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1. Uvod

Sorte golozrnog je€ma (Hordeum vulgare nudum) karakterizira odsustvo pljevice Sto
predstavlja niz ekonomskih prednosti od kojih je u prvom redu olak$ana obrada zrna prije
upotrebe ili prerade. Zahvaljujuéi nedostatku pljevice, golozrne sorte pokazale su veci prinos
alkohola u proizvodniji Zitnih rakija i veéi udio ekstrakta u proizvodnji piva. Ipak, njihova
primjena u pivarstvu se tek istrazuje zbog odredenih izazova na koje se nailazi u procesu
sladenja, Sto kasnije, dovodi do tehnoloskih problema u proizvodnji piva. Sladenje
podrazumijeva mocenje, klijanje i susenje proklijalog zrna ¢ime se dobiva osnovna sirovina za
proizvodnju piva — slad. Problemi koji se pojavljuju pri sladenju golozrnih sorti iskljucivo se
doti¢u uzrocno-posljedi¢nih veza povisenog sadrzaja B-glukana (karakteristicnog za golozrne
sorte), loSije modifikacije zrna i oteZzanog bubrenja. Posljedi¢no, dobiveni gotovi slad je

sniZzenih pokazatelja kvalitete (loSija friabilnost i fermentabilnost, snizen udio ekstrakta).

B-glukani koji se pojavljuju u je¢ému su linearni homopolisaharidi sastavljeni od jedinica
glukoze medusobno povezanih B-1,4- i B-1,3-vezama, a njihova uloga u zrnu je izgradnja
stani¢nih stijenki endosperma i aleuronskog sloja. Ukoliko su nedovoljno razgradeni, B-
glukani uzrokuju probleme kod ekstrakcije, filtracije i bistrenja piva, najvise zbog sposobnosti
formiranja gela i poviSenja viskoznosti otopine. Istrazivanjem golozrnih sorti je¢ma
(Habschied i sur., 2021; Krstanovi¢ i sur., 2015), primije¢eno je da su ove sorte, u usporedbi
sa sortama koje sadrie pljevicu, otpornije na modifikacijske promjene u fazi mocenja,
pokazujuci smanjeno upijanje vode, zbog ¢ega dolazi do nedovoljne razgradnje endosperma i

loSije razgradnje B-glukana, a to izravno utjece na pokazatelje kvalitete gotovog slada.

Sorte Osvit i Mandatar novije su sorte golozrnog je¢ma ¢ija primjena u proizvodnji slada i
piva nije temeljito istrazena. Kao i mnoge druge golozrne sorte, karakterizira ih visoki udio B-
glukana. Ovaj rad istrazuje kako primjena povisenih temperatura mocenja u kombinaciji sa
padajuéim temperaturama klijanja utje¢e na konacni udio B-glukana u sladu. Provedena su
dva modificirana postupka mocenja i klijanja, a rezultati su usporedeni s vrijednostima -

glukana u sladu dobivenim primjenom standardnog mikrosladenja prema MEBAK postupku.




2. TEORIJSKI DIO



2. Teorijski dio

2.1. PIVARSKI JECAM

Je€am je osnovna sirovina u tehnologiji piva. Tradicionalno se od je€ma proizvodi slad, a
procesom fermentacije vodenog ekstrakta slada nastaje pivo. Je€mom se danas cesto i
zamjenjuje dio slada od kojeg se proizvodi pivo. Osim sladarstva i pivarstva, upotreba je¢ma
kao sirovine ili preradevine raSirena je u ishrani Zivotinja, prehrani ljudi i industriji.
Industrijski se od je€ma proizvode je¢meni i sladni sirupi koji se koriste, osim u pivarstvu, u
industriji alkohola, tekstila te farmaceutskoj industriji (Divjak, 2005). Kao nusproizvod pri
proizvodnji slada nastaju sladne klice koje se mogu iskoristiti kao dodatak hrani za Zivotinje
zahvaljujuéi nutritivno bogatom sastavu koji obiluje proteinima, vlaknima i vitaminima

(Beluhan, 2001).

Botanicki, jeam se svrstava u porodicu trava Gramineae. Za proizvodnju slada znacajni su
rodovi Hordeum vulgare i Hordeum sativum. Prema rasporedu zrna u klasu je¢ma
razlikujemo dvoredni, Sesteroredni i ¢etveroredni je€am. JeCam se dijeli i prema vremenu
Zetve. Prema tome, razlikujemo jari jeCam koji se sije od veljace do travnja te ozimi jeCam s
optimalnim vremenom sjetve sredinom listopada, ovisno o podneblju. Za potrebe pivarstva
do sada je najceSée bio koristen jari dvoredni jeCcam. Pri oplemenjivanju jeCma s ciljem
dobivanja novih sorti, tehnoloski su najznacajniji pokazatelji visoki udio ekstrakta te dobra

citoloka razgradenost zrna (Lesko$ek-Cukalovi¢, 2002; Simi¢, 2009).

2.1.1. Grada i sastav jecmenog zrna
Grada jeCmenog zrna

Zrno jeéma vretenastog je oblika obavijeno pljevicom koja je srasla sa sjemenim opnama
zrna. Golozrni jeCam predstavlja izuzetak. Njegova pljevica nije srasla sa zrnom te se prilikom

vréidbe uklanja ostavljajuéi zrno ,,golim“ (Leskosek-Cukalovi¢, 2002).

Unutarnja grada zrna podrazumijeva tri osnovna dijela: embrionalni dio, endosperm i

omotac (Kunze, 1998).




2. Teorijski dio

Slika 1 Presjek zrna jema: 1 — pljevica, 2 — perikarp (oplodnjaca) i testa (sjemenjaca),

3 —aleuronski sloj, 4 — endosperm, 5 — stiti¢ (scutellum), 6 — embrio, 7 — zacetak lista i stabljike, 8 —
zacetak korijena (Simi¢, 2009; Gace$a, 1979).

Embrionalni dio ¢ini embrio sa zacecima lisne klice i korjenci¢a. Embrionalni dio i endosperm
su odvojeni tankim slojem tkiva Stiti¢a i slojem epitelnih stanica duguljastog polisadnog
oblika tankih stijenki (Kunze, 1998). Stiti¢ je polupropusna opna koja omoguéuje prijelaz
hranjivih tvari iz endosperma u klicu i obratno. U fazi klijanja, u klici se sintetiziraju enzimi
koji kroz stiti¢ prelaze u endosperm gdje kataliziraju razgradnju rezervnih hranjivih tvari. Ovo
je izuzetno vaino za proces sladenja jeCma. Embrio zauzima oko 2,8 — 5 % mase zrna

(Kovacevié i Rastija, 2014; Gacesa, 1979).

Endosperm je sastavljen od stanica ispunjenih skrobnim zrncima te ¢ini najvedi dio (75 — 80
%) suhe mase zrna je€ma. Upravo je ovaj dio zrna najznacajniji za sadrzaj ekstrakta u sladu,
odnosno pivu. Prilikom klijanja, Skrob pohranjen u ovim stanicama sluZi za proizvodnju
energije potrebne za razvoj embrija. Osim Skroba, u ovim se stanicama nalazi cjelokupna

koli¢ina B-amilaze i dio dekstrinaza, enzima vaznih u procesu sladenja. Stani¢ne stijenke
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2. Teorijski dio

stanica endosperma povezane su u cvrsti skelet od hemiceluloze, gumastih i proteinskih
molekula. Stani¢ne stijenke se sastoje od priblizno 71 % B-glukana i 23 % araboksilina.
Endosperm je okruzen aleuronskim slojem koji je bogat proteinima te od velikog znacaja za
nastajanje enzima tijekom sladenja. U aleuronskom sloju prisutni su jo$ polifenoli, fosfor i
ostale mineralne tvari te niz hidrolitickih enzima koji sudjeluju u razgradnji zrna tijekom

klijanja (Lesko3ek-Cukalovi¢, 2002).

Omotac zrna sastoji se od sedam slojeva. Od njih su tri najznacajnija: sjemenjaca ili testa,
oplodnjaca ili perikarp i pljevica. Testa je unutrasnja opna koja se nalazi uz aleuronski sloj
zrna. Testa je polupropusna Sto znaci da omogudéava jedino prolaz Ciste vode. Perikarp
obavija testu a njega slijedi epidermis koji je izvana zastiéen pljevicom. Glavni gradivni
elementi pljevice su celuloza i hemiceluloza. U njoj se mogu pronadi i spojevi poput tanina,
gorkih sastojaka i testinske kiseline koji, iako prisutni u manjoj koli¢ini, mogu se negativno
odraziti na kvalitetu piva (Kunze, 1998). U usporedbi s ostalim sortama, golozrni je¢am u
svojoj punoj zrelosti nema pljevicu sraslu sa zrnom, zbog cega, tijekom procesa Zetve ona
sama opada. Nedostatak pljevice iskljuCuje navedeni negativni utjecaj tvari iz pljevice na

kvalitetu piva (Lali¢ i sur, 2018).

Kemijski sastav jecmenog zrna

Kemijski sastav zrna je€ma moZe varirati u Sirokim granicama zavisno od sorte, agroekoloskih
uvjeta (zemljista, klimatskih uvjeta, lokaliteta), primijenjenih agrotehnickih mjera pa ¢ak i od

zrna do zrna u jedno te istoj partiji (Gacesa, 1979; Lesko$ek-Cukalovi¢, 2002).

