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1. UVOD

Pivo je pjenusavo, osvjezavajuce pice koje sadrzi mali, srednji ili veliki udio alkohola, moze
imati jace ili slabije karakteristican okus po sladu, manje ili jace izraZenu gor¢inu i specificnu
hmeljnu aromu te aromu estera. Dobiva se fermentacijom pivske hmeljene sladovine pomocu
pivskog kvasca koji je za mnoge stilove piva krucijalan u dobivanju Zeljnog profila okusa i
arome piva (Mari¢, 2009).

Prvi zapisi o proizvodnji piva datiraju iz vremena Sumerana u Mezopotamiji koji su od
vedine svojih zitarica pekli pogace dok su ostatke pogaca topili u vodu i dobivali proizvod nalik
pivu. Ovaj nacin proizvodnje piva prosirio se i na Egipat gdje se ovakva proizvodnja u ruralnim
dijelovima Nila zadrZala do danas. S vremenom se proizvodnja piva proSirila i Europom gdje
je brzo stekla popularnost jer je uz sami okus piva, bila dobar nafin mikrobioloskog
prociséavanja vode (Katz i Maytag, 1991).

U cijelom tom periodu vrenje piva je bilo spontano, odnosno ljudi nisu znali za postojanje
kvasca (Kunze, 2004). Tako je i prva verzija Njemackog zakona o ¢istoci piva iz 1516. godine
glasila da pivo smije sadrzavati samo je¢meni slad, hmelj i vodu. Tek je polovicom 19. stoljeca
Louis Pasteur otkrio i dokazao da je za fermentaciju odgovoran zivi mikroorganizam — kvasac
(Barnett, 2000).

Tijekom proizvodnje piva u Europi, pivari su primijetili da se na dnu otvorenih bacvi
nakupljao talog koji se mogao iskoristiti kako bi se brze dobilo kvalitetnije pivo. Nakon
degustacije su ponovo koristili istalozeni kvasac iz bacava u kojima je nastajalo bolje pivo dok
su talog iz bacvi s losijim pivom bacali. Na taj na¢in vrSili su selekciju kvasaca kroz dugi niz
godina pri ¢emu je nastajao veliki broj mutacija u genomu kvasca. Uslijed toga, danas imamo
razlicite sojeve koji razli¢ito utjecu na profil arome piva pa tako npr. neki sojevi tijekom vrenja
proizvode znacajnu koli¢inu fenola i tradicionalno se koriste za stilove kao $to su njemacka
pSeni¢na piva (Hefeweizen) i belgijska trapisticka piva odnosno sojevi koji gotovo ne proizvode
fenole i koriste se u britanske stilove piva kao Sto su Pale ale i India pale ale (White i
Zainasheff, 2010).

Cilj istrazivanja u ovom radu bio je usporedba kvalitete i aromatskog profila piva stila Pale
ale (kvascac gornjeg vrenja) i piva stila Doppelbock (kvasac donjeg vrenja) dobivenih u ovom
istrazivanju. Tijekom istrazivanja pracene su promjene koncentracija hlapivih komponenti
odnosno ostalih sastojaka piva (acetaldehida, etanola, glicerola, mlije¢ne kiseline i

ugljikohidrata)



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PIVSKI KVASAC | METABOLIZAM UGLJIKOHIDRATA

Pivski kvasac je jednostani¢ni, kemoorganotrofni, fakultativno aerobni eukariot koji
energiju pridobiva oksidativnhom razgradnjom prvenstveno glukoze, a zatim i ostalih
ugljikohidrata te glukogenih supstrata (etanol, glicerol, mlije¢na i octena kiselina). Razgradnja
ugljikohidrata odvija se glikolizom, heksoza-monofosfatnim putem i citratnim ciklusom
(Maaheimo i sur., 2001).

U proizvodnji piva najce$ée se koriste Sojevi kvasaca Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces pastorianus i Saccharomyces carlsbergensis za koje su karakteristi¢ne dvije
pojave: Pasteur-ov i Crabtree-ev efekt. Oba efekta su posljedica globalnog mehanizma
regulacije metabolizma ugljikohidrata i proizlaze iz ¢injenice da koriSteni pivski kvasci mogu
rasti aerobno i anaerobno (Rodrigues i sur., 2006).

Glavna tehnoloska razlika ale i lager kvasaca je temperatura fermentacije koja
posljedi¢no dovodi do drukéijeg profila arome i okusa piva. Ale kvasci najéesée provode vrenje
na temperaturama od 15-25°C (neki ale kvasci fermentiraju i do 30°C, npr. za Saison stil piva)
dok lager kvasci ve¢inom provode vrenje na temperaturama od 7-13°C (neki lager kvasci
fermentiraju i do 20°C npr. za California common stil piva). Uz samu temperaturu glavnog
vrenja, razlicita je i temperatura odleZavanja pa tako lager piva odlezavaju na temperaturama
oko 0°C dok ale piva odlezavaju na visim temperaturama. Neki sojevi ale kvasaca na kraju
glavnog vrenja isplivaju na povrsinu mladog piva dok se lager kvasci istaloze na dno fermentora
(Mari¢, 2009). Takoder, ale kvasci, za razliku od lager kvasaca, ne mogu previrati melibiozu
jer nemaju enzim melibiazu te iskori$tavaju samo treéinu rafinoze iz sladovine (Naumov i sur.,
1996).

U stanici kvasca se, pri aerobnim uvjetima, odvija potpuna oksidacija ugljikohidrata
prilikom ¢ega nastaju voda, COz, znacajna koli¢ina biomase i toplina. U anaerobnim uvjetima
kvasac konvertira ugljikohidrate uglavnom do etanola i CO2 prilikom ¢ega nastaje mala koli¢ina
biomase. Taj se fenomen metabolicke regulacije naziva Pasteur-ov efekt koji je zapravo
inhibicija alkoholnog vrenja u prisustvu kisika. Pasteur-ovim efektom kvasac optimira brzinu
razgradnje glukoze kako bi stanice imale dovoljno energije i meduspojeva za biosintezu. U
aerobnim uvjetima stanica kvasca proizvodi vis§e ATP-a po molekuli glukoze §to znaci da moze
sintetizirati stani¢ni materijal uz manji utrosak glukoze. Tijekom vrenja u proizvodnji piva
deSava se da kvasac prelazi s oksidacijskog na fermentacijski rast nakon $to potrosi sav

dostupan kisik iz hmeljene sladovine. Tom prilikom na nivou enzimske aktivnosti dolazi do:



e smanjenja aktivnosti enzima citratnog ciklusa

e smanjenja aktivnosti enzima pentoza fosfatnog ciklusa (u aerobnim uvjetima se
30-35% supstrata razgradi ovim putem dok u anaerobnim uvjetima samo 5-10%
supstrata ide u ciklus pentoza-fosfata)

e sintetizirani mitohondriji se za vrijeme oksidacijskog rasta po¢inju degenerirati

(Passonneau i Lowry, 1962)

1929. godine Herbert Grace Crabtree je ucio da kvasac koji se uzgaja na podlozi s
relativno velikom koncentracijom ugljikohidrata (c > 2-5 g/L) proizvodi etanol ¢ak i u potpuno
aerobnim uvjetima. Ova se pojava nazvala ,,reverzni Pasteur-ov efekt” odnosno Crabtree-ev
efekt. Ovaj se efekt ocituje na velikom broju enzimskih reakcija, u prvom redu na aktivnost
enzima ciklusa limunske kiseline i respiratornog lanca. Toc¢an mehanizam ovog efekta jo$ nije
u potpunosti poznat, ali se pretpostavlja da dolazi do kataboli¢ke represije sinteze enzima i
kataboli¢ke inhibicije nekih, ve¢ prisutnih enzima (Phaweni i sur., 1992).

Da bi kvasac mogao koristiti odredeni izvor ugljikohidrata potreban mu je funkcionalni
sustav za transport supstrata u stanicu i odgovarajuci enzimi za pregradnju tog ugljikohidrata u
glukoza-6-fosfat ili u neki drugi meduprodukt glikolize. Pivski kvasci iz roda Saccharomyces

mogu Koristiti ove izvore ugljika:

e aerobno i anaerobno — glukoza, fruktoza, manoza, maltoza i galaktoza

e samo anaerobno — saharoza, maltotrioza, trehaloza, melibioza i rafinoza
(potrebna razgradnja do monosaharida da bi ih stanica mogla transportirati;
Kaéppeli, 1986)

Kvasci roda Saccharomyces imaju dva osnovna tipa transporta otopljenih tvari kroz
citoplazmatsku membranu. Jedan nacin je pasivnom difuzijom, a drugi je pomocu
transmembranskih prijenosnika. Ovim drugim na¢inom transport se mozZe odvijati niz gradijent
koncentracije (olaksana difuzija) i uz gradijent koncentracije (koncentrirajuci transport). Taj
nacin transporta je aktivni transport odnosno potrebna mu je metabolicka energija koju kvasac
dobiva iz hidrolize ATP-a ili elektrokemijskim gradijentom (simport i antiport mehanizmi). U
citoplazmatskoj membrani postoji specificna ATP-aza koja djeluje kao protonska pumpa tj. uz
utroSak ATP-a tjera vodikove ione iz stanice u okolinu i na taj nacin stvara gradijent protona i

membranski potencijal koji omogucavaju ulazak tvari u stanicu proton-simport mehanizmom..

