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1. Uvod

Je€am je osnovna sirovina za proizvodnju slada odnosno posredno za proizvodnju piva.Osim
Sto je izvor ekstrakta (fermentabilnih ugljikohidrata) slad je i enzimski pripravak koji ima
sposobnost samooSecéerenja prilikom ukomljavanja.Ova sposobnost posljedica je enzimske
snage (enzimskog potencijala) slada kojeg kolokvijalno nazivamo amiloliza, citoliza i
proteoliza. Amiloliza obuhvaéa sve enzimeke procese razgradnje ugljikohidrata od kojih je
svakako tehnoloSki najvaznija razgradnja Skroba koja je preduvjet za dobivanje
fermentabilnih Seéera u sladovini. Enzimska hidroliza Skroba provodi se kroz faze
klajsterizacije, likvefakcije i oSecéeranja, a enzim koji omogucuje razgradnju Skroba do
dekstrina (koji su supstrat za djelovanje a-amilaze i ostalih enzima oSeéerenja) je a-amilaza.
a-amilaza je enzim koji se sintetizira tijekom klijanja zrna, pa je stoga u najvecoj mijeri
genotipski determinirano svojstvo sorte. Sukladno re¢enom jedna od osnovnih pozeljnih
svojstava pojedinih pivarskih sorti je€ma je Sto veca aktivnost a-amilaze u sladu. Kako se
radi o genotipski determiniranom svojstvu sorte za selekcionare jema je vrlo koristan
podatak o vrijednostima za ovaj pokazatelj kakvoce u ukupnom sortimentu.Zbog toga je cil]
ovog rada bio steéi uvid u aktivnost a-amilaze u sortimentu jema Poljoprivrednog Instituta

Osijek radi daljnje selekcije i dobivanja novih sorti pivarskog je¢ma.



2. TEORIJSKI DIO



2. Teorijski dio

2.1. JECAM

Je€am je jedna od najznacajnijih poljoprivrednih kultura u svijetu. Po povrdinama na kojima
se uzgaja, nalazi se na Cetvrtom mjestu, iza pSenice, rize i kukuruza. To je relativho otporna
bilika, koja mozZe opstati u razli€itim agroekoloSkim uvjetima. Koristi se za ishranu stoke, ljudi
i industrijsku preradu: u proizvodnji Skroba i alkohola. Najznacajnija industrijska prerada

je€ma je upravo u proizvodnji slada i piva.

Slika 1. Je¢am (http://www.zemljani.com)

JeCam spada u porodicu trava Gramineae, a kao kultiviran je€am za potrebe proizvodnje

slada koristi se je€am iz roda Hordeum vulgare i Hordeum sativum.
Jecam koji se uzgaja moze se podijeliti u 4 razli¢ite skupine:

e Hordeum vulgare: Sestoredi jeCam sa svim zrnima priblizno sli¢nih dimenzija i oblika,

e Hordeum intermedium: Sestoredi je€am kod koga su bo¢na zrna u klasu manja i razli¢itog
oblika i zbog toga nije pogodan za sladovanje,

e Hordeum distichon: dvoredi jeCam krupna zrna istih oblika i dimenzija koji se
tradicionalno u Europi koristi za proizvodnju slada,

e Hordeum deficiens: dvoredi je€am koji nema veliki zna¢aj za potrebe sladarstva.
U zavisnosti od vremena zetve razlikuju se:

e Jari jeCam: sije se u prolje¢e (ozujak, travanj),

e Ozimi jeCam: sije se u jesen (sredinom rujna).

Sve ove razli¢ite forme nisu podjednako pogodne za sladovanje i ne daju slad iste kvalitete.
Dvorede sorte daju viSe ekstrakta, dok Sestoredi jeCam ima i za 30% veci prinos i po pravilu
daje veci enzimski potencijal. Tradicionalno se smatra da je za potrebe industrije piva najbolji
jari dvoredi jeCam. Danas je ovakav stav u mnogome ublazenjer su dobijene nove sorte

ozimih $estoredih sorti sa bitno pobolj§anim svojstvima (Leskocek -Cukarevi¢, 2002).

Za dobivanje kvalitetnog, jednoli€nog slada vrlo je bitno da je zrnje jema iste sorte. Kao

posliedica toga, nuzan je uzgoj Cistih sorti. Samo na takav nacin prednost uzgoja Cistih sorti
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moze biti u potpunosti iskoriSten. Prilikom uzgoja novih sorti velika se pozornost pridaje

parametrima kvalitete, odnosno zahtjeva se:
- otpornost na bolesti i nametnike,
- C&vrstoca stabljike,
- velika mogu¢nost iskoriStavanja hranjivin sastojaka iz tla,
- visoki prinos zrna,
- dobar oblik i raspored zrnja u klasu,
- nizak sadrzaj dusika u zrnu,
- visoka sposobnost klijanja,
- visoki potencijal biosinteze enzima,
- sposobnost modifikacije zrna,
- visok sadrzaj ekstrakta prilikom sladenja (Kunze, 1999).

Usporedba kakvoce slada od sorti ozimog i jarog jeCma pokazuje da su sorte jarog jeCma u
odnosu na ozime imale u prosjeku visi i nepovoljniji udjel proteina u sladu, ali nizi viskozitet i
vecu dijastatsku snagu (Lali¢, Kovadevi¢, 1999). Ozime su sorte, s obzirom na udio proteina i
udio ekstrakta u zrnu osjetljivije na vremenske uvjete, a u njima ima vise neposrednih

topljivih sastojaka i daju slad sa povecéanim aktivnostima enzima.