Vlaga u zrnu je€ma moZe varirati od 12 % pa do 20 %, najc¢esée iznosi oko 14 — 15 %. Vlaznost
zrna u zavisnosti je od klimatskih uvjeta prije i za vrijeme Zetve. PoZeljno je da je vlaga niza

kako bi se jeCam mogao uspjesno ¢uvati (Kunze, 1998).

Ugljikohidrati su najzastupljeniji sastojci jeCma. Ovo je Siroka skupina spojeva, a pojedini
ugljikohidrati razli¢ito utjecu na preradu i kvalitetu jeCma. U znacajnije spadaju Skrob, Seceri,

celuloza, hemiceluloza i gumaste tvari.

Skrob je najvainiji sastojak jeémenog zrna (Kunze, 1998). Njegov prosje¢ni udio u suhoj tvari
prikazan je u Tablici 1, premda moZe dosedi i vise vrijednosti (Leskosek-Cukalovi¢, 2002).
Skrob je od velikog znadaja jer predstavlja uskladidtenu energiju koja je potrebna za Zivot

zrna i rast embrija. UskladiSten je u Skrobnim granulama u obliku amiloze i amilopektina.

6



2. Teorijski dio

Amiloza i amilopektin se bitno razlikuju svojom strukturom, sto se odrazava na moguénost

njihove razgradnje za vrijeme sladenja i komljenja (Kunze, 1998).

Amiloza je linearni polisaharid smjeSten u unutrasnjosti Skrobnih granula i iznosi 20 — 25 %
ukupne mase Skroba je€menog zrna. Sastoji se od 200 do 400 jedinica a-D glukoze povezanih
a-(1,4) vezama. Amilopektin je razgranati polisaharid smjeSten na perifernim dijelovima
Skrobnih granula, ¢ini 75 — 80 % ukupne mase Skroba, a na viSim temperaturama tvori
Skrobni lijepak. Sastavljen je od nekoliko tisu¢a jedinica a-D glukoze povezanih a-(1,4)
vezama koje su na mjestima grananja povezane a-(1,6) vezama (Kunze, 1998; Subari¢ i sur.,

2011).

Seceri se u je¢mu nalaze u klici i aleuronskom sloju, a sluZe za metabolizam embrija (Kunze
1998; Leskosek-Cukalovi¢, 2002). Njihov udjel je malen (1 — 2 %), a znatnije koli¢ine nastaju
tek tijekom klijanja razgradnjom skroba. Od Secera se mogu pronaci saharoza, rafinoza,

glukoza, fruktoza i maltoza (Lesko$ek-Cukalovi¢, 2002).

Celuloza u je€mu je strukturna komponenta pljevice (2 — 5 % zrna). Celuloza je netopljiv

linearni polisaharid, enzimi slada je ne mogu razgraditi, stoga ne utjece na kvalitetu piva.

Hemiceluloze su sastojak stani¢nih stijenki endosperma (Kunze, 1998). Njihov sadrzaj ovisi o
sorti jeCma i uvjetima uzgoja. Hemiceluloze se sastoje od dvije frakcije koje imaju razlicit

utjecaj na proizvodnju i kvalitetu piva: B-glukana i pentozana (Lesko3ek-Cukalovi¢, 2002).

Bjelancevine, iako se javljaju u relativno niskom udjelu u je¢mu (Tablica 1), mogu negativno
utjecati na kvalitetu piva, narocito bistroéu. Promatrajuéi njihovo ponasSanje u procesu
proizvodnje piva, mozemo ih podijeliti na proteine i njihove razgradne produkte. Zahvaljujuci
svojoj velikoj molekulskoj masi, bjelanéevine su sklone taloZenju prilikom denaturacije.
Prema Osborne-u, bjelancevine se dijele u nekoliko grupa od kojih su u je¢mu zastupljeni
glutelini, globulini, prolamini i albumini. Razgradni produkti bjelanéevina su topivi u vodi,

stoga se tesko uklanjaju i gotovo su uvijek prisutni u gotovom pivu (Kunze, 1998).

Lipidi su najvecim dijelom smjesteni u aleuronskom sloju i klici. Najzastupljeniji su trigliceridi,
no prisutna je i mala koli¢ina njihovih derivata. U sladovinu najé¢es¢ée prelazi oko 0,5 % lipida,
no i u toj koli¢ini se ne moze zanemariti njihov utjecaj na metabolizam kvasca, stabilnost

pjene i okus piva (Lesko$ek-Cukalovi¢, 2002).
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Mineralne tvari koje se najveéim udjelom pronalaze u jeCmu su fosfor, silicij i kalij, naj¢esc¢e
u obliku njihovih soli. Od elemenata u tragovima prisutni su cink, bakar, mangan te Citav niz

drugih elemenata koji imaju fizioloski znacaj i utjecaj na zbivanja u toku fermentacije.

Od ostalih spojeva jo$ prisutnih u je¢mu, no bitnih u tehnologiji piva, mogu se izdvojiti
taninske, odnosno fenolne tvari (sadrzane u pljevici, daju gorcinu i trpkost pivu), vitamini B

skupine te enzimi (Kunze, 1998).

Tablica 1 Kemijski sastav suhe tvari zrna je¢ma (Lasztity, 1999)

Prosjecni sastav suhe tvari zrna jecma (% / s.t.)

Ukupni ugljikohidrati 78-83
Skrob 51-67
Saharoza 1-2
Monosaharidi 1-2
Arabinoksilani 4-8
B-glukani 2,5-6,0
Celuloza 2-5

Ukupne bjelancevine 8-15
Albumini i globulini 1-4
Hordeini 3-6
Glutelini 3-6
Aminokiseline i peptidi 0,5

Ukupni lipidi 2-3
Trigleceridi 0,5-1,3
Fosfo-i glikolipidi 0,5-1,3
Voskovi i steroli 0,1-0,2

Mineralne tvari 1,9-2,5

2.1.2. Golozrni je€am

Golozrni jeCam latinskog naziva Hordeum vulgare nudum prepoznatljiv je po odsustvu
pljevice nakon Zetve zbog Cega nije potrebna njegova naknadna obrada (ljustenje, brusenje).
Samim time olakSana je njegova primjena u prehrani ljudi ili ishrani Zivotinja, transport,
obrada i skladistenje. To cCini njegovu uporabu ekonomicnijom jer dolazi do manje osStecenja i
kontaminacije mikroorganizmima te su smanjeni gubitci u procesu mljevenja (Lali¢ i sur.,

2013). U pogledu hranijivih tvari, golozrni jeCam usporediv je s ostalim ¢esto upotrebljavanim
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Zitaricama. Tako u njemu pronalazimo visok sadrzaj bjelancevina, dijetalnih vlakna i raznih
elemenata u tragovima. Osim vlaknima, ove sorte je¢ma bogate su B-glukanima koji su
takoder poznati po svom znacaju u proizvodnji funkcionalnih prehrambenih proizvoda (Simi¢
i sur., 2017). Nadalje, golozrni je¢am ima veliki potencijal kao alternativni izvor za
proizvodnju Skroba, s obzirom na svoju nisku proizvodnu cijenu i Siroku dostupnost (Chang

and Lv, 2016).

Razvoj novih sorti golozrnog jeéma zapoceo je u Kanadi 1970-ih godina, isprva za upotrebu u
stocarstvu, a potom i za ljudsku prehranu. Kasnije, zapocinje se s ispitivanjem njegove
namjene u tehnologiji piva i proizvodnji Zitnih rakija (Scotch, Whisky). U proizvodniji Zitnih
rakija upotreba golozrnih sorti pokazala je veée prinose alkohola (Habschied i sur., 2021; Agu
i sur., 2009). U tehnologiji sladenja, golozrni je¢am, iako pogodan za proizvodnju kvalitetnog
slada, nije joS pronasao svoju namjenu (Shaveta i sur., 2019; Habschied i sur., 2021).
Najvaznija prednost njegovog koristenja u pivarstvu je ekonomski aspekt. Buduci da pljevica
¢ini ekonomski nedostatak jer predstavlja gubitak suhe tvari (Rennecke i Sommer, 1979),
povezano s time golozrni jeCam ima 5 — 7 % (minimalno 2 %) viSe vrijednosti ekstrakta slada
Sto je znacajan pokazatelj kvalitete (Habschied i sur., 2021; Kerry i Barr, 1995; Edney i
Langrell, 2004; Krstanovié i sur., 2015; Evans i sur., 2014; Rossnagel i sur., 2012). Nasuprot
tome, golozrni jeCam ima odredene nedostatke pri upotrebi kao sladna sirovina. Nedostatak
pljevice ¢ini embionalni dio golozrnog je€ma nezastiéenim i izloZzenim oSteéenjima za vrijeme
manipulacije pa tako i sladenja. To moZe izazvati nepotpuno klijanje i loSiju razgradenost
slada Sto, po nekim autorima, moze biti razlog losijih pokazatelja kvalitete slada (Habschied i

sur., 2021; Evans i sur., 2014).

