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1.UVOD



Pivo je jedno od najstarijih alkoholnih pi¢a na svijetu. Postoji mnogo razlicitih stilova i tipova
piva koji isklju€ivo ovise o sirovinama koje se upotrebljavaju u proizvodnji piva (Pavsler i
Buiatti, 2009). Najosnovnije sirovine koje se koriste pri proizvodnji piva su voda, slad, hmelj i
kvasac. Inace, pivo predstavlja pjenusavo, osvjeZzavajuée pice koje se dobiva alkoholnim
vrenjem pivske sladovine pomocu pivskog kvasca. U svijetu se najvise konzumiraju lager piva
ili piva donjeg vrenja (Marié¢, 2009). Pri proizvodnji takvih piva koriste se kvasci donjeg vrenja
koji zahtijevaju niske temperature fermentacije (8-15°C) te je proizvodnja lagera poznata kao
dug proces (Pavsler i Buiatti, 2009). lako sve sirovine koje se koriste pri proizvodnji piva utjecu
na njegovu kvalitetu, kvasci tijekom fermentacije proizvode metabolite i nusprodukte koji
najviSe doprinose aromi piva (Capece i sur., 2018). Norveski kveik kvasci su ve¢ mnogo
vremena u upotrebi u ku¢nom pivarstvu, najéesée u proizvodnji ale piva, no tek unazad
nekoliko godina zapocelo se s istrazivanjem njihovih karakteristika i mogucnosti u proizvodnji

razlicitih stilova piva poput lagera.

Cilj ovog diplomskog rada bio je proizvesti pseudo-lager pivo pomocu kvasca Lutra Kveik uz
provodenje fermentacije na dvije razli¢ite temperature, 21°C i 35°C. Kveik kvasci puno brze
odraduju fermentaciju i podnose velik raspon temperatura. Kako je tijekom proizvodnje lagera
najveéi problem odrzavanje niskih temperatura, pogotovo u uvjetima kuénog pivarstva,
koristen je kveik kvasac kako bi ispitali njegove moguénosti proizvodnje piva nalik lageru.
Provedena su ispitivanja fizikalno-kemijskih karakteristika te profila arome dobivenih piva
kako bi se utvrdilo na kojoj temperaturi ovaj kveik kvasac bolje odraduje fermentaciju i daje
kvalitetnije, pitkije pivo. Takoder, provedena je i senzorska analiza kako bi se utvrdilo odgovara

li takvo pivo potrosacima i koja temperatura fermentacije rezultira sa poZeljnijim pivom.



2.TEORUISKI DIO



2.1. Osnovne sirovine za proizvodnju piva

Prema Maricu (2009), pivo je pjenusavo slabo alkoholno pi¢e gorkog okusa i hmeljne arome.
Osnovne sirovine koje se koriste u pivarstvu su slad, hmelj, kvasac i voda. Kvaliteta ovih
sirovina je vrlo bitan ¢imbenik u proizvodnji piva jer upravo o kvaliteti sirovina ovisi kvaliteta

gotovog proizvoda (Kunze, 2006).
2.1.1. Voda

Voda cini oko 90% piva. Njezin kemijski i mikrobioloski sastav znatno utjece na svojstva piva
te se voda za proizvodnju piva mora nadzirati i obradivati u skladu sa zakonskim i zdravstvenim
normativima (Mari¢, 2009).Vode se razlikuju prema tvrdodi, alkalitetu i sadrzaju pojedinih soli
pa je kemijski sastav vode za proizvodnju piva razli¢it. Ovisno o sastavu vode moZzemo
proizvesti razli¢ite tipove piva (Loncarié i sur., 2017). U pocecima kuhanja piva, pivari su kuhali
piva prema kemijskom sastavu lokalne vode. Na primjer, na podrucjima gdje je voda imala vedi
udio bikarbonata kuhali su tamnija piva kao Sto su stout ili porter. No danas, kako bi se
proizveo tocno odreden tip piva, voda se obraduje i dodaju se odredene koli¢ine soli i minerala
(Mosher i Trantham, 2017). Priprema vode za pivo uklju¢uje brojne procese kao S$to su
membranski procesi, dezinfekcija vode, dekarbonizacija, demineralizacija te mnogi drugi

(Loncaric i sur., 2017).

2.1.2. Slad

Jedan od najbitnijih sastojaka piva je slad (Slika 1). Prilikom proizvodnje slada najéesce se
koristi je¢am, iako je moguée koristiti i druge Zitarice kao Sto su pSenica, raz, proso. Tijekom
proizvodnje slada zrna je€ma prolaze kroz tri procesa: mocenje, klijanje i suSenje (Kunze,
2004). Svrha ovih procesa je stvaranje i otpustanje enzima koji su potrebni za razgradnju
Skroba u jednostavne Secere i razgradnju proteina na aminokiseline (Mosher i Trantham,
2017). Prema Jansonu (1996), slad predstavlja jedan od glavnih izvora Seéera i bjelanc¢evina
koje daju punocu okusa i utje€u na stabilizaciju pjene u pivu. U proizvodnji piva koristi se
standardni slad kao osnovna sirovina te specijalni slad. Kako bi se mogli proizvoditi razliciti
stilovi piva koriste se razne vrste specijalnih sladova jer pruzaju razlicite profile okusa (Mosher

i Trantham, 2017). Neki od specijalnih sladova su: karamelizirani, ¢okoladni, przeni (Janson,



1996). Tradicionalno, pivari su sami pripremali svoj slad, no danas vecina njih kupuje slad

(Aasen, 2020).

