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1. UvVOoD



1. Uvod

Prema pravilniku o pivu (MPS, 2011), pivo je proizvod dobiven alkoholnim vrenjem pivske
sladovine upotrebom C¢Cistih pivskih kultura kvasaca Sacharomyces cerevisiae, a iznimno
spontanim vrenjem ili uporabom mjesovitih mikrobnih kultura. Tijekom proizvodnje i kuhanja
sladovine kao i u procesu glavnog i naknadnog vrenja nastaju tvari koje su odgovorne za okus

piva i karakteristicnu aromu (Pavleci¢, 2012).

Osim okusnih i nutritivnih svojstava, pivo sadrZi sastojke koji su prepoznati u epidemioloskim
istrazivanjima kao zastitni agensi, a radi se o prirodnim antioksidansima. Pivo sadrZi sastojke s
antioksidacijskim svojstvima, kao $to su reducirajuci Seceri, produkti Maillardove reakcije,
vitamini i polifenolni spojevi Ciji se udjel smanjuje s vremenom skladistenja, odnosno
starenjem. Pivo sadrZi razlicite skupine polifenola, kao $to su tanini, fenolne kiseline, flavoni,
flavonoli i proantocijanidi koji imaju znacajan utjecaj na stabilnost piva. Fenolnim kiselinama i
flavonoidima pripisuje se antioksidacijski potencijal (Eberhard i sur., 2000; Lee i sur., 2003).
Osim antioksidacijskog potencijala, polifenoli imaju znacajnu ulogu u formiranju okusa, boje,
goréine i trpkosti piva (Pai i sur., 2015). Umjerena konzumacija piva zbog velikog sadrzaja

polifenola i antioksidanasa, pozitivno utje€u na kognitivne sposobnosti i smanjuje mogucnost

demencije u starosti (Bamforth, 2002).

Odredivanje koncentracije ukupnih polifenola u razli¢itim uzorcima cesto se provodi u
prehrambenoj industriji, buduéi da taj podatak ima vrlo vaznu primjenu prilikom procjene
antioksidacijskog u¢inka namirnice (Berend i Grabari¢, 2008). Metode koje se naj¢esce koriste
pri odredivanju ukupnih polifenola su spektrofotometrijske, najvise zbog jednostavnosti
provodenja, no razvijene su i pouzdanije metode, poput tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC) te elektrokemijskih metoda. Naj¢eSce koriStena spektrofotometrijska

metoda je Folin — Ciocalteau (FC) metoda.

Cilj ovog rada bio je utvrditi koji polifenoli su najzastupljeniji u istraZivanim pivima, koje pivo

sadrZi najvise polifenola i najve¢u antioksidativnu vrijednost.
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2. Teorijski dio

2.1. VRSTE | PODJELE PIVA

Proizvodnja piva je sloZzen proizvodni proces koji ukljuéuje razli¢ite tehnoloske operacije, ali

kao najbitniji mogu se izdvaojiti :

o proces proizvodnje pivske sladovine od pivskog slada, nesladenih sirovina, hmelja i
vode razli¢ite tvrdoée primjenom razli¢itih tehnoloskih postupaka (Schuster i sur.

1988),

o vrenje sladovine s Cistim kulturama razlicitih sojeva kvasaca gornjeg i donjeg vrenja te

»divljih kvasaca” i
o razliiti postupci dozrijevanja i dorade mladog piva.

Podjela piva na tipove i vrste definirana je strogim pravilnicima (Pravilnik o pivu, MPS, 2011)

o kvaliteti piva koji su proizasli iz pivarske prakse (Mari¢, 2009).

2.1.1. Podjela piva prema vrsti kvasca

Podjela piva prema vrsti kvasca je najpoznatija i najrasirenija podjela, kojom piva dijelimo na
piva gornjeg vrenja (ale) i piva donjeg vrenja (lager). NajviSe se konzumiraju lager piva, a ona
se dobivaju vrenjem pivske sladovine pomodu razli¢itih sojeva Ciste kulture kvasca vrste
Saccharomyces uvarum. Vrenje zapocinje pri 6-8°C te se iz tog razloga naziva hladnim vrenjem,
a zavrSava na 9-18°C kada se mlado pivo hladi pri ¢emu se kvasac taloZi na dno spremnika.
Nakon izdvajanja istaloZzenog kvasca, mlado pivo odleZzava u leznim spremnicima pri 0-1°C
nekoliko tjedana. Vrste lager piva se razlikuju prema razgradenosti, tvrdoci vode i boji slada za
pripremu sirovine. Primjerice, plzensko lager pivo se proizvodi od vrlo mekane vode i vrlo
svijetlog slada, a dortmundsko od tamnog slada i tvrde vode. Upravo iz tog razloga, vrste lager

piva se razlikuju po punoci okusa, aromi nijansi boje (Mari¢, 2009).

Drugi tip piva je prije spomenuto ale pivo. Pri proizvodnji ovog tipa piva vrenje zapocinje na
temperaturi sladovine od 10°C, a pri 25°C zavrSava kada kvasac ispliva na povrsinu mladog
piva. Za alkoholno vrenje ove vrste piva rabi se cista kultura pivskog kvasca vrste
Saccharomyces cerevisiae. Ovakav tip se naziva toplo vrenje, a proizvod pivom gornjeg vrenja.
Nakon izdvajanja kvasca, mlado pivo odleZzava i dozrijeva pri 20 °C tijekom vremenskog perioda
kraceg nego pri proizvodnji lager piva. Postoje razli¢ite vrste ale piva, a ovise o kakvodéi vode,

slada, boje, gorcine, koncentracije alkohola i izvornosti tehnoloSkog procesa. Razlika izmedu
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kvasaca donjeg i gornjeg vrenja je sposobnost fermentacije i asimilacije melibioze. Kvasci
donjeg vrenja potpuno koriste melibiozu i rafinozu, a kvasci gornjeg vrenja ne mogu koristiti
melibiozu jer nemaju enzim melibiazu, te koriste samo trec¢inu rafinoze (Naumov i sur., 1996;

Grabovac, 2016).

2.1.2. Podjela piva prema masenom udjelu ekstrakta

Na osnovi piva masenog udjela ekstrakta u sladovini prije pocetka vrenja, tipovi piva dijele se

na:

slaba ili laka piva koja imaju mali udio alkohola i neprevrelog ekstrakta,

standardna piva koja se proizvode od sladovine sa 10 — 12 % ekstrakta, pa je udio alkohola u
tim pivima od 3,5 -5,5 % vol. %,

specijalna piva koja se proizvode iz sladovine sa viSe od 12 % ekstrakta, sadrze viSe neprevrela

ekstrakta pa se nazivaju i puna piva,

dvostruko sladna piva se proizvode od sladovine sa 18 — 22 % ekstrakta, te se nazivaju i jakim

pivima jer sadrze povecan udio alkohola i neprevrelog ekstrakta te

je€mena vina koja sadrze volumni udio alkohola od 7,5 — 10 vol. %, a sadrZe veliki udio

neprevrelog ekstrakta, te se konzumiraju u malim koli¢inama (Marié, 2009).

