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1. UvVOD

Slad je zitarica proklijala u kontroliranim uvjetima. Za dobivanje vecine slada od
Zitarica koristi se jeCam, ali takoder se mogu koristiti pSenica, raz ili zob. Bit proizvodnje
slada je razgradnja Skroba koji se nalazi u zrnima zitarica pomocu enzima amilaza.

Je¢meni slad osnovna je sirovina za proizvodnju piva.

Amilaze su enzimi koji kataliziraju hidrolizu $kroba pri ¢emu nastaju jednostavniji
Seceri, glukoza, maltoza, maltotrioza i visi dekstrini. Prema produktima dijele se u
nekoliko podvrsta od kojih je u sladu najzastupljenija alfa amilaza. Svoju primjenu nalaze
u industrijskoj hidrolizi Skroba u Secere, u prehrambenoj industriji, industriji detergenata,

pekarstvu, proizvodnji piva, sokova i drugih napitaka.

Supstrat za alfa amilazu u sladu je §krob. Skrob je jedan od glavnih rezervi energije
kod biljaka. Po kemijskom sastavu on je smjesa dvaju polimera D-glukoze, amiloze i
amilopektina. Najpoznatija reakcija za dokazivanje Skroba je pomocu otopine trijodida ili
Lugolove otopine. Ako je u uzorku prisutan krob stvori se tamno plavo ili smede obojenje

zbog nastalog kompleksa.

Cilj je ovoga rada razviti i optimizirati novu, brzu i jeftinu metodu za odredivanje

aktivnosti amilaze u industrijskim uzorcima slada upotrebom potenciometrijskog senzora.

Istrazivanje se temelji na Cinjenici da alfa amilaza iz slada katalizira razgradnju
Skroba. Nehidrolizirani Skrob slobodno stvara kompleks s trijodidnim ionom, pri ¢emu se
smanjuje pocetna koncentracija trijodida. Hipoteza rada je da se promjenom koncentracije
trijodida mijenja elektrodni potencijal platinske elektrode, a navedena promjena u

korelaciji je s koncentracijom alfa amilaze, a samim time i njenom aktivnoscu.


http://hr.wikipedia.org/wiki/Je%C4%8Dam
http://hr.wikipedia.org/wiki/P%C5%A1enica
http://hr.wikipedia.org/wiki/Ra%C5%BE
http://hr.wikipedia.org/wiki/Zob
http://hr.wikipedia.org/wiki/Enzim

2. LITERATURNI PREGLED

2.1 SLAD

Slad je najbitniji sastojak piva. On odreduje njegov okus, boju, gustocu i jacinu.
Proces pretvorbe jeCma u slad najbitniji je za dobivanje piva. Slad sadrzi veliku koli¢inu
amilaza koje sudjeluju pri hidrolizi $kroba u nize Secere tijekom proizvodnje piva. Slad se
moze napraviti i od drugih zitarica osim je¢ma, na primjer od zobi, psenice ili razi. JeCam

stvara najvise Secera pa mu je pivarska industrija sklonija.[1]

Postoji nekoliko faza u proizvodnji slada. Prvo se zrnje potapa u vodu pri
temperaturi od 10 do 18°C kako bi doslo do klijanja. Zatim se susi i przi na 3 do 5 % vlage
da bi se sprijecilo daljnje klijanje. U ovisnosti o duljini prZzenja dobit ¢e se slad koji ¢e dati

svijetla ili crna piva (SI.1.). [2]

Slika 1. Utjecaj duljine przenja na boju slada i konacnog produkta [3]

Sladove mozemo podijeliti u dvije skupine: osnovni slad (sadrzi dovoljno enzima
za konverziju skroba) i specijalni slad (sadrzi manju koli¢ina enzima i koristi se kako bi

pivu dao poseban okus i boju).[4]



2.1.1. SLAD U PROIZVODNJI PIVA

Ukomljavanje je postupak mijeSanja mljevenog slada s toplom vodom u cilju
prevodenja njegovih netopljivih sastojaka u topljiv oblik enzimskom hidrolizom pomocéu
enzima sintetiziranih tijekom klijanja je¢ma (sladenja). Tijekom hidrolize za svaki enzim
treba osigurati vrijednosti pH i temperature za njihovo optimalno djelovanje. S obzirom na
kemijski sastav slada najvaznije reakcije su enzimska razgradnja Skroba, B-glukana i

proteina.[5]
Proces se odvija u tri faze koje se medusobno preklapaju:

e klajsterizacija - prevodenje skroba u ljepljivu viskoznu smjesu
o likvefakcija - otapanje dobivene smjese u vodi

e Secerenje - razgradnja otopljene smjese do gradevnih Secernih jedinica.

Kada je Skrobna sirovina (slad) suspendirana u vodi, Skrobne molekule vezu vodu.
Skrobna zrnca tada bubre i njihova ovojnica puca, pa $krob prelazi u ljepljivu viskoznu
smjesu na koju mogu djelovati enzimi. Kako je ovojnica oko Skrobnih zrnaca u sladnom
zrnu razgradena djelovanjem citolitickih i proteolitickih enzima, proces Klajsterizacije vrlo

je brz. [5]

Nakon toga zapocinje otapanje Skroba kao posljedica hidrolize pomoc¢u amilaza

koje razgraduju lance amiloze i amilopektina.

Tijek hidrolize Skroba obi¢no se nadzire pomocu jodne probe. Mala koli¢ina uzorka
nanese se na keramicku plocicu i prelije s nekoliko kapi 0,2 M otopine joda i kalijevog
jodida u alkoholu. Skrob s jodom daje plavo obojenje, makromolekulski dekstrini
ljubicasto, a niskomolekulski crveno. Jednostavni Seceri (glukoza, maltoza 1 maltotrioza)
sa Skrobom tvore zutosmede obojenje, tj. boja otopina joda ostaje nepromijenjena. [6]

Takva se boja naziva jod-normalna boja (SI.2.).



Slika 2. Tijek hidrolize pracen jodnom probom,; A-pocetak hidrolize, visoka koncentracija
Skroba; B i C-uzorci nakon nekog vremena pokazuju sve manju koncentracij skroba, D-

kraj hidrolize, jod-normalna boja [7]
Koliko ¢e pojedinih Secera nastati hidrolizom $kroba ovisi 0:

e temperaturi
e vremenu zadrzavanja pri odabranoj temperaturi
e pH vrijednosti

e udjelu suhe tvari u vodenoj suspenziji, odnosno otopini.

Razli¢ite temperature rezultiraju sladovinom vece ili manje fermentabilnosti, tj.
udjelom Secera koje ¢e kvasci fermentirati u ugljikov dioksid i alkohol. Nize temperature
unutar raspona djelovanja amilaza stvaraju viSe fermentabilnih Secera, dok vise

temperature stvaraju vise nefermentabilnih Secera.

O pH vrijednosti ovisi snaga djelovanja pojedinih enzima. Ukoliko ta vrijednost
nije unutar optimalnog raspona za pojedini enzim, on nece imati uvjete za djelovanje. pH

vrijednost slada dovoljno je niska da spusti pH vode pri ukomljavanju.

Duljim vremenom ukomljavanja enzimi imaju vise vremena za djelovanje tako da
je ona potpunija. Kod dobro obradenih sladova veéi se dio pretvorbe dogodi ve¢ u prvih 30
minuta (ukoliko su drugi ¢imbenici povoljni, npr. temperatura, pH), tako da je za priblizno
potpunu konverziju potrebno svega 60 minuta. Produljivanjem vremena ukomljavanja

konverzija se dalje neproporcionalno povecava.[8]



2.1.2. JECMENI SLAD

JeCam (Hordeum vulgare) je zitarica izgledom sli¢na zitu, jednogodiSnja biljka iz
porodice trava (Graminae/Poaceae) (SI.3.). Najvise se uzgaja u SAD-u i Europi. Jecam se
smatra jednom od najstarijih zitarica u Europi. Sumerani su uz uobicajenu primjenu u
kuhinji jeCam koristili kao mjeru i novac, a Vedski tekstovi spominju jeCam i rizu kao dva
besmrtna nebeska sina. U Babilonu se od njega pravila kasa i pivo, a u Starom vijeku je

przeni jeGam bio vazna Zivezna namirnica.[9]

Slika 3. Jecam (Hordeum vulgare)[10]

Postoji vise vrsta jecma koji se koriste za proizvodnju razliitih vrsta piva; svaka
vrsta daje jedinstven, karakteristican okus 1 boju za odredeno pivo. Je¢meni slad je zrnje
slada kojemu je potaknuto klijanje do odredenog stupnja, a zatim osuseno. U industriji se
to postiZe na nacin da se poveca udio vode u zrnju na 40-45% namakanjem zrnja u vodi i
do 40 sati. Zrnje se tada procijedi i drzi na konstantnoj temperaturi (najcesce oko 15°C) 5
dana dok ne krene klijati. Zatim se dobiveni slad susi u pe¢ima na temperaturi koja se
postepeno dize do 50°C za svjetlije i do 105°C za tamnije sladove. Susenje u pecima traje

oko 30 sati. Kasnije se odstranjuju proklijali korjen¢ici i zrno se drobi. [11]



2.2. AMILAZE

Amilaze su skupina enzima koji hidroliti¢ki razgraduju molekule $kroba. Produkti
koji pri tom nastaju nizi su polimeri sastavljeni od glukoznih jedinica.[12] Danas su ti
enzimi od velike vaznosti u biotehnologiji, a primjena im seze od prehrambene, tekstilne,
papirne, pa sve do industrije detergenata, sokova i alkoholnih pi¢a.[13] Amilaze se mogu
izolirati iz razliCitih izvora (biljke, Zivotinje i mikroorganizmi), ali enzimi izolirani iz
mikroorganizama najvise zadovoljavaju zahtjevima industrijske primjene. Danas je na
trziStu prisutan velik broj amilaza iz mikroorganizama i gotovo su u cijelosti zamijenile

kemijsku hidrolizu Skroba u industriji prerade Skroba.