Slika 1 Jecmeni slad (vlastita arhiva)

2.1.3. Hmelj

Hmelj (Humulus lupulus) je prirodni konzervans te se u pocetku koristio kako bi ocuvao
trajnost piva (Slika 2). Dodavao se nakon fermentacije direktno u bacéve kako bi ¢uvao pivo
svjezim tijekom transporta. Hmelj daje karakteristi¢an gorki okus i specificnu aromu pivu. U
pivarstvu se koriste samo cvjetovi Zenskih biljki jer sadrze zute lupulinske Zlijezde koje izlucuju

smole i eteri¢na ulja (Palmer, 2006).
Kemijski sastav suhe tvari hmelja sastoji se od:

e gorkih tvari (18,5%)
e hmeljnih ulja (0,5%)
e polifenola (3,5%)

e proteina (20%)

e mineralnih tvari (8%)

Najbitnije komponente hmelja u proizvodnji piva su gorke tvari i hmeljna ulja (Kunze, 2004).
Razli¢ite vrste hmelja imaju razli¢ite udjele gorkih tvari i hmeljnih ulja te upravo takve
komponente utjecu na intenzitet gorcine, aromu i okus piva. Gorke tvari ili smole sadrze a- i
- kiseline koje daju gorcinu pivu. a -kiseline su netopljive u vodi pa se moraju prevesti u oblik
koji se moze otopiti u vodi (Janson, 1996). Tijekom procesa kuhanja sladovine odvija se

izomerizacija pri ¢emu a-kiseline iz svog netopljivog oblika prelaze u izo-a-kiseline koje daju



gorak okus pivu (Kunze, 2004). Za razliku od alfa kiselina, beta kiseline ne izomeriziraju, veé
oksidiraju do tvari koje daju gorcinu pivu. Takve kiseline se smatraju nepoZeljnima u pivu jer

daju neugodan okus pivu (Janson, 1996).

Hmelj se opc¢enito moze podijeliti u dvije skupine: gorki i aromati¢ni hmelj. Za razliku od
aromati¢nog hmelja, gorki hmelj ima visok udio alfa kiselina, no aromati¢ni hmelj daje

pozeljniju aromu piva (Palmer, 2006).

Slika 2 Sisarice hmelja
(https://craftbeerclub.com/blog/post/do-the-types-of-hops-really-matter-235)

2.1.4. Kvasac

Kvasac je jednostani¢ni eukariotski mikroorganizam svrstan u carstvo gljiva. Eukariotska
stanica sadrZi jezgru i druge organele koje su obavijene membranom. Kvasci koji se najéesée
koriste u proizvodnji piva su kvasci roda Saccharomyces jer prevode fermentabilne Secere
(glukoza, maltoza, maltotrioza) iz sladovine u alkohol i CO,. Kvasci prvo provode fermentaciju
u aerobnim uvjetima, odnosno uz prisutnost kisika. Kako bi kvasci rasli, oni trose kisik iz
otopine i kada se potrosi sav kisik to oznacava ulazak kvasca u anaerobni metabolizam.
Anaerobni metabolizam predstavlja uvjete bez prisutnosti kisika te kvasci nastavljaju trositi
fermentabilne Secere i prevoditi ih u etanol i CO,. Mogu se podijeliti na kvasce donjeg i kvasce
gornjeg vrenja. Najpoznatiji soj kvasaca gornjeg vrenja je Saccharomyces cerevisiae te se jos
naziva ,ale kvasac” jer se koristi kod proizvodnje ale piva. Fermentacija ale piva provodi se pri
temperaturama od 15 °C-20 °C i pri zavrSetku fermentacije kvasac ispliva na povrsinu. Donje
vrenje provodi kvasac Saccharomyces pastorianus ili ,lager kvasac” koji je aktivan pri nizim
temperaturama, a karakteristicno je da se kvasac istalozi na dno posude. Kvasci tijekom

fermentacije proizvode nusprodukte kao Sto su diacetil, acetaldehiili dimetilsulfid, medutim


https://craftbeerclub.com/blog/post/do-the-types-of-hops-really-matter-235

nepozeljno je ako se u pivu takvi nusprodukti pronadu u velikim koli¢inama (Mosher i
Trantham, 2017). Karakter piva ovisi o vrsti kvasca koji se koristi za provodenje fermentacije

(Aasen, 2020).



2.2. Kveik kvasac

Kveik kvasci su skupina genetski razli¢itih i pripitomljenih kvasaca koji su svoju upotrebu
pronasli u proizvodniji piva. Uglavnom su koristeni od strane domacih norveskih pivara koji su
takve kvasce prenosili s koljena na koljeno. Kveik kvasci su vrsta norveskih kvasaca koji su
danas sve viSe u upotrebi zbog svojih zanimljivih karakteristika. Glavna znacajka ovih kvasaca
je da su neprociséeni (Preiss i sur., 2018). Prema istrazivanju Garshol-a i Preiss-a (2018),
unazad nekoliko godina prikupljeno je oko 30 razli¢itih vrsta kveik kvasaca s podrucja zapadne
Norveske i ustanovljeno je da se gotovo sve prikupljene vrste sastoje od razli¢itih sojeva kvasca
Saccharomyces cerevisiae. Ono sto kveik kvasce €ini zanimljivima su visoka stopa fermentacije,
tolerancija na visoke temperature, tolerancija na etanol, dobra flokuliraju¢a svojstva te
redukcija neZeljenih okusa u pivu. Fermentaciju mogu provoditi pri visokim temperaturama,
najcesce 32-40 °C kroz kratak vremenski period (1-2 dana). Vedina kveik kvasaca pokazala je i
dobru toleranciju na alkohol u rasponu 13-16%. Takoder, ovi kvasci pokazuju dobru
sposobnost flokulacije Sto je vjerojatno posljedica ¢este ponovne upotrebe kvasaca (Garshol i

Preiss, 2018).

