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1. Uvod

PsSenica (Triticum aestivum L. ssp. vulgare) je danas kultura koja po vaznosti u ljudskoj
prehrani zauzima prvo mjesto. Prije svega koristi se kao kruSna biljka, a pSeni¢nim kruhom
hrani se oko 70% stanovnistva svijeta. Koristi se u mlinsko - pekarskoj industriji,
konditorskoj, te farmaceutskoj i pivarskoj industriji. Vazna je i kao sirovina za proizvodnju
stocne hrane, a slama se koristi kao stelja za zivotinje. Moze se koristiti 1 za proizvodnju
celuloze i papira. Najveéi zna¢aj ima obi¢na ili meka pSenica koja se dijeli na ozimu i jaru
formu. U svijetu ozima pSenica zauzima vece povrsine i u prosjeku daje vece i stabilnije
prinose od jare, iz ¢ega proizlazi i njihov op¢i ekonomski znaca;.

Glavni kemijski spojevi zrna p$enice koji odreduju kvalitetu zrna i prinos su bjelancevine
(9-19%) i 8krob (60-73%). Kao medunarodni standard pSenice uzima se sadrzaj bjelan¢evina
u zrnu od 13,5%. Psenicni kruh bogat je vitaminima kompleksa B (B1, B2, B3), te sadrzi za
ljudski organizam vazne elemente (kalcij, fosfor i zeljezo). Omjer amiloze i amilopektina igra
vaznu ulogu u kvaliteti pSenice, jer znacajno utjece na svojstva Skroba, a prema Van Hung i
sur. (2006.) uobicajeno se krece u rasponu 25-28% i 72-75%. Tvrdoca zrna je drugo vazno
svojstvo koje utjeCe na kvalitetu pSenice. Krajnja namjena i produkt ovisi 0 sorti pSenice i
okolisu, te njihovim interakcijama. Kvaliteta pSeni¢nog brasna i urod zrna pod snaznom Ssu
kontrolom genetskih faktora, a uvjeti okolisa tijekom nalijevanja zrna utjecu na njihovu

ekspresiju.

Mutacijom gena sintaze vezane na granulu (eng. Granule-Bound Starch Synthase, GBSS),
enzima koji je odgovoran za biosintezu amiloze, dolazi do proizvodnje §kroba sa smanjenim
udjelom amiloze, tj. povecanim udjelom amilopektina (tzv. djelomi¢no voStane pSenice) ili
Skroba koji se sastoji samo od amilopektina (tzv. vostane pSenice) (Graybosch, 1998.).
Djelomicno vostane pSenice mogu posluZziti kao izvor brasna za azijsku tjesteninu "noodles",
a brasno vostanih pSenica moze posluziti u industriji ljepila 1 papira, te za povecanje roka

trajanja pekarskih proizvoda.

S druge strane, visokoamilozni §krob izvor je rezistentnog Skroba, koji ima veliki utjecaj na
ljudsko zdravlje (Van Hung i sur., 2006.), jer regulira razinu kolesterola u krvi i glikemijskog
indeksa, utjeCe na funkcioniranje probavnog sustava, pomaze u kontroli dijabetesa i dr.
Sastav pSeni¢nog Skroba treba biti jedan od glavnih ciljeva buducih oplemenjivackih

programa obzirom na Koristi za ljudsko zdravlje, a intenzivno se radi i na modificiranju



Skroba zbog proSirenja primjene, ¢ime se mogu dobiti 1 rezistentni Skrobovi za primjenu u

pekarskoj industriji sa svihom pobolj$anja pekarskih proizvoda (Subarié i sur., 2012.)

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati varijabilnost kvalitativnih svojstava kod 24 hrvatske i Sest
stranih sorata ozime pSenice metodom Megazyme k-amyl 07/11 (Megazyme International

Ireland, 2011.), te istraziti potencijal istih za posebne namjene.



2. Pregled literature

2.1. Skrob i ispitivanje $krobnih granula

Skrob je polisaharid opée formule (CgH10Os)n. Uz celulozu, najvazniji  je
produkt asimilacije u biljkama koji nastaje fotosintezom (u kloroplastima) tijekom
osvjetljenja (Slika 1). Omjer amiloza / amilopektin igra vaznu ulogu u kvaliteti pSenice, jer

znacajno utjece na svojstva Skroba (Lee i sur., 2001.).

ATP 4 a-plucose-1-P <= ADP-glucose + PP

ADP-glucose + a-1,4 glucan =o- 1 4-plucosvl-a-1,4 glucan + ADP

Elongted -1 4-oli gosaccharide chain =1 4--1 6 branched-glucan
(pro-amyvlopectin) (phvtoglveogen)

Slika 1. Sinteza $kroba u biljkama i algama (Eliasson, 2004.)

Skrob se sastoji od dvije vrste polimera glukoze (amiloza i amilopektin) uz omjer amiloza /
amilopektin u rasponu izmedu 25-28% i 72-75%. Amiloza je linearna molekula, u kojoj su
glukozne jedinice povezane a-1,4 glikozidnom vezom (Van Hung i sur., 2006.). Postoje
mjesta grananja, ali su vrlo rijetka, tako da amiloza zadrzava svojstva ravnolancastog
polimera i uvija se u strukturu dvostruke uzvojnice (BeMiller i Whistler, 1996.). Amilopektin
je jako razgranata molekula u kojoj su jedinice glukoze, osim a-1,4-vezama u strukturi ravnog
lanca, vezane i a-1,6 glikozidnim vezama na mjestima grananja (BeMiller i Whistler, 1996.,
Peng i sur., 1999., Van Hung i sur., 2006.).

Amiloza i amilopektin radijalno se povezuju u Skrobnu granulu ¢ija veli¢ina i oblik ovise 0
botanickom podrijetlu Skroba (Ackar, 2010.). Poznato je da endosperm zrele pSenice sadrzi
dvije vrste $krobnih granula, to jest velike A i male B vrste granula. Skrobne granule tipa A
imaju oblik diska ili le¢e s prosje¢nim promjerom od 10-35 um, a Skrobne granule tipa B su
manje od 10 um u promjeru, te su okruglog ili poligonalnog oblika. U prosjeku, Skrobne
granule tipa A ¢ine do 3% od ukupnog broja granula Skroba u endospermu zitarica, ali vise od
70% od ukupne tezine Skroba endosperma, dok Skrobne granule tipa B iznose vise od 90% od
ukupnog broja granula Skroba, ali 25-30% u odnosu na ukupnu masu $kroba u zrelom
endospermu psenice (Dai i sur., 2008.). Osim Skroba, u skrobnoj granuli nalaze se i neskrobne

komponente, od kojih su najznacajniji proteini, lipidi i fosfor (Ackar, 2010.).


http://hr.wikipedia.org/wiki/Celuloza
http://hr.wikipedia.org/wiki/Asimilacija

Omijer A i B granula moze utjecati na svojstva pSeni¢nog Skroba. Peterson i Fulcher (2001.)
ispitivali su na tvrdim jarim pSenicama povezanost distribucije veli¢ine Skrobnih granula sa
reoloskim svojstvima paste i mijeSenja. Udio velikih granula Skroba znacajno je korelirao sa
reoloskim svojstvima paste psSeni¢nog braSna, dok je udio malih granula Skroba (veli¢ine

ispod 10 um u promjeru) znacajno korelirao sa svojstvima mijeSenja pSenicnog brasna.

Li i sur. (2008.) ispitivali su veli¢inu granula Skroba, te odnos izmedu distribucije granula
Skroba i sadrzaja amiloze u zrnu mekih i tvrdih sorata pSenice uzgajanih u Kini. Dobiveni
rezultati ukazivali su na vrlo znaCajne varijacije izmedu tvrdih i mekih sorata pSenice, tj.
pokazalo se da tvrde pSenice imaju vise granula tipa B (<9,9 um) i manje granula tipa A

(22,8-42,8 um) u odnosu na meke psenice.