Povijest amilaza zapocinje 1811. godine kada je Kirchhoff otkrio prvi enzim koji
razgraduje $krob, proucavanjem probavnih enzima i amilaze u sladu. Kasnije Ohlsson
predlaze klasifikaciju enzima koji hidroliziraju slad na a— i P—amilaze, ovisno o
anomernom tipu Secera koji je nastao hidrolizom. Povijest odredivanja aktivnosti a-
amilaze i problemi oko njezinog odredivanja datiraju od 1831. kada je Leuchs zapoceo
proucavati hidrolizu Skroba pomocu sline. Moderna povijest tog enzima zapocela je 1833.
kada su francuski kemicari Anselme Payen i Jean-Francois Persoz uspjeli izolirati amilazu

iz slada, te su je nazvali dijastaza.[12]

Do danas je najvise istraZzena aktivnost o —amilaza, p —amilaza i y—amilaza, dok je
znatno manje podataka dostupno o drugim enzimima iz ove grupe, npr. glikozidazama,
pululanazama i izoamilazama. Podjela amilolitickih enzima u nekoliko podrazreda
ucéinjena je prema njihovu djelovanju na pojedine komponente Skroba, uvjetima aktivnosti

te prema konfiguraciji anomernog ugljikovog atoma u produktu.[12]



2.2.1. a-AMILAZE

Sve a—amilaze kalcijevi su metaloenzimi. U svojoj molekuli sadrze jedan do deset
atoma kalcija koji su ¢vrsto vezani na molekulu (S1.4.). Za enzimsku aktivnost i stabilnost

konformacije, potreban je najmanje jedan kalcijev atom po molekuli. [12]

Slika 4. Shematski prikaz strukture a—amilaze iz sline s kalcijevim ionom u aktivnom

centru (zelena kuglica predstavlja kalcij)[14]

o—Amilaza vr$i konverziju Skroba do reducirajuih Sefera. Nasumicnim
djelovanjem uzduz $krobnog lanca katalizira hidrolizu unutra$njih a—(1, 4) glikozidnih
veza (SI.5.).[11] Djelovanje a—amilaze na amiloznu frakciju skroba odvija se u dvije faze.
Najprije se odvija brza razgradnja amiloze do maltoze, maltotrioze i ostataka duzih
oligosaharida. Potom slijedi sporiji stupanj koji obuhvaca razgradnju oligosaharida do
glukoze i maltoze. 1z amilopektina osim maltoze i glukoze nastaju i a—ogranic¢eni dekstrini
jer enzim ne djeluje na a—(1, 6) glikozidne veze. Nasumi¢na hidroliza omogucuje

a—amilazi brzu razgradnju Skroba od f—amilaze.[15]

|— nereducirajuci kraj

- Z-amylase
- -amuiase

r nereducirajuéi kraj reducirajuci kraj —J

Slika 5. Shematski prikaz nacina razgradnje skroba pomocéu a— i f—amilaze



a—Amilaza nalazi se u Zivotinjama, biljkama, gljivama 1 bakterijama. Bioloski
uzorci kao §to su slina, serum i urin takoder ju sadrze. U ljudskoj fiziologiji, po mjestu
djelovanja spada u enzime probavnih sokova. U vec¢im koli¢inama amilaza se sintetizira u

gusteraci, a neSto manjim dijelom u zlijezdama slinovnicama.[12]

2.2.2. B-AMILAZE

Drugi oblik amilaze, f—amilazu sintetiziraju samo viSe biljke, gljive 1 bakterije
(SI.6.). Zivotinjska tkiva ne sadrze P—amilazu, iako moZe biti prisutna u
mikroorganizmima unutar njihovog probavnog trakta, gdje ju koriste za razgradnju

izvanstanicnog skroba.

Slika 6. Shematski prikaz strukture f—amilaze [16]

Djeluju¢i od nereducirajué¢eg kraja Skrobnog lanca, f—amilaza katalizira hidrolizu
svake druge a—(1, 4) glikozidne veze, odcjepljujuci dvije glukozne jedinice u isto vrijeme,
pa se kao krajnji proizvod djelovanja ovog enzima javlja f—maltoza (SI.5.). Tijekom zrenja
voc¢a P—amilaza razgraduje Skrob u maltozu zbog cega je zrelo voce slatkog okusa. U
sjemenkama je takoder prisutna, zajedno s a—amilazama i proteazama. f—Amilaza je prije
Klijanja prisutna u neaktivnom obliku. Optimalna pH vrijednost djelovanja ovisi o izvoru

enzima. Kod biljnih vrsta to je podrucje nize i iznosi pH 5—6. [12]



2.3. ODREDIVANJE AMILAZA

Za odredivanje amilazne aktivnosti do 1980. godine razvijeno je oko 200 metoda.
Ono $to ih medusobno povezuje i razlikuje principi su na kojima se zasnivaju i supstrati
koje koriste. Sve metode mogu se razvrstati na dvije kategorije: spektrofotometrijske i
elektroanaliticke metode. Uz njih Cesto se koriste i viskozimetrijska, nefelometrijska i

metoda bazirana na promjeni mase supstrata. [13]

Viskozimetrijska metoda zasniva se na mjerenju smanjenja viskoznosti otopine
Skroba uslijed hidrolize dijastazom. Nefelometrijska metoda temelji se na smanjenju
rasipanja svijetla supstrata amilopektina uslijed hidrolize. Metoda zasnovana na promjeni
mase supstrata se bazira na direktnom odredivanju ostataka Skroba kvantitativnim
taloZzenjem u etanolu, pri ¢emu talog ne sadrzi dekstrin i maltozu. Razlika u masi prije i

nakon hidrolize proporcionalna je aktivnosti a-amilaze.[11]

Za odredivanje kataliticke aktivnosti a-amilaze koriste se joS i elektroforeza,

izoelektri¢no fokusiranje, kromatografija te imunoloske metode.[13]

Razlog postojanja velikog broja metoda lezi u dvije Cinjenice. Prva je velika
vaznost i zastupljenost odredivanja a-amilaze u dijagnostici i kvaliteti hrane. Druga je
¢injenica potreba za razvojem i usavrSavanjem ve¢ postoje¢ih metoda. 1z potrebe da se
aktivnost odredi objektivno i selektivno svaka je sljedeca metoda nastojala otkloniti
nedostatke i ograni¢enja prethodne. Svrha je uvijek dobivanje $to boljih rezultata, ali i
ekonomska isplativost. Na osnovi nekoliko temeljnih principa razvijene su mnogobrojne
metode, modifikacije istih, njihove adaptacije i medusobne kombinacije, te na kraju i

njihova automatizacija i minijaturizacija.

Sve dostupne metode zasnivaju se na biokatalitickom odredivanju amilaze, a ono na
smanjenju intenziteta boje kompleksa trijodid-skrob, porastu koncentracije reducirajucih
Secera, degradaciji supstrata koji ima kovalentno vezanu boju ili u smanjenju viskoznosti

suspenzije Skroba.[13]



2.3.1. SPEKTROFOTOMETRIJSKE METODE

U spektrofotometrijskim metodama dva su najzastupljenija postupka odredivanja

amilazne aktivnosti: amiloklasi¢ni i saharogenski postupak.

Amiloklasi¢ni se postupak zasniva na smanjenju intenziteta boje kompleksa
trijodid-skrob. Skrob s trijodidom formira kompleks izrazito plave boje koja se
progresivnom hidrolizom Skroba mijenja preko crveno-smede do narancasto-zute.
Metodom se odreduje dekstriniziraju¢a aktivnost amilaze smanjenjem intenziteta plave
boje. Ovo svojstvo temelj je niza metoda koje su razvijane usavrSavanjem polaznog

postupka.[11]

S druge strane, saharogenski postupak zasniva se na porastu koli¢ine reducirajucih
Secera koji nastaju amilolitickom razgradnjom skroba. Njihova se koli¢ina moze izmjeriti
koristenjem nekog oksidansa. Glavni je nedostatak metode spori nestanak boje i razaranje
glukoze pomoéu DNSA reagensa (3,5-dinitrosalicilne kiseline). Metoda Koristi dva
svojstva dinitrosalicilne kiseline: prvo da reagira sa reduciraju¢im S$ecerima nastalim
hidrolizom $kroba pod utjecajem amilaza, te drugo da daje obojeni produkt koji apsorbira
svjetlost valnih duljina na 540 nm. Ova je metoda dozivjela razne modifikacije kojima se
nastojala poboljsati njena preciznost, pojednostaviti nacin i skratiti vrijeme izvodenja,

smanjiti koli¢inu reagensa, te otkloniti postojeca ograni¢enja.[12]

Jos§ jedna u nizu optickih metoda je razgradnja supstrata s vezanom bojom. Zasniva
se na uporabi novih supstrata kao $to su boje Remazol brilliant Blue R ili Cibacron Blue F3
G-A koje se kovalentno vezu na $krob, te nitrofenilnih derivata maltosaharida. Jednostavne
su, pouzdane i brze, ali skupocjene jer ukljucuje uporabu sinteti¢kih supstrata i specifi¢nih

enzima. Zbog toga su ograni¢ene samo na posebne testove.[17]
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2.3.2. ELEKTROANALITICKE METODE

Elektroanaliticke metode za odredivanje aktivnosti a-amilaze svode se na
odredivanje produkata nastalih razgradnjom Skroba ili njegovih derivata do manjih
polisaharida ili oligosaharida i glukoze. To su zapravo glukozni senzori koji mjere
koncentraciju nastale glukoze koja je u korelaciji s aktivno$¢u a-amilaze. Elektrokemijska
mjerenja imaju prednost pred ostalima jer su nezavisna od utjecaja zamucenosti i

obojanosti otopine.[13]

Drugu vrstu ¢ine senzori koji kao supstrat koriste derivatizirani oligosaharid koji
nakon amiloliticke hidrolize daje elektroaktivnu komponentu. Elektroda se podesi na
potencijal pri kojem derivatizirani oligosaharid nije elektroaktivan. Na taj se nafin moZze
odrediti promjena struje zbog elektrokemijske aktivnosti elektroaktivne komponente i ona
je u korelaciji s aktivno$¢u a-amilaze. Ove metode obuhvadaju niz amperometrijskih
metoda i voltametrijskih metoda. U sklopu njih razvijeni su razni biosenzori te jednokratni

biosenzori za brzo, jednostavno i osjetljivo odredivanje aktivnosti a-amilaze.[13]

2.3.3. ODREDIVANJE AMILAZA U SLADU

Za odredivanje amilaza u sladu razvijene su tijekom vremena razli¢ite metode.
Vecina njih bazira se na odredivanju o-amilaze jer je ona u sladu dominantna. Ovim
metodama zajednicko je da se temelje na mjerenju promjene boje koja nastaje interakcijom

joda i B-limitiranih dekstrina u skrobu.[11]

Udio a-amilaze u sladu dosta je visok te su zato razvijene primjenjivije metode za
njeno odredivanje, poput Skroba oznacenog s bojama i sliéne Ceralpha metode.[18] Za
istrazivanja s velikim brojem uzoraka Cesto se koristi i Phadebas [19] metoda zbog
jednostavnosti izvedbe. U proizvodnji piva najce$ée se koriste dvije standardne metode,

AOAC Official Method 955.22 i EBC Method 4.13.

AOAC (Association of Official Analytical Chemists) metoda za odredivanje a-
amilaze u sladu temelji se na usporedivanju boje smjese u epruveti nakon desetominutne
hidrolize Skroba, s bojom diska a-amilaze u komparatoru (npr. standardnom Hellige

komparatoru). Ova je metoda dugotrajna (preporuceno je da vrijeme hidrolize bude izmedu
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10 i 30 minuta, §to podrazumijeva i prethodnu optimizaciju), zahtjeva specifi¢ne reagense
(poseban skrob i Cistu B-amilazu, koja se koristi u pripremi substrata kako bi razgradila
Skrob do B-limitiranih dekstrina Sto automatski iskljucuje gresku u mjerenju jer nema

dodatne aktivnosti B-amilaze iz slada) i aparaturu.

