice bi morali v prvotni zames uvajati Se druge dodatke.
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7 POVZETEK

V zadnjih letih je zaradi povecanja Stevila obolelih za celiakijo prislo do poveCanega
povprasevanja po brezglutenskih izdelkih, zlasti kruhu. Zaradi dobrih prehranskih lastnosti je
zanimiva postala uporaba psevdo zit, med katera sodi tudi ajda, ki ima izredno dobre
prehranske lastnosti. V diplomskem delu smo se odlo¢ili razviti in ovrednotiti brezglutenski
kruh iz ajdove moke, ki smo ga fermentirali s probioticno kvasovko Saccharomyces
boullardi. Kruhu smo dodali rozi¢evo moko, ki vsebuje veliko hidrokoloida locust bean gum,
ki pozitivno vpliva na vzhajanje in reoloske lastnosti kruha po peki. Zanimalo nas je, kolik$ni
odstotki dodane roziceve moke pozitivnho vplivajo na mikrobiolosko stabilnost kruha, na
vizualne, senzori¢ne in reoloSke lastnosti ajdovega kruha. Senzori¢no ocenjevanje ni pokazalo
bistvenih razlik med ocenami kruha z razliénimi dodatki roZiéeve moke, vendar smo
ugotovili, da ob prisotnosti ajdovih otrobov rozi¢eva moka moc¢no izboljsa senzori¢no oceno.
Po vizualnem primerjanju kruhov smo ugotovili, da v majhnih dodanih koli¢inah rozic¢eva
moka na volumen in poroznost kruha ne vpliva bistveno. Kruhi z visjimi dodatki roziceve
moke (20- in 30-%) pa so imeli boljSo poroznost, primerljiv volumen in moc¢nejso strukturo.
Analiza trdote je potrdila boljSo notranjo strukturo kruhov, saj so imeli kruhi z dodatkom
rozi¢eve moke vecjo trdoto. Dodatek rozi¢a je prav tako moc¢no vplival na barvo, saj so bili
kruhi z dodatkom roziceve moke temnejsi, po instrumentalnih meritvah s kromametrom So
imeli vec¢ji odtenek rdee in rumene barve. V prvem delu mikrobioloske analize smo
opazovali rast plesni na rezinah kruha, ki smo jih inkubirali na sobni temperaturi. Rezultati so
pokazali, da roziceva moka inhibitorno deluje na rast plesni, saj je bila stopnja kontaminacije
vzorcev z dodatkom roziceve moke precej manjsa kot pri vzorcih brez dodane roziceve moke.
V naslednji stopnji Smo preverjali inhibitorni uéinek rozi¢eve moke na rast bakterije Bacillus
subtilis ter rast kvasovk in plesni. Rezultati so pokazali, da roZi¢eva moka inhibitorno deluje
na rast bakterije Bacillus subtilis, saj je bila kontaminacija plo$¢ s homogeniziranim vzorcem
z dodatkom rozi¢eve moke znacilno manjsa kot pri vzorcih brez dodane rozi¢eve moke, nima
pa inhibitornega ucinka na rast kvasovk, temve¢ jo celo spodbuja, saj je bila kontaminacija s
kvasovkami pri vzorcih z dodatkom rozi¢eve moke znatno visja kot pri vzorcih brez dodane
rozi¢eve moke. V zaklju¢ni fazi mikrobioloske analize smo analizirali vpliv roZiceve moke na
inhibicijo rasti spor aerobnih bakterij. Rezultati so pokazali, da ima rozi¢eva moka inhibitoren
ucinek na rast spor, saj je bila kontaminacija vzorcev z dodano rozi¢evo moko znatno manjsa
kot pri vzorcih brez dodatka rozi¢eve moke. Pri kemijski analizi smo ugotovili, da dodatek
roziceve moke poveca koli¢ino skupne prehranske vlaknine. Vsebnost roziceve moke ni imela
znalilnega vpliva na koli¢ino topne prehranske vlaknine, je pa mocno vplivala na vsebnost
netopne prehranske vlaknine, saj so imeli vzorci z dodatkom roZi¢eve moke vis§jo vsebnost
netopne prehranske vlaknine. Med analizo smo ugotovili, da dodatek rozi¢eve moke mo¢no
dvigne vsebnost posameznih polifenolov (z izjemo rutina, katehina in kavne kisline). Prav
tako vsebnost rozi¢eve moke moc¢no poveca antioksidativni potencial in s tem tudi skupno
vsebnost polifenolov. V diplomskem delu smo ugotovili, da dodatek rozi¢eve moke znacilno
vpliva na izboljSanje senzori¢nih lastnosti ajdovega kruha. IzboljSuje prehranske lastnosti,
povecuje vsebnost prehranske vlaknine in polifenolov ter izboljSuje mikrobioloSko stabilnost
ajdovega brezglutenskega kruha.
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PRILOGE

