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1. UVOD



Pivo je osvjezavajuce pice s malim udjelom alkohola, proizvedeno od jeCmenog slada
I hmelja, no za vec¢inu konzumenata je nepoznato da je pivo kompleksna otopina sastojaka, od
kojih je oko 450 niskomolekulskih sastojaka odredeno i karakterizirano, no sadrzi i
makromolekule kao Sto su proteini, nukleinske kiseline, polisaharidi i lipidi. Svi ovi sastojci
zajedno tvore svojstvo ili ,karakter odredenog piva (Bamforth, 1999). Proizvodnja piva je
dugotrajan i slozen proces sastavljen od niza tehnoloskih operacija podijeljenih u pet faza:
priprema sladovine, vrenje, odlezavanje, filtracija i punjenje.

U ljetnim je mjesecima povecana potroSnja piva, kada dolazi do izrazaja vrlo vazan
problem za sve proizvodaCe piva, a to je kako odrzati proizvod stabilnim tijekom duzeg
vremenskog razdoblja. Starenje piva je vrlo kompleksan fenomen i razumijevanje reakcijskih
mehanizama odgovornih za te promjene je od najvece vaznosti. Biokemijski procesi koji se
zbivaju tijekom skladiStenja piva, dogadaju se spontano, ali ne i istovremeno. Intenzitet ovih
reakcija ovisi o uvjetima u kojima je proizvod skladiSten i interakcijama metabolickih putova.

Rok trajanja pakiranog piva je odreden pojavom zamucéenja ili kvarenjem okusa. Do
danas nije u potpunosti poznato koji mehanizmi utjeCu na stabilnost piva. Smatra se da su
sirovine uzrok pojave zamucenja, iako 1 sam proces fermentacije moze biti uzrok. Postojanost
okusa ovisi o koli¢ini kisika u pakiranom pivu, buduéi da veca koli¢ina kisika u pivu uzrokuje
pojavu aerobnih mikroorganizama u pivu.

Osim okusnih i nutritivnih svojstava, pivo sadrzi sastojke koji su prepoznati u
epidemioloskim istraZivanjima kao zastitni agensi, a radi se o prirodnim antioksidansima
(Nicoli et al., 1997). Pivo sadrzi sastojke s antioksidacijskim svojstvima, kao S$to su
reducirajuci Seceri, produkti Maillardove reakcije, vitamini 1 fenolni sastojci Ciji se udjel
smanjuje s vremenom skladiStenja, odnosno starenjem (Ofiate-jaen i sur., 2006). Polifenolni
sastojci su vazni antioksidansi, ¢iji mehanizam djelovanja ukljucuje i vezanje slobodnih
radikala i keliranje metala. Neka istrazivanja su pokazala da konzumiranje piva znacajno
podize udjel antioksidanasa u plazmi, buduéi da se konzumiranjem piva mogu unijeti fenolne
komponente u organizam (Montanari i sur., 1999).

Dobro je poznato da se mnogi antioksidansi gube prilikom skladistenja, $to utje¢e na
starenje piva. Ti spojevi reagiraju i s drugim sastojcima piva, zbog Cega je starenje piva
kompliciran proces koji uklju¢uje mnoge mehanizme koji do danas nisu dobro istrazeni.
Tijekom skladiStenja piva, fenolni sastojci reagiraju s proteinima i tvore visokomolekulske
spojeve, koji dovode do zamucenja piva (Vanderhaegen i sur., 2006). No, polifenoli imaju

nezamjenjiv ucinak na oksidativnu stabilnost piva (Andersen i sur., 2000).



Cilj ovog rada bio je istraziti kako se mijenjaju kemijski sastav i antioksidacijska
svojstva tamnih piva tijekom ubrzanog i normalnog starenja tijekom skladistenja, pa su stoga

napravljena sljedec¢a odredivanja:

usporedba kemijskog sastava dva tamna piva razli¢itih proizvodaca,
udjela ukupnih polifenola u pivima tijekom skladistenja,
antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom,

redukcijske snage istrazivanih piva

YV V. V VYV V

stabilnosti i intenziteta boje tamnih piva tijekom skladiStenja.



2. TEORIJSKI DIO



2. 1. Polifenoli u pivu

Izvoriste polifenola u pivu su jeCam i hmelj. Polifenole u veé¢im koncentracijama
nalazimo u vis$im biljkama gdje imaju svoju signalnu i obrambenu ulogu (Doner i sur., 1993).

Blagotvorni utjecaji napitaka koji sadrze polifenole, kao §to su ¢ajevi, kava, voéni
sokovi, vino i pivo, dobro su poznati i istrazeni (Gorinstein i sur., 2000; Kaur i Kapoor, 2002).
Fenolni sastojci predstavljaju skupinu kemijskih supstancija koje u svojoj strukturi imaju
barem jednu fenolnu jedinicu, a izraz polifenoli se odnosi na sve molekule s dva ili vise
fenolna prstena (Bamforth, 1999).

U pivu je vazan postotak fenolnih spojeva prisutan u monomernom obliku kao §to su
hidroksicimetne kiseline (npr. p-kumarinska, ferulinska, i kafeinska) i fenolne kiseline (npr.
galna). Najvaznija hidroksicimetna kiselina u pivu je ferulinska kiselina (0,52-2,36 mg/l), koja
dolazi iz stani¢ne stijenke endosperma je¢menog zrna (Baxter i sur., 1997). Koncentracije
polifenola u pivima donjeg vrenja su izmedu 50 i 150 mg/I (Callemien i Collin, 2007). Ovisno
o tipu piva, ¢ak do 80 % polifenola potjece iz slada, dok je ostatak iz hmelja (Goupy 1i sur.,
1999). U pivu mozemo odrediti nekoliko grupa fenolnih spojeva, od jednostavnih fenola,
derivata benzojeve kiseline, cimetne kiseline, kumarina, flavanona, flavona, flavan-3-ola,
proantocijanidina, a-kiselina i drugih spojeva (Aron i Shellhammer, 2010). Konacna
koncentracija polifenola u pivu u najvecoj mjeri ovisi o nacinu varenja piva i uporabljenim
sirovinama. Dva su tipa polifenola koja u posljednje vrijeme izazivaju veliku paznju, a to su

flavan-3-ol i flavonol (Slika 1).

a) b)

Slika 1. Strukture flavonoidnih polifenola: a) flavan-3-ol, b) flavonol (Aron i Shellhammer,
2010)



Flavonoli ¢ine priblizno 10 % ukupnih polifenola u pivu, a u tu skupinu pripadaju i
spojevi koji izazivaju koloidnu nestabilnost piva. Flavan-3-ol ima vaznu ulogu u postizanju
zadovoljavajuce kakvocée piva: utjeCe na stabilnost pjene, okus, boju i koloidnu stabilnost
(Dvorakova i sur., 2008).

