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Razvoj enzimskog potencijala
razli¢itih namjenskih sorti jeCmatijekomsladenja

SaZetak

Razvoj enzimske aktivnosti zrna jeCma tijekom procesa sladenja je jedno od kljucnih zbivanja kojom se
osigurava zadovoljavajuéa tehnoloska kvaliteta slada. Brojna istraZivanja su provedena na ovu temu
kojima je ustanovljeno da se najbolji rezultati vezani za razvoj enzimskog potencijala zrna osiguravaju
sladenjem namjenskih, jarih, dvoredih pivarskih sorti uz odgovarajuci reZim sladenja kojim se osiguravaju
procesni uvjeti koji pogoduju aktiviranju vec¢ u zrnu prisutnih i/ili de novo sintezi enzima. Cilj ovog
istraZivanja bilo je ustanoviti kako s obzirom na gore postavljene zahtjeve reagiraju razlicite namjenske,
dvorede, jare i ozime sorte jeCma koje se uobicajeno koriste za proizvodnju slada u Hrvatskoj. Temeljem
dobivenih rezultata ustanovljeno je aktivnost a-amilaze u svim ispitivanim sortama bila je unutar, dok
je aktivnost 8-amilaze u sve tri sorte bila je visa od standardnih vrjednosti za svijetli slad. Oba enzima su
pokazala najvisu aktivnost zadnjeg, Cetvrtog dana klijanja. Proces susenja slada znacajno vise smanjuje
aktivnost8-amilaze(25-30%) negoa-amilaze(oko 10%). Utvrdivanisuiostalipokazateljikvalitetepolaznih
jecmova, procesa mikrosladenja i gotovih sladova. Ustanovljeno je da sve tri sorte daju svijetli pivarski slad
vrlo dobre kvalitete. Neki pokazatelji kvalitete slada poput topljivog dusika u sladovini i viskoznosti su imali
izvrsne vrijednosti, najproblematicniji pokazatelj je bila fiabilnost. Medutim, kako je friabilnost kumulativni
pokazetelj na koji utjecu brojni pojedinacni faktori ovo zahtijeva dodatna istraZivanja.

Kljucne rijeci: namjenske sorte jeCma, alfa-amilaza, ukupna dijastatska snaga, mikrosladenje

Uvod

Tijekom sladenja treba osigurati razgradnju komponenti zrna je¢ma na nacin da ta razgrad-
nja intenzivna dovoljno da bi zadovoljila zahtjeve pivarske industrije, tj. da bi se dobile zadovo-
ljavajuce pivarske performance. Konverzija Skroba u topljive niskomolekulske, fermentabilne
sastojke je kvantitativno najvaznije zbivanje tijekom ukomljavanja. Konverzija Skroba iz endos-
perma jeCmenog zrna do glukoze i maltoze tijekom ukomljavanja je katalizirana zajednic¢kim
djelovanjem amilolitickih enzima slada (amiloliti¢ki enzimski kompleks) koji hidrolizira a-(1-—>4)
i a-(1—6) veze izmedu glukoza povezanih u lance koji tvore molekulu Skroba. Ukupna aktiv-
nost amilolitickih enzima uobic¢ajeno se naziva ukupna dijastatska snaga slada ili sposobnost
samooseceranja (DP, diastatic power) i u najve¢em obuhvaca aktivnost B-amilaze (Duke i Hen-
son, 2009). Ova aktivnost treba osigurati dostatnu koncentraciju fermentabilnih Secera koje
¢e kvasac metabolzirati tijekom umnazanja i potom previranja u procesu alkoholnog vrenja
sladovine (Bamforth, 2006). Skupina enzima koji ovo osiguravaju, tj. doprinose ukupnoj dija-
statskoj snazi slada su a-amilaza, B-amilaza, grani¢na dekstrinaza (tj. R-enzim ili pululanaza koji
je enzim za razgradnju a-1,6 glikozidnih veza amilopektina), i a-glikozidaza (Duedahl-Olesen
i sur., 2000). Ukupni DP je ponajviSe zavisan od aktivnosti B-amilaze, enzima koji ima najvecu
aktivnost u sladu tijekom ukomljavanja tj. kada mu je otopljeni Skrob supstrat (Doehlert i Duke,
1983; Sun i Henson, 1991; Evans i sur., 2005; Henson i Duke, 2008). a-amilaza i a-glukozidaza
djeluju sinergijski u razgradnji Srkoba do Seéera pri ¢emu djeluju ucinkovitije nego svaki enzim
ponaosob (Sun i Henson, 1990). Kad je supstrat nativni Skrob endosperma jeCma B-amilaza i
grani¢na dekstrinaza ponajvise zavise od djelovanja a-amilaze koja osigurava dovoljan broj ne-
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reducirajucih krajeva dekstrina nastalih razgradnjom Skroba, na koje ovi enzimi mogu djelovati
(Sun and Henson, 1990, 1991)(7,8). lako se radi o dva vrlo razli¢ita enzima s obzirom na njiho-
vo sinergijsko djelovanje na koncentraciju fermentabilnih Secera tijekom ukomljavanja
oc—i B amilazu trebamo zajednicki promatrati u svjetlu kvalitete gotovog slada. Pri tome
treba imati u vidu da je aktivnost a-amilaze brza od aktivnosti B-amilaze, koje je puno
sporija pa prema tome i limitirajuci faktor procesa potpune saharifikacije Skroba. a-amilaza
ima osam puta brze

djelovanje od B-amilaze (Doehlert i sur.,1982).