Tradicionalno, kveik kvasci ¢uvali su se tako da se velika drvena cjepanica uroni u posudu gdje
se odvija fermentacija i stavi se susiti. Potrebno je osigurati veliku povrsinu cjepanice da na
njoj zaostane Sto veca kolicina kvasca (Slika 3). Jos jedan nacin ¢uvanja kveik kvasaca, koji se
pokazao najboljim, podrazumijeva postupak suSenja te zamrzavanja (Slika 4). Medutim,

najlaksi nacin skladiStenja kvasca je ¢uvanjem u staklenci u hladnjaku (Aasen, 2020).

Slika 3 Drvena cjepanica za kveik kvasac
(https://www.brewingnordic.com/farmhouse-ales/practical-guide-to-kveik-and-other-farmhouse-

yeast-reusing-and-maintaining-yeast/)



https://www.brewingnordic.com/farmhouse-ales/practical-guide-to-kveik-and-other-farmhouse-yeast-reusing-and-maintaining-yeast/
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Razli¢iti sojevi kveik kvasaca razli¢ito reagiraju na temperature, no uglavhom na
temperaturama do 20 °C daju blagu aromu pivu dok ja¢e arome daju na temperaturama iznad
20 °C. lako se kveik kvasci uglavnom koriste pri proizvodnji ale piva, moguce ih je koristiti i za
proizvodnju lagera. Pri proizvodnji lagera potrebne su nize temperature fermentacije, a kveik
kvasci mogu rasti i pri temperaturama nizim od 15 °C (Garshol i Preiss, 2018). U nastavku ovog
istrazivanja biti ¢e opisan kveik kvasac Lutra koji je izoliran iz kulture Hornindal Kveik (OYL-

091).

Slika 4 Osuseni kveik kvasac (Garshol i Preiss, 2018)



2.3. Proizvodnja piva — kuéno pivarstvo

Proces proizvodnje piva podrazumijeva niz operacija pomocu kojih se iz slada dobiva gotovo
pivo. Te operacije su priprema vode, mljevenje slada, proizvodnja sladovine, ispiranje ili
cijedenje slada, kuhanje sladovine i hmeljenje, hladenje, fermentacija te stabilizacija piva.
Proces proizvodnje piva moze se provoditi i kod kuce. Takav proces zahtjeva koristenje manje

koli¢ine sirovina te se dobije manji volumen piva, ali dopusta pivarima da budu kreativniji i

2.3.1. Priprema vode

Prvi korak proizvodnje piva je priprema vode. Ovisno o moguénostima pivara, koristi se voda
iz gradskog vodovoda ili voda iz bunara (Loncari¢ i sur., 2018). Ako je tvrdo¢a vode visoka tada
sadrzi veliki udio otopljenih soli, metala i minerala koji utje¢u na pivo. Isto tako, ako je tvrdoéa
vode niska, ne sadrzi dovoljno tvari koje su potrebne za proizvodnju piva (Janson, 1996).
Kvaliteta vode koja se koristi za proizvodnju piva znatno utjece na kvalitetu piva. Dakle, ako je
vodu potrebno obraditi provode se razliciti procesi kao Sto su deferizacija i demanganizacija,

dekarbonizacija, demineralizacija, membranski procesi i mnogi drugi (Loncari¢ i sur., 2018).
2.3.2. Mljevenje slada i ukomljavanje

Mljevenjem slada, omoguduje se bolje djelovanje enzima na skrobni endosperm te se tako

poboljsava ekstrakcija slada (Willaert, 2004).

Ukomljavanje je najbitniji proces proizvodnje piva (Slika 5). To je postupak mijesanja
usitnjenog slada s toplom vodom s ciljem prevodenja netopljivih sastojaka u topljive oblike
enzimskom hidrolizom. Aktivnost tih enzima ovisi o pH vrijednosti komine i temperaturi, stoga
tijekom hidrolize za svaki enzim treba osigurati vrijednosti pH i temperature za njihovo
optimalno djelovanje (Mari¢, 2009). Enzimi slada prilikom ukomljavanja prevode skrob u
fermentabilne i nefermentabilne Secere. Fermentabilni Seceri su vrlo bitni tijekom
fermentacije, a neki od njih su: maltoza, glukoza i maltotrioza. Nefermentabilni Seceri tijekom
cijelog procesa proizvodnje piva ostaju nepromijenjeni te daju pivu sladak okus. Enzimi osim

Secera razgraduju i proteine na manje molekule i aminokiseline.
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Slika 5 Postupak ukomljavanja (vlastita arhiva)

