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1. Uvod

Smatra se kako je proizvodnja piva jedan od najstarijih fermentacijskih procesa u povijesti,
pri ¢emu mnoge zemlje imaju svoje specificnosti kada je rije¢ o proizvodnji ovog omiljenog
pica. Pivo je jedno od najc¢eSc¢e konzumiranih alkoholnih pi¢a na svijetu i trece najpopularnije
pice poslije vode i ¢aja (Arnold, 2005; Nelson, 2005). Proizvodi se alkoholnim vrenjem pivske
sladovine pomocu kvasaca, a sam proces proizvodnje mozZe se podijeliti na dvije cjeline -
tehnologiju slada i tehnologiju piva. U posljednje vrijeme sve je vedéi interes i potraznja za
pivima proizvedenim u zanatskim pivovarama (tzv. zanatska ili craft piva), koja se najéesce
odlikuju tradicionalnom proizvodnjom, ali i inovativnim sastojcima kako bi se postigla
jedinstvenost okusa piva.

Pivo ima vecu nutritivnu vrijednost od ostalih alkoholnih piéa zbog svog kemijskog sastava
koji ukljuCuje prisutnost minerala, organskih kiselina, vitamina i bjelancevina (Miti¢ i sur.,
2014; Bamforth, 2002). Volumni udjel alkohola (etanola) u pivu ovisi o vrsti piva, ali je taj
udjel relativno mali u odnosu na neka druga alkoholna pi¢a te ima izravan utjecaj na okus
piva. Uz ugljikov(IV) oksid, koji pivu daje svjezinu, alkohol ima znacajnu ulogu u utvrdivanju
kvalitete piva. Osim navedenog pivo je vrijedan izvora polifenolnih spojeva. Njihova
prisutnost pridonosi aromi, boji i senzorskim svojstvima piva (Collin i Callemien, 2010). Tako
se mnoga istrazivanja provode kako bi se utvrdio utjecaj koliCine i vrste polifenola na gorcinu
i trpkost piva. Tri su grupe polifenola posebno odgovorne za okus i stabilnost piva, a to su
fenolne kiseline, flavonoli i flavan-3-oli. Na koloidnu nestabilnost piva, a vezano uz to i na
skradivanje roka trajanja poseban utjecaj imaju flavonoli i flavononi (Juri¢ i sur., 2015). Na
njihov sadrZaj kao i na sadrzaj mnogih drugih polifenola piva znacajno utjece vrsta i kvaliteta
ulaznih sirovina i tehnoloski postupak proizvodnje (Aron i Shellhammer, 2010). Kako navode
Piazzon i sur. (2010) najkriticnije faze za promjenu sadrzaja polifenola tijekom proizvodnje
piva su filtracija, bistrenje, vrenje, fermentacija i sazrijevanje.

Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva koji zbog svog antibakterijskog, sedativnog,
antialergijskog, mutagenog, antiviralnog djelovanja imaju pozitivan utjecaj na zdravlje
Covjeka (Kazazi¢, 2004). Koncentracija flavonoida znacajno utjeCe na antioksidacijski

potencijal piva (Granato, 2010).
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2. Teorijski dio

2.1. Definicija i vrste piva

Materijalni dokazi s opisima proizvodnje piva mogu se pratiti i do 5000 godina unazad. Pivo
je diljlem svijeta pronaslo svoje poklonike, kojima pruza uzitak, ali moZe i blagotvorno
djelovati na njihovo zdravlje. Brojna su istrazivanja pokazala kako umjerena potrosnja piva
ima pozitivan utjecaj na zdravlje ljudi (Kunze, 2010).

Pivo je prema Pravilniku o pivu (NN 142/2011) definirano kao proizvod dobiven alkoholnim
vrenjem pivske sladovine upotrebom (Cistih kultura pivskih kvasaca Saccharomyces
cerevisiae, a iznimno spontanim vrenjem ili uporabom mjeSovitih mikrobnih kultura.
Osnovne sirovine koje se tradicionalno koriste u proizvodnji piva i koje doprinose kvaliteti
konacnog proizvoda su voda, je¢meni slad, hmelj i kvasac. Prema gore navedenom pravilniku
u proizvodnji piva mogu se koristiti i druge sirovine poput nesladenih Zitarica i proizvoda od
Zitarica; vocnih pulpa, voénih kasa, vodenih ekstrakata voca, Seéernih i Skrobnih sirupa, ali i
aroma, bilja, biljnih ekstrakata i svih drugih tvari koje mogu imati odredene hranjive ili
fizioloSke ucinke osim vitamina i minerala.

Ve¢ i paiZljivo kombiniranje cetiri osnovne tradicionalne pivarske sirovine osigurava
proizvodnju velikog broja razlicitih vrsta piva, odnosno pivskih stilova. Ipak, osnovna podjela

je prema vrsti glavnog vrenja i uporabljenom kvascu pa tako razlikujemo:

e piva gornjeg vrenja (Saccharomyces cerevisiae),
e piva donjeg vrenja (Saccharomyces pastorianus),
e africko pivo (Schizosaccharomyces pombe),

e spontano prevrelo pivo (divlji sojevi kvasaca) (Mari¢, 2009).

Piva gornjeg vrenja nazivaju se jos i ,ale” piva. Za njihovu proizvodnju koristi se Cista kultura
kvasca Saccharomyces cerevisiae. Vrenje zapocinje pri temperaturi od 10 °C, a kada kvasac
ispliva na povrsinu mladog piva pri temperaturi od 25 °C vrenje je zavrSeno. Nakon Sto se
odvoji kvasac pivo odlezava i dozrijeva pri 20 °C. Bududi da fermentacija ,ale” piva ne
zavrSava potpunom pretvorbom Seéera u alkohol ovakva piva su nesto slada i malo guséa od
lagera i nisu toliko suha (Mari¢, 2009). Uz to, tijekom ovakva fermentacija nastaje i veliki broj

drugih spojeva, koje pivu daju kompleksniju aromu. Volumni udjel alkohola u pivima gornjeg
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2. Teorijski dio

vrenja najcesce se krece od 3 do 7,5 % i ceScée je u donjoj polovici tog raspona (Bamforth,
2004).

Piva donjeg vrenja nazivaju se jos i ,lager” pivima. Za njihovu proizvodnju koriste se razliciti
sojevi Ciste kulture kvasca Saccharomyces pastorianus. Fermentacija se odvija sporo i pri
nizoj temperaturi. Pri temperaturi od 6 do 9 °C zapocinje vrenje, a zavrSava na 9 do 18 °Ci to
je razlog zasSto se ovo vrenje naziva ,hladnim vrenjem®. Kvasac se talozi na dnu posude, a
mlado pivo odlezava u leznim tankovima jedan do tri ili viSe tjedana na temperaturi od 0 do
1 °C. Ovakav nacin fermentacije daje pivo bez ostataka Secera, Sto znaci da je ono suho, Ciste
arome. Velika vecina danasnjih piva su upravo lager piva razli¢itih podvrsta. Ova piva imaju
volumni udjel alkohola od 4,8 do 5,1% i blijedo zlatnu boju (Marié, 2009).

Africko pivo posebno je po tome $to se ne proizvodi od jemenog nego od prosenog slada i
za njegovu proizvodnju koristi posebna vrsta kvasca, Schizosaccharomyces pombe,
prilagodena ekstremnim klimatskim uvjetima (30 - 40 °C).

Spontano prevrela piva su proizvod divljih sojeva kvasaca koji dospijevaju u sladovinu iz zraka
ili sa zidova prostorija i posuda.

Ostale podjele piva ukljucuju podjelu prema prema glavnoj sirovini za proizvodnju sladovine
(je€meni, psenicni ili razeni slad), prema boji, prema volumnom udjelu alkohola, prema

masenom udjelu ekstrakta (suhe tvari) u sladovini.