Kod kvasca roda Saccharomyces transportni sustavi ugljikohidrata su: konstitutivni

sustav za transport heksoza te inducibilni sustavi za transport maltoze, galaktoze i a-metil
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glukozida. Neki se disaharidi razgraduju na monosaharide u stanici (maltoza koja se cijepa na
dvije glukoze), a neki izvan stanice (saharoza koja se cijepa na glukozu i fruktozu u
periplazmatskom prostoru).

Transport heksoza (glukoze, fruktoze i manoze) odvija se olakSanom difuzijom uz
pomo¢ istog transmembranskog prijenosnika. Postoje dva transportna sustava gdje je sustav |
dominantan pri viSim koncentracijama glukoze, niskog afiniteta i neovisan o kinazama. Sustav
Il je dominantan pri niskim koncentracijama glukoze i kod rasta na galaktozi, visokog je
afiniteta i ovisan o kinazama. Ovaj sustav je takoder podloZan kataboli¢koj represiji glukozom
i katabolickoj inaktivaciji. Dokazana je bioloska interakcija izmedu transportnog sustava II 1
fosforilacijske aktivnosti pri ¢emu gubitak te aktivnosti dovodi do inaktivnosti transportnog
sustava Il. Nakon transporta u stanicu glukoza, manoza i fruktoza se fosforiliraju kinazama
(heksokinaza A, heksokinaza B i glukokinaza) pri ¢emu nastaje glukoza-6-fosfat i fruktoza-6-
fosfat koji su intermedijeri glikolize te nastaje manoza-6-fosfat koja izomerizira u fruktozu-6-
fosfat i tako ulazi u glikolizu (Novak i Mari¢, 1995). Afinitet za navedene Secere prikazan je u
Tablici 1.

Tablica 1. Afinitet transportnih sustava za glukozu, fruktozu i manozu (Novak i Mari¢, 1995)

Karakteristika Sustav | Sustav 11
Afinitet Niski Visoki
Km za glukozu (mmol/L) 20 1-2
Km za fruktozu (mmol/L) 40 6
Km za manozu (mmol/L) Nema podataka 20

Kada se u podlozi nalaze samo glukoza i fruktoza potro$nja oba Secera odvija se
istovremeno, ali je potros$nja glukoze brza. Sva tri SeCera inhibiraju transport jedan drugoga pri
¢emu su im konstante inhibicije gotovo jednake Sto pokazuje da se radi o jednostavnoj
kompetitivnoj inhibiciji.

Transport maltoze zapoc¢inje njenim ulaskom u stanicu pomocéu specificnog
transmembranskog prijenosnika maltoza-permeaze. Maltoza se zatim cjepa na dvije molekule
glukoze pomocéu enzima maltaze koje se fosforiliraju i ulaze u glikolizu (Fraenkel, 1982).

Karakteristicna su ova dva transportna sustava: konstitutivno ekspresivan sustav niskog



afiniteta i inducibilno ekspresivan sustav visokog afiniteta (Crumplen i sur., 1996).
Metabolizam maltoze je pod kontrolom tri regulacijska mehanizma: indukcije, katabolicke

represije i katabolicke inaktivacije.

Do indukcije sinteze proteina za metabolizam maltoze dolazi kada je maltoza prisutna
u okolini stanice. Maltoza inducira transkripciju gena MAL63 koji kodira za protein Mal63 koji
je pozitivan regulatorni protein i djeluje kao aktivator transkripcije gena koji kodiraju za
maltoza-permeazu i maltazu (Wang i sur., 2002). Biosintezom potrebnih spojeva omogucen je

ulazak maltoze u stanicu, njeno cijepanje, fosforilacija i ulazak u glikolizu.

Ukoliko se u okolini stanice uz maltozu nalazi 1 glukoza dolazi do katabolicke
inaktivacije. Prisutna glukoza reprimira sintezu maltaze i transportnog sustava za maltozu te
trenutno inaktivira maltoza-permeazu. Kataboli¢ka represija glukozom se ocituje na nacin da
dolazi do nastajanja Migl kompleksa koji je represor transkripcije svih MAL gena, a pogotovo

MALG3 ¢ime se onemogucava aktivacija transportnog sustava za maltozu (Hu i sur., 2000).

Transport i metabolizam maltotrioze odvija se transportnim sustavom za maltozu pri
¢emu je potro$nja maltotrioze sporija pa Cesto tijekom vrenja piva jedan dio maltotrioze ostane
neprevreo (Zastrow i sur., 2000). Pretpostavlja se da je glavni razlog sporijoj potro$nji

maltotrioze manji afinitet transportnih proteina za maltotriozu.

Postoji sedam transportnih proteina za maltozu (Mal21, Mal31, Mal41, Mal61, Agtl,
Mph2 i Mph3) od kojih tri mogu transportirati i maltotriozu. To su manje specifi¢ne a-glukozid
permeaze za koje kodiraju geni: AGT1, MPH2 i MPH3 (Day i sur., 2002). Svi MAL lokusi
sadrze, osim gena koji kodira za Agtl, specifi¢ni proton simport i gene MALx1 koji kodira za
Malx1 permeazu, MALx2 koji kodira za Malx2 a-glukozidazu i MALX3 koji kodira za Malx3

aktivator transkripcije.

Agtl je inducibilni a-glukozid proton simport visokog afiniteta za saharozu i trehalozu,
niZeg za maltozu 1 maltotriozu (Km ~ 18 mM) te vrlo niskog za turanozu, izomaltozu, a-
metilglukozid, palatinozu i melezitozu (Han i sur., 1995). Malx1 glukozidaza pokazuje visoki
afinitet za maltozu (Km ~4 mM), a osim maltoze moze cijepati i turanozu. Ulaskom maltotrioze
u stanicu dolazi do cijepanje maltotrioze na tri jedinice glukoze sto katalizira intercelularna a-
glukozidaza (maltaza) koja takoder katalizira 1 cijepanje maltoze na dvije glukozne jedinice te
cijepanje jos nekih glukozida (Chang i sur., 1989). Nastale glukozne jedinice zatim ulaze u

glikolizu.



2.1.1 Ale kvasci

Glavne dvije vrste kvasaca gornjeg vrenja odnosno ale kvasaca koji se danas koriste u
proizvodnji piva su sojevi vrste Saccharomyces cerevisiae i kvasci iz roda Brettanomyces.
Sustavnom selekcijom kvasca kroz povijest nastali su pivski sojevi kvasca koji su za razliku od
laboratorijskih sojeva s puno ve¢im genomom i brojem mutacija. S. cerevisiae moze postojati
kao haploid i kao diploid, no puno su ¢es¢i diploidni sojevi koji su elipsoidnog oblika i promjera
5-6 um za razliku od haploida koji su sferi¢ni i promjera 4 pm. Diploidni i haploidni sojevi
mogu se razmnozavati aseksulano (pupanjem) gdje kod haploida pupovi nastaju jedan pored
drugoga, a kod diploida nastaju jedan nasuprot drugome. Osim pupanja diploidne stanice se
mogu razmnozavati i sporulacijom prilikom ¢ega nastaju Cetiri haploidne spore koje mogu
postati a ili a tip sparivanja. Te se spore mogu razmnozavati pupanjem, a mogu se razmnozavati
i medusobno prilikom ¢ega nastaje diploidna stanica (Slika 1). Spore nastale sporulacijom koje
ne mogu pupati i ne mogu mijenjati svoj tip sparivanja nazivaju se heterotali¢ni spojevi. Kod
homotali¢nih sojeva prisutnost HO gena omoguéava promjenu tipa sparivanja tijekom rasta, no
prije svake promjene ,,spola“ stanica mora barem jednom pupati (Herskowitz i sur., 1992). |
kod heterotali¢nih i homotali¢nih spojeva dolazi do spajanja stanica u diploidnu kada se u
kontaktu nadu dva suprotna tipa. A tipovi imaju oligopeptid zvan a-faktor dok a tipovi sadrze
a-faktor kojim se veZu jedan za drugoga. Dolazi do fuzije citoplazmi, a posljedi¢no 1 do spajanja
jezgri ¢ime nastaje zigota. Budu¢im dijeljenjem stanica kvasca ulazi u diploidnu fazu Zivotnog
ciklusa u kojoj moze ostati dugi niz generacija. Do sporulacije ¢e do¢i samo u slucaju rasta na
podlozi s nedostatkom dusika i izvorom nefermentabilnog ugljikohidrata te ako stanica sadrzi
MATa i MATa gene (Esposito i Esposito, 1974).
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Slika 1. Spolni ciklus kvasca Saccharomyces cerevisiae (Anonymus 1, 2017)

Pivski poliploidni sojevi S. cerevisiae jako slabo sporuliraju i gotovo nikad ne tvore
spore u tetradama (Fowell, 1969). Spore koje i uspiju nastati u vecini slu¢ajeva nisu viabilne
¢ak 1 u savrSenim uvjetima za sporulaciju laboratorijskih kultura. Usporedbom inducirane
sporulacije lager i ale kvasca otkrilo se da lager kvasac treba vise vremena za sporulaciju
prilikom ¢ega nastaju askusi s jednom do dvije spore dok su kod ale kvasaca nastajale 2-3 spore.
Nastali sojevi su bili neobi¢ni, a mogli su se povezati s oba tipa sparivanja ili su bili sterilni.
(Anderson i Martin, 1975).