Kao Sto je navedeno, temperatura ukomljavanja se mora paZljivo odabrati jer se pri toj
temperaturi aktiviraju enzimi. Odabrana temperatura se odrzava odredeno vrijeme kako bi
enzim mogao provoditi specificne kemijske reakcije. Takvo odrZavanje temperature naziva se
temperaturna stanka. Najbitniji enzimi kod ovakvog procesa su amilaze, odnosno a-amilaza i
R-amilaza koje razgraduju skrob. Aktivnost a-amilaze najbolja je pri 63-70 °C i pH vrijednosti
od 5,7. Ako temperatura prelazi 70 °C dolazi do denaturacije ovog enzima. Za razliku od a-
amilaze, RB-amilaza se aktivira pri temperaturama 55-65 °C i pH vrijednosti izmedu 5,4-5,6.
Kako bi se oba enzima aktivirala, ukomljavanje je najbolje provoditi pri temperaturama 65-67
°C. Pri kraju ukomljavanja podize se temperatura kako bi se enzimi denaturirali (Mosher i
Trantham, 2017). Postoje dva nacina ukomljavanja: infuzija i dekokcija. Infuzijski nacin
ukomljavanja predstavlja lagano zagrijavanje sladovine do Zeljene temperature, a
ukomljavanje dekokcijom znaci odlijevanje dijela komine u posebnu posudu koja se zagrijava
te se vraca i mijeSa (Raguz, 2021). Nakon toga slijedi ispiranje slada. Cilj ovog postupka je

odvojiti sladovinu od suspendiranih sastojaka odnosno tropa (Marié, 2009).
2.3.3. Kuhanje sladovine i hmeljenje

Kuhanje sladovine provodi se pri temperaturama 100-105 °C oko 60-70 minuta pri ¢emu se
otpari 4-6% od ukupnog volumena sladovine. Promjene koje se dogadaju tijekom kuhanja
sladovine su: sterilizacija sladovine, poveéanje obojenosti sladovine, denaturacija proteina,
koncentriranje sladovine, smanjenje udjela DMS-a, povecanje kiselosti sladovine, otapanje i

izomerizacija hmelja te nastajanje proteinsko-taninskih spojeva i njihovo taloZzenje (Mari¢,
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2009). Tijekom kuhanja sladovine dodaje se hmelj iz kojeg se tada ekstrahiraju gorki sastojci,
tj. a- i B- kiseline koje daju gorcinu, zatim hmeljno ulje koje je odgovorno za aromu piva i
taninski sastojci koji doprinose koagulaciji proteina (Slika 6). Ovisno o tome kada se dodaje
hmelj, on doprinosi karakteristicnom gorkom okusu i karakteristi¢noj aromi piva. Hmeljna ulja
su hlapiva pa se tijekom kuhanja gube zajedno s otparenom vodom. Iz tog razloga, aromati¢ne
sorte hmelja dodaju se u kotao tek 15-20 minuta prije zavrietka kuhanja. Sto je hmelj
usitnjeniji, to je veca brzina ekstrakcije i iskoristenje gorkih sastojaka pa se u praksi cesée

koriste mljevene Sisarice, hmeljni peleti i hmeljni ekstrakti (Marié, 2009).

Slika 6 Kuhanje sladovine s dodatkom hmelja (vlastita arhiva)

2.3.4. Fermentacija

Nakon zavrSetka kuhanja, ohmeljena sladovina podvrgava se hladenju do temperature koja je
pogodna za fermentaciju. Inace, temperatura fermentacije za lager piva krece se izmedu 8-12
°C, no mogu se koristiti i druge temperature (Bamforth, 2006). Nakon hladenja, ohmeljena

sladovina prebacuje se u posudu za fermentaciju i inokulira se kvascem (Slika 7).
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Slika 7 Pretakanje sladovine u posudu za fermentaciju (vlastita arhiva)

Tijekom ovog procesa, fermentabilni Seceri nastali tijekom ukomljavanja prevode se u alkohol
i CO2. Fermentacija traje sve dok se flokule kvasca ne istaloze na dno ili isplivaju na povrsinu.
Zavrsetak fermentacije se moZze pratiti i preko postotka koji pokazuje koliko Secera je preslo u
alkohol (Aasen, 2020). ZavrSetkom fermentacije, pivo se hladi na temperaturu izmedu 0-4 °C

kako bi se zaostale tvari (kvasac, hmeljne smole, proteini) istaloZile na dno te dale bistrije pivo

(Anytime Ale, n.d).
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3.EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. ZADATAK

Cilj ovog rada bio je istraziti mogucénosti proizvodnje lager piva pomocu kveik kvasca (Lutra
Kveik) u uvjetima kuénog pivarstva. Fermentacija piva provodila se na dvije razliCite
temperature, 21 °Ci 35 °C, te su provedene analize fizikalno-kemijskih karakteristika dobivenih
piva i analize profila arome plinskom kromatografijom. Takoder, provedena je senzorska

analiza proizvedenih piva kako bi utvrdili prihvatljivost medu potrosacima.

3.2. MATERUJALI RADA

Sirovine

e bazni jeémeni slad ,,Pilsner” (Weyermann, Njemacka)

e svijetli jeCmeni slad ,Best Pale Ale” (Simpsons, Ujedinjeno Kraljevstvo)
e Dekstrin slad (Simpsons, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e hmelj ,Saphir”i ,Hallertauer Mittelfrueh” (Hopsi, Njemacka)

e kvasac Omega Lutra Kveik (Omega Yeast, SAD)
Kemikalije

e 80%-tna mlijecna kiselina

e (CaCl;

e (CaSO4

o MgSO4
e HCl

e izooktan

e NaCl (=299 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)
o CMC-EDTA reagens

e amonijak
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3.3. METODE

3.3.1. Proizvodnja pseudo-lagera

Postupak proizvodnje piva zapocinje mljevenjem slada na prototipnom mlinu. Za proizvodnju
40 L sladovine koristeno je 7,5 kg svijetlog baznog je¢cmenog slada ,,Pilsner”, 1,0 kg svijetlog

baznog je¢menog slada ,Best Pale Ale” te 500 g dekstrin slada.