Nedostatak vode u tlu utje€e na slabiji rast i razvoj, na smanjenje priroda, a pri ekstremnom
nedostatku vode biljka propada. Jari je€am osjetljiviji je na suSu od ozimog, posebno ako se
kasni sa sjetvom. Ozimi je€am daje vecée prirode, ima znatno dulju vegetaciju od jaroga, pa
mu treba osigurati vie hranjiva. Pivarski jeCam moze se uzgajati na tlima osrednje plodnosti
da bi se uz kontroliranu gnojidbu dudikom moglo oblikovati zrno sa viSe ugljikohidrata, a
manje proteina. Za jari pivarski jeam udio duSika u tlu treba smanijiti, jer veca koli€ina duSika
utjeCe na povecanje udjela bjelan€evina u zrnu, 5to nepovoljno utjee na kvalitetu slada
(Divjak, 2005.; Gagro, 1997.).
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2.1.1.Grada i sastav je€émenog zrna

Straznja (ledna) strana zrna je obavijena pljevicom ili lemom, a unutrasnjost (trbusna) strana
paleom. Pljevice je€ma uske su i zavrSavaju zupcem. Obi¢no su pljevice srasle sa zrnom, no
postoje i goli kultivari je€ma (bez pljevice), ali oni nisu osobito vazni u proizvodniji pivarskog

slada.

Je€meno zrno Cine tri glavna dijela: klica, endosperm i zastitni omota¢. Klica se sastoji od
embrija, akrospore i korjenci¢a. Klica je odvojena od endosperma §titicem. U sastav $titica
ulazi i usisni epitel, sloj Supljih duguljastih stanica kroz koje se, pri prirodnom klijanju u zemlji

otopljeni sastojci endosperma prenose u embrio.

Endosperm je svojevrsna vre¢a napunjena mrtvim stanicama koje sadrZe velika i mala
kristalicha Skrobna zrnca obavijena hemicelulozom u proteinskoj matrici. Tkivo endosperma
nema jedinstvenu gradu. Sloj neposredno i ispod zastitnog sloja sadrzava manje Skroba, a
vide proteina. To je osobito izraZzeno u je€ma sa visokim udjelom dusSika. Tu je najveca
koncentracija vezane a-amilaze. Neki protein su takoder u granulama, ali su uglavhom
rasprSeni u endospermu. Endosperm je pokriven tankim slojem Sto se sastoji od Cetiriju
redova zivih stanica, tzv. aleuronskom slojem. Te su stanice vazne za biosintezu hidroliti¢kih
enzima (a-amilaza, B-glukanaza, proteaza) Sto hidroliziraju endosperm tijekom klijanja i

opskrbljuju embrio potrebnim hranjivim sastojcma za rast.

Zastitni omotac sastoji se od sedam razli€itih slojeva koji se mogu podjeliti na tri osnovna.
Unutarnji omotac koji okruzuje aleuronski sloj naziva se sjemenjaca ili testa. Ona okruzuje
Citavo zrno i propusta samo Cistu vodu ali ne i soli otopljene u njoj. Slijedeéi omotac je

oplodnjaca ili perikarp koji je u bliskoj vezi sa sjemenjacom.

Vanjski omota¢ zrna naziva se pljevica. Glavni sastojak pljevice su celuloza i lignin, dok
ostatak Cine pentozani, manani, uronic¢ne kiseline i hemiceluloze. Znatan je i udio silicija zbog

kojeg pljevica ima abrazivna svojstva (Divjak, 2005.).
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endosp erm

Slika 2. Sastav zrna je¢ma (Hough i sur., 1976.)

Udjel vode u zrnu je€ma tijekom Zetve iznosi u prosjeku od 14 do 15%, ali moze varirati od

12 do 20% s obzirom na klimatske uvjete Zetve. Kemijski sastav je€ma prikazuje Tablica 1.

Tablica 1.Kemijski sastav je€ma (Schuster i sur., 1988.)

Pokazatelj Zraéno suhi Suha tvar zrna
Skrob 54,0 63,2
Vlaga 14,5 R

Ostale nedusSicne
ekstraktivne tvari — —
Bjelanéevine 9,5 11,1
Sirova vlakna 5,0 5,9
Masti 2,5 2,9
Mineralni sastojci 2,5 2,9

Ugljikohidrati su kvantitativno najvazniji sastojci, a vrlo je velika njihova uloga tijekom prerade
jema. Najznacajniji su $krob, Seceri, celuloza i hemiceluloza. Skrob formira 50-63% suhe
tvari jeCma, a skladisti se u obliku Skrobnih zrnaca, u endospermu stanice.Skrobna zrnca se
sastoje od dva spoja: amiloze i amilopektina. Amiloza i amilopektin su izgradeni od lanaca
glukoze, ali imaju razli¢itu strukturu i razli¢it nacin razgradnje tijekom sladenja. Hemiceluloze
se sastoje od B-glukana i pentozana i osnovni su sastojak staniéne stienke. Secer i celuloza
se u malom postotku nalaze u je€menom zrnu i nemaju veliki u€inak na produkciju i kvalitetu

piva.

Od ukupne koli€ine proteinskih sastojaka zrna samo tre¢ina prelazi u gotovo pivo. Udjel
proteina u pivu nije velik, ali oni mogu znatno utjecati na kakvocéu piva i njegovu osjetljivost
na zamucenje. Udjel ekstrakta slada se smanijuje otprilike za onoliko koliki je udjel proteina u
zrnu (od 0.7-1% po postotku proteina).



2. Teorijski dio

Proteini ¢ine 92% bjelanevinskih sastojaka u pivu. Prema Osbornu djele se na: gluteline
(30%), prolamine (37%), globuline (15%), te albumine (11%).

Od mineralnih tvari nazastupljeniji su fosfati s oko 35% u obliku fosfor-(V)-oksida, silikati s
oko 25% u obliku silicij-dioksida i kalijeve soli s 20% u obliku kalij-dioksida. Bez prisustva
fosfata nije moguce alkoholno vrenje, jer su zbivanja prilikom vrenja ovisna o reakcijama u
kojima sudjeluje fosforna kiselina.