EBC (European Brewery Convention) metoda istovjetna je s AOAC metodom, uz
koristenje drugacijih specificnih reagenasa. Obje metode imaju nekoliko nedostataka. Prvi
nedostatak je nemogucnost dovoljno dobre standardizacije preporuc¢enog Skroba. Drugi
nedostatak je predugo vrijeme djelovanja f-amilaze u pripremi supstrata, koje moze biti
izmedu 18 1 72 sata. Takoder, pH vrijednost pufera podesava se na 4,7 $to nije optimalna
vrijednost za djelovanje a-amilaze (tijekom ukomljavanja vrijednost pH krece se oko 5,5-
5,9). [11]
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24. SKROB

Skrob je ugljikohidrat opée formule (CsH10Os)n, biopolimer izgraden od velikog
broja molekula a-D-glukoze koje su medusobno povezane a-glikozidnim vezama.
Proizvode ga sve zelene biljke u kojima sluzi kao skladiste energije (glukoze), a pohranjen
je u plastidima, najceS¢e kloroplastima i amiloplastima. Kao i celuloza, produkt je
asimilacije u biljkama te se nagomilava u korijenu, gomoljima, sjemenkama i stabljici.
Asimilacijski ili primarni Skrob nastaje u fotosintetskom tkivu biljaka tijekom
osvjetljavanja. Primarni proizvod fotosinteze je glukoza, ali ona se kondenzira u netopljivi
Skrob da se ne poveca osmotski tlak u stanici. Preko noci skrob se postepeno razgraduje i
transportira u druga tkiva te se tamo izgraduju zrnca rezervnog Skroba (SI.7.). Analog

skroba u zivotinjskom svijetu je glikogen.[20]

Slika 7. Zrnca skroba unutar stanica banane, obojana jodom [21]

Skrob je koli¢inski najzastupljeniji ugljikohidrat u prehrani &ovjeka i domacih
zivotinja. NajviSe ga se moZe naci u krumpiru, pSenici, kukuruzu, rizi i nekim vrstama
zitarica. Skrob nalazi brojne primjene u prehrambenoj industriji, a koristi se i u proizvodnji

papira i ljepila, te u tekstilnoj industriji.

Cisti 8krob je bijeli ili blijedozuti prah u obliku sitnih zrnaca, bez okusa i mirisa na
brasno. Netopljiv je u hladnoj vodi, alkoholu i eteru, dok se u vruéoj vodi otapa do

odredene granice kada dolazi do nastajanja guste koloidne otopine koja hladenjem prelazi
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u ¢vrsti gel. Molekule $kroba imaju mnogo hidroksilnih skupina pa se mogu medusobno

povezivati vodikovim mostovima, pri ¢emu nastaje Skrobno zrno.[20]

Skrob je zbog svog sastava podlozan hidrolizi. Kod hidrolize $kroba kidaju se veze
izmedu pojedinih glukozidnih jedinica uz primanje vode. MoZe se provesti uz pomoc
anorganskih kiselina ili enzimima. Ako je hidroliza djelomi¢na nastati ¢e mno$tvo
produkata u obliku monosaharida, disaharida i oligosaharida kao $to su glukoza, maltoza,

maltotrioza i dekstrini. Potpunom hidrolizom $kroba dobiva se samo glukoza.[22]

Raznim istrazivanjima pokazalo se da Skrob nije jedinstvena molekula. Ovisno o
nadinu povezivanja glukoznih jedinica, Skrob se dijeli na dvije osnovne komponente,
amilozu i amilopektin. Njihov omjer ovisi o porijeklu $kroba. Razdvajanje ovih
komponenata obicno se izvodi tako $to se vrucoj vodenoj otopini Skroba doda butanol,
timol, nitrobenzen ili neko drugo sredstvo za taloZenje, pri ¢emu se amiloza izdvaja u

obliku netopljivog kompleksa koji se razara pomocu etanola.[20]

2.4.1. AMILOZA

Amiloza je nerazgranata komponenta S$kroba u kojoj su molekule o-D-glukoze
povezane a-1,4-glikozidnom vezom. Stupanj polimerizacije amiloze kre¢e se od 500 do

1500, ovisno o porijeklu. [12]

Medusobno povezane glukozne jedinice ne grade izduzenu formaciju, ve¢ spiralno
uvijeni lanac u obliku nepravilne lijeve uzvojnice (SI.8.). Postoje tri glavna oblika
amiloznih lanaca. Lanci mogu postojati u neuredenoj amorfnoj konformaciji ili u dva
razli¢ita oblika uzvojnica. Mogu se medusobno povezati u dvostruku uzvojnicu (A ili B
oblik) ili se vezati s drugom hidrofobnom gost-molekulom kao sto su jod, masne kiseline
ili aromatski spojevi. Takav oblik poznat je kao V oblik i na taj se nacin i amilopektin veze
na amilozu pri izgradnji Skroba. Unutar ovog oblika postoji nekoliko varijacija, pri ¢emu se
svaka oznacava S V 1 subskriptom koji pokazuje broj glukoznih jedinica po okretu.
Najceséi je V6 oblik, sa 6 glukoznih jedinica po okretu.[23] Hidrolizom amiloze dobije se

D (+) — maltoza kao jedini disaharid i D (+) — glukoza kao jedini monosaharid.
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Slika 8. Struktura nepravilne lijeve uzvojnice amiloze [24]

Amiloza moZe imati i bocne lance Ciji broj i1 stupanj polimerizacije raste s
molekulskom masom amiloze. Otprilike ¢etvrtina mase Skrobnog zrnca otpada na amilozu

iako molekula amiloze ima i do sto puta vise od molekula amilopektina.[20]

2.4.2. AMILOPEKTIN

Amilopektin je razgranata komponenta Skroba. U njemu su molekule a-D-glukoze
povezane a-1,4-glikozidnom vezom u lance, ali i a-1,6-glikozidnom vezom na mjestima
grananja. Mjesta grananja nisu nasumicna nego ih odreduju posebni enzimi i ona se
ponavljaju svakih 24 do 30 glukoznih jedinica. Na tim mjestima stvaraju se bo¢ni ogranci
kojih moze biti 1 do 100 po jednoj molekuli, a svaki se sastoji od 20 do 25 glukoznih
jedinica.[23] Broj glukoznih jedinica po grani ovisi o vrsti, zrelosti i lokaciji Skroba. U
molekuli amilopektina tako moze biti vezano do milijun jedinica glukoze, $to ga Cini

jednom od najvec¢ih molekula u prirodi.
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Slika 9. Struktura amilopektina [25]

Zbog svoje razgranate strukture amilopektin ne moze formirati stabilne komplekse
s jodom, odnosno zbog kratkih bo¢nih lanaca veze samo manju koli¢inu joda, pa u reakciji
s jodom daje boju slabijeg intenziteta (crveno smedu boju). Djelovanjem a-amilaze na
amilopektin dolazi do djelomi¢ne hidrolize pri ¢emu nastaju maltoza 1 grani¢ni

dekstrini.[20]
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2.5. TRIJODIDNI ION

Reakcijom jodidnog aniona s jednom ili viSe molekula joda nastaje odgovarajuci
polijodidni anion. Najjednostavniji polijodidni anion je trijodidni anion, I5. Osim njega
postoje pentajodidni anion, I, heptajodidni anion, I;, a takoder i anioni s dva negativna

naboja, primjerice I12~. [26]

Jod se slabo otapa u vodi. Bolje otapanje postize se dodatkom kalijevog jodida. U

vodi kalijev jodid disocira na kalijeve i jodidne ione, prema jednadzbi (1):
H20 + _
Kl Kby + Iaq D

Jodidni ion, I~ reagira sa slobodnim jodom, I,, stvarajuéi trijodidni ion, I3, koji je topljiv

u vodi i reagira sa skrobom. Reakcija joda i jodidnog iona prikazana je jednadzbom (2):
I+ 1, I3 (2)

Trijodidni ion ne podlijeze pravilu okteta. VSEPR teorija predvida linearan oblik.
Njegova struktura tumaci se veli¢inom atoma joda i malenim energijskim razlikama
izmedu p— i d— orbitala O—ljuske, tako jod moze u zadnjem energijskom nivou imati vise
valentnih elektrona. To se objasnjava dsp® hibridizacijom centralnog atoma joda, kojega
okruzuju tri nepodijeljena elektronska para u ekvatorijalnoj ravnini trigonske bipiramide, a

preostali atomi nalaze se na aksijalnim poloZajima (SI.10.). [26]

1]

Slika 10. Linearna struktura trijodidnog aniona [27]
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2.5.1. NASTAJANJE KOMPLEKSA SKROB-TRIJODID

Reakciju izmedu joda i Skroba otkrili su 1841. godine Colin 1 Claubry. Uslijedili su
mnogobrojni poku$aji objasSnjenja prirode kromatofora koji apsorbira na 620 nm

ostvarujuéi karakteristi¢no "jodno plavo" — duboko plavo obojenje.

Analiza amiloze rentgenskim zrakama pokazala je spiralno spletene lance $kroba u
obliku uzvojnice, ¢ija unutrasnjost ostavlja dovoljno prostora za smjestaj trijodidnog iona,
pri ¢emu nastaje kompleks amiloza-trijodid odgovoran za plavu boju kompleksa Skrob-
trijodid. Cesto se iz topljivog $kroba, koji se upotrebljava kao indikator, odstranjuje
amilopektin te on sadrzi uglavnom amilozu. Razlog tomu je reakcija amilopektina s jodom
koja stvara crveno obojenje. Reakcija nije dovoljno reverzibilna te je zbog toga nepozeljna.
[28]

Jednadzba (3) prikazuje kemijsku reakciju i stvaranje kompleksa Skrob-trijodid

nakon dodatka Skroba u otopinu kalijevog trijodida:
[KI3]p + [KI]y + Skrob = [skrob — KI3] + [KI3]; + [KI], 3)
gdje je [K15], = poCetna koncentracija kalijevog trijodida,
[K], = pocetna koncentracija kalijevog jodida,
[skrob — KI;]= koncentracija kompleksa Skrob-trijodid,

[K13]; = koncentracija nevezanog kalijevog trijodida.