Prilikom proizvodnje piva koristen je sistem Hopcat zapremnine 65L. Za ukomljavanje
koriSteno je 53 L vode koja je prethodno obradena postupkom reverzne osmoze. U vodu koja
se nalazila u kotlu za kuhanje dodano je 1 g CaCly, 2,7 g MgS0s, 1,6 g CaSO4 te 10 mL 80%-tne
mlije¢ne kiseline kako bi se dobio odgovarajuci profil vode za odabrani stil piva. Prije pocetka
kuhanja sladovine, 19 L vode, koja je potrebna za ispiranje tropa, prebaceno je u plasti¢nu
posudu. Ukomljavanje se provodilo 60 min na 65 °C te 5 min na 75 °C kako bi se inaktivirali
enzimi. Nakon zavrSetka ukomljavanja, posuda sa sladom se podize kako bi kroz filter plo¢u na
dnu zapocelo cijedenje sladovine i ispiranje tropa s 19 L vode. Nakon zavrietka cijedenja,
posuda s tropom se ukloni i slijedi postupak kuhanja sladovine na 100 °C. Kuhanje se provodilo
samo 15 minuta. Na samom pocetku, u vreéicu za hmelj, koja se nalazi uronjena u sladovinu,
dodano je 40 g Saphir hmelja, nakon 5 minuta dodano je 40 g Hallertauer Mittelfrueh hmelja
te zadnjih 5 minuta dodano je 60 g Saphir hmelja. Nakon zavrsetka kuhanja sladovine na
sistem smo prikljucili plocasti izmjenjivac topline kako bi se sladovina ohladila. Plocasti
izmjenjivac topline sastoji se od odredenog broja tankih plo¢a za izmjenu topline izmedu kojih
protustrujno struji sladovina i voda za hladenje. Hladenje se provodilo do temperature 35 °C
nakon c¢ega je 20 L sladovine prebaceno u jedan fermentor i drugih 20 L sladovine u drugi
fermentor. Fermentori su prethodno dezinficirani Star San otopinom. Unaprijed pripremljeni
kveik kvasac dodaje se u oba fermentora. Jedan fermentor je stavljen da fermentira na
temperaturu od 35 °C, a drugi je stavljen na 20 °C. Fermentacija pri 35°C trajala je 2 dana, a
fermentacija pri 21 °C 9 dana. Nakon zavrsetka fermentacije, provodi se ,cold crash”, odnosno
temperatura se snizava izmedu 0-4 °C na 24 h kako bi se talog kvasca i ostaci hmelja istalozili
na dno te dali bistrije pivo. Pivo se zatim prebacuje u keg i gazira se pomoéu CO; pod tlakom

od 2,5 bara.
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3.3.2. Fizikalno — kemijske analize piva

Kako bi dobili uvid u fizikalno — kemijske karakteristike dobivenih piva, uzorci piva prije
gaziranja odnose se na analize u laboratorij Osjecke pivovare d.o.o. Prije provodenja analize,
uzorci se filtriraju uz dodatak dijatomejske zemlje preko nabranog filter papira pomodu lijevka

u Ciste boce.

3.3.2.1. Odredivanje udjela alkohola, specificne teZine, prividnog ekstrakta, stvarnog
ekstrakta i ekstrakta u osnovnoj sladovini

Ekstrakt u osnovnoj sladovini (p) pokazatelj je jaCine piva (Mari¢, 2009). Pokazuje s kolikim
postotnim udjelom ekstrakta je zapocela fermentacija. Najveci dio ekstrakta koji su nastali
ukomljavanjem su Sederi (glukoza, maltoza, maltotrioza) i Sederi iz upotrebljenog je¢ma
(fruktoza, saharoza). Stvarni ekstrakt odreduje se eliminiranjem alkohola iz piva, a prividni

ekstrakt predstavlja neprevreli ekstrakt koji se odreduje uz prisutnost alkohola (Gagula, 2017).

Prethodno profiltrirani uzorci stavljaju se, jedan po jedan, na prostor za bocu na analizatoru
piva DMA 4500 M te se pokrene uredaj (Slika 8). Analizator radi na princip da se preko igle za

uzorkovanje povuce uzorak i izmjeri zadane parametre.

Slika 8 Analizator piva DMA 4500 M (vlastita arhiva)
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3.3.2.2. Odredivanje ukupnih polifenola
Polifenoli u pivu potjecu od slada (70-80%) i hmelja (20-30%) (Jurkova i sur., 2012). Ovi spojevi
imaju antioksidativna svojstva i mogu utjecati na okus, boju, stabilnost pjene i bistrinu piva

(Gagula, 2017).

U odmjernu tikvicu od 25 mL dodano je 10 mL uzorka piva i 8 mL CMC-EDTA reagensa. Zatim
je dodano 0,5 Zeljezovog reagensa Fe(lll) i 0,5 mL amonijaka te je tikvica nadopunjena
destiliranom vodom do oznake. SadrZzaj odmjerne tikvice je nakon toga snaino izmijesan i
pusten da stoji 10 minuta. Nakon stajanja uzorka, oditana je apsorbancija uzorka na valnoj
duljini od 600 nm na spektrofotometru (Lambda 25). Analize su provedene u laboratoriju

Osjecke pivovare d.o.o.

3.3.2.3. Odredivanje boje
Prethodno profiltrirani uzorak, koristi se za odredivanje boje mjerenjem apsorbancije na 430
nm u kvarcnoj kiveti na spektrofotometru. Za slijepu probu koristi se destilirana voda.

Analize su provedene u laboratoriju Osjecke pivovare d.o.o.

3.3.2.4. Odredivanje gorcine
Gorcina piva je pokazatelj stalne kvalitete. Odreduje se mjerenjem udjela alfa- i 8- kiselina u

pivu spektrofotometrijskom metodom (Mari¢, 2009).