Habschied i sur. (2021) proveli su komparativno istrazivanje pokazatelja kvalitete slada
usporedbom nekoliko sorti ozimog golozrnog jeéma sa sortama ozimog je¢ma koje sadrie
pljevicu. Rezultati (Habschied i sur., 2021.) pokazuju da su sorte golozrnog je¢ma otpornije
na modifikacijske promjene koje nastupaju tijekom faze moéenja zrna u procesu sladenja,
tocnije, sorte golozrnog je€ma pokazale su smanjeno upijanje vode tijekom modéenja te vrlo
nisku friabilnost (pokazatelj razgradenosti endosperma) u odnosu na sorte ozimog je€ma
koje sadrze pljevicu. Odgovaraju¢a optimizacija postupka sladenja, narocito produljeno
vrijeme mocenja i nize temperature klijanja, mogle bi se pokazati uspjeSnima u rjeSavanju

ovog problema i donijeti bolje rezultate pokazatelja kvalitete slada (Habschied i sur., 2021).
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Krstanovi¢ i sur. (2015) ukazuju kako je visok sadrzaj B-glukana, koji je karakteristi¢an za
sorte golozrnog je€ma (ispitivane sorte bile su Matko i GZ-184), razlog smanjenog upijanja
vode u podrucju endosperma zrna te nize aktivnost enzima, $to ima za posljedicu slabiju
razgradenost tijekom sladenja. To izravno utjeCe na ostale pokazatelje kvalitete slada

(Krstanovic i sur, 2015).

Slika 2 Golozrni jecam (Lali¢ i sur., 2018)

2.1.3. Proizvodnja golozrnog jecma u Hrvatskoj

Uslijed razvoja pivarstva i sladarstva u Republici Hrvatskoj, povecava se potraznja za
pivarskim jecmom. Povrsine zasijane jecmom rastu i teZi se ka povecéanju kakvocée poznatih
sorti. Za Zeljenu pivarsku kvalitetu i visoki urod vrlo su vazni uvjeti uzgoja i odgovarajuca
tehnologija proizvodnje za Sto je neophodno osigurati odabir kvalitetnog sortimenta u
samome pocetku (Kovacevié i sur., 1994). U Republici Hrvatskoj do sada nije zabiljezena
tradicija uzgoja golozrnog je€ma niti je u prehrambenoj industriji prepoznata mogucnost
njegovog veceg namjenskog koristenja (Lali¢ i sur., 2013). Unazad nekoliko godina, na
podrucju Slavonije ispitivane su agronomske karakteristike odredenih genotipova golozrnog
je¢ma. Ustanovljeno je da ispitivani genotipovi pruzaju znacajne moguénosti u pogledu
koristenja pozitivne interakcije genotip-okolina kod odredenih agronomskih svojstava i Sire
utvrdene adaptabilnosti. Ovo ukazuje da se moZe posti¢i dobro koristenje agronomskog
potencijala razliCitih regija Republike Hrvatske u pogledu uzgoja sorti golozrnog je¢ma (Abicic¢

i sur., 2017).
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2.1.4. Sorte golozrnog je€cma Osvit i Mandatar

Sorte Osvit i Mandatar priznate su na temelju ispitivanja Sortne komisije Republike Hrvatske
te su uvrstene na nacionalnu Sortnu listu RH i Zajedni¢ku sortnu listu Europske Unije.
Ispitivanje ovih sorti obavljeno je u Republici Hrvatskoj u Zavodu za sjemenarstvo i
rasadnicarstvo Osijek u trajanju od dvije godine. Obje sorte pokazuju povecan udio B-glukana

u odnosu na uobicajene pivarske sorte (Lali¢ i sur., 2018).

Osvit sorta priznata je od strane Ministarstva poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja
Republike Hrvatske 2014. godine. Sorta je namijenjena ljudskoj prehrani i sto¢arstvu. Osvit je
priznat kao razli¢ita, ujednacena i postojana sorta koja ima posebnu gospodarsku vrijednost.
Dvogodisnjim ispitivanjem, sorta je pokazala rezultate uroda na razini oba standarda (sorte
Barun i Favorit). Osvit spada u skupinu dvorednog golozrnog jecma. Ovo je srednje rana
sorta koja dobro podnosi zimske nepogode, susu i rasprostranjene biljne bolesti. Ima dobar
koeficijent produktivnog busanja postizuéi oko 9000 klasova/m? i sjetvu od oko 400 — 450
klijavih zrna/m?2. Stabljika doseZe visinu od oko 85 cm, ¢&vrsta je i elasticna $to ima za
posljedicu dobru otpornost na polijeganje. Udio proteina u zrnu Osvita je 12 — 14 % (Lali¢ i

sur., 2018).

Mandatar sorta priznata je 2017. godine od strane Ministarstva poljoprivrede, ribarstva i
ruralnog razvoja Republike Hrvatske. Sorta Mandatar je takoder namijenjena potrebama
ljudske prehrane i stoCarstva te prepoznata kao razli¢ita, ujednacena i postojana, pokazujudi
posebnu gospodarsku vrijednost i namjenu. Mandatar doseZe visinu stabljike od oko 90 cm.
Sorta je otporna na polijeganje i na nepovoljne uvjete poput suse i niskih temperatura.
PostiZe oko 900 klasova/m?i pokazuje dobar koeficijent produktivnog busanja. Udio proteina

je nesto visi, 13— 16 % (Lali¢ i sur., 2018).

Slika 3 Sorta Osvit (Lali¢ i sur., 2018) Slika 4 Sorta Mandatar (Lali¢ i sur., 2018)
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2.2. PROIZVODNIJA SLADA

Proizvodnja slada, odnosno sladenje, podrazumijeva klijanje Zitarica u kontroliranim
uvjetima te termicku obradu dobivenog zelenog slada. Osuseni jemeni slad naziva se pivski
slad i on predstavlja osnovnu sirovinu za proizvodnju klasi¢nog piva. Industrijska proizvodnja
slada se obavlja u sladarama (Leskosek-Cukalovi¢, 2002). Naime, kako bi se mogli utvrditi
optimalni uvjeti za sladenje ili provjeriti kvaliteta pivarskog je€ma, sladenje se moZe provesti

u umanjenom postrojenju tzv. mikrosladari, a proces se tada naziva mikrosladenje.

Slad se proizvodi iskljucivo od pivskog je¢ma koji zadovoljava odredene kriterije kakvoce. Cilj
sladenja je podvrgnuti zrno jecma specificnim kemijskim i fizikalnim transformacijama.
Primjenom odredenih uvjeta, utjeCe se na povecanje enzimskog potencijala zrna i sintezu
enzima. Osnovne faze procesa sladenja su: mocenje, klijanje i suSenje zrna (LeskosSek-
Cukalovi¢, 2002). U Tablici 2 prikazani su uobiajeni uvjeti procesa sladenja prema Schuster i

sur (1988).

Tablica 2 Procesni parametri u razli¢itim fazama sladenja (Schuster i sur., 1988)

JeCam Skladistenje Vlaga 12-14%
Temperatura 12°C
g Mocenje Udjel vode 45%
@
g Klijanje Vrijeme 5 dana
2
v Temperatura 12-16°C
©
5
Y, SuSenje Temperatura Oko 85°C
b=
§ Vlaznost 4%
Slad Dorada slada i skladistenje

Je€am korisSten za sladenje mora biti o¢is¢en od stranih primjesa, a ako je nedavno obavljena
Zetva, pazljivo skladisten odredeno vrijeme kako bi se prevladala ,faza pospanosti“. U
istaknutoj fazi jeCam se ne moze sladiti veé ga je potrebno uskladistiti pazeci na uvjete viage i

temperature (Leskosek-Cukalovi¢, 2002). Prije skladistenja je vaino i sortiranje, jer razli¢ite
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veli¢ine zrna razli¢ito upijaju vlagu Sto bi moglo dovesti do neujednacene kvalitete slada

(Kunze, 1998).

Mocenje je prva tehnoloska faza sladenja u kojoj se zrna vlaze potapanjem u vodu i
oroSavanjem kako bi se izazvalo klijanje. Potrebno je postiéi vlagu od 42 — 46 % kako bi
klijanje bilo ravhomjerno a transformacije zrna optimalne. Temperatura vode za mocenje
treba biti u rasponu 10 — 18 °C. Ova faza traje oko 40 — 48 h, a sastoji se od naizmjeni¢nog
potapanja zrna i cijedenja ili tzv. zracnog odmaranja. U fazi zracnog odmaranja, zrna su bez

vode uz povremeno oro$avanje i usisavanje oslobodenog CO; (Lesko$ek-Cukalovi¢, 2002).

U pocetku procesa mocenja zrno je¢ma ubrzano upija vodu zbog ¢ega njegov volumen raste
(bubri), a sto je primijenjena temperatura visa, to je brze i upijanje vode. Kasnije se upijanje
vode usporava. Prodiranjem vlage u unutrasnjost zrna, dolazi do aktiviranja vaznih enzima i
stimuliranja aktivnosti embrija. Zrno tada pocinje disati, stoga je vrlo vazno osigurati
dovoljnu koli¢inu Oz zbog Cega je vazna faza zranog odmaranja (Kunze, 1998). Kada se na
zrnu pojavi bijeli trag izdanka korijena, tradicionalno se zavrSava mocenje i zapocinje klijanje

(Lesko$ek-Cukalovi¢, 2002).