Obzirom da na veli¢inu granule pSenicnog Skroba utjecu genetski i okoli$ni ¢imbenici, Dai 1
sur. (2008.) su koristili dvije sorte pSenice, Lumai 21 (sadrzaj Skroba 68,9%) i De 99-3
(sadrzaj Skroba 64,6%) za ispitivanje veli¢ine Skrobnih granula pod utjecajem navodnjavanja i
prirodno dostupne vode. U usporedbi s umjetnim navodnjavanjem, tlo sa prirodno dostupnom
vodom (kiSa) utjecalo je na Skrobne granule u zrnu obje sorte poveéanjem volumena i
povrsine granula < 9,8 pm, te smanjenjem navedenoga kod granula > 18,8 um. Manjak vode u
tlu smanjio je sadrzaj amiloze i Skroba u zitaricama, ali je poveao udio proteina, te
maksimalnu i zavr$nu viskoznost. Na temelju rezultata, utvrdili su da je stres uzrokovan
suSom koristan za poboljSanje kvalitete zrna ozime pSenice.

Navedeni autori utvrdili su takoder da je udio amiloze i Skroba u zrnu u negativnoj korelaciji s
volumenom granula $kroba < 9,8 um, te da je udio proteina u zrnu u pozitivnoj korelaciji s
navedenim, stoga B granule imaju nizak udio amiloze i §kroba, a visok udio proteina, dok je u

A granulama udio amiloze i Skroba visok.

Park i sur. (2009.) ispitivali su veli¢ine $krobnih granula tvrde crvene ozime i tvrde crvene
jare pSenice, te njihove u€inke na mijeSenje 1 kvalitetu kruha. Postojale su znacajne razlike u
distribuciji veli¢ine izmedu ozimih i jarih pSenica. U jarim pSenicama, B-granule zauzele su
volumen od prosjecnih 47,3 %, Sto je viSe u odnosu na ozime pSenice kod kojih su zauzeli
prosjecnih 39,9%. Udio proteina je bio obrnuto proporcionalan s promjerom i volumenom B-
granula. Brojne kvalitativne osobine pSenice i1 braSna takoder su pokazale znacajnu korelaciju

sa distribucijom veli¢ine Skrobne granule.



Salman i sur. (2009.) su pet vrsta pSeni¢nog $kroba (Triticum aestivum L.) sa sli¢cnim udjelom
amiloze, te vostane pSenice (Smanjeni udio amiloze) razdvojili na velike (A) i male (B)
granule. Korelacije izmedu strukturnih i funkcionalnih parametara su bile znacajnije za
izdvojene A i B granule, u odnosu na nefrakcionirani $krob. Ovo ispitivanje pokazuje da se A
i B granule razlikuju u strukturi i funkcionalnosti, te da neke korelacije izmedu tih svojstava
mogu biti ,,prikrivene® U nefrakcioniranom $krobu s bimodalnom distribucijom veli¢ine
granula. Autori ukazuju na vrijednost prouc¢avanja A i B granula odvojeno, kako bi se bolje

razumio odnos izmedu strukture 1 funkcionalnosti $kroba.

2.2. Utjecaj amiloze, amilopektina i njihovog omjera na svojstva Skroba

PSeni¢ni Skrob posjeduje jedinstvena svojstva koja su vazna za njegovu primjenu u
prehrambenoj industriji. Prema Ackar i sur. (2010.) neka od svojstava pSeni¢nog Skroba su:
zelatinizacija, retrogradacija, kapacitet bubrenja, indeks topljivosti, boja Skroba, bistroca
Skrobne paste, reoloska svojstva paste, udio rezistentnog Skroba, stabilnost paste tijekom

ciklusa zamrzavanje — odmrzavanje, ¢vrstoca $krobnog gela itd.

Zelatinizacija u najuzem smislu je toplinski poremeéaj kristalne strukture u nativnim
Skrobnim granulama, ali u Sirem smislu ukljucuje povezane dogadaje, kao Sto su bubrenje
granula i ispiranje topivih polisaharida (Tester i Morrison, 1990.), stoga zagrijavamo li

Skrobnu suspenziju u vodi, do¢i ¢e do Zelatinizacije 1 otapanja Skrobnih granula.

Hladenjem zelatiniziranog Skroba dolazi do procesa retrogradacije, u kojem se molekule
rekristaliziraju (Ackar i sur., 2010.), ¢ime nastaje sporo ili tesko probavljivi $krob.
Kontinuiranim zagrijavanjem Skrobne suspenzije uz mijeSanje dolazi do otapanja granula i
porasta viskoznosti otopine pri ¢emu nastaje pasta, koja se prema Cui (2005.) definira kao
slozeni polimerni sustav u kojemu su nabubrene granule uklopljene u matriks molekula
amiloze.

Nakon hladenja paste, dolazi do dodatnog povecanja viskoznosti, pri cemu se lanci amiloze
spajaju, te uz pomo¢ amilopektina tvore gel, pod uvjetom da je koncentracija dovoljno visoka
(Eliasson, 2004.).

Tester i Morrison (1990.) su ispitivali utjecaj amilopektina, amiloze i lipida na bubrenje i

zelatinizaciju Skrobova Zitarica. Razvili su postupak za mjerenje volumena vode koju su



Skrobne granule apsorbirale. Krivulje bubrenja pSeni¢nog Skroba, normalnog i vosStanog
je¢menog, te kukuruznog Skroba utvrdene mjerenjem faktora bubrenja na razliCitim
temperaturama do 85°C, obiljezili su u pocetnoj fazi lagano bubrenje, u drugoj fazi brzo
bubrenje, a u zavrsnoj fazi maksimalno bubrenje. Mnogi ¢imbenici mogu pridonijeti bubrenju
i Zelatinizaciji. Tako su ova ispitivanja pokazala da je bubrenje $krobnih granula Zitarica
grijanih u vodi povezano s nizom dogadaja, posebice poremecajem kristalne strukture.
Ispitivanja s vosStanim i normalnim Skrobom dovela su do zakljucka da je amilopektin
odgovoran za svojstvo bubrenja, dok je amilozno-lipidni kompleks u negativnoj korelaciji sa
svojstvom bubrenja. Ispiranje polisaharida (amiloza, amilopektin ili oboje, ovisno o $krobu)

sa granula uglavnom visoko korelira sa stupnjem bubrenja svakog $kroba.

Skrob pseni¢nog bragna (Triticum aestivum L.) utjeée na kvalitetu prehrambenih proizvoda
zbog temperaturno ovisnih interakcija Skroba s vodom tijekom Zzelatinizacije, bubrenja i
stvaranja gela.

Miles i sur. (1985.) ispitivali su retrogradaciju Skrobnih gelova difrakcijom X-zraka i
diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom. Rezultati su pokazali da komponenta amiloze u
Skrobnim gelovima retrogradira brzo, a kristalizacija amiloze doseZe granicu nakon dva dana.
Amilopektin je bio visoko kristaliziran nakon nekoliko dana skladistenja, te su dugoro¢ne
promjene u Kkristalizaciji bile uglavhom povezane s frakcijama amilopektina, stoga je

zakljuceno da amilopektin retrogradira polako tijekom vremena.

Navedene rezultate, koji pokazuju da $krob s ve¢im sadrzajem amilopektina ima tendenciju da
kristalizira viSe tijekom duZeg vremena skladiStenja, potvrdilo je ispitivanje Sasaki i sur.
(2000.) u kojemu se pokazalo da je entalpija taljenja rekristaliziranog $kroba u negativnoj

korelaciji sa sadrzajem amiloze.

