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Doktorska disertacija Jelena Tomic

1 Uvod

PSenicno brasno predstavlja kompleksan sistem C¢iji je kvalitet uslovljen brojnim
faktorima. Pored glavnih sastojaka, skroba i proteina, pSeni¢no brasno sadrZzi mnoge
druge komponente koje imaju posredan ili neposredan uticaj u pogledu njegove prerade
i kvaliteta krajnjeg proizvoda. Kvalitet i sadrZaj ovih komponenti je u visoko znacajnoj
medusobnoj vezi i pre svega zavisi od genetske pozadine (sorta) kao i uslova gajenja
(prvenstveno klimatski uslovi i zemljiste). Kako nivo ekspresije gena veoma zavisi od
uslova gajenja, ispitivanje uticaja ovih faktora kao i njihove interakcije na konacni
kvalitet pSeni¢nog braSna je predmet mnogih istraZivanja. Imaju¢i u vidu zahtev
pekarske industrije za visokim nivoom ujednacenosti kvaliteta pSenice, razumevanje
ovih efekata je od sustinskog znacaja, prvenstveno za razvoj sorti pSenice sa specificnim
i doslednim kvalitetnim svojstvima, koja ¢e zadovoljiti potrebe trzista.

Sadrzaj proteina i njihova struktura je najvazniji faktor koji odreduje kvalitet brasna, pri
Cemu veci sadrzaj proteina uslovljava bolji kvalitet finalnog proizvoda. Prema klasi¢noj
Osborne-ovoj Kklasifikaciji, na osnovu njihove sekvencijalne ekstrakcije u razlicitim
rastvaracima, proteini pSenice se dele u Cetiri grupe: albumine (rastvorljivi u vodi i
razblaZzenim rastvorima soli), globuline (rastvorljivi u razblaZenim rastvorima soli),
glijadine (rastvorljivi u vodenom rastvoru etanola) i glutenine (rastvorljivi u
razblaZenim rastvorima kiselina ili baza).

[ako klasifikacija po Osborne-u predstavlja veliku prekretnicu u razvoju hemije Zitarica,
treba imati u vidu da svaka od ovih frakcija predstavlja kompleksnu smesSu razlic¢itih
polipeptida koji se mogu preklapati u pogledu rastvorljivosti. Ovo se posebno odnosi na
glijadine i glutenine. Pored Siroke zastupljenosti Osborne-ove podele, u upotrebi je
veoma Cesto i podela proteina pSenice na proteine glutena i neglutenske proteine.

Procena kvaliteta pSeni¢nog brasna generalno se odreduje na osnovu karakteristika i
sadrZaja proteina glutena. StaviSe, na osnovu ove grupe proteina karakterisu se pSeni¢ne
sorte.

Proteini glutena su uglavnom odgovorni za viskoelasticne osobine testa pSeni¢nog
brasna, od kojih glijadini doprinose viskozitetu i rastegljivosti glutena, a glutenini
predstavljaju heterogenu smesu polimera koji doprinose jacini i elasti¢nosti glutena. Pri
zamesu testa formira se glutenska mreza kao direktna posledica procesa povezivanja
monomernih glijadina i polimernih glutenina disulfidnim vezama, stoga se sulfhidrilne
grupe smatraju vaznim indikatorom reoloSih svojstava testa i pecivnih osobina
pSeni¢nog brasna.

U cilju odredivanja kvalitativnih razlika izmedu proteina pSeni¢nog brasna,
upotrebljivani su razliciti pristupi, pri ¢emu najceS¢e koriS¢en metod podrazumeva



Doktorska disertacija Jelena Tomic

utvrdivanje korelacija izmedu sastava proteina i odredenih funkcionalnih osobina
pSeni¢nog brasna. Drugi pristup je direktniji i podrazumeva frakcionisanje pojedinih
konstituenata brasna, njihovo dodavanje u razli¢itim koliC¢inama rekonstituisanom
brasnu ili razmenu ekvivalentne koli¢ine odredene proteinske frakcije, izmedu brasna
razliCitog kvaliteta.

Udeo albumina i globulina (neglutenski proteini) u ukupnim proteinima zrna pSenice
iznosi oko 20%. Neglutenski proteini su uglavhom monomeri, iako teZe da formiraju
polimere stabilizovane preko intermolekularnih disulfidnih veza. Molekulske mase
neglutenskih proteina su uglavnhom manje od 25 kDa, ali postoje podjedinice
molekulskih masa izmedu 60 i 70 kDa. Smatra se da ve¢inu ovih proteina ¢ine enzimi
koji imaju vaznu ulogu za rast i razvoj biljke (semena). To su enzimi koji ucestvuju u
metabolizmu  ugljenih  hidrata  (27%), metabolizmu  proteina  (27%),
stres/odbrana/detoksikacija (11%), metabolizmu ¢elija (6%), transkripciji/translaciji
(4%), metabolizmu azota (4%), fotosintezi (4%) i transdukciji signala (1%). Poseduju
relativno dobro izbalansiran aminokiselinski sastav ukljucujuéi aspartat, treonin, lizin i
triptofan. Odredeni visoko molekularni albumini imaju karakteristike skladiSnih
proteina i stoga su tesno povezani sa kvalitativnim pokazateljima pSenice ukljucujuci
tvrdoCu zrna, reoloSka svojstva testa i zapreminu hleba. Dokazano je postojanje
albumina visokih molekulskih masa (HMW) u agregatima proteinskih frakcija, Sto je
tumaceno na razne nacine. Medutim, Gupta i sar. (1991) su ustanovili da su HMW
albumini sposobni da formiraju sopstvene agregate pomocu disulfidnih veza i da ne
moraju nuzno biti kovalentno vezani za glutenine. Odredeni albumini su okarakterisani
kao inhibitori o-amilaze, dok pojedine studije navode da neglutenski proteini
predstavljaju enzime koji poseduju razlicite fizioloSke funkcije.

Nasuprot proteinima glutena, neglutenski proteini su veoma malo izucavani i postoji
nekoliko studija o njihovoj povezanosti sa kvalitativnim karakteristikama pSeni¢nog
brasna, testa i hleba. Ispitivanja ove grupe proteina u smislu utvrdivanja njihovog uticaja
na pecivni kvalitet brasna datiraju jos od 50-tih godina proslog veka. lako nije utvrdena
direktna povezanost ove grupe proteina sa funkcionalnim osobinama brasna, pojedini
autori navode da je njihovo prisustvo neophodno za dobijanje hleba optimalne
zapremine. Weegels i sar. (1995) su ustanovili da i pored toga Sto neglutenski proteini
malih molekulskih masa imaju nekonzistentan efekat na zapreminu hleba, poseduju
znacajan uticaj na biohemijske i reoloske osobine testa. Kod sorti sa jakim glutenom taj
uticaj se manifestuje tako da dodatak niskomolekularnih neglutenskih proteina
povecava zapreminu hleba, dok kod sorti sa slabijim glutenom taj uticaj nije izraZen ili je
negativan na isti pokazatelj.

Sa tehnoloSkog aspekta znacaj ovih proteina u kvalitetu brasna je i dalje nejasan, iako
ispitivanja nekih specificnih neprolaminskih proteina ukazuju na mogu¢ doprinos
kvalitetu pSeni¢nog brasna.

Na osnovu analiziranih podataka iz literature, moZe se zakljuciti da ispitivanja koja se
odnose na definisanje pojedinih proteinskih komponenti kao i biohemijskih pokazatelja,
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ne ukazuju na jasnu vezu pojedinih konstituenata brasna sa njegovim tehnoloskim
kvalitetom. U smislu ispitivanja uticaja albumina na kvalitet brasna, postoje istrazivanja
u okviru kojih je testo podvrgnuto dejstvu komercijalnih enzima, tako da mozZemo
zakljuciti o smeru njihovog dejstva kada se u brasnu dodaju u visku. Medutim, ne
raspolazemo o saznanjima o dejstvu albumina u realnim sistemima. Testo pSeni¢nog
brasna je dinamicki sistem podloZan promenama koje se desavaju kao odgovor na razne
promene kako klimatskih uslova, tako i ve¢ nabrojanih drugih faktora. Ispitivanju
albumina sa aspekta njihovog potencijalnog doprinosa tehnoloskom kvalitetu psSenice,
posvecena je mala paznja zbog verovanja da imaju sekundarnu ulogu na kvalitet brasna.
S druge strane, intenzivne klimatske promene poslednjih decenija, imaju za posledicu
razvoj genetskog materijala pSenice otpornog na novonastale nepovoljne uslove tokom
vegetacije. U tom smislu, moZe se pretpostaviti da je i uloga albumina promenjena.
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2 Pregled literature

2.1 Gradivne komponente psenicnog brasna

PSenica predstavlja jednu od najvaznijih kultura u svetu, s obzirom na zasejane povrsine
i ukupan prinos. Razlog leZi u njenoj adaptiranosti Sirokom spektru klimatskih uslova i
tipova zemljisSta kao i u Cinjenici da od svih Zita, jedino pSeni¢no braSno ima sposobnost
da stvara testo koje ispoljava osobine neophodne za proizvodnju Sirokog spektra
poznatih prehrambenih proizvoda visokog kvaliteta (Shewry i sar., 1997). Testo
pSeni¢nog brasna moZe da zadrZi gasove stvorene tokom fermentacije i pecenja i da
obrazuje sunderastu, poroznu sredinu. Skrob je kvantitativno glavni sastojak pseni¢nog
zrna, ali jedinstvenim svojstvima pSeni¢nog brasSna najviSe doprinose proteini,
prvenstveno skladiSni proteini endosperma. Pored genetskih faktora i faktora Zivotne
sredine koji odreduju suStinski kvalitet pSenice, prerada pSenicnog brasna takode
uslovljava kvalitet gotovog proizvoda. lako proteini igraju odlucujuc¢u ulogu u
proizvodnji i/ili kvalitetnim atributima proizvoda na bazi pSenice, kompleksni
mehanizmi nisu u potpunosti razjaSnjeni kako zbog poteSkoca pri izolaciji glutena i
njegove same prirode tj. kompleksnosti i raznovrsnosti strukure sastojaka glutena, tako i
zbog Sirokog spektra hemijskih reakcija koje se javljaju tokom prerade pSenice (Delcour
isar.,, 2012).

2.1.1 Skrob

0Od ugljenih hidrata prisutnih u endospermu pSenice, skrob je zastupljen sa najviSim
udelom (oko 63-72%). Skrob se sastoji od glukoznih polimera, amiloze i amilopektina.
Amiloza ima jednostavnu gradu i u sustini predstavlja linearan molekul, koji se sastoji od
jedinica a-D-glukoze medusobno povezanih «-1,4 glikozidnim vezama, stepena
polimerizacije u opsegu od 500 do 6000 glukoznih ostataka. Postoje podaci da amiloza
nije u potpunosti linearan molekul i mestimi¢no je razgranat a-1,6 glikozidnim vezama.
S druge strane, amilopektin je visoko razgranat molekul i sastoji se od glavnog i bo¢nih
lanaca. Glavni lanac ¢ine molekuli glukoze povezani a-1,4 glikozidnom vezom, dok se na
svakih 20-25 glukopiranoznih ostataka pojavljuje bo¢ni lanac spojen a-1,6 glikozidnom
vezom. Medu prirodnim polimerima, amilopektin predstavlja jedan od najvecih
polimera molekulske mase vece od 108 Da. Uobicajen odnos amiloze i amilopektina u
skrobu je 25-28%, odnosno 72-75% (Van Der Borght i sar., 2005). U pSenici, skrob je
prisutan u vidu intracelularnih granula, razliCitih veli¢ina i oblika u zavisnosti od
botanickog porekla. Za razliku od vecine biljnih skrobova, pSeni¢ni skrob pokazuje
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bimodalnu raspodelu veli¢ina granula. Razlikuju se dve veli¢ine skrobnih zrna: krupne
granule srednjeg precnika oko 20 pum i sitne granule prec¢nika oko 10 pm (srednji
precnik 5 pm).

Sto se ti¢e uloge skroba u pekarstvu, ona je viSestruka i jo§ uvek nije u potpunosti
razreSena. Skrob formira kontinualnu mrezu Cestica zajedno sa makromolekulskom
mrezom hidratisanog glutena. Ove dve nezavisne strukture, kao i njihove interakcije,
doprinose reoloSkim svojstvima testa. [ako ove interakcije igraju vaznu ulogu, relativni
doprinosi interakcija kao i pojedina¢nih komponenti nisu u potpunosti utvrdeni (Song i
Zheng, 2007). Skrob doprinosi viskoelasticnosti testa pSeni¢nog brasna delujuéi kao
punjac. Delovanjem amilaza na skrob, obezbeduju se fermentabilni Seceri neophodni za
normalnu aktivnost kvasca. Tokom procesa pecenja, skrob ucestvuje u formiranju
strukture hleba kroz proces Zelatinizacije (postaje fleksibilan i elastican). U pekarstvu
skrob se uglavnom povezuje sa starenjem hleba, kroz ocvrséavanje strukture sredine
hleba kao posledica njegove retrogradacije (Goesaert i sar., 2005). Od izuzetnog znacaja
su veli¢ina i raspodela veli€ina granula skroba na svojstva ¢elijskih zidova sredine hleba.
Na mikroskopskom nivou, ¢elijski zidovi sredine hleba nisu homogeni ve¢ predstavljaju
dvokomponentni sistem, sastavljen od delimicno nabubrelih granula skroba,
medusobno povezanih kompleksnom smeSom agregiranih molekula i gasa unutar
Celijskih zidova (Scanlon i Zghal, 2001). Pokazalo se izuzetno vaznim i stepen njihove
oStecenosti. OSteceni skrob povecava apsorpciju vode i podlozniji je dejstu a-amilaza
(Stauffer, 1999). Tokom procesa mlevenja viSe od 10% skroba bude oSteceno. Stepen
oStecenja zavisi od uslova mlevenja i tvrdoce zrna (Van Der Borght i sar., 2005).

2.1.2 Ostali polisaharidi

Pored skroba, u pSeni¢cnom brasnu su prisutni i drugi polisaharidi. Neskrobni
polisaharidi se nalaze u zidovima c¢elija endosperma i tkivu mekinja a sastoje se od
arabinoksilana, (1-3, 1-4)-B-glukana, celuloze i arabinogalaktana. Arabinoksilani su
posle skroba, najzastupljeniji polisaharidi u brasnu (1.5-2.5%) i mogu biti rastvorljivi u
vodi (zastupljeni do 0,5% u brasnu) ili nerastvorljivi u vodi (zastupljeni do 1,5% u
brasnu) (Van Der Borghti sar., 2005).

Pri dodatku testu arabinoksilana rastvorljivih u vodi, dolazi do povecanja njegove
konzistencije, tvrdo¢e i smanjenja vremena meSenja. Pri istoj konzistenciji testa, ovaj
dodatak ima za posledicu povecanje apsorpcije, povecanje vremena zamesa, povecanje
otpora i smanjenje rastegljivosti testa. Arabinoksilani velikih molekulskih masa
ispoljavaju veci efekat na apsorpciju vode i vreme razvoja testa. Dodatak u vodi
nerastvornih arabinoksilana ima sliCan uticaj na testo, izuzev $to ne menja njegovu
rastegljivost (Goesaert i sar., 2005).

Uticaj u vodi nerastvorljivih arabinoksilana na gotov proizvod- hleb se ogleda u
smanjenju njegove zapremine i pogorSanju strukture sredine hleba (Courtin i Delcour,
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2002). Brasna losijeg kvaliteta se odlikuju vecom koli¢inom arabinoksilana. Povecanje
zapremine hleba u tom slucaju, moguce je posti¢i prethodnom hidrolizom
arabinoksilana odgovaraju¢im enzimima (endoksilanaze) (Eliasson i Larsson, 1993;
Stauffer, 1999; Steffolani i sar., 2010). Ksilanaze oslobadaju u vodi rastvorljive
arabinoksilane i smanjuju njihovu molekulsku masu. Upotreba ksilanaza povecava
elasti¢nost i kvalitet gotovog proizvoda (Jiménez i Martinez-Anaya, 2001), smanjuje
inicijalnu tvrdoc¢u sredine hleba i produzava odrZivost hleba (Haros i sar., 2002).

2.1.3 Lipidi

Lipidi se nalaze u zrnu pSenice kao sastavni deo intracelularnih membrana i sferozoma i
Cine oko 1-2% od ukupne mase brasSna. Uprkos maloj kolic¢ini, lipidi imaju znacajan
uticaj na kvalitet hleba (Morrison, 1988). Na osnovu rastvorljivosti, lipidi pSeni¢nog
brasna su podeljeni u dve glavne kategorije, slobodne i vezane lipide (Pomeranz, 1978).
Jedan deo lipida je vezan (nekovalentno) za skrob, takozvani skrobni lipidi, u amilozno-
lipidnom kompleksu, dok drugi deo ucestvuje u interakcijama sa proteinima brasna.
Zahvaljuju¢i njihovoj sposobnosti da stupaju u interakcije sa vodom, lipidi pSeni¢nog
brasna se mogu podeliti na polarne (glikolipidi i fosfolipidi) i nepolarne lipidne frakcije
(uglavnom trigliceridi) (Eliasson i Larson, 1993).

Poznato je da lipidi brasna, narocito neskrobne frakcije, znacajno uticu na pecivni
kvalitet pSenicnog brasna. Skrobni lipidi su snazno vezani unutar granula skroba i u
sustini nisu u mogucénosti da uticu na obradive osobine testa sve do momenta
Zelatinizacije skroba. Polarni lipidi ispoljavaju pozitivan a nepolarni izrazito Stetan uticaj
na gotov proizvod (MacRitchie, 1984). Pri dodatku nepolarnih lipida odmasS¢enom
brasnu, dolazi do smanjenja zapremine i pogorSanja teksturnih svojstava hleba. Za
razliku od njih, polarni lipidi povecavaju zapreminu hleba i povoljno uticu na obradive
osobine testa (Eliasson & Larson, 1993). Pored toga, odnos polarnih i nepolarnih lipida,
sadrZaj galaktolipida i slobodnih neskrobnih lipida su snaZno povezani sa zapreminom
hleba (Goesaert i sar., 2005). Jedan od nacina izucavanja uloge lipida u reoloskim
osobinama testa i kvalitetu hleba, zasniva se na njihovom uklanjanju i dodatku pojedinih
frakcija lipida rekonstituisanom brasnu. Lipidne frakcije se takode mogu dodati
netretiranom brasnu. Uklanjanjem lipida iz brasna (u koli¢ini od 0,6-0,9% na masu
brasna) dolazi do znacajne promene u viskoelasticnim osobinama testa, dok je uticaj
lipida na reoloska svojstva glutena neznatan (Georgopoulos i sar., 2006). Tokom starenja
brasna, javljaju se i promene u lipidima brasna, ukljucuju¢i sporu hidrolizu koja dovodi
do formiranja slobodnih masnih kiselina (Dik i sar., 2002).
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2.1.4 Proteini

PSenicno zrno sadrzi oko 12% proteina smeStenih u endospermu. Proteini pSenice su
bili medu prvim proucavanim proteinima od perioda kada je Becckari 1745. godine
izolovao gluten. Kasnije su izolovani proteini pirinca i je¢cma. Po¢etkom 20. veka Osborne
je izveo sistematsku studiju u cilju razvoja klasifikacije za proteine Zitarica, na osnovu
njihove sekvencijalne ekstrakcije i razli¢ite rastvorljivosti (Gianibelli i sar., 2001).

[ako klasifikacija po Osborne-u predstavlja veliku prekretnicu u razvoju hemije Zitarica,
treba imati u vidu da svaka od ovih frakcija predstavlja kompleksnu smesu razlicitih
polipeptida i da se ovi polipeptidi mogu preklapati u pogledu rastvorljivosti. Ovo se
posebno odnosi na glijadine i glutenine (Singh i Skerritt, 2001b; Hamer, 2003; Vensel i
sar., 2014). Pored Siroke zastupljenosti Osborne-ove podele, u upotrebi je veoma cesto i
podela proteina pSenice na proteine glutena i neglutenske proteine (Veraverbeke i
Delcour, 2002). Danas postoje mnoge varijacije Osborne-ovog postupka ekstrakcije
pSenicnih proteina.

Prema klasi¢noj Osborne-ovoj klasifikaciji proteini pSenice se dele u Cetiri grupe:
albumine, globuline, glijadine i glutenine (Gianibelli i sar.,, 2001). Slaba rastvorljivost
proteina glutena u vodi uslovljena je pre svega niskim sadrZajem aminokiselina sa
jonizuju¢im bocnim lancima, kao i visokim sadrzajem glutamina i nepolarnih
aminokiselina prolina i glicina (Delcour i sar., 2012).

2.1.5 Gluten

Za pecivni kvalitet pSeni¢nog brasna od izuzetne vaznosti je sadrZaj proteina pri ¢emu
vec(i sadrZaj proteina uslovljava bolji kvalitet finalnog proizvoda (Unbehend i sar., 2003).
PSenic¢ne sorte sa istim nivoom proteina se medusobno razlikuju po svojim pecivnim
karakteristikama, potvrduju¢i da je pored sadrZaja proteina od izuzetne vazZnosti i
njihova struktura, kao jedan od najvaZznijih faktora koji odreduju kvalitet brasna (Békés,
2012). Fizicke osobine testa odreduje, uglavnom, gluten, mada i prisustvo rastvorljivih
proteina u testu igra izvesnu ulogu i moZe da uti¢e, u manjoj meri, na tok razvoja testa,
apsorpciju vode i kvalitet brasna.

PSeni¢ni gluten predstavlja protein-lipid-ugljenohidratni kompleks, formiran kao
rezultat specifi¢cnih kovalentnih i nekovalentnih interakcija izmedu komponenti brasna
tokom zamesa testa (Békés, 2012). U dodiru sa vodom gluten bubri, pri ¢emu se
obrazuje fina mreZasta struktura stabilizovana disulfidnim vezama, vodoni¢nim vezama
i hidrofobnim interakcijama (Chiang i sar., 2006). Zahvaljujuéi prisustvu proteina i
formiranju glutena, testo poseduje osobine kao Sto su: rastegljivost, elasti¢nost,
sposobnost zadrzavanja gasa i drugo. UobiCajen hemijski sastav netretiranog glutena,
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formiranog tokom procesa mesenja, podrazumeva priblizno 75% proteina, 6% masti,
15% ugljenih hidrata i 0,85% pepela.

Proteini glutena ¢ine 80% od ukupnih proteina brasna i predstavljaju rezervne proteine
pSenice (Shomer i sar., 1998). Proteini glutenskog kompleksa se sastoje iz dve frakcije:
glijadina, rastvorljivih u alkoholu i glutenina, nerastvorljivih u alkoholu ali rastvorljivih
u razblaZenim Kkiselinama ili bazama. Obe frakcije su vazni faktori reoloskih osobina
testa i veoma se razlikuju po svojim funkcionalnim svojstvima. Naime, smatra se da
gluteninska frakcija doprinosi viskoelasti¢cnim osobinama glutena i testa, dok glijadinska
frakcija, nekovalentnim interakcijama, kako medusobno tako i sa polimerima glutenina,
deluje kao plastifikator glutenske mase (Perez i sar., 2005; Manu i Prasada Rao, 2008;
Shewry i Tatham, 1997). Stoga funkcionalne osobine brasna zavise od strukture
pojedinih proteinskih frakcija i njihovih interakcija kao i interakcija sa drugim
komponentama zrna (Shewry i Tatham, 1997).

2.1.5.1 Glijadini

Glijadini su heterogene smeSe jednolancanih peptida koji su, u nativhom stanju,
rastvorljivi u 70%-tnom alkoholu. Glijadini uglavnom doprinose viskozitetu i
rastegljivosti testa pSeni¢nog brasna. Zbog izrazenog polimorfizma, ovi proteini su u
Sirokoj upotrebi za identifikaciju sorti u heksaploidnim i tetraploidnim pSenicama
(Gianbelli, 2001). Molekulske mase glijadina se krecu u opsegu od 30-80 kDa. Na osnovu
pokretljivosti pri niskom pH, tj. u kiselim uslovima sredine A-PAGE elektroforezom (Acid
polyacrylamide gel electrophoresis) su identifikovane Cetiri grupe glijadina: a-glijadini,
B-glijadini, y-glijadini i w-glijadini. Kasnije studije o aminokielinskim sekvencama su
svrstale a- i B-glijadine u istu grupu (a/B- glijadini) (Wieser, 2007).

[ako je distribucija ukupnih glijadina uslovljena sortom pSenice i uslovima rasta
(zemljiSte, klima, dubrenje), moze se smatrati da o/- glijadini i y-glijadini predstavljaju
glavne komponente, dok se w-glijadini javljaju u mnogo niZim udelima. Pomo¢u SDS -
PAGE elektroforeze i sekvenciranja aminokiselina, utvrdeno je da se molekulske mase
w-glijadina kre¢u u opsegu od 46-74 kDa, dok a/f- i y-glijadini imaju niZze molekulske
mase, pocev od 30 do 45 kDa (Kasarda i sar.,1983).

C terminalni regioni o/B- i y-glijadina sadrZe Sest ili osam cisteinskih ostataka, koji
formiraju intramolekularne disulfidne veze. a/B- i y —glijadine karakteriSe visok sadrzaj
prolina i glutamina, gde je pribliZno 90% ostataka glutaminske i asparaginske kiseline u
vidu amida. Imaju relativno visok sadrZaj leucina, ali su siromas$ni u osnovnim
aminokiselinama. y-glijadini se razlikuju od o/fB-glijadina u koliCini asparaginske
kiseline, prolina, metionina, tirozina, fenilalanina i triptofana. w-glijadine karakterise
visok nivo glutamina, prolina i fenilalanina, koji predstavljaju viSe od 80% ukupnih
aminokiselinskih ostataka. Za razliku od drugih glijadina, w-glijadini ne sadrze cistein i
nisu u stanju da formiraju disulfidne (S-S) veze. Stoga se o/f-glijadini i y-glijadini zovu
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prolamini bogati sumporom, a w-glijadini se zovu prolamini siromas$ni sumporom.
(Wieser, 2007).

2.1.5.2 Glutenini

Glutenini predstavljaju heterogenu smesu polimera nastalu povezivanjem polipeptida
disulfidnim vezama. Prema njihovoj elektroforetskoj pokretljivosti na SDS-PAGE
elektroforezi, nakon redukcije disulfidnih veza mogu se klasifikovati u cetiri grupe. A
grupa odgovara visokomolekularnim podjedinicama glutenina (HMW-GS), sa
molekulskim masama od 80-120 kDa. B i C grupa (30-40 kDa) pripadaju
niskomolekularnim podjedinicama glutenina (LMW-GS) i povezani su sa y- i a-
glijadinima. Na kraju, D grupa pripada takode LMW-GS grupi i povezana je sa w-
glijadinima (Gianbelli, 2001).

Glutenini predstavljaju teSko rastvorljive proteine. Delovanjem snaznih redukujucih
sredstava (3-merkaptoetanola ili ditiothreitola) dolazi do raskidanja intermolekularnih
disulfidnih veza i oslobadanja podjedinica glutenina, koje su rastvorljive u vodenom
rastvoru alkohola, slicno glijadinima (Veraverbeke & Delcour, 2002; Goesaert i sar.,
2005).

HMW podjedinice glutenina su male komponente u smislu koli¢ine (oko 10% proteina
glutena) ali predstavljaju klju¢ni faktor u procesu proizvodnje hleba, jer u velikoj meri
odreduju elasticnost glutena i stvaranje vecih polimera glutenina. HMW podjedinice
glutenina se odlikuju visokim sadrzZajem prolina (10 mol%), glicina (20 mol%) i
glutamina (35 mol%) (Gianbelli, 2001). Sve sorte pSenice sadrZe tri do pet HMW
podjedinica glutenina, koje se mogu grupisati u dva razli¢ita tipa podjedinica: x- i y-tip
podjedinica (Wieser, 2007). Uprkos visokom stepenu sli¢nosti u strukturi i sekvencama
aminokiselina, postoje potencijalno bitne razlike koje odreduju funkcionalnost
gluteninskih polimera. Podjedinice x-tipa generalno imaju sporiju pokretljivost na SDS-
PAGE gelovima i ve¢e molekulske mase u odnosu na podjedinice y-tipa, zbog razlike u
duZini centralnog repetitivnhog domena. Razlikuju se i po strukturi centralnog
repetitivnog domena, kao i po broju i distribuciji cisteinskih ostataka (Shewry i sar.,
1992).

LMW podjedinice predstavljaju jednu tre¢inu ukupnih proteina i priblizno 60% ukupnih
glutenina. Uprkos tome, poklonjeno im je manje paznje u odnosu na HMW-GS zbog
oteZane identifikacije na jednodimenzionalnom SDS-PAGE gelu. ReSavanju ovog
problema, koji uglavnom proistice zbog preklapanja LMW-GS podjedinica i glijadina,
doprinosi razvoj pojednostavljenog dvostepenog SDS-PAGE metoda (Gianbelli, 2001).
LMW podjedinice glutenina sadrze Sest C Kkrajnjih cisteinskih ostataka na istim
pozicijama kao i glijadini i najmanje jedan dodatni cisteinski ostatak, koji mogu formirati
intramolekularne disulfidne veze sa drugim proteinima glutena i na taj nacin ucestvuju u
stvaranju glutenske mreze (Wieser, 2007). lako su LMW podjedinice glutenina po
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primarnoj i sekundarnoj strukturi slicne glijadinima, oni se razlikuju po jednoj veoma
vaznoj karakteristici. Osim intramolekularnih disulfidnih veza, LMW obrazuju i
intermolekularne disulfidne veze pomocu kojih se ugraduju u polimere glutenina
(Delcour i sar., 2012).

2.1.5.3 Neglutenski proteini

Neglutenski proteini ¢ine 15-20% ukupnih proteina pSeni¢nog zrna i sastoje se od
albumina i globulina (Osborne, 1907). Uglavnom se nalaze u spoljaSnjim slojevima zrna,
dok su manje koli¢ine prisutne u endospermu (Goesaert i sar. 2005). U zrnu se
akumuliraju pribliZzno 20 dana nakon cvetanja, nakon c¢ega njihova koli¢ina ostaje na
priblizno istom nivou (Triboi i sar., 2003). To su uglavhom monomerni proteini,
molekulske mase uglavnom niZe od 25 kDa, ali postoje podjedinice molekulskih masa
izmedu 60 i 70 kDa (Veraverbeke i Delcour, 2002).

U neglutenske proteine spada i mala grupa polimernih skladi$nih proteina pSenice, zvani
triticini koji pripadaju globulinskoj klasi proteina. Ovi proteini se nalaze u ostatku nakon
frakcionisanja klasicnim Osborne-ovim postupkom i njihova uloga u formiranju pecivnih
svojstava pSeni¢nog brasna nije poznata (Goesaert i sar., 2005).

Ova grupa proteina (albumini i globulini) je veoma raznovrsna u smislu
aminokiselinskog sastava, izoelektricne tacke i molekulske mase. Oni su ukljuceni u
formiranje zrna i akumulaciju skladiSnih proteina endosperma i skroba (Vensel i sar.,
2005) i doprinose povecanju prirodne otpornosti pSeni¢nog zrna na napad Stetnih
insekata (Gralik i Warchalewski, 2006; Heidari i sar., 2005).

Za vecinu ovih proteina se smatra da su razliCiti enzimi, od vazne uloge za rast i razvoj
biljaka. Poseduju relativno dobro izbalansiran aminokiselinski sastav ukljucujuci
aspartat, treonin, lizin i triptofan. Po sastavu aminokiselina, albumini i globulini se
razlikuju od proteina glutena. Imaju niZi sadrzaj glutaminske kiseline i viSe lizina.
Ustvari, zahvaljujudi lizinu, ova grupa proteina ima aminokiselinski sastav koji odgovara
ljudskim potrebama. NaZalost, kako su u endospermu pSenice zastupljeni u malim
kolicinama, njihovo prisustvo nije dovoljno za nadomeStanje nedostatka lizina u
pSeni¢nom brasnu (Gianibelli i sar., 2001). Aminokiselinski sastav pojedinih komponenti
neglutenskih proteina su prikazani u Tabeli 2.1.
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Tabela 2.1. Aminokiselinski sastav neglutenskih proteina

Asp 7,2 11,0 7,6
Thr 3,0 3,1 2,4
Ser 7,1 3,9 6,4
Glu 20,3 11,1 10,8
Pro 4,9 6,1 7,5
Gly 16,2 8,8 8,3
Ala 58 8,0 8,4
Val 4,3 7,3 11,3
Cys 1,0 1,6 8,1
Met 0,8 2,4 2,6
Ile 2,9 3,9 1,7
Leu 6,0 8,7 7,6
Tyr 3,0 4,5 3,4
Phe 53 4,4 0,1
Lyz 2,8 3,8 50
His 3,2 3,7 0,02
Arg 6,2 5,4 5,7
Trp n.d. 2,5 3,0

(Preuzeto i preuredeno od Macritchie, 1992)

Odredene podjedinice HMW albumina (65, 63, i 60 kDa), koje se javljaju u vidu
oligomera i monomera, su u svom nativhom stanju (3-amilaze. Dokazano je postojanje
HMW albumina u agregatima proteinskih frakcija, Sto je tumaceno na razne nacine.
Nerastvorljivi enzimski aktivni kompleks glutenina i 3-amilaza se prvi put spominje u
istrazivanjima objavljenim od strane Rothfus i Kennel (1970). Njihovo ispiranje sa
polimernim gluteninima i triticinima, primenom SE- HPLC ukazuje da su i oni disulfidno
vezani molekuli. Primenom metoda dijagonalne elektroforeze utvrdeno je da se
albumini u nativnom stanju nalaze i u polimernoj i monomernoj formi (Gupta i sar.,
1991). S druge strane, prilikom ekstrakcije sa 0,1 M sir¢etnom kiselinom, nije uoceno
prisustvo albumina u ekstraktu nativnih glutenina (Tao i sar., 1989). Medutim, kako je
izekstrahovano samo 70% proteina, mogucnost postojanja heteropolimera glutenina i
albumina ne moZe biti isklju¢ena. Imunoloske analize HMW albumina potvrdile su da su
podjedinice od 69, 63, i 60 kDa [3-amilaze, ali ne i podjedinica od 45 kDa (Gupta i sar.,
1991).

Sve do kraja 20-tog veka nije bilo potvrde o njihovoj povezanosti sa polimerima
glutenina, ali Peruffo i sar. (1996) su dokazali postojanje disulfidnih veza izmedu f3-
amilaze i LMW-gluteninskih podjedinica. Osim toga, koli¢ina (-amilaza je u negativnoj
korelaciji sa velicinom gluteninskog makropolimera (Gianbelli i sar., 2001).
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Gupta i sar. (1991) su ustanovili da su HMW albumini sposobni da formiraju sopstvene
agregate pomocu disulfidnih veza i da ne moraju nuZzno biti kovalentno vezani za
glutenine. Takode, smatraju da ovi proteini imaju ulogu skladiSnih proteina. Uticaj
disulfidno vezanih HMW albumina (vezane [3-amilaze) na funkcionalnost polimernih
proteina nije poznata. Medutim, kako ispitivanja pojedinih komponenti polimernih
frakcija proteina pokazuju da HMW albumini ¢ine znacajan udeo ove frakcije i Stavise,
ispoljavaju izvesne varijacije izmedu sorti, oni mogu imati odreden uticaj na svojstva
polimernih proteina pSenice, a samim tim i na kvalitet brasna (Gupta i sar. 1991).

Odredeni HMW albumini imaju karakteristike skladiSnih proteina i tesno su povezani sa
kvalitativnim pokazateljima pSenice uklju€ujuci tvrdo¢u zrna, reoloska svojstva testa i
zapreminu hleba (Dongi sar., 2012).

PSeni¢ni albumini sadrze inhibitore a-amilaze i tripsina, prekursor peroksidaze, serin
karboksipeptidazu, serpine (inhibitore serinskih proteaza) i puroindoline (Singh i
Skerritt, 2001b; Morris, 2002). Serpini su inhibitori serin proteinaza. Puroindolini su
proteini bogati cisteinom od 13 kDa, sa 5 disulfidnih mostova koji imaju podrucje bogato
triptofanom. Hlebna pSenica sadrzi dve vrste puroindolina koje se neznatno razlukuju
po velicini. Puroindolini a i b uticu na teksturu zrna i imaju antimikrobnu aktivnost.
Kada je ili puroindolin a ili puroindolin b odsutan ili mutiran, tekstura zrna postaje
veoma tvrda. PoSto durum pSenici nedostaje i puroindolin a i puroindolin b, tekstura
zrna je veoma tvrda (Morris, 2002).

DuZe vreme se verovalo da su albumini uglavnom enzimskog karaktera, medutim vecéina
bioloski aktivnih pSeni¢nih albumina ima sposobnost da inhibira aktivnost a-amilaze.
Shewry i sar. (1984) su okarakterisali odredene albumine kao inhibitore a-amilaze.
Molekulske mase inhibitora a-amilaze su 12, 24 i 60 kDa, sa podjedinicama od 12 kDa.
Inhibitori a-amilaze iz 24 kDa porodice imaju 10 ostataka cisteina u svakoj podjedinici
(Deponte, 1976; Wang i sar.,, 2006). Feng i sar. (1996) su izolovali polipeptide
molekulskih masa od 14 kDa koji pripadaju superfamiliji proteza i inhibitora a-amilaze.
DuPont i sar. (2011) su primenom dvodimenzionalne elektroforeze, digestije proteina
odgovaraju¢im proteazama i analizom peptida masenom spektrometrijom, ustanovili da
inhibitori amilaze i proteaza Cine 4,1%, triticini 1,6%, serpini 1,6% i ostali enzimi 1,9%
od proteina pSeni¢nog brasna.

Sto se ti¢e njihove fizioloske uloge u semenu, najée$ée zastupljena hipoteza je da
albumini kao $to su inhibitori a-amilaze/tripsina i serpini mogu da deluju kao rezervni
nutritijenti pri klijanju embriona, kao regulatori endogenih enzima ili mogu imati
odbrambenu ulogu protiv napada insekata i mikrobioloskih StetoCina (Heidari i sar.,
2005).

Gao i sar. (2009) su ispitivali albumine i globuline sorti pSenice razlic¢itog kvaliteta
tokom razvoja zrna pSenice, pomoc¢u dvodimenzionalne diferencijalne elektroforeze i
masene spektrometrije. Period ispitivanja je obuhvatao pet faza razvoja zrna nakon
cvetanja pSenice. Od oko 400 detektovanih proteina na 2D-gelu u jednoj ili viSe
izpitivanih faza razvoja, 230 proteina je identifikovano pomo¢u masene spektrometrije.
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Ustanovili su da medu identifikovanim proteinima, viSe od 85% proteina su enzimi koji
poseduju razlicite fizioloSke funkcije. Neki od identifikovanih proteina su prikazani u
Tabeli 2.2. Dong i sar. (2012), ispituju¢i neglutenske proteine tokom razli¢itih faza
razvoja pSenice, su utvrdili da medu 89 identifikovanih proteina, viSe od 80% su enzimi
svrstani u osam funkcionalnih kategorija. To su enzimi koji u€estvuju u metabolizmu
ugljenih hidrata (27%), metabolizmu proteina (27%),
stres/odbrana/detoksikacija(11%), metabolizmu celija (6%), transkripciji/translaciji
(4%), metabolizmu azota (4%), fotosintezi (4%) i transdukciji signala (1%).

Poslednjih decenija znacajna istraZivanja su usmerena ispitivanju ovih proteina sa
zdravstvenog aspekta, tj. identifikaciji i detekciji albumina kao alergena (Akagawa i sar.,
2007; Larréisar., 2011).

Tabela 2.2. Proteini endosperma pSenice identifikovani masenom spektrometrijom (Gao i sar.,
2009)

Enzimi sa zaStitnom funkcijom

Askorbat peroksidaza 2;5;11;12; 13 5,74-6,15/28; 29; 30 5,15-5,85/27
Serpini 2-4 5,64-6,13/36; 43; 47 5,18-5,63/42-43
Peroksidaze 4 9,37/38 8,14/38
Katalaze 3;14 7,22/56 6,66/56
Inhibitori a-amilaze 2;6 4,99; 4,81/14; 38 7,45; 6,66/16; 13
Prekursor peroksidaze 4:12 6,53;9,10/38 8,14/38

2.2 Razliciti pristupi procene uticaja pojedinih konstituenata
pSenice na njen pecivni kvalitet

Usled velike varijabilnosti u funkcionalnim svojstvima brasSna razli¢itih sorti pSenice,
mnoga istraZivanja su usmerena na razumevanje odnosa izmedu ovih osobina i sastava
proteina. PSeni¢no brasno predstavlja izuzetno kompleksan sistem, Sto ujedno
onemogucava potpuno rastvaranje proteina u cilju njihove karakterizacije. Jedna od
glavnih prepreka za Kkarakterizaciju proteina pSenice je nedostatak metoda za
rastvaranje ukupnih proteina (Gupta i sar., 1993). Odredivanje vaZznih svojstava kao $to
su molekulska masa i raspodela molekulskih masa zahteva proteine u rastvoru Sto
obi¢no nije moguce, bar za teSko rastvorljivu frakciju proteina pSenice- gluten
(Macritchie, 1992). Za nepotpunu rastvorljivost frakcija glutena odgovorno je
prvenstveno postojanje malog broja jonizacionih amino kiselina na bo¢nim lancima, kao
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i preklapanje u pogledu rastvorljivosti pojedinih frakcija glutena (DuPont i sar., 2005).
[ako je na ovom polju postignut izvestan napredak, ipak deo visokomolekularnih
glutenina ostaje nerastvoren.

Upotreba razlic¢itih pristupa evaluacije doprinosa pojedinih gradivnih komponenti
pSenice njenom tehnoloSkom kvalitetu doprinosi, u izvesnoj meri prevazilazenju
pomenutih problema. NajceS¢e koris¢en metod podrazumeva ispitivanje velikog broja
sorti i testiranje korelacija izmedu odredenih funkcionalnih osobina pSeni¢nog brasna
(npr. rastegljivosti testa) sa razli¢itim jedinicama mere sastava proteina (npr. prisustvo
specificnih elektroforetskih opsega) (Sadouki i sar., 2006, Zhang i sar., 2007, Stojceska i
Butler, 2012). Studije o korelacijama odredenih proteina pSenice sa kvalitetom brasna
su od potencijalne vaznosti za selekcionare, jer je obezbedena jednostavna detekcija
proteina, tehnikama kao Sto je elektroforeza. Medutim, mora se imati u vidu da
objasnjavanje funkcionalnosti u smislu kvalitativih razlika u sastavu proteina nije
dovoljno.