2. 2. Polifenoli i koloidna nestabilnost piva

Koloidna nestabilnost piva uglavnom je izazvana interakcijama izmedu polipeptida i
polifenola, koje rezultiraju vidljivim zamucenjem s posljedicom smanjenja trajnosti gotovog
proizvoda (Siebert i Lynn, 1997).

Polipeptidi odgovorni za nastajanje zamucenja imaju svoje izvoriste u jeCmu, veli¢ine
su od 10 do 30 kDa i bogati su prolinom i glutaminskom kiselinom (Asano i sur., 1982). Cine
tek 3-7 % ukupnih proteina piva (Leiper i sur., 2003). Ovi polipeptidi, poznati kao ,,0sjetljivi
proteini®, taloze se s taninskom kiselinom, i na taj nacin se moze odrediti njihov udjel u pivu.

Polifenoli koji izazivaju mutno¢u nazvani su ,.tanoidima“ i vrlo su sli¢ni polimernim
proantocijanidinima (Chapon, 1993). Tanoidi se pretvaraju u tanine koji mogu izazvati
zamucenje 1 najéeSce ukljucuju i flavonoidne oligomere (McMorrough, 1995). Flavonoidi iz
piva su najcesce katehin, epikatehin, galokatehin i epigalokatehin (Siebert i sur., 1996).

Kako pivo stari, kao prva faza u stvaranju zamucenja je pojava hladnog zamucenja.
Dogada se kad je pivo ohladeno ispod 0 °C i nestaje ako se pivo zagrije. Hladno zamucenje se
pojavljuje kada se proteini i1 polifenoli vezu nekovalentnim vezama (Siebert 1 sur., 1996).
Trajno zamucenje nastaje na isti nacin u pocetku, no ubrzo se stvaraju kovalentne veze i
pomocu njih netopljivi kompleksi koji se ne otapaju pri zagrijavanju.

Za osiguravanje koloidne stabilnosti piva nije nuzno ukloniti sve proteine 1 tanoide.
Identifikacija dopustenog udjela ovih spojeva moze se koristiti za definiranje sastava piva pri
punjenju u boce kojom se postize zadovoljavajuca dugotrajna stabilnost proizvoda (Moll 1

sur., 1987).

2. 3. Mehanizam nastajanja koloidne nestabilnosti

Kada se govori 0 nestabilnosti piva, vazno je razlikovati koloidno zamucenje od
mikrobioloSkog. Mikrobioloska nestabilnost piva je vrlo rijetka pojava zahvaljuju¢i znacajnim

poboljsanjima u dizajnu i tehnoloskim operacijama tijekom proizvodnje piva. Koloidno ili ne



bioloSko zamucenje podrazumijeva reakcije izmedu razli¢itih molekula proteina, polifenola 1
ugljikohidrata (Bamforth, 1999; McMurrough i sur., 1999). Istrazivacki tim Karla Sieberta s
Cornell University, USA (Siebert i sur., 1996) proveo je opsezna istrazivanja na OvVOm
podrucju i objavio da dvije glavne molekule — proteini koji izazivaju zamucenje 1 polifenoli —
imaju specificne strukture koje im omogucavaju medusobno djelovanje i time tvorbu Cestica
koloida (Siebert i sur., 1996; Siebert i Lynn, 1998).

Zanimljivo je da je prolin jedina aminokiselina u sladovini koja ne treba kvascu
tijekom vrenja zbog toga Sto kvasac nema permeaze koje bi omogucile transport prolina u
stanicu. U posljednjih su trideset godina predlozeni brojni mehanizmi nastanka koloidnog
zamucenja piva, a na Slici 2 su prikazani mehanizmi koje su, medu prvima, predlozili Asano i

suradnici jo$ davne 1982. godine.
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Slika 2. Mehanizmi reakcije proteina s polifenolima (Asano i sur., 1982)



2. 4. Antioksidacijski kapacitet piva

Antioksidacijski kapacitet namirnice rezultat je sinergijskih ucinaka izmedu
bioaktivnih supstancija, elemenata u tragovima, metala i dugih sastojaka namirnice, te ne
predstavlja zbroj antioksidacijskih kapaciteta pojedinih bioaktivnih supstancija (Liu, 2004).
Antioksidansi mogu djelovati putem vrlo razli¢itih mehanizama kao $to je keliranje metala,
supresija prvih slobodnih radikala koji iniciraju oksidativno osteéenje, vezanje slobodnih
radikala i stvaranje kompleksa ili induciranje aktivnosti antioksidacijskih bioloskih sustava
(Prior i sur., 2005).

Saura- Calixto i suradnici (2009) su mijerili antioksidacijski kapacitet piva na dva
nacina: FRAP i ABTS ili TEAC (eng. Trolox equivalent antioxidant capacity) metodama koje
se temelje na sposobnosti uzorka da veze organske slobodne radikale. Rezultati su izrazeni
kao pumol Troloxa/100 ml (Tablica 1). Iz tablice je vidljivo da najveci antioksidacijski
kapacitet imaju crni ¢aj, pivo, jabukovaca i crveno vino, za razliku od bijelog vina, jabu¢nog
soka i soka od naranc¢e (Bamforth, 2004).

Tablica 1. Antioksidacijski kapacitet naj¢es¢e konzumiranih namirnica i pica
(Bamforth, 2004)

Namirnica Koli¢ina Ukupni antioksidacijski kapacitet

(nmol Trolox ekvivalenata)

jabuka (oguljena) 100 g 640
raj¢ica 100 g 160
bijelo vino 150 mL 220
crni ¢aj 150 mL 1400
jabucni sok 150 mL 140
sok od narance 150 mL 400
pivo 500 mL 910-1340
jabukovaca 500 mL 200-5190
Crveno vino 150 mL 1340-3400




2. 5. Flavonoidi i nestabilnost boje piva tijekom skladistenja

Flavonoidi, obojeni antocijani i tanini, polifenoli su koji doprinose nestabilnosti piva.
Proantocijanidini su odgovorni za koloidnu nestabilnost, dok se za flavonoide smatra da
sudjeluju u nestabilnosti boje piva (Callemien i Collin, 2007). Promjene boje piva tijekom
skladiStenja uglavnom su posljedica enzimskih i ne enzimskih oksidacija polifenola i/ili
nastajanja melanoidinskih spojeva (Savel, 2010). Nadalje, tijekom proizvodnje piva, u fazi
ukomljavanja i kuhanja sladovine s hmeljom, nastaju obojeni karamelni spojevi, koji utjecu
na intenzitet boje.