2.1.3. Podjela piva prema glavnoj sirovini za proizvodnju sladovine

Je€meni slad je osnovna sirovina za proizvodnju veéine lager i ale piva, ali moguce ga je
djelomi¢no zamijeniti s ,nesladenim” sirovinama, $to mora biti naznaceno na deklaraciji piva.
Zamjenom najmanje 50 % jeCmenog s pSeni¢nim sladom dobiva se pSeni¢no pivo. U usporedbi
sa pivima od jeémenog slada pjena im je vrlo blijeda (Kunze, 1996). PSenica pivu daje bljedu
boju nego je¢am, a tome pridonosi visok udio mlijec¢ne kiseline u pivu. Postoji i razeno pivo
koje se proizvodi od raZenog slada koji pivu daje vrlo karakteristi¢an okus zbog vo¢nih, gorkih,
pikantnih, uljastih i ljutih obiljezja paprene metvice. Za proizvodnju tradicionalnog africkog

piva koristi se slad dobiven od prosa (Mari¢, 2009).

2.1.4. Podjela piva prema boji
Tocna nijansa boje piva mozZe se odrediti prema EBC (European Brewing Convention) skali. Na
osnovi boje piva se dijele na: svijetla (do 10 EBC jedinica), crvena ili tamna (od 16 - 40 EBC

jedinica) i crna (preko 40 EBC jedinica), ali se zapravo radi o razli¢itim nijansama Zute, crvene,
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crveno smede i crne boje (Mar¢, 2009). Na boju piva utjecu polifenoli koji se nalaze u jecmu
te prilikom kuhanja slada dolazi do oslobadanja polifenolnih komponenti te nastaju neke nove
komponente, a dolazi i do formiranja boje. Dva glavna procesa tijekom kojih dolazi do
formiranja boje u pivu su karamelizacija i Maillard-ove reakcije. Karamelizacijom mogu nastati
stotine razli¢itih kemijskih produkata sa razliitim bojama, ali ih je vedina smede obojeno.
Maillard-ove reakcije doprinose boji piva tako Sto se tijekom njih formiraju melanoidini koji
daju pivu tamniju boju. Takoder, neki produkti Maillard-ovih reakcija, kao Sto su furani,
furnozini, piroli, pirazini utjecu na boju piva. Poveéana koncentracija ovih spojeva u pivu ¢e
uzrokovati da piva budu tamnija, dok manja koli¢ina ovih spojeva daje svjetlija piva (Spearot,

2016).

2.1.5. Podjela piva prema volumnom udjelu alkohola

Pivo se prema udjelu volumnog alkohola dijeli na:

o bezalkoholna piva koja sadrzavaju do 0,5 % vol. alkohola,
o piva s malim udjelom alkohola ili tzv. lagana piva sadrze do 3,5 % vol. alkohola,
o standardna lager piva i piva gornjeg vrenja sadrze preko 3,5 % vol. alkohola te
o jaka piva sadrze vise od 5,5 % vol. alkohola.
U svim europskim zemljama udio alkohola mora biti naznacen na etiketi. Prema udjelu

alkohola odreduje se visina poreza na pivo (Mari¢, 2009.)

2.2. SASTAV PIVA

Pivo sadrzi vise od 600 sastojaka, a osim vode koja sacinjava 90 % piva josS samo nekoliko
komponenti koje se pronalaze u koncentraciji vecoj od 1 g/L u pivu. Ti sastojci su neprevreli
ekstrakt, etanol, ugljikov dioksid i glicerol. Veéina komponenti piva dolazi iz samih sirovina
(slad, voda, hmelj), dok neki sastojci nastaju kao nusproizvod metabolizma kvasca i promjena

koje se dogadaju tijekom fermentacije (Kunze, 1996).

2.2.1. Voda
Pivo se najve¢im dijelom sastoji od vode. Ovisno o vrsti, udio vode u pivu iznosi 89 — 93 %
(Mari¢, 2009). Voda koja se koristi za proizvodnju piva je sigurna, mikrobioloski i kemijski

ispravna jer se kontrolira suvremenim tehnoloSkim postupcima, te se uskladuje sa zakonskim
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i zdravstvenim normativima. Mineralni sastav vode je jako bitan i klju¢ni je element za odabir

vode za proizvodnju piva. U danasnje vrijeme sastav mineralnih soli u vodi se korigira te je
bitno Cesto provjeravati sastav vode koja se koristi za proizvodnju piva. Dodavanje kloridne
i/ili sulfatne kiseline je najjednostavniji postupak prilagodavanja vode, a naj¢es¢a metoda

odredivanja tvrdoce vode je titracija sa EDTA uz indikator (Grabovac, 2016).

2.2.2. Alkohol i ekstrakt

Najvazniji alkohol koji se nalazi u pivu je etanol. Vise od polovine energetske vrijednosti piva
potjece upravo od etanola. Standardna piva koja se kod nas najéesée konzumiraju (do 5,5 %
vol. alkohola) imaju mali udio visih alkohola (do 60 mg/L). Visi alkoholi koji se nalaze u pivu su:
n-propanol, izobutanol, amilalkohol i 2-feniletanol. Visi alkoholi su alkoholi koji izazivaju

glavobolju, nemir i razdraZzljivost te dugotrajni mamurluk (Mari¢, 2009).

Tablica 1 Koncentracija alkohola u pivu (Buiatti, 2009)

ALKOHOL KONCENTRACIA (mg/L)

Etanol 20000 - 80000
Metanol 0,5-3,0

1 - Propanol 3-16

2 - Propanol 3-6

2 - Metilbutanol 8-30

3 - Metilbutanol 30-70

2 - Feniletanol 8-35

1 - Okten -3 -ol 0,03

2 - Dekanol 0,005
Glicerol 1200 - 2000
Tirosol 3-40

Udio suhe tvari ili nefermentabilni ekstrakt se sastoji ve¢inom od ugljikohidrata (75 — 80 %),
dusikovih spojeva (6 —9 %) i ostalih organskih (4 — 5 %) i anorganskih sastojaka. Ugljikohidratni
dio ekstrakta se sastoji od razgradivih dekstrina koji se sastoje od tri ili viSe glukoznih jedinica
(maltotrioza, maltotetroza, maltopentoza). Dusikovi spojevi u ekstraktu se odreduju u mg/L,

to su sljededi spojevi: ukupni dusik (700 — 800), koagulirajué¢i dusik (18 — 20), magnezijev
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sulfatni dusik (130 — 160), o — amino dusik (100 — 120) i formolni dusik (160 — 210). Litra

standardnog piva sadrzi preko 100 mg aminokselina (Mari¢, 2009).