Bolje upoznavanje na¢ina razmnoZavanja kvasca dovelo je u pitanje moguénost
genetskog usavrsavanja i samo porijeklo pivskih sojeva S. cerevisiae. Upravo se porijeklom
pivskih, vinskih, pekarskih, alkoholnih, sake i divljih sojeva bavilo visegodi$nje istraZivanje
objavljeno u rujnu 2016. godine (Gallone i sur., 2016). U tom istrazivanju je sekvencioniran
genom 157 razli¢itih sojeva industrijski koristenih sojeva kvasca S. cerevisiae te su im odredena
fenotipska svojstva. Istrazivanje je pokazalo da svi istrazivani sojevi potjecu od samo par
pripitomljenih predaka. Izraz domestikacija (pripitomljavanje) je definiran kao selekcija i uzgoj
divljih vrsta kako bi se dobile kultivirane vrste koje uspijevaju u kontroliranim uvjetima, a u
prirodi je njihov rast usporeniji. Tipi¢ni znakovi domestikacije su: propadanje genoma,
poliploidija, preslagivanje kromosoma, duplikacija gena i fenotip koji je rezultat selekcije, a
vidljivi su kod kultiviranih biljaka, stoke i kuc¢nih ljubimaca (Driscoll i sur., 2009). Podaci
istrazivanja otkrivaju da se industrijski sojevi genotipski i fenotipski razlikuju od divljih sojeva

te su podijeljeni u pet grupa (Slika 2).
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Slika 2. Domestikacija industrijskih sojeva S. cerevisiae (Gallone i sur., 2016)

Pivski kvasci svrstani su u dvije grupe: grupa pivskih ale kvasaca 1 i grupa pivskih ale
kvasaca 2. U grupi 1 uoc¢ena je genetska i fenotipska sli¢nost na temelju geografskog podrijetla
pa se ta grupa dijeli na 3 podgrupe: Ujedinjeno Kraljevstvo, Njemacka/Belgija i SAD koja je
vrlo sli¢na britanskoj $to dokazuje da su britanski kolonizatori donijeli europski pivski kvasac
u Sjevernu Ameriku i njime zapoceli tamos$nju proizvodnju piva. Ova grupa kvasaca pokazuje
najizraZzenije znakove domestikacije (propadanje genoma, aneuplodija, nedostatak seksualnog
zivotnog ciklusa) od svih proucavanih grupa, a pretpostavlja se da su se razvile iz zajednickog
pretka izmedu 1573. 1 1604. godine Sto se poklapa s pocetkom industrijske proizvodnje piva u
Europi. Grupa 2 je genetski i fenotipski puno sli¢nija vinskim sojevima S. cerevisiae i ne
pokazuje slicnosti na temelju geografskog podrijetla, a razvila se iz zajedniCkog pretka izmedu

1645. 1 1671. godine (Gallone i sur., 2016).

Jos jedan od dokaza selekcije i pripitomljavanja pivskog kvasca su sposobnost kvasca
da previre maltotriozu i mutacije gena PAD1 i FDC1 koji sudjeluju u proizvodnji 4-vinil-
guaikola (4-VG), faktora ve¢inom nepozeljnog fenolnog okusa u pivu karakteristi¢nog za neke
sojeve pivskih kvasaca i divlje tipove (White i sur., 2015). Sposobnost previranja maltotrioze
korelira s postojanjem MAL11 gena koji kodira za Mal11, transmembranski prijenosnik visokog
afiniteta za maltotriozu. Ovaj funkcionalni gen posjeduju samo pivski kvasci iz grupe 1. Kvasci
1z grupe 2 imaju mnoge ,,frameshift* mutacije MAL11 gena Sto upucuje na postojanje joS nekog,

nepoznatog mehanizma koji sudjeluje u metabolizmu maltotrioze. Istrazivanje je pokazalo da
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se prije dosta vremena doSlo do mutacije i nastanka 4-VG™ mutanata iz 4-VG" prethodnika $to
pokazuje na nepozeljnost fenolnog okusa i selekcije kvasaca kroz vrijeme koji nisu proizvodili
pivo s aromom fenola. Fenolna aroma danas je ostala kod malog broja kvasca koji sadrze
genetska 1 fenotipska svojstva sve tri podgrupe grupe 1 (najviSe iz Njemacka/Belgija podgrupe)
te se koriste u Hefeweizen pivima gdje daju specifi¢nu pikantnu, dimljenu aromu specifi¢nu za
ta piva (Coghe i sur., 2004).

Osim S. cerevisiae koriste se i Brettanomyces kvasci. Oni su dugo vremena bili sastavni
dio skoro svakog piva, sve dok se u pivovare nisu uveli visoki standardi Cistoce. Prvi
klasificirani kvasac roda Brettanomyces (Brett) je bio Brettanomyces claussenii, klasificiran
1904. u pivovari Carlsberg kao uzro¢nik kvarenja britanskih piva. Danas se zna da je rod
Brettanomyces gotovo identi¢an rodu Dekkera gdje je jedina razlika §to Brettanomyces ne
sporulira. Tako je veéina vrsti ovog roda nepozeljan kontaminant piva zbog svog jakog utjecaja
na aromu i okus piva, postoje pivski stilovi u kojima je Brettanomyces neizostavan.
Brettanomyces anomalus, Brettanomyces bruxellensis i Brettanomyces claussenii su
najkoriStenije vrste u proizvodnji Kiselih stilova piva: Gueze, Lambic, Oud Ruin i Flanders red
ale (Tonsmeire, 2014). Ovi kvasci se jako rijetko koriste za glavno vrenje. Najcescée se koriste
u kombinaciji sa S. cerevisiae koji odradi primarno vrenje, a Brettanomyces se zatim
nacijepljuje u fermentirano pivo i zapocinje sekundarnu fermentaciju, najcesée u drvenim
bacvama. Brettanomyces kvasci na podlozi bogatoj glukozom proizvode acetat $to nepovoljno
utjeCe na pivo ukoliko nastane previse octene kiseline. Uz acetat, ovi kvasci znacajno utjeu na
specificnu kompleksnu aromu gdje se pojavljuju arome i okusi kao $to su: gorka tresnja,
borovnice, zemlja, mokro sijeno, povrée, cvijeCe, agrumi, pikantnost (Gilliland i sur., 1961)
Treba napomenuti da su kvasci iz roda Brettanomyces puno manje zastupljeniji od tipi¢nih

pivskih kvasaca S. cerevisiae, S. pastorianus i S. carlsbergensis.

2.1.2. Lager kvasci

Lager odnosno kvasci donjeg vrenja prvi su se put opisali u Njemackoj pocetkom 14.
stolje¢a 1 od tada su postali najpopularniji pivski tip kvasca u Europi. Prvu taksonomsku

klasifikaciju ovog kvasca napravio je Max Rees 1870. godine, a kvasac je nazvan



Saccharomyces pastorianus u ¢ast Luisa Pasteura. Dane Emil Hansen je 1883. godine izolirao
¢istu kulturu pivskog kvasca danskoj pivovari Carlsberg prilikom ¢ega je otkrio da je koristeni
soj kvasca identi¢an onome koji je pivovara dobila 1845. godine od minhenske pivovare Spaten
te ga je nazvao ,,Kvasac donjeg vrenja broj 1. 1904. godine je Hansen izolirani soj klasificirao
kao S. pastorianus da bi ga 1908. reklasificirao kao Saccharomyces carlsbergensis. U pivovari
je identificirao jo$ jedan soj kvasca za koji je mislio da je nova vrsta i nazvao ga Saccharomyces
monacensis. Nakon tog istrazivanja u literaturi se lager kvasac najéeSée klasificirao kao S.
carlsbergensis sve do 1985. godine i primjene tehnike DNA-DNA relokacije. Vaughan-Martini
i Kurtzman su svojim istrazivanjem reklasificirali S. carlsbergensis u S. pastorianus (Quain,
1986; Tablica 2). Istrazivanje je takoder pokazalo hibridno porijeklo kvasca S. pastorianus sto
se kasnije i otkrilo. S. pastorianus je nastao hibridizacijom S. cerevisiae i S. eubayanus, vrste
izolirane iz podruc¢ja Patagonije koja je tolerantna na niske temperature (Libkind i sur., 2011).
Hibridizacija se ocituje u 4 seta kromosoma kod S. pastorianus gdje su dva iz ale kvasca, a
druga dva iz patagonijskog (Tamai i sur., 1998). Pretpostavlja se da su pivari u nekom trenutku
primijetili da su hladne fermentacije, za koje je prije trebalo par tjedana, postale krace i gotove
u tjedan dana. Nakon toga trenutka pocelo je intenzivnije koristenje ovog pivskog kvasca jer su
vrenja na nizim temperaturama smanjivala moguénost kontaminacije piva i pozitivno utjecala
na okus piva. Daljnja proizvodnja lager piva dovela je do postupne domestikacije S. pastorianus
koji je danas najkoristeniji tip kvasca u proizvodnji piva. Uz S. pastorianus ¢esto se koristi i

lager kvasac S. carsbergensis.