Enzim a-amilaza (EZ 3.2.1.1) nastaje tijekom klijanja zrna je¢ma (Hordeum vulgare L.). Kako
se sintetizira tijekom klijanja zrna, njegova aktivnost pretezito je genotipski determinirano
svojstvo sorte, mada su i procesni uvjeti tijekom ukomljavanja vazni za ispoljavanje njegove
aktivnosti. Sukladno re¢enom jedna od osnovnih poZeljnih svojstava dobre pivarske sorte je
Sto veca aktivnost a-amilaze u sladu. a-amilaza je jedini pojedinacni enzim cija se aktivnost
odreduje kao pokazatelj kvalitete slada prema relevantnim analitickim metodama za odredi-
vanje kvalitete slada EBC (European Brewrey Convention) i ASBC (American Society of Brewing
Chemist) i loB (The Institute of Brewing). Razlog ovome leZi u vaZznosti svojstva ovog enzima
da hidrolizira Skrob do dekstrina. Medutim jos nije posve rasvjetljena uloga svakog pojedinac-
nog amilolitickog enzima u priskrbljivanju fermentabilnih Secera u sladovini. Briggs, 1998 drzi
izuzetno znacajnim uvjete ukomljavanja za djelovanje ukupnog enzimskog kompleksa (uklju-
¢ujuci i amiloliticki), narucito u uvjetima prisutnosti viSe supstrata u komini. Utvrditi aktivnost
kojeg od enzima amilolitickog kompleksa jeCma i slada je najbolja za predikciju koncentracije
fermentabilnih Secera u sladovini moze biti jedan od osnovnih pokazatelja selekcionarima za
poboljsanje sladarskih svojstava pojedine sorte. Medutim za pocetnu procjenu pogodnosti
neke sorte da postane pivarska dovoljno je i praéenje aktivnosti a-amilaze i ukupne dijastatske
snage slada. Cilj ovog rada bio je: 1) ustanoviti aktivnost a-amilaze i ukupne dijastatske snage
slada u ispitivanim namjenskim sortama: i) jarog, dvoredog pivarskog, ii) ozimog, pivarskog
jeCma, teiii) ozimog, pivarsko-sto¢nog dvoredog jeCma i usporediti sa preporucenim vrijedno-
stima za kvalitetan svijetli pivarski slad; 2) usporediti aktivnosti a-amilaze i ukupne dijastatske
snage slada tijekom pojedinih dana klijanja i u gotovom sladu nakon susenja