2.2. Tehnologija piva

Tehnologija proizvodnje piva se moZe podijeliti na dva nezavisna dijela koja ukljucuju
tehnologiju slada i tehnologiju piva. U uzem smislu, tehnologija piva obuhvaca proizvodnju
sladovine, glavno i naknadno vrenje mladog piva te doradu i punjenje piva u ambalazu
(Mari¢ i sur., 1995). Proizvodniji sladovine prethodi proizvodnja slada, a osnovna sirovina za
njegovu proizvodnju je jeCam. Osim je€ma, kao tradicionalne i najce$c¢e koriStene sirovine,
sladiti se mozZe i pSenica i raz, kao i neke pseudo-Zitarice. JeCam se Cisti, sortira, vaze,
skladisti i transportira u sladaru. Tehnoloski postupak proizvodnje slada u sladari zapocinje
mocenjem jeCma do vlaznosti 45%, zatim slijedi klijanje te na kraju suSenje odnosno przenje
kojim se zaustavlja proces klijanja ¢ime se sadrzaj vlage smanjuje na manje od 5%. U

proizvodnji sladovine zatim slijedi drobljenje i mljevenje slada koje je nuino kako bi se
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2. Teorijski dio

osiguralo optimalno djelovanje enzima. Drobljenjem slada dobije se sladna prekrupa. Ona se
mijeSa (ukomljava) s toplom vodom u komovnjaku, a nesladene Zitarice (ukoliko se koriste) u
kotlu komine. Kotao komine sluZi za kuhanje komine nesladenih Zitarica ili dijelova sladne
komine radi prevodenja Skroba u Skrobni lijepak koji je vodotopljiv oblik podlozan
amilolitickoj razgradnji (Mari¢, 2009). Ovaj proces odvija se na temperaturi od 65 °C jer na toj
temperaturi granule Skroba u procesu Zelatinizacije prelaze u topljivi oblik koji je podloZan
razgradnji uz pomo¢ amilaza. Ovi enzimi nastaju u procesu proizvodnje slada, ali njihovo
djelovanje zapocinje tek kada se odvije proces Zelatinizacije Skroba u kotlu komine.
(Bamforth, 2004). Zatim slijedi filtracija i odvajanje topljivog od netopljivog dijela. Filtracija se
odvija na temperaturi 75 — 80 °C, a traje otprilike 2 sata. Profiltrirana sladovina dodaje se u
kotao za kuhanje te se dodaje hmelj. Za vrijeme kuhanja gorke, aromatske i taninske tvari
hmelja otpustaju se u otopinu i daju sladovini svojstven gorak okus i trazenu aromu, a u isto

vrijeme ju i konzerviraju (Saki¢, 2005; Kunze, 2010).

Po zavrsetku kuhanja u dekanteru se odvajaju istaloZeni proteini. Ohmeljena sladovina se
hladi na temperaturu bioprocesa, $to ovisi o vrsti kvasca koji se koristi te se vrsi aeracija prije
nacjepljivanja kvascem, a zatim se prebacuje u fermentacijski tank. Koriste se odabrani sojevi
pivskog kvasca koji pokazuju sposobnost brzog previranja aerirane sladovine do etanola i
pozeljne koncentracije nusproizvoda vrenja (ketoni, aldehidi, kiseline, visi alkoholi) tijekom
vrenja i doviranja, uspjesno reduciraju diacetili, dobro flokuliraju i taloZe se te ostaju stabilni

tijekom visekratne upotrebe kako bi pivu dali uvijek isti okus i miris (Mari¢, 2009).

NajvaZnija faza u proizvodnji piva je veé spomenuto vrenje i o njemu ovisi kvaliteta gotovog
proizvoda. Za vrijeme glavnog vrenja dolazi do fermentacije Seéera u alkohol i ugljikov(IV)
oksid djelovanjem enzima iz kvasca uz oslobadanje topline. Dobije se mlado pivo koje se
mora ohladiti, kako bi se prekinula alkoholna fermentacija. Zatim slijedi naknadno vrenje u
kojemu se odvija potpuno previranje preostalih fermentabilnih Seéera, dolazi do formiranja
arome i okusa. Proces se odvija polako uz povisen tlak CO, i traje nekoliko dana do nekoliko
tjedana. Proces je spor zbog niske temperature. Pri ovim uvjetima viSe proteina se izdvoji iz
otopine ¢ime pivo ima manje izgleda ostati zamuéeno u pakiranju ili u ¢asi. Dugotrajna
stabilnost piva moZe se postic¢i upotrebom tvari, kao sto je polivinilpirolidon, koje uklanjaju

proteine ili polifenole koji uzrokuju koloidnu nestabilnost piva. Proteini se mogu ukloniti na
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2. Teorijski dio

tri nacina: adsorpcijom na silikagel, talozenjem s taninskom kiselinom ili hidrolizom s
enzimom papainom (Bamforth, 2004). Nakon filtracije i bistrenja piva te postizanja bioloske
stabilnosti odnosno nakon provedenog procesa pasterizacije slijedi punjenje piva u

odgovarajuc¢u ambalazu.
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Slika 1. Pojednostavljeni prikaz proizvodnje piva (Linko i sur., 1998.)




2. Teorijski dio

2.2.1. Zanatsko pivo
Opisana tehnologija proizvodnje piva odnosi se u najvecoj mjeri na industrijsku proizvodnju,
odnosno proizvodnju piva u industrijskim pivovarama. Posljednjih desetljeéa sve veci dio

trziSta zauzimaju piva proizvedena u zanatskim (craft) pivovarama.

Prema Brewers Association (2016) zanatske pivovare su definirane kao pivovare manjeg
kapaciteta od industrijskih, neovisne (nisu dio velikih pivarskih korporacija) i tradicionalne u
proizvodnom pristupu. Zanatske pivovare u SAD-u godiSnje proizvedu priblizno 6 milijuna
barela piva, Sto ¢ini samo 3% ukupne proizvodnje piva u SAD-u. Manje od 25% tih pivovara u
vlasnistvu su ili pod kontrolom velikih pivarskih korporacija

(http://www.brewersassociation.org, 2017).

Obiljezja zanatskih piva i zanatskih pivovara mogu se sazZeti kako slijedi:

e zanatske pivovare su pivovare malih kapaciteta,

e osnovno obiljezje zanatskog piva i pivovara je inovacija. Pivari tumace povijesne
stilove na svoj jedinstven nacin, ali isto tako razvijaju potpuno nove koji nemaju svoje
prethodnike,

e U proizvodnji zanatskih piva obi¢no se koriste tradicionalne pivarske sirovine, kao sto
je jeCmeni slad, ali se ¢esto dodaju zanimljivi i ponekad netradicionalni sastojci kako
bi se postigla jedinstvenost proizvedenog piva

e zanatske pivovare cesto aktivno sudjeluju u Zivotu drusStvene zajednice kojoj
pripadaju, kroz donacije proizvoda, volonterstvo, sponzoriranje raznih dogadanja,

e pivari imaju prepoznatljiv, individualisticki pristup kako bi se $to bolje povezali sa

svojim kupcima (https://www.brewersassociation.org/, 2017 ).

Za razliku od velikih industrijskih pivovara koje vec¢inom proizvode ,lager” piva, najveci dio
zanatskih pivara proizvodi razlicita ,ale” piva specifi€nih okusa i aroma, kao i druge pivske
stilove. Upravo su specifiéni okusi i arome ono $to potrosaci preferiraju, a to dokazuje
istrazivanje koje su napravili Aquilani i suradnici (2014) u kojemu su utvrdili da je zanatsko
pivo preferirano upravo zbog razli¢itosti u okusima, a Sto u konacnici poveéava vjerojatnost

da ¢e zanatsko pivo biti prepoznato kao pivo bolje kvalitete u odnosu na Siroko dostupna
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industrijska piva. Ovo istrazivanje napravljeno je na skupini talijanskih potrosaca koji imaju
naviku konzumiranja piva u pubovima i u krugu svojih obitelji. Stalno rastuéi postotak
trziSnog udjela i prodaje daje snazan dojam da proizvodnja zanatskog piva oZivljava cijelo
trziSte piva (Murray i O'Neill, 2011). Tako se revolucija proizvodnje zanatskog piva iz SAD-a
prosirila i na druge zemlje i na Europu, a proizvodnja i potraznja za zanatskim pivom biljeZi
snazan rast i u Hrvatskoj. Zanatsko pivo trenutno je jedan od najbrze rastuéih sektora u
proizvodnji piéa u Hrvatskoj, gdje trenutno postoji tridesetak aktivnih zanatskih pivovara

(https://www.hgk.hr/, 2017).

