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1. Uvod

PSenica (rod Triticum) je najvaZznija Zitarica koja se koristi u prehrani ljudi te je svrstana u
porodicu trava (Poaceae). PSenicno zrno sastoji se od tri osnovna dijela: ovojnice ili omotaca
(sastoji se od plodne i siemene ovojnice), klice i endosperma koji ¢ini najveci dio ukupne mase
zrna. Najvedi dio endosperma cini Skrob koji se nalazi u obliku Skrobnih granula koje su
gradene od dva tipa polisaharida: amiloze i amilopektina. Amiloza i amilopektin gradeni su od
jedinica a-D-glukoze, a razlikuju se po stupnju polimerizacije i razgranatosti. Amiloza je gotovo
nerazgranata, dok je amilopektin razgranata molekula (Wieser i sur., 2020). Enzimi koji
hidroliziraju Skrob nazivaju se amiloliticki enzimi. PSeni¢no brasno od amiloliti¢ckih enzima
(amilaza) sadrzi a i B-amilazu. U neproklijalom zrnu pSenice enzimi su prisutni u malim
koli¢inama i neaktivni su tijekom pogodnih uvjeta skladiStenja brasna i pSenice, a aktiviraju se
povecanjem udjela vode. Klijanjem pSenice raste aktivnost mnogih enzima $to moze imati
negativne ucinke na daljnju preradu i proizvodnju proizvoda na bazi brasna (Kruger i Reed,

1988).

Poznavanje amiloliticke aktivnosti u pSeni¢nom brasnu je vrlo vazno jer koli¢ina amilolitickih
enzima igra vaznu ulogu tijekom proizvodnje kruha i pekarskih proizvoda. Djelovanjem amilaza
u pSenicnom brasnu nastaju dekstrini koji omogucuju kvascima kontinuiran rad tijekom
fermentacije i ranih faza pecenja Sto rezultira boljim volumenom i boljom teksturom sredine
kruha. Takoder dolazi do intenzivnijeg posmedivanja kore kruha zbog dekstrinacije Skroba

(Van Oort, 2010).

Zagrijavanjem Skroba uz dovoljno vode dolazi do otapanja Skroba, odnosno Zelatinizacije i
stvaranja Skrobne paste. Tijekom Zelatinizacije dolazi do poveéanja viskoznosti i upravo je to
svojstvo vazno za odredivanje amiloliticke aktivnosti pomocéu Mikro Visko-Amilografa i
metodom broja padanja po Hagberg-Pertenu. Amiloliti¢ki enzimi razgraduju Skrob na manje
dijelove Sto rezultira manjom viskoznosti Skrobne paste koja je indikator povecane amiloliticke

aktivnosti.
Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj razlicitih koncentracija srebrovog nitrata i
bakrovog sulfata kojima se vrsi inaktivacija amilolitickih enzima na amilografske pokazatelje

pSeni¢nog brasna.
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2. Teorijski dio

2.1. PSENICA

Danas se Zitarice uzgajaju na gotovo 60 % poljoprivrednih povrSina u svijetu i pripadaju
najvaznijim kulturama. Najvise se koriste za prehranu ljudi, ali i za hranu za Zivotinje,
industrijske proizvode te proizvodnju obnovljive energije. Osim pSenice, u Zitarice spadaju i

raz, jeCam, zob, riza, proso, sirak, kukuruz, pSenoraz, krupnik i heljda (Wieser i sur., 2020).

Botanicki gledano, rod pSenica (Triticum) pripada porodici trava (Poaceae). Najznacajnije vrste
za proizvodnju brasna su meke vrste pSenice Triticum aestivum i Triticum compactum i tvrda

vrsta Triticum durum (Kljusuri¢, 2000).

Triticum aestivum je meka vrsta pSenice. Naziva se i obi¢na pSenica jer je najviSe rasirena.
Koristi se za dobivanje krusnog brasna i proizvodnju pekarskih proizvoda. Sadrzaj proteina
ovisan je o sorti, Triticum aestivum ih sadrzi u prosjeku od 11 — 13 %. Triticum compactum je
meka vrsta pSenice iz koje se dobiva brasno za proizvodnju lisnatog tijesta, vafla i kolaca.
Triticum durum sadrzi oko 18 % proteina, znatno viSe od Triticum aestivum. Velike su tvrdoée
i staklaste su strukture zbog visokog udjela proteina. Ova vrsta pSenice nije pogodna za
proizvodnju kruha i pekarskih proizvoda jer daje neelasti¢no i ¢vrsto tijesto prilikom zamjesa.

Koristi se u proizvodnji tjestenine (Pakovi¢, 1980).

Mljevenjem ociS¢ene pSenice dobiva se pSeni¢no brasno pri éemu se omota¢ odvaja od
endosperma te se mljevenjem endosperma dobiva brasno. Mogude je dobiti brasno s ve¢im

ili manjim udjelom omotaca u brasnu, ovisno o stupnju izmeljavanja (Kljusurié, 2000).

2.1.1. Struktura pSenicnog zrna

Zrno je plod psenice, ovalnog oblika s uzduznom brazdom usje¢enom u endosperm. Ovisno o
vrsti i sorti, veli¢ina zrna pSenice moze varirati. Prosjecno, duzina moze biti od 4,2 do 8,6 mm,
Sirina 1,6 do 4,0 mm, a debljina varira od 1,5 do 3,8 mm. Trbusna, ledna i boc¢na strana zrna
jasno se razlikuje. Struktura pSenicnog zrna prikazana je na Slici 1 i sastoji se od tri osnovna
dijela: ovojnice ili omotaca, klice i endosperma (¢ini oko 86 % ukupne mase zrna) (Kljusuric,

2000).

Omotac zrna ¢ini od 6 do 26 % ukupne mase zrna, a sastoji se od plodne (vanjski dio) i sjemene
ovojnice (unutrasnji dio) ispod kojih je aleuronski sloj. SadrzZi vlakna netopljiva u vodi da bi

zastitio klicu i endosperm od vanjskih uvjeta. Kemijski sastav omotaca je sloZzen, no osnovu



2. Teorijski dio

Cine celuloza (polimer sastavljen od glukoze) te pentozani (polimer sastavljen o ksiloze i

arabinoze) koji su ¢vrsto povezani s proteinima (Cornell, 2003.)

Klica predstavlja najmanji dio ukupne mase mase zrna (1,4 — 3,8 %). Gradena je od embrijske
osi i skuteluma (spremista hrane). Skutelum je spojen s embrijskom osi ispod pulmule i prema
endospermu. Gornji dio embrijske osi formira mladu bilj¢icu kada sjeme proklija, a donji dio
embrijske osi se sastoji od primarnog korjenci¢a. Bogata je vitaminima: riboflavinom,
vitaminom E te tiaminom. Sadrzi i ksantofile s tragovima karotena. Tijekom prerade, zbog

svojih mehanickih svojstava, lako se odvaja od Cestica endosperma (Ugarci¢-Hardi, 1999.).