Materijali i metode

Za ispitivanje su odabrane tri razli¢ite namjenske sorte je¢ma Pl Osijek: Pivarac (jara dvore-
da pivarska sorta, B s-tr); Vanessa (ozima dvoreda sorta, B w-tr); i Lukas (viSenamjenska pivar-
sko/sto¢na, ozima, dvoreda sorta, B/Fe w-tr). Sve ispitivane sorte su dobivene iz sortnih poku-
sa provedenih pod istim uvjetima i na istoj lokaciji Osijek iz sezone 2018. godine, kako bi se
maksimalno osigurao jednak utjecaj ekoloskih i agrotehnickih faktora na njih. Uzorkovanje,
¢is¢enje i dorada jeCma je obavljena prema preporucenoj EBC metodi 3.3.1 (EBC Analytica,
1998). Uzorci doradenog, netretiranog jecma (10 kg svake sorte) su pohranjeni u dvoslojne
papirnate vrecice i Cuvani na suhom mijestu, dva mjeseca da bi se prevladala postZetvena
pospanost (”post-harvest grain dormancy”). Mikrobioloska ispravnost zrna ispitana je samo
na prisutnost Fusarium graminearum i Fusarium culmorum prema metodi MEBAK 2.6. (Middle
European Brewing Analysis Commission), 3.ed. Band | (MEBAK, 2011). Mikrosladenje (namaka-
nje i klijanje) provedeno je u inkubatoru s kontroliranom atmosferom (Climatic test chamber-
Climacell 222, Memmert) (Tablica 1.). Susenje slada provedeno je u susnici s programiranim
rezimom rada (Memmert UN 30). Parametri svih faza mikrosladenja su podeseni prema stan-
dardnoj MEBAK shemi za sladenje jeCma i prikazani u tablici 2. Otklicavanje dobivenih sladova
(uklanjanje korjencica i sladne klice) je izvrSeno ruéno, prosijavanjem kroz sito za korjencice.
Slad je pohranjena na suho mjesto 30 da se stabiliziraju enzimi i udjel vlage. Odredivani polazni
pokazatelji kvalitete jeCma i pokazatelji kvalitete samog postupka mikrosladenja (Tablice 3 i
4), prema analitici MEBAK (MEBAK, 2011). Analiza kvalitete polazne kvalitete jeCma, mikrosla-
denja i gotovog slada (Tablica 4.) izvrSene su prema analitici MEBAK (2011). Zbog malog broja
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sorti rezultati su dani kao prosjek tri mjerenja, izuzev za aktivnost a-amilaze i ukupnu dijastat-
sku snagu gdje je izraZzeni rezultat prosjek dvaju mjerenja. aktivnost a-amilaze odredena je
prema EBC metodi 4.13. (EBC Analytica, 1998). Princip odredivanja zasniva se na tome da se
dodatkom B-amilaze u suvisku u standardnu otpopinu Skroba (otopinu grani¢nih dekstrina).
U ovu otopinu se unosi ekstrakt slada ¢ija a-amilaza razgraduje grani¢ne dekstrine. Vrijeme
koje je potrebno da se nakon dodatka otopine joda uspostavi standardno obojenje Skroba
i joda nosi naziv “jedinica nastajanja dekstrina ili DU“. Ona predstavlja mjeru za procjenu ak-
tivnosti a-amilaze ispitivanog slada. Analiza je izvrSena pomocu “malt-amylase kit“ K-MALT-A
(Megazyme Int. Bray, Irska). Smatra se da je standardna vrijednost za aktivnost a-amilaze 40-70
DU. Ukupna dijastatska snaga slada odredena je spektrofotometrijskom metodom EBC 4.12.1.
(EBC Analytica, 1998). Princip ove metode je da se puferiranoj otopini slada doda je alikvotni
ekstrakta slada dobivenog na niskoj temperaturi, te se nastala smjesa temperira 30 min na 20
°C. Potom se jodometrijski odreduje koli¢ina nastale maltoze koja se iz dekstrina (prethodno
nastalih djelovanjem a-amilaze) sukcesivno oslobada djelovanjem uglavnom B-amilaze. Ana-
liza je izvrSena pomocu “beta-amylase kit“ K-BETA-3 (Megazyme Int. Bray, Irska). Standardne
vrijednosti za svijetli slad je 240-260 °WK.

Tablica 1. Shema sladenja uzoraka je¢ma/
Table 1. Micromalting sheme of barley samples

Mocenje pod vodom 5h, t=14,0 °C/
1.dan/ Immersion steeping for5 h, t=14,0 °C;
1%t day Stanka na zraku 19h, t=14,5°C/

Dry steeping for19h, t=14,5°C

Mocenje pod vodom 4h, t=14,0°C/

2. dan/ Immersion steeping for 4h, t=14,0 °C;
2" day Stanka na zraku 20h, t = 14,5 °C/
Dry steeping for 20h, t = 14,5 °C
3. dan/ Mocenje pod vodom 2h, t=14,0 °C/
3 day (*) Immersion steeping for 2h, t=14,0 °C;

Klijanje je provedeno pri 14,5 °C kroz 4 dana uz relativnu vlaznost zraka r.H. = 95%;/
3.-7.dan/ Germination was carried out at 14,5 °C during 4 days on relative humidity of air in each
I procedure: r.H. = 95-97%;

3-7day uzorci su izdvajani svaki dan tijekom klijanja/
sampling during germination was performed daily
Susenje je trajalo 19h prema standardnoj MEBAK proceduri, po zavrsetku je slad otklicana,
8. dan/ odvagana i spremljena u papirnate vrecice/
8."‘ day Duration of kilning was 19 hr, performed according to standard procedures for pale malt

(MEBAK) after last hour of germination, draying finished, malt degermination, measuring and
packing ih paper bags and storaged

(*) kontrola stupnja namocenosti na pocetku traéeg dana provjeravana je nakon svakog sata mocenja pod vodom i
kad ustanovljeno da zrno viSe ne mozZe podnijeti daljnje mocenje vlaznost zrna od 44,5% podesena je orosavanjem
u klijalistu (1 dan klijanja)/(*) control of the degree of soaking at the beginning of the third day and every hour

of soaking under the water, when it was found that the grain does not tolerate any further soaking under water,
moisture content of 44,5% was adjustment with sparging (spray steeping) ) in germination box (1 day of
germination)