Blazek i Copeland (2008.) ispitivali su utjecaj ukupnog sadrzaja amiloze, slobodne amiloze i
amilozno-lipidnih kompleksa, distribuciju duljine lanaca amilopektina na bubrenje, te
reoloska svojstva paste pSeni¢nog brasna (Triticum aestivum L.) i Skroba iz sorte pSenice s
povecanim udjelom amiloze. Amilopektinski lanci sa stupnjem polimerizacije ve¢im od 36 su
povezani s povecanjem maksimalne, minimalne i zavr$ne viskoznosti Skrobne paste, §to moZze
biti uzrokovano gradom molekula amilopektina koje sprecavaju gomilanje tih vrlo dugih
lanaca, tako da oni zadrzavaju svoju sposobnost formiranja intermolekularnih veza s ostalim

komponentama gela (Blazek i Copeland, 2008.). Nije utvrdena znacajna korelacija izmedu

6



distribucije duljine lanca amilopektina i bubrenja brasna i $kroba. Ovo ispitivanje je pokazalo
da je bubrenje brasna jednostavan test koji pokazuje broj industrijski relevantnih
karakteristika §kroba, te se moze koristiti kao indikator sadrzaja amiloze i reoloskih svojstava

Skrobne paste.

Singh i sur. (2009.) ispitivali su reoloska svojstva paste, te strukturna i toplinska svojstva
Skroba indijskih i egzoti¢nih vrsta pSenice. Vecina Skrobova pokazali su udio amiloze u
rasponu od 22% i 28%. Egzotermne temperature bile su u negativnoj korelaciji sa bubrenjem.
Zabiljezena je povezanost jedinica amilopektinskih lanaca, s razli¢itim stupnjem
polimerizacije, (eng. Degree of polymerization, DP) sa temperaturom zelatinizacije, te
toplinskih i ,,setback parametara. Temperatura zelatinizacije pokazala je pozitivnu korelaciju
s kratkim lancima (DP 6-12), te negativnu korelaciju sa srednjim lancima (DP 13-24)
amilopektina. U ovom ispitivanju autori su ukazali na jaku vezu izmedu molekularnih
¢imbenika kao $to su amilozno-lipidni kompleksi i temperatura Zelatinizacije. Zakljuéili su da
amilopektin pridonosi bubrenju Skrobnih zrnaca i stvaranju tijesta, dok amiloza i lipidi

inhibiraju taj proces.

Blazek i sur. (2009.) ispitivali su termofizikalna svojstva pSeni¢nih Skrobova sa sadrzajem
amiloze izmedu 36% i 43%. Utvrdili su da se Zelatinizacija Skroba pSenice odvija u rasponu
61,5 - 65,4 °C, dok je vostani Skrob imao viSu temperaturu Zelatinizacije (66,8 °C) zbog viSeg
stupnja kristali¢nosti. Takoder su zakljuéili da sadrZzaj amiloze izravno utjeCe na organizaciju
polu-kristalnih lamela u prstenovima koji izgraduju Skrobne granule, dok su toplinska

svojstva pod utjecajem interakcije sadrzaja amiloze i amilopektina.

2.3. Skrob sa smanjenim udjelom amiloze - vo$tani §krob

Omijer amiloza / amilopektin se razlikuje medu Skrobovima, a uobicajeni nivo amiloze i
amilopektina je 25-28 i 72-75%. Skrob nekih sorata psenice sadrzi ili veéi udio amiloze (do
70%), te se nazivaju visokoamilozne pSenice ili vec¢i udio amilopektina (vise od 90%
amilopektina), te se nazivaju vostane pSenice (Van Hung i sur., 2006.). Vostana pSenica i
visokoamilozna pSenica razvijaju jedinstvena funkcionalna svojstva $kroba (Van Hung i sur.,
2006.). Skrob tih pSenica ima specifi¢ne strukture i jedinstvene karakteristike koje se koriste u

svrhu poboljsanja kvalitete prehrambenih proizvoda.



Graybosch (1998.) navodi karakteristike i potencijalnu korist djelomi¢no vostanih i vostanih
psSenica. GBSS je enzim odgovoran za biosintezu amiloze u pSenici, kojega kodiraju tri gena
(Wx-Al, Wx-B1, Wx-D1). Pojavom mutacija, dolazi do stvaranja nultih alela. Prisutnodé¢u
jednog ili dva GBSS nulta alela dolazi do proizvodnje Skroba sa smanjenim sadrzajem
amiloze, tj. nastanka djelomi¢no vostanih pSenica. Kod pSenica s mutacijama na sva tri
kodiraju¢a gena Skrob se sastoji samo od amilopektina, tj nastaju voStane pSenice. Autor
navodi da su djelomi¢no vostane pSenice izvori brasna s optimalnom kvalitetom za azijsku
tjesteninu, tj. rezance ili ,,noodles®, za $to se vosStani pSeni¢ni $krob ne moze koristiti, no moze
imati primjenu kao supstrat za razvoj modificiranih Skrobova za hranu, te u industriji ljepila i
papira. BraSno vostanih pSenica se takoder moze koristiti za povecanje roka trajanja pekarskih

proizvoda, bez istodobnog razrjedenja glutena.

Baik 1 sur. (2003.) koristili su djelomi¢no vostane pSenice s 2 nulta alela za izolaciju Skroba i
pripremu bijelih rezanaca ("noodles"). Karakteristike Skroba i teksturu rezanaca usporedivali
su s brasnom psenice normalnog sadrzaja amiloze. Djelomicno vostani Skrob imao je udio
amiloze 15,4-18,9%, a normalni $krob 22,7-25,8%. Unato¢ visokom sadrzaju proteina, brasno
djelomicno vostanih pSenica je rezultiralo mekSim i kohezivnijim tijestom uz manje lijepljenja
za razliku od brasna pSenice s normalnim sadrzajem amiloze. Takoder, dodatak brasna

djelomicno vostane pSenice rezultirao je poboljSanjem tijesta.

Yoo i Jane (2002.) ispitivali su strukturu i svojstva Skrobova izoliranih iz voStane pSenice,
pSenice sa smanjenim udjelom amiloze i normalne ozime pSenice (sorta Centura i
komercijalni $krob). Udio amiloze u navedenim bio je < 0.2, 21.5, 26.2 i 26.6 %. Molekulska
masa amilopektina je pokazivala negativnu korelaciju sa sadrZzajem amiloze u Skrobu, a udio
dugih bo¢nih ogranaka amilopektina pokazivao je pozitivnu korelaciju sa sadrzajem amiloze.
Rezultati su takoder pokazali da je struktura amilopektina vostane pSenice kompaktnija od
strukture amilopektina ostalih pSenica. Razlike u temperaturi Zelatinizacije i maksimalnoj
viskoznosti izmedu normalnog i voStanog pSeni¢nog Skroba bile su znatno vece od razlika
izmedu odgovarajucih kukuruznih Skrobova. Odsustvo amiloze u voStanom pSeni¢nom Skrobu
nije utjecalo na kristalni polimorfizam, veli¢inu granula, morfologiju 1 temperaturu

zelatinizacije, ali je povecalo stupanj kristali¢nosti. Amilopektin voStane pSenice imao je

! Nuti alel je mutirana kopija gena kojoj u potpunosti nedostaje normalna funkcija tog gena
(http://www.nfstc.org/pdi/Subject06/pdi_s06_m02_10_b.htm)



znacajno vecu molekulsku masu i ve¢u molekulsku gustocu od amilopektina drugih pseni¢nih

Skrobova, a prisustvo dugih bo¢nih ogranaka nije utvrdeno.

Van Hung i sur. (2006.) su ispitivali utjecaj omjera amiloza / amilopektin na kvalitetu
proizvoda. Nije utvrdena znacajna razlika u duljini lanaca i stupnju polimerizacije
amilopektina, $to ukazuje da vostani karakter ima mali utjecaj na duljinu lanaca molekule
amilopektina. Difrakcija X-zraka pokazala je da vostani Skrob sadrzi A-tip granula i ima visi
stupanj kristali¢nosti zbog viseg udjela amilopektina, zbog ¢ega zahtijeva vecu energiju, tj.
temperaturu za Zelatinizaciju u odnosu na nevostani i visokoamilozni Skrob. Vostani skrob
pokazivao je brzu zelatinizaciju, visoku viskoznost, te visoku otpornost na retrogradaciju
tijekom skladiStenja. Toplinska svojstva vostane i visokoamilozne ps$enice odredena pomocu
diferencijalne motridbene kalorimetrije (DSC) takoder su se znacajno razlikovala i specifi¢na

su za svaku sortu.