Danas se lager kvasci dijele u dvije grupe: Saaz/Carlsberg (S. carlsbergensis) i
Frohlberg (S. pastorianus). Osim geografskog podrijetla grupe se razlikuju i u moguénosti
fermentacije maltotrioze, proizvodnje etil acetata i optimalne temperature vrenja. Frohlberg
grupa slabije previre maltotriozu, proizvodi znacajno vece koncentracije etil acetata te joj je
optimalna temperatura fermentacije 22°C dok je optimalna temperatura za rast Saaz/Carlsberg

grupe 10°C (Gibson i sur., 2013).

Zadnji otkriveni transportni protein za a-glukozide izoliran iz kvasca Saccharomyces
pastorianus je Mtyl permeaza koja je specifina za lager kvasce i ima veéi afinitet za
maltotriozu (Km ~ 16-27 mM) od maltoze (Km ~ 61-88 mM), moze transportirati i turanozu i
trehalozu (Salema-Oom i sur., 2005), a aktivna je pri nizim temperaturama od Agtl simporta.
Gen AGT1, koji kodira za transmembranski protein niskog afiniteta za maltozu i maltotriozu,
je kod lager kvasaca mutiran i nefunkcionalan zbog preuranjenog stop kodona (Vidgren i sur.,
2009).
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Tablica 2. Promjene u nomenklaturi pivskih kvasaca (Libkind i sur., 2011)

Lodder i Kreger- Lodder, 1970. Kreger-vanRij Barnett, 1992.
vanRij, 1952. godine godine 1984. godine godine
Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces
bayanus -’ bayanus -> cerevisiae -> bayanus
Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces
pastorianus -> bayanus * cerevisiae -’ pastorianus
Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces
oviformis -> bayanus = cerevisiae =P | cerevisiae
Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces
willianus » cerevisiae * cerevisiae -> cerevisiae
Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces
cerevisiae -’ cerevisiae -» cerevisiae e cerevisiae
Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces
carlsbergensis -’ uvarum -> cerevisiae -> cerevisiae
Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces
uvarum -> uvarum cerevisiae cerevisiae

Lager pivo se proizvodi svugdje u svijetu. Neki od najpoznatijih tipova lager piva su:
Helles, Pilsner, Bock, Dopplebock, Schwarzbier, Wiena lager itd., koji su ujedno i

najpopularnije vrste piva u Europi (Mari¢ i Nadvornik, 1995).

Lager kvasci, za razliku od ale kvasaca, proizvode znac¢ajno manje vocnih estera tijekom
vrenja te mnogo vise spojeva sa sumporom od kojih je najznacajniji H2S koji nastaje kao
nusprodukt metabolizma metionina (Saerens i sur., 2010). Kako bi se smanjila koncentracija
H>S (neugodna aroma trulih jaja) lager piva ¢esto imaju duZe odleZavanje za vrijeme kojega se
gubi nepozeljna aroma. Lager piva su uglavnom osvjezavajuca i pitka te mogu sadrzavati male
koncentracije H2S koji se u vecini stilova piva smatra nepozeljnim sastojkom. Uz H2S lager i
ale piva mogu sadrZavati i neke druge nepoZeljne arome, okuse ili karakteristike od kojih su

najcesci:
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Acetaldehid (ocituje se kao miris zelene jabuke, Cest je u mladim dok u
odlezanim pivima upucuje na kontaminaciju)

Diacetil odnosno vicinalni diketoni (okus i miris po maslacu, najcesce se javlja
zbog preniske temperature vrenja ili zbog kontaminacije bakterijama vrste
Pediococcus)

Dimetil sulfid ili DMS (okus i miris po kuhanom kukuruzu, nastaje u pivu koje
se kuha od pils tipa slada pri ¢emu nije omoguéen odvod pare nastale kuhanjem
sladovine)

Otapala (okus i miris po ljepilu koji nastaje kada sladovina nema dovoljno
otopljenog kisika za rast kvasca ili kada se fermentacija odvija na previsokoj
temperaturi)

Kiselost (okus po octu koji upucuje na nedovoljnu Ccistoéu pogona ili
kontaminaciju piva; moze biti i posljedica vrenja piva s Brettanomyces kvascem)
Trans-2-nonenal (okus i miris po kartonu, nastaje prilikom oksidacije vrele
sladovine ili prilikom predugog odlezavanja piva s visokim udjelom alkohola,
glavni pokazatelj oksidiranosti piva)

3-metil-2-buten-1-tiol (okus i miris po tvoru, nastaje zbog izlozenosti gotovog
piva svijetlu)

2-6-diklorofenol (okus i miris po medicinskim kemikalijama; javlja se ukoliko
se sredstva za pranje na bazi klora dobro ne isperu ili ako voda za kuhanje piva
sadrzi previSe klorida)

4-vinil-guaiakol (okusi i aroma po povrcu i klinéi¢u, proizvodi ga kvasac)

Etil acetat (miris i okus po acetonu, sastavni dio svih piva, a nepozeljan u

koncentracijama visim od 10 mg/L; Palmer, 2006b)

Osim ovih nepozeljnih aroma 1 okusa, postoji 1 €itav niz pozeljnih od kojih su

najucestaliji:

e FEtil butirat (aroma po tropskom vocu, naj¢esce ga proizvodi kvasac, a moze
nastati i zbog loSe higijene pogona ako se u sladovini nade masla¢ne kiseline;
nepozeljan u prevelikim koncentracijama)

e Etil heksanoat (aroma po crvenoj jabuci, najcesc¢e ga proizvodi kvasac, a

mozZe se naci i u pivu €iji se pogon koristi za punjenje bezalkoholnih pic¢a
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kojima je etil heksanoat jedna od glavnih sastavnica; nepozeljan u
koncentracijama visim od 1 mg/L)

e (Geraniol (aroma po ruzi, nalazi se kao jedna od sastavnica hmeljnih ulja)

e [soamil acetat (aroma podsjeca na bananu, Cest i pozeljan u njemackim
pSeni¢nim pivima dok u nekim stilovima ukazuje na previsoku temperaturu

vrenja; Palmer, 2006b)

2.2. LAKOHLAPIVE KOMPONENTE PIVA

Hlapive komponente piva mogu se podijeliti na: alkohole (poglavlje 2.2.1.), estere

(poglavlje 2.2.2.). i organske kiseline (poglavlje 2.2.3.).

2.2.1. Alkoholi

Etanol (C2HsOH) je primarni alkohol s dva C atoma. Pri sobnoj temperaturi etanol je
lako hlapiva, zapaljiva i bezbojna teku¢ina ugodnog mirisa. Mijesa se s vodom u svim omjerima
i stvara azeotropne smjese. U alkoholnim pi¢ima etanol nastaje procesom alkoholnog vrenja. U
anaerobnim uvjetima kvasac prevodi piruvat nastao glikolizom u etanol. Biokemijska se

reakcija sastoji od dva koraka (Slika 3).

B I NADH + H*
- §- _\?g_,. : ACOQ o H " I;IAD t OH
o N S ¢H
I piruvat-dekarboksilaza I ‘ alkohol-dehidrogenaza 2
CH,4 CH, CH,
Piruvat Acetaldehid Etanol

Slika 3. Biokemijska reakcija nastajanja etanola (Anonymus 2, 2017)

Prvi korak je dekarboksilacija piruvata pri ¢emu nastaje acetaldehid i CO», a reakciju
katalizira piruvat-dekarboksilaza. Drugi korak je redukcije acetaldehida u etanol prilikom cega

dolazi do regeneracija koenzima (NADH se oksidira u NAD™), a reakciju katalizira enzim
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alkohol-dehidrogenaza. Etanol se moze dobivati i kemijskim putem kao $to je npr. adicija vode
na eten pri visokom tlaku i temperaturi, no ovakvi su procesi skupi stoga je biotehnoloski nacin
proizvodnje najces¢i. Za potrebe dobivanja medicinskog ili apsolutnog etanola, prevrela

podloga se nakon fermentacije odvodi na destilaciju i dodatno proc¢isc¢avanje.

Glicerol (C3HgO3) je najjednostavniji alkohol s tri hidroksilne skupine (triol). Na sobnoj
temperaturi je viskozna, bezbojna tekuéina slatkastog okusa bez mirisa. Glicerol moze nastati
biokemijskim putem iz dihidroksiacetonfosfata, intermedijera glikolize. U uvjetima niZeg
aktiviteta vode (aw) okolisa od aw citoplazme, stanice kvasca preusmjeravaju glikoliticki fluks
iz smjera nastajanja piruvata u nastajanje glicerola (Slika 4).

Glukoza-6-fosfat

l
Fruktoza-1,6-difosfat

L
1 aldolaza —l

. Gliceraldehid-3-fosfat

~ NADH izomeraza
@f P) N nap?

Piruvat
~
G
(ipfy J\'- k 02
Etanol

Slika 4. Biokemijski put sinteze glicerola (Anonymus 3, 2017)

Biokemijska reakcija se odvija u dva koraka od koji je prvi redukcija dihidroksiaceton-
fosfata u glicerol-3-fosfat prilikom ¢ega dolazi do regeneracije koenzima (oksidacija NADH u
NAD™), a katalizira je enzim glicerol 3-fosfat dehidrogenaza (Gpd; Norbeck i sur., 1996). U
drugom koraku se nastali glicerol-3-fosfat defosforilira u glicerol uz otpustanje fosfata, a

reakciju katalizira enzim glicerol kinaza (Gpp).