Rezultatiirasprava

Na kvalitetu zrna se moZe znacdajno utjecati podeSavanjem procesnih parametara tijekom
sladenja kako bi se osigurale ciljane vrijednosti odredenih vaznih pokazatelja kvalitete slada.
Medutim, vrlo je tesSko (zapravo nemoguce) optmirati postupak sladenja po vise parametara
kvalitete jer se neki medusobno iskljuuju (npr. duboku razgradnju B-glukana redovito prati
pojacana proteoliza i dr.), pa se pivari pouzdaju u dokazane sorte jeCma koje su se etablirale
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kroz dobra pivarska svojstva tijekom dugog niza godina. Kod ovih sorti se na temelju tih po-
dataka moze izvrsiti relativno pouzdana predikcija konacne pivarske kvalitete temeljem rezul-
tata za analize polaznog jema , procesa mikrosladenja i gotovog slada. U novije vrijeme se
na trzistu pojavilo dosta novih ozimih dvonamjenskih sorti (pivarsko-sto¢ne, B/Fe). Neke od
njih pokazale su se dobre u smislu njihove prihvatljivosti sa pivarskog stajaliSta, poput udjela
B-glukana, proteina, friabilnosti, udjela staklastih zrna i dr. Zbog toga su prihvacene kao pi-
varsko-sto¢ne sorte (Kunze, 2011). Ove sorte dvonamjenskog, dvoredog, ozimog jeCma imaju
visok prinos (+30%), u usporedbi sa jarim dvoredim sortama, te su tako atraktivnije uzgajivaci-
ma, a karakterizira ih visok ekstrakt i niza boja slada, ali i nizi enzimski potencijal u odnosu na
Sestoredne sorte (Gupta i sur., 2010). Nakon ulaska u Europsku Uniju Hrvatska nije raspolagala
domacim striktno pivarskim sortama, a trziste se otvorilo za slobodan uvoz namjenskih, pivar-
skih sorti jeCma. Za etabliranje dobre pivarske sorte treba poznavati njezina sladarska svojstva
kroz statisticki relevantan niz godina (najmanje 3, poZeljno godina, pa i vie). Zbog toga je nad-
lezno tijelo za priznavanje sorti u Republici Hrvatskoj dopustilo je registraciju pojedinih sorti
kao visenamjenskih (npr. pivarsko-stocnih). Pored toga Poljoprivredni institut Osijek izbacio je
na trziste jaru, pivarsku sortu jeCma Pivarac kao domacdu sortu velikog potencijala za industriju
proizvodnje slada. Kako bi se neka sorta mogla objektivno ocijeniti potrebno je usporediti ju
sa pivarskom sortom koja se koristi kao standard u nizu zemalja i ima dobro poznata i relativno
stalna sladarska svojstva Sto je u ovom istraZivanje bila sorta Vanessa. TeZiSte ovog istraZivanja
je bilo u procjeni enzimskog potencijala domacih pivarskih sorti iz dva razloga: i) RH se nalazi
u klimatskom podrucju gdje je pred kraj vegatacijskog perioda je¢ma vrlo ¢est fenomen pri-
silnog sazrijevanja“ (“forced maturation, “accelerated aging”), koji ima nepovoljan ucinak na
brojne pokazatelje kvalitete zrna gotovo svih Zitarica pa tako i je¢ma. Osobito se odraZzava na
nizu enzimsku aktivnost zrna jeCma (Tabatabaei, 2015); ii) dvonamjenske sorte jeCma (pivar-
sko-stocne) su po pokazateljima kvalitete su opceniti slicnije stocnim sortama (feed varities)
nego pravim pivskim sortama, iako su one zbog drugih agrotehnickih i ekonomskih prednosti
vrlo zanimljive proizvodacima, pa tako i selekcionarima je¢ma. Analiza polaznih je¢mova (Ta-
blica 2.) pokaza je da jako dobru masu 1000 zrna za sve ispitivane kultivare (preko 44g) koja
je u dobroj korelaciji sa udjelom endosperma zrna tj. u konacnici sa udjelom velikih Skrobnih
zrnaca koja su najpoZeljniji supstrat za amilolizu. Razlog tomu je $to su Skrob i proteini u endos-
permu u formalnoj korelaciji (smatra se da se zajedno nadopunjuju do 100), pa povecanjem
udjela Skroba pada udjel proteina Sto je za pivarstvo poZeljno svojstvo. Pivari drze da je tije-
kom vegetacijskog perioda bilo dobro tzv. “nalijevanje zrna“ $to ima i tehnoloski i ekonomski
povoljan ucinak (Peltonen i sur., 1994) (Narziss, 1999). S druge strane niska masa 1000 zrna
moze ukazivati na stres tijekom vegatacijskog prrioda poznatog kao fenomen prisilnog sazrije-
vanja zrna koje dovodi do slabijeg nalijevanja zrna i nepovoljne strukture i udjela dusika. Ovo
je uzrokovano cinjenicom da se tu radi o anabolickim biokemijskim procesima cija regulacija
ne trpi temperaturne stresove, te u tom slucaju dusik iz prihrane ima nepovoljan ucinak na
kvalitetu zrna (Schuster i sur., 1988). lako su preporucene vrijednosti za ukupne proteine u zrnu
10-11% te se vrijednosti tesko postiZzu a da se ne naruse vazni agronomski pokazatelji kvalitete,
najcesée prinos. Bez obzira ne nesto viSe vrijednosti od preporucenih one su dosta dobre za
nase klimatske uvjete. Previsok udjel proteina u zrnu ima brojne Stetne posljedice na postupak
sladenja (slabija razgradnja zrna) kao i na proces vrenja (Peltonen i sur., 1994) (Shewry i Ullrich,
2014). Ako je masa 1000 zrna uz ovakve vrijednosti za ukupni dusik visoka tada treba obratiti
pozornost samo na koncentraciju topljivog dusika u sladovini. Polazna koncentracija B-glukana
bila je vrlo dobra za sorte Vanessa i Lukas dok je za Pivarac bila dosta visoka. Polazna koncentra-
cija B-glukana u je¢mu je u jakoj pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom B-glukana u sladovini
samo za dobro poznate i kroz dugi vremenski period pracene pivarske sorte poput Vanesse,
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dok se jare i pivarsko-stoCne sorte pokazuju veoma razliite vrijednosti, te se polazna koncen-
tracija B-glukana u zrnu ne moze koristiti kao osnova za predikciju f-glukana u sladu i sladovini
(Habschied i sur., 2020). Staklavost zrna je takoder bila nesto povisena ali je ispitivanjem stakla-
vosti gotovih sladova ustanovljeno da je prolaznog karaktera. Prilikom analize samog procesa
mikrosladenja dobiveni su prihvatljivi gubitci za Pivarac i Vanessu, te nesSto poviseni za Lukas
(Tablica 3.). Naime smatra se da su ukupni gubitci do 10,5% prihvatljivi za svijetli slad, uz odnos
gubitaka oko 2/3 za disanja i 1/3 za klicu s tim da se uobicajeno dobiva odnos nesto pomaknut
u korist klice (zavisno od procesnih uvjete tijekom sladenja), razlog tome moZze biti zato Sto se
Cesto i gubitak suhe tvari zrna od oko 0,5-1% prilikom mocenja pripisuje gubitku na disanje
jer se ne moze izvagati (Briggs, 1998). Vlaga nakon 48h (kao posredna mjera za mo¢ bubrenja
zrna) bi trebala biti oko 45% (MEBAK, 2011) ali je dobivena nesto niza vrijednost $to moZe imati
razlicite razloge, s tim da treba imati u vidu da analiti¢ki prirucnici uglavhom daju ocekivane
vrijednosti za sjevernoeuropske klimatske uvjete tijekom vegetacijskog perioda.