Labuschagne i sur. (2007.) ispitivali su utjecaj okoline na sadrzaj $kroba, omjera amiloza /
amilopektin i kvalitetu pe¢enja kruha. Ispitivali su 10 jarih pSenica na 3 razli¢ita okruzenja.
Sadrzaj $kroba znacajno je bio pod utjecajem okoliSa, te je bio u negativnoj korelaciji S
volumenom kruha, sadrzajem vlaznog glutena i sadrzajem proteina u brasnu. Omjer amiloza /
aminopektin bio je konstantan za sva 3 okruzenja, ali nije bio zna¢ajno povezan s kvalitetom
brasna i kruha, iako je bilo znacajne korelacije na pojedinim sredinama. Autori su zakljucili
da izbor sorte i podrucje uzgoja utjeCe na sadrzaj Skroba, te da visoki sadrzaj Skroba kod

sorata ne mora nuzno rezultirati loSom kvalitetom braSna i kruha.

Corcuera i sur. (2007.) ispitivali su sastav Skroba pet argentinskih komercijalnih sorti.
Koli¢ina Skroba kretala se izmedu 58% i1 59,9%, te nije bilo utvrdene statisticki znacajne
razlike izmedu godina za svaku sortu niti izmedu sorata, dok se sadrZzaj amiloze 1
amilopektina razlikovao. Zakljucili su da se sadrzaj Skroba ne moze modificirati okoliSnim

Ciniteljima.

Purna i Kumar (2010.) ispitivali su ¢imbenike koji djeluju na reoloska svojstva paste kod
brasna voStane pSenice. Brasno vostane pSenice imalo je znacajno vecu aktivnost a-amilaze u
odnosu na normalno i djelomi¢no vostano pSeni¢no brasno. Matriks proteina i osjetljivost na
a-amilazu su faktori koji doprinose Sirokom rasponu reoloskih svojstava paste brasna vostane

pSenice. Izolirani vostani pSenic¢ni Skrobovi koji vise ne sadrze a-amilaze su imali vrlo sli¢na

9



reoloska svojstva paste. Granule Skroba voStane pSenice su imale veci stupanj bubrenja u
odnosu na granule normalnog pseni¢nog Skroba, stoga je i brasno vostanih pSenica imalo vecu

apsorpciju vode, a takoder 1 krace vrijeme mijeSenja od normalnog pSeni¢nog brasna.

2.4. Rezistentni Skrob

Razgradnja probavljivog Skroba se odvija u tankom crijevu, dok se veliki dio Skroba ne
probavlja niti nakon 120 min, ve¢ nerazgraden odlazi u debelo crijevo gdje dolazi do
fermentacije i nastanka kratkolan¢anih masnih kiselina, medu kojima je i maslac¢na kiselina
koja je najvazniji izvor energije za stanice (Fuentes-Zaragoza i sur., 2010.). Skrob se prema
probavljivosti dijeli na brzo, lako probavljivi, te rezistentni $krob (eng. Resistant starch, RS)
(Sajilata i sur., 2006.). Brojna ispitivanja su pokazala da rezistentni $krob ima svojstva
vlakana. RS je razmatran i kao novi sastojak za stvaranje hrane bogate vlaknima, no problem
je $to nema sva svojstva topivih i netopivih vlakana zajedno (Sharma i sur., 2008.).
Rezistentni $krob je prema otpornosti na probavu u tankom crijevu i prehrambenim izvorima

razvrstan u Cetiri podtipa: RS1-RS4 (Fuentes-Zaragoza i sur., 2010.).

Eerlingen i Delcour (1995.) ispitivali su svojstva rezistentnog Skroba tip III. Tijekom
retrogradacije, dio Skroba koji postaje otporan na amiloliticke enzime je rezistentni Skrob tip
I11, koji je toplinski vrlo stabilan. Razli¢iti ¢imbenici utjeCu na formiranje njegove strukture.
Autori navode da osim vrste Skroba, koji definira odnos amiloza / amilopektin, duzina
polimernog lanca 1 sadrzaj lipida, te prisutnost drugih komponenti, imaju utjecaj na koli¢inu 1

kvalitetu nastalog RS.

Sajilata i sur. (2006.) navode da rezistentni $krob pozitivno utjece na crijevnu mikrofloru, na
funkcioniranje probavnog sustava kao prebiotik, regulira razinu kolesterola u krvi i
glikemijskog indeksa, pomaZe u kontroli dijabetesa, te sadrZi jo§ mnogo beneficija, zbog cega
se intenzivno istrazuje u posljednje vrijeme, kako zbog znacajnog utjecaja na ljudsko zdravlje,

tako i zbog djelovanja na svojstva proizvoda u koje se dodaje.

Prema Van Hung i sur. (2006.), visokoamilozni skrob je izvor rezistentnog $kroba, koji ima
veliki utjecaj na ljudsko zdravlje.
Van Hung i sur. (2008.) su izolirali pSeni¢ni $krob iz razli¢itih visokoamiloznih sorti pSenice

zbog ispitivanja njihovih fizikalno-kemijskih svojstava i strukture Skroba. Visokoamilozni
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pseni¢ni Skrob imao je manju maksimalnu i konacnu viskoznost, te viSu temperaturu

zelatinizacije od normalnog pSeni¢nog Skroba.

Prema Subari¢ i sur. (2012.), RS stimulira rast bakterija Bifidobacterium, Lactobacillus,
Eubacterium, Bacteroides, Enterobacter i Streptococcus, ujedno inhibira rast sojeva

Escherichia coli, Clostridium difficile i anaerobnih bakterija koje reduciraju sumpor i sulfat.

Wronkowska i Soral-Smietana (2012.) su ispitivale sposobnost koristenja rezistentnog $kroba
iz nativnog Skroba pSenice za rast odabranih sojeva Bifidobacterium, te potencijalni utjecaj
zelatinizacije na stupanj iskoriStenosti rezistentnog Skroba. Nativni Skrobovi i njihovi
pripravci imali su razli¢it sadrzaj frakcije RS, koji je metaboliziran tijekom in vitro
fermentacije za rast Bifidobacteriuma. Frakcija RS iz nativnog $kroba pokazala se kao bolji
supstrat za odabrane bakterije i njihova je iskoristenost bila veca (19-34%) u usporedbi s
modificiranim Skrobnim pripravcima (0-13%). Postupak Zelatinizacije nativnih Skrobova i
njihovih pripravaka imao je zanemariv ufinak na metabolizam rezistentnog Skroba kod

odabranih Bifidobacteriuma.

Rezistentni Skrobovi dobiveni modifikacijom (tip IV) primjenjuju se prije svega u pekarskoj

industriji za dobivanje kruha i ostalih pekarskih proizvoda kako bi im se povecao udio
vlakana i smanjila energetska vrijednost (Subari¢ i sur., 2012.). ,,Obi¢na“ vlakna vezu velike
koli¢ine vode, no rezistentni Skrob ima mali kapacitet zadrzavanja vode §to poboljSava
teksturu i kvalitetu krajnjeg proizvoda (Sajilata i sur., 2006.). Prema Subarié i sur. (2012.),
RS se osim u pekarskoj industriji, moze Koristiti i u proizvodnji majoneze, margarina, kolaca,
keksa, tjestenine, termoreverzibilnih gelova, gelova visoke ¢vrstoce, kao sredstvo za
zguSnjavanje 1 Zeliranje itd. RS je privukao mnogo paznje zbog svojih potencijalnih

zdravstvenih beneficija i funkcionalnih svojstava.