U kompleksu Skroba, amiloza tvori spiralnu strukturu s razmakom od 8,0 A,
vanjskim promjerom od 13,0 A i sredi$njom Supljnom Sirine 5,0 A te sa 6 glukoznih
jedinica po okretu. Supljina ostavlja dovoljno prostora za smjestaj atoma joda. Oni se
linearno poredaju u polijodidni lanac s prosjeénim razmakom atoma od 3,1 A,
karakteristicnom udaljeno$¢u koja je uocljiva 1 kod drugih jodnih kompleksa koji su
intenzivno obojeni zbog prisutnosti polijodidnih lanaca. Kasnije provedena detaljnija
istrazivanja s rentgenskim zrakama i modelnim izraCunima ukazivala su da je zavojnica
koju stvara amilozni kompleks s jodom lijevog smyjera, stabilizirana meduglukoznim
vodikovim vezama. Daljnja istrazivanja dala su podatke koji su interpretirani na sljedeci

nacin: unutrasnju Supljinu kompleksa amiloze i joda ispunjava linearni lanac jednako
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udaljenih atoma joda (1,) i velikih asocijata trijodida (I5°), pentajodida (/5) i visih jodida ili

smjesa tih vrsta prema modelnoj ravnotezi.[28]
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Slika 11. (a) Shema strukture amiloza-trijodid kompleksa; (b) pogled od gore na strukturu

kompleksa (jod vidljiv u sredini uzvojnice) [29]

2.5.2. SKROB - INDIKATOR ZA JOD

Zbog sposobnosti stvaranja obojenog kompleska s trijodidnim ionom skrob je
nasao primjenu kao indikator, specifi¢an za redoks-reakcije u kojima je jod oksidans ili
reducens. Medutim, otopina $kroba koja sadrzi malu koli¢inu trijodidnog ili jodidnog iona
moze djelovati i kao pravi redoks-indikator. U prisutnosti suviska oksidiraju¢eg reagensa
omjer joda i jodida je visok, Sto otopini daje plavu boju. U suvisSku reducirajuceg reagensa
prevladava jodidni ion, te izostaje plavo obojenje. Zbog toga indikatorski sustav mijenja
boju tijekom titracije mnogih reduciraju¢ih reagenasa s razliitim oksidirajuéim
reagensima od bezbojnog u plavo. Promjena boje prili¢no je neovisna o kemijskom sastavu

reaktanata, a ovisi samo o potencijalu sustava u tocki ekvivalencije. [30]

Skrob je vrlo osjetljiv indikator; u idealnim uvjetima pokazuje prisutnost joda i u
koncentracijama manjim od 2x10” M. Boja kompleksa koja nastaje dodatkom otopine joda
(trijodida) ovisi o duljini nerazgranatog polisaharida. Rezultati su ukazivali da svaka
glukozna jedinica dodatno doprinosi jacem efektu konacne boje. Tako lanci dugi Cetiri do
Sest glukoznih jedinica ne stvaraju komplekse s trijodidom, odnosno ne pojavljuje se
obojenje. Lanci dugi 8-12 jednica daju crvenkasto obojenje, a oni od 30-35 jedinica
plavo.[20]
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2.6. POTENCIOMETRIJA

Potenciometrija je elektroanaliticka metoda koja se temelji na mjerenju razlika
potencijala izmedu elektroda elektrokemijskog ¢lanka uz ravnotezne uvjete - napon ¢lanka
mjeri se tako da kroz ¢lanak ne tece struja odnosno tece tako mala struja da ona ne utjece
na mjerljivo stanje ravnoteze na elektrodama. Teorijsku osnovu ove metode ¢ini Nernstova

jednadzba koja povezuje elektrodni potencijal i koncentraciju mjerenog iona u otopini. [31]

Potenciometrijska se mjerenja uvijek odvijaju u sustavu s dvije elektrode: mjerne
elektrode, odnosno indikatorske elektrode i referentne elektrode. Obje elektrode tvore
polu¢lanke koje stavljene zajedno u neku otopinu daju razliku potencijala. Pretvorbe
vezane za odredivanje potencijala uvijek se javljaju na kontaktima faza, npr. izmedu

otopine i povrsine elektrode.[30]

Idealna referentna elektroda ima potencijal koji je poznat, stalan i potpuno neovisan
0 sastavu otopine analita.[31] Zbog prakti¢nosti standardna vodikova elektroda Cesto se
zamjenjuje  mnogo pogodnijim sekundarnim referentnim elektrodama. Potencijali
sekundarnih elektroda pomno su odredeni u odnosu na standardnu vodikovu elektrodu
kako bi se mogli prevesti u potencijal standardne vodikove elektrode. Neki od primjera

referentnih elektroda su kalomelova i srebro/srebrov klorid elektroda.

Idealna indikatorska elektroda daje brz i reproducibilan odziv na promjene
koncentracije iona (ili skupine iona) analita. lako ne postoji indikatorska elektroda koja je
potpuno selektivna, na trzistu je dostupno nekoliko selektivnih elektroda. Postoje dvije

vrste indikatorskih elektroda: metalne i membranske.
Metalne indikatorske elektrode uglavnom se razvrstavaju kao:
a) elektrode prvog reda,
b) elektrode drugog reda
¢) inertne redoks-elektrode.

Kao inertne redoks elektrode koriste se inertni metali poput zlata, platine, paladija,
ali i nemetal ugljik, na kojima se uspostavlja redoks potencijal nakon uranjanja u otopinu u

kojoj je odredena ionska vrsta prisutna u dva oksidacijska stanja. PovrSina elektrode je
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inertna na redoks reakciju. Metalni ioni se ne otpustaju s povrSine metala pa metalna
povrsina elektrode koristi samo kao katalizator, tj. nosa¢ elektrona drugog redoks para.
Njihov standardni elektrodni potencijal je jako pozitivan, uronjene u otopinu poprimaju

potencijal koji ovisi samo o svojstvima redoks sustava u otopini.[31]

Ovisnost elektrodnog potencijala redoks sustava o aktivitetu oksidiranog i

reduciranog oblika u otopini daje Nernstova jednadzba za elektrodni potencijal:

E—E + RT1 Aox B+ 2.303RTl Aox
B zF nared zF °8

(4)

)
Ayeq

gdje je E izmjereni potencijal redoks sustava,
E“standardni elektrodni potencijal redoks sustava,
R univerzalna plinska konstanta,

T termodinamicka temperatura,

z broj elektrona koji se izmjenjuju u redoks reakciji,
F Faradayeva konstanta,

a,, aktivitet oksidirane vrste,

a,.q aktivitet reducirane vrste.

Vecina redoks reakcija ukljucuje protone, stoga izmjereni potencijal ovisi o pH
vrijednosti. U slucaju da se reakcija s protonima ne moze iskljuciti, bitno je da se pH

odredi ili prilagodi na odredenu vrijednost.

Signal pobude u potenciometriji je kemijska reakcija, a signal odziva razlika
potencijala (elektrokemijski potencijal). U svakom polu¢lanku, na sucelju elektroda-
elektrolit, dolazi do spontane redoks reakcije. Tendencija pojedine elektrode da se oksidira
ili reducira u nekom elektrolitu definirana je elektrokemijskim potencijalom. U ovisnosti 0
razlici elektrokemijskih potencijala dvije elektrode, jedna elektroda (anoda) ¢e se

oksidirati, dok ¢e se druga elektroda (katoda) reducirati. Dakle, ¢lanak ostvaruje razliku
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potencijala (elektri¢ni napon), ¢ija vrijednost ovisi o kemijskim procesima koji se odvijaju

na obje elektrode. Tu razliku moguce je mjeriti voltmetrom. [31]

Napon elektrokemijskog ¢lanka se takoder naziva elektromotorna sila ili EMS (eng.

EMF) ¢lanka, a dan je izrazom:
Eqianka = Eina — Eref + Epren' (5)

gdje je Esanka potencijal elektrokemijskog ¢lanka (elektromotorna sila),
E;,q potencijal indikatorske elektrode,

E,.spotencijal referentne elektrode,

Eprenprenapon (eng.liquid junction).

Prenapon nastaje na granici izmedu dva elektrolita. Javlja se na kontaktu referentne
elektrode i otopine u ¢lanku. Ukupna razlika potencijala koja se uspostavlja izmedu
indikatorske i referentne elektrode predstavlja sumu lokalnih razlika potencijala, koji se
uspostavljaju na svakoj elektrificiranoj faznoj granici. Potencijal indikatorske elektrode
odgovor je na promjenu aktiviteta specije koja se odreduje, mjeri se u sklopu s odabranom

pogodnom referentnom elektrodom, i dan je izrazom:

o RT o 2.303RT
E=E +ﬁlnaM=E +TlogaM, (6)

Izraz ispred logaritma u izrazu naziva se nagib.

2.303RT
S="—

zF '’ 7

Pri standardnoj temperaturi (T=298 K) i z =+1 njegova je vrijednost 0,059 V. Nagib
S, kao faktor u Nernstovom izrazu, predstavlja teorijski nagib elektrode, a odgovara

promjeni potencijala uzrokovanoj porastom aktiviteta a,, za faktor 10. Nernstov je izraz
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direktno ovisan o temperaturi. Zbog toga je bitno uzeti temperaturu u izracune prilikom

mjerenja u direktnoj potenciometriji.[30]

Nernstova jednadzba povezuje svojstva elektrolita s potencijalom koji nastaje u
¢lanku. Potrebno je uzeti u obzir da Nernstov matematicki model prvenstveno govori o
utjecaju koncentracije reaktanta na elektrokemijski potencijal ¢lanka. No u gornjem izrazu
je utjecaj na elektrokemijski potencijal ¢lanka definiran preko ionskih aktiviteta koji se
mogu aproksimirati iz koncentracija. Aktivitet iona koji se odreduje, a,,, a koji se nalazi i
u Nernstovoj jednadzbi povezan je s analitickom koncentracijom preko koeficijenta

aktiviteta y:

aM = ]/CM (8)

Za jako razrijedene otopine ¢ija je koncentracija ¢y < 0,001 mol/L koeficijent

aktiviteta y tezi prema 1, a aktivitet iona proporcionalan je koncentraciji.[31]

Prema Debye-Hickelov-om zakonu, posljedica je to ionske atmosfere suprotnog
neto naboja kojom je svaki ion okruzen, te on vise nije efektivan kao slobodan. Interakcija
centralnog iona s njegovom atmosferom utjece na svojstva otopine elektrolita. Ovo utjece 1

na reaktivnost i na iznos potencijala indikatorske elektrode. [30]

Uz konstantnu temperaturu i odredeno otapalo, svojstva elektrolita ovise samo 0 Z i C:

1
I= Ez cizf, 9)

pri ¢emu je | ionska jakost otopine, mjera za elektri€no okruZenje iona u otopini.