Tablica 2. Analiza kvalitete jeCma
Table 2. Analysis of barley quality

Sorta /Varieties

Pivarac Vanessa Lukas

B/s-tr B/ w-tr B-Fe / w-tr
vlaznost (%)/
moisture (%) 11,5 12,8 12,5
masa 1000 zrna (g)/
1000 grain weight (g) 45,2 44,4 44,4
Ukupni proteini (% s.tv.)/
Total proteins (% d.wt.) 11,85 11,71 11,91
B-glukan (g/100gs.tv.)/
B-glucan (g/100 d.wt.) 4,6 3,68 3,77
Staklavost (%)/

25 19 29

Vitreosity (%)

B (pivarski); Fe (sto¢ni); Fe-B (pivarsko/stoc¢ni); H (golozrni) = namjena sorte/ B (brewing); Fe (feed); Fe-B (brewing/
feed); H (hulless) = end use of varieties; w-tr (ozimi, dvoredi); w-sr (ozimi dvoredi); s-tr (jari, dvoredi) ; H (golozrni); =
tip sorte/w-tr (winter, two rowed); w-sr (winter, two rowed); s-tr (spring, two rowed); H (hulless); = tip of varieties;

Analizom slada (Tablica 4.) ustanovljeno je da su sve ispitivane sorte imale vrlo dobru teZinu
1000 zrna (>35g) i staklavost (<5%). Ovdje treba napomenuti da se sladilo doradeno zrno | kla-
se (sortiranje na @ 2, 05 mm). Prhkost ili friabilnost zrna vrlo dobrog, svijetlog pivarskog slada
bila je znacajno niza od preporucene (>82) sto se slaze sa rezultatima dobivenim u istraZivanju
sladarske kvalitete viSenamjenskih sorti domaceg je¢ma (Mastanjevic i sur., 2017). Razlozi za
ovo nisu istrazivani, ali bi takoder mogli biti povezani s fenomenom prisilnog sazrijevanja zrna.
Ukupni proteini u sladu bili su za oc¢ekivan iznos nizi nego u polaznom je¢mu, i za nase klimat-
ske uvjete vrlo dobri s obzirom da su za Zitarice koje su pred kraj vegetacijskog perioda izloZe-
ne kombinaciji i visoke vlaznosti i temperature koncentracija ukupnih proteina u sladu ne prati
i koncentracija topljivih proteina u sladovini, tj. niZze je od ocekivane. Jara sorta Pivarac imala
0,8-1% nizi udjel proteina u sladu u odnosu na ozime sorte Vanessu i Lukas. Nadalje, dobivene
suvrlo dobre vrijednosti za ekstrakt slada (fini), za PivaraciVanessu (preko preporucenih 82%),
dok je Lukas pokazao nesto niZu vrijednost. Za sve ispitivane sorte su dobivene su preporu-
¢ene vrijednosti za brzinu o¢ecerenja, bistro¢u, boju i boju nakon kuhanja, te brzinu cijedenja
kongresna sladovine (filtrabilnost).
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Tablica 3. Pokazatelji kvalitete mikrosladenja (vlaga zelenog slada i gubitci tijekom sladenja)
Table 3. Analysis of micromalting indicators (moisture and losses during malt production)