Drugi pristup je direktniji i podrazumeva frakcionisanje pojedinih konstituenata brasna,
njihovo meSanje u odredenim odnosima i dobijanje tzv. rekonstituisanog brasna, ili
dodavanje u razliCitim kolicinama izdvojenih frakcija nativnom brasnu ili razmenu
ekvivalentne koli¢ine odredene proteinske frakcije izmedu brasna razlicitog kvaliteta
(Uthayakumaran i Lukow, 2003; Li i sar., 2008).

Medutim, u rekonstituisanom brasnu, funkcionalne osobine nativnog brasna ne mogu
biti obnovljene u potpunosti. Primeceno je da rekonstitucijom dolazi do znacajnih
promena u reoloskim svojstvima testa, kao i neznatnog narusSavanja kvaliteta gotovog
brasna. Hleb dobijen od rekonstituisanog brasna pokazuje izvesne razlike u odnosu na
hleb od nativnog braSna. Takav hleb ima koru tamnije boje, pa se pretpostavlja da veci
stepen Maillard-ovih reakcija proisti¢e iz degradacije skroba i proteina, postupkom
frakcionisanja i povecanja broja slobodnih aminokiselina i redukuju¢ih Secera
(Graf3berger i sar., 2003).
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2.3 Uticaj proteina na kvalitet psenice

2.3.1 Uticaj glijadina i glutenina na tehnoloski kvalitet pSenice

Obzirom da su jedinstvene osobine testa pSeni¢nog brasna u tesnoj vezi sa proteinima
glutena, od mnogobrojnih istraZivanja iz oblasti hemije Zita, najve¢i deo je usmeren
upravo ka definisanju odnosa pojednih frakcija glutena prema tehnoloskom kvalitetu
pSenice. Na osnovu statisticke analize izvedene od strane Gupta i sar. (1994), proteini
glutena su odgovorni za oko 72% varijacija u pecivnom kvalitetu pSenice, dok su
preostale varijacije u vezi sa odredenim rastvorljivim proteinima (neglutenski proteini),
lipidima, skrobom i neskrobnim polisaharidima.

Na kompleksnost sastava proteina glutena ukazuje i Cinjenica da je sastav ovih proteina
ispitivan na razli¢itim nivoima (Slika 2.1). Pod tim se podrazumeva ispitivanje uticaja
sadrZaja proteina, odnosa polimernih i monomernih proteina, odnosa HMW i LMW
gluteninskih podjedinica, kao i udela x- i y-tipa HMW gluteninskih podjedinica na
kvalitativne pokazatelje pSeni¢nog brasna (Békés, 2012).

| Koli¢ina i kvalitet ostalih |
i_ komponentibrasna i

-------------------- —\i“\> 4—-""-.
Reoloske osobine testa
pseniénog braina
A —

Kvalitet proteina
glutena

e

Kvalitet glutenina

N

Kvalitet glijadina

Kvalitet proteina
glutena

R

Kvalitet glutenina Kvalitet glijadina

‘ ‘ Odnos
glijadini/glutenini

N

Distribucija Struktura Sastav
veliéine glutenina glutenina glutenina
1 — T
i Mehanizmi |
i__biosinteze |
Koli¢ina Koligina Kvalitet Kvalitet
HMW-GS LMW-GS HMW-GS LMW-GS
\ Odnos HMW-
GS/LMW-GS

Slika 2.1. Faktori koji uti¢u na reoloske osbine testa pSeni¢nog brasna (Preuzeto i preuredeno
od Veraverbeke i Delcour, 2002)

Dodatak razlicitih frakcija glutena standardnom brasnu utice na reoloske karakteristike
odgovarajuceg testa na razli¢it nacin i u razli¢itoj meri. Kako polimeri glutenina
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uglavnom doprinose elasticnosti testa, a glijadini viskozitetu i rastegljivosti testa, tako se
i odnos polimernih i monomernih proteina moZe dovesti u vezu sa snagom i
rastegljivoS¢u testa. Nedovoljna elasticnost glutena ima za posledicu dobijanje hleba
male zapremine. Povecanje elasticnosti glutena dovodi do poveéanja zapremine, ali
suviSe elastiCan gluten otezava ekspanziju Celija gasa, Sto se opet negativno odrazava na
zapreminu hleba (Veraverbeke i Delcour, 2002).

Kako su osobine testa pSeni¢nog brasna zavisne od sadrZaja proteina, odnose glijadina i
glutenina je najbolje porediti izmedu brasna kod kojih je sadrzaj proteina na pribliZzno
istom nivou. Medutim, potrebno je imati u vidu i njihov sastav jer pri istom odnosu
GLI/GLU, bilans HMW- i LMW gluteninskih podjedinica u polimernoj frakciji moze
znacajno da izmeni snagu i rastegljivost testa. Kao rezultat smanjenja odnosa HMW i
LMW gluteninskih podjedinica dolazi do smanjenja snage i povecanja rastegljivosti testa
(Békés, 2012).

Utvrdeno je da se vreme zamesa, otpor testa i zapremina hleba povecavaju sa
povecanjem sadrZaja proteina (Slika 2.2) (Uthayakumaran i sar. 1999; Unbehend i sar.,
2003; Li i sar., 2008). Mnogi naucnici isticu znacaj HMW gluteninskih jedinica za pecivni
kvalitet pSenice. Kolicina HMW glutenina je u uskoj vezi sa razvojem testa, otporom testa
i zapreminom hleba (Wieser i Zimmermann, 2000).

Slika 2.2. Uticaj sadrzaja proteina na zapreminu hleba; 5- kontrolni uzorak sa 15,7% proteina,
6- rekonstituisani uzorak sa 11,2% proteina, 7- rekonstituisani uzorak sa 12,8% proteina, 8-
rekonstituisani uzorak sa 15,7% proteina (preuzeto iz Uthayakumaran i sar., 1999)

Pored brojnih studija o ispitivanju glijadina i njihovog dovodenja u vezu sa reoloskim
karakteristikama testa i zapreminom hleba, postoje razli¢ita tumacenja, Sto ukazuje na
kompleksnost biohemijskih promena u brasnu tokom zamesa i pecenja. Imajuci u vidu
da su LMW podjedinice glutenina tesno povezane sa glijadinima, teSko je izvoditi
zaklju¢ke o njihovom uticaju ponaosob (Gianbelli i sar., 2001). Naime, objavljene su
negativne, pozitivne i/ili nepostojanje korelacija izmedu razli¢itih kvalitativnih
pokazatelja pSeni¢nog brasna i glijadina ili njegovih podjedinica. Gianbelli i sar. (2001)
sugeriSu da je njihov uticaj na snagu testa neznatan, dok neki autori isticu negativan
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uticaj glijadina na razvoj testa i zapreminu hleba. SadrZaj glijadina kao i ve¢i odnos
glijadina i glutenina je u negativnoj korelaciji sa snagom testa i zapreminom hleba
(MacRitchie, 1987; MacRitchie i Lafiandra, 2001; Wieser i Kieffer, 2001). Utvrden je
uticaj razlicitih glijadinskih frakcija na zapreminu hleba. y-glijadini, odredeni pomocu
tecne hromatografije visokih performansi na obrnutim fazama, pokazali su pozitivan
uticaj na zapreminu hleba, sa korelacionim koeficijentima u opsegu od 0,93 do 0,99,
zavisno od ispitivanih sorti (Huebner i sar., 1997). Khatkar i sar. (2002) su objavili da
dodatak ukupnih glijadina i njegovih podjedinica znacajno poboljSava zapreminu hleba.
Dodatak w-glijadina u manjoj meri doprinosi poveéanju zapremine.

Visi sadrzaj nerastvorljivih polimernih proteina povecava snagu testa (Singh i sar., 2011;
Singh i sar. 2013) i poboljsava kvalitet gotovog proizvoda (Pirozi i sar., 2008).

Antes i Wieser (2001) su ispitivali uticaj dodatka HMW, LMW glutenina i glijadina u
razlicitom hemijskom (redukovanom ili reoksidovanom) stanju osnovnom brasnu na
reoloske karakteristike testa i zapreminu hleba. U reoksidovanom obliku HMW iLMW
povecavaju otpornost testa, dok dodatak glijadina i LMW glutenina u redukovanom
obliku ima suprotan efekat. Sto se ti¢e uticaja na zapreminu hleba, takode je od znacaja u
kom se hemijskom stanju pojedine frakcije nalaze. Dodatak HMW jedinica bez obzira na
hemijski oblik, pozitivno deluje na zapreminu hleba, dok dodatak LMW podjedinica ili
dodatak i HMW i LMW podjedinica, u reoksidovanom obliku ispoljava negativan uticaj
na isti kvalitativni pokazatel;.

2.3.2 Uticaj albumina i globulina na tehnoloski kvalitet psenice

Nasuprot proteinima glutena, neglutenski proteini su veoma malo izucavani i postoji
nekoliko studija o njihovoj povezanosti sa kvalitativnim karakteristikama pSeni¢nog
brasna, testa i hleba (Preston i sar., 1992; Dvoracek i Curn, 2003; Gralik i Warchalewski,
2006; Fustier i sar., 2009). Ispitivanja ove grupe proteina u smislu utvrdivanja njihovog
uticaja na pecivni kvalitet brasna datiraju jos od 50-tih godina proslog veka (Pence i sar.,
1953).

Iako nije utvrdena direktna povezanost ove grupe proteina sa funkcionalnim osobinama
brasna, Hoseney i sar. (1969) smatraju da je njihovo prisustvo neophodno za dobijanje
hleba optimalne zapremine. Oni su metodom rekonstituisanja brasna ispitivali uticaj u
vodi rastvorljivih proteina na pecivne karakteristike brasna razli¢itog kvaliteta. Pored
ukupnih komponenti rastvorljivih u vodi, ispitivane su i frakcije albumina, globulina i
glikoproteina zasebno. Dodatak vodorastvorljivih komponenti rekonstituisanom brasnu
omogucava dobijanje optimalne zapremine hleba, dok njihovo izuzimanje iz
rekonstituisanog brasna dovodi do smanjenja zapremine za ¢ak 38%. Takode, njihov
dodatak u duplo vecoj koli¢ini od normalno prisutne, ne utie znacajno na promenu
zapremine hleba. Utvrdili su da je uloga vodorastvorljivih komponenti u pecenju hleba
dvostruka: doprinose produkciji gasa, Sto se naravno moZe nadomestiti odgovarajué¢im
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kvascem i frakcija koja sadrzi uglavnhom pentozane i glikoproteine, doprinosi
zadrzavanju gasa ili rastegljivosti glutena.

Weegels i sar. (1995) su ustanovili da i pored toga Sto LMW neglutenski proteini imaju
nekonzistentan efekat na zapreminu hleba, poseduju znacajan uticaj na biohemijske i
reoloske osobine testa. Kod sorti sa jakim glutenom, taj uticaj se manifestuje tako da
dodatak niskomolekularnih neglutenskih proteina povecava zapreminu hleba, dok kod
sorti sa slabijim glutenom, taj uticaj nije izrazen ili je negativan na isti pokazatelj
kvaliteta. U kasnijim istrazivanjima ispitivali su njihov uticaj na gluteninski
makropolimer, koji je od izuzetnog znacaja za fizicke karakteristike testa i kvalitativnog
pokazatelja hleba- zapreminu. Dodatak LMW neglutenskih proteina nije uticao na
koli¢inu formiranog makropolimera tokom mesSanja, ali jeste na njegov sastav,
smanjujuci udeo HMW podjedinica glutenina u makropolimeru (Weegels i sar., 1997).

Sa tehnoloskog aspekta znacaj ovih proteina u kvalitetu brasna je i dalje nejasan, iako
ispitivanja nekih specificnih neprolaminskih proteina ukazuju na mogu¢ doprinos
kvalitetu pSeni¢nog brasna. U radu Osipova i sar. (2012) dat je pregled dosadasnjih
istrazivanja, baziranih na ispitivanju uticaja neglutenskih proteina i niskomolekularnih
komponenti, na polimerizaciju rezervnih proteina i na viskoelasticne osobine glutena i
teksturu pSeni¢nog zrna. RazliCiti enzimski sistemi i redoks agensi malih molekulskih
masa su u vezi sa polimerizacijom prolamina, pri sazrevanju pSenice i formiranjem
kvaliteta gotovog proizvoda. Medu albuminima i globulinima identifikovani su i proteini
ukljuceni u formiranje polimera (22%) i proteini koji imaju odbrambenu ulogu (28%).
Sinteza ovih proteina se povecava u ranoj fazi zrenja i tokom sazrevanja zrna pri visokim
temperaturama. Na taj nacin, uticaj klimatskih faktora na pecivni kvalitet pSenice se
ogleda kroz destabilizaciju enzima koji pripadaju neglutenskoj klasi pSeni¢nih proteina
koji reguliSu formiranje polimera, redoks reakcije, kao i skrob-lipid i lipid- protein
interakcije (Osipovai sar., 2012).

Horvat i sar. (2007) su ispitivali uticaj albumina i globulina, kvantifikovani HPLC
tehnikom, na pecivni kvalitet pSenice. IstraZivanja ukazuju na znacajnu negativnu
korelaciju izmedu neglutenskih proteina-albumina i globulina i sedimentacione
vrednosti, gluten indeksa, stabilnosti, energije testa, otpora i odnosa otpora i
rastegljivosti. S druge strane, Unbehend i sar. (2003) su ispitivali uticaj sastava proteina
pSenice na zapreminu hleba i utvrdili da sadrzaj albumina i globulina nije pokazao
znacajan uticaj na zapreminu hleba.

O uticaju pojedinih proteinskih frakcija pSeni¢nog brasna postoje brojna istraZivanja,
medutim, ispitivanja uticaja neglutenskih proteina na reoloska svojstva testa pSeni¢nog
brasna i gotov proizvoda su veoma oskudna. Zanimljivo je napomenuti da postoje radovi
o ovim ispitivanjima ali u kojima gotov proizvod nije klasi¢an hleb. Prabhasankar
(2002), u radu koji se odnosio na karakterizaciju biohemijskih pokazatelja kvaliteta
indijskih sorti pSenice i njihovom uticaju na kvalitet tradicionalnog indijskog proizvoda
na bazi pSenicnog brasna tzv. chapati, je objavio zavisnost sadrZaja neglutenskih
proteina od ispitivanih sorti. U korelacionoj studiji izmedu razlicitih proteinskih frakcija
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i odredenih kvalitativnih pokazatelja chapati proizvoda, nisu pronadene znacajne
korelacije izmedu neglutenskih proteina i kvalitativnih pokazatelja. Ispitujuci
korelativne odnose izmedu proteinskog sastava pSeni¢nog brasna i proizvoda na bazi
glutena, Chiang i sar. (2006) su ustanovili da sve proteinske frakcije, ukljuc¢ujuéi i
neglutenske proteine, imaju znacajan uticaj na kvalitet ovog proizvoda. Naime, rezultati
sugeriSu da brasna sa viSim sadrzajem HMW glutenina, w-glijadina (grupa II-proteini), i
albumin/globulin proteina daju proizvod boljeg kvaliteta.

2.4 Enzimi psenicnog brasna

PSeni¢no brasno sadrzi brojne enzime Kkoji znacajno uticu na njegovu tehnolosku
vrednost. U enzime pSenicnog brasna izmedu ostalih spadaju: amilaze, proteinaze,
lipaze, lipoksigenaze, polifenol oksidaze i peroksidaze. Hidrolaze imaju klju¢nu ulogu u
formiranju tehnoloSkog kvaliteta brasna. U ovu grupu spadaju: proteinaze Kkoje
degradiraju proteine na polipeptide i peptide, amilaze koje hidrolizuju skrob i lipaze
koje odvajaju vise masne Kkiseline iz triacilglicerola. Uprkos ¢injenici da ovi enzimi za
vreme pravilnog skladiStenja zrna i brasna pSenice, ostaju neaktivni ili u slucaju lipaza,
aktivni samo u ogranienom stepenu, u prisustuvu vode oni katalizuju specificne
reakcije i na taj nacin direktno uti¢u na funkcionalne osobine brasna (Rani i sar., 2001,
Dojczew i sar., 2007).

2.4.1 Amilaze pSeni¢nog prasna

Amilaze hidrolizuju glikozidne veze u polisaharidima. Amilaze su normalno prisutne u
pSenici i pSeni¢cnom brasnu ali nisu aktivne sve do momenta dodatka vode tj. postaju
aktivne tek prilikom pripremanja kona¢nog proizvoda a deaktiviraju se tokom pecenja.
Na osnovu strukturnih slicnosti, kao i slicnosti aminokiselinskih sekvenci, razliciti
amiloliticki enzimi sposobni da hidrolizuju a-1,4- i/ili a-1,6-veze u skrobu pripadaju
familiji glukozid hidrolaza 13 (tzv. familiji a-amilaza) (Goesaerti sar., 2005).

a-amilaza spada u endoamilaze i cepa a-1,4 glikozidnu vezu na bilo kom mestu u
molekulu skroba, a produkti reakcije su oligosaharidi razlicite duZine-dekstrini i
maltoza (Goesaert i sar., 2009b). a-amilaze su proteini malih molekulskih masa od 20-
55 kDa. Ako se raskine samo 0,5% ukupnih glikozidnih veza, dolazi do potpune
likvefakcije (ote¢njavanja) skroba- skrob gubi sposobnost stvaranja skrobnog gela.

B-amilaze spadaju u egzoamilaze i cepaju a-1,4 glikozidne veze, odvajaju¢i molekul
maltoze sa neredukujuceg kraja lanca. $-amilaze ne hidrolizuju a-1,6 glikozidne veze i
njihova aktivnost prestaje na mestu grananja (Slika 2.3). Kao produkti hidrolize nastaju
B-maltoza i dekstrini. Mehanizam njihovog dejstva nije u potpunosti poznat (Goesaert i
sar., 2005).
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Slika 2.3. Shematski prikaz delovanja razli¢itih amilolitickih enzima na polimer skroba
(amilopektin) (Goesaert i sar., 2009b)

U pSeni¢nom brasnu a-amilaze su prisutne u veoma malim koli¢inama, za razliku od -
amilaza cija aktivnost je izuzetno niska na neoSte¢enim, nativnim skrobnim granulama i
inaktiviraju se pre Zelatinizacije skroba (Goesaert i sar., 2009b).

Tokom mlevenja, mali ali znacajni deo skrobnih granula u pSeni¢nom brasnu biva
oStecen. Za razliku od neoStecenog skroba, oStecene granule su podloZnije dejstvu a-
amilaza. Stepen oStelenja zavisi od uslova mlevenja i tvrdo¢e zrna. OSteceni skrob
doprinosi povecanju apsorpcije vode a uticaj na hleb se manifestuje kroz formiranje
pora sredine hleba loSijih karakteristika, lepljivoS¢u sredine i jacom obojenosti kore
hleba (Autran, 1993; Békés, 2012).

Kako je u pSenicnom brasnu ¢esto poZeljna izvesna amiloliticka aktivnost, optimizacija
fizickih osobina testa se obavlja dodatkom bakterijske ili fungalne amilaze ili dodatkom
slada. Amilaze se rutinski koriste u pekarstvu za standardizaciju brasna i kao sredstvo za
usporavanje procesa starenja (Goesaert i sar., 2006; Goesaert i sar., 2009a). Degradacija
oStecenih granula skroba a-amilazom tokom meSenja testa, omogucava stvaranje
niskomolekularnih dekstrina, Sto olakSava nastajanje maltoze kao proizvoda aktivnosti
B-amilaze. Na taj nacin se dodatkom amilaza pospeSuje obrazovanje fermentabilnih
Secera, u cilju ubrzanja fermentacije i proizvoda Maillard-ovih reakcija, koji intenziviraju
aromu hleba i boju kore. Medutim, aktivnost amilaza moZe se povezati sa smanjenjem
viskoziteta testa tokom Zelatinizacije skroba, Sto ima za posledicu produZavanje

vremena pecenja i povecanje zapremine hleba (Goesaert i sar., 2005; Goesaert i sar.,
2009a).
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Povecan sadrzaj a-amilaza se javlja prilikom klijanja zrna psSenice. Tokom Kklijanja
semena dolazi do razgradnje skroba kao rezultat dejstva hidrolitickih enzima. a-amilaza
ima klju¢nu ulogu tokom degradacije skroba, ali samo zajednickim dejstvom a-amilaza,
B-amilaza, izoamilaza i glukoamilaza skrob moZe biti u potpunosti hidrolizovan
(Cuglielminetti i sar., 1995).

Amiloliticka aktivnost je pod snaZnim uticajem klimatskih uslova. Usled obilnih
padavina, neposredno pred Zetvu zrno pSenice moZe poceti klijati u klasu, pri ¢emu
dolazi do znacajnog povecanja a-amilazne aktivnosti. Pove¢anje amiloliticke aktivnosti
u isklijaloj pSenici je pra¢eno i povecanjem sadrZaja proteolitickih enzima (Simsek i sar.,
2014). Velika aktivnost a-amilaze u brasnu dobijenom iz proklijale pSenice, smanjuje
mo¢ upijanja vode u testu i doprinosi lepljivosti testa, Sto oteZava njegovu obradu. Hleb
dobijen od brasna sa pove¢anom amiloliticCkom aktivno$¢u ima lepljivu i vlaZznu sredinu
(Kruger i Tkachuk, 1969; Singh Gujral i sar., 2003). Ipak, genetske razlike izmedu sorti
pSenice uslovljavaju i razliit sadrzaj amilolitickih enzima (Csiszar i sar., 2010). Tako
neke sorte sintetiSu amiloliticke enzime u kasnoj fazi sazrevanja zrna pSenice, ¢ak i u
nedostatku padavina ili klijanja zrna (Hidalgo i sar., 2013). Neki naucnici smatraju da
povecana amiloliticka aktivnost moZe biti posledica oSte¢enja pSeni¢nih zrna napadom
Zitnih stenica, dok drugi autori nisu ustanovili promene amiloliticke aktivnosti kao
posledice tih oStec¢enja pSenice (Rosell i sar., 2002).

2.4.2 Proteoliticki enzimi pSeni¢nog brasna

Proteaze, takode nazivane peptidazama ili proteinazama, predstavljaju veliku kategoriju
enzima koji katalizuju hidrolizu peptidnih veza. Proteaze koje raskidaju peptidne veze
na N ili C kraju polipeptidnog lanca se nazivaju egzoproteazama, dok one koje katalizuju
hidrolizu peptidnih veza unutar polipeptidnog lanca, klasifikovane su kao
endopeptidaze (Hsiao i sar., 2014).

Klasifikacija proteinaza je izvedena na osnovu aminokiselina na njihovom aktivhom
mestu, trodimenzionalne strukture, mehanizma dejstva, kao i na osnovu njihove
osetljivosti prema odredenim inhibitorima. Glavne podgrupe proteaza ukljucuju serin-,
cistein-, aspartat- i metalo- proteaze (Mutlu i Gal, 1999).

PSenic¢no zrno sadrZi brojne proteoliticke enzime koji se nalaze u razli¢itim anatomskim
delovima zrna i nivo njihove aktivnosti zavisi pre svega od fizioloSkog statusa zrna.
Proteaze se uglavnom nalaze u endospermu, Kklici i aleuronskom sloju. Utvrdeno je da
tokom rasta i sazrevanja pSenice, postoje proteoliticki enzimi u spoljasnjim slojevima
zrna koji razgraduju azokazein i hemoglobin. Nivo tih enzima se povecava priblizno 24
dana nakon cvetanja i onda naglo opada. U endospermu s druge strane, postoje
hemoglobin degradirajuci proteoliticki enzimi, ¢ija se aktivnost povecava tokom rasta i
sazrevanja. Ovo povecanje nije primeceno kod proteolitickih enzima koji razgraduju
azokazein, Sto ukazuje na Cinjenicu da proteoliticki enzimi u razli¢itim tkivima imaju
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razlicite specificnosti. Nakon Kklijanja pSenice, nivo enzima koji razlazu hemoglobin se
povecava priblizno dva do tri puta posle 3 dana klijanja, dok aktivnost enzima koji
razlaZzu azokazein kao supstrat se povecava Cetiri do Sest puta. Ispitivanjem distribucije
karboksipeptidaza u razli¢itim anatomskim delovima zrna tokom njegovog rasta i
sazrevanja utvrdeno je da je aktivnost ovih enzima uglavhom skoncentrisana u
perikarpu i tkivu endosperma (Kruger i Preston, 1977).

[ako se generalno pretpostavlja da tokom razvoja Zitarice ne sadrze aktivne enzime, dok
zrela zrna sadrZe proteaze, nekoliko izveStaja sugeriSe da u nekoj fazi razvoja dolazi do
sintetisanja proteaza. Tokom razvoja zrna pSenice uocen je razli¢it vremenski obrazac
pojavljivanja razliCitih endoproteaza. Neposredno posle cvetanja, zrno sadrzi gotovo
isklju¢ivo samo serin proteaze. U prelaznim fazama, kada se sadrzaj serin proteaza
smanjuje, sadrzaj aspartatne proteaze se povecava i kratkotrajno se pojavljuje veoma
mala koli¢ina tiol proteaza. Aspartat proteaze i metalo-proteaze su zastupljene u
znacajnoj koli€ini u kasnijim fazama razvoja. U prelaznim fazama razvoja (15-20 dpa,
days post-anthesis- dana nakon cvetanja), najviSe endoproteaza je lokalizovano u
aleuronskom sloju i embrionu. Ove Cetiri klase endoproteaza su detektovane i u fazi
klijanja (Dominguez & Cejudo, 1996).

Hidroliza skladisnih proteina endosperma tokom Kklijanja pSenice, povezana je sa
povecanjem opSteg nivoa proteoliticke aktivnosti (Ichinose i sar., 2001; Michalcova i sar.,
2012). Takode, zabeleZeno je znacajno omeksSavanje glutena kao posledica delovanja
proteolitickih enzima u isklijaloj pSenici. Brojne studije su potvrdile povecanje
proteoliticke aktivnosti nakon perioda klijanja pSenice. Ovaj porast prati smanjenje
proteina velikih molekulskih masa i istovremeno povecanje sadrzaja slobodnih amino
grupa. U pSenicnom brasnu je utvrdeno postojanje egzoproteaza i endoproteaza.
Egzoproteoliticka aktivnost, koja potic¢e od nespecifi¢ih karboksipeptidaza, pronadena je
u visokom nivou u endospermu zrele i neisklijale pSenice, dok znacajan nivo
endoproteoliticke aktivnosti je pronaden u zelenom sloju i aleuronskom tkivu zrele
pSenice. Ispitivanjem promene u aktivnosti endoproteaza i egzoproteaza, rastvorljivih
frakcija proteina endosperma, aminokiselina i peptida tokom klijanja durum i hlebne
pSenice primeceno je znacajno povecanje aktivnosti endoproteaza i manje promene
aktivnosti egzoproteaza u slucaju hlebne pSenice (Preston i sar., 1978). Poredenjem
proteoliticke aktivnosti i rastvorljivosti frakcija proteina endosperma, utvrdeno je da je
povecanje aktivnosti endoproteaza tokom Kklijanja neophodno za obimniju hidrolizu
skladisSnih proteina. Male promene u sadrzaju peptida, ukazuju da su u neisklijaloj
pSenici prisutne dovoljne koli¢ine egzoproteaza, koje hidrolizuju peptide nastale
povecanim dejstvom endoproteaza.

Nivo aktivnosti razlicitih enzima se razlikuje po pojedinim mlinskim frakcijama pSenice i
odatle poticu i razlike u njihovim funkcionalnim osobinama. Razli¢it nivo aktivnosti su
utvrdili Rani i sar. (2001), koji su ispitivali distribuciju funkcionalno vaznih enzima u
pojedinim mlinskim frakcijama pSenice. Dojczew i sar. (2007) su takode utvrdili razlicit
nivo proteoliticke aktivnosti u razli¢itim mlinskim frakcijama kod isklijale pSenice, pri
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cemu je predZetveno Kklijanje zrna imalo za posledicu poveéanje ukupne proteoliticke
aktivnosti u svim ispitivanim frakcijama.

Pripisujuci neglutenskim proteinima enzimski karakter, Strelec i sar. (2007) su ispitivali
sadrZaj rastvorljivih proteina, kao i aktivnost oksidoreduktivnih i proteolitickih enzima
tri sorte pSenice razli¢itog sadrzaja ukupnih proteina. Ustanovili su da ukupan sadrZaj
proteina pSenice utiCe na koli¢inu ekstrahovanih proteina. Koli¢ina ekstrahovanih
proteina bila je niza kod pSenice sa niZim sadrzajem ukupnih proteina. Takode, razli¢iti
enzimi su pokazali razli¢itu zavisnost od sadrzaja ukupnih proteina. Razlike u ukupnom
sadrZaju proteina ispitivanih sorti pSenice, nisu imale uticaj na aktivnost glutation
reduktaze, katalaze, peroksidaze i aspartatne proteaze. Aktivnost arginin i I-
fenilalanilaminopeptidaze (Arg-AP, Phe-AP) je proporcionalno niZa kod pSenice sa nizim
sadrZajem ukupnih proteina.

Proteoliticki enzimi pSenice i njihov uticaj na kvalitet testa brasna pSenice, usled
promena proteina glutena, predmet je znacajnog istrazZivanja i kontroverzi. Zastupljeno
je opSte verovanje da je proteolitiCcka aktivnost u zdravoj pSenici veoma niska i kao
takva, ima mali znacaj u promeni pecivnog potencijala brasna pSenice.

S druge strane, povecana proteoliticka aktivnost u uzorcima isklijale pSenice dovodi do
smanjenja koli¢ine glutena, naruSavanja njegovih fizickih karakteristika, kao i do
nepovoljnog uticaja na reoloSke osobine testa, kao Sto su smanjenje kapaciteta
zadrzavanja vode brasna, kraci razvoj testa, smanjenje stabiliteta i povecanje stepena
omeksanja (Dojczew i sar., 2007).

Visoka aktivnost proteaza u Sirokom opsegu pH (4,5-8,5) i temperature (10 °C-100 °C),
tokom mesenja i fermentacije testa, doprinosi degradaciji skladiStnih proteina pSenice,
posebno degradaciji proteina endosperma (Wang i sar., 2005). Hidrolizom pSeni¢nog
glutena dobija se smeSa peptida visoke rastvorljivosti i izmenjenih osobina emulgovanja,
u zavisnosti od stepena hidrolize.

Povecana aktivnost proteaza pracena je promenama, ne samo u primarnoj strukturi vec i
u sekundarnoj strukturi proteina glutena. Delimi¢na hidroliza proteina glutena moze
dovesti do razrusavanja pojedinih veza, odgovornih za stabilizaciju njihove konformacije
i eliminisanja beta konformacije proteina, koja prema Shewry i sar. [2001] i Gianibelli i
sar. [2001] je uglavnom odgovorna za funkcionalna svojstva proteina glutena.

Galleschi i sar. (2002) i Calucci i sar. (2004) su ispitivali promene odredenih
biohemijskih pokazatelja kvaliteta, izmedu ostalog i proteoliticke aktivnosti, tokom
perioda ubrzanog starenja zrna pSenice, uz kontrolisano naruSavanje kvaliteta semena
pSenice u cilju predvidanja njegovog potencijala za skladiStenje. Ovim postupkom koji
podrazumeva koriS¢enje visoke temperature od 40 °C i relativne vlaznosti od 100%,
utvrdena je redukcija rastvorljivih proteina, kao i degradacija glutenina i glijadina
povezanih sa znacajnim povecanjem proteoliticke aktivnosti i smanjenjem fleksibilnosti
glutena.
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Bleukx i sar. (1998) u viSegodiSnjim ispitivanjima su utvrdili da su proteoliticki enzimi
povezani sa pSeniCnim glutenom. Ispitivali su specificnost aspartatne proteaze
pSeni¢nog glutena i utvrdili da pri pH 3, ovi enzimi pokazuju maksimalnu aktivnost
prema HMW gluteninskim podjedinicama, a u manjoj meri hidrolizuju LMW glutenine i
glijadine. Takode, ovi enzimi nisu ispoljili uticaj prema albuminima i globulinima
(Bleukx i sar., 1998). Pronadena je zavisnost izmedu stepena raskidanja peptidnih veza
tokom inkubacije ru¢no ispranog glutena i stepena omekSanja glutena, uzrokovanog
aktivnos¢éu nativnih proteaza pSenice. Takode, zabeleZeno je povecanje rastegljivosti
glutena sa povecanjem vremena njegove inkubacije i potpuno drugacije farinogramske
karakteristike glutena inkubiranog 3 h pri pH 4,5, od neinkubiranog. Skrob gel
elektroforetska tehnika je pokazala da je vecina aktivnih proteaza pSenice povezana sa
glutenom i takode potvrdila autodigestiju proteina pSenice. Analiza aminokiselina
oslobodenih kao rezultat autodigestije, pokazuje da enzimi koji hidrolizuju gluten imaju
visoku specifi¢nost za peptidnim vezama u blizini lizina, leucina, fenilalanina, tirozina,
arginina i verovatno triptofana, ali veoma nisku specificnost za peptidnim vezama u
blizini glicina, prolina, glutamina i glutaminske kiseline (Bleukx i sar., 1998).

Veliki broj studija u vezi proteoliticke aktivnosti, usmeren je ka ispitivanju moguénosti
primene odredenih komercijalnih enzima u svrhu poboljsanja odredenih kvalitativnih
karakteristika gotovog proizvoda (Kong i sar., 2007; Hasanov i sar., 2010). Pored
unapredivanja funkcionalnih svojstava hidrolizata proteina, proteaze se Kkoriste za
proizvodnju niskomolekularnih peptida. Ovi peptidi se direktno apsorbuju bez
prethodne digestije i imaju niske alergijske efekte, Sto objaSnjava njihovu primenu u
mnogim formulacijama, kao Sto su hrana za odojcad i za posebne kategorije potrosaca
(Kong i sar.,, 2007). Takode, brojna su istraZivanja koja se bave ispitivanjem nivoa
proteoliticke aktivnosti oStecene pSenice (Aja i sar., 2004; Perez i sar., 2005; Brzozowski
i sar., 2008).

Zbog znacajnog uticaja enzima na kvalitet pekarskih proizvoda, kao i na kvalitet
testenina, evidentno je da enzimi predstavljaju kvalitativni pokazatelj i da njihovo
odredivanje u pSenici moZe biti korisno u klasifikaciji pSenice i pSenicnog brasna, kada
se odredeni zahtevi za kvalitet finalnog proizvoda koriste kao dodatni Kkriterijumi za
klasifikaciju (Strelec i sar., 2007).

2.5 Slobodne sulfhidrilne grupe i njihov uticaj na tehnoloski
kvalitet psenice

Slobodne sulfhidrilne grupe i disulfidne veze imaju vaznu ulogu u definisanju kvaliteta
glutena. Fizickohemijske i funkcionalne osobine pSeni¢nih proteina su uslovljene
disulfidnim unakrsnim povezivanjem, koje za posledicu ima formiranje proteinske
mreZe testa. Pored disulfidnih veza, i druge nekovalentne veze kao Sto su vodonicne,
jonske veze i hidrofobne interakcije, takode doprinose svojstvima testa (Aminlari i
Majzoobi, 2002).
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Gluteninske podjedinice formiraju intra- i intermolekularne disulfidne veze, dok je za
glijadine karakteristicno intermolekularno uspostavljanje disulfidnih veza, te otuda i
manje molekulske mase ovih proteina (Pérez i sar., 2005). lako su disulfidne veze
prisutne kod obe glutenske frakcije, smatra se da samo intra i intermolekularne
disulfidne veze glutenina, koje omogucavaju asocijaciju gluteninskih makropolimera,
odreduju sekundarne funkcije i strukturu glutena (Pérez i sar., 2005). Struktura nastale
glutenske mreZe je uslovljena brojem prisutnih raspolozivih sulfihidrilnih grupa, tako da
broj nastalih inter- i intramolekularnih disulfidnih veza uslovljava i razli¢ite osobine
glutena.

Postoji nekoliko teorija koje objaSnjavaju proces polimerizacije proteina u toku razvoja
zrna pSenice, dovodeci ga u vezu sa formiranjem intermolekularnih vodoni¢nih mostova
izmedu gluteninskih podjedinica (Pernollet i Camilleri, 1983; Eckert i sar., 1993 ) i
disulfidnim povezivanjem proteina pomocu oksidacije slobodnih sulfhidrilnih (-SH)
grupa. U svom radu Rhazi i sar. (2003) navode da tokom razvoja zrna dolazi do promena
sulfhidrilnog statusa proteina endosperma, kao posledica uces¢a sulthidrilnih grupa u
procesu polimerizacije. I pored opseZnih istraZivanja mehanizmi polimerizacije nisu u
potpunosti razjasnjeni.

OpsSte je prihvaceno da disulfidne veze stabilizuju konformaciju proteina i/ili
destabilizuju denaturisane konformacije kroz smanjenje konformacione entropije.
PoboljSanje stabilnosti u prakticnom smislu, podrazumeva povecanje otpornosti
proteina na uslove okoline, kao Sto su visoke temperature, ekstremne pH vrednosti,
visoke koncentracije organskih rastvaraca. Medutim, uprkos mnogim studijama,
mehanizam kojim disulfidi stabilizuju proteinsku strukturu, nije u potpunosti poznat
(Bulaj, 2005).

Uloga sulfhidrilnih grupa psSeni¢nih proteina u reoloskim osobinama testa, privukla je
paznju mnogih hemicara i prehrambenih tehnologa (Andrews i sar., 1995). Sulfhidrilne
grupe su u stanju da se podvrgnu sulfhidril-disulfid razmeni, koja podrazumeva
raskidanje ili obnavljanje disulfidnih veza posredstvom endogenih komponenti, koje
sadrZze sulfhidrilne grupe (kao Sto su proteini, redukovani glutation) ili egzogenih
jedinjenja (kao Sto je cistein, redukovani glutation) (Aminlari i Majzoobi, 2002; Lutz,
2012).

OpseZna ispitivanja su izvedena kako bi se pomenute redoks reakcije dovele u vezu sa
pecivnim osobinama pSenice. Hemijske promene, koje podrazumevaju cepanje ili
obnavljanje disulfidnih veza tokom prerade pSeni¢nog brasna, detaljno su opisane u
preglednom radu Delcour i sar. (2012). Pove¢avanjem temperature testa usled mesenja,
dolazi do raskidanja vodonicnih veza, tako da u pocetku dolazi do smanjenja stepena
interakcija glutenina i glijadina u glutenu. Povecavanjem temperature do 90 °C dolazi do
stvaranja SS povezanih aglomerata, uglavnom a- i y-glijadina i glutenina. Razmenom SH-
SS veza pri poviSenoj temperaturi, dolazi do inkorporacije glijadina u gluteninsku
strukturu. Slobodna SH grupa glutenina izvodi nukleofilni napad na atom sumpora u
disulfidnoj vezi glijadina. Iako u toku toplotnog tretmana, umreZavanje glutena nastaje
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formiranjem dodatnih SS veza, unakrsne veze mogu da se formiraju i izmedu ostalih

aminokiselina. Tokom pecenja hleba dolazi do povecanja ditirozin veza. Takode, pri pH 2

6 i viSim temperaturama, (3-eliminacijom cistina formira se dehidroalanin i slobodne SH

grupe u glutenu. Oba nastala oblika, takode mogu da ucestuju u novim reakcijama
cepanja i obnavljanja disulfidnih veza (Slika 2.4).
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Slika 2.4. Shematski prikaz reakcija koje podrazumevaju cepanje ili obnavljanje disulfidnih veza

(Delcourisar., 2012)

[ pored opseZnih ispitivanja, prvenstveno zasnovanim na izvesnim manipulacijama

brasnom (vreme i brzina meSenja testa, dodatak razlicitih oksidacionih ili redukcionih
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sredstava), postoje razli¢ita tumacenja uloge sulfhidrilnog statusa brasna i testa na
njegove reoloSke osobine (Hayta i Schofield, 2004).

Struktura i reoloska svojstva testa su u tesnoj vezi sa sadrzajem slobodnih sulfhidrilnih
grupa proteina i sa formiranjem disulfidnih veza tokom zamesa testa. Nizak sadrzaj
sulfhidrilnih grupa testa u odnosu na brasno, ukazuje da proces meSenja poboljSava
razmenu SH/S-S reakcija. Veliki broj SS veza formiranih tokom zamesa, dovodi do
povecCanja stepena umreZenosti glutena. S druge strane, duZe vreme zamesa mozZe
proizvesti cepanje nekih disulfidnih veza sa odgovaraju¢im povecanjem slobodnih
sulfhidrilnih grupa. Skerrit i sar. (1999) su ispitivali cepanje disulfidnih veza u HMW
gluteninima tokom duZeg zamesa, Sto je dovelo do delimicne depolimerizacije
gluteninskog polimera, Sto za posledicu ima dobijanje testa narusenih reoloskih osobina
(smanjena konzistencija i povecana lepljivost testa).

Gémez i sar. (2011) smatraju da varijacija u sadrZaju slobodnih sulfhidrilnih grupa
tokom mesSenja testa, ne mora nuzno biti vezana sa promenom sadrZaja disulfidnih veza,
veC da je doSlo do promene u njihovoj distribuciji. Ove disulfidne veze mogu biti
povezane za niskomolekularnim podjedinicama glutenina, oslobodenih iz gluteninskog
polimera, kao posledica predugog mesSenja testa.

Veliko interesovanje naucnika je usmereno na moguce uceSce tripeptida glutationa
(neproteinske tiolne komponente) u redoks reakcijama koje se javljaju u testu. Ovaj
tripeptid se javlja endogeno u pSeni¢cnom braSnu u slobodnom i redukovanom, kao i u
obliku smese disulfida protein- glutation. I pored niskog sadrzaja tiolnih grupa, smatra
se da ima veoma vaznu ulogu u redoks reakcijama brasna. Chen i Schofield (1996) su
pratili biohemijske promene u brasnu tokom njegovog skladiStenja i ustanovili su da
tokom prvih deset dana skladiStenja, dolazi do znacajnog poboljSanja pecivnih svojstava
pSenice, uz znacajno smanjenje glutationa u redukovanom, oksidovanom, kao i u obliku
smesSe disulfida, nakon cega dolazi do stabilizacije. S druge strane Li i sar. (2004) su
utvrdili da ne postoji jasna veza izmedu sadrzaja glutationa i srodnih tiolnih jedinjena u
brasnu, sa njegovim kvalitetnim osobinama.