2.5. Modificirani Skrob

Kod primjene nativnih §krobova postoje odredena ogranicenja, zbog ¢ega je njihova primjena
u razli¢itim granama industrije relativno niska (Abbas i sur., 2010.). U svrhu poboljsanja
funkcionalnih svojstava primjenjuju se razliciti fizikalni, kemijski, enzimski postupci i
njihova kombinacija, te se proizvode modificirani Skrobovi funkcionalnih svojstava razli¢itih

od nativnog skroba (Subari¢ i sur., 2012.), s tim da im se molekularna struktura uglavnom ne
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mijenja. Prema Gunaratne i Corke (2007.); Van Hung i Morita (2005.), primjenom razli¢itih
postupaka, kod Skroba se modificira temperatura Zelatinizacije, viskoznost, otpornost na
procese zamrzavanje / odmrzavanje, otpornost na nizak pH, povecéanje stabilnosti i dr. Osim
postizanja zeljenih svojstava Skroba za prehrambenu industriju, modifikacijama se omogucuje
i primjena Skroba u neprehrambenoj industriji, npr. u farmaceutskoj industriji kao nosaca
razli¢itih aktivnih tvari, u papirnoj industriji, u proizvodnji biorazgradive ambalaze i dr. (Fang

i Fowler, 2003., Subari¢ i sur., 2012.).

2.6. Determinacija amiloze i amilopektina

Amiloza i amilopektin iz razli¢itih Skrobova se razlikuju u svojim molekularnim strukturama,
a razne kromatografske tehnike su koristene kako bi se te razlike utvrdile i iskoristile u

odabiru najboljeg skroba za hranu.

Williams i sur. (1970.) su ispitivali sadrzaj amiloze u Skrobu i brasnu koriste¢i precizan, brz i
jednostavan kolorimetrijski test, ¢iji je princip u razvijanju plave boje dodatkom reagensa joda
u otopinu amiloze pod standardnim uvjetima, te su razmotrili moguénost primjene testa na

neke od problema vezanih uz kvalitetu pecenja i kuhanja proizvoda od brasna.

Gérard 1 sur. (2001.) ispitivali su sadrzaj amiloze u Skrobovima razliitog podrijetla koristec¢i
nekoliko metoda, medu kojima je jedino kromatografija gel-filtracijom (eng. Size-exclusion
chromatography, SEC) dala to¢ne rezultate, jer su ostale testirane metode pokazale prividno

veci sadrZzaj amiloze.

Majzoobi i sur. (2002.) ispitivali su postupak razdvajanja amiloze i amilopektina metodom
zonalnog ultracentrifugiranja na osnovi njihovih razlika u veli¢ini i razini sedimentacije, $to
se postize kada se primjenjuje u prethodno formiranom gradijentu gustoCe saharoze u
zonalnom ultracentrifugiranju. Navode da se ovom metodom razdvajanje komponenti Skroba

ostvaruje s visokim stupnjem uspjeha.

Zhu i sur. (2008.) ispitivali su razli¢ite metode determinacije amiloze. Sadrzaj amiloze iz
Cistog Skroba, tortilja, te iz smjese Skrobova razli€itih izvora s razli¢itim udjelima amiloze su
mjerili pomocu diferencijalne motridbene kalorimetrije (eng. Differential scanning
calorimetry, DSC), tehnike visokodjelotvorne kromatografije gel-filtracijom (eng. High-

performance size-exclusion chromatography, HPSEC), postupka vezivanja joda i Megazyme
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amiloza / amilopektin kita. U postupku vezivanja joda, za ispitivanje apsorpcije svjetlosti
kompleksa amiloza - jod obi¢no se koristila valna duljina od 620 nm, no autori su za
ispitivanje dodali jo$ jednu valnu duljinu od 510 nm, ¢ime su dobili modificirani postupak

vezivanja joda s dvije valne duljine, $to je znac¢ajno povecalo to¢nost i preciznost metode.
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3. Materijal i metode

3.1. Biljni materijal

U istrazivanje je uklju¢eno 30 sorata heksaploidne krusne pSenice (Triticum aestivum L. ssp.

vulgare). Odabir sorata napravljen je na temelju godine priznavanja, zastupljenosti u

proizvodnji i podrucju uzgoja (Tablica 1).

Tablica 1. Podrijetlo, godina priznavanja i pedigre sorata ozime pSenice

Sorta Godina  Podrijetlo Pedigre
1.  Sirban prolifik  1905. Bohutinsky -
2. San Pastore 1940. Italija Balilla/Villa-Glori
3. Glenlea 1972. Kanada UM-530/(MEX)CB-100
4 Patria 1994, Be Institut ;)Zdesskaya 51/ZG IPK 82-10//GK 32-
5.  OS-Elvira 2005. P1O Srpanjka/Kata// Super Zitarka
6. Marta - PIO Aljmasanka/Srpanjka
7.  Hana 2000. PIO GO3135/Zitarka
8. Jasna - PIO Ana/K.148/46
9. Tonka 2004. P1O Osk. 8.37-10-91/Srpanjka
10. Ema 2001. PIO Srpanjka/Kutjevéanka
11. Tena 1973. P1O Libellula/Bezostaja
12. Marija 1995. Bc Institut Venera/NSJP-49
13. Snasa 1993. PI1O Skopljanka/Slavonija
14. 0S-Sofija 1998. PIO BH-87-83/0SK-3.68-2
15. Kata 1997. PIO OSK-7.5-3-82/Zitarka
16, Renan 1991 Francuska !\/Iwonovs.808/M.Hunstm./3/VPM/Mo

isson 1.5//Courtot
17. Nova Zitarka  2010. PIO FS-800/89/Zitarka
18. Sw Maxi 2002. Njemacka Milan/2/Alidos
19. Una 2009 g‘gr(')ge”ems Gabi/AG 8.9/9-95
20. Dea 2005. g\gr:)genetlcs Srpanjka/Brutus
. Agrigenetics : :
21. Mia 2008. d.0.0 Helia/Srpanjka
. Agrigenetics

22, Fiesta 1998. g Og By 87-83/0sk.3.68/2-85
23. Matea 2005. ,:gr;genetlcs Soissons/Perla
24. Koleda 1998. Jost NE-7060-76-Y-335/VG-19
25. Cerera 1993. Jost NE-7060-76-Y-342/VG-19
26. Prima 2001. Bc Institut Sana/Gala
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27. Mihelca 1996. Bc Institut ZG 1325/78/SO-1065
Tr. aestivum ssp. compactum/S.

28. Bambi 2004. Srbija

Banatka
29, Simonida 2003, Srbija l5\lS 63-27/NS-3142//Novosadska Rana
30. Ana 1988. P10 Osk-4.216-2-76/29-2877-74

Od 30 sorata psenice, 24 je kreirano u Hrvatskoj, od kojih 12 pripadaju Poljoprivrednom
institutu iz Osijeka (P10O), cetiri sorte Bc institutu, pet sorata oplemenjivackoj kuci
Agrigenetics d.o.0, Osijek, dvije sorte pripadaju oplemenjivackoj kuci Jost sjeme-istrazivanja
d.o.o., Krizevci, a autor jedne sorte je Gustav Bohutinsky, hrvatski agronom.

Od stranih sorata po jedna je iz Italije, Kanade, Francuske i Njemacke, te dvije sorte iz Srbije.

3.2.  Metode rada

Udio amiloze i amilopektina utvrden je metodom Megazyme k-amyl 07/11 (Megazyme
International Ireland, 2011.) pomocu istoimenog seta. Ispitivanje Skroba provedeno je u
laboratoriju Katedre za tehnologiju ugljikohidrata Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta u
Osijeku.