Sorta/Variety
Pivarac Vanessa Lukas
B/s-tr B/ w-tr B-Fe / w-tr
Vlaga na pocetku klijanja (%)/
Moisture at the beggining of germination phase (%) 44,5 44,5 44,5
Vlaganakon 48h (%)/
Moisture after 48 h (%) 434 43,9 44,2
Vlaga zelenogslada (%)/
Moisture of green malt (%) 45,0 45,0 46,8
Vlaga slada (%)/
Moisture of malt (%) 4,69 4,54 5,0
Ukupni gubitci (g/ s.tv.)/
Total losses (g/ d.wt.) 3,7 10,7 113
Gubitci na disanje s.tv.
o ie (8/ A 5,5 54 51
Respiration losses (g/ d.wt.)
Gubitci na klicu s.tv.
(e/ y 4,2 53 6,2

Germination losses (g/d. wt.)

Dobivene pH vrijednosti sladovine bile su unutar standardnih vrijednosti od 5,6-6 (MEBAK,
2011), i one prvenstveno zavise od aktivnosti proteaza u zrnu tijekom ukomljavanja. Viskoznost
sladovina prelazila je standardnu vrijednost (<1,55 mPaxs) samo za sortu Lukas. Hartongov broj
(relativni ekstrakt odreden na 45°C) je posredna mjera za aktivnost cjelokupnog enzimskog po-
tencijala slada, prvenstveno citolitickog i proteolitickog kompleksa, izuzev aktivnosti a-amilaze.
Preporucena vrijednost za svijetli slad je preko 36%. Dobivene su vise (Pivarac, Vanessa), do zna-
Cajno vise vrijednosti (Lukas) od preporucenih. Razlog ovome traZi dodatno istraZivanje. Dobive-
ne su vrlo dobre vrijednosti za topljive proteine u sladovini (standardne vrijednosti su 550-750
mg/L), dok su za aminokiselinski dusik ili FAN dobivene znacajno vise vrijednosti od preporuce-
nih (120-160 mg/100 g suh.tv.). Oko 70% od ukupnog FAN-a se oslobada u zrnu tijekom sladenja,
a 25-30% tijekom ukomljavanja (Hill i Stewart, 2019). U posljednje vrijeme se smatra da kvasac re-
lativno dobro podnosi Sirok raspon koncentracija FAN-a u sladovini, uz uvjet da nije preoptereée-
ne za kvasca nevaznim, pa cak i Stetnim aminokiselinama poput glicina, prolina i hidroksiprolina.
Na slikama 1 i 2 prikazan je porast aktivnost oba enzima tijekom sladenja, dok je njihova aktivnost
u gotovom, osusenom i stabiliziranom slada prikazana u Tablici 4. Ustanovljen je nagli porast
aktivnosti a-amilaze kod svih sorti od prvog do cetvrtog dana klijanja, pri ¢emu se maksimum
aktivnosti uspostavlja ¢etvrtog dana. Takoder susenjem aktivnost a-amilaze opada za oko 10%
kod svih sorti. lako se ocekivalo da ¢e jara sorta Pivarac imati najvecu aktivnost, ozima sorta Va-
nessa je pokazala bolji rezultat, dok je Lukas ocekivano imao najnizu vrijednost s obzirom da nije
striktno pivarska sorta. Sve tri sorte su imale aktivnost a-amilaze unutar standardnih vrijednosti
(MEBAK, 2011). B-amilaza je imala blagi porast aktivnosti Ciji je maksimum dosegnut otprilike u
istom vremenu kada i a-amilaze, s tim da je utjecaj suSenja na pad aktivnosti f-amilaze znacajno
vedi (25-30%) nego kod a-amilaze $to ne cudi jer je B-amilaza puno termonestabilniji enzim. Do-
bivene vrijednosti za aktivnost B-amilaze su bile takoder najvise za Vanessu, ali je zanimljivo da
je sorta Lukas imala dosta visoku aktivnost B-amilaze s obzirom na najnizu aktivnost a-amilaze.
Vrijednosti za aktivnost B-amilaze u svim sortama su prelazile gornju granicu (270 °WK) gotovo
kao kod sladenja pSenice. MoZda se ove vrijednosti mogu objasniti time $to se u mikrosladari
slade male koli¢ine zrna u idealnim uvjetima koje je teZe ostvariti u industrijskom postrojenju. Veé
je spomenuto da se a-amilaza sintetizira tijekom klijanja (Hall i sur., 1956; Hardie, 1975; Fincher,
1989; Kuntz i Bamforth, 2007) i porast njezina aktivnosti prati i pojacana razgradnja endosperma,
odnosno razgradnje skroba (Evans i sur., 1997). Bududi se enzim de-novo sintetizira ova aktivnost
brzo raste od 0 u pocetnoj fazi klijanja do odredene vrijednosti koja zavisi i od genotipskih svoj-
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stava sorte i od procesnih uvjeta tijekom sladenja (Fincher, 1989; Kuntz i Bamforth, 2007). Ako se
provodi standardizirani postupak mikrosladenja (gdje je utjecaj procesnih uvjeta na svaku sortu
ili Sarzu jednak) tada moZzemo medusobno usporedivati sorte s obzirom na brzinu sintetiziranja
i ukupnu aktivnost enzima u gotovom sladu. Dosta je tesko procjeniti pojedinacni utjecaj ovih
enzima na koncentraciju fermentabilnih Secera i na konacni stupanj prevrenja sladovine, iako
je B-amilaza zapravo enzim za oSecerenje Skroba. B-amilaza ve¢ postoji u zrnu i ona se tijekom
klijanja samo aktivira (Sopanen i Lauriéere, 1989; Evans i sur., 1997, 2005; Buttimer i Briggs, 2000).
Temperatura Zelatinizacije Skroba je¢ma (kada postaje dostupan djelovanju amilolitickih enzima)
je 55-65°C (Sun i Henson, 1991). Obzirom na optimalnu temperaturu za djelovanje a-amilaze
(ima visi temperaturni optimum u odnosu na ostale amiloliticke enzime) moZze se reci da se ovaj
enzim ukljuCuje u razgradnju skroba tek u zavrinoj fazi ukomljavanja (kada se stvara najvise fer-
mentabilnih Secera), tj. ovaj se enzim sintetizira pri nedovoljno visokoj koncentraciji ekstrakta
slada koji sadrzava fermentabilne Secera, a koji su hrana za sintezu klice i korijenci¢a (Ullrich i
sur., 1997; Duedahl-Olesen i sur., 2000). Stoga bi se moglo ocekivati da ¢e velika koli¢ina Secera
nastati tijekom ukomljavanja prvenstveno zbog aktivnosti a-amilaze (Duke i Henson, 2009). Nai-
me, Cauvain, i Young (2009) ustanovili su da je porast aktivnosti a-amilaze, B-amilaze i granicne
dekstrinaze najvedi izmedu 1 i 2 dana klijanja da tijekom cjelokupnog klijanja aktivnost a-amilaze
korelira puno bolje sa ukupnom koncentracijom Secera u sladu (r = 0.830, P < 0.0001) nego aktiv-
nost B-amilaze (r=0.665, P < 0.0001) i grani¢ne dekstrinaze (r = 0.785, P < 0.0001) (1).