Tablica 2 Koncentracija ugljikohidrata u pivu (Buiatti, 2009)

UGLJIKOHIDRATI KONCENTRACIJA (g/L)

Fruktoza 0-0,19
Glukoza 0,04-1,1
Saharoza 0-3,3
Maltoza 0,7-3,0
Malotrioza 0,3-3,4

2.2.3. Organski sastojci piva

Najvazniji organski sastojci koji se nalaze u pivu su:

(@]

(@]

glicerol (1400 — 1600 mg/L) koji utjece na viskozitet i osjecaj slatkoce piva,

B — glukan (12 — 500 mg/L) je hemiceluloza, koristan za probavu sniZava razinu
kolesterola te smanjuje rizik od sréanih bolesti,

antocijanogeni su fenolni spojevi iz slada i hmelja koji djeluju kao antioksidansi, pa
imaju blagotvorni ucinak na organizam,

vicinalni diketoni su nepozeljni sastojak piva jer daje miris po medu i uzeglom maslacu
(dobro dozrela piva ga sadrze ispod 0,1 mg/L) te

vitamini B kompleksa, najznacajniji su niacin, riboflavin (B2), piridoksin (B6), folati (B9)
i kobalanin (B12) (Mari¢, 2009).

2.2.4. Minerali u pivu

Najznacajniji minerali za proces proizvodnje su kalcij, natrij, kalij, magnezij, sulfati, karbonati,

kloridi, nitrati i bikarbonti. Neki od ovih iona mogu se istaloZiti tijekom proizvodnje, a neki

mogu uéi u metabolizam kvasca pa se sastav iona u pivu razlikuje od sastava iona u vodi koja

se koristi za proizvodnju. Najvazniji je kalcijev ion jer je on aktivator enzima koji su potrebni za

razgradnju Skorba u jednostavnije Seéere time Sto povecava kiselost. Karbonati i bikarbonati

povecavaju pH te nisu pozeljni. Magnezij ima slicnu ulogu kao kalcij, a natrij utjece na slatkocu

u okusu. U pivu se mogu pronadi jos neki elementi u tragovima a to su Zeljezo, cink i mangan

(Buiatti, 2009).
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Tablica 3 Mineralni sastojci piva (Kunze, 1996)

MINERALI KONCENTRACIA (mg/L)

Natrij 30-32
Kalij 500 - 600
Kalcij 35-40
Magnezij 100-110
Fosfati 300 - 400
Sulfati 150 - 200
Kloridi 150 - 200
Nitrati 20-30

2.3. POLIFENOLI

Polifenolni spojevi su sekundarni metaboliti koji se mogu pronadi u voéu, povrcu i njihovim

proizvodima. Polifenolni spojevi pripadaju najrasprostranjenijoj i najbrojnijoj skupini spojeva

u biljkama. Polifenoli u billkama mogu djelovati kao signalne molekule te sudjeluju u

hormonskoj regulaciji rasta biljke, Stite ih od infekcija mikroorganizama (antibiotsko

djelovanje), djeluju kao zastitni agensi od UV zracenja, pridonose pigmentaciji biljaka, dok u

namirnicama pridonose gorcini, boji, mirisu, okusu i oksidativnoj stabilnosti. Prema kemijskoj

strukturi mogu se podijeliti na: fenolne kiseline, flavonoide, tanine (kondezirani i hidrolizirani)

te ostale polifenolne spojeve (lignani, kumarini). Osnovna karakteristika svih polifenola je

prisutnost jednog ili vise hidroksiliranih benzenskih prstenova (Berend i Grabari¢, 2008).
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POLIFENOLI
FENOLI I FLAVONOIDI OSTALI
BENZENKARBOKSIL Ce-C5-C npr.
NE KISELINE Stilibeni
FLAVONOLI FLAVANOLI OSTALI
flavoni
Antocijani
flavanoni
MONOMERI OLIGOMERI
katehin proantocijanidini
PROCIJANIDINI PRODELFINIDIN

Slika 1 Osnovna podjela polifenola (Berend i Grabari¢, 2008)

2.3.1. Polifenoli u pivu

Oko 70% polifenola u pivu potjece iz slada, dok 30% potjece iz hmelja. Taj postotak moze
varirati ovisno o vrsti piva. Pivo je bogato razli¢itim skupinama polifenola od kojih su
najznacajniji tanini (posebice u tamnim pivima), fenolne kiseline, flavoni i flavonoli i

proantocijanidi (Collin i sur., 2013).

Svi ovi spojevi imaju vaznu ulogu u formiranju okusa i arome piva, a posebno goréine i trpkosti.
Tijekom sazrijevanja piva dolazi do znaéajnih promjena okusa. OdleZzavanjem pivo gubi trpkost
i goréinu, a pojacava se slatkasti okus. To je posljedica oksidacije trans masnih kiselina i

karbonilnih spojeva koje nastaju (Aron i Shellhammer, 2010).

Flavonoidi u pivu koji su odgovorni za trpkost, pozeljni su u koncentracijama izmedu 1 i 20
mg/L. Piva koja imaju nizu pH vrijednost (izmedu 4 i 4,2) imaju izraZeniju trpkost. Takoder,
flavonoidi mogu pridonijeti i gorcini piva, no osnovna gorcina dolazi od a kiselina iz hmelja.
Flavonoidi su velikim dijelom odgovorni za boju tamnih i crnih piva. U skupini flavonoida

spadaju i antocijani koji u pivu potjecu iz jecma (Collin i sur, 2013).

Tanini su esteri aromatskih hidroksikarboksilnih kiselina s visevalentnim alkoholima ili
Seéerima. Tanini u pivo dospijevaju iz hmelja tijekom proizvodnje. Na kvalitetu i okus piva

imaju veliki utjecaj. Tamna piva sadrze vecu kolicinu tanina od svjetlijih Sto se oCituje tamnijom
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bojom i ja¢om gorcinom (Mari¢, 1995). Takoder, polifenoli imaju utjecaj na stabilnost piva,
zbog reakcije izmedu proteina i polifenola dolazi do koloidne nestabilnosti piva Sto ogranicava
rok trajanja piva (Collin i sur, 2013). Polifenoli, a posebno tanini, uz proteine i ugljikohidrate
doprinose stvaranju mutnode piva koje se mogu ukloniti filtracijom ili sedimentacijom (Aron i

Shellhammer, 2010).