Priloga A: Rezultati vizualnega spremljanja rasti plesni na rezinah kruha

vzorci M n pozitivni vzorci | stopnja kontaminacije

K1 3 9 8 16
K2 3 9 9 18
K3 3 9 9 15
K4 3 9 11 22
K5 3 9 9 23
Ké 3 9 7 11
K7 3 9 4 8
30R1 3 9 9 16
30R2 3 9 7 10
30R3 3 9 8 14
30R0101 3 9 12 24
30R0102 3 9 5 6
30R0103 3 9 4 4

M ... stevilo vzoréenj, n ... Stevilo analiziranih vzorcev

Priloga B: Rast plesni in kvasovk na gojis¢u DRBC

vzorec m §t. plos¢ §t. pozitivnih plos¢ stopnja kontaminacije po tockovnem sistemu
30R 3 27 16 26,00

30R010 |3 9 0 0,00

K 7 63 9 20,00

m ... Stevilo vzorcenj

Priloga C: Rast bakterij Bacillus subtilis na gojis¢u BCA.

vzorec | m 3t. plose st. pozitivnih plose | Stopnja kontaminacije po tockovnem
sistemu
30R 3 27 3 4
30R010 3 9 5 7
K 7 63 36 55
m ... Stevilo vzorcenj
Priloga D: Prisotnost spor anaerobnih bakterijna goji§¢éu PCA
vzorec m §t. plos¢ §t. pozitivnih plos¢ St?pnja kontgmmacu epo
tockovnem sistemu
30R 3 45 7,00 8,00
30R010 |3 45 25,00 28,00
K 7 105 70,00 97,00

m ... Stevilo vzorcenj




Priloga E: Dolo¢anje barve sredice ajdovega kruha z razli¢nim dodatkom roZi¢eve moke

Povprecje + SD

5R 10R 15R 20R 30R 20R010 | 20R020 | 20R040 | 30R010 | K

m |2 1 1 1 3 1 1 1 3 7

n |6 3 3 3 9 3 3 3 9 21

L | 48,81 | 47,43 | 4566 |4475 |39,32 £|4059 +|3833 +|36,079=+]|37,75 £ |51,10
+0 +0,36 |+0,33 | £0,19 | 2,55 0,27 0,24 1,02 0,30 +1,76

a [596+|6,75 £]699 +| 7,44 +| 8,20 +| 741 +|752 +£]722 £|736 +|500+
2,29 0,06 0 0,04 0,31 0,03 0,07 0,10 0,14 0,14

b 1293 | 13,71 | 13,85 | 14,79 | 1506 £ | 13,98 +| 13,88 +£| 13,62 + | 13,78 +| 12,37
+ +0,06 | £0,17 | £0,14 | 0,29 0,03 0,07 0,14 0,32 +0,42
22,82

Priloga F: Dolo¢anje trdote sredice ajdovega kruha z razli¢nim dodatkom roZi¢eve moke

m n povp. (N) dan star (N)

5R 2 6 23,76 £6,15 |29,81+5,58

10R 1 3 23,60+2,55 [2593+2,17

15R 1 3 22,28+1,76  |24,20£3,76

20R 1 3 26,15+2,64 |35,141,73

30R 3 9 29,19+2,44 |37,96+5,79

20R010 |1 3 3525+£8,34  |41,51+£4,20

20R020 |1 3 31,56 £2,27 |37,22+244

20R040 |1 3 29,37+0,37 32,73+ 1,51

30R010 |3 3 28,96 +2,46 |30,73 + 1,85

K 7 21 21,31 +2,48 |25,49+3,96

m ... §tevilo zamesov, n ... §tevilo paralelk v zamesu

Priloga G: Dolo¢anje prehranske vlaknine ajdovega kruha z razli¢nimi dodatki roZi¢eve moke