Masti se u najveéem dijelu nalaze u aleuronskom sloju i u klici. Ukupni sadrzaj masti u
aleuronskom je sloju oko 9 puta vecéi nego u klici. Ove masti su gotovo iskljucivo trigliceridi u
kojima je glicerol esterificiran sa tri masne kiseline. Pri tome sunajveéim djelom zastupljene
masne kiseline s dugackim lancima (stearinska, oleinska, linolna i linolenska). Masti su

netopljive u vodi, pa ne promijenjene ostaju u tropu. Masti razaraju pjenu piva.

U ostale sastojke spadaju taninske tvari ili polifenoli koji se nalaze uglavnom u pljevici. Ako je
pljevica deblja njihov udjel raste, a gorak i trpak okus je€ma je izrazeniji. Najvazniji vitamini u
zrnu jeéma su B1, B2, C i E. Vitamini su bitni ljudskom organizmu za odrzavanje zivotnih
funkcija (Kunze, 1999.).
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2.2. ALFA AMILAZE

Amilaze su enzimi koji hidroliziraju molekule Skroba, dajuci pri tom niz produkata, kao Sto su
dekstrini i nizi polimeri sastavljeni od glukoznih jedinica. 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. Amilaze se mogu izolirati iz razliitih izvora, ukljuCujuci
biljike, zivotinje i mikroorganizme, no enzimi izolirani iz mikroorganizama najvisSe
zadovoljavaju zahtjevima industrijske primjene. Danas je na trzistu prisutan velik broj amilaza
iz mikroorganizama i skoro su u cijelosti zamijenile kemijsku hidrolizu Skroba u industriji

prerade Skroba.

Povijest amilaze pocela je 1811. godine kad je Kirchhoff otkrio prvi enzim koji razgraduje
Skrob, prou€avanjem probavnih enzima i amilaze u sladu. Puno je kasnije Ohlsson, 1930,
predlozio klasifikaciju enzima koji hidroliziraju slad na a- i B-amilaze ovisno 0 anomernom
tipu Secera koiji je nastao hidrolizom. Povijest odrefiivanja aktivnosti a-amilaze i problemi oko
njezine detekcije datiraju ve¢ 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-Frangois Persoz uspjeli izolirati amilazu iz slada, te su je nazvali

dijastaza.

a-amilaza (EC 3.2.1.1.) je enzim koji hidrolizira unutarnje a-1,4-glikozidne veze u Skrobu.
Osim kao enzim dobiven iz mikroorganizama, a-amilaza Siroko je zastupljen sekrecijski

enzim jer se nalazi u slini, gusteradi, krvi i urinu.

Amilaze su Siroko rasprostranjene u bilkama, Zivotinjama i mikroorganizmima. Tijekom
nekoliko proslih desetlie¢a napravljena su znaCajna istrazivanja vezana za produkciju
ekstracelularne a-amilaze koju proizvode mikroorganizmi. Veliki kapaciteti i laka manipulacija
mikroorganizmima do Zeljenih karakteristika enzima, daju veliku prednost mikroorganizmima
za proizvodnju amilaza koje imaju veliku primjenu u industriji. Njihova prisutnost u krvi i urinu

pokazatelj je nekih bolesti.

Enzimi koji imaju sposobnost hidrolize Skroba nazivaju se amiloliticki enzimi, a hidroliziraju a-
D-(1-4) O-glikozidne veze i a-D-(1-6) O-glikozidne veze. Amiloliticki enzimi su podijeljeni
prema svojoj aktivnosti prema Skrobu u nekoliko podrazreda. Razdioba je napravljena prema

konfiguraciji anomernog ugljikovog atoma u produktu.
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Tablica 2. AmilolitiCki enzimi i njihov nacin djelovanja na Skrob (Saka¢ N, 2011.)

Ime enzima

Nacin

djelovanja

Napadnute glikozidne

. . 210
g-amilaza E.C. 3.2.1.1.

- T a 210
B-amilaza E.C. 3.2.1.2.

. . s 510
a-amilaza E.C. 3.2.1.20.

Glukoamilaza

E.C.32.1.3. %10

Izoamilaza E.C. 3.2.1.68.%1°

Pululanaza
E.C.3.2.1.41.5%%
Egzo-maltotetrao-hidrolaza
E.C.3.2.1.60. """
Egzo-maltoheksao-hidrolaza

E.C.3.2.1.98 128

Endo

Egzo

Endo

Endo

Egzo

veze Glavni produkti
Smjesa malto-oligosaharida
o-D-(1-4) . ..

s a-konfiguracijom
o-D-(1-4) B-maltoza
a-D-(1-4) a-glukoza

a-D-(1-4) i
B-glukoza
a-D-(1-6)
Linearni malto-oligosaharidi do

a-D-(1-6) 25 glukoznih jedinica

bez boénih ogranaka

Razni linearni malto-
a-D-(1-6)

oligosaharidi

a-D-(1-4) Maltotetraoze
o-D-(1-4) Maltoheksaoze

a-amilaze su endo-enzimi koji slu¢ajnim odabirom napadaju unutarnje a-D-(1)-O-glikozidne

veze u Skrobu, osim onih koje su na kraju supstrata ili onih koje se nalaze u blizini tocke

grananja. Krajnji produkti su a-ograni¢eni dekstrini (a-limit dextrins), razgranati saharidi koji

se ne mogu viSe hidrolizirati, i malto-oligosaharidi s razli€itim stupnjem polimerizacije (DP),

karakteristicnim za pojedini enzim. a-amilaze su Kkalcijevi metaloenzimi i ne mogu

funkcionirati u odsutnosti kalcija. Nasumi¢nim djelovanjem uzduz Skrobnog lanca, a-amilaza

kida duge ugljikohidratne lance u maltotriozu i maltozu iz amiloze, ili maltozu, glukozu i

dekstrin iz amilopektina. Djelovanje a-amilaze prikazuje Slika 2.
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Slika 3. Biokataliti¢ka razgradnja $kroba (Sakaé N., 2011.)