U odmijernu tikvicu otpipetira se 10 mL uzorka piva, doda se 0,5 mL klorovodi¢ne kiseline (HCl),
20 mL izooktana te tri staklene kuglice. Odmjerna tikvica se nakon toga zatvori i stavi na
mijesanje kroz 15 minuta. Nakon toga slijedi centrifugiranje 3 minute na 3000 o/min. Mjeri se
apsorbancija izooktanskog sloja pri 275 nm na spektrofotometru. Za slijepu probu koristi se

izooktan. Analize su provedene u Osjeckoj pivovari d.o.o.

3.3.2.5. Odredivanje bistroce
Mjerenje bistro¢e provodi se turbidimetrom koji mjeri koli¢inu svjetlosti rasprSenu na

Cesticama koje su suspendirane u uzorku, a kut pod kojim se mjeri rasprsena svjetlost je 90°
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(Bolf, 2020). Profiltrirani uzorci piva prebaceni su u staklene boce i stavljeni su na mjerenje

bistro¢e pomodu turbidimetra (Slika 9). Analize su provedene u Osjeckoj pivovari d.o.o.

Slika 9 Turbidimetar LabScat Sigrist (vlastita arhiva)

3.3.2.6. Odredivanje pH

Prethodno profiltrirani uzorci piva, prebacuju se u ¢asSice te im se pomocu pH-metra mjeri pH
vrijednost (Slika 10). U uzorak se uroni elektroda i na uredaju se pritisne tipka ,,Read” nakon
Cega se pH vrijednost prikaze na zaslonu uredaja. Nakon zavrSetka mjerenja, elektrodu je

potrebno isprati destiliranom vodom.

Slika 10 pH metar FiveEasy (vlastita arhiva)
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3.3.3. Odredivanje hlapljivih spojeva piva

Odredivanje hlapljivih spojeva u pivu (acetaldehid, etil-acetat, n-propanol, izobutanol, 3-
metilbutanol, 2-feniletanol, izoamil acetat, 2-feniletil acetat, dimetilsulfid, 2,3-butandion, 2,3-
pentandion) provedeno je pomoc¢u plinskog kromatografa Shimadzu GC-2030 s
Cetverostrukim masenim spektrofotometrom GCMS-TQ 8050 NX (Shi-madzu, Kyoto, Japan)
uparenim sa headspace / SPME autosamplerom (AOC-6000 Plus, Shimadzu, Kyoto, Japan) i MS
detektorom. Koristena je kapilarna analiti¢ka kolona (SH-Rxi-5Sil-MS (30 m, 0,25 mm ID, 0,25
pm) Shimadzu, Kyoto, Japan). Uzorci piva (10 mL) su odvojeni u vialice od 20 mL, u koje je
prethodno dodano 1 g NaCl (= 99 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD), odmah su

zatvorene i stavljene na analizu.
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4.REZULTATI I RASPRAVA



Pregled osnovnih fizikalno-kemijskih pokazatelja kvalitete sladovine nakon ukomljavanja i
nakon kuhanja prikazan je u Tablici 1. Gor¢ina nakon kuhanja bila je 33 BU, a pH vrijednost
sladovine nakon ukomljavanja je unutar pozeljnih vrijednosti 5,8-5,4, Sto je prihvatljivo za
lager piva. Podaci takoder pokazuju da sladovina nakon kuhanja ima dovoljno ekstrakta za

fermentaciju (14,6 °P) (Kunze, 2004).

Tablica 1 Fizikalno-kemijski pokazatelji sladovine nakon ukomljavanja i nakon kuhanja

Analiza Nakon ukomljavanja Nakon kuhanja
PH 5.38 5.35

Ekstrakt (°P) 10.74 14.6

Gorcina (BU) - 33

Tablica 2 Pracenje toka fermentacije

Dan PocCetna gustoéa Konacna gustoéa  Alkohol po IskoriStenje
(°P) (°P) volumenu (%)
(%)
Uzorak 1 2 1 2 1 2 1 2
1 10.6 10.6
2 2.5 4.4 77
4 5.6 2.7 46
6 5.3 2.9 50
7 5.0 3.1 53
8 3.9 3.6 63
9 3.0 4.1 71

*uzorak 1 fermentira se na 21°C; uzorak 2 fermentira se na 35°C

Tablica 2 predstavlja pracenje parametara tijekom fermentacije. Uzorak 1 fermentira se na 21
°C, dok se uzorak 2 fermentira na 35 °C. Prema podacima u tablici vidljivo je da je fermentacija
u posudi pohranjenoj na 35 °C zavrsila za dva dana, a fermentacija u posudi pohranjenoj na 21
°C trajala je 9 dana. Fermentacija uzorka 2 zavrSena je dan nakon nacjepljivanja sladovine
kvascem te se njen zavrSetak mogao vidjeti iz vrijednosti konac¢ne gustoce koje su pale sa 10,6

°P na 2,5 °P. Fermentacija uzorka 1 tekla je mnogo sporije i
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trajala je 9 dana. Njen zavrSetak olitovao se padom vrijednosti kona¢ne gustoée na 3,0 °P.
Prema Deux Kanadier Brau (2021), Lutra fermentira jednakom brzinom na 22 °C i 35 °C.
Takoder, vrijeme fermentacije na 22 °C je bilo 88 h, dok je u ovom istrazivanju fermentacija
trajala 216 sati, tj. 9 dana. Fermentacija na 35 °C trajala je samo 24 h, dok je u Deux Kanadier
Brau-ovom istrazivanju fermentacija trajala 71 h. lako postoje razlike u dobivenim
vrijednostima, u oba slu¢aja Lutra® brZe fermentira na 35 °C. Udio alkohola u uzorku 1 (4,1%)
nesto je nizi od udjela alkohola u uzorku 2 (4,4%). Nizi udio alkohola posljedica je manjeg

stupnja iskoristenja Secera tijekom fermentacije na 21 °C.