Najvedi dio ukupne mase zrna ¢ini endosperm. Sastoji se unutarnjeg dijela ili jezgre koja je
bogata $krobom i vanjskog dijela ili aleuronskog sloja. Skrob se u endospermu nalazi u obliku
Skrobnih granula koje su obavijene proteinskim omotacem. Iz Skrobnog endosperma se dobiva
brasno cija kakvoca ovisi o njegovom sastavu. lako botanicki gledano aleuronski sloj pripada
endospermu, tijekom mljevenja zavrSava u mekinjama. U usporedbi s Skrobnim

endospermom, aleuronski sloj je bogat proteinima i mineralnim tvarima (Jelaca, 1972.)

endosperm
stanice endosperma
- granule

- omotac sjemenke
" poprecne stanice
&% - Cjevaste stanice
; ¥~ hipodermis
1l e " epidermis

il Z skutelum

Slika 1 Uzduzni presjek zrna psenice (Kljusuri¢, 2000.)
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2.1.2. Kemijski sastav pSenicnog zrna

Kemijski sastav pSeni¢nog zrna iznimno je vaZzan jer pSenica predstavlja kulturu koja se
intenzivno uzgaja kao glavni izvor hrane. Mljevenjem se iz zrna psSenice dobiva brasno, glavni
sastojak proizvodnje kruha i ostalih pekarskih proizvoda, ali i tjestenine i mnogih drugih
proizvoda, te na taj nacin pSenica predstavlja glavni izvor hranjivih sastojaka vecini svjetske

populacije (Sramkova, 2009). Prosje¢an kemijski sastav pdeni¢nog zrna prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1 Prosjec¢ni kemijski sastav psenic¢nog zrna (Wieser i sur., 2020)

SASTOJAK UDIO (%)
Skrob 58,2
Vlakna 13,3
Seceri 0,6
Voda 12,7
Proteini 10,6
Lipidi 1,8
Minerali 1,7

Ugljikohidrati

Ugljikohidrati su najzastupljenija skupina spojeva u pseni¢nom zrnu i ¢ine oko 70 — 75 % zrna.
Polisaharidi (Skrob, celuloza i pentozani) predstavljaju najvaznije sastojke dok Sedera

(monosaharida i oligosaharida) ima znatno manje (Wieser i sur., 2020).

PSenica sadrzi niske razine Seéera (glukoze, fruktoze, saharoze, maltoze i rafinoze). Najveda
koncentracija monosaharida i oligosaharida je u klici (priblizno 250 mg/g) dok je Skrobni
endosperm siromasan Secerima (Wieser i sur., 2020). Ukupna koli¢ina Seéera ovisi o mnogo
faktora, ponajviSe ovisi o sorti pSenice, dobi sjetve i uvjetima uzgoja. Povecanjem vlage dolazi
do enzimatske hidrolize Skroba i u skladu s time i do povecanja udijela maltoze. Tijekom

sazrijevanja zrna udio Secera se smanjuje polimerizacijom u Skrob (Kljusuri¢, 2000).

Koli¢ina Skroba sadrzana u pSenici iznosi izmedu 60 i 75 % ukupne mase osusenog zrna psenice

i predstavlja glavnu komponentu pseni¢nog zrna (Belderok i sur., 2000).

Celuloza je polimer neprobavljiv u ljudskom organizmu i kao takva povoljno djeluje na
probavni sustav. Ovojnica pSeni¢nog zrna je glavni izvor celuloze koja je gradena od jedinica

D-glukoze povezane B-(1,4)-glikozidnim vezama.
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Pentozani su polisaharidi gradeni od pentoze kao osnovne jedinice polimerizacije. lako ih u
pSenici nema u velikim koli¢ina igraju vaznu ulogu tijekom proizvodnje pekarskih proizvoda.
Naime, njihova razgranata struktura omoguéava im vezanje velikih koli¢ina vode. Vezanjem

viSe vode usporava se starenje pekarskih proizvoda (Kljusuri¢, 2000).

Proteini

Proteini ili bjelancevine gradeni su od aminokiselina povezanih peptidnom vezom. Upravo je
specifican raspored aminokiselina u molekuli proteina glavni razlog velike raznolikosti medu
proteinima (Cornell, 2003). O proteinima pSenice najviSe ovise kvaliteta brasna i reoloska
svojstva tijesta i pekarskih proizvoda. SadrzZaj proteina u pSenici kre¢e se u granicama od 10
do 18 % (racunato na suhu tvar). Prema topljivosti u raznim otapalima psSenicni proteini

svrstani su u sljedece skupine:

e albumini - topljivi u vodi,
e globulini — topljivi u 10 %-tnoj vodenoj otopini NaCl,
e glijadini —topljivi u 70 %-tnom etanolu i

e glutenini — topljivi u slabim kiselinama i luzinama (Sramkova, 2009).

Albumini i globulini ¢ine 25 % ukupnih proteina pSenice. Najveca koli¢ina nalazi se u sjemenom
omotacu, aleuronskom sloju i klici dok Skrobni endosperm sadrzi znatno manje koli¢ine

(Belderok i sur., 2000).

Glijadini i glutenini apsorbiraju odredenu koli¢inu vode i formiraju gluten (ljepak) i ¢ine oko
75 % ukupnih proteina pSenice. Glijadini povecavaju rastezljivost tijesta dok glutenini Cine
tijesto elasti¢nim i omogucuje mu da zadrzZi mjehurice plina koje stvara kvasac, te odreduje

vrijeme zamjesa tijesta (Simi¢ i Zili¢, 2018).

Lipidi

Lipidi su hidrofobni kemijski spojevi topljivi u nepolarnim organskim otapalima i netopljivi u
vodi. Udio lipida u pSenici iznosi 1,5 — 2,5 %. Ovisno o kemijskoj strukturi, glavni lipidi pSenice
mogu se svrstati u nepolarne lipide (jednostavni gliceridi koji ¢ine oko 70 % ukupnih lipida) i
polarne lipide (glikolipidi i fosfolipidi). Osim nabrojanih, u zrnu pSenice mogu se nadi i male

koncentracije slobodnih masnih kiselina, sterola, sfingolipida i dr. Klica i aleuronski sloj sadrze

najveée koncentracije lipida u pSeni¢nom zrnu (Wieser i sur., 2020).
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Vitamini i minerali

Zrno pSenice vazan je izvor vitamina B kompleksa, vitamina A i vitamina E. Najvise ima
nikotinamida, odnosno vitamina B3 (5100 ug na 100 g cijelog pSeni¢nog zrna), zatim slijedi
a-tokoferol, pantotenska kiselina, tiamin, piridoksin, riboflavin i folna kiselina dok je biotin

prisutan samo u tragovima. Vecina vitamina koncentrirana je u aleuronskom sloju i klici dok je

endosperm relativno siromasan vitaminima.

Udio mineralnih tvari u pSeni¢énom zrnuiznosi 1,4 — 2,0 %. Kalija i fosfora ima najvise, a prisutni
su i magnezij, kalcij, cink, Zeljezo te bakar i selenij kao elementi u tragovima. Aleuronski sloj

sadrZi ¢ak 61 % ukupnih minerala pseni¢nog zrna (Wieser i sur. 2020).

2.2. PSENICNI SKROB

Skrob je polisaharid opé¢e formule (CsH100s).. Nagomilavaju ga gotovo sve zelene biljke u
svojim tkivima i organima u svrhu skladidtenja glukoze. Skrob nastaje u kloroplastima u
procesu fotosinteze djelovanjem svjetla. Primarni produkt fotosinteze je glukoza koja se zatim
kondenzira u netopljivi Skrob. Ovaj Skrob se razgraduje tijekom klijanja sjemenki i zrenja voca

te sluzi kao glavni izvor ugljikohidrata i energije u ljudskoj prehrani (Eliasson, 2004).

2.2.1. Grada Skrobne granule

U pSeni¢nom zrnu Skrob se nalazi u obliku Skrobnih granula. PSenica sadrzi dva tipa Skrobnih
granula: velike (u obliku diska, veli¢ine 25 — 40 um) i male (sferi¢ne, veli¢ine 5 — 10 um). Male

granule predstavljaju oko 88 % od ukupnog broja granula (Belderok i sur., 2000).

Obje vrste granula gradena su od dva tipa polisaharida, amiloze i amilopektina, koji se razlikuju
po stupnju polimerizacije i razgranatosti. Amiloze ima oko 25 % dok amilopektina ima oko
75 %. | amiloza i amilopektin gradeni su od jedinica a-D-glukoze. Osim amiloze i amilopektina
u Skrobnoj granuli se umanjim kolicinama mogu naci i proteini, minerali, slobodne masne

kiseline te lipidi (Wieser i sur., 2020).