Broj reaktivnih SH grupa zavisi od nekoliko unutrasnjih i spoljasnjih faktora: prirode
proteina, prisustva ili odsustva sredstva za denaturaciju, temperature, pH vrednosti,
vrste i koncentracije koriS¢enog SH reagensa i vremena reakcije. U mnogim slucajevima,
vrednost eksperimentalno odredenog sadrzaja sulfhidrilnih grupa je niZa od stvarno
prisutnog ili obrnuto. TeSko¢e u odredivanju sulfhidrilnih grupa proisticu delom iz
koriS¢ene metode a delom iz razlika u njihovoj reaktivnosti. Razlozi nepotpunoj
reaktivnosti SH grupa proteina mogu biti: sterne smetnje uslovljene specificnom
strukturom proteina, interakcija sulthidrilnih grupa sa drugim funkcionalnim grupama,
repulzija izmedu hidrofilnih reagenasa i hidrofobnih grupa smesStenih u blizini
sulfhidrilnih grupa (Hofmann i Ham, 1978).

Pored velikog broja razvijenih metoda za odredivanje sadrZaja slobodnih sulfhidrilnih
grupa (Hansen i Winther, 2009), joS uvek je u Sirokoj upotrebi metoda u kojoj se koristi
Ellman-ov reagens (5, 5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) ili DTNB. Upotreba Ellman-
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ovog reagensa u ovu svrhu je pogodna iz nekoliko razloga: lako je rastvorljiva
komponenta, pokazuje visoku specificnost prema SH grupama; vreme reakcije sa SH
grupama je relativno kratko a i sama metoda odredivanja je tehnicki lako izvodljiva
(spektrofotometrijski). U reakciji Ellman-ovog reagensa i SH grupa oslobada se
ekvivalent intenzivho hromogenog anjona 5-tio-2-nitrobenzoeva kiselina (TNB),
supstanca Zute boje sa maksimumom apsorpcije na 412 nm (Slika 2.5) (Andrews i sar.
1995).
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Slika 2.5. Redukcija Ellman-ovog reagensa

2.6 Slobodne amino grupe i njihov uticaj na tehnoloski kvalitet
pSenice

Tokom faza rasta i razvoja pSenice, posleZetvenog dozrevanja, kao i tehnoloskog
dozrevanja brasna, javljaju se brojne kompleksne biohemijske promene, koje izmedu
ostalih konstituenata ukljuCuju i enzime prisutne u pSeni¢cnom zrnu i braSnu (Pyler,
1973). Kao $to je ranije navedeno, pSeni¢no brasno sadrZi brojne enzime koji znacajno
utiCu na njegovu tehnolosku vrednost, pri ¢emu se i proteaze ubrajaju u znacajnije
enzime.

Proteaze katalizuju hidrolizu proteina zrna. U istrazZivanju o prisustvu i aktivnostima
proteolitickih enzima vitalnog pSeni¢nog glutena, Bleukx i sar. (1996) su identifikovali
aspartatne proteaze i serin endoproteaze odgovorne za hidrolizu glutena. Svaki put kad
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se hidrolizuje peptidna veza, oslobada se slobodna amino grupa i slobodna karboksilna
grupa. Stepen hidrolize utvrduje se na osnovu povecanja sadrzaja ovih grupa. Sadrzaj
slobodnih amino grupa direktno je proporcionalan stepenu hidrolize proteina (Nielsen i
sar., 2001). Kao rezultat hidrolize proteina pSenice, nastaju u vodi rastvorljive slobodne
aminokiseline i mali peptidi (Aja i sar., 2004).

Postoje brojne tehnike razvijene u cilju procene stepena hidrolize proteina, kao Sto su:
spektrofotometrijske metode (ninhidrinska reakcija; TNBS method), potenciometrijska
tehnika (zasniva se na reakciji formaldehida i slobodnih amino grupa) i pH stat tehnika.
Sve navedene metode, izuzev pH stat tehnike, omogucavaju procenu stepena hidrolize
poredenjem kolicine slobodnih amino grupa pre i posle hidrolize. TNBS metod
podrazumeva reakciju primarnih amino grupa i trinitro-benzen-sulfonske Kkiseline.
Glavni nedostaci ove metode su nestabilnost i toksicnost TNBS reagensa (trinitro-
benzen-sulfonske kiseline), kao i dugotrajnost metode.

Kao alternativna metoda, u kojoj su donekle izbegnuti pomentuti nedostaci, razvijena je
metoda u kojoj se koristi OPA (o-phthaldialdehyde) reagens. Metoda se zasniva na
reakciji slobodnih amino grupa i OPA reagensa u prisustvu [-merkaptoetanola ili
ditiotreitola. Kao proizvod reakcije nastaje obojeno jedinjenje koje ima maksimum
apsorpcije na 340 nm (Slika 2.6). JoS jedna od prednosti ove metode je upotreba serin
aminokiseline kao standarda, jer je utvrdeno da je odziv ove aminokiseline veoma blizak
prosecnom odzivu ispitivanih aminokiselina (u reakciji sa OPA reagensom na 340 nm)
(Nielsen i sar., 2001).
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Slika 2.6. Reakcija slobodnih amino grupa sa OPA reagensom u prisustvu jakog redukcionog
sredstva ([3-merkaptoetanol ili ditiotreitol)

Znacaj sadrzaja slobodnih amino grupa na tehnoloski kvalitet, sastoji se u tome Sto
indirektno ukazuje na aktivnost prisutnih proteoliti¢ckih enzima. U brojnim literaturnim
navodima, upravo je ova metoda korisS¢ena u cilju procene aktivnosti proteolitickih
enzima normalno prisutnih u brasnu ili aktivnosti proteolitickih enzima ubrizganih od
strane insekata.

Proteoliticka aktivnost u brasnu ostecene pSenice je veoma niska. Medutim, dodatkom
vode pri zamesu, ovi enzimi postaju aktivni. Negativan uticaj povecane proteoliticke
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aktivnosti se manifestuje kroz degradaciju glutenske strukture i omekSavanje glutena,
Sto se indirektno reflektuje i na druge pokazatelje kvaliteta (sadrZaj glutena, gluten
indeks).

Perez i sar. (2005) su isptivali povezanost degradacije glutena brasna inficiranog Zitnom
stenicom sa njegovom strukturom, kroz odredivanje sadrzaja slobodnih amino i sadrzaja
slobodnih sulfhidrilnih grupa. Ustanovili su da se tokom inkubacije glutena, sadrzaj
slobodnih amino grupa i sulfthidrilnih grupa povecava, Sto sugerisSe da proteaze insekata
u pocetku unapreduju degradaciju glutena. Na taj nac¢in slobodne amino grupe, skrivene
u polimernoj strukturi, postaju dostupne za aktivnost proteaza, Sto ima za posledicu
oslobadanje razlicitih polipeptida.

Bonet i sar. (2005) su ispitivali mogu¢nost obnove funkcionalnosti glutena iz pSenice
oStecene insektima, njegovim tretmanom sa transglutaminazom. U tu svrhu odredivali
su sadrZaj slobodnih amino grupa i utvrdili smanjenje njihovog sadrzaja, kao posledicu
obnavljanja polimerne strukture glutena dejstvom transglutaminaze.

2.7 Uticaj klimatskih faktora i genotipa na kvalitet psenice

Odnosi izmedu uslova Zivotne sredine, prinosa i kvaliteta pSenice su veoma sloZeni,
¢emu svedocCe i brojna naucna istrazivanja na tu temu (Altenbach i sar., 2003; Triboi i
sar., 2003; Triboi i sar., 2006; Har Gil i sar., 2011; Altenbach, 2012). Na polju, nepovoljni
uslovi sredine mogu se javiti u bilo kom trenutku Zivotnog ciklusa biljke, mogu varirati u
intenzitetu i trajanju, i uticati na razliCite procese tokom vegetativne ili reproduktivne
faze razvoja biljke. Kao odgovor na nepovoljne uslove, biljka razvija brojne odbrambene
mehanizme sa krajnjim ciljem proizvodnje odrzivog semena. Ovi mehanizmi ukljucuju
promene na molekularnom, celijskom i fizioloSkom nivou koji variraju u odnosu na
genotip. U Kkrajnjoj liniji, nastale promene se manifestuje u zrnu, i to preteZzno na
skrobnu (kljuc¢ni faktor za prinos) i proteinsku (kritican faktor za kvalitet) komponentu
(Altenbach, 2012).

Kolic¢ina padavina i plodnost zemljiSta su najvazniji faktori koji odreduju prinos i kvalitet
psenice. Cak i prolazni periodi ekstremnih oblika pomenuta dva faktora, mogu imati
dramati¢ne posledice na razvoj a samim tim i na kvalitet pSenice. Tip zemljiSta, nivo
dubriva (posebno azota i sumpora), koli¢ina padavina i broj tropskih dana tokom faze
nalivanja zrna, imaju znacajan uticaj na kvalitet pSenice i sadrZaj proteina (Ciaffi i sar.,
1996; Daniel i Triboi, 2000; Hurkman i Wood, 2011).

Temperatura vazduha ima regulatorni uticaj na rast biljke. Ekstremi poput visoke
temperature, uzrokuju toplotni stres i susu, sa negativnim uticajem na prinos i kvalitet.
Optimalna temperatura za razvoj pSenice je 15 °C, viSe temperature ubrzavaju
sazrevanje, smanjuju prinos i menjaju proteine glutena koji odreduju kvalitet zrna. Niske
temperature tokom zimskog perioda usporavaju rast, ili dovode da zamrzavanja
zemljista. Prolazni periodi niske temperature ispod 0 °C u kriticnim fazama rasta biljaka,
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od klasanja do cvetanja mogu izazvati teSke gubitke prinosa, kao rezultat oStetenja
mrazom. U takvim uslovima, praksa je da se setva odloZi pri ¢emu se odlaze i faza
cvetanja za vreme prihvatljivije od rizika smrzavanja. To obi¢no znaci da cvetanje kasni,
tako da je faza nalivanja zrna izloZena uslovima poviSene temperature i smanjene
dostupnosti vode. Niske temperature tokom kasnog prolec¢a takode uzrokuju oStecenja
biljke. Naime, po razvoju one gube toleranciju i bivaju jace izloZene osStecenjima
uzrokovanim mrazom (Paulsen i Shroyer, 2004).

Monitoring klimatskih promena sugeriSe da ¢e vise sezonske temperature postati
uobicajena pojava u mnogim delovima sveta. Periodi suSe verovatno ¢e postati CeS¢i i
ozbiljniji (Semenov, 2009). Nedavna istraZivanja pokazuju da ¢e dalji trend povecanja
prosecnih temperatura tokom vegetacije, izazvati dalju redukciju prinosa pSenice.

Nekoliko studija se bavilo ispitivanjem uticaja poviSenih temperatura na kvalitet zrna.
Sadrzaj proteina pSenice je odreden brzinom i trajanjem sinteze proteina i skroba tokom
faze nalivanja zrna. Pri porastu temperature, udeo proteina se povecCava. Porast
temperature iznad 30 °C, dovodi do toga da sinteza kako skroba, tako i proteina, biva
suprimirana. Visoke temperature takode mogu izmeniti sintezu proteina u zrnu, tako da
dode do promena u njihovom sastavu, $Sto moZe da ima uticaj i na kvalitet testa. Studije
sprovedene pri temperaturama iznad 35 °C su pokazale promene u odnosu glutenina i
glijadina (Ciaffi i sar., 1996; Moldestad i sar., 2011).

Varijacijama u trajanju i vremenu izloZenosti pSenice toplotnom stresu u fazi nalivanja,
Castro i sar. (2007) su ustanovili da visoke temperature smanjuju duZinu faze nalivanja
zrna. PovecCava se sadrZaj proteina, narocito ukoliko je najveca izloZenost poviSenim
temperaturama u ranom periodu nalivanja zrna. Takode se smanjuje masa hiljadu zrna,
pri Cemu se ovaj negativan uticaj ne moZe povezati sa trajanjem ili vremenom
izloZenosti stresu. Toplotni stres nije primetno uticao na kvalitet proteina ispitivanih
genotipova pSenice, ali je primetna znacajna interakcija izmedu genotipa i primenjenog
tretmana.

Dokazano je da vreme i brzina polimerizacije glutenina, kao i vreme izloZenosti
toplotnom stresu tokom razvoja pSenice, mogu biti kljucni faktori u objasSnjenju uticaja
toplotnog stresa na funkcionalnost psSenice (Irmak i sar., 2008). U pogledu akumulacije
neglutenskih proteina tokom razvoja pSenice, poviSena temperatura ne menja bitno
razvojni program. Akumulacija proteina se pomera od onih aktivnih u biosintezi i
metabolizmu, ka proteinima aktivnim u skladiStenju i zastiti od biotickih i abiotickih
stresova (Hurkman i sar., 2009). Hleb od brasna pSenice gajene u uslovima toplotnog
stresa ima manju zapreminu (Blumenthal i sar., 1993). PoboljSanje genetske adaptacije
sorti pSenice na toplotni stres je vaZan cilj u programu oplemenjivanja. Neki genotipovi
ispoljavaju odgovarajucu toleranciju prema toplotnom stresu i mogu se koristiti kao
genetski izvori za poboljSanje otpornosti prema navedenom stresnom faktoru.

SuSa takode skracuje period nalivanja zrna ali najdramaticniji efekat se ispoljava u
kombinaciji sa niskim temperaturama (Shah i Paulsen, 2003). Ispitujuci uticaj susnog
stresa, 15 dana nakon cvetanja, na karakterisitke skroba i proteina, Singh i sar. (2008) su
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utvrdili da je doSlo do smanjena sadrZaja amiloze i povecanja viskoziteta, dok su
promene na proteinima uslovljene i genotipom.

Moderna pekarska industrija zahteva visok nivo uniformnosti kvaliteta pSenice koja
zadovoljava zahteve automatske obrade. Postizanje zahteva standardnog kvaliteta zrna
je sloZeno, jer je obicno pod uticajem viSe faktora kao Sto su genotip, uslovi gajenja i
kompleksnih interakcija genetskih i faktora okoline. Razumevanje ovih efekata je od
sustinskog znacaja za razvoj sorti pSenice sa visokim potencijalom prinosa, kao i sa
specificnim i konzistentnim kvalitetnim osobinama (Vazquez i sar., 2012). Mnoge studije
su sprovedene u pokusaju da objasne varijacije kvaliteta pSenice kao funkcije geneticke
varijabilnosti, uslova gajenja i njihove interakcije u sastavu proteina (Preston i sar. 2001;
Zhang i sar. 2004). Rezultati ovih studija su generalno pokazali, da svi ovi ispitivani
faktori znacajno doprinose varijabilnosti kvaliteta. U svom radu, Finlay i sar. (2007)
navode da je doprinos ispitivanih fakora (genotipa i uslova gajenja) na kvalitativne
karakteristike pSenice i pSenicnog brasna razlic¢it. Ukupnoj varijabilnosti kvalitativnih
osobina pSenice najviSe doprinose uslovi gajenja, dok je u sluCaju pSenicnog brasSna
znacajniji uticaj genotipa.

Dok je intenzitet komparativnih efekata genotipa i uslova okoline proucavan od strane
nekoliko autora, ne postoji opsti konsenzus o tome koji je od ovih faktora vazniji za
vecinu kvalitativnih karakteristika. Denci¢ i sar. (2011a) smatraju da relativni znacaj
genetskih i ekoloSkih efekata zavisi od testiranih genotipova i ekoloSkih uslova. Jedan od
najvaznijih zaklju¢aka navedenih studija je da se uticaj uslova okoline na sadrzaj
proteina, ne moZe jednostavno objasniti zbog kompleksnih interakcija. Naime,
kompozicija proteina i relativni udeli razli¢itih proteinskih komponenti, podloZzni su
promenana usled razliCite ekspresije pojedinih gena proteina (Békés, 2012).
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3 Cilj rada

Osnovni cilj ovog rada je sagledavanje uzro¢no-posledi¢nih veza izmedu sadrzaja i
strukture albumina i vrednosti biohemijskih pokazatelja, kao i pokazatelja tehnoloskog
kvaliteta pSeni¢nog brasna, iz dve proizvodne godine u kojima su vladali razli¢iti
klimatski uslovi.

Prvi deo istraZivanja ima za cilj praenje promena biohemijskog statusa uzoraka
tokom perioda posleZetvenog dozrevanja pSenice i stabilizacije brasna na osnovu
promena vrednosti biohemijskih pokazatelja proteinskog kompleksa pSeni¢nog brasna,
kao S$to su sadrzaj slobodnih sulfhidrilnih grupa, sadrZaj slobodnih amino grupa,
vrednosti standardnog i modifikovanog gluten indeksa, kao i proteoliticka aktivnost
brasna.

Usled intenzivnih klimatskih promena tokom poslednjih decenija, kao i
izmenjenog genetskog potencijala pSenice, pretpostavka je da je i veza albumina i veéine
biohemijskih pokazatelja sa procenom tehnoloskog kvaliteta pSenice promenjena. Stoga
je drugi deo istrazZivanja usmeren na ispitivanje uticaja sorte i mikroklimatskih uslova na
sadrzaj i strukturu albumina, nivoe vrednosti odabranih biohemijskih pokazatelja i
pokazatelja tehnoloskog kvaliteta pSeni¢nog brasna, kvalitet finalnog proizvoda-hleba,
kao i na utvrdivanje njihovih medusobnih odnosa.
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4 Materijal i metode

Jelena Tomi¢

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije uraden je u laboratorijama Naucnog
instituta za prehrambene tehnologije u Novom Sadu i laboratoriji Tehnoloskog fakulteta,
Katedre za primenjene i inZenjerske hemije.

[straZivanja, izvedena u svrhu ostvarenja postavljenih ciljeva, radi lakSeg pregleda
prikazana su graficki. U prvom delu doktorske disertacije, istraZivanja su usmerena na
pracenje promena odbabranih pokazatelja tokom perioda posleZetvenog dozrevanja
pSenice i biohemijske stabilizacije brasna (Slika 4.1). U drugom delu, istraZivanja su
usmerena na ispitivanje uticaja sorte i mikroklimatskih uslova na sadrZaj albumina,
odabranih biohemijskih pokazatelja i pokazatelja kvaliteta pSeni¢nog brasna i gotovog
proizvoda, kao i utvrdivanju korelativnih odnosa izmedu odabranih pokazatelja (Slika

4.2).

Poslezetveno dozrevanje psenice i stabilizacija brasna

. Pracenje promena odabranih pokazateljakvaliteta '

Tri sorte ) 4
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Slika 4.1. Shematski prikaz sprovedenih istrazivanja (I deo)
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Slika 4.2. Shematski prikaz sprovedenih istrazivanja (Il deo)

4.1 Materijal

4.1.1 Uzorci psenicnog brasna

U ovom radu su ispitivani uzorci pSenice iz dve proizvodne godine (2011 i 2012). Uzorci
pSenice ispitivanih sorti su preuzeti iz mreZe makroogleda Poljoprivredne Savetodavne
Sluzbe (PSS) AP Vojvodine, sa sedam lokaliteta (Sombor, VrSac, Sremska Mitrovica,
Backa Topola, Kikinda, Novi Sad i Subotica). Za analize su koriS¢ene sorte Instituta za
ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad: Pobeda, Zvezdana, Gordana, Gora (2011. proizvodna
godina) i Pobeda, Zvezdana, Gordana, NS-40S, Simonida (2012. proizvodna godina) kao i
francuska sorta Apac (obe proizvodne godine).

U delu istraZivanja usmerenom na pracenje biohemijskih promena tokom perioda
posleZetvenog dozrevanja pSenice i stabilizacije brasna, ispitivane su tri sorte pSenice:

35



Doktorska disertacija Jelena Tomic

Pobeda, Zvezdana i Apac iz proizvodne 2011. godine, sa slede¢ih odabranih lokaliteta:
Backa Topola, Sremska Mitrovica i VrSac.

Uzorci pSenicnog zrna su ¢uvani u papirnim vrecama u laboratorijskim uslovima (22 °C,
70% RH) tokom 50 dana, kako bi se obezbedilo posleZetveno dozrevanje pSenice. Nakon
perioda posleZetvenog dozrevanja, uzorci su samleveni i tako dobijeno brasno je cuvano
u laboratorijskim uslovima u periodu od 14 dana, kako bi se dobilo tehnoloski zrelo
brasno. Uzorci brasna za analizu su ¢uvani u zamrzivacu na -20 °C, kako bi se zaustavili
svi dalji procesi u zrnu do pocetka eksperimentalnog rada.

Za odredivanje pojedinih biohemijskih pokazatelja, kao i odredenih reoloskih
pokazatelja kvaliteta tokom perioda posleZetvenog dozrevanja pSenice i brasna,
koriS¢eni su uzorci brasna ispitivanih sorti samleveni neposredno nakon Zetve (period
1), nakon zavrSetka posleZetvenog procesa dozrevanja pSenice, tj. nakon skladiStenja
pSenice u trajanju od 50 dana (period 2) i nakon tehnoloskog dozrevanja brasna, tj.
nakon skladiStenja brasSna dobijenog mlevenjem dozrele pSenice u trajanju od 14 dana (
period 3).

4.1.2 Agrometeoroloski uslovi u proizvodnoj 2011. i 2012. godini

Na Slici 4.3 su prikazani meteoroloski podaci za period od maja do sredine jula (od faze
cvetanja do Zetve) za proizvodnu 2011. godinu. Taj vremenski period karakterisalo je
znacajno toplije vreme od uobicajenog, sa izrazitim deficitom padavina. Posmatrajuci po
lokalitetima, prosecne vrednosti srednjih dnevnih temperatura za posmatrani period,
neznatno se razlikuju i kre¢u se u opsegu od 16,6 °C za mesec maj do 23,2 °C za mesec
jul. Navedene proseCne vrednosti temperatura su bile iznad ili bliske viSegodiSnjoj
prosecnoj vrednosti temperature. Maksimalne dnevne temperature za mesec maj su
prelazile 28 °C, dok su na pojedinim lokalitetima zabeleZene temperature preko 30 °C. U
junu, maksimalne temperature na svim lokalitetima su prelazile 33 °C. Za mesec jul je
karakteristican znatan porast dnevnih temperatura od sredine prve dekade jula, pa do
momenta Zetve. Do 15. jula maksimalne temperture su imale vrednosti preko 35 °C. U
pogledu padavina, uocljive su velike razlike izmedu pojedinih proizvodnih podrucja.
Prosecna koli€ina padavina za mesec maj, za posmatrana podrudja, iznosi 54 mm, $to je
83% od viSegodiSnjeg proseka za ovaj mesec. Takode, za lokalitet Backa Topola je
zabeleZena najmanja suma padavina za ceo posmatrani period. U julu, znacajne koli¢ine
padavina su izmerene za lokalitet Subotica, Sto nije slucaj za ostala proizvodna podrucdja.
Sto se ti¢e broja tropskih dana, tj. dana sa temperaturama iznad 30 °C, primetne su
znacajne razlike u odnosu na posmatrane lokalitete i taj broj se kretao u opsegu od 12 do
26.

36



Doktorska disertacija Jelena Tomic

2011 A
50 1 r 30
X i
40 °
—mm—-— T, —= x - S e EE L T s - e = - - -— - =
-------------------------------------------------------------- X |8
30 e EE,__ .- =
- — X —X—
o x bt L 15 §
= £
20 =
- 10 g
o
10 I
a it}
Sombor Vriac Sr. Mitrovica  Backa Topola Novi Sad Kikinda Subotica
Tsr -mmm maj Ejun E—jul Tmax maj ====- jun = = =jul % br.tropskih dana za naznaceni period

120 B
E 2011
E 10
= I
£
2 B0 A
=
[1-] *-._._
& 0| JEmmmemmcmmmemee . )
E
7
m 40 -
=
Ll
2 .
F \ |

o - = . I] I] | =]

Sombor VrEac Backa Novi Sad Kikinda Subotica
Ml.ro.flu:a Topela
mm maj B 0jun E—jul visegodisnji prosek maj jun === jul

Slika 4.3. Prikaz meteoroloskih podataka za period od maja do sredine jula za proizvodnu
2011. godinu.

Na Slici 4.4 su prikazani meteoroloski podaci za period od maja do sredine jula za
proizvodnu 2012. godinu. Proizvodna 2012. se odlikovala izuzetno viSim
temperaturama vazduha i deficitom padavina za mesec jun i jul, u odnosu na posmatrani
visSegodisnji prosek (1981-2010). U odnosu na 2011. godinu, za proizvodnu 2012. su
zabeleZene neznatno viSe dnevne temperature za mesec maj i znacajno viSe temperature
za mesec jun i jul. Maksimalne temperature za mesec maj su prelazile 31 °C, ali su na
pojedinim lokalitetima zabeleZene i viSe temperature (Sremska Mitrovica- 35,8 °C; Novi
Sad- 39,7 °C). Najvisi priliv padavina, po pojedinim lokalitetima ve¢i od uobicajenog
proseka, je zabeleZen za mesec maj, dok su jun i jul okarakterisani malim prilivom
padavina, sa izrazito visokim maksimalnim temperaturama. Maksimalne temperature su
prelazile 35 °C i broj tropskih dana je bio izrazito ve¢i u odnosu na proizvodnu 2011.
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godinu (od 31 do 41). I u ovoj proizvodnoj godini u julu, za lokalitet Subotica su
zabeleZene najvece koliCine padavina.
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Slika 4.4. Prikaz meteoroloskih podataka za period od maja do sredine jula za proizvodnu
2012. godinu.
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4.2 Metode

4.2.1 Laboratorijsko mlevenje psenice

Priprema uzoraka pSenice za mlevenje se sastojala od CiS¢enja i temperiranja uzoraka
pSenice u kolicini od 3-5 kg, nakon cega sledi vlaZenje pSenice dvostepenim postupkom,
kako bi se obezbedila vlaznost zrna od 15%. To podrazumeva vlaZenje pSenice do 13.5%
vlage dodavanjem odredene koliine vode izracunate na osnovu mase pSenice za
mlevenje i njene vlage. Nakon vlaZenja pSenica odlezava 24 h. U drugom koraku ponavlja
se isti postupak, s tim da se pSenica vlazi do 15% pola sata pre mlevenja na mlevnom
automatu MLU-202 (Biihler, Uzwil, Switzerland).

4.2.2 Odredivanje farinografskih pokazatelja kvaliteta testa

Farinografskim ispitivanjima se dobijaju informacije o koli¢ini vode koju treba dodati
brasnu, da bi se postigla ustaljena konzistencija testa tokom mesanja, dobija uvid u
karakteristike brasna tokom mesSanja i predvidaju performanse pecenja. Sa krive se
dobija niz podataka kao Sto su: mo¢ upijanja vode (WA (%)), razvoj testa (DDT (min)),
stabilitet testa (Stab (min)), kvalitetni broj (QN) i stepen omeksanja testa (SD (B])) (ICC
115/1).

4.2.3 Odredivanje ekstenzografskih pokazatelja kvaliteta testa

Ekstenzografom se ispituje reoloSko ponasSanje testa u toku njegove mehanicke obrade,
tj. otpor testa na rastezanje a dobijeni pokazatelji su: otpor (R), rastegljivost (Ex),
energija (E) i odnos otpora prema rastegljivosti (R/Ex) (ICC 114/1).

4.2.4 Odredivanje alveografskih pokazatelja kvaliteta testa

Rastegljivost i otpor testa na rastezanje pracena je primenom alveografa (Chopin
Technologies, France) (ICC 121). Karakteristicni pokazatelji alveografa su: W-rad
deformacije (104 ]); P-Zilavost testa (mm H20), tj. maksimalni pritisak potreban za
deformaciju uzorka; L-rastegljivost testa (mm), tj. duZina krive; G-vrednost nadimanja i
odnos P/L.
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4.2.5 Odredivanje maksimalnog viskoziteta primenom amilografa

Odredivanje amiloliticke aktivnosti brasna uredajem amilografom, se zasniva na
kontinuiranom pracenju viskoziteta suspenzije voda-brasno, pri zagrevanju (25 do 96
°C) odredenom brzinom. Sa amilografske krive odreden je maksimalni viskozitet (PV
(A])) (ICC126/1).

4.2.6 Odredivanje termo-mehanickih osobina testa primenom
miksolaba

Termo-mehanicke osobine testa ispitivanih uzoraka brasna su pracene pomocu
Miksolaba (Chopin Technologies, France), primenom "Chopin+" protokola, prema ICC
173 (ICC Standards, 1996), pri ¢emu su dobijeni sledec¢i pokazatelji krive: WAMix-mo¢
upijanja vode (%); Cl-inicijalna maksimalna konzistencija (Nm) koja sluZi za
odredivanje moci upijanja vode; DevMix-vreme razvoja (min); StabMix-stabilitet testa
(min); ElastMix-elasticnost testa (Nm); C2-minimalna vrednost torzije na pocetku
zagrevanja (Nm); C3-maksimalna vrednost torzije u fazi zagrevanja (Nm); C4-
minimalna vrednost torzije nakon perioda zagrevanja; C3-C4-stabilnost tople paste
(Nm); iznos retrogradacije, tj. razlika izmedu maksimuma torzije nakon perioda
hladenja na 50 °C (C5) i torzije u tacki (C4), C5-C4 (Nm); a-brzina slabljenja proteinske
mreZze (Nm/min), [-brzina Zelatinizacije skroba (Nm/min) i y-brzina enzimske
razgradnje (Nm/min).

4.2.7 Sadrzaj vlaznog glutena

SadrZaj glutena je odreden ispiranjem testa sa 2% slanim rastvorom, ¢ime se testo
oslobada rastvorljivih sastojaka i skroba, a zaostaje gumasta masa glutena. Odredivanje
sadrZaja vlaznog glutena je radeno prema metodi opisanoj u ICC 137/1. SadrZaj vlaznog
glutena izrazava se u procentima i proporcionalan je odnosu mase vlaznog glutena
nakon ispiranja i polazne mase uzorka.

4.2.8 Gluten indeks

Gluten indeks se dobija kao odnos koliine ispranog glutena, koji se nakon
centrifugiranja zadrZi na specijalnom situ i ukupne koli¢ine glutena (ICC 155).
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Pored standardnog postupka odredivanja, u svrhu odredivanja nivoa oSte¢enosti
glutenskog kompleksa, primenjen je i modifikovan postupak odredivanja gluten indeksa
koji su koristili Torbica i sar. (2007). Modifikacija se sastoji u tome da se pre ispiranja,
zamesSeno testo sa slanim rastvorom, inkubira na temperaturi od 37 °C u vremenu od 90
minuta. Nakon inkubacije, postupak odredivanja je isti kao i kod standardnog postupka.

4.2.9 Sadrzaj vlage i proteina u brasnu

Odredivanje sadrzaja vlage i proteina u uzorcima pSeni¢nog braSna, obavljeno je
metodom bliske infracrvene spektroskopije, NIR (Infratec 1241 Grain Analyzer (Foss
Analytical AB, Hillergd, Denmark), uz primenu kalibracija validovanih u sklopu
akreditovane Laboratorije za tehnologiju, kvalitet i bezbednost hrane FINSLab
(FINSLab-5.4-3M-001, 2007).

4.2.10 Karakterizacija albumina pomoc¢u automatske kapilarne
elektroforeze (Lab-on-a-Chip elektroforeza)

Karakterizacija albumina je izvedena postupkom elektroforetskog razdvajanja
automatskom Lab-on-a-Chip kapilarnom elektroforezom. Ekstrakcija albumina, uz
izvesne modifikacije, je izvedena prema Osborne-ovom ekstrakcionom postupku.
PSenic¢no brasno (30 mg ) se ekstrahuje sa 300 pl dejonizovane vode i zatim intenzivno
homogenizuje 10 s. Posle 24 h ekstrakcije na sobnoj temperaturi, dobijeni ekstrakt se
izbistri centrifugiranjem na 14 000 o/min tokom 20 min. Dobijeni supernatant, koji
predstavlja frakciju albumina, se uparava u uredaju Reacti- Therm [ (Thermo Fisher
Scientific Bellefonte, PA. USA) do suvog ostatka na sobnoj temperaturi.

Nakon uparavanja, uzorci se suspenduju u jednakim zapreminskim delovima pufera
(,treatment buffer”: 0,125 M tris-Cl pH 6,8, 4% natrijum dodecil sulfat, 20% glicerol,
10% 2-merkaptoetanol) i dejonizovane vode. Zatim sledi zagrevanje uzoraka na 100 °C
tokom 5 minuta, kako bi se obezbedila denaturacija prisutnih proteina. Razdvajanje
proteina je izvedeno na uredaju Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA), koristeci Protein 80 Plus LabChip kit i odgovarajuci softer (Protein 80
software assay on 2100 expert software). Pre aplikovanja uzoraka na ¢ip, prethodi
njihova priprema u skladu sa protokolom za odabranu analizu. Odredena koli¢ina
prethodno denaturisanih uzoraka proteina, meSa se sa puferom koji sadrzi dva
unutrasnja standarda, koji omogucavaju analizu proteina u izabranom opsegu
molekulskih masa (5-80 kDa). Pored uzoraka, na ¢ip se aplikuje i smeSa proteinskih
markera referentnih proteina (3,5, 6,5, 15, 28, 46, 63 i 95 kDa), ¢ime je omoguceno
precizno izracunavanje molekulskih masa dobijenih frakcija. Rezultati analize Cip
elektroforeze se softverski predstavljaju na dva razli¢ita na¢ina- u vidu kvantitativnih
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profila (elektroforegrami) i u vidu simuliranih fotografija gela (kao skenirani SDS-PAGE
gel).

Kvalitativna analiza proteina podrazumeva odredivanje molekulskih masa razdvojenih
frakcija proteina a kvantitativna odredivanje koncentracije svake od definisanih
proteinskih frakcija. U svrhu dobijanja apsolutnih koncentracija ispitivanih proteina,
izradena je kalibraciona kriva pomocu serije rastvora poznatih koncentracija govedeg

serumskog albumina (BSA-bovine serum albumin). Svi uzorci su analizirani u dva
ponavljanja.

Za potrebe analiziranja povezanosti izabranih biohemijskih pokazatelja, ukljucujudi i
albumine sa tehnoloSkim kvalitetom i pecivnim osobinama uzoraka pSenicnog brasna,
ukupni albumini su podeljeni na frakcije koje obuhvataju proteinske bendove iz Cetiri
intervala molekulskih masa. Intervali su odabrani na osnovu dobijenih rezultata t;j.
izgleda elektroforegrama, koji su imali zajednicki obrazac pozicija i frekvencija
molekulskih masa. Odabrani su slede¢i intervali: 5-15 kDa; 15-30 kDa; 30-50 kDa; 50-
65 kDa (Slika 4.5).
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Slika 4.5. Intervali molekulskih masa albuminskih frakcija
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4.2.11 Odredivanje sadrzaja slobodnih sulfhidrilnih grupa

Odredivanje slobodnih sulfhidrilnih (SH) grupa je izvedeno na vlaZnom glutenu
ispitivanih uzoraka brasna, prema metodi koju su koristili Pérez i sar. (2005) sa
izvesnim modifikacijam u smislu temperature (30 °C i 37 °C) i vremena (45, 90 i 135
min) inkubacije vlaZznog glutena (Tabela 4.1). Sadrzaj SH grupa inkubiranih uzoraka su
uporedeni sa sadrzajem SH kontrolnog uzorka koji je odreden neposredno nakon
ispiranja glutena bez prethodne inkubacije.

VlaZzan gluten u koli¢ini od 100 mg se suspenduje u 1,0 ml 5M rastvora gvanidin
hidrohlorida (GuHCl/Tris-Gly rastvor), zatim se meSa 5 min velikom brzinom (vortex), i
centrifugira 6 min na 14500 o/min. Na 400 pl dobijenog supernatanta, dodato je 600 pl
GuHCl/Tris-Gly rastvora i 250 pl Ellman-ovog reagensa, pripremljenog neposredno pre
merenja u tris-glicinskom puferu (4 mg 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoeve kiseline u 1 ml
Tris-Gly pufera). Apsorbanca se ocitava na talasnoj duzini 412 nm (Spectrophotometer
cintra 303, GBC Scientific Equipment, Australia). Merenja su izvedena u odnosu na slepu
probu, koja sadrzi 1000 pul GuHCl/Tris-Gly rastvora i 250 ul Ellman-ovog reagensa.
Rezultati merenja se prera¢unavaju u odnosu na kalibracionu krivu napravljene iz serije
standardnih rastvora cisteina. Dobijene vrednosti predstavljaju prosecne vrednosti tri
merenja. Shema metode primenjene u ovom radu je prikazana na Slici 4.6.

Tabela 4.1. Uslovi inkubacije glutena za odredivanje sadrZaja slobodnih sulfhidrilnih grupa
uzoraka pSeni¢nog brasna, tokom perioda posleZetvenog dozrevanja pSenice i stabilizacije
pSeni¢nog brasna

Period skladistenja Uslovi inkubacije glutena

Temperatura (°c) Vreme (min) (Oznaka)

1,2,3 - - (0)
1,2,3 30 45 (1)
1,2,3 30 90 (I1)
1,2,3 30 135 (111)
1,2,3 37 45 (1)
1,2,3 37 90 (I1)
1,2,3 37 135 (1)
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Standardnirastvorcisteina} Slepa proba 1 .
L pap Vlazangluten (0,1 g)
) V . W Ekstrakcijasa 1ml
+astein + 1000 pl GuHCl/Tris-Gly GuHCI/Tris-Gly rastvorom
| +dejonizovanavoda + 250 pl Ellman-ov reagens Y
v - homogenizacija - | Homogenizacija-5 min

[Priprema serije stand. rastvora (0,018-0,25 umol/ml)] [Oﬁitavanje apsorbance na 412 nm ] |

[Standardni rastvor (400 ul)]

[Centrifugiranje (14500 o/min, 6 min)]

+ 600 pl GuHCI/Tris-Gly W

+ 250 pl Ellman-ov reagens [ Supernatant (400 pl) ]
- homogenizacija

+ 600 wl GuHCI/Tris-Gly
+ 250 pl Ellman-ov reagens
|, - homogenizacija

[O(":itavanje apsorbance na 412 nm ]

[ Ocitavanje apsorbance na 412 nm ]

Slika 4.6. Shematski prikaz odredivanja sadrZaja sulfhidrilnih grupa (SH) po modifikovanoj metodi Pérez i sar. (2005)
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4.2.12 Odredivanje sadrzaja slobodnih sulfhidrilnih grupa i
sadrzaja disulfidnih veza

Odredivanje sadrzaja slobodnih sulfhidrilnih grupa, ekvivalenta sulfhidrilnih grupa i
sadrZaja disulfidnih veza, izvedeno je prema metodi opisanoj u radu Morel i sar. (2002)
sa izvesnim modifikacijama.

Za odredivanje slobodnih sulfhidrilnih grupa (SH), potrebno je odmeriti 0,18 g uzorka
brasna i rastvoriti ga sa 3,9 ml rastvora izopropanola, Tris/HCI pufera (250 mM , pH
8,5),1 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoeve kiseline (DNTB) (4 g/l, u etanolu) u odnosu 1/1/0,2
(v/v/v). Posle centrifugiranja, apsorbancija 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoevog anjona se
oCitavana 412 nm (13 600 M-1cm1).

Za odredivanje sadrZaja disulfidnih veza, uzorak je neophodno redukovati kako bi se
dobio uvid u sadrzaj ekvivalentnih sulfhidrilnih grupa, pri ¢emu se sadrzaj disulfidnih
veza dobija racunskim putem iz jednacine:

SHeq = 255 + SH

PribliZno 10 mg uzorka brasna se redukuje sa ditioeritritolom (40 mM u 80 mM
Tris/HCI puferu, pH 8,5) u trajanju od 2 sata na 60 °C. Dodavanjem 1,6 ml glacijalne
siretne kiseline (100 mM) u acetonu, obezbeduje se precipitacija i zaustavljanje
reakcije. Nakon centrifugiranja preostali pelet se suspenduje u 160 pl sir¢etne kiseline
(100 mM) i opet taloZi sa glacijalnom sir¢etnom kiselinom (100 mM) u acetone.
Postupak ispiranja se ponavlja dva puta. Nakon ispiranja dodaje se 0,87 ml rastvora
izopropanola, Tris/HCI pufera (250 mM, pH 8,5), i 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoeve kiseline
(DNTB) (4 g/], u etanolu) u odnosu 1/1/0,2 (v/v/v). Nakon centrifugiranja, ocitavanje
apsorbancije se izvodi na 412 nm. Paralelno sa ocitavanjem apsorbance uzorka, ocitava
se i apsorbanca kontrolnog uzorka. Priprema kontrolnog uzorka podrazumeva isti
postupak kao i kod odredivanja SH i SHeq grupa uzorka, stim Sto se izuzima dodavanje
Ellman-ovog reagensa. Shema metode primenjene u ovom radu je prikazana na Slikama
4.714.8.
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Slobodne ‘

SH grupe Brasno (0,18 g) J

propan-2-ol
+3,9mL - Tris/HCl pufer (250 mM, pH 8,5)
DNTB (4 g/l etanola)

[ Homogenizacija 15 min:.s_ ]

[Centrifugiranje (14500 o/min, 15 min)]

[ Ocitavanje apsorbance na 412 nm ]

Slika 4.7. Shematski prikaz odredivanja sadrZaja slobodnih sulfhidrilnih grupa (SH) grupa
po metodi Morel i sar. (2002)

SHeq =2SS +S> L Brasno (10 mg) W

Redukcijasa DTE
(2 h, 60°C)
+ glacijalna sircetna kiselina
u acetonu

[ Centrifugiranje (14500 o/min, 5 min)]

[
+ispiranje taloga (2 puta)

propan-2-ol
+0,87 ml 4 Tris/HCl pufer (250 mM, pH 8,5)
DNTB (4 g/l etanola)

[Homogenizacija 15 min 4 ' ]

|
[Centrifugiranje (14500 o/min, 15 min)]

[ Ocitavanje apsorbance na 412 nm ]

Slika 4.8. Shematski prikaz odredivanja ekvivalentnih sulfhidrilnih grupa (SHeq) grupa po
metodi Morel i sar. (2002)
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4.2.13 Odredivanje sadrzaja slobodnih amino grupa

Sadrzaj slobodnih amino grupa je odreden u vlaznom glutenu, po metodi opisanoj u radu
od strane Perez i sar. (2005). SadrZaj slobodnih amino grupa je izmeren u uzorcima
vlaznog glutena koriS¢enjem OPA reagensa. Za pripremanje OPA reagensa potrebno je
rastvoriti 4,0234 g di-natrijum-tetra borata i 200 mg SDS (natrijum dodecil sulfata) u
200 ml dejonizovane vode. Prethodno pripremljenom rastvoru doda se 160 mg orto-
ftalaldehida rastvorenog u 4 ml apsolutnog etanola. Neposredno pre merenja priprema
se krajnji rastvor OPA reagensa, meSanjem 1 zapreminskog dela rastvora 5% [-
merkaptoetanola i 22,27 zapreminskih delova pripremljenog rastvora sa
ortoftalaldehidom. Modifikacija metode se odnosi na prethodni tretman glutena (pre
samog odredivanja slobodnih amino grupa), koji se razlikuje zavisno od toga da li se
ispitivanja odnose na istrazivanje biohemijskih promena pSenice tokom poslezetvenog
dozrevanja ili ispitivanje sadrZaja slobodnih amino grupa biohemijski stabilizovanog
brasna (Tabele 4.2).