Zanatska piva Cesto se odlikuju nesto vec¢im udjelom ekstrakta od industrijskih piva, a zbog
¢injenice da mnoge zanatske pivovare ne filtriraju i ne pasteriziraju pivo u boci se nakon
punjena joS odvija naknadno vrenje koje traje do otvaranja piva. lzostanak filtracije i
pasterizacije piva dovodi do veéeg zadrzavanje bioloski aktivnih tvari (poput polifenola), koji

su inace osjetljivi na poviSenu temperaturu i skloni oksidaciji (Collin i sur., 2013).

2.3. Kemijski sastav piva
Kao i kod mnogih drugih alkoholnih pica, klju¢ni sastojak piva je etanol, a njegov udio ovisi o
stupnju prevrenja i koncentraciji suhe tvari u sladovini. Etanol izravno doprinosi okusu piva.
Osim na okus, etanol ima utjecaj i na stvaranje pjene. Smanjuje povrsinsku napetost i time
potie stvaranje mjehuri¢a. U odnosu na druga alkohola piéa pivo sadrZi relativno mali
volumni postotak etanola (Bamforth, 2000).
Ugljikov(IV) oksid nastaje uz etanol tijekom fermentacije glukoze uz pomo¢ pivskog kvasca
prema bruto jednadzbi:

CsH1,06 — 2C,HsOH + 2CO,
Pivu daje svjeZinu i pruza ugodan osjecaj ,boli“ (trpkost) kroz interakciju s trigeminalnim
Zivcima. Poput etanola ima znacdajnu ulogu u utvrdivanju kvalitete piéa i utjeCe na
pjenusavost (odreduje stupanj pjenjenja). Vecéina konzervi ili boca piva sadrzi izmedu 2,2 2,8
cm’ CO, otopljenog u 1 cm® piva (Bamforth, 2000).
Jo$ dva plina iz zraka se mogu nadéi u pivu. Jedan od njih je kisik, koji u pivo moze doéi pri

prijenosu piva iz jednog spremnika u drugi ili u procesu pakiranja, osim ako se ne poduzmu
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mjere opreza. Prisutnost kisika jako je Stetna za kvalitetu piva, jer on izazva oksidaciju
odredenih sastojaka, Sto dovodi do zamudenja. NajlakSe oksidirajuc¢i sastojci piva su
polifenoli, stoga se koncentracija polifenola kontrolira i po potrebi smanjuje, primjerice
adsorpcijom na polivinilpirolidinu nakon filtracije. Suvremene tehnike pakiranja olakSavaju
odrzavanje koncentracije kisika manje od 0,1 mg/L u svjezem pivu (Bamforth, 2000).

Osim kisika u pivu moze biti prisutan i dusik. On se dodaje za postizanje stabilnosti pjene.
Pjena koju proizvodi N, ima puno manje mjehuri¢e od one koju proizvodi CO, te je zbog toga
takva pjena stabilnija (Bamforth, 2000).

Vecina Secéera prisutnih u sladovini kvasci fermentiraju do etanola, ali neki zaostaju u pivu.
Osim toga, $ecéeri se mogu dodati za zasladivanje kona¢nog produkta. Seceri u pivu su
nefermentirani dekstrini i neki polisaharidni materijali. Dekstrini su ostaci razgradnje Skroba,
dok polisaharidi vuku porijeklo iz stani¢ne stjenke je¢ma (Bamforth, 2000). Vecina Skroba je
relativno otporna na enzimsku hidrolizu pa ,prezivljava“ proces proizvodnje slada. Medutim,
ako je sSkrob Zelatiniziran toplinskom obradom onda njegove sastavnice, amiloza i
amilopektin, postaju lako dostupne amilolitickim enzimima za razgradnju. Zato pocetak
proizvodnje piva obi¢no ukljucuje Zelatinizaciju Skroba na temperaturi od 65 °C. Prema Kunze
(2010) udio ugljikohidrata u pivu iznosi 27-30 g/L. Oni zajedno s manjom koli¢cinom proteina,
aminokiselina, glicerina te spojeva ekstrahiranih iz hmelja ¢ine ekstrakt piva o Cijem sastavu
ovisi punoca okusa piva. U pivu nema masti i kolesterola, jer jako malo lipida prelazi iz jeCma
u pivo.

Hmelj je izvor gorcine (iz smola) i arome (iz esencijalnih ulja) piva. Kemijski sastav njegovih
smola je kompleksan no najvaznije su a-kiseline koje ¢ine 5 do 12% suhe tvari hmelja, ovisno
i o vrsti i o podrijetlu. Sto je njihov sadriaj ve¢i to je veéa potencijalna gorcina. U hmelju se
mogu pronadi tri razlicite a-kiseline koje se razlikuju po strukturi boc¢nih lanaca. Pri kuhanju
piva a-kiseline se izomeriziraju u izo-a-kiseline koje su lakse topljive i gorce su od a-kiselina

(slika 2.).
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a-kiselina izo-0-kiseline
I I I |
OoH O H O O H © ©
Jb"_"‘ izomerizacija A‘/ R /J\\\/ 'R
|{{“_‘J-‘ ———  ———— HO HO
O= oH o OH
- R
trans-izomeri cis-izomeri
R=CH2CH(CHz)2 humulon izohumulon
R=CH{CHz)2 kohumulon izokohumulon
R=CH{CH3)CH2CH3z adhumulon izoadhumulon

Slika 2. Izomerizacija a-kiselina u hmelju (Bamforth, 2000).

Glicerol je u pivu prisutan u koncentracijama od 1400 mg/L do 1600 mg/L i odgovoran je za
punocu okusa, slatkocu i viskozitet piva.

Vlakna su prisutna u koncentracijama od 1520 mg/L do 1530 mg/L, a imaju pozitivan utjecaj
na probavu i apsorpciju hrane te snizavaju razinu kolesterola u krvi (Jurkova i sur., 2012).
Pivo je bogat izvor vitamina B skupine kao Sto su riboflavin (B2), niacin, piridoksin (B6), folati
(B9), kobalamin (B12) te folna kiselina (B9).

Osim vitaminima bogato je i mineralima kao Sto su magnezij, kalij, silicij, fosfor, a siromasno

je kalcijem, natrijem i nitratima.

2.3.1. Polifenolni spojevi u pivu

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji su Siroko rasprostranjeni i predstavljaju vaznu
grupu prirodnih antioksidansa. Pivo sadrzi Citav niz polifenolnih spojeva koji su vazni za
njegovu kemijsku stabilnost i trajnost, a to su prenilirani flavonoidi, fenolne kiseline,
flavonoli, hidroksikumarini, flavoni, proantocijanidini, tanini i amino fenolni spojevi (Zhao,
2009; Pai i sur., 2015). Fenolni spojevi kao prirodni oksidansi dolaze iz sirovina, hmelja i slada
tijekom postupka proizvodnje. Jurkova i suradnici (2012) navode da oko 70-80% polifenola u
pivu potjece od slada, a oko 30% od hmelja. Osim Sto imaju velik antioksidacijski potencijal,

polifenolni spojevi igraju vaznu ulogu u formiranju okusa, arome (gorcina, trpkost, ostrina) i
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boje piva, a isto tako znacajan je i njihov utjecaj na koloidnu nestabilnost piva.
Kompleksiranjem polifenola i proteina nastaje koloidna suspenzija (sumaglica) odgovorna za
vidljivo zamucenje piva. lako je u pivu utvrdeno priblizno 80 poznatih fenolnih spojeva,
nemaju svi utjecaj na koloidnu nestabilnost. Najznacajniju ulogu u stvaranju koloidne
nestabilnosti imaju proantocijanidini (slika 3.) jer posjeduju dva ili viSe mjesta vezanja unutar
iste molekule Sto im omogudéuje umrezavanje proteina (Aron i Shellhammer, 2010).
Stabilizacija piva moze se postiéi upotrebom ranije spomenutog polivinilpirolidina koji ée

stvoriti netopljive komplekse s polifenolima posebice proantocijanidinima.