Amiloza je ravnolanéana molekula izgradena od jedinica a-D-glukoze medusobno povezanih
a-1->4 glikozidnim vezama (Slika 2). Osim toga, na mjestima grananja molekula amiloze sadrzi
bocne lance stupnja polimerizacije izmedu 4 i 100 koji su povezani na glavni lanac a-1->6

glikozidnim vezama. Stupanj grananja raste s povecanjem molekulske mase. Ucinkovitost
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djelovanja egzo-enzima B-amilaze na hidrolizu ovisi o stupnju razgranatosti molekule. Ovisno
o porijeklu amiloze moguce ju je hidrolizirati izmedu 73 i 95 % pomodu enzima B-amilaze. Na
topljivost molekula amiloze najviSe utjeCe stupanj polimerizacije. Amiloza stupnja
polimerizacije od 80 do 100 je teSko topljiva, a topljivost se povecava u smjeru snizenja i
povecanja stupnja polimerizacije. Pri visim koncentracijama otopljene molekule amiloze

formiraju gel, dok pri niZim koncentracijama teze ka retrogradaciji (Walter, 1998.).

CH,OH CH,OH CH,OH
0 a- 0 g o}
OH 14 _¢ OH 14 _{OH
~o 0 0 o”
OH OH OH

Slika 2 Struktura molekule amiloze (Wieser i sur., 2020)

Za razliku od amiloze koja je gotovo nerazgranata molekula, amilopektin je razgranati polimer
u kojem su molekule glukoze povezane a-1->4 glikozidnim vezama u strukturu ravnog lanca
te a-1->6 vezama na mjestima grananja (Slika 3). Sastoji se od nekoliko stotina lanaca gdje je
svaki lanac sastavljen oko 20 — 25 jedinica a-D-glukoze. Molekulska masa amilopektina iznosi
107 — 10° i predstavlja jednu od najveéih molekula u prirodi (Buleon, 1998). Amilopektin je

graden iz 3 tipa lanaca:

e A-lanci, ravnolancani dio u kojem su molekule glukoze povezane a-1->4 vezama;

e B-lanci, u kojima su molekule glukoze povezane a-1->4 i a-1->6 vezama i na sebi imaju
jedan ili viSe A-lanaca;

e C-lanci sadrze reducirajudi kraj molekule (Walter, 1998).

B-amilaza ne moze cijepati mjesta grananja amilopektina bududéi da razgraduje Skrob polazeci

od nereducirajuceg kraja i cijepa svaku drugu a-1->4 glikozidnu vezu. Pululunaza i izoamilaza

su enzimi koji mogu cijepati a-1->6 veze pri ¢emu nastaju kraci linearni lanci (Walter, 1998).
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Slika 3 Struktura molekule amilopektina (Wieser i sur., 2020)

Granule skroba imaju visok stupanj prostorne radijalne organizacije. U granulama Skroba
razlikuju se amorfna (neuredena) i pseudokristalna (uredena) podrucja. Njihovim
izmjenjivanjem dolazi do stvaranja tzv. prstenova rasta. Amorfna podrucja ¢ine amiloza i
podrucja grananja amilopektina (B-lanci) dok pseudokristali¢cna podrucja ¢ine vanjski linearni
lanci (A-lanci) amilopektina koji se nalaze pararelno jedan uz drugi i medusobno su povezani
vodikovim vezama (Slika 4). Amorfna podrucja su podloZnija djelovanju enzima (BeMiller i

Whistler, 2009).

é Amilopektin

—t—,  Amiloza

Slika 4 Shematski prikaz organizacije Skrobne granule (BeMiller i Whistler, 2009)

2.2.2. Zelatinizacija i retrogradacija $kroba

Neostecene Skrobne granule nisu topive u hladnoj vodi (zbog jakih vodikovih veza medu

molekulama) no zagrijavanjem u dovoljnoj kolic¢ini vode dolazi do pojave zvane Zelatinizacija.
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Svojstva Zelatinizacije i topljivost ovise o prirodi Skroba, koli¢ini vode, intenzitetu mijesanja te
prisutnosti razliitih tvari u otopini. Sam proces Zelatinizacije prikazan na Slici 5 odvija se u
nekoliko faza. Najprije dolazi do apsorpcije vode i bubrenja amorfnih podruéja skrobne
granule, a zatim i naruSavanja kristalnih podrucja. U ovoj fazi Skrobna granula je jo$ uvijek
cjelovita. Nakon toga dio amiloze prelazi iz granule u vodu pri éemu dolazi do povedanja
viskoznosti Skrobne suspenzije i stvaranje gela, a granule postizu maksimalni volumen.
Daljnjim poviSenjem temperature dolazi do pucanja granula, njihove dezintegracije i
likvefakcije suspenzije, a suspenzija postize svoju konacnu viskoznost. Ovo rezultira
stvaranjem skrobne paste koja se sastoji kontinuirane faze (otopljene amiloze i amilopektina)
i diskontinuirane faze (neotopljeni dijelovi granule). Zelatinizacijom $krob postaje potpuno
podloZan djelovanju amilolitickim enzimima. Hladenjem paste dolazi do dodatnog povecanja
viskoznosti. Zelatinizacija pseni¢nog $kroba odvija se u temperaturnom rasponu od 52 °C do

85 °C (BeMiller i Whistler, 1996; Tester i sur., 2004).

Vi § .f .
{ — \ | ~ Nabubrena ¥ zirana g L
\ / | >}f \ | prijelaz amiloze u otopinu
N-.. k--‘ S?
skt r_,{?gl—

Viskoznost

Dijelovi dezintegrirane granule s
amiloznim | amilopektinkim fragmentima
u vodeno) otopini

Temperatura (°C)

Slika 5 Proces Zelatinizacije Skroba (Tester i sur., 2004)

Kada se Skrob u prisutnosti vode zagrije i nakon toga ohladi dolazi do povezivanja molekula
amiloze i amilopektina vodikovim vezama, tj. Zelatinizirani sustav Skrob/voda spontano prelazi

u stanje s manjim sadrzajem energije, odnosno uredenije stanje koje je termodinamicki

11
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mnogo stabilnije. Ovaj proces naziva se retrogradacija (Slika 6). Retrogradacija Skroba pracena
je nizom promjena kao S$to su porast viskoznosti, stvaranje gela, pojava neprozirnosti i
mutnoce, izluCivanje vode iz paste te taloZenje netopljivih Skrobnih dijelova. Tijekom
retrogradacije Skroba molekule amilopektina medusobno se povezuju pomocu vanjskih
kratkih lanaca dok se molekule amiloze povezuju u strukturu dvostruke uzvojnice. Za razliku
od amilopektina, molekule amiloze imaju znatno veéu tendenciju retrogradacije i odgovorne

su za pocetnu tvrdodéu Skrobnog gela i ljepljivost (Wang i sur., 2015).

Skrobna granula Zelatinizacija Retrogradacija
+voda+ toplina

Slika 6 Retrogradacija Skroba (Web 1)

2.3. PSENICNI ENZIMI

Enzimi su specifiéni proteini koji ubrzavaju (kataliziraju) kemijske reakcije snizavanjem
Gibbsove slobodne energije aktivacije. Spajanjem enzima i supstrata stvara se novi reakcijski
put s niZom energijom prijelaznog stanja od one kada se reakcija odvija bez enzima. U
enzimskim reakcijama, supstrat je molekula prisutna na pocetku reakcije koju enzim pretvara
u produkt. Enzimi su strogo specificni za svoje supstrate i stoga mogu katalizirati samo

nekolicinu kemijskih reakcija (Van Oort, 2010).

Prvi korak u enzimskoj katalizi je stvaranje enzim-supstrat kompleksa (ES) gdje se supstrat veze
na to¢no odredeno mjesto enzima koje se naziva aktivno mjesto (Slika 7). Nakon toga enzim-
supstrat kompleks se razgraduje u produkt uz oslobadanje enzima koji iz reakcije izlazi

nepromijenjen te se ponovno moze povezati sa supstratom (Mathewson, 1998).