Klijanje je tehnoloski najvaznija faza sladenja jer u njoj dolazi do sinteze novih i aktivacije
postojecéih enzima koji vrSe modifikaciju zrna (Kunze, 1998). Glavni cilj klijanja, te sladenja u
cjelini, je postizanje Zeljene modifikacije zrna koja ukljuuje formiranje enzimskog
potencijala, sintezu i aktivaciju enzima, te odredenu kemijsku razgradnju endosperma kojom
nastaje ekstrakt i mijenjaju se reoloSka svojstva zrna. Ekstrakt slada C&ine sve topljive
komponente koje se ekstrahiraju iz slada ukomljavanjem (Lesko$ek-Cukalovi¢, 2002). Stupanj
hidratacije i difuzija enzima unutar endosperma od odlucujuée su vaznosti za uspjesSnu

modifikaciju endosperma je¢ma u procesu klijanja (Simi¢, 2009; MacLeod i Duffus, 1964).

Prilikom klijanja u zrnu je€ma nastaje nova biljka Sto znaci da se odvija rast korjenci¢a i lisne
klice. Ovo zahtjeva veliku koli¢inu energije i sastojaka koji se crpe iz zrna uzrokujuéi tako
razgradnju endosperma. No da bi se izbjegli preveliki gubitci sastojaka zrna, enzimska
razgradnja se tijekom sladenja suzbija (Kunze, 1998). Razgradnja podrazumijeva citoliticku,

proteoliticku i amiloliticku razgradnju zrna.

Citoliticka razgradnja obuhvada razgradnju sastojaka stani¢nih stijenki, ponajprije

endosperma kojeg c¢ine molekule hemiceluloze i celuloze (GaceSa, 1979). Ovdje je
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najznacajnija razgradnja B-glukana u kojoj sudjeluju endo- i egzo-B-glukanaze (Gaéesa, 1979;

Kunze, 1998).

Proteoliticka razgradnja odvija se uz pomo¢ endo- i egzo-peptidaza, a zahvaéa proteine,
peptide i polipeptide (Gacesa, 1979). U matriksu bjelancevina uklopljene su Skrobne granule,
te razgradnja bjelancevina omogucava a-amilazi da zapoéne s razgradnjom Skroba. Osim
toga, razgradnjom bjelancevina osiguravaju se aminokiseline neophodne za proces

fermentacije sladovine u proizvodniji piva (Simi¢, 2009; Enari i Sopanen, 1986).

Amiloliticka razgradnja ukljucuje razgradnju Skroba do dekstrina i Secera (Gacesa, 1979). Za
vrijeme klijanja Skrob se hidrolizira do glukoze. Dio nje sluzi kao izvor energije, a dio kao
pocetni materijal za sintezu novih spojeva potrebnih za rast mlade biljke (Simi¢, 2009; Enari i
Sopanen, 1986). Enzimi koji sudjeluju u ovim procesima su B-amilaza, a-amilaza, grani¢na
dekstrinaza i R-enzim. Od ostalih enzima isti¢u se lipaza, fitaze, oksidaza i peroksidaza
(GaceSa, 1979). Za proizvodnju slada najznacajnije su reakcije razgradnje Skroba,

hemiceluloza i proteina (Kunze, 1998.).

Uobicajeni procesni uvjeti faze klijanja prikazani su u Tablici 2. Proklijala se zrna jeCma zbog

zelene boje korjenci¢a nazivaju “zeleni slad” (Mari¢, 1995).

Susenje je zavrSna faza sladenja u kojoj se prekida rast klice i zaustavlja modifikacija zrna
primjenom topline (Lesko$ek-Cukalovi¢, 2002). Zeleni slad je lako kvarljiv, nestabilan
materijal, a suSenjem se sprjeCavaju uvjeti razvoja mikroorganizama i zaustavljaju
biokemijske i enzimske reakcije (Mari¢, 1995; Leskosek-Cukalovi¢, 2002). Osim toga u ovoj se
fazi formira karakteristicna sladna aroma i boja potrebna za Zeljeni tip piva. Za reakcije
formiranja boje i arome prvenstveno su zasluzne su Maillard-ove reakcije, odnosno njihovi

produkti melanoidini (Lesko$ek-Cukalovi¢, 2002).

2.3. B-GLUKANI

U zrnu jecma, B-glukani su linearni homopolisaharidi smjesteni uglavnom u stani¢nim
stijenkama endosperma i aleuronskog sloja zrna (Simi¢ i sur., 2015; Holtekjglen i sur., 2006).
Molekule B-glukana koje se pojavljuju u Zitaricama sastoje se od nerazgranatih lanaca
ostataka glukoze medusobno povezanih B-1,4- ili B-1,3- vezama (Simi¢, 2009; Kunze, 1998).

Prema Kunze (1998), u ovakvom tipu B-glukana B-1,4-veza ima oko 74% dok B-1,3-veza ima
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oko 26%. U molekuli, ove veze nisu ravhomjerno rasporedene. Pod odredenim okolnostima
nastaju duZi lanci samo s B-1,4-vezama, ili se pak srece nekoliko uzastopnih B-1,3- veza, Sto
uvelike utjeCe na strukturu same molekule, a time i na moguénost njezine enzimske
razgradnje (Kunze, 1998). U zrnu je€ma pojavijuju se dvije vrste hemiceluloze -
endospermnog tipa i pljeviastog tipa. Hemiceluloza endospermnog tipa sadrzi mnogo B-
glukana za razliku od one pljevicastog tipa (GaceSa, 1979). Osim opisanih oblika pronadenih
u Zitaricama, u prirodi se molekule B-glukana pronalaze u mnogo oblika i izvora. Tako postoje
linearni, nerazgranati, razgranati, cikli¢ki i drugi B-glukani te mnogo njihovih kombinacija.
Pojavljuju se u mnoStvu Zivih bica poput biljaka, gljiva, liSajeva, kvasaca i drugih

mikroorganizama (Stone, 2009).

—3)-D-GlepB-(1—4)-D-Glecpp-(1—4)-D-Glcpp-(1—3)-D-GlcpB-(1—4)-D-Glepp-(1—

CHEOH CHQOH C HzOH

CHzOH CHZOH

Slika 5 Molekula linearnog (1,3;1,4)-B-glukana (Stone, 2009)

Kemijska i fizikalna svojstva B-glukana zasluzna su za njihov znacaj u prirodi a odreduju i
njihovo ponasanje u tehnologiji piva. U vodenim otopinama njihove se molekule savijaju i
okreéu zauzimajuéi puno prostora i medusobno se sudarajuci. Ovakvo ponasanje molekula
uzrokuje medumolekularno trenje, Sto za tekucinu u kojoj se nalaze znadi da joj raste
svojstvo viskoznosti (Jin i sur, 2004). Lanci B-glukana mogu se hidratizirati, bubriti i tvoriti gel.
Ova svojstva su u direktnoj ovisnosti odnosa njihovih B-1,4/B-1,3 veza i stupnja
polimerizacije, odnosno molekulske mase. U jeému, B-glukan je prisutan u topivom i
netopivom obliku. Netopivi oblik kovalentnim je vezama povezan s proteinima u stani¢nim
stijenkama, te pod djelovanjem odredene proteoliticke aktivnosti, oslobada se i prevodi u
topivi oblik. Sto je molekula B-glukana veca, to je manje topiva i tvori vece agregate (Kunze,

1998).

B-glukani su poznati i kao bioloski aktivne tvari s blagotvornim djelovanjem na zdravlje.

Poljsko istrazivanje Jurczynska i sur. (2012) navodi da u ljudskom organizmu B-glukani
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sudjeluju u procesima obnove stanica, metabolizmu i detoksikaciji raznih tvari te utjecu na
cjelokupno stanje tijela suzbijajuci patoloSka stanja reaktivnih vrsta kisika i dusika, kao i
procese u kojima sudjeluju. Reaktivne vrste kisika i dusika igraju vaznu ulogu u patogenezi
mnogih bolesti. Ustanovljeno je da (1,3/1,4)-B-D-glukan dobiven iz zrna zobi ima citotoksi¢na
svojstva na neoplastiénim stanicama, Sto znaci da mu se pripisuje antitumorska aktivnost
(Jurczynska i sur., 2012). Drugo istrazivanje je ukazalo na svojstvo B-glukana da djeluje na
snizavanje glikemijskog indeksa hrane tako Sto stvaranjem viskozne otopine u probavnom

sustavu, usporava apsorpciju glukoze (Cavallero i sur., 2002).

2.3.1. Znacaj B-glukana u pivarstvu

Kada se pojavljuju u malim koli¢inama u je¢mu, odnosno pivu, B-glukani se smatraju korisnim
sastojcima jer pridonose stabilnosti pjene i poboljSavaju organolepticka svojstva (pridonose
punodi okusa) piva (Krstanovi¢ i sur, 2016; Havlova i sur., 2006). Ipak, njihova prisutnost je
ceSce povezana s problemima u tehnologiji proizvodnje. Narocito su problemati¢ne enzimski
nedovoljno razgradene i netopive makromolekule ovih spojeva (Kunze, 1998). Zbog toga sto
B-glukani lako prelaze u gel, svrstavaju se u gumaste tvari i upravo ovo svojstvo ¢ini njihovu
razgradnju otezanom (Simi¢, 2009; Kunze, 1998). Budu¢i da tvore viskozne otopine u vodi, B-
glukani, kao i arabinoksilani, uzrokuju probleme kod ekstrakcije, filtracije i bistrenja piva
(Simié, 2009; Enari i Sopanen, 1986; Mari¢, 2009). Stoga je enzimska hidroliza B-glukana

znacajna kod optimiranja postupka sladenja je¢ma (Simi¢, 2009).