Slika 3. Proantocijanidini (kondenzirani tanini) (Kazazi¢, 2004).

Za nestabilnost boje piva smatra se da su odgovorni flavonoidi, odnosno njihova oksidacija.
Boja piva se naruSava dugim skladistenjem, posebno u prisutnosti kisika i na visokim
temperaturama. Dolazi do Maillardovih reakcija i nastajanja melanoidinskih spojeva
(Calleminen i Collin, 2009). Isto tako, tijekom sazrijevanja i skladiStenja piva dolazi do
promjena u okusu, jer se odleZzavanjem gube gorcina i trpkost, a do izrazaja dolazi slatkast
karamelni okus. Ovo se dogada kao posljedica oksidacije trans-masnih kiselina i karboksilnih
spojeva koji nastaju, a koji se u pivu nalaze u malim koncentracijama. Osim ranije
spomenutih kiselina, za trpkost i gor¢inu piva odgovorni su i monomeri flavan-3-ola poput

(+)-katehina i (-)-epikatehina ( slika 4.) (Aron i Shellhammer, 2010).
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OH oH

OH @,DH
HO O I !GCJ/\GJE
OH “oH

OH LH

Slika 4. (+)-katehin i (-)-epikatehin (Kazazi¢, 2004).

Polifenoli imaju izrazito izrazenu antioksidacijsku aktivnost. Epidemioloske studije sugeriraju
povezanost izmedu konzumacije hrane obogacene fenolima i prevencije odredenih bolesti
povezanih s oksidativnim stresom. Oksidativni stres dio je patologije bolesti poput
ateroskleroze, dijabetesa, neurodegenerativnih bolesti, raka (Piazzon i sur., 2010).
Antioksidacijska aktivnost je znacajan aspekt kvalitete piva, a njegova procjena je vazna bilo

u odnosu na optimizaciju procesa proizvodnije ili prodaju na trzistu (Gorjanovic i sur., 2009).

Opcenito polifenolni spojevi, kao antioksidansi, mogu znacajno zastiti sirovine od
antioksidacijske degradacije tijekom cijelog procesa proizvodnje piva (Callemien i Collin,
2009), ali je isto tako vazno okarakterizirati fenolnu vrstu koja je u ve¢oj mjeri odgovorna za
antioksidativno djelovanje kako bi pivari mogli selektivno povecavati odredeni sadrzaj
polifenola radi poboljSanja antioksidativhog djelovanja, ali i poboljSanja stabilnosti okusa

finalnog proizvoda (Zhao i sur., 2009).

Flavonoidi su Siroko rasprostranjena skupina polifenolnih spojeva, a poznato je njihovo
antibakterijsko, sedativno, antialergijsko, antimutageno, antiviralno svojstvo i druga
djelovanja. Osim toga puno pozornosti privlace zbog svoje izvanredne antiradikalske i
antioksidacijske aktivnosti. IstraZzivanja pokazuju da su dobri , hvataci“ slobodnih radikala, a
time imaju vainu ulogu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji kao antioksidansi u
sastavu razlicitih lijekova i dodataka prehrani (Kazazi¢, 2004). Osnovna struktura flavonoida
sastoji se od difenilpropana (CsC3Cs) odnosno 1-fenil-3-(2-hidroksifenil) propan-1-ola iz kojeg
gubitkom vode i zatvaranjem C-prstena nastaje flavan od kojeg se izvodi odredeni broj
osnovnih struktura (slika 5.): flavanoni, flavan-3-oli (katehini), flavoni, flavon-3-oli,
antocijanidini i izoflavoni (Harborne 1999). Monomeri flavan-3-ola i oligomeri

proantocijanidina vazni su jer utje€u na parametre kvalitete piva poput okusa, pjene, boje i
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koloidne stabilnosti. Osim njih veliku pozornost imaju i flavonoli zbog svoje uloge u kelaciji

metala i poticanja formiranja reaktivnih kisikovih spojeva (Aron i Shellhammer, 2010).

osnovna struktura

O
flavanon flavan-3-ol flavon
O
o o |
| 0
OH OH
O
flavon-3-ol antacijanidin izoflavon

Slika 5. Osnovna struktura i skupine flavonoida (Kazazi¢, 2004).

Flavonoidi djeluju kao antioksidansi na nekoliko nacina, a najznacajnije je njihovo djelovanje
kao hvataci slobodnih radikala. Dva su uvjeta koje flavonoid mora zadovoljiti kao
antioksidans. Prvi je da kada je prisutan u maloj koncentraciji u odnosu na tvar podloznu
oksidaciji, treba znacajno usporiti ili sprijeciti reakciju okisidacije, a drugi uvjet je da iz njega
nastali radikal mora biti stabilan kako ne bi zapo¢eo novu lanéanu reakciju (Kazazi¢, 2004;

Halliwell, 1995).

Za sposobnost hvatanja slobodnih radikala flavonoid mora imati sljedece strukturne

znacajke:

e o-dihidroksilna (kateholna) struktura u B-prstenu koja stabilizira radikal i omogucuje
delokalizaciju elektrona,

e 2,3-dvostruka veza u konjugaciji s 4-keto-skupinom koja omogucuje delokalizaciju
elektrona B-prstena,

e na polozaju 3- i 5- moraju se nalaziti hidroksilne skupine koje ¢e osigurati vodikovu

vezu s keto-skupinom (slika 6.).
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Slika 6. Strukturne znacajke falvonoida vazne za hvatanje slobodnih radikala (Kazazi¢,

2004).

Dakle, aktivnost flavonoida kao antioksidansa ovisi o njihovoj molekularnoj strukturi. Spojevi
s flavonoidnom strukturom poput katehina opcéenito pokazuju vecu antioksidacijsku
aktivnost od spojeva koji nisu flavonoidi, a to su npr. fenolna kiselina, stilben, lignan,
kumarin i dr. Kao najjaCi antioksidansi piva pokazali su se upravo spojevi iz skupine
flavonoida. Minimalno osamnaest flavonoida, od svih do sada otkrivenih, pokazuje vecu
antioksidacijsku aktivnost od vitamina C ili E (Berend i Grabari¢, 2008). Flavonoidi mogu
djelovati antioksidativno i u interakciji s navedenim vitaminima, a njihov sinergijski efekt
oCituje se u povecanju antiproliferativnog ucinka kvercetina u interakciji s vitaminom C, Sto
je povezano sa sposobnosc¢u vitamina C da zastiti flavonoid od oksidativne degradacije
(Kandaswami i sur., 1993). Kao jos jedan dobar primjer pozitivnog ucinka pojedinacnih
flavonoida mozZe se uzeti ksantohumol (slika 7.) koji je prenilirani flavonoid izveden iz hmelja
i nalazi se u pivu. IstraZivanja pokazuju da ima obecavaju¢a kemoprevencijska svojstva i stiti
stanice od ostedenja DNA karcinogenima putem inhibicije njihove aktivacije. Nadalje,
otkriveno je da inhibira sintezu DNA i proliferaciju stanica karcinoma, inaktivira kisikove

radikale i inducira apoptozu (Ferk i sur., 2010).

Duthie i suradnici (2002) navode da su brojna istraZivanja pokazala kako upravo flavonoidi
sadrZani u pivu pokazuju antiproliferativne ucinke protiv stanica raka jajnika, leukemije, raka

crijeva, pluca, dojke i mokraénog mjehura.
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OCH, 0O

Slika 7. Kemijska struktura ksantohumola (Ferk i sur., 2010).