12
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Supstrat (S
Produkt (P)
S - T
Enzim-supstrat m

kompleks (ES) Enzim (E)

Slika 7 Shematski prikaz enzimske reakcije (Mathewson, 1998)
Kornbrust i sur. (2012) zakljucili su da na enzimsku aktivnost utjecu:

e koncentracija supstrata,

e koncentracija enzima,

e pHitemperatura,

e aktivitet vode (aw),

e koncentracija kofaktora (neproteinske molekule, ¢esto metalni ioni) i koenzima (male
organske molekule koje prenose kemijske skupine od jednog enzima do drugog)

e iinhibitori (tvari koje mijenjaju kataliticko djelovanje enzima i posljedi¢no mogu usporiti ili

zaustaviti katalizu).

U neproklijalom zrnu pSenice enzimi su prisutni u malim koli¢ina i neaktivni su tijekom
pogodnih uvjeta skladistenja brasna i pSenice. Aktiviraju se tek dodatkom vode. Klijanjem
pSenice raste udio mnogih enzima $to moZe imati negativne ucinke na daljnju preradu i

proizvodnju prehrambenih proizvoda (Kruger i Reed, 1988). Enzimi koji se nalaze u brasnu su:

e amiloliti¢ki enzimi, odnosno enzimi koji razgraduju ugljikohidrate i celulaze,
e proteoliticki enzimi,

e esteraze (lipaze, fosfataze, fitaze),

e oksidaze (lipooksigenaze, polifenoloksidaze, peroksidaze, katalaze)

e i ostali enzimi pSenice (Kent i Evers, 1994).

13
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2.3.1. Amiloliticki enzimi

PSeni¢no brasno od amilolitickih enzima (amilaza) sadrzi a i B-amilazu. U normalnim uvjetima
B-amilaze ima dovoljno, dok je koli¢ina a-amilaze vrlo mala. Klijanjem sjemena aktivnost a-

amilaze se povedava, a aktivnost B-amilaze kontinuirano smanjuje (Goswami i sur., 1977).

a-amilaza (EC 3.2.1.1) je endo-enzim koji hidrolizira Skrob nasumicno razaraju¢i a-1->4
glikozidne veze cijelom duZinom lanca. Kada se hidrolizira amiloza, a-amilaza nastavlja
djelovati sve dok duljine lanca ne budu oko 10 — 12 jedinica glukoze. Nakon toga nastali
fragmenti Skroba ne mogu se dalje hidrolizirati a-amilazom. Rezultat djelovanja a-amilaze na
Skrob dobiva se smjesa kratkolanc¢anih nerazgranatih molekula poznatih kao dekstrini, ali i
vecéih fragmenata koji sadrze a-1->6 veze. Optimalno djelovanje ima pri pH = 5,5 — 5,6 i
temperaturi od 71 °C, te je otporna na visoke temperature. U kombinaciji s B-amilazom, uz
dovoljno vremena i povoljnih uvjeta, Skrob je moguce gotovo u potpunosti hidrolizirati do
maltoze, disaharida sastavljenog od dvije molekule glukoze. B-amilaza (EC 3.2.1.2) je
egzo-enzim koji hidrolizira Skrob razarajuci svaku drugu a-1->4 vezu sa nereducirajucih krajeva
Skrobnih lanaca pri ¢emu nastaje maltoza. Optimalno djelovanje B-amilaze je kod pH = 4,5 —
5,8 i pri 62 °C. B-amilaza nije aktivna pri temperaturi preko 82 °C (pH = 5,9). Djelovanje a i B-
amilaze na Skrob prikazano je na Slici 8. Poput a-amilaze, ni B-amilaza ne moze djelovati na a-
1->6 glikozidnu vezu, tako da se hidrolizom amilopektina dobije maltoza i ostatak molekule
amilopektina (od a-1->6 veze do reduciraju¢eg kraja polimera). Svaki puta kada a-amilaza
razori Skrobni lanac stvaraju se nova dva mjesta na kojima moze djelovati -amilaza. Upravo
zbog toga a-amilaza u vecoj mjeri odreduje brzinu enzimske hidrolize skroba (Mathewson,

1998; Cauvain, 2015).

Koli¢ina amilolitickih enzima igra vaznu ulogu tijekom proizvodnje kruha i pekarskih proizvoda.
Djelovanjem amilaza u pSenicnom brasnu nastaju dekstrini koji omogucuju kvascima
kontinuiran rad tijekom fermentacije i ranih faza peéenja Sto rezultira boljim volumenom i
boljom teksturom sredine kruha. Takoder dolazi do intenzivnijeg posmedivanja kore kruha
zbog dekstrinacije Skroba. Upravo zato je bitno poznavanje amiloliticke aktivnosti. (Van Oort,

2010).
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Amiloza Amilopektin

; B-amilaza a-amilaza .

[ O—O Maltoza

B-amilaza

a-amilaza

a-amilaza

Slika 8 Djelovanje enzima a- i B- amilaze na skrob (Cauvain, 2015.)

Rakita i sur. (2015) su utvrdili da na aktivnost a-amilaze utjecu klimatski uvjeti tijekom uzgoja
pSenice, u najveéoj mijeri koli¢ina padalina. Uzorak pSenica berbe 2013. godine koju je
karakterizirala prekomjerna koli¢ina padalina pokazuje visu razinu aktivnosti a-amilaze i nize
vrijednosti viskoznosti Skrobne paste od pSenice uzgojene u 2012. godini koju su

karakterizirale visoke dnevne temperature s manjom koli¢inom padalina.

Na amiloliticku aktivnost brasna utjecu: vlaznost, pH, temperatura, koncentracija i vrsta
enzima i specifi¢na svojstva Skrobnih granula. Dokazano je da ¢e veée djelovanje amilolitickih

enzima biti ukoliko su Skrobne granule osteéene tijekom mljevenja psenice (Perten, 1964).

2.3.2. Proteoliticki enzimi

Proteoliticki enzimi, nazivaju se joS i proteaze, proteinaze i peptidaze, kataliziraju hidrolizu
peptidnih veza u proteinima. Najprije hidroliziraju proteine do manje sloZenih jedinica
(polipeptida, peptida i sl.) koje se zatim hidroliziraju do aminokiselina, osnovne gradivne
jedinice proteina. Kao i kod amilaza, klijanjem se znatno povecava sadrzaj ovih enzima u

pSenicnom zrnu (Jelaca 1972).

Proteoliticki enzimi imaju snazan utjecaj na kvalitetu tijesta i kona¢nog proizvoda bududi da
utjecu na gluten i sposobnost formiranja mreze glutena. PoZeljni su samo kod vrlo jakog brasna
(jak i nedovoljno rastezljiv gluten). Proteoliticki enzimi smanjuju vrijeme mijeSanja tijesta,
poboljSavaju obradivost tijesta i zadrZavanje plinova, poboljSavaju teksturu sredine i kore

kruha te poboljsavaju boju i aromu (Van Oort, 2010).
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2.3.3. Ostali enzimi

Lipaze hidroliziraju esterske veze triglicerida dajuéi mono- i diacilglicerole, slobodne masne

kiseline, a u nekim slucajevima i glicerol (Van Oort, 2010).

Lipoksigenaze u najveéoj koli¢ini nalaze se u pSeni¢noj klici. Uz prisustvo kisika iz zraka
katalizira oksidaciju nezasi¢enih masnih kiselina pri éemu nastaju peroksidi. Nastali peroksidi
mogu razoriti ksantofile i karotenoide brasna, a time i utjecati na bijeljenje brasna. Ovo
svojstvo lipoksigenaze je pozeljno u slu¢aju brasna za bijeli kruh, dok je kod brasna od tvrde

pSenice, koje je Zute boje, nepozeljno (Cornell i Hoveling, 2019).

Fitaze kataliziraju hidrolizu fitinske kiseline dajuci inozitol i slobodne ortofosfate (Juki¢ i Koceva
Komleni¢, 2018).