U prisutnosti kisika, dolazi do brzog pojacavanja intenziteta boje u prvim danima
skladistenja zbog oksidacije i dodatne razgradnje polifenola, Sto rezultira smanjenjem udjela
ukupnih flavonoida. McMurrough i sur. (1996) su uocili smanjenje koncentracije (+)-
katehina, (-)-epikatehina, prodelfinidina B3 i procijanidina B3 pri 37 °C, posebice tijekom
prvih 4-5 tjedana skladistenja (Slika 3). Suprotno tome, nakon lag perioda od oko 5 tjedana,
udjel ,,tanoida* se povec¢ao (McMurrough i sur., 1997). Nadalje, prema istrazivanjima koja su
proveli Gardner i McGuiness (1977), oksidativni mehanizmi mogu izazvati polimerizaciju

flavonoida, $to dodatno utjece na intenzitet boje.

OH OH OH

A OH A OH t :DH
HO._- } O s HO_ O o HO._- | O o
2, - A »
OH OH OH
OH

galokatehin

procijanidin B3 prodelfinidin B3

Slika 3. Flavonoidi iz piva (Siebert i Lynn, 1998)



2.6. Stabilnost okusa piva

Kada se pivo skladisti duze vrijeme, stvara se trajno zamucenje. lako sam proces
fermentacije utjeCe na koloidnu stabilnost piva, sastojci koriStenih sirovina se smatraju
glavnim uzro¢nicima zamucenja. Koloidna nestabilnost piva je uzorkovana formiranjem
netopljivih kompleksa izmedu proteina i oksidiranih polifenola. Stoga, ravnoteza izmedu te
dvije grupe spojeva uvelike odreduje koloidnu stabilnost piva (Andersen i sur., 2000).
Frekvencija pojave zamucenja se povecava najvise zbog temperature skladiStenja i prisutnosti
kisika (usko vezano uz kvarenje okusa). Prisutnost Zeljeza u tragovima indirektno uzrokuje
pojavu zamucéenja buduéi da katalizira reakcije oksidacije. Kretanje koloida u pivu ubrzava
proces formiranja zamucenja (zbog brzine kojom reagiraju koloidi), a svjetlost potice
oksidaciju i pojavu zamucéenja (Stewart, 2004).

Stabilnost okusa ovisi o koncentraciji otopljenog kisika u pivu. Vrlo je vazno da
koncentracija otopljenog kisika u pivu bude Sto manja prije pakiranja u ambalazu (manje od
100 mg/L) te da akumulacija kisika pri punjenju bude minimalna. Ustanovljeno je da je
oksidacija piva glavni uzrok kvarenja okusa. Kisik u obliku molekule, O, nije pretjerano
reaktivan (Bamforth i Parsons, 1985). Medutim, aktivirani oblici kisika (02", 02%, H20, OH)
sudjeluju u procesu starenja piva (Uchida i Ono, 1996) (Slika 4).

Oksidacijski
broj
0, .A\km-acna_. 0, 0
|+e
. H .
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| =
\ HY . -H
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Slika 4. Mehanizam nastajanja reaktivnih kisikovih spojeva (Preedy, 2009)



Reakcije oksidacije ukljucuju 1 Fentonove reakcije, koje ovise o ionima kisika i Zeljeza
ili bakra te minimiziranje prisutnosti tih sadrzaja pozitivno utje¢e na Stabilnost okusa piva
(Andersen i sur., 2000). Medutim, sada se zna da stabilnost okusa piva ovisi 0o svim
stupnjevima proizvodnje piva. U mnogim namirnicama, kvarenje uzorkuje pojava raznih
nezeljenih nezasi¢enih karbonilnih spojeva. To vrijedi i za kvarenje piva (Bamforth, 2000).
Spojevi odgovorni za lo§ okus piva mijenjaju se tijekom produzenog skladiStenja, a te

promjene su prikazana ne Slici 5.

Okus nbizla

Gorak okus
l l Sladak okus

Intenzitet

Sladak okus,
poput okusa i N
arome karamele N

i __----"""‘ Okus kartona

Vrijeme

Slika 5. Dalglieshov dijagram promjene u okusima piva tijekom skladistenja (Preedy, 2009)

Poznato je da pojava odredenih karbonilnih spojeva (produkti oksidacije) igra vaznu
ulogu stabilnosti okusa piva (Varmuza i sur., 2002). Spojevi koji uzrokuju sladak okus vrlo
starih piva jo$ nisu identificirani. Ipak, smatra se da "papirast” okus piva starih 2-4 mjeseca
uzrokuju nezasiceni aldehidi. Aldehid s najve¢im utjecajem na okus je trans-2-nonenal. Ostali
aldehidi, poput nonadienala, dekadienala i undekadienala, mogu uzrokovati promjenu okusa
(Stewart, 2004). Drugi spojevi €ija se koncentracija poveca tijekom starenja piva su: f3-
damascenon, metional-dimetiltrisulfid (Chevance i sur., 2002; Guido i sur., 2004) i furfuril-
etil-eter (Vanderhaegen, 2004). Poznato je da je stabilnost okusa piva odredena endogenom
antioksidativnom aktivno$¢u samog piva, na koju utjeCe svaki stupanj proizvodnje piva
(Uchida 1 Ono, 1996). Pivo sadrzi sastojke S antioksidativnim svojstvima kao S$to su:

reducirajuéi Seceri, sumporov dioksid, fenolni spojevi, vitamini i MRP-i. Znatan broj fenolnih



spojeva mogu djelovati kao antioksidanti, s mehanizmima koji ukljucuju prikupljanje
slobodnih radikala i heliranje metala (Fantozzi i sur., 1998). Sadrzaj fenolnih spojeva u pivu,
koji je opisan u bibliografiji, oscilira izmedu 50 i 350 mg/L. S druge strane, uloga fenola kao
antioksidanta je sporna. Pri istrazivanju efektivnosti fenolnih spojeva kao antioksidanta
dobiveni su kontradiktorni rezultati, pri ¢emu je sulfit prepoznat kao bitan antioksidant u pivu

(Kaneda i Takashio, 1996; Uchida i Ono, 1996; Foster i sur., 1999).