2.4. Prehrambena vrijednost i zdravstveni ucinci piva

Pivo sadrzi niz lako probavljivih tvari i supstanci koje imaju pozitivan ucinak na zdravlje i ima

smirujuci i opustajuéi u¢inak na osobu koja ga umjereno konzumira.

Umjerena konzumacija piva ima brojne pozitivnhe ucinke na zdravlje, pa tako smanjuje
sadrzaj masti u tijelu, jer alkohol utjeCe na metabolizam masti. Isto tako umjerena
konzumacija ima pozitivan utjecaj na zgrusavanje krvi i regulaciju krvnog tlaka. Ljudi koji piju
umjerene kolicine piva imaju nizi krvi tlak od onih koji ga ne piju. Posljedica toga je promjena
u ravnotezi hormona, vode i elektrolita. Podize razinu lipoproteina visoke gustoce u krvi tzv.
,dobri“ kolesterol (HDL) te se smanjuje koli¢ina ,loSeg” kolesterola (LDL) u Zilama (uzrokuje
aterosklerozu). Ove promjene najvjerojatnije ¢e se dogoditi kod ljudi koji njeguju aktivan
zZivotni stil i u ovom slucaju umjerena konzumacija piva smanjuje rizik od sréanog udara.
Veliki broj istraZivanja ukazuje na to da ljudi koji konzumiraju male koli¢ine alkohola
obolijevaju manje od kardiovaskularnih bolesti ili umiru do njih za razliku od ljudi koji uopce
ne piju alkohol. Nakon konzumiranja umjerene koli¢ine piva razina Secera u krvi opada, sto
rezultira povecanjem inzulina i odazivom na inzulin, a o ovome ovisi i ravnoteza Sedera i
masti. Pivo potie mokrenje Sto rezultira izluCivanjem povecane koli¢ine soli, dok se
izluCivanje kalija i magnezija sprjeCava. Naravno, neumjerena konzumacija ima suprotan
ucinak (Kunze, 2010). Umjerena konzumacija slabijih alkoholnih pi¢a pa tako i piva pozitivho
utjee na zdravlja Zeludca jer se smanjuje mogucnost infekcije sluznice Zeludca bakterijom

Helicobacter pylori (Bamforth, 2002).

Zbog sadrzaja polifenola i antioksidativne aktivnosti umjerena konzumacija piva pozitivho

utjece na kognitivne sposobnosti i smanjuje moguénost javljanja demencije u starosti. Na rad
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bubrega pozitivno utjece silicijska kiselina koja je isto tako u malim koli¢inama prisutna u
pivu (Bamforth, 2002). Stevens i Page (2004) navode kako flavonoidi u pivu imaju inhibitorni
ucinak na osteoporozu, uz to pivo je dobar izvor silicija Cija prisutnost moze smanijiti rizik od
osteoporoze. Nadalje, utvrdeno je da humulon (gorka kiselina iz piva) izoliran iz ekstrakta

hmelja snazno inhibira razgradnju kostiju (Sohrabvandi i sur., 2012).

Pretjerana konzumacija piva djeluje Stetno na zdravlje, povecava se rizik od mnogih bolesti,
povezana je sa znaCajnim drusStvenim problemima kao Sto su ovisnost, nasilje, nesrece,
zlocini, no podaci navedeni u ovom poglavlju pokazuju da nema Stete od umjerene
konzumacije piva. Umjerenom konzumacijom piva smatra se koli¢ina od 1 do 3 ¢ase (0,33 L),
Sto znadi u prosjeku dva puta po 0,33 L piva sa sadrzajem alkohola 40 g ili 50 mL po litri piva

(Kunze, 2010).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Zadatak

Zadatak ovog diplomskog rada bio je odrediti udjele (koncentracije) ukupnih polifenola i
ukupnih flavonoida te odrediti antioksidacijsku aktivhost u 30 uzoraka komercijalno

dostupnih piva hrvatskih industrijskih i zanatskih pivovara.

3.2. Uzorci piva

Uzorci komercijalno dostupnih piva u boci prikupljeni su direktno od proizvodaca ili kupljeni.
Od svake vrste piva prikupljene su po tri boce volumena 330 mL ili 500 mL, ovisno o
dostupnosti. Opis uzoraka prikazan je u tablici 1. Reprezentativni uzorci piva za analize
pripremljeni su na nacin da je sadrzaj triju boca od svakog uzorka izmijeSan i homogeniziran.
Nadalje, kako bi se uklonio ugljikov(lV) oksid koji smeta prilikom daljnjih analiza, ovako
pripremljeni uzorci dekarbonizirani su u struju dusika uz kontinuirano mijesanje. Nakon
dekarbonizacije uzorci su preneseni u plasticne epruvete volumena 50 mL, zamrznuti i

¢uvani do provodenja analiza.
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Tablica 1. Ispitivani uzorci komercijalno dostupnih piva industrijskih i zanatskih pivovara.

3::?::: Pivovara Vrsta piva Sirovine Opis uzorka \;Tll(l:;:gllau/dfyil ekstLrj:I:::-: /% pH
8 Industrijska Svijetlo Slad, hmelj Filtrirano, pasterizirano 4,8 11,5 4,43
9 Industrijska Svijetlo Slad, hmelj Filtrirano, pasterizirano 6,3 15 4,54
10 Industrijska Svijetlo slad, hmelj, kukuruzna krupica Filtrirano, pasterizirano 4 9,8 4,10
18 Industrijska Svijetlo Slad, hmelj Filtrirano, pasterizirano 4,5 11,8 4,21
20 Industrijska Svijetlo Slad, hmelj Filtrirano, pasterizirano 4,7 11,8 4,27
21 Industrijska Svijetlo Slad, hmelj Filtrirano, pasterizirano 5,2 11 4,13
23 Industrijska Svijetlo Slad, hmelj Filtrirano, pasterizirano 5 11,6 4,23
26 Industrijska Svijetlo Slad, hmelj Filtrirano, pasterizirano 4,8 11 4,14
27 Industrijska Svijetlo Slad, hmelj Filtrirano, pasterizirano 5 11,4 4,21
24 Industrijska | Svijetlo, pSeni¢no Slad, hmelj Filtrirano, pasterizirano 5,4 11,6 4,20
7 Industrijska Crveno Slad, hmelj Filtrirano, pasterizirano 4,8 11,8 4,21
19 Industrijska Crno Slad, hmelj Filtrirano, pasterizirano 5 11,8 4,28
22 Industrijska Crno Slad, hmelj Filtrirano, pasterizirano 7,3 17,75 4,33
25 Industrijska Crno Slad, hmelj Filtrirano, pasterizirano 6 14,5 4,31
28 Industrijska Crno Slad, hmelj Filtrirano, pasterizirano 5,5 12,5 4,28
3 Zanatska Svijetlo Slad, hmelj Nefiltrirano, pasterizirano 3,8 12 4,52
5 Zanatska Svijetlo Slad, hmelj Filtrirano, nepasterizirano 5,3 - 4,41
11 Zanatska Svijetlo Slad, hmelj Filtrirano 5,5 - 4,42
12 Zanatska Svijetlo slad, hmelj, kukuruzna krupica Filtrirano 5 11,4 4,24
13 Zanatska Svijetlo Slad, hmelj Nefiltrirano, nepasterizirano 5 11,9 4,17
15 Zanatska Svijetlo Slad, hmelj Filtrirano, nepasterizirano 45 12 4,15
16 Zanatska Svijetlo Slad, hmelj Filtrirano 5,1 - 4,20
34 Zanatska Svijetlo Slad, hmelj Nefiltrirano, pasterizirano 3,8 3,9 4,35
2 Zanatska PSenicno Slad, hmelj, pSenica Nefiltrirano, pasterizirano 4,6 13 4,19
14 Zanatska Crveno Slad, hmelj Nefiltrirano, nepasterizirano 5 11,9 4,20
29 Zanatska Tamno Slad, hmelj Nefiltrirano, nepasterizirano 5 11,9 4,30
6 Zanatska Tamno Slad, hmelj Filtrirano, nepasterizirano 6,5 - 4,39
17 Zanatska Tamno Slad, hmelj Filtrirano 6 - 4,31
1 Zanatska Tamno, jako Slad, hmelj Nefiltrirano, pasterizirano 7,5 15 4,25

Zanatska Crno Slad, hmelj Nefiltrirano, pasterizirano 4 13 4,38




3.3. Kemikalije
U radu su koristene sljedece kemikalije:

Karboksimetil celuloza (CMC), (Aldrich, SAD)
Etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA)

Amonijev Zeljezov citrat (Fluka, SAD)

HNH; konc. (Kemika d.d., hrvatska)

NaNO,; (Kemika d.d., hrvatska)

AICl; (Kemika d.d., Hrvatska)

otopina NaOH, 1 mol/L

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), istoéa > 99% (Sigma Aldrich, SAD)
Metanol (Sigma Aldrich, SAD)

Sve kemikalije koje su koristene bile su p.a. Cistoée, a za pripremu otopina koriStena je ultra

¢ista (milipore) voda.