2.3.4. Uloga iona kalcija na aktivnost i stabilnost enzima

loni kalcija (Ca?*) imaju vaZnu ulogu u strukturi a-amilaze. Naime, a-amilaze su metaloenzimi
koji sadrze ione kalcija i sastavljene su od tri domene: A, B i C (Slika 9). Domene su dijelovi
unutar jednog polipeptidnog lanca koje imaju svoju trodimenzionalnu strukturu i u proteinu
obavljaju zasebnu funkciju. Domena A je najve¢a, domena B nalazi se izmedu domena Ai Ci
vezana je na domenu A disulfidnom vezom, a domena C ¢ija je funkcija nepoznata povezana
je s domenom A jednostavnim polipeptidnim lancem. Aktivho mjesto nalazi se u dugoj
pukotini smjestenoj izmedu karboksilnog kraja A i B domene. lon kalcija (Ca?*) takoder je
smjesten izmedu domene A i B i djeluje kao stabilizator trodimenzionalne strukture te kao

alostericki aktivator (Souza i Magalhaes, 2010).

Koli¢ina iona kalcija u enzimu moze varirati od jedan do deset, no samo jedan kalcijev ion po
molekuli enzima je dovoljan za normalnu aktivnost i stabilnost enzima. Kalcij uzrokuje
stabilnost konformacije a-amilaze, pojacava termostabilnost enzima te je ukljucen tijekom
vezanja supstrata s enzimom. Upravo je toplinska stabilnost a-amilaze posljedica prisutnosti
iona kalcija koji se povezuje s ostacima lizina. Tijekom toplinske inaktivacije prvo dolazi do
reverzibilne disocijacije kalcijevih iona od nativnog enzima nakon ¢ega slijedi nepovratna
denaturacija na visokim temperaturama. Pri vrlo visokim koncentracijama kalcij pokazuje

inhibitorni u¢inak na aktivnost enzima (Vengadaramana, 2013).

Dokazano je da etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) ima nepovratan ucinak na aktivnost

a-amilaze jer dolazi do gubitka Ca?* koji je sekvestriran heksadenatnim ligandom EDTA.
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Dodavanjem Ca?* moglo bi se nadoknaditi samo 14 % aktivnosti enzima. Zamjenom Ca?* s Mg?*
i Na* nije doslo do znacajnog poboljsanja enzimske aktivnosti sto ukazuje na to da je kalcij

vazna komponenta za strukturu i funkciju enzima (Singh i Kayastha, 2014).

Ca?+

B domena

Slika 9 Struktura a- amilaze (Souza i Magalhaes, 2010)

2.3.5. Inaktivacija enzima

Za razliku od iona kalcija koji povoljno djeluje na aktivnost enzima (sli¢an u¢inak imaju i Mg?*,
Na* i K*), ioni Ag*, Hg?* i Zn?* uzrokuju potpunu inhibiciju amiloliti¢kih enzima pri odredenim
koncetracijama. loni teskih metala su nekonkurentni inhibitori (supstrat se veze na aktivno
mjesto enzima, a inhibitor na neko drugo mjesto na enzimu) koji inhibiraju enzime reagirajuci
s tiolnim skupinama ili ostacima aktivhog mjesta. Inhibirajuéi u¢inak pokazali su i ioni: Fe3*,
Fe?*, Pb?*, Cu?*, Co**, Cd**, Ni%*, AI** i Mn?*. Smatra se da inhibicija ionima Cu?*, Co** i Ba**
nastaje zbog konkurencije izmedu navedenih egzogenih kationa i kationa povezanog s
enzimom Sto rezultira smanjenom aktivnoS¢u metaloenzima (Singh i Kayastha, 2014;

Vengadaramana, 2013).

Promjena amiloliti¢ke aktivnosti ocituje se promjenom viskoznosti suspenzije Skroba tijekom
zagrijavanja, odnosno Zelatinizacije. Sermek-Marcec (2015) ispitivao je utjecaj inaktivacije
amilolitickih enzima srebrovim nitratom (AgNOs) i stupnja oStecenosti Skroba na ispitivanje
uzoraka pseni¢nog brasna pomocu Mikro Visko-Amilografa i metodom broja padanja prema
Harberg-Pertenu. Dokazano je da dodatkom 0,5 mM AgNOs dolazi do poveéanja maksimalne

viskoznosti suspenzije skroba zbog inaktivacije amilolitickih enzima koji razgraduju Skrob i
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uzrokuju manji intenzitet Zelatinizacije. Poveéanjem koncentracije srebrovog nitrata dolazi do

daljnjeg poveéanja maksimalne viskoznosti Skrobne suspenzije.

Osim srebrovog nitrata, a-amilaza se mozZe inaktivirati metalnim ionima kao $to su Ziva i bakar
te se njezina aktivhost moZe smanijiti uklanjanjem iona kalcija. lako je dokazano njihovo
djelovanje na inaktivaciju amilolitickih enzima oni se komercijalno ne koriste za smanjivanje
amiloliticke aktivnosti. Pri vrlo niskim koncentracijama Zivin klorid pokazuje manji ucinak
inaktivacije amilolitickih enzima od srebrovog nitrata. Bakar je inhibitor i a i B-amilaze, ali je
dokazana njegova niska ucinkovitost kao inhibitora amilaza u proklijaloj pSenici (Meredith,

1970).

McDermott i Elton (1971) istrazili su u€inke mnogih povrsinski aktivnih tvari na aktivnost
a-amilaze u brasnu. Od svih ispitivanih povrSinski aktivnih tvari, SSF (polioksietilen
monostearat) i n-dodecilamin imali su najvedi u¢inak na temperaturu Zelatinizacije Skroba, ali
samo u velikim koli¢inama. Koli¢ine povrsSinski aktivnih tvari potrebne da bi se postigla
ucinkovita inaktivacija a-amilaze u brasnu su previsoke da bi se mogle komercijalno koristiti,

te bi imale Stetan ucinak na svojstva proizvoda.

Poznato je da SDS (natrij dodecil sulfat), anionski deterdZzent, narusava strukturu proteina,
odnosno enzima. Dokazano je da slabije djeluje na pSeni¢nu a-amilazu. Pri koncentraciji od
1 mM SDS-a nije doslo do denaturacije a-amilaze, te je nakon 24 sata izgubljeno samo 14 %

aktivnosti (Singh i Kayastha, 2014).

a-amilazu moguce je inaktivirati i djelovanjem mikrovalova, odnosno djelovanjem visoke
temperature. Brasno s visokom amilolitickom aktivno$¢u izlozeno mikrovalnoj energiji u
pecnici (1,8 KW, 2450 MHz) nakon 60 sekundi pokazuje znatno manju amiloliticku aktivnost.
Arefisur. (1972) tretirali su brasno mikrovalovima pri temperaturi od 102 °C Sto je rezultiralo
odgovarajuc¢om inaktivacijom enzima i povecanjem viskoznosti Skrobne suspenzije. Tretman
mikrovalovima nije uzrokovao Stetne ucinke na glavne karakteristike brasna povezane s

formiranjem tijesta osim Sto je doslo do gubitka vlage.

2.4. METODE MJERENJA AMILOLITICKE AKTIVNOSTI

Vedina enzima brasna ne stvara probleme tijekom proizvodnje proizvoda na bazi brasna i ne

uzrokuju smanjenu kvalitetu takvim proizvoda. Jedina iznimka je koli¢ina a-amilaze cije se
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prisustvo u brasnu najéeSc¢e dokazuje metodom broja padanja po Hagberg-Pertenu i

Brabenderovim Mikro Visko-Amilografom (Atwell i Finnie, 2016).

2.4.1. Metoda broja padanja po Hagberg-Pertenu

Metoda broja padanja (AACCI metoda 56-81.03) daje podatke o aktivnosti a-amilaze u uzorku
pSenicnog brasna i drugim mljevenim Zitaricama. Metoda se oslanja na smanjenje viskoznosti
Skrobne paste uzrokovano djelovanjem a-amilaze i ¢injenicu da je pSeni¢na a-amilaza aktivna
tek iznad temperature Zelatinizacije pSeni¢nog Skroba (Atwell i Finnie, 2016). Viskoznost
predstavlja omjer napona i brzine smicanja i jednostavno moze definirati kao unutrasnje koje

djeluje na tekudinu, tj. djeluje kao otpor tecenju tekuéina (Lovri¢, 2003).