2.3.2. Antioksidativnost polifenola

Zastitna uloga polifenola u bioloskim sustavima pripisuje se njihovoj sposobnosti sparivanja
elektrona slobodnog radikala $to se naziva jo$ i antiradikalna aktivnost. Osim ove aktivnosti
polifenoli pokazuju sposobnost kelatnog vezanja iona prijelaznih metala (Fe?*, Cu?*, Zn%*,
Mg?*). Ovakvo visestruko djelovanje je odgovorno za ukupnu ucinkovitost polifenolnih

spojeva, a zajedno se naziva antioksidacijska aktivnost.

Antioksidansi su tvari koje Stite stanicu od oksidacijskog djelovanja slobodnih radikala i
sprje€avaju oksidaciju oksidabilnih spojeva. To su tvari koje neutraliziraju slobode radikale
dajuci im svoj elektron ili inhibiraju stvaranje slobodnih radikala. Antioksidansi imaju svojstva

koja djeluju kao reducirajuce sredstvo.

Slobodni radikali mogu dovesti do oksidativhog stresa odnosno ostecenja. Osim njih uz
reaktivne vrste kisika, oksidativni stres te druge faktore moze doci do nekih bolesti: dijabetes,
kardiovaskularne bolesti, razliciti upalni procesi. Polifenoli kao i drugi antioksidansi mogu
smanjiti rizik od nastajanja mnogih bolesti hvatanjem slobodnih radikala te drugim

antioksidacijskim aktivnostima (Krivak, 2010).

2.4. PROIZVODNIJA PIVA
Proces proizvodnje piva sastoji se od 5 faza:
1. prerade jeéma u slad,
2. dobivanje pivske sladovine i hmelja,
3. previranje pivske sladovine uporabom specijalnog pivskog kvasca,
4. sazrijevanje piva te

5. filtriranje i punjenje u ambalazu.

10
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malting milling
A

germination

plate heat exchanger  whirlpool separator g lauter tun mash mixer

fermentation maturation filtration flash pasteurization packaging

excess yeast

fermentation vessel maturation tank filtration unit plate heat exchanger

filling and crowning tunnel pasteurization

bi-

bottles conveyor belt labeled bottles cans

© 2012 Encyclopeedia Britannica, Inc.

Slika 2 Shematski prikaz proizvodnje piva (Preuzeto iz Encyclopedia Britanica, Inc).

2.4.1. Proizvodnja slada

Proizvodnja piva pocinje proizvodnjom slada. Proizvodnja slada postupak je koji se sastoji iz
nekoliko operacija: €iS¢enja i sortiranja jecma, mocenje je¢ma do 42 — 45 % vode, naklijavanja
zrna i susenje slada. Sladenje jema se odvija na temperaturama od 13 do 22 °C sve dok
unutrasnjost zrna ne postane rahla i brasnasta, a korijeni proklijalog zrna ne dosegnu duljinu
gotovo cijelog zrna. Medutim, danas se u praksi ide ¢ak do tek proklijalog izdanka kako bi zrno
oCuvalo $to vise Secera. Zeleni slad susi se u komorama za suSenje uz postupno povecanje
temperature od 25 do 80 °C za sve vrste svijetlog slada, dok za vrste tamnog slada temperatura
ide do 105 °C. Proces susenja traje od 24 do 48 h, dok se u modernijim komorama za susenje
proces moze zavrsiti znatno ranije. Cilj mocenja i naklijavanja zrna je izmjena biokemijskog

sastava te nakupljanje Sto veée koli¢ine Secera u zrnu koja ulazi u fermentaciju. Takoder, bitno

11
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je da se proteini razgrade do aminokiselina te da aromati¢ne tvari ostanu u aktivnom stanju
prilikom susenja slada. Za proizvodnju slada koriste se zrna je€ma koja imaju visok postotak
klijavosti, ne niZi od 95 %, te prosjecan sadrZavaj proteina od 9 — 14 % (Veselov, 1966). Zrna bi
trebala biti ujednacena i krupna, a iz takvih se zrna proizvodi slad sa visokom fermentativnhom
aktivnoSc¢u Sto omogudava dobivanje vece kolicine i kvalitetnije pivske sladovine. Sastav slada
i koli¢ina ekstrakta ovise o biokemijskom sastavu je€ma, posebno o koncentraciji dusikovih
tvari i Skroba u zrnu. JeCam sa sadrzajem proteina visim od 14 % daje manje ekstrakta, a slad
od takvog zrna ima tamniju boju, sadrzi manje ugljikohidrata i znatnu koli¢inu otopljenih

dusikovih tvari i aminokiselina (Veselov, 1966).

2.4.2. Proizvodnja pivske sladovine

Pivska sladovina se dobiva iz slada, nesladenih sirovina, vode i hmelja, a odvija se u nekoliko
etapa. Slad se prvo usitnjava u mlinu te se mijesa s toplom vodom kako bi se aktivirali enzimi
potrebni za pretvorbu skroba u fermentativne Secere. Kod ale piva preporucena temperatura
je 65 °C, a za lager piva mijeSanje se odvija na nizim temperaturama (45 °C) jer njihovi sladovi
sadrze viSe glukana i proteina te ih na nizZim temperaturama enzimi proteaza i glukanaza
razgraduju (Parker, 2012). Zasladena komina filtrira se u specijalnim filtracijskim posudama te
e dobiva sladovina. Dobivena sladovina kuha se 1 — 2 h, a tijekom kuhanja joj se dodaje hmelj.
Tijekom kuhanja proteini koaguliraju, fermentirajuci Seceri se inaktiviraju, tvari hmelja se
otapaju, a sladovina poprima gorcinu i aromu hmelja. Kuhanje sladovine osigurava
istovremenu sterilizaciju prije nacjepljivanja kvascem. Nakon zavrsetka kuhanja iz sladovine se
izdvajaju hmelj i proteinski talog (Veselov, 1996). Ohmeljena sladovina se mora ohladiti prije
dodavanja kvasca. Ale piva se hlade na 16 — 22 °C, a lager piva na 6 — 16 °C zbog razli¢ite

temperature vrenja, kao Sto je ranije u tekstu opisano (Grabovac, 2016).