Tabela 4.2. Uslovi inkubacije glutena za odredivanje sadrZaja slobodnih amino grupa uzoraka
pSeni¢nog brasna, tokom perioda posleZetvenog dozrevanja pSenice i stabilizacije pSeni¢nog

brasna
Oznaka Period Uslovi inkubacije glutena
tretmana skladiStenja ~ Temperatura (°cy Vreme min) Temperatura (°’c) Vreme (min)

NH2-1 1,2,3 - - - -
NH2-II 1,2,3 30 90 - -
NH2-III 1,2,3 30 135 - -
NH2-1V 1,2,3 - - 37 180
NH2-V 1,2,3 30 90 37 180
NH2-VI 1,2,3 30 135 37 180

Gluten iz pSeni¢nog brasna (100 mg) se suspenduje u rastvoru KCl (0,1M, pH 1,0), zatim
se intenzivno mesa i centrifugira (14500 o/min, 6 min). Dobijenom supernatantu (100
ul) se doda 500 pl prethodno pripremljenog OPA reagensa. Nakon homogenizacije
supernatanta sa OPA reaagensom, rastvor se sipa u kvarcne kivete. Kako se apsorbanca
menja sa vremenom, bitno je da se rastvor pre merenja ostavi da stoji tacno 2 min pre
merenja u spektrofotometru. Sva merenja su uradena u cetiri ponavljanja, ocitavanjem
absorbanci na dvozracnom spekrtofotometru na 340 nm (Spectrophotometer cintra
303, GBC Scientific Equipment, Australia). Rezultati merenja su preracunati u odnosu na
standardnu kalibracionu krivu, napravljenu iz serije standardnih rastvora serina.
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4.2.14 Odredivanje proteoliticke aktivnosti

Proteoliticka aktivnost pSenicnog brasna je odredena pomoc¢u modifikovane metode
opisane od strane Streleci sar. (2007) i Calucci i sar. (2004). Brasno ispitivanih sorti (2,5
g) je suspendovano u 5 ml natrijum acetatnog pufera (50 mM, pH 5,0). Proteoliticka
aktivnost je merena koriS¢enjem 1% (v/v) hemoglobina (Hb) kao supstrata rastvorenog
u natrijum acetatnom puferu (0,1 M, pH 4,0). Reakcija je zapoceta dodavanjem ekstrakta
brasna (600 pl) u 2,7 ml rastvora Hb i posle inkubacije na 45 °C tokom 1 sata, reakcija je
zaustavljena dodatkom 25%-tne (v/v) trihlorsir¢etne kiseline (TCA). Dobijena
suspenzija, nakon 15 minuta na 4 °C se centrifugira. Dobijeni supernatant (0,5 ml) se
dalje koristi za odredivanje TCA rastvorljivih produkata proteolize, primenom Lowry-
jeve metode, koriste¢i govedi serum albumin kao standardni protein (Lowry i sar.,
1951). Najmanje tri ponavljanja su izvedena za svaki uzorak.

4.2.15 Odredivanje amiloliticke aktivnosti

a-amiloliticka aktivnost je odredena prema protokolu Ceralpha metode, koristeci
megazyme K-CERA kit za odredivanje biljnih i mikrobnih a-amilaza (Megazyme
International Ireland Ltd). Enzim se ekstrahuje inkubacijom 3 g brasna sa 20 ml
ekstrakcionog pufera u vremenu od 20 minuta i temperaturi 40 °C. Ekstrakcioni pufer
sadrzi 1 M natrijum malata, 1 M natrijum hlorida i 40 mM kalcijum hlorida. Odredena
koli¢ina dobijenog enzimskog ekstrakta (0,2ml) se ponovo inkubira sa 0,2 ml prethodno
inkubiranog supstrata (p-nitrofenil maltoheptozid), na temperaturi od 40 °C i vremenu
od 20 minuta. Reakcija hidrolize se zaustavlja dodatkom blago alkalnog rastvora i
apsorbanca se oCitava na 400 nm.

4.2.16 Laboratorijsko probno pecenje

Za laboratorijsko probno pecenje, zames testa za hleb je izveden u brzohodnoj mesilici.
Masi brasna od 300 g, dodato je 2,0% kvasca i 2,0% kuhinjske soli raCunato na brasno.
Kolicina vode za zames, neophodna za postizanje konzistencije testa od 400 F]J,
izraCunata je na osnovu farinografskih podataka: mo¢i upijanja vode i stepena
omeksanja, a tako dobijena vrednost umanjena je za 1,4% zbog sadrzaja vode u kvascu.
Nakon zamesa testa koje je trajalo 5 minuta, sledilo je oblikovanje testa u loptu i
fermentacija u masi (120 minuta) u termostatu na temperaturi od 30 °C. Tokom
fermentacije, premesivanje se obavljalo nakon 60 i 90 minuta. Zatim, testo je podeljeno
nozem na tri komada (3x130g), ru¢no oblikovano i stavljeno u kalupe (9,5 x 7,5 cm;

48



Doktorska disertacija Jelena Tomi¢

dno-7,5x5,5 cm i visina 5,5 cm) koji su ubaceni u termostat na zavrsnu fermentaciju (70
min, temperatura-30 °C i relativna vlaznost od najmanje 75%). Pecenje je izvedeno na
dnu laboratorijske peci na 220 °C u trajanju od 15 min. Visina testa (mm) je merena pre
unosSenja u pe¢, a visina hleba nakon pecenja. Hlebovi su hladeni na sobnoj temperaturi
1 h i ¢uvani u klima komori 23 h pri kontrolisanim uslovima temperature (prosec¢na
temperatura 22+0,7 °C) i vlage (prosec¢na vlaga vazduha 75+0,5%).

Radi ispitivanja uticaja povecanja koli¢ine ispitivanih enzima na tehnoloski pokazatelj
kvaliteta hleba- specificnu zapreminu hleba, izvedena je ekstrakcija albumina odabranih
uzoraka pSeni¢nog brasna. Odabir uzoraka je zasnovan na medusobno razlicitoj
kombinaciji nivoa proteoliticke i a-amiloliticke aktivnosti. Postupak je obuhvatao
vodenu ekstrakciju ukupnih albumina iz 600 g brasna svakog uzorka. PSeni¢no brasno
(600 g) je ekstrahovano sa 3000 ml dejonizovane vode, uz intenzivnu homogenizaciju u
trajanju od 2 h. Dobijeni ekstrakti su izbistreni centrifugiranjem na 3 000 o/min tokom
10 min. Dobijeni supernatant, koji predstavlja frakciju albumina, je pripremljen za
proces liofilizacije zamrzavanjem u obliku plocastih blokova visine do 1 cm. Proces
liofilizacije je izveden u pilot komori na temperaturi od 43,3 °C sa suSenjem u trajanju od
10 h. Pripremljeni uzorci su spakovani u plasti¢ne kese pod inertnom atmosferom (azot)
(Slika 4.9). Liofilizirani albumini su dodati u zames testa od 200 g mati¢nog pSeni¢nog
brasna.

Slika 4.9. Liofilizirani ukupni albumini
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4.2.17 Odredivanje zapremine hleba

Nakon pecenja i hladenja (1 h) izmerena je masa hleba, kao i zapremina postupkom
istiskivanja semenki prosa (Kaluderski i Filipovi¢, 1998). Specifi¢na zapremina (cm3/g)
raCunata je kao odnos zapremine i mase hleba.

4.2.18 Analiza strukture odabranih uzoraka testa i hleba
skenirajué¢om elektronskom mikroskopijom

Mikrostruktura testa i hleba od uzoraka pSeni¢nog brasna iz dve proizvodne godine, sa
minimalnim i maksimalnim vrednostima specificne zapremine hleba, analizirana je
pomocu skenirajuceg elektronskog mikroskopa JSM-6460LV (SEM, JEOL Ltd., Japan) na
25 kV. Mali komadi testa i sredine hleba (1x1x1 mm) su iseCeni oStrim makazama ili
seCivom, kako bi se minimalno naruSila struktura uzorka. U cilju sprecavanja
naruSavanja njihove strukture, uzorci su fiksirani u rastvoru glutaraldehida (1:30) u
toku 2 h a zatim su dehidrirani sukcesivnim potapanjem u seriji rastvora acetona (25,
50, 75 1 80%) u trajanju od 20 min u svakom rastvoru. Uzorak se konacno dehidrira u
100% acetonu tokom 3 sukcesivna perioda od 20 min, kako bi se postigla kompletna
dehidratacija (Ribotta i sar., 2004). Dehidrirani uzorci su suSeni do kriticne tacke
pomocu Critical Point Dryer 030 (BAL-TEC AG, Germany) i prevuceni tankim slojem
zlata, rasprSivanjem po povrsini uzorka (BAL-TEC SCD 005 sputter coater Balzers,
Liechtenstein). Posmatranje na elektronskom mikroskopu je izvedeno pri dva razlicita
uvecanja : 1000x za uzorke testa i 2000x za uzorke hleba.

4.2.19 Odredivanje teksture sredine hleba

Tekstura sredine hleba odredena je 24 sata posle pecenja, primenom TPA (Texture
Profile Analysis) testa (metoda dvostruke kompresije), uz pomoc¢ teksturometra TA.XT2
Texture Analyser (Stable Micro Systems, England). Pre izvodenja analize definisani
uslovi rada su podrazumevali odabir merne celije od 30 kg, mernog pribora P/75
(aluminijumska plo¢a pre¢nika 75 mm) i iznosa kompresije od 75%. Merenje je
izvedeno pri slede¢im parametrima: brzina kretanja mernog dela pre analize 1 mm/s, a
u toku i nakon obavljene analize 5 mm/s i vreme ¢ekanja izmedu prvog i drugog ciklusa
kompresije 5 s. Merenja teksture sredine hleba izvedena su u tri ponavljanja na
kriSkama (prec¢nika 35 mm i visine 12,5 mm) uzetim iz srediSnjeg dela hleba. Metodom
dvostruke kompresije dobijeni su slede¢i pokazatelji: c¢vrstoca, kohezivnost,
adhezivnost, naknadna elasti¢nost, otpor Zvakanju i inicijalna elasti¢nost.
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4.2.20 Statisticka obrada podataka

Rezultati su statisticki analizirani primenom programa STATISTICA 12.0 StatSoft, Inc.
(2013). STATISTICA (data analysis software system), version 12. www.statsoft.com.

U cilju sagledavanja uticaja pojedinih faktora (sorte, lokalita i proizvodne godine) na
odgovarajuce zavisno promenljive primenjena je analiza varijanse ANOVA (Analysis of
Variance). Za utvrdivanje znacajnosti razlike izmedu srednjih vrednosti analiziranih
pokazatelja, koriS¢en je Fisher-ov test sa pragom znacajnosti 0,05. Utvrdivanje
korelativnih odnosa izmedu ispitivanih pokazatelja kvaliteta izvedeno je na bazi
Pearson-ovih koeficijenata korelacije. Za vrednovanje intenziteta prostih koeficijenata
korelacije primenjivana je slede¢a skala (Surlan-Momirovi¢ et al., 2005):

0,00 - 0,10 odsutna korelacija
0,11 - 0,40 slaba korelacija
0,41 - 0,60 umerena korelacija
0,61 - 0,90 jaka korelacija
0,91 - 1,00 potpuna korelacija.

U cilju $to boljeg razumevanja odnosa izmedu svih ispitivanih promenljivih primenjena
je analiza glavnih komponenti (Principal Component Analysis PCA) koja omogucava
jednostavnu interpretaciju korelativnih odnosa. Deskriptivna statistika je primenjena
kako bi se ilustrovala varijabilnost izabranog seta uzoraka.
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5 Rezultati i diskusija

5.1 Promene odabranih  biohemijskih i kvalitativnih
pokazatelja tokom poslezetvenog dozrevanja psSenice i
stabilizacije pseni¢nog brasna

Procena promene biohemijskog statusa tokom perioda posleZetvenog dozrevanja
pSenice i stabilizacije brasna, izvedena je na osnovu promene vrednosti biohemijskih
pokazatelja proteinskog kompleksa pSeni¢nog brasna, kao Sto su sadrZaj slobodnih
sulfhidrilnih grupa, sadrZaj slobodnih amino grupa, sadrzaj albumina, vrednosti gluten
indeksa i proteoliticke aktivnosti brasna. Ovi pokazatelji kvaliteta brasna koji zavise od
sorte, proizvodne godine, lokaliteta gajenja, uslova Zetve i mlevenja, vazni su za preradu
brasna i kvalitet finalnog proizvoda. Razliciti autori koriste razliCite koncepte ispitivanja
uticaja uslova Zivotne sredine na odredene pokazatelje kvaliteta pSeni¢nog brasna, koji
podrazumevaju ispitivanje agroekoloskih uslova ili koriS¢enje jednostavnijeg pristupa
koji se odnosi na ispitivanje uticaja klimatskih uslova, karakteristika zemljista,
primenjene agrotehnicke prakse ili ispitivanje uticaja godine i lokaliteta gajenja (Gibson
i sar., 1998; Triboi i sar., 2003; Brandolini i sar., 2011; Vasquez i sar., 2012). U ovom
istrazivanju, uticaj lokaliteta je poistovecen sa uticajem mikroklimatskih uslova, jer su u
interpretaciji rezultata kao i njihove diskusije, uzeti u obzir samo oni a ne i sastav
zemljista, te ¢e ovi termini biti ravnopravno koris¢eni u daljem tekstu.

Kako bi se stekao uvid u kinetiku promene sadrzaja slobodnih sulfhidrilnih grupa i
sadrZaja slobodnih amino grupa, eksperimenti su izvodeni na dve razlicite temperature,
koje su odabrane tako da imitiraju uslove obrade testa u farinografu i ekstenzografu (30
°C), odnosno obezbeduju optimalne uslove za delovanje potencijalno prisutnih
proteolitickih enzima (37 °C). Da bi se Sto preciznije definisali uslovi u kojima se
deSavaju kvantitativne promene sulfhidrilnog statusa testa, na obe temperature su
merenja izvedena u Cetiri tacke: 0, 45, 90 i 135 min. SadrZaj slobodnih amino grupa je
odreden na obe pomenute temperature (30 i 37 °C), u razli¢itim vremenskim
intervalima inkubacije glutena (0, 90 i 135 min na 30 °C i nakon toga joS dodatnih 180
min inkubacije na 37 °C). Imajuéi u vidu znacaj i ulogu ovih biohemijskih pokazatelja na
osobine glutena, odnosno na reoloske karakteristike testa (Bloksma, 1972), prikazani su
i rezultati odredivanja gluten indeksa po standardnoj i modifikovanoj metodi, kao i
vrednosti reoloskih pokazatelja kvaliteta ispitivanih uzoraka brasna odredenih
Miksolabom. U cilju utvrdivanja kakav potencijal, kao indikator proteoliticke aktivnosti,
ima sadrzaj slobodnih amino grupa, prikazane su i vrednosti ukupne proteoliticke
aktivnosti brasna za ispitivani period skladiStenja.
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5.1.1 Promena sadrzaja slobodnih sulfhidrilnih grupa tokom perioda
posleZetvenog dozrevanja psenice i stabilizacije pseni¢nog brasna

Rezultati ispitivanja simultanog uticaja odabranih faktora (sorte, lokaliteta, perioda
skladiStenja, temperature i vremena inkubacije glutena) i uticaja individualnih faktora
na sadrzaj slobodnih sulfhidrilnih grupa, prikazani su na slikama (Slika 5.1 A, B, Slika 5.2
i 5.3). StatisticCkom analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da je znacajan uticaj, kako
navedenih pojedinac¢nih faktora, tako i njihovih interakcija (p<0,05) na posmatrani
biohemijski pokazatelj. Pri tome, razlikama u sadrzaju slobodnih sulfhidrilnih grupa
najviSe doprinosi primenjena temperatura inkubacije glutena i period skladiStenja
pSenice. Sadrzaj slobodnih sulfhidrilnih grupa se kretao u opsegu od 0,16-1,85 pmol/g,
Sto je u saglasnosti sa rezultatima Perez i sar. (2005) i Stauffer (1990). Medutim,
neophodno je naglasiti da je utvrdivanje saglasnosti dobijenih rezultata sa nivoima
vrednosti iz ostalih nauc¢nih publikacija nemoguce, jer su saopSteni nivoi vrednosti
sadrZaja sulfhidrilnih grupa uslovljeni drugacijim metodoloSkim pristupima njihovog
odredivanja, kao i na¢inom izraZavanja rezultata (Andrews i sar., 1995; Prasada Rao i
sar., 2002; Hayta i Schofield, 2004; Puppo i sar., 2005).

Tokom perioda posleZetvenog dozrevanja pSenice i biohemijske stabilizacije brasna,
primetan je skoro identi¢an trend promene sadrZaja slobodnih sulfhidrilnih grupa,
odredenih iz glutena inkubiranog na obe temperature (Slika 5.1A). Najvece razlike u
sadrZaju sulfhidrilnih grupa ispitivanih uzoraka, javljaju se kod uzoraka brasna od sveze
poZnjevene pSenice (1), nezavisno od primenjene temperature i vremena inkubacije
glutena. Povecanje vremena i temperature inkubacije glutena uticalo je na povecanje
sadrZaja slobodnih sulfhidrilnih grupa, Sto je u saglasnosti sa rezultatima Pérez i sar.
(2005) koji su ispitivali kinetiku degradacije glutena od pSenice oStecene insektima, u
odnosu na gluten dobijen iz zdrave pSenice. Tumacenjem statistickih znacajnosti razlika
izmedu primenjenih tretmana, moze se zakljuciti da se prvobitni eksperiment koji je
ukljucivao Sest tretmana, moZe svesti na tri tretmana a da se ne ugrozi tacnost dobijenih
rezultata. Eksperiment je moguce izvesti inkubacijom glutena na temperaturi od 30 °C i
vremenu inkubacije od 135 minuta, kao i inkubacijom glutena na 37 °C pri vremenu
inkubacije od 45 i od 135 minuta (Slika 5.1B).
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Slika 5.1. Promena sadrzaja slobodnih sulfhidrilnih grupa u zavisnosti od perioda skladistenja
(1,21i3) (A)ivremena inkubacije (0, I, I i III) glutena na dve razli¢ite temperature (B).
[zmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95 LSD.

[spitivanjem kinetike promene sadrzaja slobodnih sulfihidrilnih grupa tokom perioda
posleZetvenog dozrevanja pSenice i biohemijske stabilizacije brasna, utvrdeno je da je u
periodu posleZetvenog dozrevanja pSenice primetna znacajna razlika izmedu ispitivanih
sorti u pogledu vrednosti ovog pokazatelja (Slika 5.2). Naime, sadrZaj slobodnih
sulfhidrilnih (SH) grupa uzoraka brasna domacih sorti Pobede i Zvezdane je
udvostrucen u odnosu na brasno od sveZe poZnjevene pSenice (Slika 5.2). U periodu
tehnoloSkog dozrevanja brasna razlika u sadrZaju slobodnih sulfhidrilnih grupa se
smanjuje. Hayta i Schofield (2004) su ustanovili da brasna slabijeg kvaliteta imaju
znacajno manji sadrZaj slobodnih sulfhidrilnih grupa, za razliku od bras$na boljeg
kvaliteta. Uzimaju¢i u obzir ove navode, moze se pretpostaviti da uzorci brasna sorti
Pobeda i Zvezdana sveZe poZnjevene pSenice imaju bolji pecivni kvalitet, dok se tokom
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ispitivanog perioda svi uzorci izjednaCavaju po pecivhom kvalitetu. Ovakve promene
tokom ispitivanog perioda naglasavaju neophodnost odleZavanja pSenice i brasna,
odnosno biohemijske stabilizacije, ¢cime bi se omogucila lakSa obrada testa i postizanje
ujednacenijeg kvaliteta, kako sirovine tako i gotovog proizvoda - hleba. Posmatraju¢i po
lokalitetima gajenja, uzorci brasna sorte Apac su ispoljili najmanje razlike u sadrzaju
slobodnih sulfhidrilnih grupa (Slika 5.3).
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Slika 5.2. Promena sadrzaja slobodnih sulfhidrilnih grupa u zavisnosti od perioda skladistenja
(1, 21 3) i ispitivanih sorti pSeni¢nog brasna. Izmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95 LSD.
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Slika 5.3. Promena sadrzaja slobodnih sulthidrilnih grupa u zavisnosti od ispitivanih sorti i
lokaliteta gajenja pSenice. Izmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95 LSD.
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5.1.2 Promena sadrzaja slobodnih amino grupa tokom perioda
posleZetvenog dozrevanja psenice i stabilizacije pseni¢nog brasna

Tokom posmatranog perioda skladiStenja (period poslezetvenog dozrevanja pSenice i
period biohemijske stabilizacije brasna) sadrZaj slobodnih amino grupa se statisticki
znacajno (p<0,05) povecava (0,130-0,154 pg/mg) (Slika 5.4).

Pozivajuci se na tvrdnju Shelke i sar. (1992) da se pecivni kvalitet brasna poboljSava sa
posleZetvenim i tehnoloskim dozrevanjem pSenice i brasna, onda se povecanje sadrzaja
slobodnih amino grupa moZe smatrati faktorom koji utice na poboljSanje kvaliteta
brasna. Intenzitet povecanja sadrzaja slobodnih amino grupa je veéi tokom
posleZetvenog dozrevanja pSenice u odnosu na period stabilizacije brasna, Sto je u
skladu sa navodima Shelke i sar. (1992) da je neposredno nakon mlevenja, brasno od
sveZze poznjevene pSenice podleZno intenzivnim promenama.
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Slika 5.4. Promena sadrZaja slobodnih amino grupa u zavisnosti od perioda skladiStenja (1, 2 i
3) i temperature inkubacije glutena. Izmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95 LSD.

Takode, sadrzaj slobodnih amino grupa se povecava i sa povetanjem temperature
inkubacije glutena sa 30 °C (0,081-0,092 pg/mg) na 37 °C (0,179-0,215 pg/mg). Uticaj
vremena inkubacije pri temperaturi od 30 °C je ocigledan tek u 135-om minutu, dok u
slucaju glutena inkubiranog na 37 °C, sa produZavanjem vremena inkubacije se dobijaju
statisticki vece vrednosti posmatranog biohemijskog pokazatelja (0,164-0,230 pg/mg)
(p < 0,05) (Slika 5.5). Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima Aja i sar. (2004) koji su
utvrdili da se znacajno veci sadrZaj slobodnih amino kiselina i malih peptida, javlja
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nakon inkubacije glutena na temperaturi od 37 °C u vremenu trajanja od 180 minuta,
kao posledica hidrolize glutena usled povecane proteoliticke aktivnosti.
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Slika 5.5. Promena sadrzaja slobodnih amino grupa u zavisnosti od temperature i vremena
inkubacije glutena. Izmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95 LSD.

Posmatrajuc¢i kinetiku promene sadrzaja slobodnih amino grupa u zavisnosti od
ispitivanih sorti, moZe se zakljuciti da su najintenzivnije promene u vrednosti ovog
pokazatelja zapaZene tokom perioda posleZetvenog dozrevanja pSenice (Slika 5.6A).
Uzorci brasna sorti Apac i Pobeda pokazuju, za ceo posmatrani period, trend povecanja
vrednosti ovog pokazatelja, Sto nije slucaj za sortu Zvezdana. Naime, brasno ove sorte ne
pokazuje statisticki znacajnu razliku u sadrzaju slobodnih amino grupa izmedu pocetnog
i krajnjeg trenutka dozrevanja, Sto implicira na moguénost donoSenja pogreSnog
zakljucka da se ovaj pokazatelj ne menja. U pogledu uticaja lokaliteta gajenja, najvece
razlike u sadrZaju slobodnih amino grupa su utvrdene kod ispitivanih uzoraka brasna
sorte Apac (Slika 5.6B).
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Slika 5.6. Promena sadrzaja slobodnih amino grupa u zavisnosti od perioda skladistenja i sorti
(A); Promena sadrzaja slobodnih amino grupa u zavisnosti od sorti i lokaliteta gajenja (B).
[zmerene vrednosti su srednja vrednost * 0,95 LSD.

5.1.3 Vrednosti gluten indeksa tokom perioda posleZetvenog
dozrevanja pSenice i stabilizacije pseni¢cnog brasna

Na Slici 5.7 prikazani su rezultati odredivanja gluten indeksa po standardnoj (GIS) (na
30 °C) i modifikovanoj (GIM) (na 37 °C) metodi tokom ispitivanog perioda skladiStenja
(1,2, 3).

Odredene vrednosti standardnog (GIS) i modifikovanog gluten indeksa (GIM) rastu
tokom perioda posleZetvenog dozrevanja pSenice (p<0,05), ukazuju¢i na jaCanje
strukture glutena (Slika 5.7). Posmatrajuci vrednosti sadrZaja vlaznog glutena, uocava se
suprotan trend promena i u odnosu na gluten indeks (GIS) i u odnosu na sadrzaj
slobodnih sulfhidrilnih grupa (Slika 5.8). Prema Johansson i sar. (2013) tokom
sazrevanja pSenice u polju dolazi do reorganizacije gluteninskog makropolimera, kao
posledica razmene slobodnih sulfhidrilnih grupa i disulfidnih veza (SH-SS veza), pri
¢emu se povecava sadrzaj disulfidnih veza. Ovi mehanizmi se verovatno nastavljaju
tokom posleZzetvenog dozrevanja pSenice i stabilizacije brasna, pa se povecanje
vrednosti gluten indeksa moZe objasniti kao posledica jacanja strukturnih veza unutar
makropolimera glutenina. Pretpostavlja se da tokom obrade testa, glutenini i w-glijadini
(sumporom siromasni) ucestvuju u formiranju polimera preko nekovalentnih veza, dok
a-, B-, i y-glijadini mogu biti inkorporirani u polimeru glutena intermolekularnim SS
vezama (Kuktaite i sar., 2004; Johansson i sar., 2013). Stoga, moZe se smatrati da
povecanje broja raspolozivih SH grupa nastaje usled reorganizacije gluteninskih i
glijadinskih frakcija unutar/iz makropolimera glutenina.
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Tokom stabilizacije pSeni¢nog brasna, vrednosti oba gluten indeksa (GIS i GIM) se
smanjuju. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Mi$§ (2003), koji navodi da se
tokom Cetiri nedelje skladiStenja pSenicnog braSna ne javljaju promene u
karakteristikama glutena, dok tokom duZeg skladiStenja dolazi do promene u njegovim
reoloSkim karakteristikama.
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Slika 5.7. Promena vrednosti gluten indeksa u zavisnoti od vremena skladiStenja i temperature
inkubacije glutena. Izmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95 LSD
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Slika 5.8. Uporedni prikaz promene sadrZaja vlaznog glutena i sadrzaja slobodnih sulfhidrilnih
grupa u zavisnosti od vremena skladiStenja.
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Vrednosti gluten indeksa dobijenih uz prethodnu inkubaciju glutena na temperaturi od
37 °C, statisticki su znacajno niZe (p<0,05) u odnosu na vrednosti gluten indeksa
dobijenih po standardnoj metodi, Sto je i ocekivano kao posledica primenjene optimalne
temperature za aktivnost proteolitickih enzima (Slika 5.9). Ispitivane sorte nisu
pokazale razlike u pogledu gluten indeksa odredenog po standardnoj metodi, dok su
razlike u vrednosti gluten indeksa odredenog nakon inkubacije na 37 °C evidentne. Sto
se tiCe lokaliteta gajenja, uzorci sa lokaliteta SM su pokazali najvece vrednosti GIM.
Dobijeni rezultati ukazuju kako na uticaj sorte i lokaliteta, tako i njihove interakcije na
vrednost GIM, dok su Har Gil i sar. (2011) tokom trogodiSnjeg eksperimenta utvrdili da
je dominantan uticaj sorte (Slika 5.9).
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Slika 5.9. Vrednosti gluten indeksa u zavisnosti od temperature inkubacije, sorte i lokaliteta
gajenja. Izmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95 LSD

5.1.4 Karakterizacija albumina sveZe poZnjevene psenice i tehnoloski
dozrelog brasna

Elektroforetskom karakterizacijom albumina dobijeni su jasni proteinski obrasci u
ocekivanom rasponu molekulskih masa od 4,5 do 70 kDa (Slika 5.10). Dobijeni rezultati
ukazuju na variranje sadrZaja albumina tokom ispitivanog perioda skladiStenja. Te
razlike podrazumevaju nedostatak ili pojavu pikova, odnosno podjedinica albumina u
opsegu veCih molekulskih masa kod odredenih uzoraka, kao i razlike u intenzitetu
obojenosti bendova u opsegu manjih molekulskih masa. Uzimaju¢i u obzir da je tokom
ispitivanog perioda skladisStenja, pSenica bila izloZena brojnim biohemijskim i koloidnim
promenama (Zhou i sar., 2002), moZe se pretpostaviti da su razlike u sadrZaju albumina
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posledica njihove agregacije ili povezivanja sa drugim komponentama (Gupta i sar.,
1991), sto dodatno otezava postupak ekstrakcije albumina. Izdvojene frakcije albumina
u intervalu molekulskih masa od 40 do 70 kDa, pokazale su da se uzorci brasna sa
lokaliteta BT odlikuju znacajnim kvantitativnim razlikama u pomenutom opsegu
molekulskih masa, u odnosu na druge ispitivane uzorke. Ovaj lokalitet gajenja je
karakterisala najmanja suma padavina za posmatrani period vegetacije.
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Slika 5.10. Softverska simulacija izgleda gela sa razdvojenim frakcijama albumina sveze
poZnjevene pSenice (A) i pSeni¢nog brasna nakon njegove potpune stabilizacije (B)
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5.1.5 Proteoliticka aktivnost tokom perioda posleZetvenog dozrevanja
pSenice i stabilizacije pseni¢nog brasna

Na Slici 5.11 prikazani su rezultati odredivanja aktivnosti proteolitickih enzima tokom
perioda posleZetvenog dozrevanja pSenice i stabilizacije pSeni¢nog brasna.

[zmerene vrednosti ukupne proteoliticke aktivnosti ispitivanih uzoraka su se kretale u
opsegu od 1,75 do 3,05 U/g brasna. S obzirom da se radi o brasnu tip 500, ove vrednosti
su visoke u poredenju sa rezultatima Aalami i sar. (2007) koji su ispitivali nivoe
proteoliticke aktivnosti brasna od celog zrna durum i obi¢ne hlebne pSenice (1,1-5,1
U/g). Moguce objasnjenje ovih razlika u nivoima aktivnosti proteolitickih enzima je u
koriS¢enju razlicitih supstrata za enzimsku razgradnju jer je poznato da proteoliticki
enzimi u razli¢itim tkivima zrna imaju razlicite specifi¢nosti. Kao supstrat, Aalami i sar.
(2007) su koristili azokazein dok je u ovom radu kao supstrat koriS¢en hemoglobin. U
endospermu su uglavnom prisutni hemoglobin degradirajuci proteoliticki enzimi, dok su
u spoljasnjim delovima zrna prisutni enzimi koji pokazuju specificnost prema
azokazeinu (Preston i sar, 1978).

Najvece vrednosti proteoliticke aktivnosti su izmerene u tacki 2 koja odgovara krajnjoj
fazi dozrevanja pSenice (Slika 5.11A). U prvom periodu skladiStenja (od tacke 1 do tacke
2) uzorci su ¢uvani u zrnu, dok drugi period obuhvata skladistenje uzoraka brasna od
fizioloSki dozrele pSenice, koja zbog uklonjenog aleuronskog sloja, poseduje znacajno
manji sadrzaj enzima (Rani i sar., 2001).

Karakteristican je i trend smanjivanja ukupne proteoliticke aktivnosti ispitivanih
uzoraka na kraju druge faze skladiStenja, u odnosu na izmerene pocetne vrednosti (Slika
5.11A).

Posmatrano na nivou ispitivanih sorti i lokaliteta sa kojih poticu, izmerene vrednosti
proteoliticke aktivnosti uzoraka sa lokaliteta SM se skoro medusobno ne razlikuju, dok
su najvece vrednosti ukupne proteoliticke aktivnosti zabeleZene kod uzoraka sorte Apac
sa lokaliteta BT (Slika 5.11B). Naime, uzorci brasna ove sorte su, u odnosu na ispitivane
lokalitete, pokazali najvece razlike u vrednostima ovog pokazatelja. S druge strane,
uzorci brasna sorte Pobeda manifestuju vrlo male razlike u odnosu na poreklo uzoraka
kako u pogledu proteoliticke aktivnosti tako i drugih ispitivanih pokazatelja (sadrzaj
slobodnih amino grupa, gluten indeks), Sto ukazuje na znacajniji uticaj sorte na
vrednosti ispitivanih pokazatelja, od uticaja mikroklimatskih uslova.
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Slika 5.11. Aktivnost proteolitickih enzima u zavisnosti od perioda skladiStenja (A), sorte i
lokaliteta gajenja (B). Izmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95 LSD

5.1.6 Analiza glavnih komponenti primenjena na rezultate odabranih
biohemijskih i reoloskih pokazatelja kvaliteta psenice za ispitivani
period skladistenja

Kako bi se stekao uvid u medusobne odnose ispitivanih promenljivih, primenjena je
analiza glavnih komponenti (Principal Component Analysis -PCA). Ovom statistickom
metodom obuhvaceni su svi uzorci pSenice i brasna, kao i vrednosti odabranih
biohemijskih i reoloskih pokazatelja kvaliteta pSenice za ispitivani period skladiStenja. U
cilju vizualizacije medusobnih odnosa svih merenih veli¢ina i jednostavnije
interpretacije, rezultati su graficki predstavljeni kroz projekciju svojstvenih vektora
ispitivanih promenljivih u faktorskim ravnima (loding plot- prikaz promenljivih, score
plot- prikaz pozicioniranja uzoraka u odnosu na glavne komponente). Glavne
komponente su linearne kombinacije izvornih promenljivih. Korelacioni matriks
merenih promenljivih je zasnovan na Pearson-ovim korelacijama. Ukoliko su u
korelacionom PCA krugu dve promenljive udaljene od centra i blizu jedna drugoj, one su
u znacajnoj pozitivnoj korelaciji (r blizak 1). Ukoliko su ortoganalno orijentisane,
promenljive nisu u korelaciji (r blizak 0). Ukoliko su na suprotnim stranama centra,
onda su u znacajno negativnoj korelaciji (r blizu -1).
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5.1.6.1Analiza glavnih komponenti primenjena na rezultate
odredivanja sadrzaja slobodnih sulfhidrilnih grupa i odabranih
reoloskih pokazatelja kvaliteta tokom perioda posleZetvenog
dozrevanja pSenice i stabilizacije pseni¢cnog brasna

PC analiza je izvedena pojedinacno za period posleZetvenog dozrevanja pSenice i period
biohemijske stabilizacije brasna za sledece pokazatelje kvaliteta: sadrzaj slobodnih
sulfhidrilnih grupa odredenim pri razliCitim tretmanima glutena, pokazatelji kvaliteta
odredenih Miksolabom, standardni gluten indeks i modifikovani gluten indeks. Prve
Cetiri PC komponente objasnjavaju 80,22% od ukupne varijabilnosti osnovnog seta
podataka dobijenih iz uzoraka tokom posleZetvenog dozrevanja pSenice. Prva PC1
komponenta (46,12%) povezana je sa sadrZajem slobodnih sulfhidrilnih grupa u svim
ispitivanim uslovima tretmana vlaznog glutena, sa moci upijanja vode i vremenom
razvoja testa merenih Miksolabom, i sa vrednostima gluten indeksa odredenog po
standardnoj metodi (Slika 5.12A). SadrZaj slobodnih sulfhidrilnih grupa (u svim
ispitivanim uslovima tretmana vlaznog glutena) nalazi se gotovo pod pravim uglom u
odnosu na pokazatelje kvaliteta odredenih miksolabom (stabilitet StabMix i elasti¢nost
ElastMix testa), Sto znaci da su oni medusobno nezavisni. Takode, sadrzaj slobodnih
sulfhidrilnih grupa je u jakoj korelaciji sa gluten indeksom odredenog po standardnoj
metodi. Posmatrajuci grafik distribucije uzoraka (score plot) jasno je uocljivo grupisanje
uzoraka, pri Cemu se sorta Apac izdvojila u odnosu na pokazatelje Miksolaba (stabilitet i
elasti¢nost testa) (Slika 5.12B). Kod domacih sorti ne postoji jasna podela u pogledu
sortne pripadnosti, ve¢ je grupisanje posledica biohemijskih promena kroz koje pSenica
prolazi tokom posleZetvenog dozrevanja.
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Slika 5.12. PCA loading plot odabranih pokazatelja kvaliteta (A) i PCA score plot distribucije
uzoraka (B) za period posleZetvenog dozrevanja pSenice

Na Slikama 5.13A,B su prikazani rezultati PC analize za uzorke tokom perioda
biohemijske stabilizacije brasna. Prve cetiri PC komponente objasnjavaju 79,68% od
ukupne varijabilnosti osnovnog seta podataka, dobijenih iz uzoraka tokom
posleZetvenog dozrevanja pSenice. SadrZaj slobodnih sulfhidrilnih grupa odredenih iz
glutena nakon njegove inkubacije na 37 °C, je u negativnoj korelaciji sa gluten indeksom
odredenim po modifikovanoj metodi (r>-0,51, p<0,05). Na odgovaraju¢em grafiku
distribucije uzoraka (Slika 5.13B) primetno je njihovo jasnije diferenciranje u odnosu na
sortnu pripadnost.
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Slika 5.13. PCA loading plot odabranih pokazatelja kvaliteta (A) i PCA score plot distribucije
uzoraka(B) tokom perioda biohemijske stabilizacije pSeni¢nog brasna
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5.1.7 Analiza glavnih komponenti primenjena na rezultate odredivanja
sadrzaja slobodnih amino grupa i odabranih biohemijskih
pokazatelja kvaliteta tokom perioda posleZetvenog dozrevanja
pSenice i stabilizacije psenicnog brasna

Radi lakSeg sagledavanja rezultata, PC analiza je uradena zasebno na vrednostima
ispitivanih pokazatelja (sadrZaj slobodnih amino grupa odreden pri razlicitim
tretmanima glutena, proteoliticka aktivnost (PA), standardni (GIS) i modifikovani (GIM)
gluten indeks) u svim ispitivanim uzorcima svezZe poZnjevene pSenice, zatim u uzorcima
nakon sazrevanja pSenice, i kona¢no nakon biohemijske stabilizacije brasna.

Prve Cetiri PC komponente objasnjavaju 95,97% od ukupne varijabilnosti osnovnog seta
podataka na ispitivanim uzorcima sveZe poZnjevene pSenice. Prva PC1 komponenta
(59,69%) povezana je sa sadrzajem slobodnih amino grupa u svim ispitivanim uslovima
tretmana vlaznog glutena i sa proteoliticCkom aktivnos¢u (Slika 5.14). SadrZaj slobodnih
amino grupa odreden nakon tretmana V (inkubacija vlaznog glutena 90 minuta na 30 °C

i 180 minuta na 37 °C) je u znacajnoj korelaciji sa proteolitickom aktivnos$¢u (r=0,74,
p<0,05).
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Slika 5.14. PCA loading plot za ispitivane pokatelje kvaliteta pSeni¢nog brasna uzoraka sveze
poZnjevene pSenice
Slika 5.15 prikazuje rezultate PC analize ispitivanih pokazatelja kvaliteta uzoraka
pSenice nakon posleZetvenog sazrevanja (tacka 2). Prve dve PC komponente
objasnjavaju 86,51% od ukupne varijabilnosti ispitivanog seta podataka. Prva PC1
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komponenta, koja objaSnjava najviSe varijansi (67,84%), je povezana sa sadrZajem
slobodnih amino grupa i proteolitiCkom aktivnoS¢u. Druga PC komponenta je u bliskoj
vezi sa standardnim i modifikovanim gluten indeksom (Slika 5.15). Procesi koji su se
odvijali tokom perioda dozrevanja pSenice doprineli su jacim korelacijama izmedu
sadrZaja slobodnih amino grupa i proteoliticke aktivnosti (Slika 5.14 i 5.15), Sto se
ogleda kroz bliZze pozicioniranje vektora ovih promenljivih. Sadrzaj slobodnih amino
grupa odreden nakon prethodnog tretmana glutena (NH2-II,NH2-III, NH2-IV, NH2-V i
NH2-VI) je u statisticki znacajnoj korelaciji sa proteolitickom aktivnos¢u (r=0,73; 0,81;
0,75; 0,91 odnosno 0,95) (p<0,05). Na osnovu PC analize, moZe se zakljuciti da se
odredivanje sadrzaja slobodnih amino grupa, kao indikatora oSteenja primarne
stukture proteina usled prisutnih proteolitickih enzima, moZe izvesti na glutenu samo
primenom tretmana V ili VI (r=0,908 i r=0,950).
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Slika 5.15. PCA loading plot za ispitivane pokatelje kvaliteta uzoraka bra§na nakon zavrSenog
poslezetvenog dozrevanja sveze poZnjevene pSenice

Slika 5.16 prikazuje rezultate PC analize ispitivanih pokazatelja kvaliteta uzoraka brasna
nakon potpune biohemijske stabilizacije. Prve dve PC komponente (Slika 5.16)
objasnjavaju 69,65% od ukupne varijabilnosti osnovnog seta podataka. Prva PC1
komponenta (48,77%) je povezana sa sadrzajem slobodnih amino grupa u IlI, IV, Vi VI
uslovima tretmana vlaznog glutena, kao i sa vrednostima gluten indeksa po standardnoj
metodi. Nisu utvrdene statisticki znacajne korelacije izmedu vrednosti slobodnih amino
grupa i proteoliticke aktivnosti. Razlike u koeficijentima korelacije izmedu sadrzaja
slobodnih amino grupa i proteoliticke aktivnosti pre i posle biohemijske stabilizacije
brasna, mogu se objasniti Cinjenicom da je smanjena vrednost ukupne proteoliticke
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aktivnosti svih ispitivanih uzoraka nakon biohemijske stabilizacije brasna (Slika 5.15 i
5.16).