3.2.1. Obrada Skroba

Uzorci 30 sorata pSenice samljeveni su u laboratorijskom mlinu, izvagani u dvije epruvete od
10 ml, za dva ponavljanja. Nakon toga dodano je 1 ml DMSO (dimetil sulfoksid). Epruvete su
zatim grijane 15 minuta u vrucoj kupelji, dok su istovremeno mije$ane na vrtloznoj mijesalici
(vorteksu), kako se uzorak ne bi Zelatinizirao. Navedeni postupak obavljan je dok se uzorak
nije u potpunosti rastopio. Nakon toga je slijedila inkubacija na sobnoj temperaturi 5 minuta,
nakon Cega je u epruvete dodano 2 ml 96 %-tnog etanola uz mijesanje na vorteksu, gdje se

Skrob ve¢ poceo odvajati (Slika 2).
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Slika 2. Odvajanje skroba odmah po dodatku etanola (foto original; N. Weg)

Zatim je dodano jo§ 4 ml 96 %-tnog etanola, $to je uz lagano i pazljivo ru¢no mijeSanje
rezultiralo pojavom taloga skroba. Nakon toga epruvete su stajale na sobnoj temperaturi 15
minuta. Epruvete su centrifugirane (2.000 g, 5 minuta), supernatant je oddekantiran, a
epruvete su ocijedene na filter papiru u trajanju od 10 minuta, dok se sav etanol nije osusio
(Slika 3).

Slika 3. Talog Skroba i cijedenje etanola (foto original; N. Weg)

Talogu Skroba dodano je 2 ml DMSO, nakon ¢ega su epruvete stavljene u vru¢u kupelj na 15
minuta uz povremeno mijeSanje na vorteksu. Nakon §to su epruvete maknute sa kupelji,

dodano je 4 ml Con A otapala (konkanavalin A otopljen u natrij-acetatnom puferu), ¢ijim se
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mlazom otopina jo§ malo promijeSala. Nakon mijeSanja sadrzaj epruvete je profiltriran,

prebacen u odmjerne tikvice od 25 ml, te nadopunjen istim otapalom (otopina A).
3.2.2. TaloZenje amilopektina pomocu Con A i odredivanje amiloze

U Eppendorf tubice volumena 2 ml dodan je 1 ml filtrirane otopine iz odmjernih tikvica i 0,50
ml Con A otopine uz mijesanje. Tubice su inkubirane sat vremena od mijeSanja prvog uzorka
na sobnoj temperaturi. Slijedilo je centrifugiranje na 14.000 g u trajanju od 10 minuta na
temperaturi od 20°C. 1 ml supernatanta prenesen je u kivete volumena 15 ml i dodano je 3 ml
100 mM natrij-acetat pufera (pH 4,5) uz mijesanje. Slijedilo je zagrijavanje u vodenoj kupelji
5 minuta kako bi se denaturirao Con A. Zatim je dodano 0,1 ml enzimske smjese
amiloglukozidaza / o-amilaza, nakon cega su kivete inkubirane 30 minuta na 40°C, te je
uslijedilo centrifugiranje na 2.000 g u trajanju od pet minuta. Nakon toga je alikvotima od 1
ml dodano 4 ml GOPOD reagensa (smjesa glukoza oksidaze, peroksidaze i 4-aminoantipirina
otopljene u puferu (smjesa 1 M kalij-fosfatnog pufera (pH 7.4), p-hidroksibenzojevoj kiselini
I natrijeva azida), te je uslijedila inkubacija 20 min na 40°C (Slika 4).

P —— S e =
"

o

Slika 4. Inkubacija sa GOPOD-om (foto original; N. Weg)

Paralelno je takoder na inkubaciju od 20 min na 40°C stavljena slijepa proba (smjesa 0,1
natrij-acetat pufera i GOPOD reagensa) i kontrolni uzorak glukoze (0,1 ml standardne
glukozne otopine (1mg/ml), 0,9 natrij-acetat pufera i GOPOD reagensa). Nakon inkubacije,

na spektrofotometru Camspec M501 (jednozraéni UV / VIS spektrofotometar) ocitana je
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apsorbancija, na 510 nm svakog uzorka u odnosu na slijepu probu (Slika 5 i 6). Udio amiloze
u uzorku $kroba odreduje se kao omjer GOPOD apsorbance na 510 nm supernatanta uzorka

precipitiranog sa Con A i ukupnog Skroba.

Slika 5. Uzorak s GOPOD-om u kivetama pripremljen za mjerenje apsorbancije (foto original;

N. Weg)

Slika 6. Uzorci u spektrofotometru Camspec M501 (jednozra¢ni UV / VIS spektrofotometar)
(foto original; N. Weg)

Za izraCunavanje sadrzaja amiloze koriStena je sljedeca formula:

Apsorbanca Con A supernatanta 6,15

Amiloza % = X x 100
° Apsorbanca alikvota za ukupni Skrob 9,2
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Navedene vrijednosti 6,15 19,2 su faktori razrjedenja za ekstrakte Con A i ukupnog Skroba.

3.2.3. Odredivanje ukupnog §kroba
U ranije spomenutom koraku, nakon $to su epruvete maknute sa kupelji, dodano je 4 ml Con
A otapala. Nakon mijeSanja sadrzaj epruvete je profiltriran, preba¢en u odmjerne tikvice od
25 ml, te nadopunjen istim otapalom (otopina A). Nakon toga se za mjerenje ukupnog Skroba
pomijesalo 0,5 ml navedene otopine sa 4 ml 100 mM natrij-acetat pufera (pH 4,5). Zatim je
dodano 0,1 ml enzimske smjese amiloglukozidaza / o-amilaze, nakon Cega su kivete
inkubirane 10 min na 40°C, bez centrifugiranja. Nakon toga su alikvoti od 1 ml prebaceni u
staklene kivete (svaki uzorak u dvije kivete zbog ponavljanja) uz dodatak 4 ml GOPOD
reagensa, nakon cega su se uzorci dobro promijesali, te inkubirali 20 min na 40°C. Dodavanje
GOPOD reagensa i inkubacija se treba napraviti istovremeno za sve uzorke iz ranije

navedenih koraka zajedno sa uzorcima za mjerenje ukupnog Skroba.

Statisticka obrada podataka dobivenih vrijednosti sastava Skroba sistematizirane SU prema
koli¢ini amiloze i amilopektina, a njihove postotne vrijednosti su transformirane u omjer (Am
/ Amp). Dobiveni omjeri su dalje analizirani analizom varijance (ANOVA) te medusobno
usporedeni Fisher-ovim LSD testom koriste¢i SAS/STAT® software, a grupiranje sorata

prema omjeru Am / Amp obavljeno je u SPSS ver. 22.0.

19



4. Rezultati

Analizom varijance utvrdene su statisti¢ki visoko znacajne razlike (p<0,01) izmedu svih

ispitivanih sorata psSenice u koli¢ini amiloze i amilopektina u zrnu (Tablica 2).

Tablica 2. Analiza varijance omjera amiloze i amilopektina u zrnu p$enice ispitivanih sorata

Izvor Stupnjevi Suma
variranja slobode kvadrata F vrijednost Pr>F
Genotip 29 0,418 34,17 **

**=gtatistiCki znacajno na razini P<0,01; *=statisti¢ki zna¢ajno na razini P<0,05; n.s.=nije statisti¢ki znac¢ajno

Najmanji omjer amiloze i amilopektina (Am / Amp) utvrden je u sorti Ana (0,18), a najveéi
omjer Am / Amp utvrden je u sorti Hana (0,46) (Tablica 3). Prosje¢na vrijednost koli¢ine
amiloze za sve sorte iznosila je 25,48%, dok je za amilopektin iznosila 73,81%. Koeficijent

varijacije omjera Am / Amp iznosio je 5,98.

Statisticki visoko opravdano najve¢i omjer, odnosno najveéi sadrzaj amiloze 1 najmanji
sadrzaj amilopektina u odnosu na sve ispitivane sorte, utvrden je u sorte Hana (Tablica 4).
Zatim slijede sorte Tena, Cerera i Kata. Statisticki opravdane razlike nije bilo izmedu sorata
Renan, Bambi i Dea, te izmedu sorata Marta, Matea i San Pastore. Sorta Ana imala je
statistiCki visoko opravdano najmanji omjer, odnosno najmanji sadrzaj amiloze 1 najveci
sadrzaj amilopektina u odnosu na 29 ispitivanih sorata. U vecini sorata (27) utvrden je manji

sadrzaj amiloze koji se kretao u rasponu od 20% do 30%.