2.4.3. Vrenje pivske sladovine

Proces vrenja pivske sladovine se odvija na niskim temperaturama pomocu specijalnog
pivskog kvasca Saccharomyces cerevisiae. Ohladena sirovina se cjevovodom transportira u
posebne uredaje za vrenje gdje se dodaje kvasac. Proces vrenja odvija se u odredenim
temperaturnim uvjetima ovisno o vrsti piva koje se proizvodi. Tako se za lager piva vrenje

odvija na temperaturama od 16 — 18 °C, dok za ale piva vrenje se odvija na temperaturama od

12



2. Teorijski dio

10 — 25 °C. U ovom procesu kvasac prevodi Secere u alkohol, ugljikov dioksid i ostale
komponente koje pridonose okusu. Tijekom vrenja oslobada se velika koli¢ina topline koja je
rezultat aktivnosti kvasca, pa se radi toga provodi hladenje pred kraj procesa na
temperaturama od 4 — 5 °C. Takoder, tijekom vrenja kvasac se razmnoZava te se njegova
koli¢ina poveca 2 — 4 puta u odnosu na pocetnu koli¢inu. Pred zavrSetak vrenja kvasac se talozi
na dno, $to dovodi do bistrenja piva. Pivo nakon vrenja jos nije zrelo, jo$ je mutno, sadrzi malu

koli¢inu CO,, te ima poseban okus i aromu mladog piva (Mari¢, 2009).

2.4.4. Odlezavanje piva

Nakon vrenja, pivo se jo$ naziva i ,zelenim”. Proces odlezavanja piva se provodi u spremnicima
pri temperaturi od 1 do 3 °C pod tlakom CO; od 0,3 do 0,7 bar. Za vrijeme odleZavanja dolazi
do laganog previranja preostale koli¢ine Secera te nastajanja ugljicne kiseline. Zbog stvaranja
ugljicne kiseline u spremniku dolazi do povecéavanja tlaka, a koji omogucava vezanje CO, tako
da sadrzaj ugljicne kiseline pred kraj vrenja dostize vrijednost od 0,4 do 0,5 %. Trajanje procesa
odlezavanja ovisi o vrsti piva. Vrste piva sa veéim udjelom alkohola zahtijevaju duzi period

odlezavanja (Veselov, 1966).

2.4.5. Filtracija i punjenje u boce

Ako proizvedeno pivo nema namijenjenu prodaju u mutnom stanju, onda se nakon zavrsetka
procesa odleZavanja cjevovodima transportira na filtraciju. Cilj procesa filtracije je stabilizacija
piva, odnosno smanjenje nepozeljne mutnoce i izdvajanje ostataka stanica kvasca koje bi se
mogle pronaci u pivu, a uzrokuju kvarenje ili destabilizaciju piva. Moderna filtracija se vrsi
pomocu kombinacije filter ploca sastavljenih od celuloznih vlakana i kieselgura (dijatomejska
zemlja — sitni pijesak napravljen od silikatne sedimentne stijene koja je nastala taloZzenjem
ostataka jednostani¢nih algi kremenjasica) (Zarknov, 2014). Pri industrijskog proizvodnji piva
se, radi dodatne stabilizacije piva, provodi pasterizacija. Navedenim procesom se uklanjaju svi
potencijalno Stetni organizmi. Medutim, negativna strana pasterizacije je gubitak arome i
okusa uzrokovan poviSenom temperaturom. Najées¢i oblik pasterizacije koji se koristi je
tretman temperaturom od 62 °C tijekom 20 minuta, iako se sve ¢esée koristi oblik pasterizacije
pri viSoj temperaturi od 72 °Ci kra¢em vremenu od 15 do 30 sekundi. Takoder, postoji i proces

hladne pasterizacije. Pri ovom procesu se ne koristi toplina kao sredstvo neutralizacije

13
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mikroorganizama, nego kemijske tvari prilikom odlezavanja ili filtracije, cime se izbjegava

gubitak arome i okusa piva.

Proces punjenja piva u ambalaZu se provodi u asepti¢nim uvjetima, preko uredaja za punjenje
pod protutlakom CO,, u svrhu oCuvanja vezane ugljicne kiseline koja osigurava gaziranost piva

(Harrison, 2009).

2.5. AMBALAZA PIVA

Razvoj pivske ambalaZe pokazuje kako se ona mijenjala kako bi zadovoljila suvremene zahtjeve
kao Sto su: prakti¢nost, privlacnost, niska cijena, ¢vrstoca, pogodnost za brzo strojno punjenje
i praznjenje, otpornost na unutarnji tlak (44 — 58 kg/cm?), nepropusnost za plinove i UV zrake,
toplinska vodljivost, dugotrajna trajnost izvornih sastojaka (miris, okus, boja, bistrina),
ekoloska prihvatljivost (mogucnost recikliranja). Ove zahtjeve, u vecoj ili manjoj mijeri
ispunjavaju staklene (povratne i nepovratne) boce, aluminijske limenke (nepovratne),

metalne, drvene i kombinirane pivske bacve ili kegovi (Nemet, 1991).

Neke od nedostataka kao $to su lomljivost i teZina, pokuSava ispraviti nova ambalaza (PET i
aluminijske boce), koja nazalost ima nedostatke, poput cijene i ograni¢ene trajnosti piva. No,

raznolika pivska ambalaZa pruza ove prednosti:

o Sira mogucnost prodaje piva,
o transport razli¢itih volumena piva do svih mjesta potrosnje,
o duzZe ¢uvanje piva do trenutka potrosnje te

o uzivanje u pivu u razli¢itim mjestima i prilikama

2.5.1. Osnovna pravila punjenja piva

Pri punjenju piva u sve oblike ambalaze vrijede ova osnovna pravila:

o sprjecavanje dodira piva s kisikom (0,02 — 0,04 mg O,/L tijekom punjena), zbog
nepozeljne oksidacije njegovih sastojaka,

o sprjeCavanje pada tlaka piva, zbog sprjeCavanja gubitka CO,,

o ucestalo pranje dijelova uredaja koji dolaze u dodir s pivom, kao i Citavog postrojenja,
radi sprje¢avanja sekundarnog zagadenja te

o redovno i potpuno nadziranje procesa punjenja

14
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Nazalost, postupak pakiranja, pivska ambalaza i dugotrajno ¢uvanje piva u njoj mogu biti uzrok

smanjenja kvalitete jer tijekom punjena u ambalaze moze doéi do sekundarnog zagadenja
mikroorganizmima, pivo mozZe poprimiti strani okus i miris ambalaZe te prilikom dorade piva
u svrhu produljenja trajnosti moZze doci do gubitka punoce,svjezine, okusa i mirisa (Mari¢,

2009).

2.5.2. Staklena ambalaza
Punjenje piva u ambalazu je proces koji se sastoji od ovih tehnoloskih operacija: pranje boca,
kontrola opranih boca, punjenje i zatvaranje boca, bioloska stabilizacija (pasterizacija boce i

piva) te lijepljenje etiketa.