2.7. Metode za procjenu starenja piva

Iako se loS okus piva lako identificira senzorskom analizom za okus piva, svakako
postoji potreba za analitickim metodama kojima je moguce odrediti spojeve odgovorne za taj
okus kako bi se omogucilo kvantitativno odredivanje kvarenja piva. U literaturi se mogu naci
razne metode za procjenu starenja piva. Te metode se najvise odnose na nestabilnost okusa
piva, §to je najvazniji ¢imbenik u odredivanju roka trajanja piva u ambalazi (Uchida i Ono,

1996).

Dijele se na:

(a) metode za mjerenje jednog spoja ili grupe istovrsnih spojeva

(b) metode za detekciju vremena potrebnog za stvaranje slobodnih radikala
(c) simulacije dodavanjem egzogenih slobodnih radikala u pivo

(d) ostale metode vezane uz razne vrste osnovnih svojstava

(e) senzorsku analiza i senzore (elektronski nos (EN) i elektronski jezik)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



U ovom su radu istrazivana kemijska 1 antioksidacijska svojstva tamnog piva tijekom
produzenog i ubrzanog skladistenja

Istrazivanja su obuhvatila odredivanja (Slika 6):

> kemijskog sastava piva: udjela alkohola (vol. %), pravog ekstrakta (g/l), udjela
ukupnih kiselina (g/l) i sadrzaja CO2 (g/1)

stabilnosti i intenziteta boje piva tijekom skladiStenja

udjela ukupnih polifenola u pivu

antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

YV V V VY

redukcijske snage istrazivanog piva
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ODREDIVANJE ODREDIVANJE PRAVOG
ALKOHOLA EKSTRAKTA
(Metoda 3.3.1.1.1.) (Metoda 3.3.1.1.2.)
ODREDIVANIJE ODREDIVANJE UDJELA
SADRZAJA Cco, UKUPNIH KISELINA
(Metoda 3.3.1.1.3.) (Metoda 3.3.1.1.4.)
SKLADISTENJE PRI UZORCI TAMNOG PIVA SKLADISTENJE PRI
25°C/120dana <:| Velebitsko/Tomislav |:> 42°C/6dana
(boce, anaerobni uvjeti)
(Metoda 3.3.2.1.) (Metoda 3.3.2.1.)
ODREDIVANJE UDJELA ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIISKOG

KAPACITETA DPPH METODOM
UKUPNIH POLIFENOLA

(Metoda 3.3.2.2.) (Metoda 3.3.2.3.)

ODREDIVANJE REDUKCISKE
SNAGE

(Metoda 3.3.2.4.)

!

ODREDIVANJE INTENZITETA
BOJE PIVA

(Metoda 3.3.2.5.)

Slika 6. Shematski prikaz istrazivanja na uzorcima tamnog piva.



3.1. Materijali

3.1.1

3.1.2

o~ w0 N oE

3.1.3

w o np o=

3.14

A A

. Uzorci piva

Svi su istrazivani uzorci piva nabavljani iz trgovina u Zagrebu i ¢uvani i na

sobnoj temperaturi i na 4 °C u hladnjaku do provodenja pokusa.

Uzorci tamnog piva:

- tamno — Tomislav (kraljevsko tamno pivo), Zagrebacka pivovara, Zagreb

. Reagensi za odredivanje ukupnih polifenola

otapalo: destilirana voda, H.O

Folin-Ciocalteau reagens (Fluka)

7,5 %-tna otopina natrijeva karbonata, Na,CO3 (Kemika)
galna kiselina (Sigma)

(+)-katehin (Sigma)

. Reagensi za odredivanje sposobnosti vezanja slobodnih radikala

otapalo: metanol (Fluka)
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) (Sigma)
Trolox (Sigma)

. Reagensi za odredivanje reducirajuce snage

0,2 M fosfatni pufer

kalijev fericijanid (1 %)
trikloroctena kiselina (10 %)
otopina FeCls (0,1 %)

askorbinska kiselina
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3.2. Aparati

- pH-metar

Pri radu je koristen pH-metar "Methrom”, model 744, Svicarska.

- Vage

Analiticka vaga “Mettler”, Svicarska
Digitalna analiticka vaga "Shimadzu”, Japan
Tehnic¢ka vaga “Tehtnica”, ET 1211, 0-1200 g, Slovenija

- Vibro mikser

Za homogenizaciju uzoraka koristen je vibriraju¢i mikser “Tehtnica® model EV-102,

Zelezniki, Slovenija.

- Spektrofotometar
Za mjerenje apsorbancije pri 420 i 520 nm koriSten je spektrofotometar Unicam

HeA\ios €, USA.

Za mjerenje kinetike vezanja DPPH* radikala u bijelom, ruzi¢astom i crnom vinu

koriSten je spektrofotometar Cary 3, Varian, Australia.

- Termostat

Uzorci piva za test ,,ubrzanog™ starenja termostatirani su tijekom 6 dana pri 42 °C, u

termostatu Sutjeska, BiH.
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3.3. Metode istrazivanja

3.3.1. Odredivanje kakvo¢e piva

3.3.1.1.Kemijska odredivanja kakvoée piva (Analytica-EBC, 1998)

3.3.1.1.1. Odredivanje alkohola (Metoda 9.2.1.)

U tikvicu za destilaciju od 500 ml odvagano je to¢no 100 g piva bez CO2, s to¢noséu
od 0,01 g. Tikvica je prikljucena na Liebig-ovo hladilo produzeno na donjem kraju izvu¢enom
cijevi koja se uvodi u piknometar od 50 ml. Tijekom destilacije (30 — 40 minuta), destilat je
povremeno promijeSan zbog kontrakcije volumena. Destilacija je prekinuta kada je
piknometar bio pun skoro do oznake. Nakon toga je piknometar ostavljen 30 minuta u
vodenoj kupelji pri 20 °C i dopunjen do oznake destiliranom vodom iste temperature. Nakon

vaganja termostatiranog piknometra, gustoca destilata je izraCunata prema formuli:

a
d=—
b

d = gustoca destilata (d3o/20)
a = masa destilata (g)

b = vodena vrijednost piknometra (g)