Tablica 4. Rezultati analize gotovih sladova
Table 4. Results of malt analysis

Pokazateli/ Sorta/Variety
Quality indicator Pivarac Vanessa Lukas
B/s-tr B/ w-tr B-Fe / w-tr
Vlaznost (%)/Moisture (%)/ 7,6 7,6 7,5
7000 grain werghe (g ot 48 s 439
Staklavost (%)/Vitreosity (%) 1 3,2 4
Prhkost (%)/Friability(%) 73 72 71
Ukupni proteini (g/s .tv.)/Total proteins (% d.wt.) 11,2 12 12,3
Fini ekstrakt (g/s .tv.)/Fine extract content (% d.wt.) 83,6 82,8 81,2
O3ecerenje (min)/Saccharification time (min) 10-15 10-15 10-15
Bistroc¢a (EBC u.) Clarity of wort (EBC u.) 31 3,0 3,1
Boja slada (EBC u.)/Wort colour (EBC u.) 3,0 2,6 2,5
Boja nakon kuhanja (EBC u.)/ Colour after cooking (EBC u,) 4,2 3,8 3,7
Filtrabilnost (min)/ Filtration time (min) 55 55 59
pH 58 5,8 5,8
Viskoznost (mPas. 8.6%e)/ Viscosity (mPas. 8.6%e) 1,504 1,511 1,578
Hartongov broj VZ 45°C (%)/ Hartong number VZ 45°C (%) 38,2 37,7 40,9
Dijastatska snaga slada (°WK)/ Diastatic power (°WK) 245 264 241
aktivnost &¢—amilaze (DU)/ ¢&¢X—amilaze activity (DU) 55 56 53
Konaéni stupanj prevrenja (%)/Final attenuation of wort (%) 82,0 82,5 80,8
Topljivi proteini (mg/L)/Soluble N (mgL) 548,3 540 621,7
¢ aminoN (mg/100gdrywt.)/FAN(mg/100gdrywt.) 161 203 190