2.2.1. Znacaj i svojstva a-amilaza

Specifi€ni supstrat

Opcenito, a-amilaze pokazuju najvecu specificnost prema Skrobu, pa ga slijede amiloza,
amilopektin, ciklodekstrin, glikogen i maltotrioza.

Optimalni pH i stabilnost

Optimalni pH za a-amilaze varira od 2-12. a-amilaze iz veéine bakterija i gljiva imaju
optimalni pH od kiselog do neutralnog podrucja. a-amilaze su opéenito stabilne kroz Siroko

podrucje pH=4-11, medutim nadene su i a-amilaze koje imaju usko podrucje stabilnosti.

Temperaturni optimum i stabilnost

Temperaturni optimum vezan za aktivnost a-amilaze povezan je s rastom mikroorganizama.
Mnogi faktori utje€u na termostabilnost. Oni uklju€uju prisutnost kalcija, supstrata i drugih

stabilizatora.
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Inhibitori

Mnogi metalni kationi, posebice ioni teSkih metala, reagensi sa sulfhidrilnim grupama, N-
bromosukcinimidi, p-hidroksil merkuri benzojeva kiselina, BSA, EDTA i EGTA inhibiraju a-

amilazu.

Kalcij i stabilnost a-amilaze

a-amilaza je metaloenzim, koji sadrzi najmanje jedan kalcijev ion17. Afinitet Ca2+ prema a-
amilazi puno je jaci od drugih iona. Koli¢ina vezanog kalcija varira od jedan do deset. U

prisustvu kalcija a-amilaze su termostabilnije nego bez kalcija.

2.2.2.Primjena a-amilaze u industriji

Amilaze spadaju u najvaznije hidroliticke enzime vezane za industriju baziranu na Skrobu.
Komercijalizacija amilaza zapocela je 1984. kao farmaceutski pripravak za lijeCenje
probavnih tegoba. Danas amilaze nalaze primjenu za hidrolizu Skroba u mnogim
industrijskim procesima, kao $to su prehrambena, tekstilna, papirna i industrija detergenata.
Amilaze su u potpunosti zamijenile kemijsku hidrolizu u procesnoj industriji hidrolize Skroba.
Danas amilaze zauzimaju najveci dio svjetskog trZista enzima. Dostupno je nekoliko razlicitih
pripravaka amilaza razliCitih proizvodata enzima za specificnu primjenu u razli€itim

industrijama.

Industrija proizvodnje kruha i peciva i kao dodatak protiv zgusSnjavanja

Amilaze se koriste u pekarstvu. Vrlo Cesto koristi se amilaza iz plijesni, koja izaziva
djelomiénu razgradnju Skroba. Treba posebno istaknuti skraivanje vremena pripravljanja
tijesta za 30-50% pri upotrebi amilaza. Pekarski proizvodi ostaju duze svjezi ako im se

dodaju amilaze. Takoder se upotrebljava pri likvefakciji i saharifikaciji Skroba.

Upotreba amilaza u proizvodnji piva alkohola i vina

Pri upotrebi enzima u pivovarskoj industriji proces proizvodnje piva se ubrzava, a konacni
proizvod je bistriji i stabilniji. Za oSecéerenje Skrobnih sirovina u proizvodnji alkohola svi
moderni procesi koriste amilaze. Rezultat njihovog koriStenja ocituje se i u povecéanju

iskoriStenja sirovine.

Industrija detergenata

Enzimi su danas sastavni dio detergenata. Oni €ine 25-30% u globalnoj potro3nji enzima
(Sakag, 2011.)
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2.2.3. Primjena a-amilaza kod ukomljavanja slada i nesladenih
zitarica
Ukomljavanje je postupak mijeSanja sladne prekrupe i usitnjenih nesladenih zitarica s toplom
vodom u cilju prevodenja njihovih netopljivih sastojaka u topljiv oblik enzimskom hidrolizom s
pomocu enzima sintetiziranih tijekom klijanja je€ma (sladenja). Aktivnost tih, kao i svih drugih
enzima, ovisi o pH vrijednosti komine i temperature. Stoga tijekom hidrolize za svaki enzim
treba osigurati vrijednost pH i temperature za njihovo optimalno djelovanje. S obzirom na
kemijski sastav sladne prekrupe i usitnjenih nesladenih Zitarica najvaznije su: enzimska

razgradnja Skroba, B-glukana (gumastih sastojaka) i proteina.
Proces enzimske hidrolize Skroba odvija se u tri faze koje se medusobno preklapaju:

o Kklajsterizacija ili prevodenje Skroba u Skrobni lijepak,
o likvefakcija ili otapanje 8krobnog lijepka u vodi,

o Secerenje ili razgradnja otopljenog lijepka do gradbenih Secernih jedinica.

Nakon prevodenja Skroba u Skrobni lijepak zapodinje njegovo otapanje kao posljedica
hidrolize pomoc¢u enzima a-amilaze koji razgraduje duge lance amiloze i amilopektina do
dekstrina (7-12 glukoznih jedinica). 1z molekula amilopektina nastaju razgranate dekstrinske
molekule, tzv. grani¢ni dekstrini, jer se hidroliza zaustavlja na udaljenosti od 2-3 glukozne
jedinice ispred 1,6-veze, koju a-amilaza ne moze ni razgraditi, niti preskociti. Zbog toga se
viskoznost klajsterizirane komine smanjuje. Ako se komina ohladi, odnosno zagrije na
optimalnu temperaturu za djelovanje enzima a-amilaza, zapocinje razgradnja dekstrina s
nereducirajuc¢eg kraja molekule uz odcjepljivanje po dvije glukozne jedinice (maltoza). Zbog
neparnog broja glukoznih molekula u dekstrinskim lancima osim maltoze nastaju i drugi

Seceri (npr. glukoza i maltotrioza).