Uredaj po Hagbergu (Slika 10) se sastoji od poklopljene vodene kupelji, standardizirane
mijeSalice viskozimetra, standardizirane kivete od specijalnog stakla i mjera¢a vremena.
Odredena kolic¢ina brasna i vode stavlja se u kivetu koja se umece u vodenu kupelj. Sadrzaj se
mijeSa i zagrijava te povedanjem temperature dolazi do Zelatinizacije Skroba. Mijeri se
likvefakcija Skroba pomocu a-amilaze. Broj padanja izrazava se u sekundama i predstavlja
zbroj vremena potrebnog za mijeSanje i vremena za koje mijeSalica viskozimetra prijede
odredenu udaljenost kroz zagrijani Skrobni gel koji se nalazi u fazi likvefakcije. Vrijednost broja
padanja obrnuto je proporcionalna udjelu a-amilaze u uzorku (Atwell i Finnie, 2016; Jukic i

Koceva Komlenié¢, 2018).

Slika 10 Uredaj po Hagbergu za odredivanje broja padanja (Web 2)

Vrijednost broja padanja (FN) uvelike utjeCe na kvalitetu kruha i pekarskih proizvoda.
Optimalna vrijednost iznosi izmedu 200 i 300 sekundi. Ukoliko je FN ispod 150 sekundi, radi

se o brasnu od proklijalih pSeni¢nih zrna gdje je aktivnost a-amilaze viska, a kruh od takvog
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brasna imao bi ljepljivu sredinu. Pri FN vec¢im od 350 sekundi aktivnost a-amilaze je mala, a

kruh bi imao mrvljivu i suhu sredinu te manji volumen (Juki¢ i Koceva Komleni¢, 2018).

2.4.2. Mikro Visko-Amilograf

Brabenderov Mikro Visko-Amilograf (MVAG) je naprednija verzija veé prihvacenog i u praksi
dokazanog amilografa koji za razliku od njega koristi mnogo manju koli¢inu uzorka (15 g), a
moguce je i softverski regulirati brzinu zagrijavanja/hladenja suspenzije. To je rotacijski
viskozimetar Ciji se princip rada zasniva na mjerenju viskoznosti suspenzije brasna i vodi pri
zagrijavanju odredenom brzinom u rotirajuc¢oj posudi (Slika 11). Djelovanjem temperature i
enzima dolazi do razgradnje Skroba i povecanja viskoznosti. Nakon postizanja maksimalne
viskoznosti dolazi do smanjenja viskoznosti uslijed pucanja opni zrnaca Skroba. Najvazniji
podatak ocitan iz amilograma je maksimalna viskoznost izraZzena u Brabenderovim jedinicama
(BU) (Atwell i Finnie, 2016). Prisustvo a-amilaze u pSeni¢nom brasnu ima velik utjecaj na
likvefakciju Skrobne paste tijekom zagrijavanja. Ukoliko je aktivnost a-amilaze velika,
maksimalna viskoznost biti ¢e manja (Dapcevié¢ Hadnadev i sur., 2011). U radu Mariotti i sur.
(2005) umjesto destilirane vode upotrijebili su 1 mM AgNOs koja se pokazala kao ucinkovit
inhibitor a-amilaze. Dobiveni rezultati pokazali su da sustav pripremljen s otopinom AgNOs3
ima znatno viSe vrijednosti maksimalne viskoznosti od sustava pripremljenog samo s

destiliranom vodom.

Slika 11 Mikro Visko-Amilograf (Cauvain i Young, 2009)
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj otopina razlicitih koncentracija srebrovog
nitrata (AgNOs) i bakrovog sulfata (CuSO4) na amilografske pokazatelje pSeni¢nog brasna i

odrediti njihov inaktivacijski potencijal na amiloliticke enzime.

3.2. MATERUAL | METODE

3.2.1. Materijali

Uzorak pSenice niske amiloliticke aktivnosti podvrgnut je kvasenju da bi se potaknulo klijanje
odnosno da bi se dobio uzorak s visokom amilolitickom aktivnoséu. Uzorak je 3 h bio potopljen
u vodu te procijeden i ostavljen u zatvorenoj komori jo$ 24 h, nakon ¢ega je bio podvrgnut
suSenju na zraku kroz sljede¢a 3 dana. Za potrebe daljnjih analiza pSenica je samljevena na
laboratorijskom mlinu Perten 3100. Dobiveno pSeni¢no brasno predstavljalo je uzorke s vrlo

visokom amilolitickom aktivnosti.

U svrhu inaktivacije amilolitickih enzima pripremljene su otopine AgNO3 u koncentracijama od
0,5mM, 1 mM, 2 mM i 5 mM iotopine CuSO4 u koncentracijama od 5 mM, 10 mM, 20 mM i
50 mM. Navedene otopine koriStene su tijekom amilografskog ispitivanja na Brabenderovom

Mikro Visko-Amilografu.

3.2.2. Odredivanje reoloskih svojstava Mikro Visko-Amilografom

Amilografsko ispitivanje je provedeno pomoc¢u Mikro Visko-Amilografa (Brabender OGH,
Duisburg, Njemacka). U mjernu posudu uredaja stavljalo se 15 g brasna (korigirano na 14%
vlage) i 100 g vode odnosno otopina AgNOs i CuSOs razli¢itih koncentracija. Mjerenje je

provedeno prema sljedeéim parametrima:

e  broj okretaja: 250 min!

e mjerno podrucje: 300 cmg

e pocetnatemperature: 30 °C

e brzina zagrijavanja: 5 °C/min

e maksimalna temperatura: 92 °C

e vrijeme zadrzavanja na 92 °C: 5 min
e hladenje 5 °C/min do 50 °C

e vrijeme zadrzavanja na 50 °C: 1 min
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Iz dobivene amilografske krivulje ocitani su (Slika 12 i 13):

e A =pocetna temperatura Zelatinizacije (°C)
e B =temperatura maksimuma (°C)

e B =maksimalna viskoznost (BU)

e C=viskoznost na kraju zagrijavanja (BU)

e D =viskoznost na pocetku hladenja (BU)

e E =viskoznost na kraju hladenja (BU)

Iz navedenih vrijednosti izracunavaju se i sekundarni parametri:

e B-D = opadanje viskoznosti (BU)

e E-D =reasocijacijska vrijednost (BU)
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Slika 12 Karakteristicne amilografske krivulje nakon zamjene vode otopinama AgNQOs (0,5
mM, 1 mM, 2 mMi5 mM)
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Slika 13 Karakteristicne amilografske krivulje nakon zamjene vode otopinama CuSQOas (5 mM,

10 mM, 20 mM i 50 mM)

3.2.3. Statisticka obrada rezultata

Dobiveni rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Analiza varijance

(one-way ANOVA) i Fisher-ov LSD test najmanje znacajne razlike (engl. Least significant

difference) provedeni su upotrebom programa Statistica 13.1 (Dell Inc., SAD) i Microsoft Office

Excel 2016.
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4. Rezultati i rasprava

Zadatak ovog diplomskog rada bio je ispitati inaktivacijski potencijal otopina AgNO3z i CuSOa4 na
amiloliticke enzime pSeni¢nog brasna. Amilografsko ispitivanje uzorka brasna s visokom
amilolitickom aktivnosti provedeno je standardno s vodom, ali i uz upotrebu razlicitih
koncentracija AgNOs i CuSQO4. Koncentracije otopina AgNOs iznosile su 0,5 mM, 1 mM, 2 mM i
5 mM. Koncentracije otopina CuSO4 bile su 10x ve¢e: 5 mM, 10 mM, 20 mM i 50 mM. Rezultati

amilografskih ispitivanja prikazani su na Slikama 14-18.