Koli¢ina B-glukana ovisi o nekoliko faktora no ponajprije o genetskom podrijetlu i okoliSnim
uvjetima jecma. U jeému se sadrzaj B-glukana kreée od 2,5 do 6 %, a ponekad i do 11 %. U
procesu sladenja, osim razgradnje Skroba i proteina, dolazi i do razaranja B-glukana
djelovanjem enzima. Do problema dolazi kada ova razgradnja nije potpuna i u sladovini
zaostaje velika koli¢ina nerazgradenih B-glukana (Mari¢, 2009; Magdi¢, 2017). Filtrabilnost
piva ne ovisi samo o koli¢ini B-glukana veé i o obliku u kojem se oni nalaze, stoga je vazniji
¢imbenik u kolikoj mjeri je doslo do stvaranja B-glukanskog gela kojeg tvore makromolekule
ovih spojeva (Kunze, 1998). U razgradnji B-glukana klju¢na su dva enzima iz slada. Njihovi su

temperaturni optimumi i proizvodi hidrolize razli¢iti (Mari¢, 2009; Magdi¢, 2017):
B-glukan + B-glukanaza (45 — 50 °C) - B-glukanski dekstrin

B-glukan + B-glukan-solubilaza (60 — 65 °C) = otopljeni B-glukan
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2. Teorijski dio

JeCam prirodno sadrzi endo-B-glukanazu, a egzo-B-glukanaza se sintetizira u procesu
sladenja. B-glukan-solubilaza pomaze B-glukanu da se oslobodi iz kompleksa s proteinima i
njezina se aktivnost sladenjem poveéa do ¢ak 170 %. Citoliticka razgradnja je klju¢an proces
za ulazak enzima u unutrasnjosti endosperma, stoga joj se posvecuje najviSe painje u

rjeSavanju problema nedovoljne razgradenosti B-glukana (Kunze, 1998; Magdi¢, 2017).

Na temelju nekoliko pokusa provedenih na Prehrambeno-tehnoloSkom fakultetu u Osijeku,
predvida se kako bi intenziviranje postupka klijanja u kombinaciji s prilagodenim vremenom
natapanja moglo imati pozitivan odraz na razgradnju B-glukana. Ovim izmjenama moglo bi
se utjecati i na ukupne pokazatelje kvalitete slada, uklju€ujuci friabilnost (Krstanovié i sur.,

2015).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Slad od golozrnog je¢ma je vrsta specijalnog je€menog slada koji se moze koristiti sam ili u
kombinaciji s osnovnim sladom, prvenstveno za proizvodnju Zitnih rakija, ali u posljednje
vrijeme i za proizvodnju piva. U proizvodnje slada od golozrnog je€ma udio B-glukana u zrnu
je€ma ima izuzetan utjecaj na kvalitetu slada jer utje¢e na mnoge vaine pokazatelje kvalitete
piva (filtrabilnost, iskoriStenje ekstrakta, koloidna stabilnost, punoéa okusa, stabilnost pjene i
dr.). Kako se radi o vaznom pokazatelju kvalitete slada koji znacajno utje¢e na kvalitetu
gotovog piva, zadatak ovog ispitivanja je ustanoviti da |i je moguce, i u kolikoj mijeri,
modificiranjem postupka sladenja utjecati na poboljSanje razgradnje B-glukana u gotovom
sladu i sladovoni bez da se pokvare ostali vazni pokazatelji kvalitete slada. Osnovna znacajka
ovih sladova je visok udio topljivih B-glukana u sladovini. Za sladenje su odabrane dvije sorte
golozrnog je¢ma Poljoprivrednog Instituta Osijek. Sladenja ée se provesti standardnim
postupkom i s dva postupka sladenja padajucih temperaturama klijanja (postupak 1i 2) te ¢e
se odrediti koncentracije ukupnih i topljivih B-glukana u sladu i sladovini. Na temelju
dobivenih rezultata, te njihovom usporedbom s dostupnim podacima u znanstveno-stru¢noj
literaturi, procijenit ¢ée se koliko se uspjesno moze utjecati na kvalitetu slada od golozrnog

je€ma promjenom procesnih parametara tijekom sladenja.

3.2. MATERUAL | METODE

3.2.1. Materijal

Ispitivane su dvije sorte golozrnog je€ma (sorte Osvit i Mandatar) iz sezone 2019. godine
sortnih pokusa Poljoprivrednog Instituta Osijek. Pribavljeno je 10 kg zrna navedenih sorti.
Uzorak za ispitivanje je prikupljen kao netretirano i doradeno (ocis¢eno od stranih primjesa)
zrno. Materijal za ispitivanje je neposredno nakon Zetve izvagan i podijeljen na dijelove od
po 1 kg te kao takav spremljen u papirnate vrece u kojima je ¢uvan na suhom i hladnom
mjestu oko 3 mjeseca s ciljem prevladavanja poslijeZzetvene pospanosti tzv. ,dormantnosti”

Zrna.

Eventualna mikrobioloska kontaminacija zrna mogla bi utjecati na ispitivane pokazatelje
kvalitete, stoga je izvrSena je kontrola uzoraka na prisutnost F.graminearuma i F.culmoruma

prema MEBAK analitici (metoda 2.6.) koja je dala zadovoljavajuce rezultate.
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3.2.2. Metode rada

Metode koristene u ovom radu sadrzane su u EBC (European Brewery Convention, Analytica
5. ed. (1998) Fachverlag Hans Carl, Nirnberg) analitickom priruéniku i MEBAK (Middle
European Brewing Analysis Commission) analitickim priru¢nicima (Brautechnische
Analysenmethoden 3. ed. Band | (1997) i Band Il (1993), Selbstverlag der MEBAK Freising-

Weihenstephan).

Analiticke metode i postupci rada koji nisu provedeni prema gore navedenim propisima

posebno su istaknuti i obrazlozeni.

3.2.2.1 Mikrosladenje

Standardno mikrosladenje koje u ovom radu sluzi kao referentno glediste provedeno je
postupkom prema MEBAK-u. Ovaj postupak mikrosladenja usvojen je 6. travnja 1971. godine
od strane Middle European Brewing Analysis Commission (Srednjoeuropska komisija za
pivarsku analitiku, kraticom MEBAK) kao standardni postupak mikrosladenja koji se smatra
referentnim za predvidanje i ocjenu kakvoce pivarskih i drugih sirovina. MEBAK postupak u
osnovi je predviden mikrosladenju pivarskog je¢ma. Kada se provodi mikrosladenje ostalih
Zitarica, ukljucujuci i golozrni jeCam, potrebno je izvrsiti korekciju vlaznosti. Opc¢a shema

mikrosladenja bila je 3+4+1 (mocenje + klijanje + suSenje) izrazena u danima.

Mocenje zrna u trajanju od 2 dana (uvjetno i treci dan) i suSenje zrna u trajanju od 1 dan
provedeno je u mocioniku i susari mikrosladare tvrtke Seeger. Klijanje zrna u trajanju od 4
dana provedeno je u posudama tzv. Climatic test chamber (Climacell 222, Medcenter

Einrichtungen GmbH).

IzvrSena je korekcija relativne vlaznosti zraka pri klijanju golozrnog je€ma na 90 % (+ 1 %).

Uzorci su sladeni u koli¢ini od 1000 g.

Standardno mikrosladenje je€ma provedeno je prema opisanom postupku (MEBAK, 1997):
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MEBAK postupak standardnog mikrosladenja jecma (metoda 2.5.3.1)

Priprema uzorka

JeCam koji se koristi za mikrosladenje kvalitetom treba odgovarati prvoj klasi (frakcije sita s
otvorima 2,5 i 2,8 mm) te biti o¢iséen od stranih primjesa. JeCam trece klase potrebno je
ukloniti. Za mikrosladenje se uzima koli¢ina od 1 kg zra¢no suhog je¢ma. Uzorkovanje i
vaganje vrsi se nakon ciS¢enja i klasiranja zrna.

Mocenje je€ma

Mocenje se odvija kombiniranim mokro-suhim postupkom $to znaci da se jeCam naizmjence
potapa u vodu (faza pod vodom) te zatim cijedi i zadrZzava na zraku odredeno vrijeme (faza
zraCnog odmaranja). Temperatura vode i zraka treba biti stalno odrzavana na 14 + 0,1 °C.
Kako bi ova faza bila uspjesna, potrebno je postiéi stupanj namocenosti od 45 %. Cijeli proces
mocenja traje 72 h, ili do postignutog zadanog stupnja namocenosti. Na Slici 6 prikazana je
shema procesa mocenja jema koje je provedeno postupkom prema MEBAK proceduri i
navedenoj metodi. Na shemi su prikazane duljine trajanja mokrih i suhih faza mocenja te
primijenjene temperature za svaku fazu. Stupanj namocenosti zrna jema u odredenom

trenutku procesa oznacen je slovom w.