Prema podacima u Tablici 3, najvece razlike uzoraka vidljive su kod vrijednosti specificne
gustode i prividnog ekstrakta. Zbog manjeg udjela alkohola (4,11%) i veéeg sadrzaja stvarnog
ekstrakta (4,59 °P) vrijednosti specifiéne gustoée i prividnog ekstrakta mnogo su vece u
uzorku 1. Visu koncentraciju polifenola u uzroku 1 moZemo povezati s izrazenijom goréinom
istog uzorka. Bistroca se pokazala boljom u uzorku 2 sto je posljedica duzeg stajanja piva
buduci da je fermentacija zavrsila mnogo brZze nego u uzorku 1. Razlika u pH vrijednosti je
vjerojatno prisutna zbog razlike u udjelu alkohola i sadrzaju ekstrakta u gotovom pivu.
Naime, alkohol djeluje kao slaba kiselina, a u uzorku 2 udio alkohola je veéi zbog ¢ega je pH

nizi. Takoder, sadrzaj ekstrakta nizi je u uzorku 2 sto pogoduje nizoj pH vrijednosti.

Tablica 3 Osnovni fizikalno-kemijski pokazatelji kvalitete piva

Pokazatelj kvalitete Jedinica Uzorak1 Uzorak 2
Specificna gustoca gmL™ 1.01217 1.00359
Stvarni ekstrakt °P 4.59 3.80
Ekstrakt u osn.

°p 10.58 10.59
sladovini
Prividni ekstrakt °P 2.98 2.19
Sadrzaj alkohola % 4.11 4.40
Sadrzaj polifenola mglL™! 243 238
Boja EBC 11 10
Ogorcenje BU 19 17
Bistroc¢a 90 ° EBC 0.78 0.49
pH 4.75 4.34
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Tablica 4 Rezultati GC-MS analize uzoraka proizvedenih piva

Uzorak  acetald etil n — lzobuta 3 - 2 - izoamil 2 - dimetils 23 - 23 -
ehid acetat propan  nol metilbu fenileta acetat feniletil  ulfid butane pentan
mgL™? mglL™? ol mglL™? tanol nol mglL™? acetat pgL™? dione edione

mglL™? mglL™? mglL™? mglL™? pgl™? pgl™

Lager 3,68° 11,66¢ 8,89¢ 4,92¢ 33,73 21.47° 0,82° 0,35° 19,37¢ 12,15¢ 27.20°

1 4.42° 17.15* 1336  14.87°  29,67°  19,70°  0,62¢ 0,33° 68.92°  40.05°  6.05°

2 3,42¢ 18.99% 25.79° 35.052 57.40° 42.59° 1.09° 0.52° 55.16° 14.05° 4,05°¢

*komerecijalno lager pivo koristilo se kao kontrolni uzorak; uzorak 1 fermentirao je na 21 °C; uzorak 2

fermentirao je na 35 °C

U Tablici 4 prikazani su rezultati GC-MS analize proizvedenih piva. Provedena je analiza 11
spojeva arome koji se mogu pronadi u pivu. Piva koja se analiziraju klasificiraju se kao pseudo-
lager pa je stoga u ovu analizu ukljuceno i klasi¢no lager pivo kako bi uvidjeli slicnosti i razlike

izmedu lager piva i pseudo-lagera proizvedenog kveik kvascem.

Acetaldehid (ACE) pivu daje kiseli okus zelenih jabuka (Janson, 1996). Ako se ovaj spoj u pivu
nalazi iznad praga (10-20 mgL?) tada ima takav okus (Lodolo i sur., 2008). U ovim uzorcima
nije preden senzorski prag osjetljivosti te potrosaci nisu mogli osjetiti aromu ovog spoja.
Medutim, izmedu analiziranih uzoraka postoji velika razlika u koncentracijama acetaldehida
pri éemu u uzorku 1, koji je fermentirao na 21 °C, koncentracija je vrlo visoka i iznosi 4,42 mgL
!, Budu¢i da je fermentacija u uzorku 1 trajala duZe, stanice kvasca su vjerojatno pocele
izumirati Sto bi objasnilo poviSenu koncentraciju acetaldehida (Stone Brewing, 2014).
Etil-acetat (EAC) uglavhom nastaje tijekom fermentacije i daje voéni okus pivu (16).
Koncentracija EAC-a vi$a je u uzorku 2 (18,99 mgL) zbog vise temperature i brie odradene
fermentacije. Kako se aroma EAC-a u pivu ne bi osjetila, koncentracija treba biti do 33 mgL?
(Beer Sensory Science, 2011). Kemijski spoj n-propanol je visi alkohol koji je vazan ¢imbenik
okusa, a na koncentraciju visSih alkohola u pivu utjeéu koristeni sojevi kvasca i uvjeti
fermentacije, najc¢esSée temperatura. Koncentracija propanola u ale pivima je Cetiri puta veca

nego kod lagera (Beer&Brewing, 2004). To je u skladu s ovim istrazivanjem jer je
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koncentracija n-propanola u uzorku 2 (25,79 mgL™?), koji je fermentirao na 35 °C, mnogo veca
od uzorka 1 (13,36 mgL?). Prag osjetljivosti propanola je 800 mgL* (Olaniran i sur., 2016).
Jo$ jedan spoj koji se svrstava u vise alkohole je izobutanol. Koncentracija ovog spoja u uzorku
2 bila je 35,05 mgL?, dok je u uzorku 1 bila 14,87 mgL’. Znatno veca koncentracija izobutanola
u uzorku 2 posljedica je brze fermentacije na viSoj temperaturi. Prema istrazivanju Kawa-