Tijekom 18. stoljeca staklene boce su bile od bijelog stakla i medusobno su se razlikovale po
volumenu. Zahvaljujuéi zapazanjima da na trajnost i stabilnost piva utjeCe, osim prisutnog
kisika i visokih temperatura, i izloZzenost svjetlu te da ono utje¢e na aromu piva, pivske boce
postaju smede obojane. Oblik pivske boce se kroz povijest mijenjao iz vise razloga kao sto su:
privliaénost, tezina, otpornost na unutarnji tlak, brzo punjenje i zatvaranje. Zahtjevi za ¢vrstim
zatvaranjem boca, zbog sprje¢avanja gubitaka ugljicnog dioksida i smanjenja dodira sa zrakom,
takoder utjecu na oblik i grla boce i njenog ¢epa pa se oni takoder vremenom mijenjaju. Za
zatvaranje boca se najduze koristio krunski ¢ep, a u novije vrijeme se koriste twist off i pull of

¢epovi (Mari¢, 2009).
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3.1. CIUJ1ZADATAK

Cilj ovog rada bio je temeljem dobivenih rezultata utvrditi koji polifenoli su najzastupljeniji u

istrazivanim pivima, koje pivo sadrZi najviSe polifenola i najvecu antioksidativnu vrijednost.

3.2. MATERUALII METODE

U eksperimentalnom dijelu ovog rada osim ukupnih polifenola, odredivani su i drugi parametri

u pivu kao $to su volumni udio alkohola i pH.

Pri eksperimentalnom dijelu rada navedenim metodama objasnjenim u nastavku analizirano
je 12 vrsta piva prisutnih na trzistu Republike Hrvatske, pri ¢emu je svaki od 12 uzoraka

analiziran u triplikatu.

Slika 3 Uzorci piva koriSteni za analizu

Tablica 4 Koristeni uzorci piva po tipovima piva

UZORAK TIP PIVA PROIZVODAC

1sw Svijetlo Warsteiner
2SS Svijetlo Slavonsko
3SB Svijetlo Bitburger
450 Svijetlo Osjecko
5SZ Svijetlo Zadarsko

6 SK Svijetlo Kozel

7TP Tamno Pan

8 TK Tamno Kozel

9TB Tamno Budweiser
10 CO Crno Osjecko

11 CCK Crno Crna kraljica
12 CK Crno Karlovacko
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3.2.1. Odredivanje ukupnih polifenola

Koncentracija ukupnih fenola je odredena Folin - Ciocalteu metodom (Ough i Amerine, 1998).
Rezultat se preracuna iz kalibracijske krivulje za galnu kiselinu. U epruvetu se otpipetira 0,6 i
3 mL Folin - Ciocalteu reagensa i 2,4 mL 7,5 %-tnog natrijevog karbonata. Promucéka se i ostavi
da stoji 30 minuta na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi. Absorbancija otopine se
odreduje na spektrofotometru pri 745 nm. Slijepa proba pripravi se s destiliranom vodom (0,6

mL). Za svaki korak provedena su tri mjerenja.

3.2.2. Odredivanje koncentracije ukupnih polifenola u pivu EBC metodom
(EBC9.11.)

EBC metoda za ukupne polifenole (EBC 9.11.) je standardna (sluzbena)metoda za odredivanje

ukupnih polifenola u pivu.

Pripremljena je svjeZza otopina CMC/EDTA reagensa koncentracije 10 g/L. Polagano je dodano
10 g CMCi 2 g EDTA u 500 mL destilirane vode i izmijeSano. Nakon homogenizacije, otopinaje
prenesena u odmjernu tikvicu od litre i nadopunjena destiliranom vodom do oznake. Otopina
Zeljezovog reagensa koncentracije 5,6g Fe3+/L pripremljena je otapanjem 3,5 g zelenog
amonij zeljezo citrata u 100mL destilirane vode. Amonijev reagens pripremljen je otapanjem

100 mL koncentriranog amonijaka u 300 mL destilirane vode.

U odmijernu tikvicu od 25 mL dodano je 10 mL dekarboniziranog uzorka piva i 8 mL CMC/EDTA
reagensa te je snaino izmijeSano. Zatim je dodano 0,5 mL Zeljezovog reagensa i 0,5 mL

amonijeva reagensa te snazno izmijesano.

U sluc¢aju tamnih piva radeno je razrjedenje uzorka na nacin da je u odmjernu tikvicu od 50 mL
dodano 10mL razrijedenog piva i 8 mL CMC/EDTA reagensa te je snazno izmijesano. Zatim je
dodano 0,5 mL Zeljezovog reagensa i 0,5 mL amonijeva reagensa, izmijeSano te nadopunjeno

vodom do 50 mL.

Nakon 10 minuta stajanja uzorka, oCitana je apsorbancija uzorka na valnoj duljini od 600 nm.

Koncentracija ukupnih polifenola izracunata je prema sljede¢em izrazu
P=A-820-F

P= koncentracija ukupnih polifenola (mg/L)
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3. Eksperimentalni dio

A=apsorbancija uzorka mjerena na 600 nm

F= faktor razrjedenja (1 ako je koristena odmjerna tikvica od 25 mL, 2 ako je koristena

odmijerna tikvica od 50 mL).

3.2.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Uklanjanje ili vezanje slobodnih radikala je glavni mehanizam djelovanja antioksidanasa u
hrani. Nekoliko metoda je razvijeno za odredivanje antioksidacijeske aktivnosti na osnovi
uklanjanja sintetskih radikala u polarnom organskom otapalu (npr. metanolu) pri sobnoj
temperaturi. Najces¢a koristena metoda je 2,2 — difenil — 1 — pikrilhidrazil (DPPH) i 2,2' —

azinobis (3 — etilbenztiazolin — sulfonska kiselina).

DPPH testom, uklanjanje DPPH radikala je pra¢eno smanjenjem apsorbancije pri 515 nm, do
koje dolazi zbog smanjena koli¢ine antioksidanasa ili reakcije s radikalima (Brand — Williams i
sur., 1995). Postupak je takav da se otpipetira 0,2 mL uzorka, 2 mL metanola i 1 mL otopine
DPPH, dobro promijesa i reakcijska smjesa se ostavi stajati 15 minuta. Nakon toga se mijeri
apsorbancija pri 517 nm. Za slijepu probu umjesto uzorka dodan je metanol. Rezultat se

preracuna iz kalibracijske krivulje troloxa. Za svaki uzorak provedena su tri mjerenja.

3.2.4. Odredivanje polifenola HPLC metodom

Analize flavanola i fenolnih kiselina izvedene su na HPLC analitickom sustavu (Varian, USA) koji
se sastoji od ProStar 230 pumpe, ProStar 30 UV — Vis detektora i ProStar 330 PDA detektora.
Separacija polifenolnih spojeva izvedena je na OmniSpher C18 koloni (unutrasnjeg promjera
250 x 4,6 mm, promjera Cestica 5 um, Agilent, USA) koja je zasticena pretkolonom (ChromSep
1 cm x 3 mm, Agilent, USA). Podaci su prikupljeni i obradeni na IBM kompjuterskom sustavu s

instaliranim programom Star Chromatography Workstation (verzija 5. 52).