1 DAN 2 DAN 3 DAN
Nazraku 19 h Na zraku20h Kllj a nje
Pod vodom 5 h t=145°C Podvodom4 h t=145°C t=14°C
l t=14°C \ l t=14°C \ l .

w y
Wy W3 W ’ \ WKONACNI = 45 - 46%
w1

Wg, W7, Wg; Wg

Podvodom 1,2,3,4,5,6.. h

Slika 6 Shema namakanja po postupku mikrosladenja MEBAK (metoda 2.5.3.1.)

Moze se primijetiti da jedan ciklus (faza pod vodom + faza zra¢nog odmaranja) traje 24 hili
jedan dan. Nakon zavrSenog drugog ciklusa, ulaskom u tre¢i dan mocenja, skreée se pazinja
na stupanj namocenosti zrna (w) uz pomo¢ kojeg ¢e se odrediti kada je potrebno zavrsiti
proces zadnjeg potapanja. Mocdenje pod vodom se provodi do postignutog stupnja

namocenosti od 44,5 % (bududi da se racuna da u zrnu ima 1 % povrSinske vode, stupanj
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namocenosti izmjeren vaganjem zapravo treba iznositi 45,5 %). Ostatak tre¢eg dana, provodi

se faza zra¢nog odmaranja.

Ukoliko se, vaganjem uzorka, utvrdi da nakon drugog ciklusa zrno ne moze podnijeti trece

mocenje, stupanj namocenosti od 45 % podesava se oroSavanjem.

Klijanje jecma

Klijanje se odvija postupkom tzv. ,,mirnog”ili ,pneumatskog” klijanja kroz period od 4 dana.
Temperatura vlaznog zraka za klijanje treba iznositi 14 £ 0,1 °C, a temperatura zrna koje klija
14,5 + 0,5 °C (neprekidno). Relativna se vlaga zraka za klijanje, ako se primjenjuje mirno
klijanje, treba odrzavati u rasponu 95 — 98 %. Ukoliko se primjenjuje pneumatsko klijanje,
vlaga zraka za klijanje mora biti prezasi¢ena. Za vrijeme klijanja, jeCam je potrebno prevrtati
1 do 2 puta, ili navesti ucestalost prevrtanja ako se klijanje odvija automatski. Slika 7

prikazuje primijenjene uvjete temperature u odnosu na vremenske etape u postupku klijanja

prema MEBAK-u.

SHEMA MIKROSLADENJIA: KLIJANJE

t °0)

¢ FEr]
PRVI DAN CETVRTI DAN ???

(treéi dan moZenja il (vizualna kontrola duljine klice)

. - p oko % duljine zrna
prvi dan klijanja) DRUGI DAN TRECI DAN

% 4 ! p

t=14,5°C t=14,5°C t=14,5°C t=14,5°C

L4

Vrijeme (dani)

Slika 7 Shema klijanja po postupku mikrosladenja MEBAK (metoda 2.5.3.1.)
Susenje slada

Prije zapocCinjanja suSenja, vlaga zelenog slada mora iznositi 45 — 45,5 %. SuSenje je

provedeno prema standardnoj MEBAK shemi prema sljede¢im uvjetima (metoda 2.5.3.1.):
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16 h 1h 1h 1h
50°C 60°C J0°C 80°C

Slika 8 Shematski prikaz vremenskih faza i temperatura primjenjenih u procesu susenja po MEBAK-u

Vrijeme povisivanja temperature ukljueno je u navedeno vrijeme susSenja. Mjerenje
temperature obavlja se ispod resetke. Tolerancija za odstupanje temperature je + 1 °C. Zrak

upotrebljen za susenje ne smije sadrzavati sumpor(MEBAK, 1997).

Trajanje cjelokupnog procesa mikrosladenja iznosi oko osam dana (191 h). Trajanje pojedinih

operacija u satima prikazano je na Slici 9.

Trajanje procesa mikrosladenja (h)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
191
B Mocenje (h) 72
H Klijanje (h) 96
m Susenje (h) 23

Slika 9 Graficki prikaz trajanja pojedinih operacija u procesu mikrosladenja je¢ma
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Slika 10 (gore lijevo) Uredaj za mikrosladenje Zitarica (P10, 2020)

Slika 11 (gore desno) Fotografija jecma u fazi klijanja (P10, 2020)

Slika 12 (dolje) Fotografija slada nakon zavrsene faze susenja (PIO, 2020)
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Osuseni slad potrebno je ocistiti od korjenci¢a i sladnih klica pritom pazedi da se zrno ne
osteti. U ovom pokusu to je ucinjeno rucno, prosijavanjem kroz sito za korjenci¢e. Nakon
suSenja, slad je ostavljen da odstoji mjesec dana kako bi se stabilizirao prije provedene

analize B-glukana.

Modificirani postupci mikrosladenja

Pored standardnog postupka mikrosladenja provedeni su i modificirani postupci
mikrosladenja (postupci 1 i 2) u kojima su mijenjani procesni parametri — temperatura
klijanja i vrijeme zadrzavanja zrna na pojedinoj temperaturi prema shemama prikazanim na

slikama 13, 14, 15i 16.

U modificiranim postupcima primijenjene su viSe temperature mocenja u odnosu na
standardni postupak, te padajuce temperature klijanja. SuSenje je u oba postupka

provedeno prema standardnoj MEBAK shemi susenja (metoda 2.5.3.1.) prikazanoj na slici 8.

U Postupcima mikrosladenja 1 i 2 izmijenjene su temperature mocenja i klijanja jeéma, dok
su ostali uvjeti mikrosladenja jednaki MEBAK proceduri. Postupak mikrosladenja prema
MEBAK-u primjenjuje nesto nize temperature mocenja i klijanja koje se kre¢u u granicama 14
— 14,5 °C. Postupak mikrosladenja 1 primjenjuje temperaturu mocenja 18,5 — 19 °C te
padajuée temperature klijanja od 19 °C pa do 15 °C, dok Postupak mikrosladenja 2 ima
najvise primijenjene temperature, 20 — 21 °C za mocenje i padajuée od 21 °C do 17 °C za
klijanje.

1) Modificirani postupak mikrosladenja 1

1 DAN 2 DAN 3 DAN
Na zraku 13 h Na zraku 20 h Klijanje
Pod vodom 5 h t=185°C Pod vodom 4 h o185 °C t=19°C
C———— C———— ' ﬁ
1 t=tc | l t=19°C \ l

W .
w; W3 e ’ \ WKONAZNI = 45 - 46%
w1

Weg; W7 Wg; Wg

Pod vodom 1,2,34,5,6... h

Slika 13 Shema namakanja po postupku mikrosladenja 1
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t (°q)

PRVI DAN
(treéi dan moéenja ili

prvi dan klijanja)

DRUGI DAN -
t=19°C h CETVRTI DAN 2?7

[ ] > TREEI DAN (vizualna kontrola
t=17"°C duljine klice)
t=15°C oko % duljine zrna

| | >

Vrijeme (dani)

Slika 14 Shema klijanja po postupku mikrosladenja 1

2) Modificirani postupak mikrosladenja 2

1 DAN 2 DAN 3 DAN
Na zraku19 h Na zraku 20 h Klijanje
Pod vodom 5 h t=207C Pod vodom 4 h t=20°C t=21°C
I L .
l e\ l t=a1°c l \

w — ,
w2 W3 e ? - (WKONACNI =45 - 46%
W1

| Wg; W7; Wg; Wy .

Pod vodem 1,2,34,5,6.. h

Slika 15 Shema namakanja po postupku mikrosladenja 2
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teg ||

PRVI DAN
(treéi dan moéenja ili

prvi dan klijanja)

DRUGI DAN v
t=21°C CETVRTI DAN ???

> TRECI DAN (vizualna kontrela

t=19°C duljine klice)

t=17° oko % duljine zrna

| | -
Vrijeme (dani)

Slika 16 Shema klijanja po postupku mikrosladenja 2

3.2.2.2 Kongresna metoda ukomljavanja
Komljenje kongresnom metodom radeno je prema EBC analitici (metoda 4.5.1.). Uzorci
je€ma usitnjeni su na laboratorijskom DLFU disc mlinu (Bihler Miag) na veli¢inu Cestica 0,20

mm. KoriStena je kupelj proizvodnje Lochner® prikazana na Slici 17.
Ukomljavanje se izvodi prema sljede¢em postupku:

Izvaganih 50,00 g mljevenog slada prelije se s 200 mL destilirane vode temperature 45 °C pri
tome pazedi da ne dode do stvaranja grudica. Uzorak se dobro promijesa i stavi u kupelj s
odgovaraju¢im mjesacima. MijeSanje se vrsi kroz cijeli proces komljenja. Prvih 30 minuta
ukomljavanja, kupelj odrzava temperaturu na 45° C, zatim podize temperaturu za 1 °C po
minuti kroz iduéih 25 minuta. Kada je postignuta temperatura od 70 °C, u uzorak se dodaje
100 mL destilirane vode zagrijane na 70 °C. Proces se nastavlja odrZzavanjem temperature
ukomljavanja na 70°C kroz 1 sat. Kada je ekstrakcija slada zavrSena, sladovinu je potrebno
ohladiti na sobnu temperaturu unutar 10 — 15 min. Ca$a s uzorkom se osudi i nadopuni
destiliranom vodom kako bi ukupna masa uzorka iznosila 450,00 g. SadrZaj ¢asSe se zatim

filtrira kroz filtar papir. Dobivena sladovina (filtrat) se moze dalje analizirati (EBC, 1998).
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Slika 18 Prikaz filtracije sladovine (Poljoprivredni Institut Osijek, 2020)
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3.2.2.3 Odredivanje vlazinosti zrna
Udio vode u zrnu neophodno je znati zbog Sto tocnijeg izracuna B-glukana. U uzorcima
brasna Zitarica sadrZaj vlage konstantno se krec¢e u rasponu 10-14% (Megazyme, 2017).