Na dendrogramu (Grafikon 1) sorte se mogu razdvojiti na tri skupine. Prvu skupinu ¢ini
ukupno devet sorata, medu kojima su Patria, Snasa, Jasna, Marija, Os Sofija, Cerera, Tena,
Kata i sorta Hana koja se izdvaja pojedina¢no. Drugu skupinu ¢ini 17 sorata, a trecu skupinu

Cine Cetiri sorte od kojih Mia i San Pastore tvore jednu, a Ana i Sw Maxi drugu podskupinu.
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Tablica 3. Koli¢ina, omjer i standardna devijacija omjera amiloze i amilopektina u zrnu

pSenice ispitivanih sorata

Red. Sorta %amiloze %amilopektina Omjer Std. Dev. omjera
Br. Am/Amp Am/Amp
1. Sirban 0,011
Prolifik 25,17 74,83 0,34
2. San Pastore 21,71 78,29 0,28 0,020
3. Glenlea 26,15 73,85 0,35 0,023
4. Patria 28,18 71,82 0,39 0,023
5% OS-Elvira 26,35 73,9 0,36 0,034
6. Marta 23,30 76,71 0,30 0,010
7. Hana 31,32 68,69 0,46 0,034
8. Jasna 28,44 71,56 0,40 0,010
9. Tonka 27,02 72,98 0,37 0,004
10. Ema 24,94 75,06 0,33 0,010
11. Tena 29,33 70,67 0,42 0,002
12.  Marija 28,47 71,53 0,40 0,017
13.  Snasa 28,16 71,85 0,39 0,030
14.  0OS-Sofija 27,78 72,22 0,38 0,014
15. Kata 29,18 70,82 0,41 0,010
16.  Renan 24,69 75,31 0,33 0,030
17.  Nova Zitarka 25,70 74,3 0,35 0,030
18.  Sw Maxi 17,62 82,38 0,21 0,015
19. Una 23,97 76,03 0,32 0,013
20. Dea 24,34 75,66 0,32 0,024
21. Mia 20,09 79,91 0,25 0,010
22.  Fiesta 24,82 75,18 0,33 0,020
23.  Matea 23,06 76,94 0,30 0,009
24.  Koleda 26,39 73,61 0,36 0,039
25.  Cerera 29,28 70,72 0,41 0,031
26.  Prima 26,80 73,21 0,37 0,022
27.  Mihelca 25,05 74,95 0,33 0,003
28.  Bambi 24,56 75,44 0,33 0,020
29.  Simonida 25,86 74,14 0,35 0,028
30. Ana 15,10 84,9 0,18 0,004
CV% 5,98
F vrijednost 34,17
LSD_0,05 0,0289
LSD 0,01 0,0382
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Dendrogram na temelju srednjih vrijednosti omjera amiloze i amilopektina
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5. Rasprava

U posljednje se vrijeme vise paznje pridaje sadrzaju Skroba i njegovim svojstvima koja imaju
kljuénu ulogu u determinaciji kvalitete pSenice. Skrob je glavni skladisni polisaharid biljnog
podrijetla, najzastupljeniji ugljikohidrat u Zzitarica, te ima vaznu ulogu u prehrambenoj
industriji. Osim kao sastojak namirnica u kojima je prirodno prisutan, Skrob se danas koristi
kao dodatak brojnim proizvodima i kao samostalna sirovina u raznim granama industrije. Cilj
ovoga rada bio je ispitati sastav Skroba u 30 sorata ozime pSenice te potencijalnu uporabu istih

u posebne svrhe.

Analizom varijance utvrdeno je postojanje visoko statisti¢ki znaéajne razlike u koli¢ini
amiloze i amilopektina izmedu ispitivanih sorata pSenice. Gotovo sve sorte pripadaju u
skupinu klasi¢nih krusnih pSenica s uobicajenim omjerom amiloze izmedu 20 i 30% odnosno

prema Van Hung i sur. (2006.) uobic¢ajeni nivo amiloze i amilopektina je 25-28 i 72-75%.

U sadrzaju amilopektina izdvaja se sorta Ana. Dobivena je iz kombinacije krizanja
Osk.4.216/2-76 x Zg 2877-74 iz koje je prema Drezner i Novoselovi¢ (1999.) dobiveno osam
sorti. Pra-roditeljsku osnovu OS sorti pSenice Cine Libellula, Bezostaja-1, Slavonka i Zlatna
Dolina koje prema Petrovi¢ (2011.) takoder imaju visi postotak amilopektina. Prema Jurkovi¢
i sur. (1998.) kruh proizveden od brasna sorte Ana svrstan je u izvrsnu kategoriju kakvoce, $to
obzirom na udio amilopektina u navedenoj sorti odgovara rezultatima ispitivanja Miles i sur.
(1985.); Sasaki i sur. (2000.) koji navode da amilopektin retrogradira polako tijekom
vremena, §to znaci da kruh koji sadrzi §krob s ve¢im udjelom amilopektina sporije stari.

U prehrambenoj industriji retrogradacija uzrokuje probleme vecih razmjera koji se dogadaju
narocito kod smrzavanja hrane, nakon ¢ega se tekstura hrane moZe vratiti u odredenoj mjeri,
ali ne u potpunosti. Ti problemi javljaju se kod koristenja Skroba s visokim sadrZzajem amiloze
i jedan su od razloga zbog kojih je velika potraznja za Skrobom s povecanim udjelom
amilopektina.

Vecina istraZivanja i stvaranja voStanog Skroba, zbog jednostavnosti primjene, bazira se na
kukuruzu obzirom da ima diploidni genom u odnosu na psenicu koja je heksaploidna biljka, te
su zbog kompleksnosti genoma istrazivanja otezana. Prema Messager i Despre (2008.).
tehnike koriStene za dobivanje voStanog Skroba takoder su viSe prilagodene diploidnim
biljkama, obzirom na prisutnost nekoliko izoenzima kod poliploidnih biljaka koji sudjeluju u

sintezi amiloze zbog kojih je teZe proizvesti voStani Skrob.
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Ranije je spomenut enzim GBSS, odgovoran za biosintezu amiloze u pSenici, kojega kodiraju
tri gena (Wx-Al, Wx-B1 i Wx-D1), te pojavom mutacija, dolazi do stvaranja nultih alela.
Postojanje prirodne vostane pSenice je vrlo malo vjerojatno, jer je potrebno postojanje
recesivne mutacije na sva tri lokusa. Nakamura i sur. (1995.) razvili su postupak za dobivanje
vostane heksaploidne pSenice. Sastoji se od krizanja djelomi¢no vostane heksaploidne pSenice
s mutacijom na A i B genomu sa djelomi¢no vostanom heksaploidnom pSenicom s mutacijom
na D genomu. Mali postotak biljaka dobivenih ovim krizanjem su potpuno vostane, te su

generacije proizvedene iz njih potpuno vostane.

Prema Baik i sur. (2003.) djelomi¢no vostane pSenice koje su ispitali s udjelom amiloze 15,4-
18,9% pokazale su se kao izvori brasna s optimalnom kvalitetom za azijsku tjesteninu, t;.
rezance ili ,,noodles”, a sorte Ana i Sw Maxi, koje na dendrogramu (Grafikon 1) tvore
podskupinu, zadovoljavaju navedene kriterije sa sadrzajem amiloze od 15,10% i 17,62% t;.
sa visokim udjelom amilopektina. Osim za samu proizvodnju azijske tjestenine, djelomicno
voStane pSenice mogu se koristiti 1 kao poboljSivaci istoga. Po visokom sadrZaju
amilopektina, sljedece sorte koje su se izdvojile su Mia (79,91%) i San Pastore (78,29%), koje
na dendrogramu (Grafikon 1) takoder tvore podskupinu. Prema Bede i sur. (2010.) sorta Mia
posebno se izdvojila u trogodisnjem pokusu po kvaliteti zrna, brasna i kruha, te se po svim
ispitivanim parametrima kvalitete moze uvrstiti u vrlo kvalitetne pSenice. Pocetkom
intenziviranja poljoprivrede introducirana je i visokoproduktivna talijanska sorta San Pastore
koja je imala vaznu ulogu u proizvodnji i stvaranju novih sorata psenice (Jost i Samobor,
2008.). Prema ¢lanku dr. Josta (http://www.jost-seeds-research.eu/about-wheat-grown-in-
china-and-in-croatia/), San Pastore je zajedno sa ostalim introduciranim talijanskim sortama
uzgajana izmedu ostalog i u nekim regijama Kine, §to znaci da se budu¢im kriZzanjima otvara

moguénost za uzgojem hrvatskih sorata na istim podrucjima, te Sirenjem trzista.