Drugi metabolic¢ki put kojim nastaje glicerol je razgradnjom triglicerida prilikom ¢ega
nastaje glicerol i tri masne kiseline, a reakciju katalizira enzim lipaza. Tako nastali glicerol se

prevodi do dihidroksiacetonfosfata i kao takav ulazi u glikolizu.

1-propanol, 2-metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol i 2-feniletanol
spadaju u skupinu visih alkohola. Smjesa ovih alkohola naziva se jos i smjesa fosilnih alkohola.
Nastajanje visih alkohola vezano je uz metabolizam aminokiselina odnosno Ehrlichov put.
Ovim putem kvasac za vrijeme glavnog vrenja asimilira treonin, valin, leucin, izoleucin,

metionin i fenilalanin te reakcijom transaminacije prevodi u odgovarajuc¢e a-ketokiseline koje
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se ne mogu preusmijeriti u neki od puteva razgradnje ugljikohidrata (Jones i Pierce, 1964).
Treonin je prekursor za 1-propanol, valin za 2-metil-1-propanol, leucin za 3-metil-1-butanol,
izoleucin za 2-metil-1-butanol, a fenilalanin za 2-feniletanol (Tablica 3; Hazellwod i sur.,
2008). Za razliku od navedenih spojeva 2-butanol proizvode neke bakterije mlije¢ne kiseline i

pokazatelj je kontaminacije piva.

Ehrlichovim putem se a-ketokiselina dekarboksilira u odgovaraju¢i aldehid uz
oslobadanje molekule CO3, a reakciju katalizira odgovarajuca tiamin difosfat (TPP) ovisha a-
ketokiselinska dekarboksilaza. Postoji pet dekarboksilaza koje kodiraju geni: PDC1, PDCS5,
PDC6, ARO10, i THI3 (Dickinson i sur., 1997). U reakcijama katabolizma leucina sudjeluju
dekarboksilaze za koje kodira THI3, a u reakcijama katabolizma valina dekarboksilaciju
provode tri izoenzima: Pdclp, Pdc5p i Pdc6p koji kataliziraju dekarboksilaciju o-
ketoizovalerata (Dickinson i sur., 1998). U reakcijama sinteze 3-metil-1-butanola iz izoleucina
dekarboksilaciju katalizira svih pet dekarboksilaza dok u kataboli¢kim reakcijama fenilalanina
dekarboksilaciju 2-fenilacetaldehida kataliziraju sve dekarboksilaze osim Thi3p (Dickinson i
sur., 2003). Dobiveni aldehidi se zatim reduciraju u odgovarajuce vise alkohole reakcijom koju
kataliziraju izoenzimi alkohol dehidrogenaze. Reakcije oksidacije aldehida u organske kiseline

su jako rijetke u procesu vrenja odnosno proizvodnje piva (Dickinson i sur., 2000).

Najveci utjecaj na omjer nastalih visih alkohola i kiselina imaju uvijeti kultivacije. U
uvjetima aerobnog rasta s limitirajuéom koncentracijom glukoze pri ¢emu su aminokiseline
glavni izvor dusika primarno ¢e konverzijom aminokiselina nastajati vise visih alkohola nego
kiseline. Na ovaj na¢in prinos biomase je samo 40% $to ukazuje na povezanost visoke potros$nje

stani¢ne energije i sinteze kiselina (Boer i sur., 2007).

U procesu proizvodnje piva gotovo 90% aminokiselina se tijekom vrenja konvertira u
vise alkohole dok u potpuno anaerobnom rastu S. cerevisiae gotovo sve aminokiseline
konvertira u vise alkohole (Vuralhan i sur., 2005). Upravo u anaerobnim uvjetima uzgoja
reakcije redukcije u kojima nastaju visi alkoholi ima bitan utjecaj na cjeloviti stani¢ni redox
potencijal. Anaerobnom fermentacijom dio NADH se oksidira u reakcijama sinteze glicerola,
no to je za stanicu energetski nepovoljno jer se troSi ATP (Overkamp i sur., 2000). S druge
strane reakcijom redukcije aldehida u viSe alkohole dolazi do oksidacije NADH na energetski
efikasniji nacin. lako ova uloga Ehrlichovog puta nije u potpunosti istrazena pokazalo se da
tijekom fermentacije S. cerevisiae proizvodi manje glicerola kada mu je glavni izvor dusika
valin za razliku kada je glavni izvor dusika amonijak (Derrick i Large, 1993). S. cerevisiae
sadrzi 16 alkohol dehidrogenaza, 6 aldehid reduktaza i barem dvije specifi¢ne pirimidin ovisne
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reduktaze. Najbitnije alkohol dehidrogenaze su Adhlp, Adh2p, Adh3p, Adh4p, i Adh5p i Sfalp

koje mogu katalizirati redukciju svih aldehida u vise alkohole (Dickinson i sur., 2003).

Nastali visi alkoholi izlaze iz stanice, a ovaj proces jo$ nije dovoljno istrazen.

Pretpostavlja se da se transport vrsi pasivnom difuzijom kroz fosfolipidni dvosloj jer jo§ nisu

pronadene transportne molekule za vise akohole (Lipinski i sur., 2001).

Tablica 3. Intermedijeri Ehrlichovog puta (Hazellwod i sur., 2008)

Aminokiselina | a-ketokiselina Aldehidi Visi alkoholi Organske
kiseline
leucin a-ketoisokaproat 3-metilbutanal 3-metilbutanol 3-metilbutanoat
valin a-ketoizovalerat 2-metilpropanal 2-metilpropanol 2-metilpropanoat
izoleucin a-ketometilvalerat 2-metilbutanal 2-metilbutanol 2-metilbutanoat
fenilalanin fenilpiruvat 2-feniletanal 2-feniletanol 2-feniletanoat
tirozin p-hidroksifenil 2-(4-hidroksifenil) 2-(4- 2-(4-hidroksifenil)
piruvat etanal hidroksifenil) etanoat
etanol
triptofan 3-indol piruvat 2-(indol-3-il)- 2-(indol-3-il) 2-(indol-3-
etanal etanol il)etanoat
metionin a-keto-y- 3-(metiltio) 3-(metiltio) 3-(metiltio)
(metiltio)butirat propanal propanol propanoat
2.2.2. Esteri

Esteri nastaju reakcijom kondenzacije alkohola i aktiviranih masnih kiselina koju

kataliziraju razli¢iti enzimi pri ¢emu se troSi stani¢na energija, a najveci dio estera nastaje
tijekom glavnog vrenja piva. Najproucavanija su dva enzima: alkohol acetil transferaza 1 i
alkohol acetil transferaza 2 koji kataliziraju nastajanje svih acetatnih estera (npr. etil-acetat i
isoamil-acetat). Kod sinteze etilnih estera najbitniji enzim je etanol O-aciltransferaza. Do

sinteze estera dolazi pri dva uvjeta. Masne kiseline veli¢ine C8-C14 su toksi¢ne za stanicu u
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velikim koncentracijama i esterifikacija je jedan od nacina uklanjanja viska tih masnih kiselina
(Saerens i sur., 2006).

Drugi razlog je potreba stanice za balansom izmedu acetil-CoA i CoOASH (ishodnog
spoja za vecinu acil-CoA koji nastaje procesom acilacije, a reakciju katalizira acil-CoA
sintetaza) pa se suvi$na koncentracija acetil-CoA Kkoristi za sintezu acetatnih estera (Thurston
i sur., 1982).

Pivski kvasac proizvodi acetatne estere u puno vecoj koncentraciji od etilnih estera. Kod
acetatnih estera spojevi koji reagiraju su octena kiselina i etanol ili neki visi alkohol dok kod
etilnih estera reagira etanol i masna kiselina srednje duzine lanca. Esteri su topivi u mastima i
kao takvi izlaze u okoli$ stanice. Acetatni esteri brzo izlaze difuzijom, a brzina difuzije etilnih
estera ovisi o veli¢ini lanca masne kiseline (Sto je masna kiselina duza, sporija je difuzija izvan

stanice; Nykanen i Nykanen, 1977)

Etil acetat je ester etanola i octene kiseline, a pivu daje miris laka na nokte. Nalazi se u

gotovo svim vrstama piva, no ¢esto je teSko razluéiv jer se nalazi u vrlo malim koncentracijama.

Izoamil-acetat je ester 3-metil-1-butanola i octene kiseline, a pivu daje aromu i okus

nalik na bananu. Prilikom starenja piva dolazi do spontane hidrolize ovog estera.

Etil butirat je ester etanola i masla¢ne kiseline, a pivu daje okus i aromu po tropskom

vocu, ananasu i mangu. Rijetko se nalazi u lager pivu.

Etil heksanoat je ester etanola i kaproi¢ne kiseline, a pivu daje aromu crvene jabuke.

Cest je sastojak lager piva.

Etil oktanoat je ester kaprilne Kiseline i etanola, a pivu daje aromu po jabukama (Peddie,
1990).