vzorci n topne vlaknine netopne vlaknine skupne vlaknine
K 8 2,96+0,28 8,87+0,59 12,23+0,56
5R 4 2,33+0,37 9,40+1,08 11,73+1,10
10R 4 2,83+0,52 8,32+0,23 11,15+0,39
15R 6 2,10+0,27 9,17+0,75 10,97+1,04
20R 4 3,02+0,57 9,45+0,98 12,48+0,99
30R 10 2,55+0,65 12,30+1,42 14,77+1,41
30R010 |9 2,69+0,58 14,34+0,70 17,16+0,92

n ... stevilo analiziranih paralelk




Priloga H: Enaébe umeritvenih krivulj standardov polifenolov

ferulna kislina

vanilinska kislina
kavna kislina
siringinska kislina
katehin
kvercetin

rutin

kaempferol
apigenin
luteolin

viteksin
apigenin7G
orientin

hidroksibenzojska kislina

protokatehuicna kislina

y=3128753,90625x+91,5847499999995
y=854616,897681452x+175,091125
y=4121942,96875x+193,18525
y=45602,2429435484x-6,04574999999997
y=5232518,96421371x-415,335374999999
y=18662,2916666667x+121,201333333333
y=1400129,47471056x-190,890594387751
y=1727539,70423167x+8238,69322368423
y=359318,258289623x+27029,5710997725
y=77390,1931688316-252,653015350876
y=38505,4705114539x+44873,8977391305
y=77390,1931688316x-252,653015350876
y=6962x+370
y=1234,92169212691x+11,3808260869566
y=9323,4728x-314,946

Priloga I: Vsebnost polifenolov v ajdovem brezglutenskem kruhu z razli¢cnim dodatkom roZi¢eve moke

Povp. + SD
Vzorci (mg/kg) K 30R 30R010
n 8
hidroksibenzojska 0,60+0,34 2,31+£0,90 2,87£1,57
ferulna 0,55+0,53 3,34+1,20 1,46+0.46
protokatehui¢na 0,27+0,08 0,71+£0,31 1,29+1,17
vanilinska 0,01+0,03 3,61£1,10 3,02+2,18
kavna 5,20+1,01 2,81+1,07 5,29+1,27
katehin 43,47+11,87 35,04+6,23 44,44+14,85
kvercetin 75,05+£24,81 99,91+13,28 85,68+14,35
rutin 627,14+81,79 618,97+37,74 569,74+63,61
apigenin 46,44+53,74 396,11+44,06 422,60+70,30
luteolin 71,61+71,28 563,20+57,74 566,25+83,99
kaempferol 66,46+19,29 100,52+14,29 121,16+24,75
vitexin 1173,00+£941,77 2152,39+806,32 | 2336,55+935,65
Isovitexin 0,00+0,00 0,00+0,00 0,0040,00
apigenin 7 G 108,31+195,35 1468,18+123,67 | 1474,12+276,30
orientin 412,55+195,56 586,16+145,95 587,20+157,55
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Priloga J: Umeritvena krivulja za dolo¢anje antioksidativne vrednosti ajdovega kruha z razli¢nim
dodatkom rozi¢eve moke po metodi Folin-Ciocalteu

Priloga K: Antioksidativni potencial ajdovega kruha z razli¢nimi dodatki rozi¢eve moke (metoda Folin-
Ciocalteu)

n GAE
30R010 |7 3,06+ 0,57
15R 6 2,94+0,14
20R 6 2,83 +0,10
30R 9 2,75 + 0,45
10R 6 2324025
5R 4 2,30 0,23
K 10 1,93+ 0,23

n ... stevilo vzorcev

Umeritvena krivulja DPPH 2.7.2015
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Priloga L: Umeritvena krivulja za dolo¢anje antioksidativne aktivnosti ajdovega kruha z razliénim
dodatkom roZi¢eve moke po metodi s pomo¢jo radikala DPPH*

Priloga M: Antioksidativni potencial ajdovega kruha z razliénim dodatkom rozi¢eve moke (DPPH*
metoda)

n GAE
30R010 715,78+1,28
15R 61]4,53+£0,25
20R 6|4,35+0,37
10R 63,86 +£0,27
SR 413,70+ 0,52
30R 913,63+£1,35
K 10| 1,44+£1,0

n ... Stevilo vzorcev
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Priloga N