Zagrijavanjem suspenzije pSeni¢nog brasna i vode uz mijeSanje dolazi do povecanja viskoznosti
zbog toga Sto Skrobne granule apsorbiraju vodu i bubre. Pocetna temperatura Zelatinizicije
predstavlja temperaturu na samom pocetku porasta viskoznosti tijekom zagrijavanja.
Dodatkom razli¢itih koncentracija AgNO3 i CuSO4 doslo je do povisenja pocetne temperature
Zelatinizacije i to u veéoj mjeri dodatkom CuSQOas, no razlika u temperaturama nije velika (Slika

14).
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Slika 14 Utjecaj inaktivacije amilolitickih enzima na pocetnu temperaturu Zelatinizacije
(prikazani podaci su srednja vrijednost + standardna devijacija; vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisti¢ki znacajno
razli¢ite (p<0,05) prema Fisher-ovom LSD testu najmanje znacajne razlike)

Daljnjim zagrijavanjem suspenzije viskoznost se povecava do tocke koja se zove maksimalna

viskoznost. U ovoj tocki je broj netaknutih Skrobnih granula najvedi i smatra se pokazateljem
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sposobnosti vezanja vode. Inaktivacijom amilolitickih enzima pomocu razli¢itih koncentracija
AgNOs, ¢ak i pri dodatku najmanje koncentracije (0,5 mM AgNQO3s), doslo je do znacajnog
(p<0,05) povisenja temperature maksimuma (> 20 °C). Za razliku od CuSO4 gdje je povecanjem
koncentracije otopine s 5 mM na 10 mM doslo do povisenja temperature maksimuma sa 71 °C
na 85,9 °C, povecdanje koncentracije otopine AgNOs nije utjecalo na daljnje povedanje
temperature maksimuma. Razlike u temperaturama maksimuma izmedu 20 mM i 50 mM
CuSO4 gotovo da i nema. Usporedujuci utjecaj otopina AgNOs i CuSO;4 vidljivo je da otopine
AgNOs pri znatno nizim koncentracijama imaju veéi utjecaj na poviSenje temperature

maksimuma od otopina CuSO; (Slika 15)
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Slika 15 Utjecaj inaktivacije amilolitickih enzima na temperaturu maksimuma (prikazani podaci su
srednja vrijednost + standardna devijacija; vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razlicite (p<0,05)
prema Fisher-ovom LSD testu najmanje znacajne razlike)

Na Slici 16 prikazan je utjecaj razlicitih koncentracija otopina AgNOs i CuSO4 na maksimalnu
viskoznost. Maksimalna viskoznost suspenzije izrazava se u Brabenderovim jedinicama (BU) i
povezana je s amilolitickom aktivno$éu enzima. Ako je maksimalna viskoznost visoka,
amiloliticka aktivnost je niska, i obrnuto. Maksimalna viskoznost uzorka s dodatkom vode bila

je vrlo mala i iznosila je 57 BU Sto ukazuje na izrazito visoku amiloliticku aktivnost u ovom
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uzorku koja je osigurana kvasenjem psSeni¢nog zrna odnosno namjernim iniciranjem klijanja.
Kada su umjesto vode koriStene otopine AgNOs i CuSOs4 doSlo je do rasta vrijednosti
maksimalne viskoznosti $to je dokaz inaktivacijskog djelovanja ovih otopina. Veé u uzorku s
dodatkom 0,5 mM AgNOs doslo je do naglog povecanja maksimalne viskoznosti koja je iznosila
578 BU. Povecanjem koncentracije otopine AgNOs doslo je do proporcionalnog poveéanja
maksimalne viskoznosti. Maksimalna viskoznost uzorka s najve¢om koncentracijom (5 mM
AgNOs) iznosila je 743 BU. Usporedujuéi uzorke s dodatkom razli¢itih metala istih
koncentracija (uzorak s dodatkom 5 mM AgNOs i uzorak s dodatkom 5 mM CuSQ4) vidljivo je
da im se vrijednosti uvelike razlikuju. Maksimalna viskoznost uzorka s dodatkom 5 mM CuSO4
iznosila je samo 97 BU, $to je mnogo manje od maksimalne viskoznosti uzorka s dodatkom 5
mM AgNO:s koja je iznosila 578 BU. Tek dodatkom 20 mM otopine CuSO4 postigla se priblizno

jednaka maksimalna viskoznost, odnosno priblizno jednak efekt na inaktivaciju amilolitickih

enzima.
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Slika 16 Utjecaj inaktivacije amilolitickih enzima na maksimalnu viskoznost (prikazani podaci su
srednja vrijednost + standardna devijacija; vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razlicite (p<0,05)
prema Fisher-ovom LSD testu najmanje znacajne razlike)
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Moze se zakljuciti da se potpuna inaktivacija amilolitickih enzima postize dodatkom 5 mM
otopine AgNQOs ili 20 mM otopine CuSOa. Bhattacharya i Corke (1996) su u svom radu zakljucili

da se potpuna inaktivacija amilolitickih enzima postize vec¢ pri koncentracijama otopine AgNO3
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Slika 17 Utjecaj inaktivacije amilolitickih enzima na opadanje viskoznosti (prikazani podaci su
srednja vrijednost + standardna devijacija; vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razli¢ite (p<0,05)
prema Fisher-ovom LSD testu najmanje znacajne razlike)

Nakon postizanja maksimalne viskoznosti slijedi ubrzana razgradnja granula koja dovodi do
pada viskoznosti. Parametar "opadanje viskoznosti" je indikator stabilnosti i Sto je to opadanje
viskoznosti manje, veca je stabilnost Skrobne paste. Uzorci s dodatkom razli¢itih koncentracija
AgNOs imaju vecée opadanje viskoznosti od uzorka s dodatkom vode, te su im vrijednosti
priblizno jednake, neovisno o koncentraciji. Kod uzoraka s dodatkom CuSOs svakim
povisenjem koncentracije dolazi do poviSenja opadanja viskoznosti, odnosno smanjenja
stabilnosti Skrobne suspenzije. U uzorku s dodatkom 5 mM CuSOg iznosi 74 BU, dok pri najvisoj
koncentraciji (50 mM CuSOa) iznosi 421 BU (Slika 17). Uzorci s dodatkom 20 i 50 mM otopine
CuSO4 imaju priblizno istu maksimalnu viskoznost kao i uzorci s dodatkom 5 mM otopine

AgNOs3, ali znacajno vece vrijednosti opadanja viskoznosti. Moguci uzrok tomu je da otopina
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CuSOg4, osim Sto inaktivira amiloliticke enzime, ima i direktni utjecaj na granule Skroba i

stabilnost Skrobne paste te uzrokuje vecu likvefakciju u odnosu na otopinu AgNOs.
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Slika 18 Utjecaj inaktivacije amiloliti¢kih enzima na reasocijacijsku vrijednost (prikazani podaci su
srednja vrijednost  standardna devijacija; vrijednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razlicite (p<0,05)
prema Fisher-ovom LSD testu najmanje znacajne razlike)

Hladenjem prethodno Zelatinizarnog uzorka dolazi do poveéanja viskoznosti i formiranja gela.
Parametar "reasocijacijska vrijednost" upravo se odnosi na retrogradaciju amiloznih lanaca. Iz
rezultata prikazanih na Slici 18 vidljivo je da dodatkom razli¢itih koncentracija AgNO3z i CuSO4
dolazi do znatnog povisenja reasocijacijske vrijednosti, odnosno olaksava se retrogradacija
amiloze i stvaranje Skrobnog gela. Uzorci s dodatkom AgNOs imaju veée vrijednosti
reasocijacijske vrijednosti, ¢ak i pri nizZim koncentracijama, od uzoraka s dodatkom CuSOa.
Medu uzorcima s dodatkom CuSQO4 najvecu vrijednost reasocijacijske vrijednosti ima uzorak s
dodatkom 20 mM CuSOa, no i dalje je ta vrijednost manja od onih kada je dodavan AgNOs. Iz
ovoga se takoder moze zakljuciti da otopina CuSQO4 direktno utjece na svojstva skroba, a ne

samo na amiloliticke enzime.
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5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Zamjena vode otopinama AgNOs i CuSOs znacajno utjeCe na parametre amilografske

krivulje.