B (pivarski); Fe (sto¢ni); Fe-B (pivarsko/sto¢ni); H (golozrni) = namjena sorte/B (brewing); Fe (feed); Fe-B (brewing/
feed); H (hulless) = end use of varieties ; w-tr (ozimi, dvoredi); w-sr (ozimi Sestoredi); s-tr (jari, dvoredi) ; H (golozrni);
= tip sorte/w-tr (winter, two rowed); w-sr (winter, six rewed); s-tr (spring, two rowed); H (hulless); = tip of varieties;
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wamilezs | a-amylaze /DO

Slika 1. Aktivnost a- amilaze i dijastatska snaga tijekom procesa klijanja
Figure 1 Activity of a- amilaze during germination phase
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Slika 2 Razvoj dijastatske snage slada tijekom procesa klijanja
Figure 2 Development of diastaticpower of malt during germination phase
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Nadalje, dobili su da je koncentracija pojedinih Secera (glukoze, maltoze, saharoze, fruktoze
i maltodekstrina (od maltotrioze do maltoheptaoze) u svim ispitivanim kultivarima bila u puno
jacoj korelaciji sa aktivho$¢u a-amilaze tijekom faze klijanja nego sa aktivnos¢u B-amilaze ili
grani¢ne dekstrinaze (za glukozu i maltozu r = 0.872 odnosno 0.763 i P < 0.0001 za a-amilazu
dok je za B-amilazu r = 0.587, 1 0.679 and P < 0.0001, te za grani¢nu dekstrinazu r= 0.806 i 0.733
and P < 0.0001). Danas se smatra da aktivnost a-amilaze korelira znacajnije s ukupnom koncen-
tracijom Secera u sladu, kao i sa koncentracijom najvaznijih Seéera (maltoza i glukoza).

Zakljucak

Ispitivana je aktivnost a-amilaze i B-amilaze u tri razli¢ite sorte je¢ma (pivarski jari, pivarski
ozimi i pivarsko-stoc¢ni) koje se koriste u proizvodnji pivarskog slada u Hrvatskoj tijekom faze
klijanja i u gotovim sladovima. Takoder su odredivani i pokazatelji kvalitete polaznih je¢mova,
samog procesa mikrosladenja i gotovih sladova. Ustanovljeno je da sve tri sorte daju svije-
tli pivarski slad vrlo dobre kvalitete. Neki pokazatelji kvalitete slada poput topljivog dusika u
sladovini i viskoznosti su imali izvrsne vrijednosti, najproblematicnije vrijednosti dobivene su
za friabilnost dobivenih sladova. Medutim, kako je friabilnost kumulativni pokazatelj na koji
utjecCu brojni pojedinacni faktori ovo zahtijeva dodatna istrazivanja. Aktivnost a-amilaze u sve
tri sorte bila je unutar standardnih vrijednosti za svijetli slad. Njezina aktivnost naglo je rasla
izmedu prvog i treceg dana klijanja s tim da je najvisa bila na zadnjeg, cetvrtog dana klija-
nja. Aktivnost B-amilaze u sve tri sorte bila je visa od standardnih vrijednosti za svijetli slad,
te je umjereno rasla tijekom klijanja s tim da je takoder najviSu aktivnost dosegla u Cetvrtom
danu klijanja. Proces susenja slada znacajno vise smanjuje aktivnost B-amilaze (25-30%) nego
a-amilaze (oko 10%).
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Professionalpaper

Development of enzyme potential in different purpose
barley varieties during malting

Abstract

The development of enzymatic activity of barley grains during the malting process is one of the key
developments which ensures satisfactory technological quality of malt. Numerous studies have been
conducted on this topic, which found that the best results related to the development of enzymatic potential
of grain are a result of malting purpose, spring, two-row brewing varieties. The application of appropriate
malting regime that ensures process conditions favaurable for te activation of already present in the grain
and/or de novo synthesis enzymes are also an important factor. The aim of this research was to establish
how different purpose, two - row, spring and winter varieties of barley, which are commonly used for malt
production in Croatia, react to the above requirements. Based on the obtained results, the a-amylase activity
in all examined cultivars was found to be within the standard values, while the 8-amylase activity in all three
cultivars was higher than the standard values for light malt. Both enzymes showed the highest activity on
the last, fourth day of germination. The malt drying process significantly reduced 8-amylase activity (25-
30%), in comparison to the activity of a-amylase (about 10%). Other indicators of the quality of starting
barley, micromalting process and finished malts were also determined. It was found that all three varieties
give light malt approprite for malting, reulting with malt of very good quality. Some malt quality indicators
such as soluble nitrogen in wort and viscosity had excellent values, and the most problematic indicator
was fiability. However, as friability is a cumulative indicator affected by a number of individual factors this
requires further research.

Keywords: purpose varieties of barley, alpha-amylaze, total distatic power, micromalting
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