Koncentracija alkohola ocitana je iz tablica po Windischu. Budu¢i da je destilirano 100 g

piva, postotak alkohola u pivu je:

a = masa destilata (g)
¢ = koncentracija alkohola u destilatu (maseni %)

A = koncentracija alkohola u pivu (maseni %)

15



3.3.1.1.2. Odredivanje pravog ekstrakta (Metoda 9.43.1.)

Ostatak u tikvici nakon odredivanja alkohola je ohladen i na vagi dopunjen
destiliranom vodom do prvobitne tezine od 100 g. Sadrzaj tikvice je dobro izmijesan i
odredena je gustoca tekuéine piknometrom termostatiranjem pri 20 °C. Pravi ekstrakt (n) je

oditan iz tablice i izrazen kao % mase.

n = pravi ekstrakt (%)

3.3.1.1.3. Odredivanje sadrZaja CO, (Metoda 9.28.1.)

U menzuru od 25 ml dodano je 15 ml 0,1 M NaOH i 10 ml ohladenog piva (0-5 °C),
nakon ¢ega je sadrzaj preliven u ¢asu od 50 ml, ispran deioniziranom vodom i titriran s 0,1 M

HCI do pH 8,3 (provjera pH vrijednosti pH metrom).

Utrosak HC1 za 10 ml piva=a =ml HCI - f ¢

Pivu zagrijanom na 15 — 20 °C uklonjen je CO: stresanjem, nakon ¢ega je otpipetirano 50 ml
piva, koje je titrira s 0,1 M NaOH do pH 8,3.

UtroSak NaOH za 10 ml piva:

ml NaOH-f .,

5
Koncentracija COz (g/l) je izracunata prema jednadzbi:

b=

CO2=0,44 - [15— (a—b)]
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3.3.1.1.4. Odredivanje udjela ukupnih kiselina (Metoda 9.2.5.)

Udjel ukupnih kiselina odreden je titracijom s 0,1 M NaOH, uz fenolftalein kao
indikator. 50 ml piva je oslobodeno CO2 povremenim muckanjem u vodenoj kupelji pri 40 °C
tijekom pola sata. Svijetlo pivo je razrijedeno istim volumenom vode, a tamno dvostrukim
volumenom. Svijetlo titrirano se izravno uz dodatak 5-6 kapi fenolftaleina, dok je tamno
titrirano bez indikatora, a kraj titracije je odreduje fenolftaleinskim papirom do ruzi¢aste boje.
Udjel kiselina je izrazen u ml 0,1 M NaOH na 10 ml piva. Utroseni ml 0,1 M NaOH za

titraciju piva je pomnozen s faktorom 0,1 M NaOH i podijeljen s 5.

3.3.2. Analiticke metode

3.3.2.1. Testovi ubrzanog (,forcing test“) i normalnog starenja piva

Za test ubrzanog starenja piva, boce piva su termostatirane pri 42 °C tijekom 6 dana, a
svaki dan su izuzimani uzorci za odredivanje udjela ukupnih polifenola 1 njihovog
antioksidacijskog kapaciteta.

Za test normalnog starenja, piva su ostavljena na sobnoj temperaturi 4 mjeseca i
tijekom tog perioda izuzeto je 12 uzoraka piva za provodenje istih testova kao i kod piva koja
su podvrgnuta ubrzanom starenju.

Kontrolne uzorke su predstavljala piva ¢uvana pri + 4 °C u hladnjaku.

3.3.2.2. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Koncentracija ukupnih polifenola je odredivana spektrofotometrijski s Folin-Ciocalteu
reagensom (Singleton i Rossi, 1965).

Princip metode:

Metoda se temelji na kolorimetrijskoj reakciji Folin-Ciocalteu reagensa s nekim reduciraju¢im
reagensom (fenoli). Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske
kiseline, koji reagira s fenoksid ionom iz uzorka, pri ¢emu se fenoksid-ion oksidira, a Folin-
Ciocalteu reagens reducira do plavo obojenih volframova i molibdenova oksida. Nakon dva

sata reakcije u kojoj svi fenolni spojevi izreagiraju s Folin-Ciocalteu reagensom,

17



spektrofotometrijski se odredi intenzitet nastalog plavog obojenja na 765 nm . Ocitane
vrijednosti apsorbancije razmjerne su intenzitetu nastale plave boje i koncentracijama

antioksidansa. Kao standard je koriStena galna kiselina.

Postupak:
U odmjernu tikvicu od 25 ml otpipetirano je 2 ml uzorka, 9 ml destilirane vode i 1 ml Folin-

Ciocalteu reagensa. Reakcijska smjesa je promijeSana na vibromikseru i ostavljena da stoji 3
minute, nakon ¢ega je uzorku dodano 8 ml 7,5 %-tne otopine Na>COs. Tako pripremljeni
uzorak ostavljen je stajati 2 h na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je mjerena apsorbancija
razvijenog plavog obojenja na 765 nm u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba pripremana je
na isti nacin kao i uzorci, samo je umjesto 2 ml uzorka, reakcijska smjesa sadrzavala isti
volumen destilirane vode. Apsorbancija slijepe probe je oduzeta od apsorbancije uzorka i tako
dobivena vrijednost je koriStena za izracunavanje konacnog rezultata. Svaki uzorak pripreman
je u dvije usporedne probe (n=2), a rezultat je izrazen kao srednja vrijednost dobivenih
rezultata. Koncentracija ukupnih fenola je izracunata preko bazdarnog dijagrama za
odredivanje ukupnih fenola i izraZzena kao ekvivalent galne kiseline (mg GAE/).

Udjeli fenolnih spojeva (galna kiselina i (+)-katehin) su izracunati prema bazdarnim

krivuljama.

3.3.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Antioksidacijski kapacitet je odredivan s 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
radikalom prema metodi koju je opisao Molyneux (2004).

Princip metode:

Ova metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta temelji se na redukciji DPPH radikala
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini koja je pracena Kkolorimetrijskom
reakcijom. DPPH radikal radi nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom
dijelu spektra (515 nm). U prisutnosti elektron donora — AH (antioksidans koji gasi slobodne
radikale) dolazi do sparivanja elektronskog para DPPH radikala te do promjene plave boje
otopine u zutu, §to je popraceno opadanjem vrijednosti apsorbancije.