Variables (axes PC1 and PC2: 69,65 %)

075 o + |

os | S H ol

=]
1=
tn
—
%
\
=
| &
-
N
b

PC2 (20,87 %)
|
|

=
wn
e
1 1
n
=
=
ES
.
-

-0.5

-0.75 .

-1 LI
-1 -0.75 05 -0,25 [#] 025 05 075 1

PC1 (48,77 %)

Slika 5.16. PCA loading plot za ispitivane pokatelje kvaliteta uzoraka brasna nakon biohemijske
stabilizacije
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5.2 Karakteristike psenicnog brasna u proizvodnoj 2011.
godini

5.2.1 Karakterizacija albumina pSeni¢nog brasna

Na Slikama 5.17 i 5.18 prikazani su rezultati odredivanja relativnog udela
elektroforetski odredenih albumina u odnosu na ukupan sadrZaj proteina pSeni¢nog
brasna, i u zavisnosti od ispitivanih sorti i lokaliteta.

U ispitivanim uzorcima pSeni¢nog brasna iz 2011. proizvodne godine, ukupan sadrzaj
proteina se kretao od 8,0 do 13,2%, dok se sadrzaj albumina kretao od 2,4% do 20,3%
od ukupne koliCine proteina (Slika 5.17). Broj bendova albuminskih frakcija varirao je
od 17 (SO-Pob) do 33 (SM-Gora) u opsegu molekulskih masa od 5 do 65 kDa, Sto je u
saglasnosti sa rezultatima objavljenim od strane drugih autora (Chiang i sar., 2006;
Balazs i sar., 2012). Siroka varijabilnost dobijenih rezultata sadrZaja albumina je
uslovljena brojnim faktorima i prvenstveno zavisi od genetske pozadine (sorta), uslova
gajenja (prvenstveno klimatski uslovi i zemljiSte) i primenjenog metoda ekstrakcije.
Udeo albumina je uslovljen i sadrzajem ukupnih proteina (DuPont i sar., 2005). Takode,
postoje indicije o prisustvu albumina u glutenskoj fazi koji ostaju zarobljeni u mrezi
glutena nakon uklanjanja u vodi rastvorljivih proteina, Sto dodatno otezava separaciju i
kvantifikaciju albumina (Kuktaite i sar., 2003). Tome u prilog ide i ¢injenica da HMW
albumini teZe da formiraju polimere medusobnim povezivanjem, dok odredeni HMW
albumini, koji se smatraju B-amilazama, mogu formirati disulfidne veze sa LMW
gluteninima (Gianibelli i sar., 2001). Osim toga, brojne studije, bazirane na razli¢itim
tehnikama frakcionisanja, izolacije i identifikacije proteina, navode da polimeri
neglutenskih proteina Cine nezanemarljiv deo ukupnih polimera pSenice (Veraverbeke i
Delcour, 2002).
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Slika 5.17. Relativni udeo elektroforetski odredenih albumina u odnosu na ukupan sadrzaj
proteina brasna razlicitih sorti pSenice iz 2011. proizvodne godine

Dobijeni rezultati ukazuju da se udeo albuminske frakcije razlikuje i u zavisnosti od
sorte i lokaliteta, pri ¢emu je znacajniji uticaj lokaliteta, o ¢emu svedoce vrednosti
koeficijenta varijacije (Lokalitet 0,49-1,50 g/100 g brasna; Sorta 0,62-1,11 g/100 g
brasna) (Slika 5.18). Izuzetak cine uzorci brasna sorte Gordana, koja imaju najmanji i
relativno ujednacen udeo albuminske frakcije na svim ispitivanim lokalitetima.
Ispitivani uzorci brasna ove sorte su se odlikovali i najveéim sadrZajem ukupnih
proteina (Slika 5.17 i 5.18). Najvece razlike u sadrzaju albumina za posmatrane
lokalitete, imali su uzorci braSna sorti Pobeda i Gora, o ¢emu svedodi i izgled gela
elektroforetski razdvojenih frakcija albumina, gde se te razlike manifestuju kroz razlike
u broju proteinskih bendova, kao i u intenzitetu njihove obojenosti u celom opsegu
molekulskih masa (Slika 5.19). Sto se ti¢e lokaliteta, najveée razlike u sadrzaju albumina
za sve ispitivane sorte pSenice su dobijene za lokalitete SO i BT.
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Slika 5.18. Uticaj sorte i lokaliteta gajenja na sadrzaj elektroforetski odredenih albumina

uzoraka pSeni¢nog brasna iz 2011. proizvodne godine. Izmerene vrednosti su srednja vrednost +
0,95 LSD.
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Slika 5.19. Softverska simulacija izgleda gela sa razdvojenim frakcijama albumina uzoraka
brasna sorti Pobeda i Gora sa razli€itih lokaliteta gajenja (2011. proizvodna godina).

Za potrebe analiziranja povezanosti albumina sa tehnoloSkim kvalitetom i enzimskim
statusom uzoraka pSeni¢nog brasna, ukupni albumini su podeljeni na frakcije koje
obuhvataju proteinske bendove iz Cetiri intervala molekulskih masa. Intervali su
odabrani na osnovu dobijenih rezultata, tj. izgleda elektroforegrama koji su imali
zajednicki obrazac pozicija i frekvencija molekulskih masa. Definisani su sleded¢i intervali
molekulskih masa: 5-15 kDa; 15-30 kDa; 30-50 kDa; 50-65 kDa. Frakcija koja se nalazi
u opsegu molekulskih masa 5-15 kDa (Slika 5.20) ¢ini viSe od polovine ukupne koli¢ine
albumina (60,4%). U ovom opsegu molekulskih masa je konstatovano da se nalaze
inhibitori amilaza (Singh i Skerritt, 2001b; DuPont i sar., 2005). Najmanji sadrzaj
albuminskih frakcija i najvecu varijabilnost, pokazali su svi ispitivani uzorci u opsegu
molekulskih masa od 50-65 kDa. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Balazs i
sar. (2012), koji su, takode, ustanovili da su najznacajnije sortne razlike u pogledu
koncentracije albumina ustanovljene u opsegu vec¢ih molekulskih masa. Sve sorte sa
lokaliteta BT su se odlikovale najveéim prosecnim sadrzajem ove frakcije.
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Slika 5.20. Udeo pojedinih frakcija albumina u odgovarajuéim intervalima molekulskih masa
uzoraka brasna razlicitih sorti pSenice iz 2011. proizvodne godine

5.2.2 Proteoliticka aktivnost psenicnog brasna

Na Slici 5.21 prikazane su vrednosti proteoliticke aktivnosti brasna u zavisnosti od
ispitivanih sorti i lokaliteta.

Vrednosti proteoliticke aktivnosti za sve ispitivane uzorke su se kretale u opsegu od 1,04
do 3,75 U/g brasna. Dobijeni rezultati ukazuju na Siroku varijabilnost posmatranog
pokazatelja, koja je pod uticajem i sorti i lokaliteta, kao i njihove interakcije. Uzorci
brasna sorte Apac su se, u odnosu na ostale ispitivane sorte, odlikovali najve¢im
vrednostima proteoliticke aktivnosti. Najmanje prosecne vrednosti ali i najveci uticaj
lokaliteta, zabeleZeni su kod uzoraka sorte Pobeda. U pogledu lokaliteta, najvece
vrednosti su zabeleZene na podrucju SO, VR i KI. Za lokalitet SO je karakteristican
najmanji broj tropskih dana i najmanje medusobne sortne razlike u pogledu vrednosti
proteoliticke aktivnosti (Slika 4.3).
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Slika 5.21. Uticaj sorte i lokaliteta gajenja na aktivnost proteolitickih enzima uzoraka pSeni¢nog
brasna iz 2011. proizvodne godine. [zmerene vrednosti su srednja vrednost * 0,95 LSD.

5.2.3 Amiloliticka aktivnost psenicnog brasna iz 2011. proizvodne
godine

Na Slici 5.22 su prikazane vrednosti amiloliticke aktivnosti brasna u zavisnosti od
ispitivanih sorti i lokaliteta.

Vrednosti amiloliticke aktivnosti za sve ispitivane uzorke su se kretale u opsegu od 0,06
do 0,20 U/g brasSna. Analizom rezultata statisticke obrade ustanovljen je statisticki
znacajan uticaj sorte, lokaliteta i njihove interakcije na vrednost amiloliticke aktivnosti,
pri ¢emu je znacajniji uticaj sorte. Najvece prosecne vrednosti ovog pokazatelja
zabeleZene su na podrucju VR, SM i KI. Kao i u slucaju proteoliticke aktivnosti, najmanje
razlike u vrednosti aktivnosti amilolitickih enzima su zabeleZene za lokalitet SO Sto
ukazuje da je enzimska aktivnost pod jakim uticajem mikroklimatskih uslova a ne
iskljucivo sorti (Johansson, 2002). U okviru sorti, izdvojile su se sorta Gora sa najve¢im
prosecnim vrednostima i sorta Zvezdana sa najmanjim vrednostima amiloliticke
aktivnosti. Posmatrano po lokalitetima, uzorci brasna sorte Zvezdana su imali relativno
ujednacen nivo aktivnosti, dok su se uzorci brasna sorte Pobeda odlikovali najve¢im
razlikama u vrednosti ovog pokazatelja.
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Slika 5.22. Uticaj sorte i lokaliteta gajenja na aktivnost amilolitickih enzima (a-amilaze) uzoraka
pSeni¢nog brasna iz 2011. proizvodne godine. Izmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95
LSD.

5.2.4 Tehnoloski kvalitet psenicnog brasna iz 2011. proizvodne godine

U cilju sagledavanja uticaja ispitivanih sorti i lokaliteta gajenja na vrednosti empirijskih
reoloskih pokazatelja kvaliteta (pokazatelji tehnoloskog kvaliteta merenih farinografom,
ekstenzografom, amilografom, alveografom, Miksolabom, standardni i modifikovani
gluten indeks, pecivni i teksturni pokazatelji tehnoloskog kvaliteta) primenjena je
deskriptivna statistika. StatistiCka obrada podataka odnosila se na 5 sorti (Pobeda,
Zvezdana, Gordana, Apac, Gora) gajenih na sedam lokaliteta (SO, VR, SM, BT, NS, KI, SU)
sa podrucja Vojvodine u proizvodnoj 2011. godini. Rezultati deskriptivne statistike
primenjene na vrednosti empirijskih reoloskih pokazatelja kvaliteta, ukazuju na veliku
varijabilnost i vrlo Sirok raspon vrednosti ispitivanih svojstava, posmatrano i po
ispitivanim sortama i po ispitivanim lokalitetima. Shodno ocekivanjima, za veéinu
pokazatelja varijabilnost je veca kada se posmatraju rezultati deskriptivne statistike
izvedene po ispitivanim lokalitetima, $to neposredno ukazuje na znacajniji uticaj sorte u
odnosu na mikroklimatske uslove.

Posmatrajuéi vrednosti pokazatelja kvaliteta odredenih farinografom (Tabela 5.1),
dobijen je Sirok raspon vrednosti za sve farinogramske pokazatelje, a najvece razlike su
zabeleZene u vrednostima vremena razvoja testa i stabiliteta (DDT i Stab). Po tim
pokazateljima izdvojili su se uzorci brasna sorti Apa¢ i Gora, c¢ije visoke vrednosti
standardne devijacije ukazuju na njihovu nestabilnost tj. nekonzistentni kvalitet, kao
posledice razlic¢itih mikroklimatskih uslova. Obe pomenute sorte u proseku se odlikuju
znatno vecim vrednostima stepena omeksSanja, kao i manjim vrednostima kvalitetnog
broja. Uzorke pSeni¢nog brasna iz 2011. proizvodne godine, u proseku karakterisu dobri
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farinogramski pokazatelji u smislu manjeg stepena omeksanja testa, kao i pripadnosti
viSim kvalitetnim grupama brasna. U tom pogledu narocito su se izdvojili uzorci brasna
sorti Gordana i Pobeda, koji imaju izrazito vece prosecne vrednosti DDT i stabiliteta
testa, Sto znaci da im je potrebno duZe vreme za potpunu hidrataciju glutenskog i
skrobnog kompleksa, ali i da se mogu izuzetno dugo obradivati u procesu prerade bez
pogorsanja tehnoloskog kvaliteta.

U pogledu ekstenzogramskih pokazatelja kvaliteta (Tabela 5.1), Sirokom opsegu
izmerenih vrednosti viSe doprinose uslovi gajenja tj. lokalitet, nego sortna pripadnost.
Naime, raspon vrednosti energije kao najznacajnijeg ekstenzogramskog pokazatelja se
znatno razlikuje po sortama, dok su prosecne vrednosti bliske. Kao i u slucaju vrednosti
farinogramskih pokazatelja, uzorci brasna sorte Apac sa razlicitih lokaliteta su ispoljili
najvece razlike u vrednostima ovog pokazatelja, dok se kao najstabilnija pokazala sorta
Gordana. Uzorci brasna ove sorte su na svim ispitivanim lokalitetima imali najvece
vrednosti odnosnog broja. Najvece razlike medu sortama u pogledu ekstenzogramskih
pokazatelja kvaliteta, (najvece vrednosti koeficijenta varijacije ispitivanih svojstava)
zapaZene su na lokalitetu SU (za razliku od ostalih, na ovom lokalitetu su izmerene
znacajne koli¢ine padavina u julu mesecu).

Sto se ti¢e vrednosti maksimalnog viskoziteta (PV), primetna je $iroka varijabilnost i po
ispitivanim sortama i lokalitetima, pri ¢emu je dominantan uticaj sorti (viSe vrednosti CV
u Tabeli 5.1P). Po najpovoljnijim, za potrebe pekarstva, vrednostima maksimalnog
viskoziteta (450-650 AJ], Pakovi¢, 1997; Kaluderski i Filipovi¢, 1998) izdvajaju se uzorci
brasna sorti Pobeda i Gordana, dok se uzorci brasna ostalih sorti odlikuju izrazito ve¢im
vrednostima ovog pokazatelja. Neophodno je napomenuti da su se ove dve sorte
izdvojile i po drugim pokazateljima tehnoloskog kvaliteta brasna, Sto ne predstavlja
iznenadenje u slucaju sorte Pobeda koja pripada grupi odli¢nih hlebnih sorti kao i grupi
poboljsivaca. Naime, ova sorta je, zahvaljujuéi visokoj adaptabilnosti i odlicnom
pecivnom kvalitetu, u proizvodnji prisutna ve¢ viSe od jedne decenije (Denci¢ i sar.,
2011b). Najmanju varijabilnost u vrednostima maksimalnog viskoziteta u odnosu na
posmatrane lokalitete imala je sorta Apac, kod koje su zabeleZene i najvece vrednosti
pomenutog pokazatelja kvaliteta (Tabela 5.1).

Posmatrajuci vrednosti alveografskih pokazatelja za sve ispitivane uzorke pSeni¢nog
brasna, primetan je Sirok opseg njihovih vrednosti, pri ¢emu u odnosu na lokalitet, ovoj
Sirokoj varijabilnosti viSe doprinosi sorta. Najvece vrednosti koeficijenta varijacije za
rad deformacije (W) su zabeleZene u slucaju uzoraka brasna sorte Apac. Na osnovu
alveografskih pokazatelja, brasno ove sorte, zajedno sa sortom Gora, se izdvojilo kao
slabije, jer su imala najmanje vrednosti rada deformacije i Zilavosti testa, a najvece
vrednosti rastegljivosti i izlaze iz opsega vrednosti optimalnih za preradu brasna
(Tabela 5.1).
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Tabela 5.1. Minimalne, maksimalne i prosecne vrednosti pokazatelja tehnoloskog kvaliteta pSeni¢nog brasna iz 2011. proizvodne godine (izraZene
po sortama)

Farinograf Ekstenzograf Amilograf Alveograf
(%) (min) (min) (cm?)  (B])  (mm) (A]) (mmH20) (mm) (x10])
Mean 60,4 6,1 10,4 47,9 126,0 82,3 2457 1651 15 520,7 90,1 92,3 21,3 239,4 1,0
Min 58,8 15 4,0 25,0 450 34,0 110,0 1440 0,7 280,0 68,0 650 179 158,0 0,8
Pob  p/ox 61,9 85 145 60,0 1850 1040 390,0 1850 2,7 730,0 112,0 105,0 22,8 274,0 1,7
SO 1,25 298 399 11,85 5195 2635 90,71 13,97 0,68 200,59 14,39 14,00 1,72 40,35 0,33
cV 2,06 4855 3830 24,77 41,23 32,02 3692 846 44,40 38,52 15,97 15,17 8,06 16,85 32,67
Mean 61,8 4,1 8,4 58,6 850 804 2700 1600 1,7 1212,9 97,6 78,1 19,7 236,4 1,3
Min 60,1 2,0 4,0 350 500 360 140,0 1440 09 1000,0 83,0 70,0 18,6 173,0 1,1
Zve  Mgx 643 6,5 16,5 80,0 110,0 1150 370,0 183,0 24 1700,0 111,0 88,0 209 272,0 1,5
SO 155 151 398 16,51 19,36 2595 8699 14,76 0,63 233,50 10,83 6,87 087 37,52 0,15
cv 251 37,13 47,58 28,19 22,78 32,27 32,22 9,23 36,87 19,25 11,10 8,79 4,40 15,87 11,89
Mean 60,7 9,3 144 32,1 217,1 94,0 332,1 1454 23 601,4 80,6 95,6 21,7 2439 0,9
Min 59,1 5,0 0,0 10,0 1350 76,0 2400 139,0 1,5 390,0 70,0 82,0 20,2 181,0 0,7
Gord /g« 62,4 13,0 20,5 450 375,00 119,0 460,0 156,0 3,3 700,0 91,0 112,0 23,6 2910 1,1
SO 1,17 2,74 6,67 15,24 93,00 14,70 72,56 6,27 0,57 105,74 7,59 11,16 1,26 3540 0,12
CV 193 29,47 46,21 47,40 42,83 1564 21,85 4,31 24,92 17,58 9,42 11,68 5,79 14,51 13,55
Mean 55,0 3,7 7,0 70,0 81,7 81,7 2225 1705 1,3 1504,2 52,5 110,7 23,3 168,7 0,5
Min 53,2 15 1,5 50,0 30,0 15,0 650 1540 04 1430,0 39,0 76,0 194 86,0 0,4
AP Max 58,0 7,0 10,5 105,0 115,00 136,0 350,0 179,0 2,0 1585,0 66,0 134,0 25,8 227,0 0,6
sO 1,74 242 3,30 23,66 3141 50,31 111,43 10,41 0,61 61,52 11,40 21,35 2,34 64,13 0,06
cVv 3,17 66,06 47,16 33,81 38,46 61,61 50,08 6,10 47,66 4,09 21,71 19,29 10,04 38,02 13,63
Mean 535 19 29 80,0 371 879 3179 1470 22 857,1 50,4 104,6 22,6 156,3 0,5
Min 51,2 15 1,5 55,0 250 48,0 180,0 1290 1,2 530,0 41,0 73,0 19,0 110,0 0,3
Gora Magx 550 25 6,5 1050 650 120,0 430,0 1580 3,0 1280,0 59,0 141,0 26,4 191,0 0,8
sb 129 035 1,77 15,00 16,04 28,04 8582 12,25 0,64 232,29 5,74 23,57 2,59 30,80 0,15

cv 242 1789 60,31 18,75 43,17 3191 27,00 833 29,53 27,10 11,38 22,54 11,44 19,71 29,92
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ReoloSko ponaSanje testa ispitivanih uzoraka pSeni¢nog braSna tokom postupka
mesSenja i zagrevanja je ispitano pomoc¢u Miksolaba. Analizom dobijenih rezultata moze
se zakljuciti da su izmerene vrednosti ispitivanih pokazatelja kvaliteta pod snazZnim
uticajem sorti (Tabela 5.2 i Tabela 5.2P). Prose¢ne vrednosti mo¢i upijanja vode za sve
ispitivane sorte i lokalitete su se kretale u rasponu od 50,13 do 58,37%, ukazujuci na
Siroku varijabilnost apsorpcione sposobnosti proteina brasna ali i skroba. Minimalne
vrednosti mo¢i upijanja vode su zabeleZene kod uzoraka brasna sorti Gora i Apac. Vreme
razvoja testa, koje se definiSe kao vreme potrebno za postizanje inicijalne maksimalne
konzistencije C1, se kretalo izmedu 1,15 i 7,07 min, Sto ukazuje na razlicit nivo kvaliteta i
proteinske i skrobne frakcije. Uzorci braSna navedenih sorti (Apac i Gora) su imali i
najkra¢e vreme razvoja testa. Vrednosti otpornosti testa na meSenje tj. vrednosti
stabiliteta su u proseku veoma bliske za sve ispitivane sorte, ukazuju¢i na dobru
toleranciju glutena na deformacije tokom mehanicke obrade testa. NajveCe vrednosti
koeficijenta varijacije su zabeleZene kod pokazatelja Miksolaba, koji posredno ukazuju
na proteoliticku i amiloliticku aktivnost brasSna (« i y), Sto znaci da su vrednosti ovih
pokazatelja uslovljene mikroklimatskim uslovima (lokalitetima). Uprkos malim
razlikama u konzistenciji testa u tacki C2, Sirok opseg vrednosti alfa (a) pokazuje razlicit
stepen slabljenja proteinske mreze usled zagrevanja i/ili proteoliticke aktivnosti, a Sto
se direktno manifestuje razlicitim stepenom promene viskoziteta testa (Dapcevic
Hadnadev i sar., 2011).
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Tabela 5.2. Minimalne, maksimalne i prosecne vrednosti miksolabskih pokazatelja kvaliteta pSeni¢nog brasna iz 2011. proizvodne godine (izrazene

po sortama)

Sorta

Pob

Zve

Gord

Ap

Gora

Mean
Min
Max
SD
cv
Mean
Min
Max
SD
(%
Mean
Min
Max
SD
(%
Mean
Min
Max
SD
cv
Mean
Min
Max
SD
cv

WAMix DevMix StabMix ElastMix

(%)
57,56
55,20
60,00
1,64
2,85
58,08
56,77
59,30
1,03
1,77
58,37
57,00
59,60
0,87
1,48
51,94
49,59
55,22
2,07
3,98
50,13
48,50
51,97
1,02
2,03

(min)
7,07
5,63
8,22
0,95

13,49
6,17
1,32
8,85
2,49

40,36
6,27
4,97
8,02
0,96

15,27
2,18
0,92
4,57
1,23

56,54
1,15
0,88
1,25
0,13

10,88

(min)
9,62
8,82

11,47
0,96
9,97
9,91
9,15

11,15
0,63
6,34
8,60
6,78
9,83
1,08

12,51
9,57
4,72

11,63
2,46

25,75
6,75
3,58

11,10
3,32

49,17

(Nm)
0,06
0,05
0,08
0,01
19,79
0,08
0,07
0,09
0,01
10,39
0,08
0,06
0,10
0,01
15,10
0,09
0,08
0,10
0,01
8,67
0,09
0,08
0,10
0,01
8,34

C2
(Nm)
0,48
0,45
0,52
0,03
5,57
0,53
0,47
0,56
0,04
7,24
0,45
0,42
0,48
0,02
5,52
0,50
0,42
0,56
0,05
9,91
0,48
0,42
0,53
0,04
8,65

C3
(Nm)
1,99
1,88
2,19
0,10
516
2,02
1,96
2,10
0,05
2,51
1,79
1,72
1,88
0,06
3,34
2,24
2,08
2,38
0,11
4,75
2,36
2,09
2,49
0,13
5,38

Jelena Tomi¢

C4 C5
(Nm)  (Nm)
1,66 2,35
1,39 2,04
1,88 2,70
0,19 0,25
11,52 10,66
1,79 2,62
1,56 2,31
193 2,83
0,12 0,17
6,66 6,61
1,54 2,15
1,39 2,00
1,64 2,34
0,09 0,11
556 511
194 3,22
1,84 2,72
2,08 3,46
0,10 0,27
505 8,35
2,25 3,27
1,84 2,57
2,37 3,54
0,19 0,32
8,37 9,86

C3-C4 C5-C4
(Nm)  (Nm)
0,34 0,70
0,13 0,60
0,49 0,82
0,15 0,07
43,38 10,26
0,23 0,83
0,15 0,53
0,50 1,27
0,12 0,23
54,44 27,52
0,25 0,61
0,19 0,56
041 0,70
0,08 0,04
30,15 7,22
0,29 1,28
0,24 0,89
0,33 1,48
0,04 0,20
12,68 15,28
0,11 1,01
0,00 0,73
0,25 1,22
0,09 0,16
88,04 16,13

ol B Y
(Nm/min) (Nm/min) (Nm/min)
-0,08 0,48 -0,05
-0,11 0,39 -0,08
-0,05 0,61 0,00
0,02 0,07 0,03
-30,33 13,93 -52,79
-0,07 0,49 -0,05
-0,09 0,45 -0,16
-0,03 0,55 -0,02
0,02 0,03 0,05
-33,34 7,05 -105,12
-0,07 0,49 -0,03
-0,09 0,46 -0,04
-0,05 0,50 -0,01
0,02 0,01 0,01
-22,80 3,06 -33,35
-0,07 0,54 -0,09
-0,10 0,45 -0,21
0,00 0,64 -0,05
0,04 0,07 0,06
-56,48 13,49 -64,34
-0,05 0,43 -0,02
-0,11 0,14 -0,04
0,02 0,65 0,00
0,04 0,16 0,01
-79,08 38,15 -71,90
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Gluten indeks, odreden standardnom metodom, daje uvid u medusobni odnos i kvalitet
dve glavne frakcije glutena: glijadina i glutenina (Collar i sar., 2007), dok vrednosti
gluten indeksa odredenih nakon inkubacije na 37 °C ukazuju na stepen hidrolize glutena,
koja moze biti posledica aktivnosti prisutnih nativnih proteolitickih enzima ili posledica
oStecenja pSenice napadom insekata (Zitnih stenica) (Aja i sar., 2004). Prosecne
vrednosti gluten indeksa (83-95,7) za sve ispitivane sorte ukazuju na razli¢itu snagu
glutena (od jakog do vrlo jakog) i smatraju se pogodnim za dobijanje hleba optimalnog
kvaliteta (Har Gil i sar., 2011). Takode, dobijeni rezultati ukazuju na dominantan uticaj
sorte u odnosu na lokalitet (Tabela 5.3 i Tabela 5.3P). Medutim, odgovarajuce vrednosti
gluten indeksa odredenog nakon prethodne inkubacije testa na 37 °C su bile znatno niZe
i u Sirokom opsegu vrednosti, ukazuju¢i na redistribuciju (preraspodelu) po velicini
proteina glutena (Aja i sar., 2004) a ne na proteolizu, jer su utvrdene vrednosti
proteoliticke aktivnosti niske. U prilog ovome idu vrednosti stepena omekSanja merenog
na farinografu, energija testa merena na ekstenzografu i rad deformacije meren na
alveografu. Za sortu Apac je karakteristicna znacajno veca vrednost koeficijenta
varijacije u odnosu na druge ispitivane sorte, koji potvrduje dominantan uticaj lokaliteta
na mereni pokazatelj. Na osnovu ovih rezultata moglo bi se pretpostaviti da je sorta
Apac ispoljila relativnu neotpornost prema vladaju¢im mikroklimatskim uslovima, Sto je
doprinelo variranju kvaliteta ispitivanog pokazatelja. U prilog ovome idu i rezultati
farinografskih i ekstenzografskih merenja.

Probno pecenje je najpouzdaniji metod za procenu kvaliteta pSeni¢nog brasna (Gélinas i
McKinnon, 2011). U cilju izbegavanja subjektivne ocene kvaliteta hleba, mereni su samo
instrumentalni pokazatelji kvaliteta- masa, zapremina i tekstura hleba.

Sto se ti¢e vrednosti specifi¢ne zapremine hleba, kao klju¢nog pokazatelja pecivnog
kvaliteta hleba, primetne su znacajne razlike izmedu ispitivanih sorti (Tabela 5.3).
Najvece vrednosti specificne zapremine hleba imala je sorta Gordana, dok su sorte Apac
i Gora, imale najmanje vrednosti ovog pokazatelja, Sto je u skladu sa najmanjim
vrednostima za rad deformacije. Naime, uzorci hleba najmanje specificne zapremine,
proizvedeni od pSeni¢nih sorti Apa¢ i Gora su se odlikovali najve¢im vrednostima
¢vrstoCe i otpora Zvakanju. Rezultati za specificnu zapreminu su u saglasnosti sa
rezultatima teksture hleba, jer na ¢vrstoc¢u hleba znacajan uticaj ima njegova zapremina,
kao i poroznost sredine hleba. Cvrsto¢a hleba i poroznost njegove sredine je pod
snaznim uticajem dve glavne gradivne komponente brasSna, proteina i skroba.
Proteinska mreZa testa mora biti dovoljna jaka da zadrzi gas, ali i da omoguci njegovu
ekspanziju bez naruSavanja procesa fermentacije. S druge strane, iako struktura sredine
hleba predstavlja jedinstvenu mreZu proteina i Zelatiniziranih granula skroba, skrobna
frakcija je ta koja primarno odreduje strukturu hleba (Hug-Iten i sar., 2001; Liu i sar.,
2003). Uticaj skrobne frakcije na ¢vrsto¢u hleba se manifestuje kroz kompleksni proces,
kroz koji hleb prolazi neposredno nakon pecenja tj. retrogradaciju skroba (Gray i
Bemiller, 2003). Tome u prilog idu i rezultati miksolabskih merenja, koji pokazuju da su
sorte Apac i Gora imale i najvece iznose retrogradacije (C5-C4, Tabela 5.3).
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Tabela 5.3. Minimalne, maksimalne i prosecne vrednosti reoloskih, pecivnih i teksturnih
pokazatelja tehnoloSkog kvaliteta pSeni¢nog brasna iz 2011. proizvodne godine (izraZene po
sortama)

Sorta GIS GIM Vsp Hard Spring Cohes Chew  Resil
Mean 92,00 69,71 4,08 258571 0,98 0,73 1872,35 0,36
Min 83,00 3294 3,70 186837 096 0,72 1327,62 0,34
Pob  pax 9749 9146 440 311645 1,01 0,77 2187,48 0,40
SD 6,13 20,16 0,26 513,07 0,02 0,02 352,47 0,02
cv 6,66 2893 6,48 19,84 1,66 2,68 18,82 6,57
Mean 86,06 59,69 4,14 337142 1,00 0,74 2461,34 0,36
Min 74,00 30,88 3,62 2246,11 098 0,67 1762,49 0,31
Zve Mgx 9532 74,28 4,77 5070,58 1,03 0,80 3372,11 0,38
SD 7,78 14,29 0,40 989,55 0,02 0,04 582,49 0,02
cv 9,04 2394 9,56 29,35 1,65 5,45 23,67 6,85
Mean 83,00 75,18 4,40 2574,02 0,99 0,75 1925,07 0,34
Min 79,00 5595 4,13 1566,85 0,98 0,71 1184,48 0,32
Gord pgx 88,00 83,61 4,75 318025 1,00 0,79 2301,16 0,37
SD 3,32 10,00 0,22 569,39 0,01 0,02 403,69 0,02
cv 4,00 13,30 4,99 22,12 0,57 3,30 20,97 5,87
Mean 95,70 56,67 3,37 714948 097 061 4318,13 0,30
Min 92,00 0,00 3,09 4493,67 095 0,54 2739,81 0,26
AP Max 9865 91,24 3,89 1026692 0,98 0,67 5383,16 0,33
SD 3,16 37,27 0,33 213695 0,01 0,05 940,46 0,03
cv 3,30 65,76 991 29,89 1,24 881 21,78 9,02
Mean 94,86 77,89 3,44 8969,75 096 0,59 5094,13 0,28
Min 92,00 36,02 2,96 626684 095 0,56 3460,60 0,26
Gora prgx 98,00 91,56 3,84 1214522 0,98 0,62 661262 0,29
SD 2,34 1991 0,33 242161 0,01 0,02 1257,16 0,01
cv 2,47 2556 9,72 27,00 1,20 3,99 24,68 4,63

5.2.5 Analiza glavnih komponenti primenjena na rezultate odabranih
biohemijskih i reoloskih pokazatelja kvaliteta psenicnog brasna iz
2011. proizvodne godine

Primena PC analize omogucava jednostavniju vizuelnu interpretaciju medusobnih
odnosa ispitivanih promenljivih (frakcije albumina, proteoliticka i amiloliticka
aktivnost,pokazatelji kvaliteta mereni farinografom, ekstenzografom, amilografom,
alveografom, Miksolabom, standardni i modifikovani gluten indeks, pecivni i teksturni
pokazatelji tehnoloSkog kvaliteta) na setu podataka baziranih na njihovim korelacijama.
Ovom statistickom metodom obuhvaceni su svi uzorci pSenicnog brasna iz 2011.
proizvodne godine. Rezultati su grafi¢ki predstavljeni kroz projekciju vektora ispitivanih
promenljivih u faktorskim ravnima (loding plot -prikaz promenljivih, score plot-prikaz
pozicioniranja uzoraka u odnosu na glavne komponente). Prve Cetiri PC komponente
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(Slika 5.23A (loading plot)) objaSnjavaju 83,5% ukupne varijabilnosti osnovnog seta
podataka, pri ¢emu prve dve komponente imaju najznacajni udeo u opisivanju pocetnih
promenljivih (67,06%), te su za vizuelnu interpretaciju korelativnih odnosa one uzete u
obzir. Vec¢ina promenljivih su opisane prvom komponentom, dok su ekstenzografski
pokazatelji, kao i modifikovani gluten indeks opisani drugom komponentom. Rezultati
statisticke obrade su pokazali da koli¢ine frakcija albumina nisu opisane nijednom od
prve dve komponente i da ne postoje jasni korelativni odnosi sa drugim promenljivim.
Sto se ti¢e proteoliticke i amiloliticke aktivnosti, ustanovljen je mali broj znacajnih
korelacija ¢ija se jacina kretala u rasponu od vrlo slabe (r<0,41) do osrednje (r<0,60). U
slucaju proteoliticke aktivnosti, ustanovljene su umerene korelacije sa alveografskim
pokazateljima (P, L i G, r=-0,41; r=0,51, odnosno r=0,51), kao i slaba negativna korelacija
sa specificnom zapreminom hleba (r=-0,34). U slucaju amiloliticke aktivnosti, utvrdena
je umereno negativna korelacija sa maksimalnim viskozitetom merenim na amilografu
(r=-0,41). Nisu utvrdene znacajne korelacije izmedu miksolabskog pokazatelja koji
ukazuje na brzinu slabljenja proteinske mreZe usled zagrevanja (a) i proteoliticke
aktivnosti, kao i izmedu pokazatelja Miksolaba koji ukazuje na brzinu enzimske
razgradnje skroba (y) i amiloliticke aktivnosti. Imajuci u vidu Sirok opseg vrednosti
pomenutih pokazatelja Miksolaba za sve ispitivane uzorke (Tabela 5.2), nedostatak
korelacija ukazuje da Siroka varijabilnost vrednosti pomenutih pokazatelja nije
posledica razlic¢itog nivoa proteoliticke ili amiloliticke aktivnosti, ve¢ oblika i veli¢ine
molekula proteina i skroba, a Sto je opet direktna posledica klimatskih uslova u toku
njihove biosinteze (DuPont i Altenbach, 2003). PC analiza je pokazala jake korelativne
odnose izmedu rada deformacije i odredenih pokazatelja reoloSkih i pecivnih
pokazatelja kvaliteta (stepenom omeksSanja testa, energijom, vremenom razvoja testa
odredenog Miksolabom, specificnom zapreminom hleba i ¢vrstotom hleba, r>0,65).
Utvrdena je pozitivna i jaka korelacija izmedu energije testa (E) i modifikovanog gluten
indeksa (r=0,85), kao i umereno jaka korelacija izmedu rada deformacije i
modifikovanog gluten indeksa (r=0,56). MoZe se pretpostaviti, uzimaju¢i u obzir
relativno niske vrednosti aktivnosti proteolitickih enzima, da je poZeljan veci nivo
aktivnosti ovih enzima za postizanje boljih osobina testa. Takode, jaka negativna
korelacija izmedu vrednosti konzistencije testa u tacki C4 i vrednosti specificne
zapremine (r=-0,72, p<0,05) , ukazuje na potrebu vece i amiloliticke aktivnosti u cilju
proizvodnje hleba boljeg kvaliteta. Na Slici 5.23B (score plot) se uoava grupisanje
ispitivanih uzoraka pSeni¢nog braSna, pri ¢emu dolazi do favorizacije karakteristika
sorti.
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Slika 5.23. PCA loading plot za ispitivane pokatelje kvaliteta (A) i score plot distribucije uzoraka
pSenicnog brasna iz 2011. proizvodne godine (B)
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5.3 Karakteristike psenicnog brasna u proizvodnoj 2012.
godini

5.3.1 Karakterizacija albumina pSeni¢nog brasna

Na Slikama 5.24 i 5.25 prikazani su rezultati odredivanja relativnog udela
elektroforetski odredenih albumina u odnosu na ukupan sadrZaj proteina pSeni¢nog
brasna, kao i u zavisnosti od ispitivanih sorti i lokaliteta.

U ispitivanim uzorcima pSeni¢nog brasna 2012. proizvodne godine ukupan sadrzaj
proteina se kretao od 8,1 do 15,4%, dok albumini ¢ine od 2,9% do 15,3% ukupne
koli¢ine proteina (Slika 5.24). Broj bendova albuminskih frakcija je varirao od 15 (SU-
Pob) do 31 (SO-Gord) u opsegu molekulskih masa od 5 do 65 kDa. Posmatrajuci
vrednosti sadrzaja albumina ispitivanih uzoraka brasna, uocljivo je da je njihova
varijabilnost uslovljena i sortom i lokalitetom gajenja (Slika 5.25). Izuzetak Cini sorta
Apac, koja ima relativno ujednacen udeo albuminske frakcije na svim ispitivanim
lokalitetima. Uzorci brasna sorti Apac¢ i Pobeda su se odlikovali najve¢im prosecnim
sadrZzajem albumina. U pogledu drugih ispitivanih sorti, najvece razlike u sadrzaju
albumina za posmatrane lokalitete imale su sorte Pobeda i Gordana. Sto se tice
lokaliteta, najvece razlike u sadrZaju albumina medu ispitivanim sortama pSenice su
dobijene za lokalitete SU i BT.

14,00

12,00

10,00 O Ukupan sadriaj proteina
L 5 NP REG (2/100 g bratna)

B Albumini (g/100 g brazna)

8,00

6,00

4,00

2,00

SN

0,00 . : : .
Pob Ive Gord Ap M &-&05 Sim

Slika 5.24. Relativni udeo elektroforetski odredenih albumina u odnosu na ukupan sadrzaj
proteina brasna razlicitih sorti pSenice iz 2012. proizvodne godine
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Slika 5.25. Uticaj sorte i lokaliteta gajenja na sadrzaj elektroforetski odredenih albumina
uzoraka pSeni¢nog brasna iz 2012. proizvodne godine. Izmerene vrednosti su srednja vrednost +
0,95 LSD.

Na Slici 5.26 su prikazani relativni udeli frakcija albumina u odgovarajuc¢im intervalima
molekulskih masa. Dobijeni rezultati su pokazali da se frakcija koja se nalazi u opsegu
molekulskih masa 5-15 kDa (Slika 5.26) nalazi u najve¢em udelu od 65,0%. Najmanji
sadrZaj albuminskih frakcija se nalazi u opsegu molekulskih masa od 50-65 kDa. Kao i u
sluc¢aju uzoraka pSeni¢nog brasna iz 2011., i u 2012. proizvodnoj godini svi ispitivani
uzorci su pokazali najvecu varijabilnost u ovom opsegu molekulskih masa. Ovi rezultati
su u saglasnosti sa rezultatima Balazs i sar. (2012), koji su, takode, ustanovili da su
najznacajnije sortne razlike u pogledu frakcija albumina ocigledne u opsegu vecih
molekulskih masa. Uzorci brasna sorte Apac su se odlikovali najve¢im sadrZajem frakcije
albumina u intervalu molekulskih masa od 50-65 kDa, dok je za lokalitet BT
karakteristicno da su sve sorte gajene na ovom lokalitetu imale najveci prosecan sadrzaj
ove frakcije.

m5-15kDa = 15-30kDa 30-50kDa 50- 65 kDa

Slika 5.26. Udeo pojedinih frakcija albumina u odgovaraju¢im intervalima molekulskih masa
uzoraka brasna razlicitih sorti pSenice iz 2011. proizvodne godine

85



Doktorska disertacija Jelena Tomic

5.3.2 Proteoliticka aktivnost psenicnog brasna

Na Slici 5.27 prikazane su vrednosti proteoliticke aktivnosti brasna pSenice iz 2012.
proizvodne godine u zavisnosti od ispitivanih sorti i lokaliteta.