PoZeljna vrijednost je 11-12%, svakako ne iznad 12,5%.

U ovom radu vlaZnost je odredena suSenjem u susnici (EBC-V Ann. 4.2.). Uzorak jeCma
usitnjen je na granulaciju €1 mm. lzvagano je 30,00 g mljevenog homogeniziranog uzorka i
suSeno 2 h na temperaturi od 132°C u susnici s toplim zrakom uz standardizirane uvjete,
nakon cega je uzorak hladen u eksikatoru do sobne temperature. Vlaznost je odredena

mjerenjem gubitka mase prekrupe prije i poslije suSenja prema formuli (1) (EBC, 1998).

Izracun:
m (prije suSenja) — m (poslije susenja)
Vlaga (%) = — — (1)
m(prije suSenja)
Gdje je:

m (prije suSenja) = masa prekrupe prije susenja,

m (poslije susenja) = masa prekrupe poslije susenja.

3.2.2.4 Odredivanje udjela ukupnih B-glukana u je€¢mu te ukupnih i topljivih
B-glukana u sladu i kongresnoj sladovini

Za odredivanje B-glukana koristene su Megazyme brze metode odredivanja. Ove metode
odobrene su od strane European Brewing Convention a mogu se pronadi pod brojevima EBC

3.10.1,4.16.1i8.13.1.
PRINCIP:

Uzorci se suspendiraju i hidratiziraju u puferskoj otopini pH 6.5, a zatim inkubiraju s
prociséenim enzimom lihenaze i filtriraju. Alikvot filtrata se zatim do kraja hidrolizira
pro¢iSéenom B-glukozidazom. Nastala D-glukoza se odreduje reagensom glukoza-

oksidaza/peroksidaza prema prikazanom principu kemijskih reakcija (Megazyme, 2017):

glukoza oksidaza

(1) D-Glukoza + H20 + O3 D-glukonat + H;0;
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. . . .. . . . . beroksidaza _
(2) 2H,0; + p-hidroksibenzojeva kiselina + 4-aminoantipirin ——— kinoneimin + 4H,0

TOCNOST:

PostiZe se tocnost odredivanja sa standardnom pogreskom od + 3 %.
SPECIFICNOST:

Test je specifican za mjesSovito povezivanje [(1-3)(1-4)]-B-D-glukana.
KIT ZA ODREDIVANJE D-GLUKOZE:

D-Glucose Assay Kit (GOPOD Format) s granicom detekcije 100 mg/L za spektrofotometrijsko

odredivanje pri 510 nm.

Odredivanje udjela ukupnih B-glukana u jecmu (EBC metoda 3.10.1)

Je€am je prvo potrebno jednoli¢no i fino izmljeti na veli¢inu ¢estica promjera otvora sita 0,5
mm. Uzorci jeémenog brasna poznate vlage se precizno vazu (priblizno 0,5 g) u
polipropilenske (ili staklene) epruvetice. U svaki uzorak se dodaje alikvot (1,0 mL) vodenog
etanola (50 %-tnog) Sto pripomaze disperziji uzorka. Zatim se u svaki uzorak dodaje 5,0 mL
natrijevog fosfatnog pufera (20 mM, pH 6,5) te se uzorci vorteksiraju. Epruvete se inkubiraju
u kupelji s kljuéalom vodom cca. 2 minute, nakon c¢ega se kratko vorteksiraju kako bi se
sprijecilo stvaranje grudica u formiranom gelu, te se nastavljaju inkubirati joS 3 minute.
Zatim se epruvete hlade na 40°C i dodaje im se 0,2 mL lihenaze (10 U). Epruvete se poklope,
sadrZzaj se promijesa i inkubira 1 sat na 40°C. Potom se svaka epruveta nadopuni
destiliranom vodom do 30,0 mL. Potrebno je dobro promijesati sadrzaj epruveta i
centrifugirati (cca. 1000 g 10 min). PaZljivo i precizno podijeliti dobivene alikvote u 3 Ciste
epruvete. U jednu od epruveta (slijepa proba) dodaje se 0,1 mL natrijevog acetatnog pufera
(50 mM, pH 4,0), a u druge dvije dodaje se po 0,1 mL mjeSavine natrijevog acetatnog pufera
(50 mM, pH 4,0) i B-glukozidaze (0,2 U). Slijedi inkubacija 15 minuta na 40°C. Nakon toga, u
uzorke se dodaje po 3,0 mL GOPOD reagensa te se uzorke inkubira na 40°C narednih 20
minuta. Uzorci su tada spremni za odredivanje apsorbance na 510 nm. Usporeduje se

rezultat slijepe probe s rezultatima uzoraka u kojima je nastupila reakcija (Megazyme, 2017).
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Odredivanje udjela B-glukana u sladu (EBC metoda 4.16.1)

Sladno brasno, mljeveno na veli¢inu Cestica promjera otvora sita 0,5 mm, mase 1,0 g
suspendira se u 5,0 mL otopine vodenog etanola (50 %). U kipuéoj vodenoj kupelji uzorci se
inkubiraju 5 minuta te zatim vorteksiraju. Dodaje se jo$S 5,0 mL vodenog etanola (50 %) i
ponovo vorteksira. Epruvete s uzorcima se centrifugiraju 10 minuta na 1000 g. Supernatant
se odbacuje. Talog se rekonstituira u 10,0 mL vodenog etanola (50 %) te se postupak
centrifugiranja i odbacivanja supernatanta ponovi. Dobiveni talog se rekonstituira sa 5,0 mL
natrijevog fosfatnog pufera (20 mM, pH 6,5). Nastavak analize jednak je prethodnom

postupku odredivanja B-glukana u jecmu po metodi EBC 3.10.1 (Megazyme, 2017).

Odredivanje udjela B-glukana u sladovini (EBC metoda 8.13.1)

U prethodno odvaganu epruvetu za centrifugiranje otpipetira se 5,0 mL sladovine i doda 2,5
g fino usitnjenih kristala amonijevog sulfata. Epruveta se zatvori parafinom i paZljivim se
okretanjem otope kristali¢i u uzorku. Takav uzorak se ostavi oko 20 h na temperaturi od 4°C.
Potom se centrifugira 10 min na 1000 g nakon cega se supernatant odbaci. Talog se
rekonstituira s 1,0 mL vodenog etanola (50%) i vorteksira nakon ¢ega se doda jo$ 10,0 mL
vodenog etanola (50%) i promijeSa laganim okretanjem epruvete. Slijedi centrifugiranje 5
minuta na 1000 g. Supernatant se odbacuje. Jo$ jednom se ponovi Citav postupak
rekonstituiranja taloga istom kolicinom vodenog etanola te centrifugiranje 5 minuta, nakon
Cega se supernatant odbacuje, a dobiveni talog se kona¢no rekonstituira puferom natrijevog
sulfata (20 mM, pH 6,5) do volumena 4,8 mL (uz pomo¢ vage). Naposljetku, dodaje se 0,2 mL
lihenaze (10 U) i inkubira se 5 minuta na 40°C nakon cega se centrifugira 10 minuta na 1000
g. Nastavak analize jednak je postupku odredivanja B-glukana u je¢mu po metodi EBC 3.10.1

(Megazyme, 2017).

IzraCunavanje (% ili mg/L) B-glukana se izvodi prema Megazyme uputama zasebno za je€am,

slad i sladovinu.
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Slika 19 Megazyme set reagensa
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4. Rezultati i rasprava

4.1. REZULTATI

Tablica 3 Rezultati udjela B-glukana u zrnu, sladu i sladovini ispitivanog je¢ma. Za zrno je¢ma radeno

prema EBC metodi 3.10.1, slad prema EBC metodi 4.16.1, a sladovinu prema EBC metodi 8.13.1 uz

upotrebu Megazyme enzimskog kita.

Broj Shema Udio B-glukana Udio B-glukana Udio B-glukana
Uzorak |uzorka sladenja u zrnu je€ma u sladu u sladovini
(% S.T.) (% S.T.) (g/L)
1 - 4,74 + 0,02°
2 2 Shema 1 2,59 + 0,00° 1,38 + 0,07
S 3 Shema 2 329 + 0,00° 1,11 + 0,01°
4 MEBAK 369 + 0,07 1,14 + 0,01°
5 - 521 + 0,06°
-‘.% 6 Shema 1 2,08 + 0,01° 1,62 + 0,04°
r;u 7 Shema 2 241 + 0,01° 1,18 + 0,03
8 MEBAK 2,69 + 0,03 1,16 + 0,02¢

Prikazani podaci su srednja vrijednost + standardna devijacija (n=2); srednje vrijednosti oznacene istim slovom
u istom stupcu nisu statisticki znacajno razlicite (p<0,05) prema Fisherovom LSD testu najmanje znacajne razlike

Brojevi uzoraka (1 — 8) iz Tablice 3 mogu se ocitati kako slijedi:

1.