2.2.3. Organske kiseline

Mlije¢nu kiselinu veéinom proizvode bakterije mlijecne kiseline. Postoje dva
metaboli¢ka puta nastanka mlije¢ne kiseline: homofermentativni i heterofermentativni put.
Homofermentativnim procesom piruvat se reducira u laktat uz oksidaciju NADH u NAD*, a
reakciju katalizira laktat dehidrogenaza. Heterofermentativnim procesom yxuz mlije¢nu

kiselinu nastaju acetat i/ili etanol i CO uz nastanak jedne ATP molekule. Mlije¢na kiselina se
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cesto koristi za korekciju pH vrijednosti komine radi bolje aktivnosti enzima a-amilaze 1 -
amilaze koji kataliziraju razgradnju $kroba. Optimalan pH za a-amilazu je 5,7 odnosno za f3-
amilazu 5,0, a iskustveno je dokazano da je optimalni pH komine za dobru aktivnost ovih
enzima oko 5,3 (Palmer, 2006a).

2.3. METODE ZA ODREDIVANJE SASTOJAKA PIVA

Nakon i tijekom proizvodnje piva potrebno je zadovoljiti brojne standarde za osiguranje
kvalitete proizvoda. Bitniji parametri su boja i goréina piva (IBU, eng, International Bittering
Units) odnosno volumni udio alkohola u pivu. Boju, gor¢inu i udjel CO2 u pivu mogucée je
odrediti spektrofotometrijski dok se za odredivanje alkohola u pivu mogu Koristit
denzitometrijska metoda, GC-om uz detekciju FID-om (plameno-ionizacijskim detektorom) i
HPLC-om uz detekciju RID-om (detektor indeksa refrakcije). Osim navedenih osnovnih
analiza piva, postoji interes za provodenje analiza sirovina koje se koriste za proizvodnju piva
kao S$to je npr. voda (kvaliteta vode znacajno utjece na kvalitetu i okus piva), a njen se sastav
moze odrediti kemijskom metodom (ekstrakcija s amonij-acetatom), ICP metodom (induktivno
spregnuta plazma) i ICP-MS metodom (induktivno spregnuta masena spektometrija).

Nadalje, odredivanje koncentracije vicinalnih diketona (2,3-butanediona i 2,3-
pentanediona) moguce je provesti GC “head-space” tehnikom s ECD detektorom (detektor
zarobljavanja elektrona) te se odredivanje ovih spojeva koristi kao indikator odredivanja
trajanja odleZzavanja. Sli¢no tome, pracenje koncentracije ugljikohidrata (monosaharida,
disaharida, oligosaharida i polisaharida) koristi se za pracenje tijeka fermentacije. Odredivanje
glukoze i oligosaharida sa stupnjem polimerizacije do 10 moguce je provesti HPLC-om s RID
detektorom. Istom metodom moguce je odrediti koncentraciju organskih kiselina kao $to su
octena i mlije¢na kiselina te glicerol. Hmelj, kao jedan od Cetiri glavna sastojka piva, sadrzi alfa
i beta kiseline, tj. humulone i lupulone. Tijekom procesa proizvodnje piva alfa kiseline se
prevode u izo-alfakiseline (izohumulon) koje pivu daju goréinu. Ove spojeve u hmelju i pivu
moguce je odrediti ultra-djelotvornom tekuéinskom kromatografijom (UHPLC sustav).
Mikotoksine koji se Cesto nalaze kao kontaminanti u Zitaricama moze se odrediti UHPLC-
MS/MS sustavom (kombinacija masene spektometrije i ultra-djelotvorne tekucinske
kromatografije). Estere, aldehide, alkohole i druge hlapive komponente piva koji nastaju

tijekom proizvodnje moguce je odrediti s HS-GC (“head-space” plinska kromatografija)
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tehnikom uz FID detektor. Na koncentraciju ovih spojeva u pivu najvi$e utjeCu odabir vrste
kvasca koji se koristi za vrenje, temperatura pri kojoj se provodi vrenje i koncentracija
otopljenog kisika (Shimatzu Scientific Instruments, 2015).

2.3.1. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) je analiticka metoda koja se
koristi za razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju komponenti odredene smjese. Princip rada
HPLC-a zasniva se na prolasku teku¢e mobilne faze u koju je dodan mali volumen uzorka kroz
kolonu koja je ispunjena stacionarnom fazom (obicno silikati ili neki polimeri). Izbor pogodnog
otapala, odnosno smjese otapala, provodi se s obzirom na sposobnost otapala da stvaraju
vodikove veze (odjeljivanje hidrofilnih, odnosno hidrofobnih spojeva). Otapala moraju biti
kromatografski cista, $to zna¢i da ne smiju sadrzavati necistoe koje mogu smetati

kromatografskom odredivanju.

Ako je stacionarna faza polarna, a mobilna nepolarna tada tehniku nazivamo HPLC s
normalnim fazama dok u suprotnom sluc¢aju tehniku nazivamo HPLC s obrnutim fazama.
Odjeljivanje smjese spojeva metodom HPLC-a s normalnim fazama ovisi o interakciji polarnog
analita s polarnom stacionarnom fazom. Kod kromatografije obrnutih faza mehanizam

razdvajanje temelji se na hidrofobnosti analita.

Vrijeme zadrzavanja komponenata smjese ovisi o prirodi tvari, stacionarnoj fazi i
sastavu mobilne faze, a vrijeme potrebno za eluaciju naziva se retencijsko vrijeme (tr) i
karakteristi¢no je za svaku komponentu. KoriStenje visokog tlaka povecava linearnu brzinu
¢ime se smanjuje vrijeme zadrzavanja analiziranih komponenti u koloni $to poboljSava
ucinkovitost i rezoluciju kromatograma. Na ucinkovitost HPLC-a utjecu i duljina kolone,
promjer Cestica punjenja i temperatura koja reducira viskoznost mobilne faze i poboljSava

difuznost uzorka.

Uredaj za HPLC sastoji se od: spremnika mobilne faze, pumpe, injektora, kolone i
detektora. Detektor ima vaznu ulogu u detekciji eluiranih komponenti jer generira elektricni
signal koji je razmjeran intenzitetu eluirane tvari. Najcesce koristeni detektori su: UV-VIS,

fluorescentni, elektrokemijski, maseni i detektor indeksa loma.
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HPLC metode mogu se podijeliti na adsorpcijsku kromatografiju pri kojoj je nepokretna
faza adsorbens i radijalnu kromatografiju pri ¢emu je nepokretna faza tekuéine nanesena na
Cvrsti inertni nosa¢. Uz navedene postoji jo§ i ionsko-izmjenjivacka 1 Kromatografija

isklju¢enjem na temelju veliCine Cestica.

2.3.2. Plinska kromatografija

Plinska “head-space‘ kromatografija (HS-GC) je metoda koja se koristi za ispitivanje
Cistoce uzorka, odjeljivanje te kvantitativno i kvalitativno odredivanje hlapivih komponenti u
teku¢im uzorcima. Za razliku od teku¢inske kromatografije u plinskoj kromatografiji analit ne
reagira s mobilnom fazom te zbog toga njegova brzina kretanja kroz kolonu ne ovisi
kemijskoj strukturi mobilne faze. Mobilna faza plinske kromatografije je inertni plin koji

eluira smjese u koloni napunjenoj stacionarnom fazom.

Princip rada HS-GC-a se temelji na analizi parne faze koja je u ravnotezi s teku¢om
fazom. Uzorak se uvodi u spremnik gdje se grije i odrzava na odredenoj temperaturi kako bi se
ostvarila ravnoteza izmedu tekuce i plinovite faze. Nakon toga se u spremnik uvodi mobilna
faza (inertni plin) koja zatim ekspandira i odvodi uzorak prema kromatografskoj koloni. Faze
plinske kromatografije su: unosenje uzorka na vrh kolone, transport uzorka mobilnom fazom
kroz kolonu, adsorpcija sastojaka na stacionarnu fazu i detekcija eluiranih sastojaka. HS-GC
razdvaja komponente smjese na temelju temperaturnog programa, odnosno postupnim

podizanjem temperature kolone.

Kolone za GC mogu biti punjene ili kapilarne koje se joS dijele na kolone s prevlakom
na stijenci i kolone s prevlakom na nosacu. Punjene kolone su od nehrdajuceg celika, stakla ili
bakra, promjera 1-4 mm, punjene fino usitnjenim materijalom (100-300 pum) prevucenim
stacionarnom fazom, nepokretna faza je adsorbirana na inertnom ¢vrstom nosacu. Kapilarne
kolone su kvarcne i presvucene su poliamidnim filmom s ciljem povecanja ¢vrstoce kolone, a
stacionarna faza je imobilizirana na stijenke kapilare. Kolone s prevlakom na stijenci
karakterizira debljina tekuce prevlake unutar kolone ¢ija je deblina <1 um. Kolone s prevlakom

na nosacu imaju 30 um premaz na teku¢em nosacu unutar kolone.
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Uredaj za plinsku kromatografiju sastoji se od: spremnika s plinom nosiocem, regulatora
tlaka i protoka, injektora kolone i detektora. Najces¢i detektori su: plameno-ionizacijski, foto-

ionizacijski, detektor termalne provodljivosti i detektor zarobljavanja elektrona.

Najzastupljenija “head-space” tehnika uzorkovanja je staticko uzorkovanje. To je
najjednostavnije tehnika kojom se uzorak stavlja u vijalu koja se termostatira. Kada se dostigne

stanje ravnoteze plinoviti dio uzorka se brzo prenosi na kolonu.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

Pri izradi diplomskog rada koriStena su dva pivska kvasca. Za proizvodnju lager piva
koriSten je pivski kvasac Saccharomyces pastorianus preuzet iz zbirke mikroorganizama
Laboratorija za biokemijsko inzenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju slada i piva
Prehrambeno — biotehnoloskog fakulteta Sveudilista u Zagrebu, a za proizvodnju ale piva
komercijalno dostupan pivski kvasac Saccharomyces cerevisiae tipa SafAle™ US-05

proizvodaca Fermentis (Francuska).