Flavanoli i fenolne kiseline razdvojeni su reverzno — faznom HPLC metodom primjenom 0,1 %
fosforne kiseline kao mobilne faze A te 100 %-tnog metanola kao mobilne faze B. Period re —
ekvilibracije izmedu pojedinih analiza bio je 10 minuta. Spektar je sniman u podrucju valnih
duljina od 190 do 600 nm. Epikatehin je detektiran na valnoj duljini 280 nm, galna kiselina,
kava kiselina i p — kumarinska kiselina detektirani su pri 320 nm. Sva mjerenja uzoraka

provedena su u tri paralele.
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3. Eksperimentalni dio

3.2.5. Odredivanje gorcine piva

Za odredivanje gorcine piva odpipetira se 10 mL otplinjenog uzorka u odmjernu tikvicu, doda
se 1 mL 1 M otopine HCl-a i 20 mL izooktana. Zatvori se odmjerna tikvica i stavi na magnetsku
mjesalicu gdje se ta otopina mijesa 5 minuta. Zatim, uzorak stoji u mraku 30 minuta uslijed
Cega se emulzija istaloZi i onda se bistri izooktanski sloj prebaci u kvarcnu kivetu te se na

spektrofotometru ocitava vrijednost ekstinkcije pri 275 nm.
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4. Rezultati i rasprava

Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju prikazani su na Slikama 4 — 8 i Tablici 5.
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Slika 4 Ukupni polifenoli ispitivanih uzoraka odredeni FC metodom

Na Slici 4. prikazani su ukupni polifenoli ispitivanih uzoraka piva pakiranih u smedu staklenu
ambalazu. Koncentracija ukupnih polifenola odredenih Folin — Ciocalteu metodom u
ispitivanim uzorcima piva kretala su se u rasponu od najmanje sadrzane koncentracije 15,48 (
uzorak 6 SK) koje je svijetlo pivo do najvece sadrzane koncentracije 28,52 ( uzorak 11 CCK) koje
je crno pivo u g/mL izrazeno kao ekvivalent za galnu kiselinu. Dobivene vrijednosti udjela
ukupnih polifenola su u skladu s dobivenim rezultatima koji su provodili Granato i suradnici
(2011) gdje su odredivali ukupne polifenole uzoraka svijetlih i tamnih piva. Rasponi
koncentracija za svijetla piva bila su 11,99 — 20,02 g GAE/mL, a za tamna 28,01 — 52,59 g
GAE/mL.
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4. Rezultati i rasprava

Svijetla Svijetla Svijetla Svijetla Svijetla Svijetla Tamna Tamna Tamna Crna Crna  Crna
piva piva 2SSpiva 3SB piva piva 55Zpiva 6SKpiva 7TPpiva 8TKpiva 9TB piva piva piva
1sw 4S0 10TO 11CCK 12CK
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Slika 5 Udio polifenola odreden EBC metodom

Na Slici 5 je prikazan udio polifenola odreden EBC metodom. Najmanji udio polifenola,
usporedujuci uzorke u kojima je odreden udio polifenola EBC metodom, imao je uzorak 1 SW
(9,8 g/mL), a najveéi udio polifenola imao je uzorak 9 TB (25,9 g/mL). Rezultati udjela
polifenola odredenih EBC metodom znatno su maniji za sve uzorke piva u odnosu na rezultate
dobivene Folin — Ciocalteovom metodom gdje je raspon udjela polifenola bio od 15,48 do
28,52 g GAE/mL. Sli¢ne razliku u dobivenim rezultatima ukupnih polifenola koristenjem ovih
dvaju metoda vidljiva je iz rezultata koje su objavili KaluSevi¢ i suradnici (2011) koji su
analizirali 4 uzorka piva s dodatkom meda te jedan kontrolni uzorak. Raspon koncentracija
ukupnih polifenola odredenih metodama prema Folin — Ciocalteu iznosio je 37,95 do 44,33,g

GAE/mL, dok je za iste uzorke analizirane EBC metodom taj raspon iznosio od 13,83 do 21,53

g/mL.
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4. Rezultati i rasprava
Istrazivanja u kojima je koristena Folin-Ciocalteu metoda potvrdila su kako je pivo dobar izvor

polifenola te kako tamna piva imaju vecu koncentraciju ukupnih polifenola od svijetlih piva,
pri ¢emu su se rasponi koncnetracija kretali od 100 mg/L za svijetla piva do ¢ak vise od 800
mg/L za tamna, jaka piva (Miti¢ i sur., 2013; Granato i sur. 2011). IstraZivanja su takoder
pokazala kako je koncentracija polifenola u istim uzorcima piva odredena EBC metodom manja

od one odredene Folin-Ciocalteu metodom (Kalusevic¢ i sur., 2011).
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Slika 6 Antioksidativna aktivnost ispitivanih uzoraka

Antioksidanski su tvari koje usporavaju procese oksidacije u organizmu. Polifenoli su poznati
antioksidansi u prehrambenim proizvodima. Na slici 6 prikazana je antioksidativna aktivnost
ispitivanih uzoraka piva pakiranih u smedu staklenu ambalazu, dostupnih na nasem trzistu. Iz
tablice je vidljivo da veéu antioksidativnost imaju crna i tamnija piva od svijetlih. Najmanju
antioksidativnu aktivnost imao je uzorak 6 SK (0,40 mmol trolox/100ml), dok je najvecu
antioksidativnost imao uzorak 12 CK (0,61 mmol trolox/100mL). Ovakav rezultat je ocekivan s
obzirom da novija znanstvena literatura opisuje tamna i crna piva kao ona s veéom

antioksidativnom vrijednoséu (Granato i sur., 2011).
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 5 Polifenolni profil ispitivanih uzoraka piva pakiranih u smedu staklenu ambalazu