2. Povecanjem koncentracije dodanih otopina AgNOs i CuSO4 proporcionalno se povecavaju:
pocetna temperatura Zelatinizacije (°C), temperatura maksimuma (°C), maksimalna

viskoznost (BU), opadanje viskoznosti (BU) i reasocijacijska vrijednost (BU).

3. Potpuna inaktivacija amilolitickih enzima postize se dodatkom 5 mM otopine AgNOs ili

20 mM otopine CuSO4 ¢ime je dokazana puno vecéa ucinkovitost AgNOs.

4. Otopina CuSOa4, osim Sto inaktivira amiloliticke enzime, ima i direktni utjecaj na granule
Skroba i stabilnost Skrobne paste te uzrokuje veéu likvefakciju i manji intenzitet

retrogradacije u odnosu na otopinu AgNOs.

32



6. LITERATURA



6. Literatura

Aref MM, Noél JG, Miller H: Inactivation of Alpha-Amylase in Wheat Flour with Microwaves.
Journal of Microwave Power 7(3):215-221, 1972.

Atwell WA, Finnie S: Wheat flour. American Association of Cereal Chemists, St. Paul,
Minnesota, SAD, 2016.

Belderok B, Mesdag J, Donner DA: Bread-making quality of wheat: a century of breeding in
Europe. Springer, New York, 2000.

BeMiiller JN, Whistler R: Starch: Chemistry & Technology. Third edition, Academic press Inc.,
SAD, 2009.

BeMiiller JN, Whistler R: Carbohydrates. U Food Chemistry, str. 191-204. Marcel Dekker Inc.,
New York, 1996.

Bhattacharya M, Corke H: Selection of desirable starch pasting properties in wheat for use in
white salted or yellow alkaline noodles. Cereal chemistry 73(6):721-728, 1996.

Buléon A, Colonna P, Planchot V, Ball S: Starch granules: structure and biosysthesis.
International Journal of Biological Macromolecules 23(2):85-112, 1998.

Cauvain S: Technology of Breadmaking. Springer, Svicarska, 2015.

Cauvain SP, Young LS: The ICC Handbook of Cereals, Flour, Dough & Product Testing. DEStech
Publications Inc., Lancaster, Pennsylvania, SAD, 2009.

Cornell H: The chemistry and biochemistry of wheat. U Bread making: Impoving quality, str.
31-66. Woodhead Publishing Ltd., Cambridge, 2003.

Cornell H, Hoveling AW: Wheat: Chemistry and Utilization. CRC Press, New York, 2013.

Dapcevié¢ Hadnadev T, Poji¢ M, Hadnadev M, Torbica A: The Role of Empirical Rheology in Flour
Quality Control. U Wide Spectra of Quality Control, str. 335-360. InTech, Rijeka, 2011.

DPakovic L: Pseni¢no brasno. Zavod za izdavanje udzbenika, Novi Sad, 1980.
Eliasson AC: Starch in Food. Woodhead Publishing Ltd, Cambridge, 2004.

Gosswami AK, Jain MK, Paul B: a- and B-Amylases in seed germination. Biologia Plantarum
19:469-471, 1977.

Jelaca SL: Hemija i tehnologija pSenice. Jugoslavenski institut za prehrambenu industriju, Novi
Sad, 1972.

Juki¢ M, Koceva Komlenié¢ D: Materijali s predavanja na kolegiju ,Tehnologija proizvodnje i
prerade brasna”. Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek, 2018.

Kent NL, Evers AD: Technology of cereals. Elsevier Science Ltd, UK, 1994.

Kljusuri¢ S: Uvod u tehnologiju mljevenja psenice. Prehrambeno tehnoloski fakultet, Metkovic,
2000.

34



6. Literatura

Kornbrust BA, Forman T, Matveeva: Application of enzymes in baking. U Breadmaking:
Improving quality, str. 470-498. Woodhead Publishing Ltd, 2012.

Kruger JE, Reed G: Enzymes and color. U Wheat chemistry and technology, Vol 1, American
Association of Cereal Chemists, St. Paul, Minnesota, SAD, 1988.

Lovri¢, T: Procesi u prehrambenoj industriji s osnovama prehrambenog inZenjerstva. Hinus,
Zagreb, 2003.

Mariotti M, Zardi M, Lucisano M, Pagani MA: Influence of the Heating Rate on the Pasting
Properties of Various Flours. Starch — Stérke 57(11):564-572, 2005.

Mathewson PR: Enzymes. American Association of Cereal Chemists, St. Paul, Minnesota, SAD,
1998.

McDermott EE, Elton AH: Effect of Surfactants on the a-Amylase Activity of Wheat Flour.
Journal of the Science of Food and Agriculture 22:131-135, 1971.

Meredith P: Effects of Amylases and Metals on the Pasting Properties of Wheat Flour,
Determined by the Amylograph and by Hagberg’s Falling-Number Method. Cereal
Chemistry 47(5):483-491, 1970.

Perten H: Application of the falling number method for evaluating alpha-amylase activity.
Cereal Chemistry 41:127-140, 1964.

Rakita SM, Torbica AM, Dokié LIP, Tomi¢ JM, Poji¢ MM, Hadnadev MS, Dapcevié Hadnadev TR:
Alpha-amylase activity in wheat flour and breadmaking properties in relation to
different climatic condition. Food and Feed Research 42(2):91-99, 2015.

Sermek-Marcec |: Utjecaj inaktivacije amilolitickih enzima i stupanj osteéenja Skroba na
amilografski profil pSeniénog brasna. Diplomski rad. Prehtambeno-tehnoloski fakultet,
Osijek, 2015.

Simi¢ M, Zili¢ S: Proteini p3enice sa tehnologkog, nutritivnog i zdravstvenog aspekta. Hrana i
ishrana 59(2):68-73, 2018.

Singh K, Kayastha: a-Amylase from wheat (Triticum aestivum) seeds: Its purification,
biochemical attributes and active site studies. Food Chemistry 162:1-4, 2014.

Souza PM, Magalhaes PO: Application of microbial a-amylase in industry—a review. Brazilian
Journal of Microbiology 41:850-861, 2010.

Sramkovd Z, Gregova E, Sturdik E: Chemical Composition and nutritional quality of wheat
grain. Acta Chimica Slovaca 2(1):115-138, 2009.

Tester RF, Karkalas J, Qi X: Starch structure and digestibility Enzyme-Substrate relationship.
World's Poultry Science Journal 60(2):186-195, 2004.

Ugarc¢i¢-Hardi Z: Tehnologija proizvodnje i prerade brasna, Prehrambeno-tehnologki fakultet,
Osijek, 1999.

35



6. Literatura

Van Oort M: Enzymes in bread making. U Enzymes in Food Technology, str. 103-143. Blackwell
Publishing Ltd., UK, 2010.

Van Oort M: Enzymes in food technology-introduction. U Enzymes in Food Technology, str. 1-
16. Blackwell Publishing Ltd., UK, 2010.

Vengadaramana A: Industrial Important Microbial alpha-Amylase on Starch-Converting
Process. Scholars Academic Journal of Pharmacy 2(3):209-221, 2013.

Walter RH: Polysaccharide association structures in food. Marcel Dekker Inc., New York, SAD,
1998.

Wang S, Li C, Copeland L, Niu Q, Wang S: Starch Retrogradation: A Comprehensive Review.
Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety 14(5):568-585, 2015.

Wieser H, Koehler P, Scherf KA: Wheat-An Exceptional Crop. Woodhead Publishing Ltd.,
Cambridge, 2020.

Web 1: http://www.food-info.net/uk/carbs/starch.htm (31.8.2020.)

Web 2: https://bastak.en.ec21.com/Falling Number 5000 Enzyme Meter--
6048724 6048924.html (7.9.2020.)

36