3.1.2. JeCmeni slad

Za ale pivo koristila su se dva tipa slada: bazni Pale ale slad i specijalni Caraaroma
slad proizvoda¢a Weyerman (Njemacka) Koji su usitnjeni mlinom za suho mljevenje s
razmakom valjaka od 0,5-4 mm u Zmajskoj pivovari d.0.0. u Zagrebu. Za proizvodnju lager
piva Kkoristila se sladovina dobivena sa standardnim sastavom usipka za lager pivo postupkom

infuzijskog ukomljavanja.

3.1.3. Hmelj

U procesu proizvodnje piva donjeg vrenja za aromu i gor¢inu koristen je hmelj u obliku
peleta tip 90 sorte ,,Styrian Golding™ proizveden 2016. godine. Hmelj je sadrzavao 4,7% a-
kiselina i 2,6% p-kiselina. Za proizvodnju piva gornjeg vrenja koristene su sljedece sorte
hmelja: za gor¢inu - ,,Columbus® (16,2% a-kiselina i 5,1% B-kiselina), za gor¢inu i aromu:
,,Citra® (12,1% o-kiselina i 3,6% pB-kiselina), ,,Chinook* (13,6% o-Kiselina i 3,3% pB-kiselina)
i ,,Cascade” (5,6% a-kiselina i 7,1% pB-kiselina), svi proizvedeni 2016. godine. Prethodno

navedene sorte hmelja su americ¢kog podrijetla, a proizvodi ih tvrtka Yakima Chief — Hopunion.
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3.1.4. Voda

Za pripravu uvaraka piva gornjeg vrenja koristila se vodovodna voda iz vodocrpilista
Strmec u Zagrebu kojoj je korigiran omjer otopljenih klorida i sulfata. Za pripravu lager piva
koristena je vodovodna voda iz vodocrpilista Strmec u Zagrebu bez korekcije sastava otopljenih

klorida i sulfata.

3.1.5. Kemikalije i reagensi koriSteni u istrazivanju

e Kiloridna kiselina (65%)

e Sumporna Kiselina (76%)

e Mlijecna kiselina (88%)

e ZnS0O4 x 7H20 (10%)

e 1-butanol (standard za HS-GC)

e Spindasol® SB-01 (silikagel)

e Star San (sredstvo na kiselinskoj bazi za sanitaciju pogona)

3.1.6. Aparatura i pribor

3.1.6.1. Vaga

Za vaganje slada koriStena je elektronska vaga G&G modela PSB-150 maksimalne

nosivosti 150 kg.

3.1.6.2. Mlin i elevator

Za mljevenje slada koriSten je mlin s valjcima marke Engl modela 30-18-950, a za prebacivanje

slada u komovnjak koristen je puzni elevator marke Calopek.

3.1.6.3. Kuhaona i vrioni podrum

Za procese ukomljavanja, cijedenja, kuhanja sladovine te odvajanja toplog i hladnog

taloga koristena je kuhaona Zmajske pivovare d.o0.0. Kuhaona je model ,,B-20* proizvodaca
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Letina (Cakovec, Hrvatska), kapaciteta uvarka 2000 L (Slika 5). Sastoji se od 3 posude:
komovnjaka koji je ujedno i kotao za kuhanje sladovine, cijednjaka s perforiranim dnom i
vrtloznog taloznika (whirpool), 2 centrifugalne pumpe pri ¢emu jedna sluzi za prebacivanje
sladne komine u cijednjak dok druga sluzi za recirkulaciju sladne komine, prebacivanje kuhane
sladovine u vrtlozni taloznjak i prepumpavanje ohmeljene sladovine iz taloznjaka u protustrujni

izmjenjivac topline i dalje u cilindri¢no-konusni fermentor (CKF; Slika 6).

Slika 5. Kuhaona Zmajske pivovare d.o.0., model B-20

U cilindri¢no-konusnom fermentoru korisnog volumena 4000 L odvijalo se glavno i
naknadno vrenje piva. Fermentor je opremljen plastom za hladenje s moguénoséu odvojenog
hladenja konusa i ostatka fermentora, temperaturnom sondom koja regulira elektroventile za
cirkulaciju rashladnog medija, vakuum ventilom, sigurnosnim ventilom, vrenjatom sa $pund

ventilom i ventilima za ispust.
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Slika 6. CKF (4000 L), Zmajska pivovara d.o.0.

3.1.6.4. Refraktometar

Koncentracija nastalog ekstrakta tijekom pripreme sladovine za obje vrste piva pratila
se digitalnim refraktometrom modela MA884, proizvodaca Milwaukee Instruments (Rocky
Mount, USA).

3.1.6.5. Termostatirana komora

Glavno i naknadno vrenje lager piva odvijalo se u termostatiranoj komori pri 9°C
odnosno 11°C. Termoregulator posjeduje temperaturnu sondu koja mjeri temperaturu piva te
ima dva rezima rada (grijanje 1 hladenje). Ako temperatura piva poraste 0,5°C iznad zadane
termoregulator ¢e ukljuciti proces hladenja, odnosno ako pade 0,5°C ispod zadane

termoregulator ¢e ukljuciti proces grijanja kako bi se postigla prethodno podeSena temperatura.
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3.1.6.6. Centrifuga

Centrifuga ,,Harrier 18/80 Sanyo* (Watford, Engleska) koriStena je za izdvajanje kvasca

iz piva pri 4500 o/min i izdvajanja proteina pri 10000 o/min.

3.1.6.7. HPLC

Kromatograf Shimadzu CLASS-VP LC10AVP (Kyoto, Japan) sastoji se od pumpe (LC-
10ADvp), otplinjaca (DGU-14A), injektora (SIL-10 ADvp), uredaja za grijanje kolone (CTO-
10Avp), ionsko-izmjenjivacke analiticke kolone (Supelcogel™ C-610H; 30 cm x 7,8 mm ID, 9
um) s predkolonom (Supelcogel ™ H; 5 cm x 4,6 mm ID, 9 pm), detektora indeksa loma (RID-
10A), modula za kontrolu sustava (SCL-19Avpr) i racunalnog programa za kromatografiju
(CLASS-VP v6.10). Koristio se za odredivanje koncentracije ugljikohidrata, glicerola, mlije¢ne

kiseline i etanola.

3.1.6.8. HS-GC

Plinski kromatograf Perkin EImer Autosystems XL GC (Perkin-Elmer, SAD) sastoji se
od ,,headspace* sustava za uzorkovanje Perkin EImer Headspace Sampler 40XL (Perkin Elmer,
SAD), uredaja za grijanje kolone (ZB-5MS, Zebron, Phenomenex 60 m x 0,25 mm 1.D. x 0,50

um ds), FID detektora i raCunalnog progama Total Chrom.

3.1.7. Informaticki programi i obrada rezultata

Za obradu podataka i odredivanje koncentracije analiziranih spojeva: maltoze, maltotrioze,
glukoze, etanola, glicerola, acetaldehida, 1-propanola, 2-butanola, etil-acetata, 2-metil-1-
propanola, 2-metil-1-butanola, 3-metil-1-butanola, etil-butirata, izoamil-acetata, etil-

heksanoata, etil-oktanoata i 2-feniletanola koristio se rac¢unalni program ,,Microsoft Excel
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2010%.

3.2. METODE

3.2.1. Postupci u proizvodnji ale piva

3.2.1.1.Mljevenje i ukomljavanje slada za ale pivo

Za proizvodnju ale piva bilo je potrebno pripremiti dva uvarka od 2000 L. Izvagana
koli¢ina slada se prebacila u mlin s valjcima gdje se slad samljeo i usipak se puznim elevatorom
prebacio u komovnjak u koji je prebaceno prethodno zagrijanih 1200 L vodovodne vode na
70°C te 155 mL HCI i 93 mL H2SO4radi dobivanja zeljenog omjera kloridnih i sulfatnih iona.
Omjer kloridnih 1 sulfatnih iona je bitan za organolepticka svojstva piva pri ¢emu veca
koncentracija kloridnih iona intenzivira sladnu aromu dok veca koncentracija sulfatnih iona
intenzivira hmeljnu aromu piva (Palmer i Kaminski, 2013). Ukomljavanje se odvijalo
jednostupanjskim infuzijskim postupkom. Usipak je ubacen u komovnjak na 70°C kako bi na
kraju prebacivanja sladovina zavrsila na zeljenih 65°C, temperaturi na kojoj se 1h odvijalo
ukomljavanje. Mijesalo je bilo namjeSteno na 50% ukupne brzine mijeSanja tijekom

prebacivanja usipka i1 ukomljavanja na 65°C.