3.4. Aparatura
U izradi ovog diplomskog rada koriStena su sljedeci uredaiji:

pH metar HI2020 (HANNA Instruments, SAD) za odredivanje pH vrijednosti uzoraka
piva,

magnetska mijesalica (IKA, Njemacka) za homogeniziranje uzoraka tijekom
dekarbonizacije u struju dusika

analiticka vaga ABT (KERN & SOHN GmbH, Balingen, Njemacka) za vaganje kemikalija
za pripremu otopina,

UV-VIS spektrofotometar Specord 200 (Analytik Jena, Njemacka) za
spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije ukupnih polifenola, ukupnih

flavonoida i antioksidacijske aktivnosti u uzorcima piva.



3. Eksperimentalni dio

3.5. Metode

3.5.1. Odredivanje udjela (koncentracije) ukupnih polifenola u pivu EBC

metodom (EBC 9.11.)

EBC metoda 9.11. za odredivanje ukupnih polifenola sluzbena je metoda European Brewery
Convention. Za provodenje analize pripremljena je otopina CMC/EDTA reagensa
koncentracije 10 g/L na nacin da je u 500 mL destilirane vode polagano dodano 10 g CMC i 2
g EDTA te homogenizirano. Pripremljena otopina prenesena je u odmjernu tikvicu volumena
1L te je tikvica do oznake nadopunjena ultracistom vodom. Amonijev Zeljezov citrat reagens
(reagens 1) u koncentraciji 5,6 g Fe*'/L pripremljen je otapanjem 3,5 g zelenog amonijev
Zeljezov citrata u 100 mL destilirane vode. Reagens 2 pripremljen je dodatkom 100 mL
koncentriranog amonijaka a u 300 mL vode. Uzorke svijetlih piva prema metodi nije bilo
potrebno razrjedivati s vodom te su uzorci koristeni nerazrijedeni. 10 mL dekarboniziranog
uzorka piva i 8 mL CMC/EDTA reagensa dodano je u odmjernu tikvicu od 25 mL te snazno
izmijeSano. Zatim je dodano 0,5 mL reagensa 1 i 0,5 mL reagensa 2 te ponovno snazno
izmijeSano. Uzorci tamnih piva razrjedivani na nacin da je u odmjernu tikvicu od 50 mL
dodano 10 mL piva i 8 mL CMC/EDTA reagensa te snazno izmijesano. Zatim je dodano 0,5 mL
reagensa 1i0,5 mL reagensa 2, izmijeSano i nadopunjeno vodom do 50 mL.

Uzorci su ostavljen da stoje 10 min na tamnom mjestu, nakon cega je oCitana apsorbancija

pri valnoj duljini od 600 nm. Koncentracija ukupnih polifenola izraCunata je prema sljede¢em

izrazu:
P=A-820-F
P koncentracija ukupnih polifenola (mg/L)
A apsorbancija uzorka mjerena pri 600 nm
F faktor razrjedenja (1 za svijetla piva, 2 za tamna piva).
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3. Eksperimentalni dio

3.5.2. Odredivanje udjela (koncentracije) ukupnih flavonoida

Udjel (koncentracija) ukupnih flavonoida u uzorcima piva odreden je koriStenjem
modificirane spektrofotometrijske metode prema Granato i suradnicima (2011).

Analiza je provedena na nacin da je 250 pL uzorka piva (nerazrijedeni uzorci u slucaju
svijetlih piva, odnosno uzorci tamnih piva razrijedeni vodom u omjeru 1:5) pomijeSano s 2
mL vode. Nakon toga dodano je 120 plL prethodno pripremljene otopine natrijevog nitrita
koncentracije 0,5 mol/L i ostavljeno da reagira 5 minuta. Zatim je dodano 120 pL otopine
aluminijevog klorida koncentracije 100 g/L, izmijeSano te ostavljeno da reagira 5 minuta prije
nego je dodano 800 pL otopine natrijevog hidroksida koncentracije 1 mol/L. Odmah nakon
dodavanja natrijevog hidroksida mjerena je apsorbancija uzorka na valnoj duljini od 510 nm.
Kao slijepa proba pripremljena je mjeSavina otopina, bez dodatka uzorka piva. Udjel
(koncentracija) ukupnih flavonoida odredena je koristenjem kalibracijske krivulje za katehin

(y =0,0042-0,0205) te izrazen kao miligrami katehina po litri (mgcre/L).

3.5.3. Odredivane antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Za odredivanje antioksidacijke aktivnosti koriStena je modificirana DPPH metoda opisana u
istrazivanju Miti¢ i suradnika (2013). DPPH metoda se temelji na redukciji slobodnih 2,2-
dfenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala antioksidansom koji sluzi kao donor elektrona ili atoma
vodika. Molekula DPPH je stabilni slobodni radikal uslijed delokalizacije nesparenog
elektrona preko cijele molekule, delokalizacija daje tamno ljubiCasto obojenje
karakterizirano apsorpcijskom vrpcom na 520nm. Promjena boje otopine koja se dogada
zbog redukcije DPPH slobodnih radikala mjeri se spektrofotometrijski.

Pripremljena je otopina DPPH (1 x 10 mol/L) u metanolu te je 5 mL ove otopine pomijeSano
s 100 pL piva u odmjernoj tikvici od 10 mL, koja je zatim do oznake nadopunjena otopinom
metanol-voda (u omjeru 50:50). Nakon 30 minuta spektrofotometrijski pri valnoj duljini od
520 nm odreduje se apsorbancija priredene otopine. Slijepa proba pripremljena je
mijeSanjem jednakih volumena otopine DPPH i metanola. Postotak inhibicije DPPH izra¢unat
je prema izrazu:

Aslijepa proba — Auzorak piva

% inhibicije DPPH = y
slijepa proba
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4. Rezlutati i rasprava

Udjel ukupnih polifenola odreden je primjenom EBC metode 9.11. koja se temelji na reakciji
Fe** iona s polifenolima u alkalnoj otopini, pri ¢emu nastaju smede obojeni Zeljezovi
kompleksi te se intenzitet obojenja mijeri spektrofotometrijski s ciljem kvantifikacije
polifenola. Dobiveni rezultati prikazani su u tablicama 2. i 3. Koncentracija ukupnih polifenola
za sve uzorke kretala se u rasponu od 76,57 mg/L (uzorak 10, industrijsko svijetlo pivo) do
382,31 mg/L (uzorak 6, zanatsko tamno pivo). Pri tome je raspon za zanatska piva bio nesto
vedi i iznosio od 119,06 mg/L do 382,31 mg/L, dok je raspon za industrijska piva iznosio od
76,57 mg/L do 279,29 mg/L. Razlike u koncentraciji ukupnih polifenola izmedu industrijskih i
zanatskih piva mogu se pripisati sirovinama koristenim u proizvodniji piva, odnosno kvaliteti
ulaznih sirovina je€ma i hmelja, ali i tehnoloSkim postupcima proizvodnje. Veci udjeli ukupnih
polifenola u zanatskim pivima vjerojatno se mogu pripisati Cinjenici da se veé¢inom radi o
pivima gornjeg vrenja, koja su jace ohmeljena od industrijskih piva donjeg vrenja te Cinjenici
da se u proizvodnji hrvatskih zanatskih piva ne radi zamjena dijela slada nesladenim
sirovinama. Nadalje, industrijska piva su filtrirana i pasterizirana, Sto utjeCe na smanjenje
koncentracije ukupnih polifenola te su zato te koncentracije u industrijskim pivima manje. U
industrijskim pivovarama provodi se rutinska kontrola koncentracije ukupnih polifenola,
kako te koncentracije ne bi bile prevelike, zbog ve¢ spomenutog negativnog utjecaja na
koloidnu stabilnost piva.