Ako se ionska jakost otopine odrzava konstantnom, aktivitet iona ovisit ¢e samo o
njihovoj koncentraciji. Dakle, ako su ova tri uvjeta ispunjena, potencijal elektrode ovisit ¢e
samo o koncentraciji iona kojega se odreduje. Konstantna ionska jakost postize se

dodatkom, u velikom suviSku, elektrolita ¢iji ioni ne sudjeluju u promatranoj ravnotezi,

tako da se ionska jakost ne mijenja bitno promjenom koncentracije ispitivanih iona.[30]
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2.6.1. DIREKTNA POTENCIOMETRIJA

Direktna potenciometrijska mjerenja brz su i pogodan nacin za odredivanje
aktiviteta kationa i aniona. Postupak je jednostavan za izvodenje: priredi se serija otopina
razli¢itih koncentracija ispitivanog iona: ai, a2, as, ..... an, I tim otopinama se izmjere
vrijednosti za potencijal E: Ei, E2, Es, ..... En, prema kojima se Kkonstruira bazdarni

dijagram E = f(log a), pri ¢emu se za odredivanje aktiviteta koristi linearni dio dijagrama.
[30]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. REAGENSI | INSTRUMENTACIJA

Prilikom izvodenja eksperimentalnog dijela rada koriStene su sljedece kemikalije:
e Kkalijev jodid, p.a. (Sigma —Aldrich)
e jod, p.a. (Kemika)
e natrijev acetat trihidrat, p.a. (Kemika)
e octena kiselina, glacijalna (Panreac)
e topljivi Skrob, p.a. (Kemika)
e natrijev klorid (Sigma-Aldrich)
e kalcijev klorid (Kemika)
e klorovodic¢na kiselina (Carlo Erba)
e natrijev hidroksid (Kemika)
e razliCiti uzorci je¢menog slada

e deionizirana voda

Za izvodenje potenciometrijskih mjerenja koriSten je Metrohnm 780 pH metar
(Metrohm, Svicarska) i kombinirana platinska redoks-elektroda 1364 (lonode, Australija).
Za inkubaciju slada i a-amilaze koristen je termostat (PolyScience Thermostat, SAD). Za
obradu podataka koriSten je program Excel u sustavu Microsoft Office.

Za snimanje spektara za Phadebas test u UV-VIS podrucju koristen je AVANTES
(AvaSpec-2048-2, Nizozemska) spektrofotometar u podru¢ju od 190 do 1000 nm. Svi
spektri snimljeni su uz upotrebu staklenih kiveta Sirine 1 cm. Program AVASoft software

(Avantes) koriSten je za prikupljanje i obradu dobivenih podataka.
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3.2 PRIPREMA OTOPINA

Priprema otopine za kondicioniranje (CS, conditioning solution)

Otopina za kondicioniranje pripremljena je dodavanjem 0,1 mol kalcijeva klorida i
20 mmol natrijevog klorida otopini acetatnog pufera (0,1 M, pH=6). Tako priredena

otopina koriStena je za pripremu otopina ekstrakata slada i amilaza.

Priprema ekstrakta slada

Ekstrakti slada priredeni su mijeSanjem 20 g fino mljevenog slada sa 100 mL
otopine za kondicioniranje. Smjesa je inkubirana sat vremena na 30°C uz povremeno
mijeSanje, a zatim filtrirana kroz naborani filtrirni papir. Dobiveni ekstrakt ¢uva Se u
hladnjaku. Za pripremu otopine ekstrakta 1 mL ekstrakta slada dodaje se u 24 mL otopine

CS-a, ¢ime se dobije 4%-tna otopina ekstrakta slada.

Priprema ekstrakta a-amilaze iz slada

Ekstrakti a-amilaze iz slada priredeni su mijeSanjem fino mljevenog slada s
otopinom koja sadrzi 2 g/L kalcijevog klorida, u omjeru 1 g slada na 5 mL otopine. Smjesa
je ostavljena sat vremena na 30°C uz povremeno mije$anje. Nakon sat vremena pH otopine
prilagoden je na 6 pomocu 0,5 M otopine natrijevog hidroksida. Tako priredenoj smjesi u
vodenoj kupelji temperatura se podiZe polako na 70°C 1 zatim drzi na toj temperaturi 15
minuta. Nakon toga smjesa se ohladi pod mlazom vode i filtrira preko naboranog filtrirnog
papira.[32] Tako dobiveni ekstrakt cuva se u zamrzivacu. Za pripremu otopine ekstrakta o-
amilaze 1 mL ekstrakta dodaje se u 24 mL otopine CS-a, ¢ime se dobije 4%-tna otopina

ekstrakta a-amilaze.

Priprema ekstrakta f-amilaze iz slada

Ekstrakti B-amilaze iz slada priredeni su mijeSanjem fino mljevenog slada s 5%-
tnom otopinom natrijevog klorida u omjeru 1 g slada na 5 mL otopine. Smjesa je
ostavljena preko noc¢i (idealno 3-18 sati) na 30°C uz povremeno mijeSanje prvih sat
vremena. Nakon ekstrakcije smjesi je snizen pH na 3 pomocu 0,5 M otopine klorovodi¢ne
kiseline te je smjesa ostavljena stajati joS 2 sata na temperaturi od 30°C. Posljednji korak je
podizanje pH smjese na 4,5-5 pomoc¢u 0,5 M otopine natrijevog hidroksida i filtracija

preko naboranog filtrirnog papira.[32] Tako dobiveni ekstrakt ¢uva se u zamrzivacu. Za

26



pripremu otopine ekstrakta f-amilaze 1 mL ekstrakta dodaje se u 24 mL otopine CS-a,

¢ime se dobije 4%-tna otopina ekstrakta -amilaze.

Priprema inhibicijske otopine trijodida s octenom kiselinom (ATIS, acetic acid-triiodide

inhibition solution)

Otopina kalijevog trijodida pripremljena je otapanjem krutog joda (c=100 pM) u
malom volumenu otopine kalijevog jodida, (c=0,05 M). Kristali¢e joda potrebno je otopiti
u malom volumenu koncentrirane otopine kalijeva jodida uz snazno mijesanje. Kada se sav
jod otopi, otopini se doda ledena octena kiselina te se tikvica nadopuni deioniziranom
vodom do konac¢ne koncentracije kiseline od 1M. Otopina trijodida s octenom kiselinom
koristi se za inhibiciju aktivnosti a-amilaze i indikatorsku reakciju trijodida s
nehidroliziranim Skrobom. Pripremljena otopina cuva se na hladnom i tamnom mjestu jer
nije osobito stabilna zbog osjetljivosti joda na svjetlost. Takoder ju ne treba ni dugo drzati

otvorenu jer ¢e jod polako ishlapiti na zraku.

Priprema otopine skroba 5 g/L

Za pripremu 100 mL otopine potrebno je izvagati 0,500 g Skroba. Izvagani Skrob
prebaci se u odmjernu tikvicu od 100 mL i dopuni do oznake acetatnim puferom (0,1M,
pH=6). Otopina se zagrijava uz stalno mijeSanje dok se sav $krob ne otopi. Otopina se
zatim ohladi pod mlazom vode na sobnu temperaturu. Otopinu $kroba treba uvijek
pripravljati svjezu jer se razgraduje kroz nekoliko dana Sto utjeCe na njenu koncentraciju 1

svojstva.
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3.3.

POSTUPAK

Potenciometrijska mjerenja u radu izvedena su na dva nacina:

1) Ovisnost elektrodnog potencijala sustava u ovisnosti o0 volumenu (koncentraciji)

slada/amilaze

U epruvete se doda 2 mL otopine $kroba i razli¢iti volumeni CS-a u rasponu od 2,5 -0

mL. Epruvete se inkubiraju na 40°C 10 minuta,[13] a zatim se svakih 30 sekundi u

pojedinu epruvetu dodaje odgovaraju¢i volumen otopine ekstrakta slada/amilaze.

Nakon 10 minuta u epruvete se doda 5 mL otopine ATIS. Detaljan raspored

inkremenata i vremenskih intervala nalazi se u Tablici 1. Kada se temperatura sadrzaja

u epruvetama spusti na sobnu temperaturu mjeri se potencijal sustava. Za svaki uzorak

slada i pripadajuc¢e amilaze mjerenje se ponavlja 5 puta. Mjerenja su napravljena i za

otopine ekstrakta slada/amilaze koji su prethodno inkubirani na 70°C 15 minuta.

Tablica 1.Shema pripreme uzoraka i tijeka mjerenja za ovisnost elektrodnog potencijala o

volumenu slada/amilaze

Oznaka | V(skrob) | V(CS) | V(slad/amilaza) t(dodatak V(ATIS) | t(dodatak
uzorka / mL / mL /mL slada/amilaze) / mL ATIS-a) /

/ min min

0 2,00 2,50 0,00 0 5,00 10

1 2,00 2,25 0,25 0,5 5,00 10,5

2 2,00 2,00 0,50 1 5,00 11

3 2,00 1,75 0,75 1,5 5,00 11,5

4 2,00 1,50 1,00 2 5,00 12

5 2,00 1,25 1,25 2,5 5,00 12,5

6 2,00 1,00 1,50 3 5,00 13

7 2,00 0,75 1,75 3,5 5,00 13,5

8 2,00 0,50 2,00 4 5,00 14

9 2,00 0,25 2,25 4,5 5,00 14,5

10 2,00 0,00 2,50 5 5,00 15
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2) Ovisnost elektrodnog potencijala sustava u ovisnosti o0 vremenu inkubacije

U dvije Erlenmeyerove tikvice od 100 mL doda se 25 mL otopine Skroba u jednu i 25
mL otopine ekstrakta slada/amilaze u drugu. Sadrzaj u tikvicama se inkubira 10 minuta
na 40°C. Za to se vrijeme prirede staklene ¢asice od 10 mL u koje se redom doda po 5
mL ATIS otopine. Zaporni sat se ukljuci u trenutku dodavanja otopine Skroba otopini
slada/amilaze. U odredenim vremenskim intervalima pipetira se 4 mL inkubacijske
smjese i dodaje otopini ATIS-a. Potencijal sustava mjeri se nakon $to se temperatura
sadrzaja u staklenim CaSicama spusti na sobnu temperaturu. Za svaki uzorak slada i
pripadaju¢e amilaze mjerenje se ponavlja 5 puta. Mjerenja su napravljena i za otopine

ekstrakta slada/amilaze koji su prethodno inkubirani na 70°C 15 minuta.

3.3.1. UTJECAJ TEMPERATURE | pH VRIJEDNOSTI [33]

Za ispitivanje utjecaja temperature i pH vrijednosti na aktivnost slada i amilaza,
uzorci otopina ekstrakta dodatno su tretirani. Utjecaj temperature ispitan je na tri razlicite
temperature: 0°C, sobna temperatura (22°C) i 70°C. Uzorci su inkubirani 15 minuta na
zadanim temperaturama, dovedeni na sobnu temperaturu i na kraju tretirani kao Sto je
opisano na pocetku poglavlja. Utjecaj pH vrijednosti ispitan je pri pH=3,3 i pH=7 (pH
vrijednost uzoraka prilagodena je dodatkom 0,5 M otopine klorovodi¢ne kiseline ili 0,5 M

otopine natrijevog hidroksida).