Golozrni je¢am “Osvit”

. Golozrni je€am “Mandatar”

. Slad od golozrnog jecma “Osvit” (Postupak mikrosladenja 1)
. Slad od golozrnog jecma “Osvit” (Postupak mikrosladenja 2)

. Slad od golozrnog jecma “Osvit“ (MEBAK postupak mikrosladenja)

. Slad od golozrnog je¢ma “Mandatar” (Postupak mikrosladenja 1)
. Slad od golozrnog je¢cma “Mandatar” (Postupak mikrosladenja 2)

. Slad od golozrnog je¢ma “Mandatar” (MEBAK postupak mikrosladenja)
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sorta Mandatar - slad
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4.2. RASPRAVA

Sorte golozrnog je¢ma Osvit i Mandatar karakterizira visok udio B-glukana u zrnu, pa tako i u
sladu i sladovini. Ovo se pripisuje oteZzanom upijanju vode za vrijeme sladenja zbog cega
dolazi do smanjene citoliticke razgradnje. Modificiranim postupcima sladenja nastojalo se
utjecati na bolje upijanje vode, snazniju citoliticku razgradnju i veéu razgradivost zrna $to bi,
posljedi¢no, pokazalo nize vrijednosti B-glukana kao Zeljeni rezultat. U Tablici 3 broj¢ano su
prikazani rezultati analiza ispitivanih sorti. Ispitivan je pocetni udio B-glukanau zrnu, udio u
sladu nakon mikrosladenja te u sladovini komljenom kongresnom metodom (EBC 4.5.1.).
Obavljena su tri postupka mikrosladenja u kojima je standardni postupak mikrosladenja po
MEBAK (metoda 2.5.3.1.) proceduri koriste¢i standardnu shemu mikrosladenja uzet kao
referentno glediSte za koli¢inu B-glukana u sladu i sladovini. Pored njega, provedena su dva
postupka mikrosladenja — prvi Postupak mikrosladenja 1 (u Tablici 3 oznacen kao ,Shema
1“) i drugi Postupak mikrosladenja 2 (u Tablici 3 oznacen kao ,Shema 2“). Njihove su sheme

mocenja i klijanja prikazane u prethodnom poglavlju.

Iz Tablice 3 uocljivo je da oba postupka modificiranog mikrosladenja (Postupak 1 i 2), u obje

ispitivane sorte, pokazuju uspjeh u smanjenju koli¢ina B-glukana u sladu.

Slike 20 i 21 graficki prikazuju rezultatee dobivene analizom B-glukana u sladu i sladovini

ispitivanog uzorka sorte Osvit, dok se Slike 22 i 23 odnose na sortu Mandatar.

Na Slikama 20 i 22 jasno se moZe uociti uspjeSnost smanjenja B-glukana u sladu primjenom

modificiranih postupaka mikrosladenja u odnosu na MEBAK postupak.

Ako se usporede rezultati B-glukana u sladu modificiranih postupaka mikrosladenja s
rezultatima dobivenih MEBAK postupkom primijeé¢eno je sljedeée: Postupak mikrosladenja 1
dao je bolje rezultate smanjenja koli¢ine B-glukana kod obje ispitivanje sorte u usporedbi sa
sladenjem po standardnoj MEBAK shemi. Najniza vrijednost B-glukana dobivena je

primjenom Postupka 1 kod sorte Mandatar (udio B-glukana = 2,08 % s.t.).

Uzevsi u obzir pocetnu koli¢inu B-glukana u zrnu jeéma sorte Osvit, MEBAK postupak
mikrosladenja rezultirao je smanjenjem B-glukana za 1,05 % s.t. u odnosu na pocetni udio,
Postupak 1 rezultirao je smanjenjem pocetne koli¢ine za 2,15 % s.t., dok je Postupak 2 to

ucinio za 1,45 % s.t.
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Kada se promatra postignuto smanjenje koli¢ine B-glukana u zrnu je¢ma sorte Mandatar,
MEBAK postupak mikrosladenja rezultirao je smanjenjem B-glukana u sladu od 2,52 % s.t.,
dok je Postupak 1 rezultirao smanjenjem pocetne koli¢ine za 3,13 % s.t., a Postupak 2 za 2,80

% s.t. u odnosu na pocetni udio.

Usporedbom ovih podataka primijeceno je da se kod obje ispitivane sorte, postiglo bolje
smanjenje pocetnog udjela B-glukana u zrnu primjenom mikrosladenja po Postupku 1.
Takoder, sorta Mandatar pokazala je vece smanjenje pocetnog udjela B-glukana od sorte

Osvit, pri sva tri postupka mikrosladenja, a narocito kod Postupka 1.

Koli¢ina B-glukana u sladovini daje nesto drugacije rezultate. Analizom podataka prikazanih
na Slikama 21 i 23, mikrosladenje po Postupku 1 daje najviSe vrijednosti B-glukana u
sladovini kod obje ispitane sorte, u usporedbi s kolicinom B-glukana u sladovini ostalih
primjenjenih postupaka mikrosladenja. Najnizi rezultati B-glukana u sladovini sorte Osvit
(1,11 g/L) postignuti su Postupkom 2 dok je u sladovini sorte Mandatar (1,16 g/L) to
postignuto mikrosladenjem prema MEBAK postupku. Bududi da je u sladovini odredivan udio
topivih B-glukana, dok je u zrnu i sladu odredivan udio ukupnih B-glukana, ovo bi moglo
znaciti da je kod Postupka mikrosladenja 1 doslo do prevodenja odredene koli¢ine netopivih

B-glukana u topive.

Nema preporuka za udio ukupnih B-glukana u sladu, relevantnije su koli¢ine koje se
pronalaze u sladovini i preporuka je da u njoj ne prelaze 200 mg/L (Davis, 2006; Krstanovic i
sur., 2016). European Brewery Convention tolerira nesto vise vrijednosti, do 250 mg/L (ili
0,25 g/L). Medutim, ¢ak i ova koli¢ina ¢esto se teSko dostize narocito kada je ukupni udio B-
glukana u polaznom zrnu iznad 4% (MEBAK, 1997; EBC, 1998; Krstanovi¢ i sur., 2016).
Izmjerene koli¢ine B-glukana u sladovini sorti Osvit i Mandatar (Slike 21 i 23) ipak prelaze ove

preporuke u sva tri ispitivana postupka sladenja.

Promjenom primijenjenih temperatura u procesu sladenja, kako je to ucdinjeno u
modificiranim postupcima mikrosladenja u ovom ispitivanju, utjee se i na ostale
pokazatelje kakvoce slada. Modificirani postupci mikrosladenja jednakih parametara
sladenja sorti Osvit i Mandatar provedeni su u radu Kotris (2020) gdje su promatrani
pokazatelji kvalitete dobivenog slada. Prema rezultatima Kotris (2020), zaklju¢eno je kako je
primjenom odgovarajuéih postupaka sladenja moguce znatno poboljsati kakvocu gotovih

sladova golozrnog je€ma i dobiti sladove sli¢ne kakvoée kao i kod obi¢nog je€ma. Uoceno je
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da porast temperature namakanja uzrokuje porast udjela ekstrakta, razlike finog i grubog
ekstrakta i pH kongresne sladovine. Sorta Osvit dala je slad boljih svojstava od sorte
Mandatar. Indikatori uspjesnosti citoliticke razgradnje zrna pokazali su se najbolji primjenom
postupka Mikrosladenja 1. Neki pokazatelji kvalitete pokazali su zadovoljavajuée Zeljene
vrijednosti, dok neki nisu (Kotris, 2020). Zbog toga se preporucuje daljnje istrazivanje i
optimizacija temperaturnog raspona idealnog za sladenje golozrnih sorti. Optimirati
postupak sladenja po vise parametara kvalitete je vrlo tesko jer se neki medusobno
isklju€uju, no podeSavanjem procesnih parametara tijekom sladenja mozZe se znacajno
utjecati na kvalitetu zrna i osigurati ciljane vrijednosti odredenih vaznih pokazatelja kvalitete

slada (Krstanovi¢, 2020).
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5. Zakljucci

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

1. PoviSena temperatura mocenja golozrnog je¢ma (sorte Osvit i Mandatar) u kombinaciji s
padajuéim temperaturama klijanja u postupku mikrosladenja djeluje na smanjenje udjela

B-glukana u sladu.

2. Oba postupka modificiranog mikrosladenja, u obje ispitivane sorte, pokazuju uspjeh u

smanjenju koli¢ine B-glukana u sladu.

3. Modificirani postupak mikrosladenja 1 s temperaturama mocenja 18,5 — 19 °C u
kombinaciji s padaju¢im temperaturama klijanja (19 — 15 °C) daje najbolje rezultate

razgradnje B-glukana u odnosu na usporedene postupke.

4. Sorta Mandatar pokazuje veéi uspjeh u smanjenju pocetnog udjela B-glukana u zrnu.
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