Uzorak Galna Kiselina Kava kiselina p-kumarinska kiselina Epikatehin
(mg/100 mL) (mg/100 mL) (mg/100 mL) (mg/100 mL)
1Sw 4,17 +0,01 0,55+ 0,02 0,36 +0,03 1,45+0,01
2SS 8,66 + 0,03 1,33+0,02 1,07+0,18 2,62 0,06
3SB 5,12+0,01 0,93 +0,02 0,37+0,01 1,64 £ 0,02
4S50 5,04 £ 0,02 0,76 £ 0,04 0,36+ 0,04 1,42+ 0,03
587 7,65+0,01 1,17 £ 0,08 1,53 +0,03 2,34+0,09
6 SK 4,12+0,01 0,87 £ 0,04 0,71+0,02 1,26 £ 0,03
77TP 8,97 £ 0,02 1,56 £ 0,33 1,04 £0,04 2,67 10,22
8 TK 11,25+ 0,03 2,07 £0,02 1,87 £0,02 3,25+ 0,09
9TB 13,46 £ 0,02 2,10+0,00 2,23+0,11 3,44 0,20
10 CO 11,22 £0,02 2,35+0,28 3,45+ 0,04 3,67 +£0,37
11 CCK 14,05+ 0,03 2,29 10,09 5,26 £ 0,05 4,55+ 0,04
12 CK 14,22 £ 0,04 2,25+0,01 5,58 +0,18 4,30+ 0,07

U tablici 5 prikazan je polifenolni profil ispitivanih uzoraka piva pakiranih u smedu staklenu
ambalazu. Galna kiselina pripada hidroksibenzojevim (fenolnim) kiselinama iz skupine fenola,
te u tu skupinu takoder ubrajamo i p — kumarinsku i kafeinsku kiselinu koje pripadaju
hidroksicimetnim kiselinama. Fenolne kiseline ne utje¢u na okus i miris, ali su prekursori za
hlapive fenolne spojeve. U dodiru s kisikom fenolne tvari lako oksidiraju. Fenolni spojevi
pridonose senzorskim svojstvima, odnosno okusu, aromi i boji te nutritivnoj vrijednosti

namirnica biljnog podrijetla te mnogobrojnim proizvodima dobivenim preradom istih

O
N OH
HO
OH

Kava kiselina

ukljucujudi i piva (Cheynier, 2005).

O OH
O i OH
OH
Galna kiselina

Boas: Ho

p-kumarinska kiselina Epikatehin

Slika 7 Struktura odredenih polifenolnih spojeva
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4. Rezultati i rasprava
Fenolni spojevi imaju utjecaj u formiranju senzorskih svojstava, odnosno okusa i mirisa.

Epikatehin pripada flavanolima iz skupine flavonoida koji u pivima pridonose gorcini te su
velikim dijelom odgovorni za boju piva. Iz tablice je vidljivo da je najmanji udio u ispitivanim
pivima kafeinske kiseline, zatim slijede p -kumarinska i epikatehin, dok je najzastupljeniji
polifenol galna kiselina. Najvise galne kiselina ima uzorak 12 CK (14,22 mg/100mL) koje je
ujedno crno pivo, dok najmanji udio galne ima uzorak 6 SK (4,12 mg/100mL) koje je svijetlo
pivo. Svijetla i tamna piva (uzorci 1-9) imaju manji udio p- kumarinske kiseline, a ve¢i udio
epikatehina, dok uzorci crnih piva (10 -12) imaju veci udio p-kumarinske kiseline, a manji udio
epikatehina. Flavonoidi su u pivu (odgovorni za trpkost) poZeljni u koncentracijama izmedu 1
i 20 mg/L. Piva koja imaju niZu pH vrijednost (izmedu 4 i 4,2) imaju izraZeniju trpkost koja se
povecéava ukoliko se pivo nepravilno skladisti. Takoder, flavonoidi mogu pridonositi i gorcini
piva, no osnovna gorcina dolazi od a-kiselina iz hmelja (Collin i sur., 2013). Flavonoidi su
velikim dijelom odgovorni za boju tamnih i crnih piva. Tamna piva sadrze daleko vecu koli¢inu

tanina od svijetlih Sto se ocituje tamnijom bojom piva.

25
8TK 9TB
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Gor¢cina (1BU)
= N
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o

(6]

0
1SwW 2SS 3SB 450 557 6 SK 7TP 10CO 11CCK 12CK

Uzorak

Slika 8 Gorcina analiziranih piva odredena EBC metodom

Na Slici 8 je prikazana gorcina analiziranih piva. Pivo s najmanjom gor¢inom, usporedujuci
uzorke u kojima je odredena gorcina, je uzorak 8 TK (13 IBU) koje je tamno pivo, dok je pivo s

najve¢om gorcéinom bio uzorak 5 SZ (30 IBU) koje je svijetlo pivo. Osim polifenolnih spojeva,
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4. Rezultati i rasprava
flavonoida na gorcinu najveéi utjecaj imaju a-kiselina iz hmelja (Collin i sur., 2013).

Odlezavanjem pivo gubi goréinu i trpkost, a pojacava se slatkasti okus koji podsje¢a na
karamelu. Ovo je posljedica oksidacije trans masnih kiselina i karbonilnih spojeva koji nastaju,

a koji se u pivu nalaze u izrazito niskim koncentracijama (Aron i Shellhammer, 2010).
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5. Zakljucci

Koncentracija ukupnih polifenola odredenih Folin — Ciocalteu metodom u analiziranim
uzorcima piva pakiranih u smedu staklenu ambalazu kretala se su rasponu od 15,48 do
28,52 g GAE/100mL, pri ¢emu je utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu
koncentracije ukupnih polifnenola u svijetlim te tamnim i crnim analiziranim pivima

gdje tamna i crna piva sadrze vise polifenola.

Koncentracija ukupnih polifenola odredena EBC metodom u analiziranim uzorcima
piva pakiranih u smedu staklenu ambalaZzu kretala se u rasponu od 9,8 do 23,5 g/mL,
pri ¢emu je uoCena znacajna razlika izmedu koncentracije ukupnih polifenola u
svijetlim te tamnim i crnim analiziranim pivima gdje tamna i crna piva sadrie viSe

polifenola

Rezultati odredivanja koncentracije ukupnih polifenola Folin — Ciocalteu metodom

znatno su veci za sve uzorke piva u odnosu na rezultate dobivene EBC metodom.

Antioksidacijska aktivnost u analiziranim uzorcima piva pakiranih u smedu staklenu
ambalaZu kretala se u rasponu od 0,40 do 0,61 mmol trolox/100mL, pri ¢emu je
postojala razlika izmedu antioksidacijske aktivnosti u svijetlim i crnim analiziranim

pivima, gdje crna piva imaju vecu antioksidaciijsku aktivnost.

Najzastupljeniji polifenol u ispitivanim uzorcima bila je galna kiselina, dok je najmanje
zastupljena bila kafeinska kiselina. Najvise galne kiseline sadrzavao je uzorak sa 14,22

mg/mL koji je deklariran kao crno pivo.
Gorcina analiziranih piva kretala se u rasponu od 13 do 30. Najve¢u goréinu imalo je
pivo koje je deklarirano kao svijetlo, dok najmanju gorcéinu imalo je pivo koje je

deklarirano kao tamno.
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