3.3.2. NEFILTRIRANI EKSTRAKT SLADA

Oba nacina potenciometrijskih mjerenja provedena su i za ekstrakt slada koji u
zavr$noj fazi nije filtriran, te su rezultati usporedeni s onima dobivenim od filtriranog
ekstrakta. Alikvoti nefiltriranog ekstrakta slada uzeti su iznad taloga jednu minutu nakon

mijesanja uzorka i zatim inkubirani jedan na 22°C, a drugi na 70°C 15 minuta.
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3.3.3. UTJECAJ UDJELA o-AMILAZE

Priredene su epruvete s razli¢itim volumenima a-amilaze 1 B-amilaze kao Sto je
prikazano u Tablici 2. Jedan set uzoraka inkubiran je na 70°C 15 minuta dok je drugi
ostavljen na 22°C. Zatim su uzorci prebaceni u vodenu kupelj na 40°C i svakoj epruveti
dodano je 2 mL otopine Skroba. Nakon 10 minuta svakoj epruveti dodano je 5 mL ATIS

otopine i izmjeren potencijal sustava.

Tablica 2. Shema pripreme uzoraka s razlicitim udjelima amilaza u smjesi

Udio a-amilaze/ | 100 | 87,5 | 75 [ 625 | 50 | 375 | 25 | 125 0
%

V(a-amilaza) /mL | 2,00 | 1,75 | 1,50 | 1,25 | 1,00 | 0,75 | 0,50 | 0,25 | 0,00

V(B-amilaza) /mL | 0,00 | 0,25 | 0,50 | 0,75 | 1,00 | 1,25 | 1,50 | 1,75 | 2,00

3.3.4. PHADEBAS TEST

Aktivnost amilaza u uzorcima jeCmenog slada mjerena je i koriStenjem Phadebas
testa. Tableta netopljivog, plavo obojenog, umrezenog Skroba koriStena je kao supstrat za
razgradnju.Po 5 mL svake od otopina ekstrakata a-amilaza prebacene su u epruvete i
inkubirane na 40°C 10 minuta. Otopine ekstrakata su zbog visoke aktivnosti dodatno
razrijedene. Slijepa proba priredena je dodatkom 5 mL CS-a i tretirana na isti nacin kao 1
uzorci. Nakon dodavanja Phadebas tablete u sve epruvete pokrenut je zaporni sat. Epruvete
su izvadene iz vodene kupelji, protresene 1 zatim brzo vracene nazad u kupelj. Nakon 30
minuta reakcija je prekinuta dodatkom 1 mL otopine natrijevog hidroksida (1 M), te je
smjesa ponovno protreSena i zatim filtrirana. Apsorbancija tako pripremljenih uzoraka
mjerena je pri 620 nm, uz deioniziranu vodu kao referentni uzorak. Apsorbancija slijepe
probe oduzeta je od apsorbancija dobivenih za uzorke. Izmjerena apsorbancija uzorka
direktno je proporcionalna aktivnosti uzorka, ako su uzorci tretirani to¢no prema opisanom

postupku.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. POTENCIOMETRIJSKA STUDIJA SUSTAVA
SKROB-EKSTRAKT SLADA/AMILAZE-TRIJODID

Skrob s trijodidnim ionom stvara tamnoplavi kompleks. Amilaza Katalizira
hidrolizu Skroba $to je moguce pratiti potenciometrijski, mjerenjem promjene (povecanja)
koncentracije trijodidnog iona (tijekom razgradnje Skroba dolazi do oslobadanja trijodidnih
iona iz kompleksa Skrob-trijodid).[13]

Trijodidni ion postoji samo u suvisku jodidnog iona. Za reakciju
I3 + 2e” & 31 (10)
vrijedi Nernstov izraz:

_ o, BT, 5] _ e, 2303RT 51 Lo 5]
E=F + 2Fln[l_]3 =E + —_ log e E +S-log TEE (11)

Promjena koncentracije trijodidnog iona izaziva promjenu omjera redoks para Is/I°

Sto rezultira promjenom elektrodnog potencijala prema Nernstovoj jednadzbi:
E=E°+S-log% (12)

gdje je: S — nagib elektrode

[15 ]o— pocetna koncentracija trijodidnog iona

[/7] — koncentracija jodidnog iona (u suvisku, moze se smatrati konstantnom).

Dodatkom amilaze dolazi do povecanja koncentracije trijodidnog iona:

E=E°+S-log% (13)

gdje je: [I3 ] - povecanje koncentracije trijodidnog iona (oslobodenih iz kompleksa).

Ako povecanje koncentracije zapiSemo kao umnozak koncentracija amilaze i

koeficijenta proporcionalnosti
5] =k cq (14)
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1 uvrstimo u jednadzbu dobijemo:

[I3]o+kcq

E=E +S-log T

(15)

Iz predlozenog teorijskog modela vidljivo je da je potencijal sustava proporcionalan

logaritmu koncentracije amilaze, a time i njenoj aktivnosti.[13]
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4.2. OVISNOST POTENCIJALA SUSTAVA SKROB-
EKSTRAKT SLADA-TRIJODID O KONCENTRACIJI
SLADA/AMILAZE | VREMENU INKUBACIJE

Za potvrdivanje hipoteze rada iz jednog uzorka slada priredeni su ekstrakt slada te
ekstrakti pripadajuce a- i f-amilaze. Ekstrakt slada dodatno je razdvojen na dva dijela, od
kojih je jedan inkubiran na 70°C 15 minuta, $to bi trebalo inaktivirati B-amilazu. Rezultati

mjerenja ovisnosti potencijala o volumenu prikazani su na Slici 12.

slad 22°C
310 -
a-amilaza

S slad 70°C
£
SN
w

290 -

B-amilaza
270 T T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
V/ml

Slika 12. Ovisnost potencijala sustava skrob-ekstrakt slada/amilaze-trijodid o volumenu

slada/amilaze

Porast potencijala sustava za mjerenja sa sladom i a-amilazom podjednak je. a-
Amilaza ipak ima neSto slabiji skok, Sto je ocekivano buduci da se u sladu nalaze obje
amilaze. Slad prethodno inkubiran na 70°C ima slabiji porast potencijala, a razlika izmedu
njega i obicnog slada otprilike odgovara aktivnosti B-amilaze, Sto potvrduje ¢injenicu da

pri temperaturi od 70°C dolazi do inaktivacije B-amilaze.

Sli¢na situacija je i na Slici 13. gdje je prikazana ovisnost potencijala o vremenu
inkubacije. Slad prethodno inkubiran na 70°C 15 minuta pokazuje manju aktivnost nego

obi¢ni slad pri ¢emu razlika otprilike odgovara aktivnost $-amilaze, dakle zagrijavanjem na
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70°C dolazi do inaktivacije -amilaze. Krivulje za slad na 70°C i a-amilazu u ovom su

mjerenju "zamijenile mjesta” pa se na ovoj slici bolje vidi kako je obi¢ni slad smjesa a- i -

amilaze. Stoga bi se mjerenje ovisnosti potencijala o vremenu inkubacije moglo pokazati

to¢nije za odredivanje same aktivnosti amilaza.

slad 22°C
310 - \ \
o-amilaza
E slad 70°C
S~
w
290 -
B-amilaza
270 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5
t/min

Slika 13. Ovisnost potencijala sustava skrob-ekstrakt slada/amilaze-trijodid o vremenu

inkubacije
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4.3. RAZLIKA U MJERENJIMA IZMEDU
FILTRIRANIH I NEFILTRIRANIH UZORAKA SLADA

Elektroanalitickim metodama zamucenost i obojanost otopine ne smetaju. Kako bi
se istrazilo koliko se zapravo razlikuju rezultati dobiveni u mjerenjima izmedu bistrih 1
zamucenih otopina, priredeni su uzorci ekstrakta istog slada, od kojih jedan po zavrSetku

ekstrakcije nije filtriran. Rezultati su prikazani na Slici 14.

o filtrirani slad
filtrirani 700C

220 slad\

nefiltrirani

slad 70°C
= 305 -
£
S~
w
290 -
275 T T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
V(slad)/mL
(@
filtrirani

4 o= Slad 70°C

320 yZa
filtrirani
slad\
305 -
E nefiltrirani
o slad 70°C

290 -
275 T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6

(b) t/min.

Slika 14. Razlike u mjerenjima izmedu filtriranih i nefiltriranih uzoraka slada; (a) ovisnost

potencijala o volumenu i (b) ovisnost potencijala o vremenu
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Rezultati su pokazali kako medu mjerenjima ipak postoji razlika, iako ona nije
velika. U oba slucaja razlika izmedu konacne vrijednosti potencijala izmedu filtriranog i
nefiltriranog uzorka je oko 5 mV. Kako se u ekstraktu nefiltriranog slada zadrzavaju sitne
netopljive Cestice, mozemo zakljuciti da one utjeCu na mjerenje aktivnosti amilaza, tj.
aktivnost amilaza u sladu se kod uzoraka koji nisu filtrirani moze pokazati manjom nego

Sto zapravo jest.
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4.4. UTJECAJ TEMPERATURE, pH VRIJEDNOSTI |
PRISUTNOSTI KALCIJEVIH IONA NA PONASANJE
a- I B- AMILAZE

Mjerenja utjecaja razlicitih uvjeta na aktivnost amilaza provedena su kako bi se
toc¢nije odredili uvjeti pri kojima dolazi do inaktivacije jedne od amilaza, uz maksimalnu

retenciju druge. Dobivena opaZanja i rezultati prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Ponasanje o- i f-amilaze pri razlicitim temperaturama i pH vrijednostima, te u

prisutnosti kalcijevih iona

a-amilaza p-amilaza
pH=3,3 inaktivirana aktivirana
pH=7 aktivirana djelomic¢no aktivirana
t=0°C inaktivirana djelomic¢no aktivirana
t=22-30°C umjereno aktivirana aktivirana
t=70°C aktivirana inaktivirana
prisutnost Ca?* aktivirana, dovoljno 0,1 mg | 0,5 mg po mL amilaze potrebno
po mL amilaze za za destabilizaciju
stabilizaciju

Za inaktivaciju a-amilaze potrebni su niska pH vrijednost, niska temperatura i
odsutnost kalcijevih iona u otopini (a-amilaza je metaloenzim kojemu je za djelovanje
potreban kalcij u aktivnom centru). Najveca zabiljezena aktivnost a-amilaze je iznad 35°C
i priblizno neutralnoj pH vrijednosti. Inaktivacija B-amilaze postize se pri visokoj
temperaturi, dovoljnoj koncentraciji kalcijevih iona 1 priblizno neutralnom pH, dok je

najveca aktivnost zabiljezena pri pH=3,3 i temperaturama oko 30°C.
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4.5. OVISNOST POTENCIJALA SUSTAVA SKROB-
SMJESA a- I -AMILAZE-TRIJODID O RAZLICITIM
UDJELIMA AMILAZA

Priredene su dvije serije uzoraka s razli¢itim omjerima ekstrakata a- i -amilaze, od
kojih je jedna prethodno inkubirana na 70°C, kako bi se provjerilo koliko udio a-amilaze

utjeCe na promjenu potencijala sustava. Rezultati su prikazani graficki na Slici 15.