Tablica 2. prikazuje koncentracije ukupnih polifenola u svijetlim pivima industrijskih i
zanatskih pivovara. Koncentracije ukupnih polifenola zabiljeZzena za svijetla industrijska piva
bile su u rasponu od 76,57 mg/L do 166,71 mg/L. Dobiveni rezultati usporedivi su s
rezultatima Habschied i suradnika (2020) koji su odredivali ukupne i pojedinacne polifenole
te antioksidacijsku aktivnost u svijetlim i tamnim industrijskim pivima. Koncentracije ukupnih
polifenola za svijetla piva u navedenom istraZivanju bile su u rasponu od 98,02 mg/L do
134,48 mg/L. Daljnjom usporedbom rezultata dobivenih ovim istraZivanjem s rezultatima
drugih autora cesto je vidljiva diskrepancija u rezultatima. Tako Zhao i suradnici (2009)
navode raspon koncentracija ukupnih polifenola za svijetla industrijska piva od 152,01
mgeae/L do 339,12 mgeae/L, Granato i suradnici (2010) raspon koncentracija od 119,96
mgeae/L do 200,21 mgeae/L, dok Miti¢ i suradnici (2014) navode josS veci raspon od 331,88
mgeae/L do 545,32 mgeae/L. Razlog ovakvoj diskrepanciji u rezultatima je Sto su navedeni

autori koristili metodu prema Folin-Ciocalteu, koja je najées¢e primjenjivana metoda za
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4. Rezlutati i rasprava

odredivanje ukupnih polifenola neovisno o kojim je uzorcima rijec. Ipak, standardna EBC
metoda za odredivanje ukupnih polifenola u pivu pouzdanija je i daje vrijednosti
koncentracije ukupnih polifenola blize oéekivanim vrijednostima s obzirom na tehnoloski
proces i koriStene sirovine.

Koncentracije ukupnih polifenola za svijetla zanatska piva kretale su se u rasponu od 119,06
mg/L do 235,83 mg/L. Vidljivo je kako su ove koncentracije nesto vece od koncentracija

zabiljezenih za svijetla industrijska piva, o cemu je vec bilo rijeci.

Tablica 2. Koncentracije ukupnih polifenola u svijetlim pivima hrvatskih industrijskih i

zanatskih pivovara.

Oznaka . Polifenoli
uzorka Pivovara v/(me/L)

8 Industrijska 147,61
9 Industrijska 120,03
10 Industrijska 76,57
18 Industrijska 109,69
20 Industrijska 98,36
21 Industrijska 148,71
23 Industrijska 81,30
24 Industrijska 151,07
26 Industrijska 158,10
27 Industrijska 166,71

Zanatska 119,06

Zanatska 215,28

Zanatska 210,59
11 Zanatska 136,28
12 Zanatska 129,87
13 Zanatska 235,83
15 Zanatska 168,82
16 Zanatska 157,14

Tablica 3. prikazuje koncentracije ukupnih polifenola u tamnim pivima industrijskih i
zanatskih pivovara. U tamnim industrijskim pivima koncentracije ukupnih polifenola bile su u

rasponu od 198,10 mg/L do 279,29 mg/L, odnosno bile su ve¢e od koncentracija u svijetlim
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4. Rezlutati i rasprava

industrijskim pivima. Habschied i suradnici (2020) navode raspon koncentracija ukupnih
polifenola za industrijska tamna piva od 115,27 mg/L do 259,90 mg/L, Sto je usporedivo s
rezultatima dobivenim ovim istraZivanjem. Rasponi koncentracija ukupnih polifenola za
tamna piva koje navode Granato i suradnici (2010) i Miti¢ i suradnici (2014) od 280,10
mgaeae/L do 525,93 mggae/L, odnosno od 446,38 mgeae/L do 510,97 mggae/L, takoder su zbog
primijenjene metode vece od rezultata dobivenih ovim istrazivanjem, ali je vidljivo kako je
koncentracija ukupnih polifenola u tamnim pivima veéa od one u svijetlim pivima.

Isto se moze primijetiti za koncentracijski raspon ukupnih polifenola u tamnim zanatskim
pivima koji je u ovom istraZivanju iznosio od 149,75mg/L do 382,31 mg/L i veli je od raspona

zabiljeZzenog u svijetlim zanatskim pivima.

Tablica 3. Koncentracije ukupnih polifenola u tamnim pivima hrvatskih industrijskih i

zanatskih pivovara.

Oznaka
Pivovara Polifenoli y/(mg/L)
uzorka
7 Industrijska 204,23
19 Industrijska 206,31
22 Industrijska 279,29
25 Industrijska 253,57
28 Industrijska 198,10
1 Zanatska 251,26
Zanatska 286,26
6 Zanatska 382,31
14 Zanatska 227,77
29 Zanatska 220,36
17 Zanatska 254,45
34 Zanatska 149,75

Rezultati dobiveni odredivanjem koncentracije ukupnih flavonoida prikazani su u tablicama
4. i 5. Koncentracije ukupnih flavonoida za sve uzorke kretale su se u rasponu od 33,69
mgcre/L (uzorak 10, industrijsko svijetlo pivo) do 180,36 mgcre/L (uzorak 6, zanatsko tamno
pivo). Pri tome je koncentracijski raspon za industrijska piva iznosio od 33,69 mgcre/L do

121,19 mgcre/L, dok je za zanatska piva taj raspon iznosio od 57,5 mgcre/L do 180,36 mgcre/L.

27



4. Rezlutati i rasprava

Kao i u slucaju koncentracije ukupnih polifenola, rezultati su pokazali kako zanatska piva
sadrze vece koncentracije ukupnih flavonoida od industrijskih piva, Sto je ve¢ razmatrano u
slucaju koncentracije ukupnih polifenola.

Tablica 4. prikazuje koncentracije ukupnih flavonoida u svijetlim pivima hrvatskih
industrijskih i zanatskih pivovara. Koncentracije ukupnih flavonoida zabiljezena za svijetla
industrijska piva bile su u rasponu od 33,69 mgcre/L do 68,21 mgcre/L. Granato i suradnici
(2010) navode koncentracijski raspon od 23,12 mgcre/L do 62,71 mgcre/L za svijetla
industrijska piva, Sto je u skladu s ovim istrazivanjem, dok Miti¢ i suradnici (2013) navode
vece koncentracije ukupnih flavonoida za svijetla industrijska piva (od 116,35 mgcre/L do
185,27 mgcre/L ).

Koncentracije ukupnih flavonoida za svijetla zanatska piva bile su u rasponu od 57,50 mgcre/L

do 98,81 mgcre/L.

Tablica 4. Koncentracije ukupnih flavonoida u svijetlim pivima hrvatskih industrijskih i

zanatskih pivovara.