Ukratko, hidroliza Skroba pomoc¢u amilolitickih enzima slada moze se ovako sumirati:

1. Amilopektin + a-amilaza (temp.: 72-75°C; pH: 5,6-5,8) ---> Dekstrini (manje M.m.)
2. Dekstrini + B-amilaza (temp.: 60-65°C; pH 5,4-5,5) ---> Glukoza; Maltoza; Maltotrioza;

Naravno, oba enzima su aktivna i pri nizm temperaturama od njihova optimuma, ali je njihovo
djelovanje usporeno. Temperature inaktivacije su im razliCite, pa se B-amilaza inaktivira pri

70°C, a a-amilaza pri 80°C.

Stoga se komina zadrzava duze pri 62-64°C (optimalno za B-amilazu), kada se Zeli dobiti
sladovina sa puno maltoze, koja ima visok stupanj prevrenja. Naravno, ako se zeli u
sladovini dobiti viSe dekstrina, koji pivu daju punocu, preferira se duze zadrzavanje komine

pri 72-75°C (optimalno za a-amilazu). To znaCi da se tijekom hidrolize Skroba mogu koristiti
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razliCite temperature i razliita vremena zadrZavanja. Ta se vremena nazivaju temperaturne
stanke. Zavrdna temperatura hidrolize Skroba u pivarskoj praksi je 76-78°C, jer je to nesto
niza temperatura od toplinske inaktivacije a-amilaze, pa ona moze nastaviti hidrolizu Skroba i
tijekom cijedenja sladovine iz komine. Tako se sprjeCava tzv. klajsterizacijska mutnoca

gotovog proizvoda — piva (Stefani¢, Mari¢, 1990.).

2.3. PROIZVODNJA SLADA

Slad predstavlja zrnje zitarica, koje je tijekom tehnoloSkog procesa proklijalo i zatim

osuseno.Svrha reguliranog postupka vodenja klijanja u proizvodniji slada je:
-sinteza ili aktivacija €itavog niza enzima,

-djelovanje ovih enzima na razliCite grupe sastojaka zrna Zitarica,
-maksimalna sinteza enzima uz minimalni utro$ak (gubitak) sastojaka zrna.

Ove tri pojave medusobno su povezane. Sintezom enzima pojacava se i produbljuje njihovo
djelovanje na pojedine sastojke zrna. Ova zbivanja ovise od 4 faktora tijekom Kklijanja:
vlaznosti zrna, temperaturi, sastavu zraka i vremenu. Djelovanje enzima tijekom klijanja
iskazuje se kroz razgradnju stani¢nih stjenki i povecanje braSnavosti endosperma, te
razgradnju makromolekularnih sastojaka zrna. Proizvod dobiven klijanjem naziva se zeleni

slad, a nakon su$enja osueni ili suhi slad, odnosno jednostavno slad.

Tablica3. Faze sladenja; od je€ma do slada (Schuster i sur., 1988.)

X ivg Vlaga 12-14%
JECAM Skladistenje temperatura 12 °C
Mocenje Udjel vode 45%
Klijanje Vrijeme 5 dana
Temperatura 12-16 °C
SLAD Uklanjanje korjencic¢a i klice, uskladistenje

Prva je faza tehnoloSkog postupka sladenja moc¢enje kako bi je€meno zrno upilo vodu, te iz
stanja anabioze preslo u stanje bioze tj. pocelo klijati. Tijekom klijanja u zrnu se nakupljaju
hidroliticki enzimi (a-amilaze, B-glukanaza i proteaze), kako bi se razgradile stani¢ne stjenke i
endosperm i tako dobili hranjivi sastojci potrebni za rast embrija, odnosno rast korjenci¢a i
lisne klice buduce biljke. Djelovanjem a-amilaze nastaju topivi dekstrini Sto ih, u jeCmenom
zrnu prisutna, B-amilaza hidrolizira do Secera. Proteaze, istodobno, hidroliziraju proteine do

aminokiselina i malih peptida. Zeleni slad, koji nastaje klijanjem, je zbog velikog udjela vode
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nestabilan. Zato mu se uklanja voda suSenjem. Posto je zeleni slad zapravo enzimski
pripravak, suSenje treba obaviti tako da se sprijeCi toplinska inaktivacija enzima. OsuSenom

se sladu uklanjaju korjencici (sladne klice), jer su higroskopni i imaju gorak okus.

TehnoloSki proces sladenja jema se sastoji od pet odjeljenih tehnoloskih faza:
1) Ciscenje i sortiranje je¢ma,
2) Mocenje sortiranog je€menog zrna,
3) Klijanje namocenog zrna,
4) SuSenje zelenog slada,

5) Dorada osu$enog slada (Schuster i sur. 1988)