Postupak:

Pripremljena je 250 uM metanolna otopina DPPH. U epruvetu je otpipetirano 0,1 ml uzorka

piva i dodano mu je 2,9 ml metanolne otopine DPPH. Odmah po dodatku otopine DPPH
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mjerena je apsorbancija pri 515 nm u razmaku od 1 minute, sve do uspostavljanja konstantne
vrijednosti apsorbancije (ravnotezno stanje). U drugu epruvetu, koja predstavlja slijepu probu,
umjesto uzorka je dodano 2 ml metanola te 2 ml otopine DPPH. Rezultati su prikazani kao
ECso, odnosno koli¢ina uzorka potrebna da se postigne 50 %-tno obezbojenje DPPH. Nize

vrijednosti ECso ukazale su na ve¢i antioksidacijski kapacitet.

Antioksidacijski kapacitet piva (Akv) je izraCunat prema jednadzbi (Makris i sur., 2003):

A = 0,699 - In (% AAsis) — 7,023

pri ¢emu je

% AAs1s = [(Asis(t=0) — As15t=60)/As15(=t0)] - 100.

Postotak preostalog DPPH (% DPPHy) je izracunat prema jednadzbi:

% DPPHpr = [DPPH]t=60/[DPPH]t=0

3.3.2.4. Odredivanje redukcijske snage

Redukcijska snaga odredivana je metodom po Lugasiju (2003).

Postupak:

1 ml uzorka je pomijesan (vibracijska mijesalica) s 2,5 ml fosfatnog pufera (0,2 M, pH 6,6) i 1
%-tnim kalijevim fericijanidom, KsFe(CN)s (2,5 ml). Reakcijska smjesa je inkubirana na 50
°C tijekom 20 min i nakon toga joj je dodano 2,5 ml trikloroctene kiseline (10 %-tne). 1z ove
smjese je izuzeto 2,5 ml kojima je dodano 2,5 ml destilirane vode i 0,5 ml 0,1 %-tne otopine
FeCls i ocitana je apsorbancija na 700 nm. Redukcijska snaga je izrazena kao ekvivalent
kvercetina/ml. Ovako izrazen rezultat zna¢i da 1 ml uzorka ima jednaku reducirajucu snagu

kao odredena koli¢ina katehina, izrazena u pmol.
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3.3.2.5. Odredivanje intenziteta boje piva

Boja piva mjerena je standardnom referentnom metodom (SRM), kojom se
spektrofotometrijski ocitava apsorbancija na 430 nm (deLange, 2008). Ocitana apsorbancija je
mnozena s faktorom 12,7 za SRM ili 25 za odredivanje boje u EBC jedinicama (Tablica 2):

SRM =12,7 - D - Asao,
gdje je D faktor razrijedenja.

Ako se intenzitet boje zeli izraziti u EBC jedinicama, tada se koristi jednadzba:

EBC =SRM - 1,97

Tablica 2. Tablica za izra¢unavanje boje piva tijekom istrazivanja (DeLange, 2008)

SRM/Lovibond Primjer Boja EBC
2 svijetli lager 4
3 Pilsner ;]
4 Pilsner Urguell 8
6 12
8 pEenitno 16
10 svijetli ale -20
13 D 26
17 tamni lager -33
20 - 39
24 R -
29 Porter - 57
a5 Stout - 69
70 vrhunski Stout - 138
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4. REZULTATI



4.1. Kemijska analiza piva

U radu su istrazivana kemijska i antioksidacijska svojstva dva tamna piva: Velebitskog
(Gospi¢) 1 Tomislava (Zagrebacka pivovara, Zagreb). Istrazivana tamna piva predstavljaju
lager piva, odnosno piva donjeg vrenja. Kemijski sastav uzoraka piva koji su uporabljeni za

istrazivanja prikazan je u Tablici 3.

Tablica 3. Kemijski sastav istrazivanih uzoraka tamnog piva

Analiza Velebitsko Tomislav
Gustoca (g/mL) 0.9893 0.9874
Alkohol (vol. %) 6.12 7.33
Ekstrakt (g/L) 13.8 14.6
Ukupne kiseline (g/L) 3.06 3.84
Suha tvar (g/100 mL) 6.362 6.781
CO2 (g/L) 4.136 4532
pH 4.18 4.62
Boja (EBC jedinica) 63.05 69.02
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4.2. Antioksidacijska svojstva tamnih piva

Polifenolni sastojci su vazni antioksidansi, koji mogu na sebe vezati slobodne radikale.

Tijekom skladistenja piva, fenolni spojevi reagiraju s proteinima i tvore vVisokomolekulske

spojeve Kkoji izazivaju zamucenje proizvoda. lako rezultati koji se provode u ,.ekstremnim*

uvjetima ne mogu u potpunosti prikladno prikazati reakcije koje se odvijaju u ,,normalnim

3

uvjetima skladiStenja, test ubrzanog starenja (eng. forcing aging) pri 42 °C tijekom 6 dana je

uobic¢ajena metoda procjene koloidne stabilnosti piva i omogucéava istrazivanje starenja piva

pri viSim temperaturama u kratkom vremenskom periodu.U ovom su radu provedeni testovi

ubrzanog starenja piva s ciljem otkrivanja moguceg zamucenja, tijekom kojih su mjerene

promjene udjela polifenola u dva tamna piva (Slika 7).

600

550

koncentracija (mg/l)

400

350

Slika 7.

-#-Velebitsko
Tomislav
0 1 2 3 4 5 6 7
vrijeme (dani)
Promjena udjela ukupnih polifenola tijekom testiranja ubrzanog starenja

tamnih piva
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Promjena udjela ukupnih polifenola u uzorcima tamnih piva pracena je skladistenjem
uzoraka na sobnoj temperaturi tijekom 4 mjeseca (Slika 8). Vidljivo je da je najvece
smanjenje udjela fenolnih spojeva izmjereno u prvih 20 dana skladistenja, nakon Cega su se

vrijednosti, uz male oscilacije izmedu 40-tog i 90-tog dana, uz manje oscilacije, ustalile.

2
520 - \Velebitsko

Tomislav
470 A

N
N
o

w
by}
o

koncentracija (mg/l)

320 1 o/

270 -

220

0 20 40 60 80 100 120 140
vrijeme (dani)

Slika 8. Promjena udjela ukupnih polifenola tijekom testiranja prirodnog starenja

tamnih piva

Sposobnost vezanja slobodnih radikala mjerena je redukcijom slobodnog radikala
DPPH. Rezultati su prikazani kao ECsp, odnosno volumen uzorka (ul) potreban da se postigne
50 %-tno obezbojenje DPPH. Na Slici 9 je vidljivo je da veéi antioksidacijski kapacitet imalo
Tomislav pivo.