Oznaka Pivovara Flavonoidi
uzorka v/(mgcre/L)
8 Industrijska 68,21
9 Industrijska 59,17
10 Industrijska 33,69
18 Industrijska 42,38
20 Industrijska 38,21
21 Industrijska 48,81
23 Industrijska 38,10
24 Industrijska 35,60
26 Industrijska 66,67
27 Industrijska 66,19

Zanatska 57,50
Zanatska 87,98
Zanatska 98,81
11 Zanatska 96,55
12 Zanatska 64,05
13 Zanatska 59,14
15 Zanatska 66,67
16 Zanatska 68,33
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Koncentracije ukupnih flavonoida u tamnim pivima hrvatskih industrijskih i zanatskih
pivovara prikazane su u tablici 5. U tamnim industrijskim pivima koncentracije ukupnih
flavonoida kretale su se u rasponu od 54,69 mgcre/L do 121,19 mgcre/L, dok je isti raspon za
tamna zanatska piva iznosio od 72,02 mgcre/L do 124,74 mgcre/L. Granato i suradnici (2010)
navode koncentracijski raspon od 92,87 mgcre/L do 171,26 mgcre/L za komercijalno dostupna
brazilska piva, ali se radi o tamnim pivima gornjeg vrenja (,,ale”) kakva uobicajeno proizvode
zanatske pivovare, pa su stoga i rezultati njihova istrazivanja usporedivi s rezultatima ovog
istrazivanja dobivenim za tamna zanatska piva. Miti¢ i suradnici (2013) ponovo navode vece
koncentracije ukupnih flavonoida za tamna industrijska piva (od 107,57 mgcre/L do 208,58
mgcre/L ) od onih dobivenih ovim istraZivanjem.

Kao i u slu¢aju ukupnih polifenola, koncentracija ukupnih flavonoida je ve¢a u tamnim pivima

u odnosu na svijetla piva, neovisno radi li se o industrijskim ili zanatskim pivima.

Tablica 5. Koncentracije ukupnih flavonoida u tamnim pivima hrvatskih industrijskih i

zanatskih pivovara.

Oznaka . Flavonoidi
uzorka Pivovara v/(me/L)
7 Industrijska 75,60
19 Industrijska 61,90
22 Industrijska 114,29
25 Industrijska 121,19
28 Industrijska 54,69
1 Zanatska 108,33

Zanatska 122,02
6 Zanatska 72,02
14 Zanatska 95,24
29 Zanatska 124,74
17 Zanatska 79,05
34 Zanatska 72,02

Polifenolnim spojevima, poput flavonoida i fenolnih kiselina, pripisuje se antioksidacijski

potencijal ( Lee i sur. 2003), za ocekivati je stoga kako ¢e uzorci piva pokazati inhibiciju DPPH.
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4. Rezlutati i rasprava

Za analizu je koristena modificirana DPPH metoda kako su opisali Miti¢ i suradnici (2013).
DPPH metoda je brza, jednostavna, precizna i jeftina metoda za procjenu antioksidacijskog
potencijala razli¢itih uzoraka, odnosno za odredivanje sposobnosti razli¢itih spojeva da
djeluju kao sredstvo za uklanjanje slobodnih radikala ili da doniraju vodik (Marinova i
Batchvarov, 2011). Opcenito, pivo sadrzi znacajne koli¢ine fenolnih spojeva koji doprinose
ukupnoj antioksidacijskoj aktivnosti piva. Sadrzaj fenola i antioksidacijska aktivnost piva ovise
o koli¢ini i kvaliteti polaznih materijala te o samom procesu proizvodnje. Pivo bogato
fenolnim spojevima i s veéom antioksidacijskom aktivnoS¢u pokazuje bolju kvalitetu,
stabilnija organoleptic¢ka svojstva poput okusa ili arome, stabilnost pjene i duzi vijek trajanja
u odnosu na pivo s nizom antioksidacijskom aktivnoscu (Piazzon i sur., 2010).

Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti prikazani su u tablicama 6. i 7.

Tablica 6. Antioksidacijska aktivnost uzoraka svijetlih piva hrvatskih industrijskih i zanatskih

pivovara.
Oznaka Pivovara % inhibicije DPPH
uzorka

8 Industrijska 66,24
9 Industrijska 66,37
10 Industrijska 64,96
18 Industrijska 70,34
20 Industrijska 68,12
21 Industrijska 67,08
23 Industrijska 67,00
24 Industrijska 66,20
26 Industrijska 70,34
27 Industrijska 68,12

Zanatska 57,82

Zanatska 61,84
5 Zanatska 62,63
11 Zanatska 70,34
12 Zanatska 68,12
13 Zanatska 67,08
15 Zanatska 67,00
16 Zanatska 66,20
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Tablica 7. Antioksidacijska aktivnost uzoraka tamnih piva hrvatskih industrijskih i zanatskih

pivovara.
Oznaka . % inhibicije DPPH
uzorka Pivovara
7 Industrijska 72,39
19 Industrijska 76,21
22 Industrijska 79,86
25 Industrijska 76,85
28 Industrijska 73,06
Zanatska 69,06
Zanatska 73,24
Zanatska 78,59
14 Zanatska 76,48
29 Zanatska 72,11
17 Zanatska 73,05
34 Zanatska 69,30

Najmanju antioksidacijsku aktivnost (57,82% inhibicije DPPH) pokazao je uzorak zanatskog
svijetlog piva, dok je najvecu antioksidacijsku aktivnost (79,86% inhibicije DPPH) pokazao
uzorak industrijskog tamnog piva.

Za industrijska piva raspon od najve¢e do najmanje antioksidacijske aktivnosti iznosio je od
58,64 do 79,86 % inhibicije DPPH, dok je isti raspon za zanatska piva iznosio od 57,82 do
78,59% inhibicije DPPH. lako je za ocekivati kako ¢e zanatska piva pokazati vedi
antioksidacijski potencijal u odnosu na industrijska piva, zbog veée koncentracije ukupnih
polifenola i ukupnih flavonoida, rezultati dobiveni ovim istraZzivanjem nisu potvrdili ovu
pretpostavku. S druge strane, pretpostavka kako ¢e vecu antioksidacijsku aktivnost pokazati
tamna piva, u odnosu na svijetla piva je potvrdena ovim istrazivanjem, kao i istrazivanjima
drugih autora (Habschied i sur., 2020, Granato i sur., 2010). Za svijetla piva raspon
antioksidacijske aktivnosti iznosio je od 57,82 do 70,34% inhibicije DPPH, dok je za tamna
iznosio od 69,06 do 79,86% inhibicije DPPH.
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5. Zakljucci

Na osnovu dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

Koncentracija ukupnih polifenola za sve uzorke kretala se u rasponu od 76,57 mg/L
(industrijsko svijetlo pivo) do 382,31 mg/L (zanatsko tamno pivo), pri ¢emu je
koncentracijski raspon za zanatska piva bio nesto veci i iznosio od 119,06 mg/L do

382,31 mg/L, dok je raspon za industrijska piva iznosio od 76,57 mg/L do 279,29

mg/L.

Koncentracija ukupnih polifenola bila je ve¢a u tamnim pivima u odnosu na svijetla

piva, neovisno o tome radi li se o pivima industrijskih ili zanatskih pivovara.

Koncentracije ukupnih flavonoida za sve uzorke kretale su se u rasponu od 33,69
mgcre/L (industrijsko svijetlo pivo) do 180,36 mgcre/L (zanatsko tamno pivo). Pri tome
je koncentracijski raspon za industrijska piva iznosio od 33,69 mgcre/L do 121,19

mgcre/L, dok je za zanatska piva taj raspon iznosio od 57,5 mgcre/L do 180,36 mgcre/L.

Kao i u slucaju ukupnih polifenola, koncentracija ukupnih flavonoida bila je vec¢a u

tamnim pivima u odnosu na svijetla piva.

Najmanju antioksidacijsku aktivnost (57,82% inhibicije DPPH) pokazao je uzorak
zanatskog svijetlog piva, dok je najvecu antioksidacijsku aktivnost (79,86% inhibicije

DPPH) pokazao uzorak industrijskog tamnog piva.

Tamna piva pokazala su veéu antioksidacijsku aktivnost od svijetlih piva.
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