STROVINE I'I‘W.VRSKI VODA KONDICIONIRA NI YRUCI Do 70%C
JECAM ZRAK ZRAK
12-4p°¢ (PROPUHAYANJE) 85-135°C
Y L ]
UREDAJI SORTIRANI anll_:hEENI ZELENI SLAD SUHI
OPRE #.4 TECAM — "  TEGAM T —*  slap
ekeo 144 WIDE 4q-4F % 45 W% WDE 5%
KORISTI SE I VODE oke 25 SKROBA WODE 2-2%
i I1 ELasa HIDROL IZRALD DO & if T:fg;‘
¢ 2.2 D0 2,8 MALTOZE |1 GLUKOZE amilana SYIJETLI
Tan
SILOS| VIBRACUSKASITA, | SORTIRKE, MOEIONIK GLMND, SUSARE,
oo 0504, MAGNETSKI - CIKLONI, SALADINGY ORMAR STROJZA
APARAT TRIJER | ASPIRAT ORI GALLANDCh BUBAN OTKLICAWSHIE,
KONTIN, 5LADARE STROJZAPOLIRANJE,
SILOS|
PROCESME CISCENJE_ 5 MOCEMJE — o FKLIJANJE — 5 SUSENJE 1 Faza
OPERACITE SORTIIANTE §0-100 SATI £-8 DANA II Fazs
DO 15 °C SWIJETLI STABILI-
Uz AERACLIU 00 #5 "r TAMRI LORADA ZaCITA

Slika 4. Opc¢a shema proizvodnje pivarskog slada (V. Krstanovié, 2008.)
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovoga rada bio je internacionalnom metodom (EBC) odrediti udjele o — amilaze u 3
sorte je€ma — pivarskoj, pivarsko — sto€noj i sto¢noj sorti na podrucju Osijeka, Slavonskog

Broda i Tovarnika.

3.2. MATERIJAL | METODE

3.2.1.0dredivanje aktivnhosti a-amilaze internacionalnom metodom
(EBC)

Pod utjecajem a-amilaze prvenstveno se obavlja razgradnja Skroba do dekstrina, pa komina

postaje tekuca. Kod jeCma se na osnovu njene aktivnosti moze zakljuciti u kojoj je mjeri on

isklijao, a kod slada ona daje uvid u procjenu vremena koje ¢e tijekom komljenja biti potrebno

za postizanje normalne reakcije sa jodom i samim tim pokazatelj je kvalitete slada. Uz

aktivnost a-amilaze mogu se ocijenjivati i odgovarajuéi enzimski preparati mikrobioloskog

porijekla.

Princip

Dodatkom B-amilaze u suviSku u standardnu otopinu Skroba dobija se otopina grani¢nih
dekstrina kao supstrat. U ovaj se supstrat unosi ekstrakt slada Cija a-amilaza razgraduje
grani¢ne dekstrine. Vrijeme koje je potrebno da se nakon dodatka otopine joda uspostavi
standardno obojenje Skroba i joda naziva se jedinica nastajanja dekstrina. Ona predstavlja

mjeru za pracenje aktivnosti a-amilaze.

Uredaji

e Neo — komparator Hellige

¢ Hellige disk sa obojenim staklom za a-amilazu
e Kivete 13 mm

¢ Analiticka vaga, toc¢nost mjerenja 0,01 g

e DLFU mlin

e Naborani filter — papir

¢ Vodena kupelj
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Reagensi

Specijalni $krob

B-amilaza iz jeémenog slada. Cuvati u hladnjaku u dobro zatvorenoj ambalazi. Prije
otvaranja Cekati da se temperira na sobnu temperaturu

Otopina joda: 5,5 g joda i 11 g kalij — jodida otopiti u vodi i dopuniti do 250 ml. Ova
otopina ¢uva se u tamnoj boci, a odrzivost joj je mjesec dana.

RazblaZena otopina joda: otopiti 20 gkalij — jodida u vodi, dodati 1 ml otopine joda i
vodom dopuniti do 500 ml

Natrij — klorid; NaCl

Pufer, pH 4,7: 270 g natrijacetat — trihidrata otopiti u vodi, dodati 120 ml hladne octene
kiseline i dopuniti do 1 | sa vodom. Provijeriti je li pH = 4,7

Puferirana otopina grani¢nih dekstrina ( a-amilodekstrinski supstrat)

U visokoj laboratorijskoj ¢asi od 600 ml umijeSati 10 g SM specijalnog Skroba s hladnom
vodom

Uz stalno mije$anje dodati 300 ml kljuc¢ale vode

Uz mijeSanje kuhati 1-2 minute

Suspenziju ohladiti na oko 20°C i kvantitativho prebaciti u odmjernu tikvicu od 500 ml
Dodati 25 ml pufera i 250 g - amilaze otopljene u malo vode

Otopinu 8kroba dopuniti do 500 ml s vodom koja je zasi¢ena toluolom

Ostaviti da stoji na 20°C; koristiti nakon 18 do najviSe 72 h

Dobivanje ekstrakta slada

25 g fino mljevenog slada suspendirati u 500 ml 0,5%-tne otopine NacCl

Ekstrahirati 2,5 h na 20°C; promijesati svakih 20 min

Ekstrakt slada odvaijiti filtracijom preko naboranog filter-papira; prvih 50 ml filtrata vratiti
na filter

20 ml filtrata razblaziti sa 0,5%-tnim NaCl do 100 ml

Prilikom to€nih mjerenja vrijeme dekstriniranja treba biti izmedu 15 i 25 minuta. Ako je ono

krace, umjesto 10 ml razblazenog ekstrakta slada upotrijebiti samo 5 ml i 5 ml otopine natrij

klorida. Ako je vrijeme dekstriniranja duze, odabrati odgovarajuce razblazenje.
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Nastajanje dekstrina

e Na 20 + 0,05°C temperirati puferirani supstrat grani¢nog dekstrina, razblaZeni ekstrakt
slada i niz sa po 10 ml razblaZene otopine joda