290 -

E/mV

275 -

260 T T T T
0 20 40 60 80 100
%a amilaze u smjesi

Slika 15. Ovisnost potencijala sustava o udjelu o-amilaze u smjesi

Pri 22°C ve¢ 10% oa-amilaze u smjesi dovoljno je za izraZeni skok potencijala.
Daljnjim povecavanjem udjela potencijal sustava se neznatno, ali proporcionalno
povecava. Kod serije uzoraka koja je inkubirana na 70°C do veceg skoka u potencijalu
dolazi tek pri 50% a-amilaze u smjesi. Ovi se rezultati mogu objasniti ¢injenicom da su pri
22°C obje amilaze aktivne i zajedno razgraduju $krob te je zbog toga razlika potencijala
vidljiva s prvim dodatkom a-amilaze u smjesu. Pri 70°C treba do¢i do inhibicije B-amilaze,
Sto znaci da je, bez obzira na njen udio, a-amilaza jedini aktivni enzim u smjesi te joj treba

viSe vremena, a samim time i veca koncentracija, kako bi razgradila istu koli¢inu $kroba.
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4.6. OVISNOST POTENCIJALA O KONCENTRACIJI |
VREMENU INKUBACIJE ZA RAZLICITE UZORKE
SLADOVA

Istrazivanje je obuhvatilo Sest razli¢itih uzoraka sladova dobivenih iz Osjecke
pivovare. Iz svakog slada izolirana je a-amilaza, a uz ta dva uzorka dodani su i pripadajuci
uzorci koji su prethodno inkubirani na 70°C. Provedeno je pet nezavisnih mjerenja odziva
elektrode za svaki uzorak. Na Slici 16. (a) i (b) prikazani su odzivi elektrode u ovisnosti o
volumenu (koncentraciji) slada/amilaze te o vremenu inkubacije za jedno nezavisno
mjerenje. Pocetne tocke svih mjerenja namjestene su u istu tocku radi bolje preglednosti

slike i usporedbe rezultata.

345 -
slad R,
N ——w
a-amilaza \ .
335 o-amilaza
slad 70°C 70°C
t
£ 325 -
w
315 -
305 T T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

V/mL

(@)
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350 ~

slad
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P
340 - N <
" Siad 70" C
o-amilaza

> \ .
€ 330 - a-amilaza
o 70°C

320 -

310 T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8
t/min.

(b)
Slika 16. Odzivi elektrode (a) u ovisnosti 0 volumenu i (b) u ovisnosti 0 vremenu

inkubacije za slad 5, prikazano je po jedno nezavisno mjerenje

Nakon obrade rezultata pokazalo se da svi obradeni sladovi prate sli¢an trend u
porastu potencijala sustava. Najvisi skok pokazuje ekstrakt slada, slijede ga ekstrakt a-
amilaze 1 slad prethodno inkubiran na 70°C koji imaju priblizno jednak skok. Najmanji
skok potencijala pokazao je ekstrakt a-amilaze prethodno inkubiran na 70°C.

Prema dobivenim rezultatima najviSu aktivnost pokazuje ekstrakt slada, Sto je i
logi¢no buduci da sadrZi obje amilaze. Ekstrakt a-amilaze i slad prethodno inkubiran na
70°C imaju podjednaku aktivnost jer se inkubacijom na 70°C inhibira veci dio B-amilaze.
Ekstrakt a-amilaze prethodno inkubiran na 70°C ima najnizu aktivnost jer se, iako je

termostabilna, pri toj temperaturi ipak inhibira mali dio a-amilaze
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4.7. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI a-AMILAZE 1Z
SLADA MJERENJEM OVISNOSTI POTENCIJALA
SUSTAVA O VREMENU INKUBACIJE — USPOREDBA
S PHADEBAS TESTOM

Za usporedbu dobivenih rezultata koriSten je komercijalni Phadebas test za
mjerenje aktivnosti a-amilaze, kojim su izmjerene aktivnosti svih ekstrakata o-amilaza iz
sladova. Od eksperimentalnih podataka dobivenih potenciometrijskom metodom uzeti su
grafovi koji prikazuju ovisnost potencijala sustava o vremenu inkubacije za a-amilaze i za

sladove inkubirane na 70°C, u kojima bi sva f-amilaza trebala biti inhibirana.

U Tablici 4. prikazani su konac¢ni rezultati Phadebas testa i aktivnosti za svaki
uzorak slada u jedinicama pmol s*LY(ukatL ) i U L7 izracunati prema tabli¢nim
vrijednostima danima uz test (U L™= 0,0167pkatL 1= 0,0167umol s*L™).

Tablica 4. Rezultati dobiveni pomocu Phadebas testa

Slad | Razrjedenje | Apsorbancija | Aktivnost/ | Aktivnost/

uzorka na 620nm pmol stL? ULt
A 1 1,7810 16,84 1010,6
B 1:2 1,0477 26,26 1575,4
C 1:1 0,8631 16,41 984,7
0 1:2 1,9829 41,57 2495,1
4 1:2 2,0387 42,34 2540,2
5 1:1 1,8743 29,09 1747,6

Za odredivanje aktivnosti iz podataka dobivenih potenciometrijskim mjerenjima
koriStene su tocke krivulje u rasponu od 0 do 1,5 minuta, jer je unutar tog vremenskog
intervala najve¢i skok potencijala (kod mjerenja koja nisu imala dovoljan broj toc¢aka
koriStena je metoda srednje vrijednosti kako bi bilo dovoljno podataka za analizu). Za
svaku krivulju odreden je pravac (tangenta), ¢iji nagib odgovara aktivnosti tog uzorka

(S1.17.). Srednje vrijednosti nagiba za sva mjerenja dane su u Tablici 5.
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Slika 17. Odredivanje nagiba za (a) aktivnost a-amilaze u sladu C, i (b) aktivnost slada C

nakon inkubacije na 70°C
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Tablica 5. Srednje vrijednosti nagiba i pripadajucih R? vrijednosti za ekstrakte o-amilaza

iz sladova te pripadajuce sladove nakon inkubacije na 70°C

S ¢S R? o R?

Slad A 21,07 £1,17 1,01 0,8666 + 0,0124 0,016
a-amilaza A 21,43 +0,80 0,49 0,940 + 0,019 0,017
Slad B 25,08 £1,02 0,66 0,882 + 0,038 0,036
a-amilaza B 26,00 + 1,10 0,70 0,9702 + 0,0158 0,017
Slad C 14,60 + 0,78 0,55 0,8316 + 0,0984 0,076
a-amilaza C 15,89 + 0,25 0,24 0,8514 + 0,0296 0,020
Slad 0 40,83+1,34 2,17 0,8166 + 0,0304 0,018
a-amilaza 0 43,94 £ 0,45 0,40 0,7872 +£0,0198 0,016
Slad 4 45,18 +1,58 1,50 0,7216 + 0,0814 0,049
a-amilaza 4 47,66 +£1,01 0,94 0,7514 + 0,0586 0,047
Slad 5 22,24 £ 0,72 0,48 0,9818 + 0,0092 0,005
a-amilaza 5 20,40+1,48 0,85 0,9738 £ 0,0122 0,010

Medu rezultatima mjerenja unutar istog uzorka ve¢inom nije bilo velikih
odstupanja. Srednje vrijednosti nagiba za sladove prethodno obradene na 70°C ne
odstupaju puno od vrijednosti dobivenih za pripadajuée a-amilaze. R? vrijednosti kreéu se
izmedu 0,8 i 0,99, uz iznimku oba uzorka slada 4 i uzorka a-amilaze O ¢ije su vrijednosti

izmedu 0,7 1 0,8.

Dobivene vrijednosti nagiba u oba se slucaja dobro poklapaju s aktivnostima

izraCunatim pomocu Phadebas testa, Sto se moze vidjeti na Slici 18.
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Slika 18. Usporedba zavrsnih rezultata za aktivnost a-amilaze u sladu

Vrijednosti nagiba za a-amilaze u vecini su slucajeva nesto vise od vrijednosti
pripadajuéih sladova tretiranih na 70°C, osim u slu¢aju uzorka slada 5 gdje je situacija
obrnuta. U tri uzorka izmjerene vrijednosti nagiba nesto su nize od aktivnosti dobivenih
Phadebas metodom, dok su u tri uzorka vise. Najvece odstupanje od Phadebas metode

pokazalo se u posljednjem uzorku slada.

44



5. ZAKLJUCAK

U ovom je radu predstavljena nova metoda za odredivanje amilaza, to¢nije a-
amilaze u sladu. Metoda se temelji na direkthom potenciometrijskom odredivanju
slobodnog trijodidnog iona koji se oslobodi iz kompleksa skrob-trijodid uslijed razgradnje

Skroba amilazama pomocu platinske redoks elektrode kao detektora.

Uz metodu odredivanja, u radu su opisane i neke karakteristike amilaza iz slada, te
su utvrdeni jednostavni uvjeti uz koje moze do¢i do inhibicije jedne od amilaza u svrhu

istrazivanja druge.

Opisana metoda odredivanja amilaza u sladu je elektroanalitiCka (zamucenost i
obojanost otopine ne smetaju znatnije mjerenju), brza (aktivnost uzorka moze se izmjeriti
unutar jedne i pol minute), jednostavne izvedbe (nije potrebna komplicirana aparatura) i
jeftina (nisu potrebni specijalni reagensi). Velika prednost nad drugim dostupnim
metodama je i moguénost odredivanja ukupne aktivnosti amilaza u sladu kao i pojedinac¢ne

aktivnosti a- ili f-amilaze u sladu, ovisno o prethodnom tretiranju uzorka.

Usporedba metode s komercijalnim Phadebas testom dala je dobre rezultate, $to
potvrduje hipotezu da je aktivnost amilaze proporcionalna koncentraciji oslobodenog

trijodidnog iona i naposljetku i promjeni elektrodnog potencijala sustava.

Rezultati predlozene metode pokazali su zadovoljavajucu tocnost i preciznost.
Kako bi metoda bila Sto to¢nija i s manjim odstupanjima medu mjerenjima, umjesto
koristenja 4%-tne otopine ekstrakta slada/amilaze moze se Koristiti 2%-tna otopina. To bi
povecalo trajanje mjerenja na 4-5 minuta, ali i rezultiralo ve¢im brojem podataka za daljnju

analizu.
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6. METODICKI DIO

6.1. PRIPREMA ZA 1ZVODENJE NASTAVNOG SATA
SKOLA Osnovna $kola
PREDMET Kemija
RAZRED 8.razred
NASTAVNA CJELINA Bioloski vazni spojevi
NASTAVNA JEDINICA Enzimi

CILJ NASTAVNE JEDINICE

Povezati pojam enzima s Kkatalizatorima, objasniti
njihov princip djelovanja te prepoznati enzimske
reakcije u organizmu i svakodnevnom zivotu.