Bras$no i §krob vostanih pSenica u prehrambenoj industriji imaju prednost u tome $to je njihov
okus neutralniji, a boja bjelja od brasna vostanog kukuruza. U ne-prehrambenoj industriji,
moze se upotrijebiti za kozmetiku, boje 1 ljepila za povecanje kohezije tih proizvoda.
Upotreba brasna i Skroba vostanih pSenice moguca je u proizvodnji biskvita, u stocnoj hrani,
umacima, kuhanim jelima 1 mlijeCnim proizvodima. Obzirom na postotak amilopektina u
sortama Ana i Sw Maxi, upotreba molekularnih markera za detekciju GBSS nultih alela

mogla bi dovesti do uspjesnog izbora roditelja za krizanja.
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Fang i Fowler (2003).; Subari¢ i sur. (2012.) navode takoder da se primjena $kroba u
ne-prehrambenoj industriji, npr. u papirnoj industriji, u proizvodnji biorazgradive ambalaze i

dr. omogucéuje i modifikacijama.

Prema Petrovié (2011.) sorta Zitarka ima visi sadrzaj amiloze, a dio je roditeljske osnove
(GO3135/Zitarka) sorte Hana, koja se na dendrogramu (Grafikon 1) izdvojila pojedina¢no
unutar grupe 1, obzirom da medu ispitivanim sortama ima najve¢i sadrzaj amiloze od 31,32%,
a prema Subari¢ i sur. (2012.) visokoamilozni $krobovi sadrze vise od 40% amiloze. Prema
Van Hung i sur. (2006.), visokoamilozni $krob je izvor rezistentnog Skroba, koji ima veliki
utjecaj na ljudsko zdravlje. Sajilata i1 sur. (2006.) navode da rezistentni Skrob pozitivno utjece
na funkcioniranje probavnog sustava, regulira razinu kolesterola u krvi i glikemijskog
indeksa, pomaze u kontroli dijabetesa i dr. Obzirom da se medu ispitivanim sortama Hana
izdvojila po visokom udjelu amiloze, ima potencijal za koriStenje u pekarskoj industriji za
dobivanje kruha i ostalih pekarskih proizvoda s ciljem povecanja sadrzaja dijetetskih vlakana
i sSmanjenja energetske vrijednosti.

Jost i sur. (2006.) ukazali su na nedostatak oplemenjivanja namjenskih p$enica u Hrvatskoj, te
ukazuju na vaznost provodenja dodatnih analiza namjenske kakvoce linija pSenice koje su
odbacene, jer nisu zadovoljavale primarne ciljeve oplemenjivackog programa. Linija Kz 809-
1 koju su ispitivali takoder je primarno bila odba¢ena, no dodatnim analizama pokazalo se da
bi po svim ostalim karakteristikama brasna odgovarala potrebama konditorske industrije za
kekse i biskvite, dok su jedino za svojstva upijanja vode i rastezljivosti tijesta registrirane
grani¢ne vrijednosti.

Medu ispitivanim sortama, Bambi ima uobi¢ajen nivo amiloze i amilopektina, a prema Denci¢
i sur. (2007.) namijenjena je za proizvodnju tvrdog i ¢ajnog keksa, te moze posluziti kao izvor

genetske varijabilnosti za stvaranje pSenica za posebnu namjenu.

Heksaploidna pSenica obzirom na kompleksnost genoma zahtjeva i kompleksnija istrazivanja,
no obzirom na dobivene i analizirane podatke, vidljivo je da pojedine pSenice mogu posluziti
kao izvor varijabilnosti za stvaranje pSenica za posebnu namjenu. Upotreba molekularnih
markera za detekciju GBSS nultih alela, te planska hibridizacija ili kombinacijsko
oplemenjivanje mogu dovesti do uspjesnog izbora genetski razlicitih i divergentnih roditelja
za krizanja u budu¢im oplemenjivackim programima, $to moZze rezultirati pove¢anjem izvoza

proizvoda, te razvojem trzista upotrebom ispitivanih sorti i u posebne svrhe.
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6. Zakljucak

Istrazivanje je provedeno u svrhu ispitivanja varijabilnosti kvalitativnih svojstava tj. sadrzaja
amiloze i amilopektina kod hrvatskih i stranih sorti ozime pSenice, te ispitivanja potencijala
istih za posebne namjene.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Analiza koli¢ine amiloze i amilopektina utvrdila je statisticki visoko opravdane razlike
medu ispitivanim sortama

2. lzdvojile su se sorte s visokim sadrzajem amilopektina i niskim sadrzajem amiloze
(Ana, Sw Maxi, Mia i San Pastore), te sorta s visokim sadrzajem amiloze (Hana)

3. Obzirom na dobivene i analizirane podatke, u budu¢im oplemenjivackim programima

moguce je provesti selekciju sorata za posebne namjene
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8. Sazetak

Cilj ovog istraZzivanja bio je ispitati varijabilnost kvalitativnih svojstava kod 24 hrvatske i Sest
stranih sorata ozime pSenice metodom Megazyme k-amyl 07/11 (Megazyme International
Ireland, 2011.), te otkrivanje potencijala istih za posebne namjene. Analiza sastava $kroba
temeljila se na izdvajanju amiloze i amilopektina te njihove koli¢ine i omjera. Analiza
koli¢ina amiloze i amilopektina utvrdila je statisti¢ki visoko opravdane razlike medu
ispitivanim sortama. Ispitivane sorte ve¢inom su krus$ne pSenice razlicite kvalitete, te imaju
uobicajen sadrzaj amiloze i amilopektina, no izdvojile su se sorte s visokim sadrzajem
amilopektina i niskim sadrzajem amiloze, te sorta s visokim sadrzajem amiloze, koje imaju

potencijal u buduc¢im oplemenjivackim programima i selekciji za posebne namjene.
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9. Summary

The aim of this study was to investigate the variability of quality characteristics in 24 Croatian
and six foreign winter wheat cultivars using Megazyme K-amyl 7.11 method (Megazyme
International Ireland, 2011) and detecting potential of these cultivars for special purpose.
Analysis of the starch was based on the separation of amylose and amylopectin and their
quantities and ratios. Analysis of the amount of amylose and amylopectin has found a high
statistically significant differences between the cultivars. The tested varieties are mostly bread
wheat of different quality which have the usual content of amylose and amylopectin, but there
were identified cultivars with high amylopectin and low amylose content and also cultivar
with high amylose content which have the potential in future breeding programs and selection

for special purposes.
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sorata
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4. Tablica 4. Rezultati LSD testa za omjer amiloze i amilopektina kod ispitivanih sorata

36



11. Popis slika

o A~ w P

Slika 1. Sinteza skroba u biljkama i algama (Eliasson, 2004.)

Slika 2. Odvajanje Skroba odmah po dodatku etanola (foto original; N. Weg)

Slika 3. Talog skroba i cijedenje etanola (foto original; N. Weg)

Slika 4. Inkubacija sa GOPOD-om (foto original; N. Weg)

Slika 5. Uzorak s GOPOD-om u kivetama pripremljen za mjerenje apsorbancije (foto

original; N. Weg)
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12. Popis grafikona

1. Grafikon 1. Dendrogram na temelju srednjih vrijednosti omjera amiloze i amilopektina
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