Rygielska i sur. (2022) rezultati pokazuju kretanje koncentracija izobutanola od 38 do 57 mgL"

1

3-metilbutanol ili izoamil alkohol pokazao je najnizu koncentraciju u uzorku 1 (29,67 mglL™)
dok je u uzorku 2 koncentracija iznosila 57,40 mgL™. Dobivene vrijednosti su znatno niZe od
onih dobivenih u istrazivanju Kawa-Rygielska i sur. (2022). Kako je i ovaj spoj visi alkohol, ove

dobivene koncentracije povezane su s temperaturama fermentacije.

Prag osjetljivosti spoja 2-feniletanola je 125 mgL?, a pivu daje slatkasti okus (Olaniran i sur.,
2016). Koncentracija ovog spoja bila je veé¢a u uzorku 2 i iznosila je 42,59 mgL?, a u uzorku 1

19,70 mgL%.

Izoamil acetat je kemijski spoj koji pivu daje okus voéa, banane, jabuke. Prag osjetljivosti ovog
spoja u pivu je 1,2 mgL? (Olaniran i sur., 2016). Vrijednosti dobivene ovim istraZivanjem su

ispod tog praga.

2-feniletil acetat daje aromu koja podsjeéa na ruZe ili med. Prag osjetljivosti je 3,8 mgL™?
(Olaniran i sur., 2016), a koncentracije uzoraka u ovom istrazivanju ne prelaze prag

osjetljivosti.

Dimetilsulfid (DMS) potjece od slada i obi¢no isparava tijekom kuhanja. Prag osjetljivosti za
DMS u pivu je 30 pgL? (Anderson i sur., 1975). Razina ovog spoja u uzorku 1 iznosi 68,92 gL
1, auuzorku 2 55,16 pglL?. Rezultati pokazuju znacajno visoke razine DMS-a koje prelaze prag
osjetljivosti. Uzorak 1 ima vecu koncentraciju DMS-a jer pri nizim temperaturama fermentacije

koncentracija DMS-a raste (Scott Janish, n.d.).

2,3-butandion ili diacetil (vicinalni diketon) daje kremasti okus maslaca. Prag osjetljivosti je
0,15 mgL?! (Ferreira i Guido, 2018). Uzorci ovog istraZivanja pokazali su znatno niZe vrijednosti

od navedenog praga.
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2,3-pentandion takoder daje pivu okus maslaca. Prag osjetljivosti ovog spoja je 10 puta vedi
od diacetila (Ferreira i Guido, 2018). Dakle, koncentracije svih uzoraka istrazivanja su ispod

ovog praga.
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Cistoca Aroma Aroma Reskost  Cisto¢a Intenzitet Trajanje Kvaliteta Intenzitet Punoéa  Ukupna
mirisa  intenzitet kvaliteta arome gorCine  osjeCaja  gorcine  oporosti okusa ocjena
gorcine (s)

W Uzorak1 m Uzorak 2

Slika 11 Ispitivanje prihvatljivosti proizvedenih piva

Za potrebe ovog diplomskog rada provedena je i analiza medu potencijalnim potrosac¢ima,
odnosno studentima i zaposlenicima Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta u Osijeku. Uzorak 1
predstavljao je pivo koje se fermentiralo na 21 °C, a uzorak 2 fermentirao se na 35 °C. KuSanje
ovih uzoraka rezultiralo je boljom ukupnom srednjom ocjenom na strani uzorka 1 koja je
iznosila 4,5, dok je uzorak 2 dobio ukupnu srednju ocjenu 3,8. Ne postoje velike razlike $to se
tie intenziteta i kvalitete arome i mirisa, medutim punoda okusa i intenzitet gorcine pokazali

su se boljima u uzorku 1 (Slika 11).

27



5.ZAKLJUCCI



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

zakljucci:

1. Kveik kvasac Lutra uspjeSno odraduje fermentaciju pri 21 °C i pri 35 °C. Medutim,
brzine fermentacije im se razlikuju gdje je pri 21 °C potrebno 9 dana za zavrSetak
fermentacije, a pri 35 °C potrebno je samo 2 dana.

2. Rezultati provedenih fizikalno-kemijskih analiza pokazuju da proizvedeno pivo ima
dobre fizikalno-kemijske karakteristike koje su usporedive s komercijalnim lager
pivom.

3. Rezultati mjerenja hlapljivih spojeva piva pokazuju da se vrijednosti vecine ispitanih
spojeva nalaze ispod praga osjetljivosti. Spoj acetaldehid ne prelazi taj prag no
dobivene su vrlo visoke vrijednosti kod uzorka 1 zbog duze fermentacije. Jedini spoj
koji prelazi granice osjetljivosti je DMS pri ¢emu uzorak 1 ima znatno vece
koncentracije od uzorka 2 jer nize temperature fermentacije rezultiraju visSim
koncentracijama DMS-a .

4. Senzorskom analizom utvrdeno je da su dobivena piva prihvatljiva potrosac¢ima za
konzumaciju te su preferirali pivo koje je fermentiralo na 21 °C vjerojatno zbog punoce

okusa i kvalitetnije gorcine i arome.
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