ISHODI UCENJA:

Kognitivni Definirati pojmove enzim, supstrat, aktivho mjesto,
biokatalizator.
Poznavati ulogu enzima u organizmu.
Navesti primjere primjene enzima u svakodnevnom
zivotu.

Afektivni Razviti naviku zajednicke suradnje u grupi.
Samostalno izvoditi zakljucke na temelju pokusa.

Psihomotori¢ki | Samostalno izvoditi jednostavnije kemijske pokuse.

Povezati novo gradivo s ve¢ nauenim pojmovima te
uociti korelaciju s drugim predmetima.

POTREBNA PREDZNANJA

Skrob, dokazivanje
bjelancevine, dokazivanje bjelancevina

Skroba, katalizatori, vrenje,

TIP NASTAVNOG SATA

Obrada novog gradiva (blok sat)

NASTAVNE METODE

Usmeno izlaganje, demonstracija, razgovor

NASTAVNA SREDSTVA Udzbenik, PowerPoint  prezentacija, epruvete,
kapalice, tarionik s tuckom, staklene caSe,
Erlenmeyerove tikvice, trjes¢ice, otopina Skroba,
Lugolova otopina, enzimski preparat, otopina NaOH,
razrijedena otopina CuSOqs, destilirana voda, otopina
vodikovog peroksida (10-20%), uzorci sirove i kuhane
jetrice, mrkve i krumpira, bojice

NASTAVNA POMAGALA Projektor, ploca, grafoskop, raCunalo

OBLICI RADA Frontalni, rad u skupinama

KORELACIJA S DRUGIM | Biologija

PREDMETIMA

LITERATURA Draginja Mrvo$ Sermek, Nikolina Ribari¢

KEMIJA 8, udzbenik iz kemije za osmi razred osnovne
skole
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6.2.

STRUKTURA NASTAVNOG SATA

ETAPAI SADRZAJ METODE SREDSTVAI
TRAJANJE POMAGALA
Postavljanje
Uvod Ponavljanje: bjelancevine pitanja, PowerPoint
10 minuta razgovor s prezentacija
ucenicima
Glavni dio — | Predstavljanje teme
obrada Usmeno PowerPoint
10 minuta Sto su enzimi? izlaganje, prezentacija, ploca
- biokatalizatori razgovor
Kako su gradeni enzimi?
Kakve reakcije kataliziraju?
Radni listiéi,
10 minuta DEMONSTRACIJSKI POKUS Demonstracija, | bojice, epruveta,
Enzimi=bjelan¢evine? postavljanje kapalice, tarionik s
- Dokazivanje sastava enzima pitanja, tuckom, tableta
pomocu Biuret testa. razgovor enzimskog
- Komentiranje zapazanja i preparata, otopina
izvodenje zakljucaka. natrijevog
hidroksida, otopina
bakrovog(ll)
sulfata
15 minuta Princip rada enzima — mehanizam Usmeno PowerPoint
kljuc¢-brava izlaganje, prezentacija, ploca
- Objasnjenje pojmova supstrat i | demonstracija
aktivno mjesto
10 minuta POKUS U GRUPAMA Rad u grupama | Radni listi¢i, ploca,

Razgradnja Skroba pomocu amilaze iz
sline.
- Sto je amilaza i gdje se nalazi?
- Komentiranje zapazanja i
izvodenje zakljucaka.

po5ili 6
ucenika,
postavljanje
pitanja,
razgovor

bojice, staklena
Casa za
prikupljanje sline,
epruveta, otopina
Skroba, Lugolova
otopina, otopina
klorovodic¢ne kis.,
kapalice
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15 minuta POKUS U GRUPAMA Rad u grupama | Radni listi¢i, ploca,
Raspad vodikovog peroksida pomoc¢u | po 5ili 6 bojice,
katalaze iz jetrice, krumpira ili mrkve. | uéenika, Erlenmeyerove
- Sto je katalaza? postavljanje tikvice, uzorci
- Razlika izmedu kemijskih pitanja, jetrice (sirovi i
katalizatora i enzima razgovor kuhani), mrkve,
(podsjecanje na pokus Raspad krumpira, Zlica,
vodikovog peroksida uz MnO. otopina vodikovog
kao katalizator) peroksida, trjes¢ica
- Komentiranje zapazanja i
izvodenje zakljucaka.
10 minuta Enzimi u organizmu i svakodnevnom | Razgovor, PowerPoint
zivotu (bioloski procesi, fermentacija, | diskusija prezentacija, ploca
detergenti za rublje, kvasac...)
Zavrsetak — | Zadavanje domace zadace — zadatci iz | Postavljanje Ploca, radna
ponavljanje | radne biljeznice pitanja, biljeznica
10 minuta Ponavljanje najvaznijih pojmova razgovor
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6.3. PLAN PLOCE I RADNI LISTICI UZ POKUSE

datum
ENZIMI

Enzimi — prirodni katalizatori — biokatalizatori
Supstrat — tvar na koju enzim djeluje

Aktivno mjesto — mjesto na kojem se supstrat veze na enzim

POKUS 1
Enzimi=Dbjelantevine? Biuret reakcija.

Skica:

Opazanja:

Zakljucak:

POKUS 2

Razgradnja Skroba pomoc¢u amilaze iz sline.

Amilaza — ubrzava razgradnju $kroba na maltozu i glukozu
Skica:
(CeH1005)n — MCsH1206 + pC12H22011
Opazanja:

Zakljucak:

POKUS 3.

Raspad vodikovog peroksida pomocu katalaze iz jetrice, krumpira ili mrkve.

Katalaza — ubrzava razgradnju vodikovog peroksida na kisik i vodu
Skica:
2H202 — O2 + 2H0
Opazanja:

Zakljucak:
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RADNI LISTIC 1

Enzimi=bjelancevine?

PRIBOR | KEMIKALIJE

Epruveta, kapalice, tarionik s tuckom, tableta enzimskg preparata (npr. Digestin —
Dietpharm ili neki drugi preparat koji sadrzi digestivne enzime), otopina NaOH,

razrijedena otopina CuSQs, destilirana voda

POSTUPAK

Tabletu enzimskog preparata smrvimo u tarioniku i prebacimo u epruvetu te ju otopimo u
maloj koli¢ini destilirane vode. Otopini u epruveti dodamo nekoliko kapi otopine NaOH i

nekoliko kapi razrijedene otopine CuSOs te sadrzaj epruvete protresemo.

SKICA

o

Otopina CuSO4

Otopina enzimskog
preparata i NaOH —

OPAZANJA

Dodatkom otopina NaOH i CuSOs, smjesa u epruveti poprimila je karakteristicnu

ljubicastu boju.
ZAKLJUCAK

Otopina enzimskog pripravka pokazala je pozitivnu reakciju na Biuret test, §to ukazuje na

prisutnost peptidnih veza u enzimima.
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RADNI LISTIC 2
Razgradnja skroba pomocu amilaze iz sline

PRIBOR | KEMIKALIJE
Staklena ¢asa, epruveta, kapalice, otopina skroba, Lugolova otopina, destilirana voda
POSTUPAK

U staklenu casu prikupimo slinu i razrjedimo ju s malo destilirane vode. Za to vrijeme u
epruvetu ulijemo otopinu Skroba i dodamo joj nekoliko kapi Lugolove otopine. Dobivenoj
smjesi u epruveti dodamo malo otopine sline i epruvetu grijemo medu dlanovima dok ne

primijetimo prve promjene.

SKICA
3
Otopina skrobai EE—
Lugolova ¢ Nakqn do<':latka
otopina _— b otopine sline
OPAZANJA

Dodatkom Lugolove otopine otopini Skroba ona je poprimila tamnoplavu boju. Dodatak
otopine sline uzrokovao je gubitak tamnoplave boje te je smjesa u epruveti poprimila Zuto-

narancastu boju.
Sto je amilaza?

Enzim koji ubrzava razgradnju Skroba na jednostavnije ugljikohidrate. Nalazi se u
biljkama, Zivotinjama i mikroorganizmima. Kod covjeka predstavlja vazan probavni

enzim.
ZasSto nam je bila potrebna Lugolova otopina?

Pomoc¢u Lugolove otopine dokazuje se prisutnost skroba (nastaje tamnoplavo obojenje).
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REAKCIJA

(CeH1005)n — MCsH1206 + pC12H22011
ZAKLJUCAK

Amilaza iz sline razgradila je Skrob na jednostavnije Secere Sto smo dokazali pomocu

promjene boje Lugolove otopine.
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RADNI LISTIC 3

Raspad vodikovog peroksida pomocu katalaze iz jetrice, Krumpira ili mrkve

PRIBOR | KEMIKALIJE

Erlenmeyerova tikvica, zlica, trjeSCica, otopina vodikovog peroksida (10-20%), uzorci

sirove i kuhane jetrice, mrkve i krumpira (sitno nasjeckani ili naribani)
POSTUPAK

U Erlenmeyerovu tikvicu stavimo malo dobivenog uzorka jetrice, mrkve ili krumpira.
Zatim ulijemo otopinu vodikovog peroksida tako da uzorak bude potpuno prekriven.

Nakon nekog vremena u tikvicu unesemo tinjajucu trjescicu.

SKICA
Mjehuridi kisika
Vodikov peroksid
Uzorak
OPAZANJA

Nakon nekog vremena iz otopine u tikvici po€eli su izlaziti mjehuri¢i. UnoSenjem tinjajuce
trjeScice u tikvicu, trjeScica je pocela slabo gorjeti. U tikvici u kojoj je bio uzorak sirove

jetrice mjehuri¢i su nastajali puno brze nego u onoj s kuhanom jetricom.
Sto je katalaza?

Enzim koji ubrzava raspad vodikovog peroksida na kisik i vodu. Zastupljena je kod gotovo

svih organizama (i u covjeku) te je vazan ¢imbenik u antioksidacijskoj zastiti organizma.
Koji plin dokazujemo tinjaju¢om trjes¢icom?

Tinjaju¢om trjes¢icom dokazujemo Kisik.
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REAKCIJA

2H,0, — O + 2H,0
ZAKLJUCAK

Enzim katalaza, kojeg moZemo naci u jetrici i povréu, ubrzava raspad vodikovog peroksida

na vodu i kisik, kojeg smo dokazali pomocu tinjajuce trjescice.
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Za vrijeme studija sudjeluje na XXIII. Hrvatskom skupu kemicara i kemijskih
tehnologa kao koautor s prezentacijom na posteru na temu Skrob kao klatrat — direktno
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