¢ 10 ml razblazenog ekstrakta slada temperirati 5 min u vodenoj kupelji na 20 £ 0,05°C u
pogodnoj epruveti

e Dodati 20 ml grani¢nog dekstrina i ukljuciti Stopericu

e Nakon 10 min po prvi puta uzeti 2 ml hidrolizirane otopine i unijeti ju u 10 ml razblazene
otopine joda temperirane na 20°C

e Odmah promijedati, prebaciti u kivetu i usporediti boju u komparatoru sa bojom diska za
a-amilazu

e Na identican nacin raditi sve dok se ne utvrdi da su boje jednake i zabiljeziti za to
neophodno vrijeme (pri kraju reakcije mijeriti svakih 30 s, zavrdnu to¢ku zaokruziti na
najblizu ¢etvrtinu minute)

e Za usporedivanje boja uvijek koristiti istu kivetu koju je potrebno samo ocijediti izmedu
uzastopnih mjerenja

Proracun

24 100
DU = —X

o X Tooow jedinica po 100 g SM slada, gdje je:

o DU = jedinica nastajanja dekstrina, tj. ona koli¢ina a-amilaze koja razgraduje 1 g
Skroba na sat na 20°C u prisustvu viSka B-amilaze

o 24 = broj dobiven mnozenjem 0,4 ($to odgovara sadrzaju Skroba u 20 ml otopine
grani¢nih dekstrina, g) i 60 (preraCunavanje min na h)

o G = masa slada u 10 ml razblazenog ekstrakta (tj. u 5 ml) u gramima (8to odgovara
0,1t¢.0,050q)
T = vrijeme proteklo do izjedna€avanja boja, min
W = vlaga slada

Izrazavanje rezultata, toénost i standardne vrijednosti

Rezultati se izraZavaju u DU jedinicama bez decimala (na SM slada). Standardne vrijednosti
su od 30 — 50 DU.

r=0,067 Xs R=10 s = srednja vrijednost
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4. Rezultati

Tablica 4. Aktivnost a-amilaze u pivarskim, pivarsko-sto¢nim i sto¢nim sortama

jeCma
Lokacija | Sorta Namjena (DaL;j::rI:zt?/.) SD
Rex P/S 32,70 | = 1,56
Barun P/S 39,50 | + 1,63
Bingo S 30,10 | =+ 0,14
ﬁ Bravo S 32,20 £+ 1,13
(% Vanesa P 41,80 | + 1,27
o Tiffany P 36,10 | = 1,27
Maxim P/S 31,80 | + 1,70
Premium P/S 33,60 | = 1,98
Lukas P/S 33,90 | + 1,77
Rex P/S 29,10 | + 0,14
Barun P/S 3430 | = 1,13
Trenk P/S 35,60 | = 1,06
S | Gazda P/S 39,90 | + 0,92
o Bingo S 28,80 | + 1,34
(% Merkur P/S 33,60 | + 1,27
% Bravo S 30,80 | + 0,71
<>( Vanesa P 40,10 | + 1,48
) Tiffany P 38,80 | + 1,06
Maxim P/S 36,80 | = 0,99
Premium P/S 33,70 | = 0,99
Lukas P/S 3960 | + 1,48
Rex P/S 28,70 | = 1,20
Barun P/S 39,50 | + 5,87
Trenk P/S 30,60 | =+ 1,34
Gazda P/S 39,90 | =+ 0,57
X Bingo S 31,80 | + 0,35
=2
EEE Merkur P/S 34,70 | + 1,20
8 Bravo S 30,80 | = 0,78
— Vanesa P 45,10 | + 1,48
Tiffany P 40,30 | + 1,20
Maxim P/S 36,10 | = 1,13
Premium P/S 32,30 | = 1,20
Lukas P/S 33,40 | +* 1,56

Prikazani podaci su srednja vrijednost za o -amilazu 2

P = pivarski je¢am

P/S = pivarsko-sto¢ni je€am

S = stocni

standardna devijaci
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o-amilaza (DU/suh. tv.)

SORTA [NAMIENA| OSHUEK [SLAVONSKIBROD| TOVARNIK PROSJEK
Rex P/S 32,7 29,1 28,7 30,17
Barun P/S 39,5 34,3 39,5 37,77
Bingo S 30,1 28,8 31,8 30,23
Bravo S 32,2 30,8 30,8 31,27
Vanesa P 41,8 40,1 45,1 42,33
Tiffany P 36,1 38,8 40,3 38,40
Maxim P/S 31,8 36,8 36,1 34,90
Premium P/S 33,6 33,7 32,3 33,20
Lukas P/S 33,9 39,6 33,4 35,63
Merkur P/S 33,6 34,7 34,15
Gazda P/S 39,9 39,9 39,90
Trenk P/S 35,6 30,6 33,10

Tablica 5. ProsjeCna aktivnost a- amilaze u pivarskim, pivarsko-stocnim i stoCnim
sortama jeCma na sve tri lokacije

Na Slikama 5 do 10 prikazani su udjeli a-amilaze u ispitivanim sortama s obzirom na sortu,
lokaciju, te medusobne razlike izmedu lokacija. Nadalje, prikazane su razlike u udjelu

a-amilazeizmedu grupa sorti (pivarske, pivarsko sto¢ne i stocne).
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Slika 5. Prosje¢ni udjeli a- amilaze u pojedinim pivarskim, sto¢nim i pivarsko-stoénim sortama je¢ma na svim
lokacijama
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4. Rezultati

o - amilaza (DU /suh.tv.)
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P - pivarski; P/S - pivarsko stocni; S - sto¢ni jeam

Slika 6. Prosje¢ni udjeli a- amilaze u pivarskim, pivarsko — stoénim i stoénim sortama je¢ma

o- amilaza (DU/suh.tv.)
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Slika 7. Prosje¢ni udjeli a-amilaze u pivarskim, pivarsko stocnim i sto¢nim sortama jeCma prema

lokaciji
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4. Rezultati
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Slika 8. Udjeli a —amilaze u pivarskim sortama je€ma
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Slika 9. Udjeli a-amilaze u pivarsko — sto¢nim sortama je¢ma
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4. Rezultati
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Slika 10. Udjeli a- amilaze u sto¢nim sortama je¢ma
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5. Rasprava

Rezultati prikazuju udjele a- amilaze u tri sorte jeCma: pivarskoj ( B - brewing variety);
pivarsko-sto¢noj ( BF - brewing/feed variety) i sto¢noj ( F -feed variety) iz uroda 2011.
godine s tri razli¢ite lokacije: Osijek - tip tla eutricni kambisol; Slavonski Brod - tip tla

aluvijalni; i Tovarnik - tip tla hipogle;.