Vrednosti proteoliticke aktivnosti za sve ispitivane uzorke su se kretale u opsegu od 0,42
do 3,77 U/g brasna. Sorta Apa¢ se u odnosu na ostale sorte odlikovala najve¢im
vrednostima proteoliticke aktivnosti, ¢ak dvostruko ve¢im, dok su najmanje prosecne
vrednosti zabeleZene kod sorti NS-40S i Simonida. Kod uzoraka brasna sorte Simonida
su, u odnosu na ispitivane lokalitete, zabeleZene najvece razlike u vrednosti proteoliticke
aktivnosti, kao posledica razli¢itih mikroklimatskih uslova. Sto se tite lokaliteta, najvece
vrednosti su zabeleZene na podruc¢ju BT, NS i KI, dok su na lokalitetu SU zapaZene
najmanje razlike medu ispitivanim sortama.
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Slika 5.27. Uticaj sorte i lokaliteta gajenja na aktivnost proteolitickih enzima uzoraka pSeni¢nog
brasna iz 2012. proizvodne godine. [zmerene vrednosti su srednja vrednost * 0,95 LSD.

5.3.3 Amiloliticka aktivnost psenicnog brasna

Na Slici 5.28 prikazane su vrednosti amilolitiCke aktivnosti uzoraka brasna pSenice iz
2012. proizvodne godine u zavisnosti od ispitivanih sorti i lokaliteta.

Vrednosti amiloliticke aktivnosti za sve ispitivane uzorke su se kretale u opsegu od 0,05
do 0,09 U/g brasna. Analizom rezultata statisticke obrade ustanovljen je statisticki
znacajan uticaj sorte, lokaliteta i njihove interakcije na vrednost amiloliticke aktivnosti,
pri cemu je najznacajniji uticaj sorte. Ovi rezultati su u saglasnosti sa navodima Csiszar i
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sar. (2010) da genetske razlike izmedu sorti pSenice uslovljavaju i razliCit sadrzaj
amilolitickih enzima. Najvece prosecne vrednosti ovog pokazatelja zabeleZene su kod
sorte Apac, dok se sorta Zvezdana odlikovala najmanjim vrednostima ovog pokazatelja.
U pogledu lokaliteta, najvece prose¢ne vrednosti amiloliticke aktivnosti zabeleZene su na
podrucju BT i SO, dok izmedu ostalih lokaliteta nisu zabeleZene statisticki znacajne
razlike.
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Slika 5.28. Uticaj sorte i lokaliteta gajenja na aktivnost amilolitickih enzima (a-amilaze) uzoraka
pSenicnog brasna iz 2012. proizvodne godine. Izmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95
LSD.

5.3.4 Tehnoloski kvalitet psSeni¢nog brasna 2012. proizvodne godine

Deskriptivna statisti¢ka analiza odnosila se na 6 sorti (Pobeda, Zvezdana, Gordana, Apac,
NS-40S, Simonida) gajenih na sedam lokaliteta (SO, VR, SM, BT, NS, KI, SU) sa podrucja
Vojvodine, u proizvodnoj 2012. godini. Rezultati deskriptivne statistike primenjene na
vrednosti empirijskih reoloskih, pecivnih i teksturnih pokazatelja kvaliteta (pokazatelji
tehnoloskog  kvaliteta merenih farinografom, ekstenzografom, amilografom,
alveografom, Miksolabom, standardni i modifikovani gluten indeks, pecivni i teksturni
pokazatelji tehnoloskog kvaliteta) ukazuju na Siroku varijabilnost vrednosti ispitivanih
svojstava, posmatrano i po ispitivanim sortama i po ispitivanim lokalitetima. Shodno
oCekivanjima, za vecinu pokazatelja varijabilnost je veca kada se posmatraju rezultati
deskriptivne statistike izvedene po ispitivanim lokalitetima, Sto neposredno ukazuje na
znacajniji uticaj sorte u odnosu na mikroklimatske uslove.

Posmatraju¢i vrednosti koeficijenta varijacije za pokazatelje kvaliteta odredenih
farinografom, moZe se zakljuciti da su najve¢a odstupanja od srednje vrednosti
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zabeleZena u vrednostima vremena razvoja testa i stabiliteta, nezavisno od sorte i
lokaliteta (Tabela 5.4). Po tim pokazateljima izdvojile su se sorte Apac, Gordana i NS-
40S, cije visoke vrednosti standardne devijacije ukazuju na njihovu nestabilnost t;j.
promenljivost posmatranog pokazatelja kvaliteta, kao posledice razlicitih
mikroklimatskih uslova. Medutim, navedene sorte se medusobno znatno razlikuju po
vrednostima stepena omeksSanja i kvalitetnog broja. Uprkos Sirokoj varijabilnosti
pojedinih farinografskih pokazatelja kvaliteta, sorta Gordana se odlikovala najmanjim
proseCnim vrednostima stepena omekSanja i najveim proseCnim vrednostima
kvalitetnog broja. UopSte posmatrano, po dobrim farinografskim pokazateljima kvaliteta
izdvojile su se sorte Gordana i Pobeda, koje imaju izrazito vece prosec¢ne vrednosti DDT i
stabiliteta testa. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezlutatima iz 2011. proizvodne godine,
prema kojima su pomenute sorte svrstane u sorte odlicnog kvaliteta. Na osnovu
vrednosti koeficijenata varijacije (Tabela 5.4P) izdvojio se lokalitet SU, u smislu znatno
manje varijabilnosti farinografskih pokazatelja kvaliteta u okviru ispitivanih sorti. Za
ovaj lokalitet je karakteristicna znatno vea suma padavina za mesec jul od
visSegodisSnjeg proseka, kao i u odnosu na ostale lokalitete.

Sto se ti¢e ekstenzografskih pokazatelja kvaliteta, vrednosti energije, kao najznacajnijeg
ekstenzografskog pokazatelja, se znatno razlikuju po sortama (Tabela 5.4). Sorta Apac sa
razlicitih lokaliteta je ispoljila najveée razlike u vrednostima ovog pokazatelja, dok se
kao najstabilnija pokazala sorta Gordana. Najvece prosecne vrednosti ovog pokazatelja
su zabeleZene kod sorti NS-40S i Apac. U poredenju sa viSegodiSnjim vrednostima ovog
pokazatelja za sorte NS-40S i Simonida, rezultati energije za 2012. proizvodnu godinu su
znatno nize (Hristov i Mladenov, 2006; Dencic i sar., 2011). Imaju¢i u vidu da je 2012.
godina bila okarakterisana viSim temperaturama vazduha u poredenju sa visegodiSnjim
prosekom (1981-2010), moZe se pretpostaviti da su niZe vrednosti energije posledica
povecane kolic¢ine glijadina usled neotpornosti sorti prema toplotnom stresu (Daniel i
Triboi, 2000; Dupont i Altenbach, 2003). Prosecna vrednost odnosnog broja (R/Ex) svih
ispitivanih sorti, kretala se u okviru optimalnog opsega ovog pokazatelja za potrebe
pekarske proizvodnje. Izuzetak predstavljaju uzorci brasna sorte NS-40S za koje su
karakteristicne najvece vrednosti ovog ekstenzografskog pokazatelja. Ova sorta je na
svim ispitivanim lokalitetima imala najvece vrednosti odnosnog broja.

Prosecne vrednosti maksimalnog viskoziteta (PV) svih ispitivanih sorti su bile izrazito
visoke (> 1000 AJ) (Tabela 5.4). Prema DPakovic¢u (1997) i Kaluderski i Filipovi¢, (1998)
optimalni maksimalni viskozitet za brasna za pekarsku proizvodnju je od 450 do 650 AJ.
U tom smislu, od ispitivanih uzoraka izuzetak predstavlja sorta Gordana koju
karakteriSu najpovoljnije prosetne vrednosti ovog pokazatelja kvaliteta. Najmanju
varijabilnost u vrednostima maksimalnog viskoziteta u odnosu na posmatrane
lokalitete, imale su sorta Zvezdana i sorta Apac, kod kojih su zabeleZene i najvece
vrednosti maksimalnog viskoziteta.

Na osnovu vrednosti alveografskih pokazatelja, brasna sorti Apac¢ i Simonida su se
izdvojila kao slabija, jer su imala najmanje vrednosti rada deformacije i Zilavosti testa
(Tabela 5.4), a najvece vrednosti rastegljivosti, dok raspon vrednosti pomenutih
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pokazatelja ove dve sorte, ukazuje da na pojedinim lokalitetima oni izlaze iz opsega
vrednosti optimalnih za preradu brasna.
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Tabela 5.4. Minimalne, maksimalne i prose¢ne vrednosti pokazatelja tehnoloSkog kvaliteta pSeni¢nog brasna iz 2012. proizvodne godine.

Sorta

Pob

Zve

Gord

Ap

NS-40S

Sim

Mean
Min
Max
SD
cv
Mean
Min
Max
SD
cv
Mean
Min
Max
SD
cv
Mean
Min
Max
SD
cv
Mean
Min
Max
SD
cv
Mean
Min
Max
SD
cv

WA
(%)
64.3
60,3
67,1
2,52
3,93
66,4
63,7
71,1
2,69
4,05
65,5
62,2
67.2
1.76
2,69
56,5
54.1
57,6
1,40
2,48
61,3
59.8
62,6
1,10
1,79
61,6
57,1
63,8
2,61
4,24

DDT
(min)
5.9
3,0
7.5
1,55
26,41
3.9
2,0
5.0
0,98
24,84
7.3
1,5
11,0
4,40
60,01
3.3
1.5
4,5
1,41
43,24
3.4
1,5
8.0
2,81
81,82
4,2
1,5
6,0
1,55
36,80

Farinograf
Stab SD
(min)

11,6 543
6,0 25,0
19,5 75,0
411 17,18
35,49 31,65
5.9 65.0
3,0 30,0
8.0 90,0
1,68 20,82
28,62 32,03
13,2 37,5
5.0 5.0
21,0 65,0
514 21,62
39,07 57,66
4,9 58.3
1.5 40,0
6,5 70,0
1,80 10,33
36,62 17,71
4,9 74,3
1.5 40,0
13,0 95,0
4,35 20,70
88,33 27,87
5.6 73,6
1,0 45,0
7,5 95,0
2,28 16,00
40,94 21,75

QN

131.4
100,0
225,0
44,13
33,58
75,7
40,0
110.0
22,07
29,14
171,7
45,0
280,0
89,65
52,22
75,8
40,0
90,0
19,60
25,85
62,9
25,0
140.0
47,77
76,00
76,4
25,0
100,0
25,12
32,87

E
(cm?)
57.7
32,0
83,0
20,82
36,08
63,1
32,0
92,0
20,84
33,00
68,7
59,0
80,0
6,95
10,12
80,8
25,0
144.,0
38,34
47,43
108,3
73,0
126,0
18,28
16,88
77,4
51,0
111,0
20,58
26,58

Ekstenzograf
R Ex
(B (mm)
2471 142.6
120,0 121,0
440,0 1740
104,52 18,72
42,29 13,13
2814 139,0
150,0 121,0
390,0 152,0
79,04 12,03
28,09 8,65
3275 126,5
260,0 117,0
380,0 141.,0
46,02 9,01
14,05 7,12
311,7 141.,0
125.0 133.0
460,0 150,0
113,08 5,83
36,28 4,14
4343 1404
340,0 116,0
550,0 160,0
81,82 16,14
18,84 11,50
303,6 146,11
200,0 125,0
365,0 168,0
53,13 14,71
17,50 10,07

R/Ex

1.8
0.8
3,6
0,95
52,50
2.1
1,0
2,8
0.65
31,64
2,6
1.8
3.3
0.50
19,03
2,2
0.9
3.2
0,81
36,62
3.1
2.3
4,6
0.87
27,83
2,1
1,3
2,6
0,44
21,05

Amilograf
PV
(AN
1032,9
800,0
1350,0
198,30
19,20
1538.6
1370,0
1680,0
110,22
7,16
693,3
490,0
1150,0
246,95
35,62
1718.3
1490,0
2000,0
173,25
10,08
14771
970,0
1920,0
310,90
21,05

1450,0
1140,0

1750,0
190,96
13,17

Alveograf
P L G
(mmH,0) (mm)

96,9 709 18,7
71,0 52,0 16,1
122,0 87,0 20,8
18,52 12,16 1,61
19,13 17.16 8,60
111.3 63.6 17,5
89.0 33.0 128
147.0 94,0 21,6
22,82 23.80 3,40
20,50 37,44 19,43
111,7 59,8 17,2
94,0 39,0 139
127.0 710 188
11.67 12,02 1,82
10,45 20,10 10,63
63.3 97,5 219
49,0 76,0 194
89,0 121,0 24,5
14,68 17,77 2,01
23,18 18,23 9,18
104.,4 654 17.7
84,0 38,0 13.7
137.0 102,0 22,5
18.06 25,20 3.44
17,30 38,51 19,39
69,0 99,6 219
48,0 43,0 14,6
88,0 148,0 27,1
13,08 33,33 4,00
18,95 33,47 18,24

W
(x10-41N
209.1
166,0
249,0
30,49
14,58
218,1
154,0
259,0
33.07
15,16
234,2
149,0
2640
42,61
18,20
182,0
134,0
249,0
42,50
23,35
254,0
172,0
367,0
72,05
28,37
176,7
145,0
196,0
17,41
9,85

P/L

1.4
0.8
2,4
0,52
36,23
21
1.0
34
1.14
54,17
1,9
1,5
2.4
0.39
20,15
0.7
0.4
1,1
0,25
36,63
1.8
0.8
2.8
0,78
42,56
0.8
0,3
2,1
0,58
67,91
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Posmatrajuc¢i vrednosti miksolabskih pokazatelja kvaliteta moZe se zakljucCiti da su
izmerene vrednosti ispitivanih pokazatelja pod snazZnim uticajem sorti (Tabela 5.5 i
Tabela 5.5P). Prosecne vrednosti moc¢i upijanja vode za sve ispitivane sorte i lokalitete
su se kretale u rasponu od 53,74 do 61,67%. Minimalne vrednosti mo¢i upijanja vode su
zabeleZene kod sorti Apac i Simonida. Vreme razvoja testa se kretalo izmedu 2,76 i 4,85
min. Sorta Apac se odlikovala najkra¢im vremenom razvoja testa. Vrednosti otpornosti
testa na meSenje tj. vrednosti stabiliteta, u proseku su veoma bliske za sve ispitivane
sorte, ukazuju¢i na dobru toleranciju glutena na deformacije tokom mehanicke obrade
testa. Izuzetak cini sorta NS-40S kod koje su zabeleZene najmanje prosetne vrednosti
stabiliteta. Najvece vrednosti koeficijenta varijacije su zabeleZene kod vremena razvoja
testa, pokazatelja koji ukazuje na stabilnost skrobne paste (C3-C4) i pokazatelja
Miksolaba, koji posredno ukazuje na amiloliticku aktivnost brasna (ugao y), $to znaci da
su ovi pokazatelji pod znacajnim uticajem ispitivanih lokaliteta.

ProsecCne vrednosti gluten indeksa, za sve ispitivane sorte su se kretale u opsegu od
81,86 do 98,29, ukazuju¢i na razli¢itu snagu glutena (od jakog do vrlo jakog). Takode,
dobijeni rezultati ukazuju na dominantan uticaj sorte u odnosu na lokalitet (Tabela 5.6 i
Tabela 5.6P). Medutim, odgovaraju¢e vrednosti gluten indeksa odredenog nakon
prethodne inkubacije testa na 37 °C su bile znatno niZe i u Sirokom opsegu vrednosti.
Prosecne vrednosti gluten indeksa na 37 °C su se kretale u rasponu od 62,43 do 89,57.
Za sorte Pobeda i Apac je karakteristiCna znacajno veca vrednost koeficijenta varijacije u
odnosu na druge sorte Sto znaci da su ove dve sorte ispoljile razlic¢it kvalitet na
ispitivanim lokalitetima gajenja. Neophodno je naglasiti da su se prosetne vrednosti
gluten indeksa (bez prethodne inkubacije testa) u obe proizvodne godine, za sve
ispitivane sorte neznatno razlikovale ne pruZaju¢i informacije o sortnim
karakteristikama. Kako bi se stekao uvid u razlicit kvalitet glutena, dobijeni rezultati
naglasavaju neophodnost odredivanja gluten indeksa nakon njegove inkubacije. Do istih
saznanja su dosli Aja i sar. (2004) i Torbica i sar. (2007), koji su ispitivali kvalitet glutena
brasna zdrave i insektima oSteCene pSenice. Naime, pri odredivanju gluten indeksa
ovakvih pSenica bez prethodne inkubacije, nisu uocene jasne razlike u kvalitetu glutena,
cak i u slucaju razlicitih genotipova. Nakon njegove inkubacije, izmerene vrednosti
gluten indeksa su ukazivale na intenzivan hidroliti¢ki proces koji ukljucuje redistribuciju
po velicini proteina glutena. Kako ispitivani uzorci brasna poreklom iz 2011. i 2012.
proizvodne godine nisu oSteceni insektima, smanjenje vrednosti gluten indeksa nakon
njegove inkubacije na 37 °C ukazuje na njegovu degradaciju kao posledicu dejstva
nativnih proteoliti¢kih enzima brasna. Sto se ti¢e vrednosti specifi¢ne zapremine hleba,
primetne su znacajne razlike izmedu ispitivanih sorti. Najvece vrednosti specificne
zapremine hleba imale su sorte Zvezdana i Simonida, dok su se sorte Apac i NS-40S
odlikovale najmanjim vrednostima ovog pokazatelja kvaliteta. Uzorci hleba najmanje
specificne zapremine, proizvedeni od pSeniCnih sorti Apac¢ i NS-40S, kao Sto je i
ocekivano, odlikovali su se najve¢im vrednostima ¢vrstoce i otpora Zvakanju. Rezultati
za specificnu zapreminu su u saglasnosti sa rezultatima teksture hleba, jer na ¢vrstocu
hleba znacajan uticaj ima njegova zapremina kao i poroznost sredine hleba (Liu i
Scanlon, 2003).
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Tabela 5.5. Minimalne, maksimalne i prosecne vrednosti miksolabskih pokazatelja kvaliteta pSeni¢nog brasna iz 2012. proizvodne godine (izrazene
po sortama)

Sorta WAMix DevMix StabMix ElastMix C2 C3 C4 C5 (C3-C4 (C5-C4 a B v
(%) (min) (min) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm/min) (Nm/min) (Nm/min)

Mean 60,69 4,22 8,07 007 049 1,83 167 241 016 074 -0,06 0,44 -0,02
Min  57.80 1,58 5,73 005 045 1,68 159 210 007 046 -0,08 0,40 -0,06
Pob  max 6385 578 9,44 009 052 195 182 270 028 088 -0,03 0,49 -0,02
SD 2,12 1.41 1.45 002 003 010 008 018 008 014 0,01 0,03 0,02

cv 350 3347 1799 2165 531 552 469 7,59 5094 1842  -22,79 6,57 -64,86
Mean 61,19 3,19 7,27 009 050 1,79 156 262 023 1,06 -0,06 0,39 -0,04

Min 5650 1,17 4,98 008 048 1,62 145 234 007 085 -0,08 0,23 -0,07

Zve  Max 6515 498 8,60 010 057 1,98 168 294 050 1,34 -0,04 0,47 -0,02
SD 3,06 1,40 141 001 003 012 009 024 013 021 0,01 0,08 0,02

cv 500 43,79 1937 10,19 650 646 567 927 57,07 1942  -21,88 21,73 -43,14
Mean 61,67 4,20 7,92 008 046 1,65 143 212 022 069 -0,06 0,42 -0,03

Min  57.60 1,08 5,82 006 041 154 129 186 011 056 -0,08 0.36 -0,06
Gord  pmax 64,65 615 9,50 009 050 1,85 161 258 030 098 -0,05 0,45 -0,01
SD 2,61 1,77 1,31 001 003 012 014 026 007 014 0,01 0,03 0,02

cv 424 42,02 1648 1448 739 7,05 991 12,34 31,75 2042  -16,95 6,81 -61,87
Mean 53,74 2,76 9,27 009 048 208 178 291 030 1,12 0,07 0,48 -0,09
Min 5040 1,23 7,62 007 046 185 160 258 025 093 0,10 0,43 0,14

AP Max 5851 529 10,54 010 051 221 189 325 033 148 -0,04 0,53 -0,04
SD 2,94 1,79 1,19 001 002 012 010 022 003 020 0,02 0,04 0,03

cv 548 64,79 1285 13,10 370 599 570 749 1017 17.60  -28,33 8,15 -34,97
Mean 5827 3,57 5,32 008 048 1,89 169 272 020 1,03 -0,06 0,41 -0,05

Min 5680 1,10 2,18 006 047 1,81 160 228 005 0,64 -0,09 0,30 -0,10
NS-40S  max 6040 838 10,15 011 050 1,97 184 298 032 129 0,00 0,45 -0,01
SD 1,10 3,10 3,62 002 001 006 009 023 011 023 0,03 0,05 0,04

cv 1,89 8678 68,06 2228 245 324 533 862 5220 21,82 -51,11 12,42 -76,54
Mean 5551  4.85 7,87 007 049 1,86 149 273 037 124 -0,06 0,44 -0,03
Min 5430 1,10 2,38 005 045 1,79 129 259 029 1,16 -0,09 0,39 -0,09
Sim  Max 57,10 6,47 9,17 009 055 197 1,68 288 050 1,34 -0,04 0,49 0,00
SD 0,91 1,84 2,45 001 004 006 012 012 007 0,07 0,01 0,03 0,03

cv 1,65 37,94 31,17 17,21 765 3,19 8,16 448 1947 5,97 -22,68 6,93 -109,34
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Tabela 5.6. Minimalne, maksimalne i prosecne vrednosti reoloskih, pecivnih i teksturnih
pokazatelja tehnoloSkog kvaliteta pSeni¢nog brasna iz 2012. proizvodne godine (izraZene po
sortama)

Sorta GIS GIM Vsp Hard  Spring Cohes Chew  Resil
Mean 87,57 62,43 3,99 286624 1,00 073 207146 0,34
Min 7800 3400 343 176607 099 070 1442,83 0,32
Pob  amax 93,00 8200 430 353521 1,01 080 260795 0,37
SD 541 1898 0,31 71204 001 003 467,53 0,02
cv 618 30,40 7,65 24,84 089 447 2257 656
Mean 81,86 6257 4,05 254439 1,00 077 191820 0,36
Min 6500 3600 327 131933 098 065 101588 0,31
Zve  Max 96,00 72,00 4,66 528946 1,03 0,83 360286 0,40
SD 10,95 12,35 043 133212 0,02 006 839,12 0,04
cv 1337 19,74 10,72 5236 1,70 7,92 43,75 9,89
Mean 91,70 76,17 3,95 254530 1,00 0,76 191450 0,36
Min 83,00 57,00 345 104588 097 066 90480 0,31
Gord  max 98,00 9200 485 393031 1,03 084 3031,20 0,38
SD 544 12,63 0,48 102986 002 006 679,86 0,03
cv 593 16,58 12,05 4046 169 846 3551 7,66
Mean 9585 70,89 3,65 445854 098 0,66 283687 0,32
Min 89,93 24,00 3,18 337126 096 061 2367,79 027
AP Max 99,00 90,00 3,90 603928 1,00 0,73 365598 0,35
SD 316 2195 026 84873 001 0,04 42310 0,03
cv 329 3097 724 1904 122 667 1491 9,89
Mean 9829 8957 3,60 554844 098 0,69 375337 0,32
Min 96,00 7600 282 211706 096 065 164830 0,29
NS-40S max 100,00 100,00 4,55 897482 1,02 0,76 5569,76 0,37
SD 1,70 9,07 051 215268 002 0,04 124929 0,03
cv 1,73 10,13 14,19 3880 238 635 3328 986

Mean 84,29 6557 4,07 226463 1,00 0,78 1712,37 0,34
Min 76,00 46,00 3,51 1471,07 0,97 0,64 1240,69 0,27

Sim  Max 100,00 78,00 4,70 4257,69 1,04 0,85 2610,66 0,37
SD 8,28 1293 036 940,17 0,02 0,07 482,08 0,03
cv 9,82 19,72 8,89 41,52 2,10 9,17 28,15 9,89
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5.3.5 Analiza glavnih komponenti primenjena na rezultate odabranih
biohemijskih i reoloskih pokazatelja kvaliteta psenicnog brasna iz
2012. proizvodne godine

Analizom glavnih komponenti obuhvaéeni su svi uzorci pSeni¢nog brasna iz 2012.
proizvodne godine i primenjena je na sledee promenljive: frakcije albumina,
proteoliticka i amiloliticka aktivnost, pokazatelji kvaliteta mereni farinografom,
ekstenzografom, amilografom, alveografom, Miksolabom, standardni i modifikovani
gluten indeks, pecivni i teksturni pokazatelji tehnoloSkog kvaliteta. Rezultati su graficki
predstavljeni kroz projekciju vektora ispitivanih promenljivih u faktorskim ravnima
(loding plot -prikaz promenljivih, score plot-prikaz pozicioniranja uzoraka u odnosu na
glavne komponente). Prve cetiri PC komponente (Slika 5.29A (loading plot))
objasnjavaju 70,17% ukupne varijabilnosti osnovnog seta podataka, pri ¢emu prve dve
komponente imaju najznacajni udeo u opisivanju pocetnih promenljivih (51,49%), te su
za vizuelnu interpretaciju korelativnih odnosa one uzete u obzir. Rezultati statisticke
obrade su pokazali da su koli¢ine frakcija albumina pokazale veoma mali broj slabih
korelacija. Frakcija albumina molekulske mase od 15-30 kDa je u slaboj korelaciji sa
modifikovanim gluten indeksom a albuminska frakcija 50-60 kDa je u slaboj korelaciji sa
pokazateljem Miksolaba C5, koji ukazuje na retrogradaciju skroba tokom perioda
hladenja. Sto se ti¢e proteoliticke i amiloliticke aktivnosti, ustanovljen je mali broj
znacajnih korelacija Cija se jacina kretala u rasponu od vrlo slabe do umerene (r<0,41,
odnosno r=0,41-0,60, p<0,05). Ustanovljena je slaba negativna korelacija proteoliticke
aktivnosti sa stepenom omekSanja. Za dalju analizu uzete su u obzir samo one
promenljive za koje su ustanovljeni jaCi korelativni odnosi (r>0,5). Za amiloliticku
aktivnost utvrdena je umereno pozitivna korelacija sa miksolabskim pokazateljem
kvaliteta C3, koji ukazuje na Zelatinizaciju skroba (r=0,49, p<0,05). Nisu utvrdene
znacajne korelacije izmedu miksolabskog pokazatelja brzine slabljenja proteinske mreze
usled zagrevanja (a) i proteoliticke aktivnosti. Utvrdena je umerena negativna korelacija
izmedu amiloliticke aktivnosti i miksolabskog pokazatelja brzine enzimske razgradnje
skroba (y) (r=-0,53, p<0,05). PC analiza je pokazala statisticki znacajne korelativne
odnose izmedu rada deformacije i odredenih reoloskih pokazatelja kvaliteta. Kao i u
slucaju ispitivanih uzoraka brasna iz 2011. proizvodne godine, pronadena je negativna
korelacija izmedu rada deformacije (W) i stepena omeksSanja, s tim da je kod 2012.
proizvodne godine ona manjeg intenziteta (r=-0,40, p<0,05). Utvrdene su statisticki
znacajne pozitivne Korelacije ovog alveografskog pokazatelja kvaliteta sa energijom
testa (E) i vremenom razvoja testa odredenog Miksolabom (DevMix) (r>0,41. p<0,05).
Za razliku od prve proizvodne godine, nisu utvrdeni korelativni odnosi sa pecivnim
karakteristikama ispitivanih uzoraka brasna. Utvrdena je pozitivna statisticki znaCajna
korelacija izmedu energije testa modifikovanog gluten indeksa (r=0,63, p<0,05). Za
specificnu zapreminu hleba kao najvaznijeg direktnog pokazatelja kvaliteta, utvrdena je
jaka negativna korelacija sa pokazateljem teksture- ¢vrsto¢om (r=-0,82. p<0,05). Na Slici
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5.29B (score plot) uocava se grupisanje ispitivanih uzoraka pSenicnog brasna, pri cemu
dolazi do favorizacije karakteristika sorti.
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Slika 5.29. PCA loading plot za ispitivane pokatelje kvaliteta (A) i score plot distribucije
uzoraka pSeni¢nog brasna iz 2012. proizvodne godine (B)
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5.3.6 Vrednosti odabranih pokazatelja tehnoloskog kvaliteta psenicnog
brasna u ispitivanim proizvodnim godinama u odnosu na
prethodni visegodisnji period

U cilju sagledavanja frekvencije pojedinih nivoa kvaliteta po proizvodnim godinama svih
analiziranih uzoraka pSenicnih brasna, graficki su predstavljeni udeli odabranih opsega
kvaliteta, kao i njihove prosetne vrednosti za svaku godinu posebno za sledece
pokazatelje: SD- stepen omekSanja odreden farinografom (B]), E- energija testa
odredena ekstenzografom- E (cm?), PV- maksimalni viskozitet odreden amilografom- PV
(A]) i W- rad deformacije odreden alveografom- W (x10-4]) (Slika 5.30).

Uzorke braSna iz 2012. u odnosu na 2011. proizvodnu godinu karakteriSu losiji
farinogramski i ekstenzogramski pokazatelji, u smislu veceg stepena omeksanja i niZih
vrednosti energije. U odnosu na visegodiSnji prosek (Slika 5.31), prosecne vrednosti
energije su bile znatno vece dok se vrednosti stepena omeksSanja bile neSto manje.

U pogledu vrednosti rada deformacije (W-pokazatelja alveografa), razlike izmedu
uzoraka brasna koji poti¢u iz dve proizvodne godine su mnogo manje, ali uopSte
posmatrano prosecne vrednosti ovog pokazatelja ukazuju na dobar tehnoloski kvalitet
(viSe od 50% ispitivanih uzoraka brasna su imale vrednosti rada deformacije iznad 200)
(AbuHammad i sar., 2012).

Za obe proizvodne godine karakteristicne su izrazito visoke vrednosti maksimalnog
viskoziteta na amilogramu, koje su bile daleko iznad optimuma pogodnog za pekarsku
proizvodnju. U okviru ispitivanih proizvodnih godina, zna¢ajno ve¢im PV vrednostima
su se odlikovali uzorci iz 2012. proizvodne godine, tj. ¢ak 75% ispitivanih uzoraka
brasna su imali vrednosti PV >1000 AJ]. Obzirom da se 2012. proizvodna godina
odlikovala viSim prosecnim temperaturama i ve¢im brojem tropskih dana u odnosu na
2011. proizvodnu godinu, moZe se pretpostaviti da su vladaju¢i nepovoljni uslovi
narusili sintezu enzima, pre svega amilaza. Ovo je potvrdeno i rezultatima odredivanja
aktivnosti a-amilolitickih enzima, koje su bile znacajno niZe za pomenutu proizvodnu
godinu. Usled toplotnog stresa moguce je da je doSlo i do razliCitog stepena skracivanja
biosinteze proteina i skroba. Izmenjene osobine skrobno-amiloznog kompleksa se
ogledaju kroz razlike u veliini granula skroba i njihovoj morfologiji, kao i nacinu
njihovog pakovanja u endospermu, $to bi moglo imati uticaja na vrednosti maksimalnog
viskoziteta (Thitisaksakul i sar., 2012). Na osnovu iznetog, moZe se pretpostaviti da su
visoke vrednosti maksimalnog viskoziteta posledica nacina pakovanja granula skroba i
njihove veli¢ine, a ne isklju¢ivo posledica amiloliticke aktivnosti. Usled izmenjenih
klimatskih uslova, iste vrednosti standardnih pokazatelja kvaliteta pSenice i pSenicnog
brasna danas imaju drugacije znaCenje nego pre par decenija (PV, broj padanja po
Hagbergu, gluten indeks) (Aja i sar., 2004, Gélinas i McKinnon, 2011). U prilog hipotezi
da maksimalni viskozitet (PV) nije viSe realan indirektni pokazatelj nivoa amiloliticke
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aktivnosti zrna, idu i rezultati Ichinose i sar. (2001), koji pokazuju da su i pored
relativno niskih vrednosti PV, ispitivani uzorci pSeni¢nog brasna ispoljili relativno dobar
pecivni potencijal. Medutim, kako ostali pokazatelji kvaliteta ukazuju na relativno dobar
tehnoloski kvalitet ispitivanih uzoraka pSeni¢nog brasna (iz 2011. i 2012. proizvodne
godine), redefinisanje znacaja uobicCajenih tehnoloskih pokazatelja postaje neophodno.

sD(BJ) E [cm2)

100,00 100,00
80,00 80,00
60,00 60,00
40,00 40,00
20,00 20,00

0,00 F 0,00 -
2011 2012 2011 2012
m25-50 E50-75 B75-125 W 30-60 B 60-30 m=50
PV (A1) W (10 )

100,00 100,00 prosek prosek
80,00 210 213
60,00
40,00
20,00

0,00 - — - -
2011 2012 2011 2012
m <450 m450-650 m650-1000 @ >1000 @ 30-150 E150-200 O=200

Slika 5.30. Frekvencije pojedinih nivoa kvaliteta po proizvodnim godinama svih analiziranih
uzoraka pSeni¢nih brasna
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Slika 5.31. Visegodisnji prosek odabranih pokazatelja kvaliteta pSeni¢nog brasna
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5.4 Uticaj proizvodne godine, sorte i lokaliteta na kvalitet
psSenicnog brasna

U ovom poglavlju doktorske disertacije razmatran je uticaj proizvodne godine, sorte i
lokaliteta na odabrane biohemijske i kvalitativne pokazatelje uzoraka pSeni¢nog brasna,
koji su po sortnoj pripadnosti i lokalitetu gajenja zastupljeni u obe proizvodne godine.
[spitivani uzorci pSeni¢nog brasna obuhvataju - Cetiri sorte (Pobeda, Zvezdana, Gordana
i Apac) poreklom sa cCetiri lokaliteta (Sombor, VrSac, Sremska Mitrovica i Ba¢ka Topola).

5.4.1 Karakterizacija albumina uzoraka psenicnog brasna iz dve
proizvodne godine

Sadrzaj albumina pSeni¢nog brasna, odreden pomoc¢u automatske kapilarne ¢ip (LoaC)
elektroforeze, uslovljen je sa sva tri ispitivana faktora (proizvodna godina, sorta i
lokalitet) kao i njihovim interakcijama (Slika 5.32). Za 2011. proizvodnu godinu sadrzaj
albumina se kretao u rasponu od 0,29% do 2,39%, preracunato na brasno. Do sli¢nih
rezultata su doSli Chiang i sar. (2006). Varijabilnosti dobijenih rezultata doprinose
interakcije ispitivanih faktora, medutim ukupan doprinos interakcija je manji i
varijabilnosti sadrZaja albumina najviSe doprinose pojedinacni faktori. Sadrzaj albumina
za 2012. proizvodnu godinu je bio znacajno manji (p<0,05), u odnosu na 2011.
proizvodnu godinu i kretao se od 0,41 do 1,27%, preracunato na brasno. Ovi rezultati su
u saglasnosti sa rezultatima Yang i sar. (2011), koji su, takode, ustanovili smanjenje
sadrZaja albumina kao posledice toplotnog stresa tokom razvoja zrna, u periodu od
cvetanja pa sve do pune zrelosti. Medutim, kako je ve¢ ranije navedeno, HMW albumini
pokazuju tendenciju medusobnog povezivanja u polimere kao i povezivanja sa LMW
gluteninima pomocu disulfidnih veza (Gianibelli i sar., 2001) Sto dodatno otezava
postupak njihovog razdvajanja i kvantifikovanja (Kuktaite et al.,, 2003). Svi ovi faktori
doprinose Sirokoj varijabilnosti dobijenih rezultata. Rezultati velikog broja istrazivanja
novijeg datuma ukazuju da toplotni stres u toku razvoja zrna uti¢e na akumulaciju i
glutenskih i neglutenskih proteina (Ciaffi i sar., 1996; Johansson i sar., 2003; Moldestad i
sar., 2011). Od neglutenskih proteina, nekoliko razli¢itih studija navodi da su promene u
sadrZaju proteina, kao posledica visokih temperatura, najintenzivnije kod proteina koji
imaju odbrambenu ulogu u biljci (Hurkman i sar., 2009; Majoul i sar., 2004). UopSte
posmatrano, promene neglutenskih proteina kao odgovor na nepovoljne klimatske
uslove su relativno male i pre svega su sortno specificne (Stehno i sar., 2008; Irmak i
sar., 2008). Rezultati ove doktorske disertacije takode ukazuju na znacajan uticaj sorte
na sadrZaj albumina. Uzorci brasna sorte Gordana su pokazali najmanje promene, dok su
uzorci sorte Pobeda pokazali Siroku varijabilnost sadrZaja albumina u odnosu na druga
dva ispitivana faktora (proizvodnu godinu i lokalitet).
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Prosecne vrednosti sadrzaja albumina u okviru ispitivanih godina, jedino se ne razlikuju
u slucaju sorte Apac (0,98 g/100 g brasna * 0,58, za 2011. proizvodnu godinu; 0,87
g/100 g brasna * 0,26, za 2012. proizvodnu godinu).
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Slika 5.32. Uticaj proizvodne godine, lokaliteta gajenja i sorte na sadrZaj albumina.
[zmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95 LSD.
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5.4.2 Proteoliticka aktivnost uzoraka pseni¢nog brasna iz dve
proizvodne godine

PSenic¢no brasno sadrZi razliCite enzime, od kojih su najvazniji za obradu testa i kvalitet
krajnjeg proizvoda- hleba, amilaze i proteaze (Dojczew i Sobczik, 2007). Proteoliticka
aktivnost zdrave pSenice je vrlo niska i ovi enzimi nisu aktivni sve do momenta
dodavanja vode. Medutim, postoje studije u kojima se navodi povezanost proteolitickih
enzima brasna sa glutenom (Bleukx i sar., 1996). Njihova poveéana aktivnost uzrokuje
dekompoziciju glutena i promenu njegovih reoloskih svojstava (Rani i sar., 2001).

Slika 5.33 prikazuje rezultate odredivanja proteoliticke aktivnosti pSeni¢nog brasna u
zavisnosti od proizvodne godine, sorte i lokaliteta gajenja. Proteoliticka aktivnost
ispitivanih uzoraka brasna za obe proizvodne godine se kretala u opsegu od 1,45-3,75
U/g. Dobijene vrednosti proteoliticke aktivnosti su uslovljene sa sva tri ispitivana
faktora i njihovim interakcijama, pri ¢emu najve¢i doprinos varijabilnosti pokazuje
sorta. Karakterizacija i procena nivoa ovih tehnoloski vaznih enzima je oteZana zbog
problema u njihovoj izolaciji i preciS¢avanju, jer su prisutni u veoma maloj koli€ini i
imaju tendenciju formiranja agregata sa drugim proteinima (Chua i Bushuk, 1969).
Generalno posmatrano, ukupna proteoliticka aktivnost uzoraka iz 2011. proizvodne
godine je bila statisticki znacajno veca u odnosu na 2012. proizvodnu godinu (p<0,05). U
poredeju sa drugim sortama, sorta Apac¢ se odlikovala najve¢im vrednostima
proteoliticke aktivnosti i bila je na pribliZno istom nivou bez obzira na lokalitet sa kojeg
sorta potice.
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Slika 5.33. Uticaj proizvodne godine, lokaliteta gajenja i sorte na aktivnost proteolitickih
enzima. Izmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95 LSD.

Proteoliticka aktivnost (Ufg braina)

5.4.3 Amiloliticka aktivnost uzoraka pseni¢nog brasna iz dve
proizvodne godine

Vrednosti amiloliticke aktivnosti ispitivanih uzoraka brasna iz obe proizvodne godine se
kretala od 0,06 do 0,13 U/g (Slika 5.34). Rezultati amiloliticke aktivnosti, koja je pre
svega sortna karakteristika, pokazali su Siroku varijabilnost u odnosu na sorte, ali je
takode pod uticajem i druga dva ispitivana faktora. U svom istraZivanju, Johansson
(2002) navodi da je nivo amiloliticke aktivnost pod snaznim uticajem genotipa i okoline
(proizvodne godine, lokaliteta, sastava zemljiSta, primenjenih agrotehni¢kih mera). U
poredenju sa vrednostima amiloliticke aktivnosti uzoraka brasna iz 2011., uzorke
brasna iz 2012. proizvodne godine karakteriSu manje vrednosti amiloliticke aktivnosti
(minimalne i maksimalne vrednosti su 0,06, odnosno 0,09 U/g brasna) i manje razlike
uslovljene sortom i lokalitetom gajenja. Sli¢cno su uocili i Gooding i sar. (2003) koji su,
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ispitujuci uticaj temperature i suSe na razvoj i kvalitet zrna, utvrdili da su vrednosti
broja padanja kao indirektnog pokazatelja amiloliticke aktivnost povecane (narocito
usled povisene temperature). U pogledu sorti, dobijeni rezultati su pokazali da je najveca
aktivnost zabeleZena kod sorte Apac¢, narocito za 2012. proizvodnu godinu.
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Slika 5.34. Uticaj proizvodne godine, lokaliteta gajenja i sorte na amiloliticku aktivnost.
[zmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95 LSD.
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5.4.4 Deskriptivna statisticka analiza rezultata odabranih pokazatelja
tehnoloskog kvaliteta psenicnog brasna iz dve proizvodne godine

U cilju ilustracije varijabilnosti odabranog seta podataka pokazatelja tehnoloskog
kvaliteta (stepen omekSanja odreden farinografom, enerigija testa, otpor testa i
rastegljivost testa odredena ekstenzografom, maksimalni viskozitet odreden
amilografom, rad deformacije odreden alveografom), primenjena je deskriptivna
statistika i rezultati su prikazani na Slici 5.35. Ovom statistickom analizom su
obuhvaceni uzorci pSeni¢nog brasna Cetiri sorte (Pobeda, Zvezdana, Gordana i Apac) s
podrucja Cetiri lokaliteta (SO, VR, SM, BT) iz dve proizvodne godine. Medu brojnim
pokazateljima empirijskih reoloSkih metoda, akcenat je stavljen na one pokazatelje koji
se uobicajeno Kkoriste za procenu kvaliteta pSeni¢nog brasna za odredenu namenu.

Za sve merene pokazatelje kvaliteta uocljiva je Siroka varijabilnost, kojoj doprinose sva
tri ispitivana faktora (godina proizvodnje, sorta i lokalitet), pri ¢emu je najznacajniji
doprinos sorti. Uticaj sorte je narocito uocljiv kod alveografskog pokazatelja kvaliteta,
Sto je u suprotnosti sa rezultatima objavljenim od strane Vazquez i sar. (2012), koji
navode da su vrednosti alveografskih pokazatelja pod ja¢im uticajem okoline u odnosu
na sortu. Posmatrano sa aspekta uticaja proizvodne godine, moZe se zakljuciti da su
nepovoljni klimatski uslovi u 2012. u razlic¢itoj meri doprineli pogorSanju pokazatelja
tehnoloSkog kvaliteta.