Rezultati dobiveni mjerenjima provedenim tijekom 4 mjeseca skladiStenja mijenjali su
se od uzorka do uzorka, pri ¢emu su i jedno i drugo tamno pivo pokazali oscilacije u
izmjerenim vrijednostima (Slika 10). U svim je istrazivanim pivima ECs vrijednost rasla s

vremenom skladistenja, $to ukazuje na smanjenje antioksidacijskog kapaciteta.

23



200 -

-=-Velebitsko
180 - Tomislav
=160 -
3
S
€
2
S 140 -
120 4
100 L] L] L] L] L] L] 1
0 1 2 3 4 5 6 7

vrijeme (dani)

Slika 9. ECso vrijednosti tijekom testiranja ubrzanog starenja tamnih piva
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Slika 10. ECsp vrijednosti tijekom testiranja prirodnog starenja tamnih piva
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Reduciraju¢a snaga smatra se sekundarnom ili preventivnom antioksidacijskom
aktivno$cu (Lugasi, 2003). Kao i u mjerenjima udjela ukupnih polifenola (Slika 7) i
sposobnosti vezanja slobodnih radikala (Slika 9), tijekom testa ubrzanog starenja dva tipa
tamnog piva, dobivene vrijednosti se nisu znacajnije mijenjale (Slika 11).

Za razliku od testa ubrzanog starenja, piva koja su prirodno starila izgubila su 50 %
svoje reducirajuce snage ve¢ nakon 30 dana skladistenja. Nakon tog perioda, vrijednosti su se
ustalile i odrzale jednakima sve do pred kraj skladiStenja, kada su opet pokazale tendenciju

pada kod obje vrste tamnog piva (Slika 12).
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Slika 11. Reducirajuca snaga tijekom testiranja ubrzanog starenja tamnih piva
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Slika 12. Reducirajuca snaga tijekom testiranja prirodnog starenja tamnih piva

U literaturi postoji vrlo malo podataka koji se odnose na promjenu boje tijekom
skladistenja piva. Rezultati dobiveni u ovim istrazivanja pokazali su da se kod Velebitskog
piva boja gotovo linearno mijenjala s vremenom skladistenja na sobnoj temperaturi, te je na
kraju iznosila 6 EBC jedinica viSe od pocetne vrijednosti. Skladistenom pri +4 °C u hladnjaku
tijekom prvih 20 dana se intenzitet boje povec¢ao za 1 EBC jedinicu i ta se vrijednost nije
mijenjala do kraja istrazivanja (Slika 13).

Tomislav pivo je pokazalo znatnu promjenu boje tijekom prirodnog starenja na sobnoj
temperaturi (Slika 14). Na slici je vidljivo da se boja od 80-tog do 100-tog dana linearno
promijenila za samo 1 EBC jedinicu, a do tada je zadrzala pocetnu vrijednost. Pivu,
skladistenom pri +4 °C, nakon 20 dana je vrijednost intenziteta boje pao za samo 0.1 EBC

jedinicu, nakon ¢ega se vrijednost viSe nije mijenjala.
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5. RASPRAVA



Odrzavanje kakvoce piva tijekom razliCitih faza odlezavanja, distribucije 1 trajanja
gotovog proizvoda predstavlja za svakog proizvodaCa piva izazov. Nekoliko parametara
odreduje opcenitu kakvocu piva (udjel je¢ma i nesladenih zitarica, ekstrakt u osnovnoj
sladovini, vol % alkohola, udjel CO2, prevrelost), no dva svojstva gotovog proizvoda
izazivaju posebnu paznju, a to su koloidna i okusna stabilnost (Aron i Shellhammer, 2010).

U ovom radu su istrazivana antioksidacijska svojstva dva tamna hrvatska piva,
Velebitskog i Tomislava. Oba piva su imala slican kemijski sastav (Tablica 3), osim §to je
Tomislav pivo imalo ve¢i volumni postotak alkohola i ekstrakta (7.33 %; 3.84 g/L) od
Velebitskog (6.12 %; 3.06 g/L).

Polifenoli su u pivu zastupljeni u obliku fenolnih kiselina, jednostavnih flavonoida i
tanina (Jerumanis, 1985). Prema McMurrough i sur. (1996) priblizno 30 % ukupnih polifenola
u pivu potjee od hmelja, a 70 % od je¢menog slada i to u obliku ferulinske kiseline, (+)-
katehina, (-)-epikatehina, procijanidina B3 i prodelfinidina (B3-9 i dva A tipa) (Slika 3). U
podru¢ju pivarstva, proantocijanidini su odgovorni za koloidnu nestabilnost tijekom
skladiStenja, a flavonoidi za nestabilnost boje piva tijekom skladistenja (McMurough i sur.,
1992). Istrazivanja koja su proveli Lermusieau i sur. (2001) na razli¢itim sortama hmelja s
obzirom na udjel ukupnih polifenola su pokazala da ovisno o sorti hmelja i nac¢inu obrade,
udjel polifenola moze biti razlicit cak do 250 %. Prema tome, uporaba razlicitih sorti hmelja i
je€ma u proizvodnji piva moze dovesti do razlike u krajnjoj koncentraciji polifenolnih
sastojaka.

Antioksidacijska svojstva tamnih vrsta piva ispitivana su testom ubrzanog starenja (6
dana na 42 °C) i pri prirodnom starenju piva (120 dana na 25 °C). U ovo radu su u
Velebitskom pivu prije i nakon testa ubrzanog starenja izmjerene vrijednosti ukupnih
polifenola bile izmedu 480 i 410 mg/L. Vrijednosti u Tomislav pivu bile su vece, od 525 na
pocetku do 450 mg/L na kraju ubrzanog testa (Slika 7). Tijekom prirodnog starenja, udjel
ukupnih polifenola i u Velebitskom i u Tomislav pivu smanjio se nakon 30-og dana
skladistenja, te nakon toga ostao relativno stabilan sve do kraja testiranja (Slika 8). U tom
,,stabilnom® periodu, udjel ukupnih polifenola u ispitivanim pivima kretao se od 320 do 300
mg/L. Uoceno je da se udjel ukupnih polifenola u prva tri tjedna skladiStenja smanjio za oko
40 %, Sto moze biti posljedica oksidacije polifenola na pocetku testiranja, jer se smatra da
jednostavni polifenoli polimeriziraju do viSih molekulski masa (tanina). Ove reakcije mogu
ukazati na prisutnost acetaldehida, koji nastaje kao posljedica oksidacije etanola
(Vanderhaegen i sur., 2006).
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Ukupni udjel polifenola je kvantificiran metodom po Folin-Ciocalteau, pri ¢emu
polimerizacija nije utjecala na njihovo odredivanje. Ova ¢injenica objasnjava profil promjene
ukupnih polifenola istrazen u ovom radu, koji ostaje skoro konstantan nakon dva tjedna
skladiStenja. Iako je antioksidacijski kapacitet smanjen tijekom testiranja zbog polimerizacije
fenolnih sastojaka, udjel ukupnih polifenola ostao je jednak.