Tablica 4.prikazuje aktivnost a- amilaze u pivarskim, pivarsko-sto¢nim i stoénim sortama
je€ma na sve tri lokacije, dok Tablica 5. prikazuje prosjeCnu aktivhost a- amilaze u

pivarskim, pivarsko-sto¢nim i sto€nim sortama je€ma na sve tri lokacije.

Prosjec¢ni udjeli a- amilaze u pojedinim pivarskim, sto¢nim i pivarsko-sto¢nim sortama jema
na svim lokacijama prikazani su na Slici 5. Raspon prosjecnih udjela a- amilaze krece se od
30 do 42 DU/suh.tv. lako su ovi udjeli izmedu sorti vrlo sli¢ni, ipak je vidljivo da pivarska sorta
Vanessa ima najvecéi prosje¢ni udio a- amilaze (42,33 DU/ suh.tv.). Sorte sa najmanjim

prosjecnim udjelom a-amilaze su Bravo, Bingo i Rex.

Ispitujuéi razlike u udjelu a-amilaze izmedu pivarskih, sto¢no-pivarskih i sto¢nih sorti je¢ma
primijetili smo da pivarske sorte je€ma odskacu po udjelu a-amilaza u odnosu na sto¢ne
sorte, dok se vrijednost udjela a-amilaza u pivarsko-sto¢nim sortama nalazi izmedu ove dvije

ispitivane sorte. Ove razlike u udjelu a — amilaze izmedu sorti prikazane su na Slici 6.

Na Slici 7. vidljivi su udjeli a-amilaze u pivarskim, pivarsko sto¢nim i sto¢nim sortama je€ma
prema lokaciji. Prou€avajuéi udio a-amilaza u pivarskim, pivarsko - stoénim i stoénim
sortama je€ma na tri razliCite lokacije, kao najpogodnija lokacija pokazala se lokacija
Tovarnika (preko 35,3 DU/suh.tv.), dok nju slijedi lokacija Slavonskog Broda (oko 35
DU/suh.tv.), te se najloSijom pokazala lokacija Osijeka, Cije sorte imaju najmanji udio a-
amilaze (oko 34 DU/suh.tv.).

Promatrajuéii dvije pivarske sorte je€ma (Vanessa i Tiffany) na razliCitim lokacijama
uoCavamo da .pivarska sorta jeCma Vanessa, u odnosu na Tiffany, sadrzi veéi udio a-
amilaze (od 40,1 do 45,1 DU/suh.tv.) na sve tri ispitivane lokacije. | jedna i druga sorta su
pokazale najbolje rezultate na lokaciji Tovarnik. Ova razlika izmedu pivarskih sorti jeCma

prikazana je na Slici 8.

Udjeli a-amilaze u pivarsko — sto€nim sortama jeéma (Rex, Barun, Maxim, Premium, Lukas,
Trenk, Gazda, Merkur) prema lokacijama promatrani su na Slici 9. Na lokaciji Osijek
najboljom pivarsko — stoénom sortom pokazala se sorta Barun (39,5 DU/suh.tv.), na lokaciji
Slavonski Brod sorte Lukas (39,6 DU/suh.tv.) i Gazda (39,9 DU/ suh.tv.), dok su se na
lokaciji Tovarnik najboljim pivarsko — sto¢nim sortama pokazale sorte Barun (39,5
DU/suh.tv.) i Gazda (39,9 DU/suh.tv.).
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5. Rasprava

Sto¢ne sorte jeCma (Bingo i Bravo) promatrane su na Slici 10. Sorta Bravo ima vece udjele
a-amilaze od sorte Bingo na lokacijama Osijek (32,2 DU/suh.tv.) i Slavonski Brod (30,8
DU/suh.tv.), dok je sorta Bingo pokazala najveci udio a-amilaze na lokaciji Tovarnik (31,8
DU/suh.tv.). Takoder, treba naglasiti da su udjeli a-amilaze sorte Bravo na lokacijama

Slavonskog Broda [ Tovarnika podjednake (30,8 DU/suh.tv.).
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6. Zakljuéci

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

1. Vrijednosti dobivene za aktivnost a-amilaze kod veéine su ispitivanih sorti bile na granici

preporucenoj za primjenu je€ma u sladarstvu,

2. Ustanovljene su sorte koje imaju vrlo dobre vrijednosti za aktivnost a-amilaze sa

stanovista preporucenih vrijednosti za sladenje,

3. Najvecu vrijednosti za aktivnost a-amilaze u domacem sortimentu imaju sorte Gazda i
Barun,

4. Sorte pokazuju statistiCki znacajne razlike kad se izdvoje u grupe kao (pivarske, pivarsko-

stoCne i sto¢ne),

5. Ustanovljeno je da kod najveceg broja ispitivanih sorti je€ma na vrijednosti za aktivnost a-

amilaze u zrnu najznacajnije utjeCe sama sorta, dok lokacija ne utjeCe statisticki znacajno,

6. Rezultati dobiveni u ovom ispitivanju mogu posluziti selekcionarima je€Cma pri nastavku
sortnih pokusa s ciliem oplemenjivanja sorti za proizvodnju slada, ali i tehnolozima u

sladarstvu za prilagodbu procesnih paramatara tijekom proizvodnju pivarskog slada.
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