Vrednosti farinografskog pokazatelja- stepena omeksanja su se kretale izmedu 5 i 105
BJ, pri ¢emu je za vecinu sorti karakteristi¢an stepen omekSanja izmedu 40 i 60 BJ. Sorta
Gordana se odlikovala najmanjim vrednostima ovog pokazatelja, Sto ukazuje na dobru
kohezivnost testa pSeni¢nog brasna ove sorte tokom postupka mesenja.

Vrednosti ekstenzografskih pokazatelja, rastegljivosti i otpora, kao indikatora kvaliteta
testa tokom njegove obrade, bili su u Sirokom opsegu, ukazujucéi na razlic¢it nivo kvaliteta
ispitivanih uzoraka pSeni¢nog brasna. Takode, jasno je uocljiv uticaj sva tri ispitivana
faktora na pomenute ekstenzografske pokazatelje, posebno uticaj proizvodne godine na
vrednosti energije. Ispitivani uzorci pSeni¢nog brasna iz druge proizvodne godine su se
odlikovali znacajno niZim vrednostima ovog pokazatelja, tj. registrovana koli¢ina
energije utroSena na rastezanje testa bila je manja u proseku za oko 25%. Smanjenje
energije testa je, prema nekim autorima, povezano sa povecanjem koli¢ine glijadina
(Ciaffi i sar., 1996; Moldestad i sar., 2011) ili po drugim autorima sa promenjenim tokom
sinteze glutenina usled neotpornosti sorti prema toplotnom stresu (Blumenthal i sar.
1993; Castro i sar., 2007).
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Slika 5.35. Opsezi i srednje vrednosti odabranih pokazatelja tehnoloSkog kvaliteta pSeni¢nog
brasna iz dve proizvodne godine: Stepen omek3$anja odreden farinografom-SD (B]) (A); Energija
testa odredena ekstenzografom- E (cm?) (B); Otpor testa odreden ekstenzografom- R (B]) (C);
Rastegljivost testa odredena ekstenzografom- Ex (mm) (D); Maksimalni viskozitet odreden
amilografom- PV (A]) (E); Rad deformacije odreden alveografom- W (x10-4]) (F)

U pogledu amilografskog pokazatelja kvaliteta, znacajno veéim vrednostima
maksimalnog viskoziteta, odlikovali su se uzorci iz 2012. proizvodne godine. Za obe
proizvodne godine karakteristicne su izrazito visoke vrednosti maksimalnog viskoziteta
na amilogramu (>650 A]). Izuzetak predstavljaju sorte Pobeda i Gordana iz 2011.
proizvodne godine C¢ije su vrednosti ovog pokazatelja odgovarale optimalnim
vrednostima za pekarsku proizvodnju (450-650 AJ, Kaluderski i Filipovi¢, 1998). Uzorci
brasna sorti Zvezdana i Apac su se odlikovali najve¢im vrednostima maksimalnog
viskoziteta, nezavisno od proizvodne godine i lokaliteta gajenja. Izrazito visoke
vrednosti maksimalnog viskoziteta su u saglasnosti sa rezultatima amiloliticke
aktivnosti. Medutim, pored navedenog, ove visoke vrednosti su posledica i nacina
pakovanja granula skroba i njihove velic¢ine (Singh i Kaur, 2004).
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Posmatrajuc¢i vrednosti alveografskog pokazatelja, rada deformacije, uticaj razlicitih
klimatskih uslova je izraZzen u mnogo manjoj meri. Brasno sorte Apac¢ se mozZe
okarakterisati kao slabije, sa najmanjom prosecnom vrednos¢u, dok su ostale sorte
imale pribliZno isti nivo vrednosti ovog pokazatelja kvaliteta (>200 10-* ]) ukazujuci na
dobar tehnoloski kvalitet ispitivanih uzoraka braSna (AbuHammad i sar., 2012). U 2011.
proizvodnoj godini, sorta Apac je imala Sirok opseg vrednosti rada deformacije, koji se
kretao od 86 do 227 10+ ], i ove vrednosti su bile zna¢ajno manje od genetskog
potencijala pomenute sorte (Schafer i Ferret, 2005).

5.4.5 Mikrostruktura testa uzoraka pseni¢nog brasna

U cilju iznalaZenja objaSnjenja uticaja gradivnih komponenti cCestica braSna na reoloske
pokazatelje i kvalitet testa, odnosno hleba, na elektronskom mikroskopu snimljeni su
uzorci testa od kojih je proizveden hleb, sa najmanjom i najvecom specificnom
zapreminom poreklom iz obe proizvodne godine (Slika 5.36).

Uzorci testa pSeni¢nog brasna iz 2011. proizvodne godine se odlikuju ve¢im brojem
velikih granula skroba. U ovim uzorcima formirani matriks glutena je u obliku lamela i
fibrila i struktura testa izgleda viSe rastresito, Sto znaci da je u testu bilo vise slobodne
vode, u poredenju sa uzorcima testa iz 2012. proizvodne godine. Uzorci testa pSenicnog
brasna iz 2012. proizvodne godine su imali vece vrednosti mo¢i upijanja vode, tako da je
voda verovatno ve¢im delom vezana unutar nabubrelih skrobnih granula, koje deluju
¢vrsce uklopljene unutar kontinualnog proteinskog matriksa. Takode, neophodno je
naglasiti da su se uzorci testa pSeni¢nog brasna iz obe proizvodne godine, sa
maksimalnim vrednostima specificnih zapremina hleba, medusobno razlikovali
iskljucivo po vrednostima maksimalnog viskoziteta (PV odreden amilografom). Stoga se
moZe zakljuciti da su ove razlike u vrednostima maksimalnog viskoziteta, verovatno
posledica nacina pakovanja skrobnih zrna i njihovih veli¢ina, jer rezultati ukazuju da
nisu posledica razlika u amilolitickoj aktivnosti.
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Vsp max 2011

Vo Vsp max 2012

Slika 5.36. Mikrostruktura testa od uzoraka pSeni¢nog brasna iz dve proizvodne godine sa
minimalnim i maksimalnim vrednostima specificne zapremine hleba

5.4.6 Pecivne karakteristike uzoraka psenicnog brasna iz dve
proizvodne godine

Rezultati specificne zapremine hleba kao najvaznijeg direktnog pokazatelja kvaliteta su
prikazani na Slici 5.37.

U poredenju sa uzorcima iz 2011. proizvodne godine, uzorci iz 2012. su imali znatno
niZze vrednosti ovog pokazatelja (Slika 5.37). Prema Blumenthal i sar. (1993),
temperaturni stres menja tok biosinteze proteina u smislu ubrzavanja sinteze glijadina i
naruSavanja balansa proteina. Ovo za posledicu ima povecanje odnosa
glijadini/glutenini Sto se negativno odrazava na reoloSka svojstava testa i kvalitet
krajnjeg proizvoda- hleba. Naime, ovi autori navode da temperaturni stres doprinosi
smanjenju zapremine hleba. Kako su 2012. proizvodnu godinu karakterisale znacajno
viSe temperature, za koje je karakteristicno da uzrokuju promene u sastavu i kvalitetu
proteina (Panozzo i Eagles, 2000; Triboi i sar., 2003), moguce je da su ove razlike u
specificnoj zapremini upravo posledica toplotnog stresa. U prilog ovome idu i vrednosti
drugih pokazatelja kvaliteta, koji ukazuju na razli¢it stepen pogorSanja tehnoloSkog
kvaliteta ispitivanih uzoraka brasna kao posledice nepovoljnih klimatskih uslova.
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Najvece vrednosti specificne zapremine hleba imali su uzorci poreklom iz SO (najmanji
broj tropskih dana i najve¢a suma padavina u junu). Hleb proizveden od brasna pseni¢ne
sorte Apac se odlikovao najnizim vrednostima specificne zapremine.

Uporedujuéi vrednosti reoloskih pokazatelja kvaliteta, aktivnosti enzima i specificne
zapremine hleba, moZe se zakljuciti da je nivo ispitivanih enzima bio ispod optimalnog
za proizvodnju kvalitetnog hleba Sto upucuje i na njegovu nedovoljnu koli¢inu da bi
mogao uzrokovati znacajniji pad tehnoloSkog kvaliteta pSeni¢nog brasna. U stvari,
dobijeni rezultati impliciraju da bi povecanje aktivnosti ovih enzima moglo biti od koristi
za kvalitet hleba. Povecanje proteoliticke aktivnosti moZe da deluje povoljno na svojstva
glutena, u smislu poboljSanja fleksibilnosti proteinske mreZe i na kraju povecanja
specificne zapremine Edwards i sar., 1989; Bombara i sar.,, 1997; Renzetti i Arendt;
2009).
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Slika 5.37. Uticaj proizvodne godine, lokaliteta gajenja i sorte na specificnu zapreminu hleba.
[zmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95 LSD.
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Kao ilustracija uticaja proizvodne godine tj. klimatskih uslova na pecivna svojstva, u
tabeli u okviru Slike 5.38 su, pored fotografije preseka uzoraka hleba sa minimalnim i
maksimalnim vrednostima specificne zapremine, navedene vrednosti odabranih
pokazatelja kvaliteta (stepen omek3Sanja odreden farinografom, enerigija testa odredena
ekstenzografom, maksimalni viskozitet odreden amilografom, rad deformacije odreden
alveografom, specificna zapremina hleba, proteoliticCka i amiloliticka aktivnost).
Vrednosti odabranih pokazatelja kvaliteta testa od pSeni¢nog brasna iz 2011.
proizvodne godine, jasno pokazuju da razlike u specificnim zapreminama hleba poticu
od razlika u osobinama i proteinskog i skrobnog kompleksa brasna. S druge strane, u
2012. proizvodnoj godini, ove razlike se mogu pripisati isklju¢ivo osobinama proteinske
komponente, jer se vrednosti maksimalnog viskoziteta prakti¢no ne razlikuju.

Vsp min 2011 Vsp min 2012 Vsp max 2012

Sample Vsp min 2011 Vsp max 2011 Vsp min 2012 Vsp max 2012
sD 105 10 90 45
E 32 104 35 51
PV 1585 560 1610 1680
W 86 291 154 223
Vsp 3.1 46 i3 47
Proteoliticka
bt 296 211 221 205
Amiloliticka
0.088 0.101 0.063 0.07
altivnost

Slika 5.38. Fotografije poprecnih preseka uzoraka hleba proizvedenih od pSeni¢nog brasna iz
dve proizvodne godine sa minimalnim i maksimalnim vrednostima specificne zapremine i
vrednosti odabranih pokazatelja tehnoloskog kvaliteta i enzimske aktivnosti.

Slika 5.39 prikazuje mikrostrukturu uzoraka hleba proizvedenih od pSeni¢nog brasna iz
dve proizvodne godine sa minimalnim i maksimalnim specifi¢cnim zapreminama. Razlike
u strukturi zidova sredine hleba su jasno uocljive. Kod uzoraka sa maksimalnim
vrednostima specificne zapremine hleba, delimi¢no Zelatinizirane granule skroba su
medusobno slepljene i deluju ¢vrs¢e uklopljene u mrezu proteina i Zelatiniziranog
skroba. U slucaju uzoraka sa minimalnim vrednostima specificne zapremine hleba,
zidovi pora sredine hleba su sacinjeni od delimi¢no nabubrelih granula skroba, koje nisu
u potpunosti uklopljene u mreZzu denaturisanog glutena i Zelatiniziranog skroba. Razlike

108



Doktorska disertacija Jelena Tomi¢

u strukturi zidova pora mogu biti posledica razlika u osobinama proteina, koje merimo

radom deformacije na alveografu (biaksijalna naprezanja) i stepenom omekSanja
merenog na farinografu.

Slika 5.39. Mikrostruktura hlebova uzoraka pSeni¢nog brasna iz dve proizvodne godine sa
minimalnim i maksimalnim specificnim zapeminama hleba

5.4.7 Korelaciona analiza odabranih pokazatelja kvaliteta uzoraka
pSenicnog brasna iz dve proizvodne godine

Korelaciona analiza je primenjena na odredene pokazatelje kvaliteta (frakcije albumina,
proteoliticka i amilolitiCka aktivnost, pokazatelji kvaliteta mereni farinografom,
ekstenzografom, amilografom, alveografom, Miksolabom, standardni i modifikovani
gluten indeks, pecivni i teksturni pokazatelji tehnoloskog kvaliteta) pSeni¢nog brasna za
svaku godinu posebno, kako bi prikazali razli¢ite medusobne odnose ispitivanih
pokazatelja kvaliteta, koji indirektno ukazuju na znacajni uticaj proizvodne godine.

Za potrebe analiziranja povezanosti albumina sa tehnoloskim kvalitetom i pecivnim
svojstvima uzoraka pSeni¢nog brasna, ukupni albumini su podeljeni na frakcije koje
obuhvataju proteinske bendove iz Cetiri intervala molekulskih masa (5-15 kDa; 15-30
kDa; 30-50 kDa; 50-65 kDa). U Tabelama 5.7 i 5.8 prikazani su samo oni pokazatelji koji
su pokazali statisticki znaCajnu medusobnu povezanost.
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U 2011. proizvodnoj godini, od albuminskih frakcija samo albuminska frakcija od 15-30
kDa je pokazala najveci broj statisticki znacajnih korelacija sa odabranim pokazateljima
kvaliteta koji uklju¢uju mo¢ upijanja vode (WA i Wamix, r=-0,52, odnosno r=-0,55,
p<0,05) i otpor rastegljivosti testa meren i uniaksijalno (R i R/Ex, r=-0,59, odnosno r=-
0,65, p<0,05) i biaksijalno (P i P/L, r=-0,68, odnosno r=-0,64, p<0,05). Sve dosad
navedene zavisnosti se odnose na proteinsku komponentu brasna. Takode, ova
albuminska frakcija je pokazala statisticki znacajan koeficijent korelacije sa ukupnom
proteolitickom aktivnoS¢u (r=0,75, p<0,05). Vrednosti ukupne proteoliticke aktivnosti
pokazuju statisticki znacajnu zavisnost, sa istim pokazateljima tehnoloskog kvaliteta sa
kojima i albuminska frakcija 15-30 kDa.

Rezultati obrade podataka su pokazali da udeli albuminskih frakcija 5-15 kDa i 50-65
kDa imaju znacajne koeficijente korelacije sa miksolabskim pokazateljem kvaliteta C3-
C4, koji ukazuje na stabilnost tople paste (r=-0,52, odnosno r=0,55, p<0,05). Prema
nekim autorima, inhibitori amilaza se nalaze upravo u ovom opsegu molekulskih masa
od 5-15 kDa (Singh i Skerritt, 2001b; Gao i sar., 2009).

Kako nisu utvrdeni jaci korelativni odnosi izmedu albuminske frakcije 5-15 kDa i a-
amiloliticke aktivnosti, moZe se zakljuciti da su klimatski uslovi za ispitivanu proizvodnu
godinu bili nepovoljni, jer su vrednosti amiloliticke aktivnosti bile manje od potrebnih za
postizanje optimalnog tehnoloSkog kvaliteta hleba.

S druge strane, korelacije izmedu pokazatelja pecivnog kvaliteta i odabranih
biohemijskih pokazatelja, prvenstveno albuminske frakcije od 15-30 kDa su negativne,
ukazujujudi na njihovu ulogu u smanjenju vrednosti ovog klju¢nog pokazatelja kvaliteta
hleba. Weegels i sar. (1995) su ustanovili da LMW neglutenski proteini imaju
nekonzistentan efekat na zapreminu hleba, koji je prvenstveno uslovljen sortnom
pripadnosc¢u. Kod sorti sa jakim glutenom, taj uticaj se manifestuje tako da dodatak LMW
neglutenskih proteina povecava zapreminu hleba, dok kod sorti sa slabijim glutenom, taj
uticaj nije izraZen ili je negativan na isti pokazatelj kvaliteta. Pozitivna i znacajna
korelacija je nadena izmedu proteoliticke aktivnosti i teksturnog pokazatelja kvaliteta
hleba- c¢vrstoce (r=0,66, p<0,05). Moguce objasnjenje ove korelacije je da nivo
proteoliticke aktivnosti nije bio dovoljno visok da izazove slabljenje glutena i smanjenje
¢vrstoce hleba. Za razliku od njih, vrednosti amiloliticke aktivnosti pokazuju statisticki
znacajnu zavisnost samo sa pokazateljima tehnoloSkog kvaliteta merenih pomocu
alveografa (L, G i P/L). Postojanje samo ovih korelacija podrazumeva da je nivo
amiloliticke aktivnosti bio veoma nizak, i da je povecana aktivnost koja bi pozitivno
uticala na obradu testa poZeljna.
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Tabela 5.7. Vrednosti koeficijenata korelacije izmedu pokazatelja kvaliteta uzoraka pSeni¢nog
brasna iz 2011. proizvodne godine

Pokazatelji kvaliteta ALB1 ALB2 ALB3 ALB4 PA AMYL
WA -0,50 -0,65

R -0,60

Ex 0,61 0,60

R/Ex -0,65 -0,56

P -0,68 -0,68

L 0,55 0,70
G 0,53 0,71
w -0,55

P/L -0,64 -0,71 -0,60
WAMix -0,55 -0,59

DevMix -0,65 -0,66

C5 0,54

C3-C4 -0,51 0,52

C5-C4 0,57

B 0,52

Y -0,55

Vsp -0,56 -0,72

Hard 0,52 0,66

Spring -0,55

Cohes -0,59 -0,66

Chew 0,68

Za razliku od 2011. proizvodne godine, korelativna analiza izvedena za pokazatelje
kvaliteta uzoraka pSenicnog brasna iz 2012. proizvodne godine je pokazala manji broj
drugacijih korelacija. Medu nekoliko korelacija sa r>0,5, najinteresantnije su znacajne
korelacije izmedu albuminskih frakcija 5-15 kDa i 50-65 kDa sa pokazateljima kvaliteta
hleba. Pokazatelji kvaliteta dobijeni reoloSkim metodama nisu pokazali tako visoke
korelacije sa ovim albuminskim frakcijama, kao oni pokazatelji koji se odnose na krajnji
proizvod- hleb, verovatno zato Sto su ovi reoloski pokazatelji u jakoj vezi sa drugim
klasama proteina brasna, prvenstveno gluteninima i glijadinima. Naime, Gupta i sar.
(1994) navode da su upravo proteini glutena u iznosu od oko 70% odgovorni za
varijaciju kvaliteta hleba.

Kao i u sluc¢aju 2011., u 2012. proizvodnoj godini vrednosti amiloliticke aktivnosti su
pokazale statistic¢ki znaCajnu zavisnost sa pokazateljima tehnoloskog kvaliteta merenih
pomoc¢i alveografa (P,L, G, Wi P/L, r=-0,87; r=0,67; r=0,63; r=-0,72, odnosno r=-0,66,
p<0,05). Brojne studije navode razlicite korelacione koeficijente izmedu broja padanja
po Hagbergu, kao indirektne mere za aktivnhost a-amilaze i odredenih pokazatelja
Miksolaba, koji se odnose na skrobnu komponentu brasna (Codina i sar., 2010; Collar i
sar.,, 2007; Szafranska, 2014). Rezultati korelacione analize za uzorke iz 2012.
proizvodne godine su pokazali znacajne pozitivne Kkorelacije izmedu amiloliticke
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aktivnosti i pokazatelja miksolaba, koji ukazuju na Zelatinizaciju skroba (C3, r=0,67),
amiloliticku aktivnost (C4, r=0,62) i retrogradaciju skroba (C5, r=0,60). Uzimaju¢i u
obzir ¢injenicu da Sto je manja amiloliticka aktivnost to je stabilnost tople paste veca
(C4) (Collari sar., 2007; Szafranska, 2014), pozitivna korelacija amiloliticke aktivnosti sa
pokazateljem C4 je ocekivana, s obzirom na niske vrednosti amilolitiCke aktivnosti.
Uprkos niskom nivou amiloliticke aktivnosti, znacCajne korelacije su dobijene sa
teksturnim pokazateljima kvaliteta hleba, kao Sto su naknadna elasti¢nost (springiness),
kohezivnost (cohesiveness) i inicijalna elasticnost (resilience) (r=-0,83; r=-0,74, odnosno
r=-0,72, p<0,05). To znaci da je od uzoraka brasSna vecih vrednosti amiloliticke
aktivnosti proizveden hleb losijih teksturnih osobina.

Tabela 5.8. Vrednosti koeficijenata korelacije izmedu pokazatelja kvaliteta uzoraka pSenicnog
brasna iz 2012. proizvodne godine

Pokazatelji kvaliteta  ALB1 ALB2 ALB3 ALB4 PA AMYL
WA -0,71 -0,80
P -0,69 -0,87
L 0,67
G 0,63
w -0,58 -0,72
P/L -0,66
WAMix -0,75 -0,79
DevMix 0,53 -0,52

ElastMix -0,59 0,57

C3 0,67
C4 0,62
C5 0,56 0,60
C5-C4 0,58

o 0,66 -0,55

Yy -0,56 -0,65
GI 0,60

Vsp 0,65 -0,51

Hard -0,63 0,53 0,50
Spring -0,65 -0,83
Cohes 0,52 -0,55 -0,59 -0,74
Resil 0,52 -0,61 -0,56 -0,72

Takode, neophodno je naglasiti da su korelacione analize izvedene za obe proizvodne
godine pojedinacno, pokazale drugacije korelacije, kao i nepostojanje pojedinih
korelacija izmedu ispitivanih pokazatelja kvaliteta. Narocito zanimljive korelacije su one
vezane za pokazatelje koji se uobicajeno koriste u praksi za ocenu kvaliteta pSenicnog
brasna (Tabela 5.7P i 5.8P). Prema Codina i sar. (2011) mnogi pokazatelji Miksolaba
mogu se uspesno Koristiti za predvidanje vrednosti alveografskih pokazatelja, Sto je u
suprotnosti sa dobijenim rezultatima. Jedini pokazatelj Miksolaba koji je pokazao visoku
korelaciju sa alveografskim pokazateljem (P) u obe ispitivane godine, a sto je potvrdeno

112



Doktorska disertacija Jelena Tomic

od strane navedenih autora, je mo¢ upijanja vode. DapcCevic¢ i sar. (2009) su ispitujuci
korelativne odnose izmedu miksolabskih pokazatelja i pokazatelja kvaliteta pSeni¢nog
brasna, odredenih farinografom i amilografom, utvrdili brojne visoke statisticki znaCajne
korelacije. Korelativna analiza sprovedena za svaku godinu zasebno je takode pokazala
statisticki znacajne korelacije istih pokazatelja kvaliteta, ali manjeg intenziteta. Naime,
pronadena su statisticki znacajne korelacije izmedu sledecih pokazatelja kvaliteta: moci
upijanja vode odredene farinografom i Miksolabom (WA, WAMix; r=0,96 i r=0,95 za
svaku proizvodnu godinu zasebno), vremena razvoja testa odredenim farinografom i
Miksolabom (Dev, DevMix; r=0,56 i r=0,57za svaku proizvodnu godinu zasebno) i
pokazatelja Miksolaba C3 i maksimalnog viskoziteta odredenog amilografom (C3, PV;
r=0,82 i r=0,68 za svaku proizvodnu godinu zasebno). Kako je razlika u intenzitetu
korelativnih odnosa evidentna u pogledu proizvodnih godina, moZe se zakljuciti da su
korelacije pod jakim uticajem kako sortne pripadnosti uzoraka koji se ispituju, tako i
klimatskih uslova (Mastilovi¢ i sar., 2014).

5.4.8 Sadrzaj slobodnih sulfhidrilnih grupa i disulfidnih veza uzoraka
pSenic¢nog brasna iz dve proizvodne godine

Na Slikama 5.40 i 5.41 prikazane su vrednosti sadrZaja slobodnih sulfhidrilnih grupa i
disulfidnih veza u zavisnosti od proizvodne godine, sorte i lokaliteta gajenja. Razlikama
u sadrzaju slobodnih sulfhidrilnih grupa najvise doprinose sorta i proizvodna godina,
dok u slucaju disulfidnih veza, varijabilnosti dobijenih rezultata najviSe doprinosi
proizvodna godina i interakcija proizvodna godina x lokalitet. Sadrzaj slobodnih
sulfhidrilnih grupa za 2012. proizvodnu godinu je bio znacajno veci (p<0,05) (0,14-0,26
umol/g) u odnosu na 2011. proizvodnu godinu (0,10-0,21 pmol/g).

Moguce je da je znacajno veci sadrzaj slobodnih sulfhidrilnih grupa za uzorke brasna iz
2012. proizvodne godine, uslovljen vrednostima maksimalnih temperatura i broja
tropskih dana tokom perioda od cvetanja do Zetve. Visoke temperature uzrokuju
promene u sastavu i kvalitetu proteina, koje se manifestuju i kroz redukciju velic¢ine
gluteninskog polimera (Castro i sar., 2007, Irmak i sar., 2008, Naeem i sar., 2012). S
druge strane, imajudi u obzir osetljivost enzima na visoke temperature (Johansson i sar.,
2013), pa samim tim i enzima disulfid izomeraze, koji u€estvuje u formiranju polimera
glutena (DuPont i sar., 1998, Hajheidari i sar., 2007; Hurkman i sar., 2009; Naeem i sar.
2012), moZe se pretpostaviti da je ovo znacajno povecanje slobodnih sulfthidrilnih grupa
posledica iskljucivo klimatskih uslova.

113



Doktorska disertacija Jelena Tomi¢

0,300

0,250 ~

0,200 - : ' :
} B Pok
0,150 1 . HZve
0,100 - H Gord
B ap
Q050 -
0,000 1
SO VR S BT S0 VR Sh T BT
2011

2012

Sadriaj slobodnih sulfhidrilnih grupa
{(umolfg)

Slika 5.4.0. Uticaj proizvodne godine, lokaliteta gajenja i sorte na sadrzaj slobodnih sulfhidrilnih
grupa. Izmerene vrednosti su srednja vrednost * 0,95 LSD.

Sto se ti¢e sadrZaja disulfidnih veza, posmatrajuci po godinama znacajno veéi sadrzaj je
zabeleZen za 2011. proizvodnu godinu. Vrednosti su se kretale u opsegu 1,33- 2,59
umol/g. Posmatrajuci prose¢ne vrednosti, najveée vrednosti sadrZaja sulfhidrilnih grupa
i dislufidnih veza su zabeleZene kod sorte Apac, dok je za sortu Gordana u 2012.
proizvodnoj godini karakteristicno najmanje variranje sadrzaja slobodnih sulfhidrilnih
grupa, bez obzira na lokalitet sa kojeg sorta potice (Slika 5.41).

Kako sadrzaj disulfidnih veza ukazuje na kvalitet glutena, tj. veci sadrzaj disulfidnih veza
odgovara glutenu boljih reoloSkih karakteristika (Hayta i Schofield, 2004), dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa rezultatima gluten indeksa (Slika 5.42).
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Slika 5.41. Uticaj proizvodne godine, lokaliteta gajenja i sorte na sadrzaj disulfidnih
veza. [Izmerene vrednosti su srednja vrednost + 0,95 LSD.
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Slika 5.42. Vrednosti gluten indeksa ispitivanih sorti pSeni¢nog brasna iz dve proizvodne
godine. [zmerene vrednosti su srednja vrednost * 0,95 LSD.

5.4.9 Sadrzaj slobodnih amino grupa uzoraka psenicnog brasna iz dve
proizvodne godine

Prosecne vrednosti sadrzaja slobodnih amino grupa (NH2) imaju istovetan trend u obe
proizvodne godine, tj. vrednosti rastu sa povecanjem temperature inkubacije glutena
(Slika 5.43). Prosecne vrednosti na 37 °C iz obe godine su ujednacene. S obzirom da je
ovaj pokazatelj indikator proteoliticke aktivnosti (Nielsen i sar. 2001), to znali da
razliite prosetne vrednosti za broj slobodnih NH2 grupa izmerenih u netemperiranom
glutenu i glutenu temperiranom na 37 °C, nisu prouzrokovane proteolitickom
aktivnoS¢u enzima pSenice. Medutim, postoje izrazite razlike izmedu vrednosti u
netemperiranim uzorcima i onih u temperiranim na 30 °C- temperaturi obrade
pSenicnog testa. Ove razlike opravdavaju primenu oba temperaturno-vremenska
tretmana inkubacije glutena, pre odredivanja sadrZaja slobodnih NH2 grupa, jer nas
upucuju na razlike u kvalitetu pSeni¢nog testa koje se javljaju u realnom sistemu.

Razlike u sadrzaju slobodnih NH2 grupa koje su evidentne medu ispitivanim sortama
(Slika 5.43) u pogledu sva tri primenjena tretmana, ukazuju na uticaj sorte na kvalitet
proteina (MacRitchie, 1992; Hayta i Schofield, 2004; Sliwinski i sar., 2004). Osim toga,
postoje znacajne razlike izmedu vrednosti izmerenih na 37 °C, koje ukazuju na razli¢itu
proteoliticku aktivnost ispitivanih uzoraka pSeni¢nih sorti, Sto je koristan podatak u
praksi.

Bez obzira na proizvodnu godinu i lokalitet gajenja, sorta Gordana se odlikuje najmanjim
stepenom povecanja sadrZaja slobodnih amino grupa, kao posledice razliCitog tretmana
glutena. Sortu Apac karakteriSu najvece vrednosti sadrzaja slobodnih amino grupa, sto
je u saglasnosti sa rezultatima proteoliticke aktivnosti.
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Slika 5.43. Uticaj proizvodne godine i sorte na sadrZaj slobodnih amino grupa.
[zmerene vrednosti su srednja vrednost * 0,95 LSD.

5.4.10 Definisanje nivoa enzimske aktivnosti psenicnog brasna iz

dve proizvodne godine

Opsezi izmerenih vrednosti proteoliticke (PA) i a-amiloliticke aktivnosti (AMYL) brasna
u proizvodnim godinama 2011 i 2012 prikazani su u Tabeli 5.9.

Tabela 5.9. Vrednosti proteoliticke i a-amiloliticke aktivnosti brasna u proizvodnim godinama
201112012

Svi uzorci Proteoliticka aktivnost (PA) Amiloliticka aktivnost (AMYL)
Min Max Sr. Vrednost Min Max Sr. Vrednost
2011 1,06 3,75 2,36 0,068 0,154 0,102
2012 0,42 3,77 1,82 0,053 0,095 0,071

Kako bi se stekao uvid u to Sta je optimalan nivo vrednosti za aktivnost proteolitickih i
amilolitickih enzima, postavljeni su dodatni eksperimenti. U tom cilju broj ukupnih
uzoraka pSenicnog brasSna, iz obe godine, je sveden na broj uzoraka koji se po
pripadnosti sortama i lokalitetima podudaraju u obe godine. Na taj nacin eksperiment je
sveden na ukupno 16 uzoraka u svakoj godini - Cetiri sorte (Pobeda, Zvezdana, Gordana i
Apac) i Cetiri lokaliteta (Sombor, Vrsac, Sremska Mitrovica i Backa Topola). U Tabeli 5.10
prikazani su opsezi proteoliticke i a-amiloliticke aktivnosti, izmereni u uzorcima brasna
iz eksperimenta sa redukovanim brojem uzoraka (4x4).

Tabela 5.10. Vrednosti proteoliticke i a-amiloliticke aktivnosti redukovanog broja uzoraka
brasna u proizvodnim godinama 2011 i 2012

4x4 Proteoliticka aktivnost (PA) Amiloliticka aktivnost (AMYL)
Min Max Sr. Vrednost Min Max Sr. Vrednost

2011 1,64 3,75 2,47 0,068 0,129 0,10

2012 1,45 3,10 2,25 0,055 0,095 0,07
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Za detaljniji eksperiment radi utvrdivanja uticaja proteoliticke i a-amiloliticke aktivnosti
na tehnoloski kvalitet pSenice, napravljena je selekcija uzoraka koji su sadrzali
medusobno razli¢ite kombinacije nivoa proteoliticke i a-amiloliticke aktivnosti. To je
uradeno na sledeci nacin: sve vrednosti enzimske aktivnosti su izraZzene kao procenat od

Jelena Tomi¢

maksimalne vrednosti, pri cemu su odabrane sledec¢e kombinacije (Tabela 5.11):

Tabela 5.11. Selekcija uzoraka na osnovu razli¢itog nivoa proteoliticke i a-amiloliticke

aktivnosti

% od max AMYL % od max PA
SO-Z 57,7 69,7
2011 VR-P 100,0 83,6
SM-GD 84,5 47,5
BT-Z 52,5 55,2
VR-GD 65,4 86,8
2012 SM-P 71,6 46,8
SM-Z 58,2 47,8
SM-A 97,8 100,0

Na Slikama 5.44 i 5.45, graficki su predstavljene vrednosti proteoliticke i a-amiloliticke
aktivnosti odabranih uzoraka brasna koji su sadrzali medusobno razli¢ite kombinacije

nivoa proteoliticke i a- amiloliticke aktivnosti (Slike 5.44 i 5.45):
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Slika 5.45. Selekcija uzoraka iz 2012. proizvodne godine na osnovu razli¢itog nivoa
proteoliticke i a- amiloliticke aktivnosti

Radi ispitivanja uticaja povecanja koli¢ine ispitivanih enzima, u testo odabranih uzoraka
pSeni¢nog brasna dodali smo ekstrahovane liofilizirane albumine, poreklom iz brasna
istih uzoraka. Postupak je obuhvatao vodenu ekstrakciju ukupnih albumina iz 600 g
brasna svakog uzorka, koji su kasnije liofilizirani dodati u zames testa od 200 g mati¢nog
pSeni¢nog brasna. Na taj naCin je u obogacenim uzorcima pSeniCnog testa polazna
koncentracija proteolitickih i amilolitickih enzima u svakom od 8 odabranih uzoraka,
teoretski povecana 4 puta. Medutim, metodom po Lowry-u utvrdeno je da je sadrZaj
proteina u testu sa dodatim liofilizatima pribliZzno udvostrucen.

Za definisanje poZeljnog i nepoZeljnog nivoa ispitivanih enzima, odabrali smo
najocigledniji tehnoloSki pokazatelj kvaliteta hleba- specificnu zapreminu hleba (Vsp).
Poredenje uzoraka hleba proizvedenih sa pove¢anom koli¢cinom ukupnih albumina, sa
kontrolnim uzorcima iz obe proizvodne godine, prikazano je na Slikama 5.46 i 5.47.
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50-Zve S50-Zve VR-Pob VR-Pob  SM-Gord SM-Gord  BT-Zve BT-Zve

Pokazatel]
2011 2011 2011 2011 2011 2011 2011 2011
kvaliteta/Uzorak + ALB + ALB + ALB +ALB
5D 80 - 40 < 40 - &0 -
E 58 z: 89 = 97 == 94 =
PV 1120 - 370 < 550 - 1700 -
W 157 - 254 - 233 - 246 -
Prot. aktivnost 2,61 - 3,14 - 1,78 - 2,07 -
Amil. aktivnost 0,074 - 0,129 = 0,11 - 0,068 -
Vsp 3,5 3,9 a1 a2 4.4 47 4,0 4,0
Curstoca 5070,6 2241,7 2774,9 2120,0 2629,5 2081,6 3924,8 2285,9

50—2#?2011 VR-Pob 2011
+ALB

SM-Gerd 2011 BT-Zvel01l
+ALB

Slika 5.46. Fotografije poprec¢nih preseka kontrolnih uzoraka hleba i uzoraka hleba sa
povecanom koli¢inom ukupnih albumina i odgovarajuce vrednosti odabranih pokazatelja
tehnoloskog kvaliteta i enzimske aktivnosti (2011. proizvodna godina)

Kvalitet hleba sa dodatkom liofiliziranih albumina se poboljSao u malom stepenu u
smislu povecana specificne zapremine, za razliku od postignutog znacajnijeg poboljSanja
teksture sredine hleba (u smeru omeksavanja) (Slika 5.46). Dobijeni rezultati potvrduju
prethodno izvedene zakljucke da je ispitivana enzimska aktivnost bila na niskom nivou i
da je povecanje ovih aktivnosti poZeljno. Za odredene sorte je, cak utvrdeno da je sa
povecanjem nivoa aktivnosti proteolitickih i amilolitickih enzima, kao posledice
proklijavanja pSenice, poboljSan pecivni kvalitet (Edwards i sar., 1989). Seguchi i sar.
(2009) takode navode da dodatak mekinja proklijale pSenice u cilju povecéanja
amiloliticke aktivnosti deluje pozitivno na pecivni kvalitet pSeni¢nog brasna. Naime,
dejstvom amilaza dolazi do hidrolize amiloze i amilopektina u glukozu, maltozu i
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oligosaharide koje su manje skloni retrogradaciji. Produkti hidrolize male molekulske
mase interferiraju sa lancima amilopektina ometaju¢i proces njihove rekristalizacije
prilikom starenja hleba. Na taj nacin a-amilaze, modifikuju¢i strukturu skroba, smanjuju
iznos retrogradacije a samim tim brzinu starenja i ¢vrsto¢u sredine hleba (Defloor i
Delcour, 1999).

VR-Gord VR-Gord SM-Pob  SM-Pob  SM-Zve SM-Zve SM-Ap SM-Ap

Pokazatel] 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012
kvaliteta/Uzorak L ALB L ALB +ALB +ALB
sD 25 - 75 - B0 - 55 -
E 69 - 82 - B0 - 70 -
PV 660 - 960 - 1580 - 2000 -
W 248 - 249 - 259 - 156 -
Prot. aktivnost 2,69 - 1,45 - 1,48 - 3,10 -
Amil. aktivnost 0,062 - 0,068 - 0,055 - 0,093 -
Vsp 3.9 5,6 39 56 39 4.4 3.8 4,0
Cvrstoca 27749 2120,0 3208,2 1285,7 19474 1265,3 4727.0 35858

SM-Pob 2012 SM-Pob 2012
+ALB

VR-Gord 2012 VR-Gord 2012
+ ALB

SM-Zve 2012 sM-Zve 2012
+ALB

SM-Ap 2012

Slika 5.47. Fotografije poprec¢nih preseka kontrolnih uzoraka hleba i uzoraka hleba sa
poveéanom koli¢inom ukupnih albumina i odgovarajuce vrednosti odabranih pokazatelja
tehnoloskog kvaliteta i enzimske aktivnosti (2012. proizvodna godina)

U odnosu na uzorke iz 2011., kvalitet hleba uzoraka iz 2012. proizvodne godine se sa
dodatkom liofiliziranih albumina znatnije poboljSao u smislu povecanja specificne
zapremine i teksture sredine hleba (u smeru omeksavanja) (Slika 5.47).
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Na Slikama 5.48 i 5.49 graficki je, pomocu 3D-dijagrama, prikazan uticaj aktivnosti
proteolitickih i amilolitickih enzima na vrednost specificne zapremine hleba, u
ispitivanim proizvodnim godinama posebno.

Wap = 3 5645-0 22459%+H5 B453™y

-
50
3
<448
[ ]=43
=38

(g gy A5

<23

Slika 5.48. Uticaj aktivnosti proteolitickih i amilolitickih enzima na vrednost specifi¢ne
zapremine hleba odabranih uzoraka pSeni¢nog brasna iz 2011. proizvodne godine

Dobijeni rezultati pokazuju da specificna zapremina hleba u 2011. proizvodnoj godini,
iskljuc¢ivo zavisi od vrednosti amiloliticCke aktivnosti (Slika 5.48). Povecanjem
amiloliticke aktivnosti, Vsp se znacajno povecava, dok aktivnost proteolitickih enzima
ima uticaj na povecanje Vsp samo u sluc¢aju sa kombinacijom maksimalne amiloliticke
aktivnosti i to pri svojim manjim vrenostima. Na osnovu ovoga moguce je zakljuciti da je
pSenicno brasno imalo manjak amilolitickih enzima za postizanje optimalnog
tehnoloSkog kvaliteta. U prilog tome idu i rezultati prikazani na Slici 5.46, koji pokazuju
da se manjim vrednostima proteoliticke aktivnosti u 2011. godini mogu smatrati dva
puta vece vrednosti od polaznih 1,781 2,61 U/g brasna (3,561 5,22 U/g brasna). Pri ovim
vrednostima postignuta su povecanja specificne zapremine od 11%, odnosno 6% u
odnosu na kontrolne uzorke.
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Slika 5.49. Uticaj aktivnosti proteolitickih i amilolitickih enzima na vrednost specifi¢ne
zapremine hleba odabranih uzoraka pSeni¢nog brasna iz 2012. proizvodne godine

Dobijeni rezultati pokazuju da specificna zapremina hleba u 2012. proizvodnoj godini
iskljucivo zavisi od vrednosti proteoliticke aktivnosti, jer njenim povecanjem Vsp se
znacajno povecava (Slika 5.49). Aktivnost amilolitickih enzima ima uticaj na povecanje
Vsp, samo u slucaju sa kombinacijom maksimalne proteoliticke aktivnosti i to pri svojim
manjim vrednostima. Na osnovu ovoga moguce je zakljuciti da je pSenicno brasno imalo
manjak proteolitickih enzima za postizanje optimalnog tehnoloSkog kvaliteta. U prilog
tome idu i rezultati prikazani na Slici 5.47, koji pokazuju da se manjim vrednostima
amiloliticke aktivnosti u 2012. godini mogu smatrati vrednosti manje od dva puta vece
vrednosti od polaznih 0,093 U/g brasna (0, 186-U/g brasna) pri kojima izostaje bitno
povecanje Vsp.
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6 Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeci zakljucci, koji se odnose na period

posleZetvenog dozrevanja pSenice i stabilizacije brasna:

Elektroforetska karakterizacija albumina ukazuje na variranje sadrZaja albumina
tokom perioda poslezetvenog dozrevanja pSenice i stabilizacije braSna. Te razlike
su se manifestovale kao nestajanje i pojavljivanje podjedinica albumina u opsegu
vecih molekulskih masa i kao razlike u intenzitetu obojenosti bendova u opsegu
manjih molekulskih masa, koje nastaju usled agregacije albumina ili njihovog
povezivanja sa drugim komponentama.