Sposobnost vezanja slobodnih radikala, mjerena redukcijom slobodnog radikala DPPH
nije se znacajnije promijenila tijekom testiranja ubrzanog starenja uzoraka tamnih piva, te je
kod Velebitskog piva pala za 15 %, a kod Tomislav piva za samo 4 % (Slika 9). No, tijekom
prirodnog starenja piva, ECso vrijednost je znacajno linearno rasla tijekom posljednjih dana
skladiStenja u oba tipa piva (Slika 10), sto je pokazalo da su za 50 %-tno smanjenje slobodnih
radikala potrebni veéi volumeni uzoraka. Isti fenomen su zapazili i Vanderhaegen i sur.
(2006), koji su odredivali udjel ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet u pivima
skladiStenim 180 dana pri 20 i 40 °C.

Reduciraju¢a snaga smatra se sekundarnom ili preventivnom antioksidacijskom
aktivno$cu. Sekundarni ili preventivni antioksidansi mogu reducirati brzinu nastajanja lanca u
peroksidaciji lipida ili reagirati s produktima peroksidacije Sto dovodi do nastajanja
neradikalnih stabilnih produkata. Rezultati dobiveni testiranjem ubrzanog i prirodnog starenja
piva prikazani su na Slikama 11 i 12. Uzorci podvrgnuti ubrzanom starenju nisu pokazali
znacajnije promjene tijekom 6 dana istrazivanja, no Velebitsko pivo je pokazalo manju
reduciraju¢u snagu od Tomislav piva (Slika 11). Za razliku od ubrzanog testa starenja,
tijekom prirodnog starenja i kod jednog i kod drugog piva doslo je do smanjenja vrijednosti
reducirajuce snage nakon 30 dana skladiStenja 1 nove tendencije smanjenja vrijednosti nakon
100 dana (Slika 12).

Vrlo malo podataka u literaturi postoji o promjeni boje piva tijekom skladiStenja.
Prema McMurroughu i sur. (1996), postoji linearno povecanje intenziteta boje tijekom
skladi$tenja piva pri 40 °C u odsustvu kisika, a kao uzrok toj promjeni navode se produkti
Maillardove reakcije (Bravo i sur., 2002).

Izlozenost piva dnevnom (vidljivom) svjetlu dovodi do promjene intenziteta boje piva.
Ove su promjene izrazenije kod svijetlih nego kod tamnih piva. Vrlo je vazan ¢imbenik i
ambalaza u koju je pivo pakirano. Smede staklene boce skoro u potpunosti Stite pivo od
suncevih zraka (350-500 nm), dok prozirne ili zelene staklene boce omogucuju vrlo slabu ili
nikakvu zastitu (Bamforth, 2011).

U ovom istrazivanju su i Velebitsko i Tomislav pivo bili punjeni u smede staklene

boce, te skladisteni 4 mjeseca pri + 4 °C i na sobnoj temperaturi, kako bi se usporedile
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promjene boje piva tijekom skladiStenja u razli¢itim temperaturnim uvjetima. Dobiveni
rezultati su pokazali da je Velebitsko pivo skladiStenjem na sobnoj temperaturi tijekom 120
dana promijenilo boju za ¢ak 6 EBC jedinica, dok je pri +4 °C ta promjena bila samo za 1
EBC jedinicu (Slika 13). Tomislav pivo je vrlo malo promijenilo intenzitet boje; tek nakon
100-tog dana skladiStenja je izmjerena 1 EBC jedinica viSe nego na pocetku pokusa.
Skladi$tenjem na +4 °C, Tomislav pivo je zadrZzalo intenzitet boje kao i na pocetku
istrazivanja (Slika 14). Moze se uociti da su promjene intenziteta boje istrazivanih piva
skladistenih na sobnoj temperaturi bile izrazenije, $to se objaSnjava izlozeno§¢u svjetlu, za

razliku od piva iz hladnjaka.
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6. ZAKLJUCCI



Prema rezultatima postignutim u ovom radu, moze se zakljuciti:

1) Antioksidacijska svojstva tamnih piva (Velebitsko i Tomislav) ispitivana su testom

ubrzanog starenja (6 dana pri 42 °C) i tijekom normalnog starenja piva (120 dana pri 25 °C).

2) Tijekom ubrzanog starenja piva nisu uocene znacajnije promjene udjela ukupnih
polifenola. Nakon 30 dana skladiStenja uzoraka piva na sobnoj temperaturi uoceno je
znaajno smanjenje udjela ukupnih polifenola (58 %), nakon Cega je vrijednost do kraja

normalnog starenja ostala ujednacena.

3) Sposobnost vezanja slobodnih radikala u uzorcima tamnih piva nije se zna¢ajnije mijenjala
tijekom ubrzanog testa starenja, dok se normalnim starenjem nakon 90 dana smanjila na 64

%, a na kraju skladiStenja na 70 % Sto ukazuje na smanjenje antioksidacijskog kapaciteta.

4) Tijekom prirodnog starenja tamnog piva doslo je do smanjenja reduciraju¢e snage nakon
30 dana skladiStenja za 43 %, a nakon 120 dana skladistenja za 59 %. U uzorcima

podvrgnutim ubrzanom starenju nije uoceno znacajnije smanjenje reducirajuée snage.

5) Velebitskom pivu se tijekom normalnog starenja na sobnoj temperaturi promijenio
intenzitet boje za 6 EBC jedinica, a pri + 4 °C za samo 1 EBC jedinicu nakon 80 dana
skladistenja. Tomislav pivu se tijekom normalnog starenja na sobnoj temperaturi promijenio

intenzitet boje za 1 EBC jedinica, a pri + 4 °C za nije primijec¢ena promjena boje.
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