Tokom perioda posleZetvenog dozrevanja pSenice dolazi do jaCanje strukture
glutena, o Cemu svedocCi povecanje vrednosti standardnog i modifikovanog gluten
indeksa. Registrovano povecanje sadrzaja slobodnih sulfhidrilnih grupa u istom
periodu, upucuje na zakljucak da se odigrava reorganizacija gluteninskih i
glijadinskih frakcija unutar/iz makropolimera glutenina. S druge strane,
vrednosti sadrzaja vlaznog glutena se smanjuju.

Tokom stabilizacije pSeni¢nog brasna, vrednosti gluten indeksa dobijenih uz
prethodnu inkubaciju glutena na temperaturi od 37 °C, statisticki su znacajno
nize (p<0,05) u odnosu na vrednosti gluten indeksa, dobijenih po standardnoj
metodi.

Ispitivane sorte nisu pokazale razlike u pogledu gluten indeksa odredenog po
standardnoj metodi, dok su razlike u vrednosti gluten indeksa odredenog nakon
inkubacije na 37 °C evidentne.

Rezultati odredivanja proteoliticke aktivnosti tokom perioda posleZetvenog
dozrevanja pSenice i stabilizacije brasna, su pokazali da su najvece vrednosti
izmerene u uzorcima fizioloSki zrele pSenice. KarakteristiCan je i trend
smanjivanja ukupne proteoliticke aktivnosti ispitivanih uzoraka na kraju faze
biohemijske stabilizacije brasna, u odnosu na izmerene pocetne vrednosti.
Tokom perioda poslezetvenog dozrevanja pSenice i stabilizacije brasna,
ispitivanjem promene sadrZaja slobodnih sulfhidrilnih grupa u zavisnosti od
sorte, lokaliteta gajenja, temperature i vremena inkubacije glutena, ustanovljeno
je da razlikama u sadrZaju slobodnih sulfhidrilnih grupa, najviSe doprinosi
primenjena temperatura inkubacije glutena i period skladiStenja pSenice.
Ustanovljena je znacajna razlika u sadrzaju slobodnih sulfhidrilnih grupa tokom
perioda posleZetvenog dozrevanja psSenice, dok se u periodu stabilizacije brasna
ta razlika smanjuje.

Sadrzaj slobodnih sulfhidrilnih grupa je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa gluten
indeksom odredenog po standardnoj metodi, dok je sadrzaj slobodnih
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sulfhidrilnih grupa odredenih iz glutena nakon njegove inkubacije na 37 °C, u
negativnoj korelaciji sa gluten indeksom odredenim po modifikovanoj metodi.
Sadrzaj slobodnih amino grupa se tokom perioda posleZetvenog dozrevanja
pSenice i stabilizacije braSna statistic¢ki znacajno povecava, i moZe se smatrati da
je povecanje njihovog sadrZaja faktor koji ucestvuje u poboljSanju kvaliteta
brasna.

Metodoloski posmatrano, postoje izrazite razlike izmedu vrednosti sadrZaja
slobodnih amino grupa u netemperiranim uzorcima i uzorcima temperiranim na
30 °C i 37 °C. Ove razlike opravdavaju primenu oba temperaturno-vremenska
tretmana inkubacije glutena pre odredivanja sadrzaja slobodnih amino grupa, jer
nas upucuju na razlike u kvalitetu pSeni¢nog testa koje se javljaju u realnom
sistemu.

Sadrzaj slobodnih amino grupa odreden u uzorcima sveZe poZnjevene i u
uzorcima fizioloski zrele pSenice nakon tretmana V (inkubacija vlaznog glutena
90 minuta na 30 °C i 180 minuta na 37 °C), je u znacajnoj korelaciji sa
proteolitickom aktivnos¢u. Rezultati upucuju na zakljucak da se odredivanje
sadrZaja slobodnih amino grupa, kao indikatora oStec¢enja primarne stukture
proteina usled prisutnih proteolitickih enzima, moZe izvesti na glutenu samo
primenom tretmana V ili VI. Ovi tretmani podrazumevaju inkubaciju vlaznog
glutena 90 minuta na 30 °C i 180 minuta na 37 °C, odnosno inkubaciju vlaZnog
glutena 135 minuta na 30 °C i 180 minuta na 37 °C.

Zakljucci koji se odnose na tehnoloski zrelu pSenicu, proistekli su iz rezultata ogleda koji

je obuhvatao cetiri ispitivane sorte, poreklom sa Cetiri lokaliteta a iz obe proizvodne
godine:

Karakterizacijom albumina uzoraka pSeni¢nog brasna svih ispitivanih sorti iz obe
proizvodne godine, utvrdeno je da se udeo albuminske frakcije razlikuje i u
zavisnosti od sorte, i u zavisnosti od lokaliteta, pri ¢emu je znacajniji uticaj
lokaliteta. Frakcija albumina koja se nalazi u opsegu molekulskih masa 5-15 kDa
Cini viSe od 60% ukupne koli¢ine albumina.

Sadrzaj ukupnih albumina uzoraka pSeni¢nog brasna iz 2012. proizvodne godine
je bio znacajno manji u odnosu na 2011. proizvodnu godinu.

Rezultati odredivanja proteoliticke i amilolitiCke aktivnosti uzoraka pSenicnog
brasna iz dve proizvodne godine su pokazali da su za 2012. proizvodnu godinu
karakteristicne znatno niZe vrednosti ovih pokazatelja u odnosu na 2011.
proizvodnu godinu i da je enzimska aktivnost pre svega sortna karakteristika.
Utvrdeno je da je albuminska frakcija od 15-30 kDa u uzorcima brasna iz 2011.
proizvodne godine, pokazala statisticki znacajne korelacije sa sledeéim
pokazateljima biohemijskog i tehnoloskog kvaliteta pSeni¢nog brasna: moci
upijanja vode na farinografu i Miksolabu, sa otporom rastegljivosti testa meren i
uniaksijalno i biaksijalno i ukupnom proteolitickom aktivnos¢u.

Udeli albuminskih frakcija 5-15 kDa i 50-65 kDa znacajno koreliraju sa
miksolabskim pokazateljem kvaliteta, koji ukazuje na stabilnost tople paste (C3-
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C4). Kako nisu utvrdeni jaci korelativni odnosi izmedu udela albuminske frakcije
5-15 kDa i a-amiloliticke aktivnosti, moZe se zakljuciti da su klimatski uslovi za
ispitivanu proizvodnu godinu bili nepovoljni, jer su vrednosti amiloliticke
aktivnosti bile manje od potrebnih za postizanje optimalnog tehnoloskog
kvaliteta hleba.

* Korelacije izmedu pokazatelja pecivnog kvaliteta i odabranih biohemijskih
pokazatelja, prvenstveno albuminske frakcije od 15-30 kDa su negativne,
ukazujujud¢i na njihovu ulogu u smanjenju vrednosti ovog klju¢nog pokazatelja
kvaliteta hleba.

e Pozitivna i znacajna korelacija je utvrdena izmedu proteolitiCcke aktivnosti i
teksturnog pokazatelja kvaliteta hleba- c¢vrstoe. Moguce objasSnjenje ove
korelacije je da nivo proteoliticke aktivnosti nije bio dovoljno visok da izazove
slabljenje glutena i smanjenje cvrstoCe hleba. Za razliku od njih, vrednosti
amiloliticke aktivnosti pokazuju statisticki znacajnu zavisnost samo sa
pokazateljima tehnoloskog kvaliteta merenih pomo¢i alveografa (L, G i P/L).
Postojanje samo ovih korelacija podrazumeva da je nivo aktivnosti ispitivanih
enzima bio veoma nizak, i da je povecana aktivnost koja bi pozitivno uticala na
obradu testa pozeljna.

e Korelativna analiza izvedena za pokazatelje kvaliteta uzoraka psSeni¢nog brasna
poreklom iz 2012. godine je pokazala manji broj drugacijih korelacija. Utvrdene
su znacajne pozitivne korelacije izmedu amiloliticke aktivnosti i miksolabskih
pokazatelja koji ukazuju na Zelatinizaciju skroba (C3), amiloliticku aktivnost (C4)
i retrogradaciju skroba (C5).

e Sadrzaj slobodnih sulfhidrilnih grupa uzoraka pSeni¢nog brasna iz 2012.
proizvodne godine je bio znacajno veci dok je sadrzaj disulfidnih veza bio manji u
odnosu na 2011. proizvodnu godinu.

e Sadrzaj slobodnih amino grupa je evidentno razli¢it izmedu uzoraka iz dve
proizvodne godine kako izmedu razli¢itih sorti, tako i u pogledu sva tri
primenjena tretmana inkubacije glutena. Znacajne razlike izmedu vrednosti
slobodnih amino grupa izmerenih nakon inkubacije gluten na 37 °C, ukazuju na
razlicitu proteoliticku aktivnost ispitivanih uzoraka psSenic¢nih sorti.

e U poredenju sa uzorcima iz 2011. proizvodne godine, uzorci iz 2012. su imali
znatno niZe vrednosti specificne zapremine hleba. MozZe se zakljuciti da su ove
razlike uslovljene razlikama u vrednostima maksimalnih temperatura i broju
tropskih dana tokom perioda od cvetanja do Zetve. Naime, 2012. proizvodnu
godinu Kkarakterisale su viSe temperature, za koje je dokazano da uzrokuju
promene u sastavu i kvalitetu proteina.

* Procenom frekvencije pojedinih nivoa kvaliteta u odnosu na relevantne
pokazatelje tehnoloskog kvaliteta, kao i njihovih prose¢nih vrednosti uzoraka
pSeni¢nog brasna iz obe proizvodne godine, karakteristicne su izrazito visoke
vrednosti maksimalnog viskoziteta na amilogramu. U okviru ispitivanih
proizvodnih godina, znacajno ve¢im PV vrednostima su se odlikovali uzorci iz
2012. proizvodne godine. Kako ostali pokazatelji kvaliteta ukazuju na relativno
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dobar tehnoloski kvalitet ispitivanih uzoraka pSeni¢nog brasna, redefinisanje
znacaja uobicCajenih tehnoloSkih pokazatelja postaje neophodno, jer iste
vrednosti standardnih pokazatelja kvaliteta pSenice i pSeni¢nog brasna danas
imaju drugacije znacenje nego pre par decenija. Primer takve promene su
vrednosti maksimalnog viskoziteta na amilogramu koje su nekada prvenstveno
ukazivale na povecéanu ili smanjenu amiloliticku aktivnost, dok se danas njihove
vrednosti posledica i morfologije i veli¢ine granula skroba, a ne samo smanjene ili
povecane enzimske aktivnosti.

Naredni zakljucci se odnose na uzorke pseni¢nog brasna sa udvostru¢enom koli¢inom
ukupnih albumina:

[spitivanjem uticaja enzimske aktivnosti na pecivni kvalitet pSeni¢nog brasna,
utvrdeno je da specificna zapremina hleba u 2011. proizvodnoj godini iskljucivo
zavisi od vrednosti amilolitiCke aktivnosti, jer se njenim povecanjem Vsp
znacajno povecava. Aktivnost proteolitickih enzima ima uticaj na povecanje Vsp
samo u slucaju sa kombinacijom maksimalne amiloliticke aktivnosti i to pri
svojim manjim vrenostima. Na osnovu ovoga moguce je zakljuciti da je pSeni¢no
brasno imalo manjak amilolitickih enzima za postizanje optimalnog tehnoloskog
kvaliteta.

Specificna zapremina hleba u 2012. proizvodnoj godini isklju¢ivo zavisi od
vrednosti proteoliticke aktivnosti jer njenim poveéanjem Vsp se znacajno
povecava. Aktivnost amilolitickih enzima ima uticaj na povecanje Vsp samo u
slucaju sa kombinacijom maksimalne proteoliticke aktivnosti i to pri svojim
manjim vrednostima. Na osnovu ovoga moguce je zakljuciti da je pSeni¢no brasno
imalo manjak proteoliticCkih enzima za postizanje optimalnog tehnoloskog
kvaliteta.
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Prilozi

Jelena Tomi¢

Tabela 5.1P. Minimalne. maksimalne i prose¢ne vrednosti pokazatelja tehnoloskog kvaliteta pSeni¢nog brasna iz 2011. proizvodne godine (izrazene

po lokalitetima)

Lokalitet

Mean
Min
SO Max
SD
cv
Mean
Min
VR Max
SD
cv
Mean
Min
SM Max
SD
cv
Mean
Min
BT Max
SD
cv

WA
(%)
58,6
53,5
62,4
4,13
7,04
58,5
53,2
62,6
4,11
7,02
58,9
54,7
62,9
3,53
6,00
57,0
51,2
60,1
3,95
6,92

DDT
(min)
4,9
1,5
13,0
4,88
99,56
5,8
2,0
8,5
2,89
49,75
4,9
2,0
7,5
2,63
53,70
5,9
1,5
12,0
4,35
73,73

Farinograf
Stab SD
(min)

6,6 77,0
1,5 40,0
15,5 105,0
6,19 29,28
93,77 38,03
10,4 50,0
6,5 40,0
14,5 60,0
3,25 9,35
31,23 18,71
9,0 55,0
2,0 40,0
15,5 75,0
504 12,75
55,97 23,18
10,4 50,0
2,5 10,0
20,5 80,0
7,05 25,50
67,77 50,99

82,0
25,0
205,0
74,88
91,32
112,4
65,0
182,0
47,58
42,33
100,0
30,0
155,0
48,35
48,35
150,0
30,0
320,0
109,83
73,22

E
(cm?)
58,8
32,0
92,0
21,48
36,52
87,2
76,0
102,0
10,03
11,51
100,4
86,0
136,0
20,28
20,20
96,4
75,0
114,0
14,43
14,97

R
(B))
222,0
130,0
330,0
76,94
34,66
248,0
220,0
280,0
23,87
9,63
345,0
300,0
385,0
30,41
8,82
312,0
210,0
370,0
66,48
21,31

Ekstenzograf

Ex
(mm)
148,8
131,0
172,0
15,64
10,51
167,8
150,0
179,0
12,97

7,73
149,0
129,0
175,0
16,90
11,34
158,6
148,0
178,0
12,14

7,65

R/Ex

1,5
0,8
2,4
0,64
41,52
1,5
1,3
1,8
0,24
16,21
2,3
2,0
3,0
0,41
17,55
2,0
1,2
2,5
0,54
26,99

Amilograf

PV
(A))
987,0
690,0
1585,0
375,06
38,00
826,0
370,0
1570,0
495,61
60,00
902,0
470,0
1500,0
418,41
46,39
1034,0
560,0
1700,0
499,53
48,31

Alveograf
Ie L
(mmH20) (mm)
67,6 82,8 20,2
39,0 73,0 19,0
86,0 97,0 21,9
21,66 12,13 1,47
32,05 14,65 7,28
75,0 105,4 22,8
52,0 85,0 20,5
96,0 131,0 25,5
19,90 17,64 191
26,53 16,74 8,40
79,8 92,0 21,3
59,0 72,0 189
109,0 113,0 23,7
20,02 16,69 1,96
25,08 18,14 9,18
77,0 102,6 22,5
48,0 81,0 20,0
101,0 120,0 24,4
25,21 16,36 1,85
32,74 15,95 8,22

w
(x104])
176,4
86,0
264,0
73,02
41,40
220,0
166,0
254,0
34,08
15,49
228,8
157,0
274,0
44,17
19,31
227,8
168,0
291,0
54,39
23,88

P/L

0,8
0,5
1,2
0,24
30,13
0,7
0,4
1,1
0,29
39,52
0,9
0,6
1,5
0,36
39,40
0,8
0,4
1,2
0,36
45,91
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Tabela 5.1P. (nastavak)

Lokalitet

NS

KI

SuU

Mean
Min
Max
SD
cv
Mean
Min
Max
SD
cv
Mean
Min
Max
SD
cv

WA
(%)
58,6
53,1
62,0
3,87
6,61
60,1
54,4
64,3
3,91
6,51
57,0
53,2
60,3
3,54
6,21

Farinograf
DDT  Stab SD
(min) (min)
3,8 5,6 38,8
1,5 0,0 10,0
6,5 16,5 85,0
2,40 7,43 32,50
63,94 132,12 83,87
6,1 10,6 55,0
2,5 4,0 45,0
10,0 17,0 75,0
3,31 516 11,73
54,19 48,72 21,32
3,8 7,5 72,0
1,5 2,0 40,0
9,5 18,0 95,0
3,27 6,12 21,97
86,08 81,65 30,51

QN

138,8
25,0
375,0
161,63
116,49
108,0
55,0
155,0
43,10
39,91
86,0
30,0
175,0
54,24
63,08

(cm?)
114,5
104,0
120,0
7,33
6,40
103,6
89,0
130,0
16,35
15,78
42,4
15,0
79,0
23,63
55,73

Ekstenzograf

R
(B))
412,5
370,0
460,0
40,31
9,77
295,0
230,0
350,0
55,68
18,87
147,0
65,0
240,0
66,86
45,48

Ex
(mm)
147,5
139,0
161,0

9,47
6,42
168,0
142,0
185,0
19,04
11,33
159,0
154,0
165,0
4,30
2,71

R/Ex

2,8
2,3
3,3
0,42
15,03
1,8
1,3
2,3
0,50
27,90
0,9
0,4
1,5
0,44
47,40

Amilograf

PV
(A])
841,3
345,0
1280,0
426,70
50,72
808,0
280,0
1460,0
477,78
59,13
1044,0
700,0
1480,0
346,31
33,17

Alveograf
Ie L G
(mmH20) (mm)

92,3 84,0 20,3
55,0 650 179
112,0 109,0 23,2
26,65 18,46 2,20
28,89 21,97 10,84
75,8 114,6 23,7
48,0 88,0 209
102,0 141,0 26,4
21,58 22,27 2,31
28,47 19,43 9,73
60,2 87,0 20,7
39,0 70,0 18,6
83,0 100,0 22,3
19,33 12,33 1,50
32,11 14,17 7,22

A%
(x10-4
242,3
191,0
272,0
35,78
14,77
238,6
178,0
271,0
38,97
16,33
143,4

95,0
181,0
38,60
26,92

Jelena Tomi¢

P/L

1,2
0,5
1,7
0,52
44,35
0,7
0,3
1,2
0,33
45,94
0,7
0,4
1,2
0,33
45,57
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Tabela 5.2P. Minimalne. maksimalne i prosec¢ne vrednosti Miksolabskih pokazatelja kvaliteta pSeni¢nog brasna iz 2011. proizvodne godine (izraZene
po lokalitetima)

Lokalitet WAMix DevMix StabMix ElastMix C2 C3 C4 C5 (C3-C4 C5-C4 a B Y
(%) (min) (min) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm/min) (Nm/min) (Nm/min)
Mean 54,74 3,02 7,48 0,09 045 209 191 281 018 0,90 -0,06 0,50 -0,04
Min 49,59 0,92 4,58 0,06 042 1,73 154 214 0,07 0,60 -0,09 0,47 -0,10
SO Max 59,60 6,03 9,67 0,10 048 236 229 343 0,27 1,35 -0,05 0,60 0,00
SD 4,57 2,57 2,60 0,02 0,03 027 029 056 007 031 0,02 0,05 0,04
cv 8,34 85,20 34,70 19,46 6,14 12,82 15,01 20,00 41,68 34,40 -27,20 10,84 -96,71
Mean 56,03 4,55 9,87 0,07 049 206 1,78 2,58 0,28 0,80 -0,07 0,48 -0,06
Min 50,29 1,25 7,93 0,05 043 180 1,39 200 0,07 0,53 -0,10 0,32 -0,16
VR Max 60,00 6,77 11,58 0,09 053 243 236 330 046 1,37 -0,03 0,64 -0,01
SD 4,52 2,66 1,53 0,02 0,04 025 1039 064 016 0,35 0,03 0,11 0,06
cv 8,07 58,54 15,46 24,85 9,04 12,03 22,09 24,77 56,24 43,46 -43,20 23,74 -89,09
Mean 55,66 4,57 9,41 0,09 052 207 181 270 0,26 0,88 -0,07 0,50 -0,04
Min 50,23 1,20 9,07 0,07 047 184 155 223 017 0,60 -0,11 0,47 -0,07
SM Max 59,29 8,22 9,92 0,10 056 240 2,23 333 040 1,29 0,00 0,57 -0,01
SD 3,88 3,04 0,32 0,01 0,04 0,22 027 052 009 030 0,04 0,04 0,02
cv 6,97 66,54 3,44 14,82 7,89 10,81 14,68 19,45 3554 33,54 -55,71 7,34 -65,87
Mean 54,23 5,09 9,27 0,08 052 212 185 286 0,27 1,01 -0,07 0,48 -0,04
Min 48,50 0,88 3,58 0,05 047 183 155 211 0,00 0,556 -0,10 0,41 -0,12
BT Max 57,96 8,62 11,57 0,10 055 237 237 346 050 1,48 -0,04 0,53 0,00
SD 4,51 3,32 3,26 0,02 0,03 021 1034 059 018 0,39 0,02 0,05 0,05
cv 8,32 65,16 35,13 26,44 6,22 10,08 18,27 20,62 67,55 38,60 -28,14 10,26 -129,04
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Tabela 5.2P. (nastavak)

Lokalitet

Mean
Min

NS Max
SD
(%

Mean
Min

KI Max
SD
(%

Mean
Min

SuU Max
SD
cv

WAMix

(%)
55,35
50,00
58,53

3,35

6,04
56,09
51,97
58,89

3,24

5,77
54,40
49,80
58,50

4,16

7,65

DevMix StabMix ElastMix

(min)
6,15
1,13
8,85
3,26

53,06
4,77
1,22
7,52
2,67

55,85
3,84
1,08
6,40
2,53

65,77

(min)
8,86
4,65
11,47
2,56

28,85
8,27
3,73
11,63
3,07

37,13
9,07
7,97
10,13
0,78
8,56

(Nm)
0,08
0,07
0,08
0,00
6,04
0,08
0,07
0,10
0,01
13,57
0,08
0,06
0,09
0,01
15,90

C2
(Nm)
0,51
0,48
0,56
0,03
6,10
0,49
0,42
0,56
0,05
11,08
0,45
0,42
0,47
0,02
4,44

C3
(Nm)
2,15
1,88
2,49
0,22
10,35
1,98
1,76
2,18
0,17
8,40
2,09
1,72
2,38
0,28
13,60

C4
(Nm)
1,89
1,64
2,32
0,26
13,83
1,69
1,39
1,85
0,21
12,48
1,92
1,50
2,36
0,32
16,63

C5
(Nm)
2,76
2,34
3,54
0,47
17,10
2,48
2,04
3,04
0,41
16,39
2,87
2,09
3,46
0,56
19,55

C3-C4
(Nm)
0,25
0,17
0,45
0,11
45,16
0,29
0,17
0,49
0,12
42,80
0,17
0,01
0,31
0,11
66,89

C5-C4
(Nm)
0,86
0,70
1,22
0,21
24,84
0,80
0,59
1,19
0,24
29,72
0,95
0,59
1,39
0,29
31,02

Jelena Tomi¢

o B Y
(Nm/min) (Nm/min) (Nm/min)
-0,07 0,53 -0,04
-0,11 0,49 -0,08
-0,04 0,61 -0,03
0,03 0,05 0,02
-37,28 10,08 -54,76
-0,06 0,52 -0,04
-0,10 0,39 -0,07
0,02 0,65 -0,02
0,04 0,10 0,02
-79,48 19,54 -45,48
-0,05 0,39 -0,08
-0,08 0,14 -0,21
-0,03 0,46 -0,02
0,03 0,14 0,08
-48,03 36,34 -104,19
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Tabela 5.3P. Minimalne. maksimalne i prosetne vrednosti reoloskih. pecivnih i teksturnih

pokazatelja tehnoloSkog kvaliteta pSeni¢nog brasna iz 2011. proizvodne godine (izraZene po
lokalitetima)

Lokalitet

SO

VR

SM

BT

NS

KI

SuU

Mean
Min
Max

SD
cv

Mean
Min
Max

SD
cv

Mean
Min
Max

SD
cv

Mean
Min
Max

SD
cv

Mean
Min
Max

SD
cv

Mean
Min
Max

SD
cv

Mean
Min
Max

SD
cv

GIS
88,2
82,0
95,0
6,38
7,23
92,7
81,0
98,6
7,28
7,85
92,9
81,0
98,4
6,97
7,50
94,3
85,0
98,2
5,32
5,64
88,3
79,0
98,0

10,14
11,50
85,0
74,0
92,0
7,68
9,04
89,4
87,0
92,0
2,41
2,69

GIM
57,3
22,8
81,4
21,99
38,41
75,7
59,3
85,5
12,05
15,92
82,7
70,2
91,3
8,87
10,72
77,5
60,1
88,7
11,02
14,22
79,6
67,7
91,6
13,75
17,28
75,4
58,2
82,3
9,97
13,22
31,2
0,0
559
20,08
64,44

Vsp
3,5
3,0
4,2
0,51
14,48
3,8
3,2
4,3
0,44
11,43
4,0
3,3
4,4
0,55
13,75
4,1
3,6
4,6
0,37
9,13
39
3,0
4,3
0,61
15,75
4,2
3,7
4,8
0,46
11,03
3,8
3,1
4,7
0,62
16,24

Hard
6715,8
2937,3

12145,2
4234,50

63,05
5045,4
27749
7874,9

2450,16

48,56
5516,4
2629,5

11683,7
3861,78

70,00
4352,6
2086,2
8771,7

2662,22

61,16
4408,9
2182,6

10090,3
3811,51
86,45
3799,1
2231,9
6266,8
1769,63
46,58
4124,2
1566,8
8229,4
2981,83
72,30

Spring Cohes

1,0
1,0
1,0
0,02
1,55
1,0
1,0
1,0
0,01
1,36
1,0
1,0
1,0
0,02
2,04
1,0
1,0
1,0
0,02
1,98
1,0
1,0
1,0
0,03
2,95
1,0
1,0
1,0
0,03
2,76
1,0
0,9
1,0
0,02
1,86

0,6
0,5
0,7
0,08
12,91
0,7
0,6
0,8
0,06
8,62
0,7
0,6
0,8
0,07
9,92
0,7
0,6
0,8
0,08
11,54
0,7
0,6
0,8
0,09
12,61
0,7
0,6
0,8
0,07
10,32
0,7
0,5
0,8
0,10
15,27

Chew
3846,6
2059,1
6188,0

1862,47

48,42
3381,5
2182,4
4921,2

1328,37

39,28
3592,8
1970,1
6612,6

2032,26

56,57
2768,3
1597,7
4846,9

1288,46

46,54
2942,4
1706,8
6157,0

2151,82

73,13
2717,1
1608,8
3856,2
998,74

36,76
2415,7
1184,5
42299

1357,78

56,21

Resil
0,3
0,3
0,3

0,03

8,44
0,3
0,3
0,4

0,04

12,18
0,3
0,3
0,4

0,03

10,23
0,3
0,3
0,4

0,05

14,34
0,3
0,3
0,4

0,04

11,87
0,3
0,3
0,4

0,04

11,87
0,3
0,3
0,3

0,05

15,21
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Tabela 5.4P. Minimalne, maksimalne i prose¢ne vrednosti pokazatelja tehnoloSkog kvaliteta pSeni¢nog brasna iz 2012. proizvodne godine (izraZene
po lokalitetima)

Farinograf Ekstenzograf Amilograf Alveograf
WA DDT  Stab SD QN E R Ex R/Ex PV P L G \'\ P/L
Lokalitet (%) (min) (min) (cm2)  (B]) (mm) (AN (mmH;0) (mm) (x104])
Mean 62,4 6,7 10,6 44,2 1350 67,2 2542 1500 1,7 1586,7 84,7 99,0 22,0 2245 1,0
Min 57,0 4,0 4,5 5,0 750 250 120,0 1260 0,8 1150,0 48,0 66,0 18,1 134,0 0,3

SO Max 656 11,0 21,0 70,0 280,0 122,0 400,0 168,00 3,0 1920,0 114,0 148,0 27,1 367,0 1,7
SD 376 2,68 6,04 2223 7681 37,72 122,49 1581 0,89 282,89 29,77 31,01 341 82,70 0,54

cv 6,02 40,16 57,12 50,33 5690 56,16 48,19 10,54 51,92 17,83 35,16 31,32 15,52 36,84 55,09
Mean 61,7 4,6 6,3 62,5 104,2 75,7 300,0 1398 22 1263,3 85,7 79,7 19,8 216,3 1,1
Min 541 15 1,5 25,0 40,0 540 240,0 1210 1,7 660,0 64,0 71,0 18,8 164,0 0,7

VR Max 663 11,0 14,0 80,0 2650 1060 350,0 151,0 2,6 1710,0 104,0 98,0 22,0 280,0 1,5
SD 4,37 3,53 425 20,19 81,45 19,17 4561 10,01 0,35 394,95 18,48 10,19 1,21 4575 0,33

cv 7,09 7696 67,11 32,30 78,19 2533 1520 7,16 16,23 31,26 21,57 12,79 6,12 21,15 30,15
Mean 64,0 4,8 7,7 72,5 91,7 850 3192 1487 2,2 1343,3 97,5 71,7 18,6 217,2 1,6
Min 55,6 15 3,0 50,0 250 650 2300 1170 1,3 490,0 49,0 47,0 15,3 156,0 0,5

SM Max 71,1 95 14,0 950 1750 126,0 420,0 1740 3,3 2000,0 147,0 102,0 22,5 259,0 31
SD 554 264 384 1696 4885 21,65 73,78 1835 0,71 545,84 37,06 24,68 3,18 43,82 0,99

cv 8,65 54,61 50,12 23,39 53,29 2547 23,12 12,34 32,14 40,63 38,01 3444 17,08 20,18 61,28
Mean 60,3 2,8 4,6 72,5 60,0 678 3558 1232 29 1238,3 92,8 51,5 157 164,2 2,1
Min 57,1 15 1,0 45,0 25,0 550 290,0 116,0 23 590,0 66,0 330 128 145,0 0,8

BT Max 63,7 7,0 11,0 950 1350 980 5300 1330 4,6 1610,0 113,0 88,0 209 192,0 3,4
SD 2,70 2,18 3,58 23,40 4382 17,06 8845 6,18 0,83 369,89 16,53 21,71 3,20 17,97 0,98
cv 4,47 77,06 78,19 32,27 73,03 2515 2486 502 2844 29,87 17,81 42,16 20,36 10,95 46,08
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Tabela 5.4P. (nastavak)

Lokalitet

NS

KI

Su

Mean
Min
Max
SD
cv
Mean
Min
Max
SD
cv
Mean
Min
Max
SD
cv

WA
(%)
64,0
57,5
69,1
4,32
6,74
62,3
57,6
64,4
2,89
4,64
64,1
62,6
65,8
1,43
2,23

Farinograf
DDT  Stab SD
(min) (min)
2,8 7,6 63,3
1,5 1,5 30,0
4,5 13,0 85,0
1,13 4,18 22,06
41,06 55,07 34,83
4,9 8,2 47,0
2,0 2,5 25,0
7,0 19,5 70,0
1,88 6,65 21,68
38,45 81,08 46,13
6,2 8,5 64,0
4,5 4,5 55,0
9,0 13,5 70,0
1,82 3,62 5,48
29,41 42,62 8,56

QN

71,7
30,0
115,0
33,86
47,25
116,0
60,0
225,0
63,58
54,81
111,0
80,0
150,0
26,55
23,92

E
(cm?)
77,3
56,0
114,0
19,63
25,39
109,8
83,0
144,0
23,93
21,80
51,2
32,0
73,0
19,33
37,76

Ekstenzograf
R Ex
(B])  (mm)
343,3 133,2
230,0 125,0
550,0 140,0
107,64 6,62
31,35 4,97
421,0 1420
365,0 124,0
460,0 159,0
41,29 12,57
9,81 8,85
232,0 140,6
150,0 132,0
340,0 151,0
87,58 8,62
37,75 6,13

R/Ex

2,6
1,7
4,1
0,82
31,88
3,0
2,3
3,6
0,48
15,89
1,7
1,0
2,6
0,72
43,00

Amilograf

PV
(A])
1196,7
500,0
1630,0
428,14
35,78
1544,0
1180,0
1810,0
232,55
15,06
1094,0
770,0
1560,0
353,60
32,32

Alveograf
P L G
(mmH;0) (mm)
104,7 63,7 17,5
63,0 41,0 14,3
138,0 114,0 23,8
28,25 27,51 3,58
26,99 43,21 20,47
98,2 80,8 19,8
62,0 53,0 16,2
137,0 1150 23,9
28,44 24,17 3,00
28,96 29,91 15,12
87,6 88,6 209
71,0 68,0 184
111,0 116,0 24,0
16,80 20,63 2,43
19,18 23,29 11,67

Jelena Tomi¢

W
(x10-4])
211,7
174,0
246,0
25,68
12,13
244,6
196,0
301,0
37,55
15,35
2154
166,0
278,0
44,22
20,53

P/L

2,0
0,6
3,4
1,02
51,32
1,4
0,5
2,6
0,80
57,40
1,1
0,6
1,6
0,42
39,86
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Tabela 5.5P. Minimalne, maksimalne i prose¢ne vrednosti Miksolabskih pokazatelja kvaliteta pSeni¢nog brasna iz 2012. proizvodne godine (izrazene

po lokalitetima)
Lokalitet WAMix DevMix StabMix ElastMix C2 C3 C4 C5 (C3-C4 C5-C4 a B Y
(%) (min) (min) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm) (Nm/min) (Nm/min) (Nm/min)
Mean 59,21 5,75 8,30 0,07 049 181 1,65 270 0,16 1,04 -0,07 0,36 -0,03
Min 53,00 4,13 6,38 0,05 047 163 152 226 005 0,74 -0,08 0,23 -0,14
SO Max 63,85 8,38 10,15 0,09 052 213 182 3,06 032 1,29 -0,06 0,44 0,00
SD 4,47 1,57 1,27 0,01 0,0z 018 013 031 0,12 0,23 0,01 0,08 0,05
cv 7,55 27,38 15,33 19,16 399 968 7,78 11,45 77,70 21,96 -10,65 22,22 -154,44
Mean 58,23 3,68 7,20 0,08 047 188 164 258 024 094 -0,06 0,45 -0,04
Min 52,50 1,42 2,18 0,06 044 158 131 1,86 0,08 0,556 -0,09 0,43 -0,09
VR Max 63,20 5,95 9,10 0,11 051 221 189 3,01 038 1,20 -0,04 0,51 -0,02
SD 3,89 1,88 2,58 0,02 0,02 020 022 039 011 0,24 0,02 0,03 0,03
cv 6,68 50,97 35,88 23,93 4,76 10,84 13,47 15,02 46,61 25,65 -26,30 6,92 -71,70
Mean 59,38 4,42 8,95 0,08 048 182 157 242 026 0,86 -0,06 0,43 -0,03
Min 50,40 1,43 8,04 0,07 043 154 1,29 192 0,17 0,64 -0,08 0,36 -0,07
SM Max 65,15 7,38 10,09 0,10 051 216 183 288 033 1,31 -0,04 0,52 0,00
SD 5,86 2,15 0,76 0,01 0,03 0,21 1018 035 007 0,25 0,01 0,05 0,02
cv 9,88 48,56 8,49 18,59 6,07 11,34 11,40 14,46 25,78 29,50 -24,89 11,97 -76,79
Mean 56,10 1,57 6,33 0,09 048 194 1,67 281 027 1,14 -0,08 0,44 -0,07
Min 53,00 1,08 2,27 0,08 045 1,77 148 2,29 0,09 0,68 -0,09 0,36 -0,11
BT Max 57,80 3,55 9,50 0,10 052 204 182 325 050 1,48 -0,06 0,49 -0,01
SD 1,84 0,98 3,55 0,01 0,02 009 012 032 014 0,30 0,01 0,05 0,04
cv 3,27 62,37 56,10 8,52 512 481 7,23 11,41 5296 26,26 -12,05 10,78 -64,66
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Tabela 5.5P. (nastavak)

Lokalitet

Mean
Min

NS Max
SD
cv

Mean
Min

KI Max
SD
cv

Mean
Min

SU Max
SD
cv

WAMix

(%)
58,69
51,70
62,75

4,21

7,17
57,85
55,10
60,40

1,74

3,01
60,12
57,10
63,30

2,63

4,37

DevMix StabMix ElastMix

(min)
2,85
1,23
6,15
2,09

73,59
4,47
1,25
6,35
1,77

39,70
3,87
3,33
4,85
0,51

13,25

(min)
7,94
3,04

10,48
2,62

32,97
7,82
2,48

10,54
2,79

35,65
6,81
5,60
8,48
1,24

18,23

(Nm)
0,09
0,06
0,10
0,02
19,33
0,07
0,05
0,10
0,02
21,90
0,08
0,08
0,09
0,00
5,03

C2
(Nm)
0,48
0,41
0,51
0,04
7,68
0,51
0,46
0,57
0,04
8,49
0,48
0,45
0,50
0,02
4,43

C3
(Nm)
1,89
1,61
2,18
0,19
9,97
1,89
1,82
2,02
0,07
3,66
1,73
1,57
1,85
0,12
6,89

C4 C5
(Nm)  (Nm)
1,58 2,48
1,31 1,96
1,88 2,81
0,20 0,31
12,61 12,56
1,62 2,73
1,48 2,47
1,70 2,94
0,08 0,19
505 6,89
1,50 2,37
1,29 1,99
1,64 2,63
0,14 0,27
9,35 11,58

C3-C4
(Nm)
0,31
0,24
0,42
0,06
19,46
0,27
0,18
0,34
0,06
20,77
0,23
0,07
0,50
0,15
62,28

C5-C4
(Nm)
0,91
0,65
1,17
0,22
24,40
1,11
0,77
1,34
0,20
18,23
0,87
0,46
1,34
0,31
35,91

(0

Jelena Tomi¢

(Nm/min) (Nm/min) (Nm/min)

-0,07
-0,10
-0,05
0,02
-20,82
-0,04
-0,06
0,00
0,02
-53,33
-0,06
-0,06
-0,05
0,01
-9,91

B Y
0,44 -0,06
0,39 -0,08
0,53 -0,03
0,05 0,02
10,47 -31,02
0,46 -0,04
0,43 -0,08
0,51 -0,02
0,03 0,02
6,46 -54,13
0,42 -0,03
0,35 -0,06
0,46 -0,01
0,04 0,02
9,15 -64,16
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Tabela 5.6P. Minimalne, maksimalne i prosetne vrednosti reoloskih, pecivnih i teksturnih
pokazatelja tehnoloSkog kvaliteta pSeni¢nog brasna iz 2012. proizvodne godine (izraZene po

lokalitetima)

Sorta

SO

VR

SM

BT

NS

KI

Mean
Min
Max

SD
cv

Mean
Min
Max

SD
cv

Mean
Min
Max

SD
cv

Mean
Min
Max

SD
cv

Mean
Min
Max

SD
cv

Mean
Min
Max

SD
cv

GIS
84,8
72,0
96,0
9,56

11,27
91,0
80,0
98,0
7,04
7,74
92,3
88,0
99,0
501
5,42
97,2
92,0

100,0
2,99
3,08
93,3
83,0

100,0
6,19
6,63
86,0
65,0
99,0

13,23

15,39

GIM
53,7
24,0
76,0
22,36
41,66
75,3
49,0
93,0
16,42
21,79
77,0
65,0
95,0
10,02
13,01
81,7
71,0
100,0
11,81
14,46
80,8
67,0
97,0
11,55
14,29
71,5
57,0
87,0
12,50
17,48

Vsp
4,4
3,8
4,7
0,35
7,96
3,8
3,2
4,1
0,41
10,71
3,7
2,8
4,0
0,46
12,28
3,6
3,3
3,8
0,18
5,05
3,7
3,4
4,1
0,29
8,01
39
3,6
4,4
0,27
6,95

Hard
21221
1319,3
3738,2
836,43

39,42
3188,2
1471,1
6039,3

1805,07

56,62
3870,8
1947,4
8974,8

2706,69

69,93
4509,1
3353,0
6298,7

1113,16

24,69
3921,6
2387,1
6996,8

1705,76

43,50
3243,6
1640,5

4809,5
1356,39
41,82

Spring Cohes

1,0
1,0
1,0
0,02
1,60
1,0
1,0
1,0
0,01
0,88
1,0
1,0
1,0
0,03
2,95
1,0
1,0
1,0
0,01
1,42
1,0
1,0
1,0
0,01
1,03
1,0
1,0
1,0
0,02
1,71

0,8
0,7
0,8
0,06
7,48
0,7
0,6
0,9
0,08
11,11
0,7
0,6
0,8
0,09
12,25
0,7
0,6
0,7
0,03
4,56
0,7
0,7
0,8
0,05
6,41
0,7
0,7
0,8
0,05
6,08

Chew
1599,5
1015,9
2560,3
518,16

32,39
2234,7
1240,7
3656,0

1038,80

46,48
2612,4
1654,2
5569,8

1513,95

57,95
2957,6
2166,4
4208,9
776,87

26,27
2822,1
1875,4
4717,8

1049,98

37,21
2336,6
1265,6

3533,4
863,68
36,96

Resil
0,4
0,3
0,4

0,02

6,60
0,3
0,3
0,4

0,03

9,49
0,3
0,3
0,4

0,04

12,91
0,3
0,3
0,3

0,02

6,49
0,4
0,4
0,4

0,02

4,84
0,4
0,3
0,4

0,02

5,75
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Tabela 5.7P. Vrednosti koeficijenata korelacije izmedu pokazatelja kvaliteta uzoraka psSeni¢nog

brasna iz 2011. proizvodne godine

Pokazatelji kvaliteta

WA

DDT

W

PV

WA
DDT

w

P
WAMix
DevMix
StabMix
ElastMix
C3

C4

C5
C5-C4
WA

0,67
0,86
0,96
0,72

-0,58

0,69

0,56
0,60

0,80
0,79
0,76
0,50

0,89
0,76

-0,62

0,82
0,72
0,90
0,87

disertacija

Tabela 5.8P. Vrednosti koeficijenata korelacije izmedu pokazatelja kvaliteta uzoraka pSeni¢nog

brasna iz 2012. proizvodne godine

Pokazatelji kvaliteta

WA

DDT

W

PV

WA
DDT

W

P
WAMix
DevMix
C3

C4

C5

0,77
0,92
0,95

0,66

0,57
0,71

0,75
0,84
0,62

0,85

0,51
0,68
0,62
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