Nakon prebacivanja usipka u komovnjak je ubaceno 150 mL mlije¢ne kiseline kako bi
se dobio optimalni pH za enzime koji sudjeluju u reakcijama razgradnje skroba u jednostavnije
SeCere (glukoza, maltoza, maltotrioza, dekstrini). Nakon sat vremena zapocinje proces
inaktivacije enzima razgradnje Skroba. Temperatura se namjestila na 76°C, upalilo se grijanje
preko podnice kotla te se brzina mijesanja prebacila na vecu brzinu rotacije. Kada se dostigla
zeljena temperatura komina je ostavljena 10 minuta kako bi se inaktivirali svi enzimi koji

sudjeluju u razgradnji Skroba.
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Dijagram ukomljavanja

Temperatura (°C)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Vrijeme (min)

Slika 7. Proces ukomljavanja tijekom proizvodnje ale piva

3.2.1.2. Cijedenje komine ale piva

Za vrijeme inaktivacije enzima pripremio se cijednjak na nacin da se vodom zagrijanom
na 83°C potopila pumpa za prebacivanje sladovine, zagrijao cijednjak preko CIP kugli i
potopilo lazno dno (prostor ispod perforirane ploce u cijednjaku) da ne dode do zacepljenja
cijedenja i stvaranja vakuuma. Tijekom ukomljavnja spremnik tople vode (HLT) nadopunjen
je do 1800 L i zagrijan na 83°C te je dodano 235 mL HCI i 140 mL H2SO4 kako bi se dobio
omjer klorida i sulfata identican onome u vodi za ukomljavanje. Po zavrSetku inaktivacije
enzima upalilo se mijesalo u obliku noZeva u cijednjaku na 10% skale brzine vrtnje da ne dode
do zadepljena cijedenja, ugasi se mjesalo u komovnjaku da se ne stvori vrtlog, otvori potpuni
ispust iz komovnjaka i pumpom prebaci kompletna komina u cijednjak. Zatim se brzina nozeva

smanji na pola pocetne i ispere komovnjak hladnom vodom preko CIP kugli.

Prije pocetka cijedenja prebacena komina se recirkulirala preko pumpe za prebacivanje
hmeljne kuhane sladovine odnosno sladovine nakon taloznjaka. Komina se recirkulira 5 min
Sto je dovoljno za prociS€avanje komine 1 nastanak finog filtracijskog kolaca. Brzina cijedenje
je bitan faktor za postizanje dobrog aromatskog profila piva jer predugim cijedenjem previse

tanina zavr$ava u sladovini, a zatim i u kona¢nom pivu §to nepovoljno utjece na okus piva.

Kada je recirkulacija zavrsila otvorio se ventil prema kotlu za kuhanje sladovine (u ovoj
varionici to je ista posuda u kojoj se ukomljava; komovnjak) i ugasila pumpa za recirkulaciju
¢ime je pocelo cijedenje koje je trajalo 1 h i 15 min. Cijedenje se odvijalo pomocu gravitacijske

sile s pocetkom ispiranja nakon prebacenih 500 L tj. kada su se poceli pojavljivati ,,suhi otoci*
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u cijednjaku. Komina se ispire da bi se povecalo iskoriStenje ukomljavanja odnosno prebacio

zaostali sladni ekstrakt.

Komina se ispirala s 1800 L, a koli¢ina vode za ispiranje se regulirala protocnim
ventilom za toplu vodu prema CIP kuglama pri ¢emu se nakon ocijedenih 1000 L postupno
pocela povecavati koli¢ina vode za ispiranje. Paralelno sa poveéanom koli¢inom vode za
ispiranje otvarao se i proto¢ni ventil za ispust ocijedene sladovine s 40% propusnosti prema
potpunom otvaranju odnosnom maksimalnom protoku. Nakon ocijedenih 1000 L upali se
podnica kotla koja je zagrijavala i dogrijavala ocijedenu sladovinu na 90°C da bi se skratilo

vrijeme potrebno za sljede¢i korak — kuhanje sladovine.

3.2.1.3. Kuhanje i hmeljenje sladovine za ale pivo

Cijedenje je zaustavljeno kada se u kotao za kuhanje sladovine prebacilo 2400 L te se
ocijedena sladovina stavila dogrijavati do 97°C grijanjem preko podnice i plasta kotla. Za
vrijeme dogrijavanja izvagalo se 200 g hmelja za gorcinu ,,Columbus* te se oprao cijednjak 1
spremnik tople vode u koji je prebaceno novih 1200 L potrebnih za sljedec¢e ukomljavanje.
Nakon dosegnutih 97°C komina se dogrije do vrenja pri cemu se nastala pjena suzbila hladnom

vodom preko CIP kugli u komovnjaku/kotlu za kuhanje komine.

Poslije razbijanja pjene ugasilo se grijanje preko plasta te se smanjio protok pare u
podnicu kotla kako bi se namjestilo optimalno strujanje sladovine tijekom kuhanja te se dodao
hmelj za gor¢inu. Kuhanje sladovine trajalo je 60 minuta. Za vrijeme kuhanja ventilator na

dimnjaku kotla za kuhanje sladovine je bio upaljen da bi se uklonio ispareni DMS.

3.2.1.4. Hladenje sladovine

Taloznjak sluzi za uklanjanje finog proteinsko-taninskog taloga i iskoristenog hmelja iz
sladovine. Po zavrSetku kuhanja, vrela sladovina se prebaci u taloznjak. Prethodno se pumpa
za prebacivanje sladovine i cjevovod tretiraju parom te se u taloznjak dodao hmelj za aromu i
gor¢inu: 5 kg ,,Cascade*, 2,5 kg ,,Citra“ i 1,25 kg ,,Chinook*. Dodavanje hmelja u taloznjak je

tehnika kojom se uspijeva ekstrahirati i ocuvati vise hmeljnih ulja koja direktno utjecu na aromu
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i okus piva. Prebacivanje kuhane sladovine je trajalo 15 minuta kao i zadrzavanje sladovine u

taloznjaku.

Za vrijeme taloZenja postavila su se crijeva koja spajaju taloznjak i CKF te koja su se
tretirala parom zajedno s izmjenjiva¢em topline i posudom za dodavanje kvasca S. cerevisiae u
kojem je prethodno dodano 3 kg suhog kvasca u 30 L vode na 30°C. Osim zaparivanja, za
vrijeme taloZenja se dotok kisika spojio na postavljenu sinteriranu cijev na izlazu iz hladnjaka
koja sluzi za in situ aeraciju sladovine. Manometar na boci kisika se namjestio na 5 bara i
dodavan je tijekom cijelog hladenja prvog uvarka. Kada se sva vrela sladovina prebacila u

taloznjak, komovnjak se oprao i pripremio za novo ukomljavanje.

Hladenje u protustrujnom izmjenjivacu topline odvija se hladnom vodovodnom vodom
i rashladnom smjesom vode i glikola koja se koristi za hladenje CKF-a. Minutu prije pocetka
hladenja otvara se dotok rashladnog sredstva i vode. Rashladno sredstvo cirkulira iz hladnjaka
nazad u banku leda gdje se ponovo hladi dok se zagrijana voda prebacuje u spremnik tople vode
te se koristi za ispiranje sljedeceg uvarka. Nakon 15 minutnog taloZenja pocinje prebacivanje
sladovine u fermentor kroz hladnjak pri cemu se temperatura sladovine namjesta na 18°C §to
je ujedno i pocetna temperatura glavnog vrenja. Kada se temperatura sladovine ustalila
inokuliran je kvasac in situ ispustanjem iz posude u cijevovod kojim ohladena sladovina ide u
CKF. Hladenje je trajalo 47 minuta. Duljina trajanja ima bitan utjecaj na konacan aromatski

profil piva jer se predugim hladenjem ve¢ina hmeljnih ulja degradira.

3.2.1.5. Glavno i naknadno vrenje ale piva

Glavno i naknadno vrenje ale piva odvijalo se u opranom i dezinficiranom CKF-u
korisnog volumena 4000 L, a za njegovo punjenje bila su potrebna 2 uvarka od 2000 L. Glavno
vrenje je zapocelo na 18°C i kroz jedan dan temperatura je narasla do namjestenih 20,2°C. Treéi
dan nakon inokulacije temperatura se namjestila na 21°C kako bi se snizila koncentracija
diacetila i lakse prevreo zaostali ekstrakt. Dva dana prije kraja glavnog vrenja pritvoren je Spund
ventil kako bi se postigao nadtlak u fermentoru od 0,8 bara. Neprevreli ekstrakt se mjerio svaki
dan fermentacije i nakon $to je mjerenje specificne gustoce areometrom tri dana zaredom
pokazalo SG = 1.011 temperatura je spustena na 5°C pri ¢emu je zapocelo odlezavanje koje je

trajalo 26 dana.
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3.2.2. Kuhanje sladovine, glavno i naknadno vrenje lager piva

Za pripravu lager piva koriSteno je 4 L sladovine pripravljene u laboratoriju. Sladovina
je prebacena u 5 litarsku tikvicu, dodano je 10 g hmelja ,,Styrian Golding* za gor¢inu i
autoklavirana na 100°C kroz sat vremena. Nakon autoklaviranja u tikvicu je dodano jos 10 g
hmelja ,,Styrian Golding* za aromu te je tikvica ostavljena da se ohladi na temperaturu vrenja
(9°C). Ohladena i hmeljena sladovina se dobro promijesala kako bi se $to bolje aerirala prije
inokulacije te zatim inokulirala s 400 mL laboratorijski uzgojene kulture kvasca S. pastorianus
koncentracije 21 x 10° stanica/mL. Inokulirana tikvica preba¢ena je u termostatiranu komoru

Zmajske pivovare d.o0.0.

Glavno vrenje lager piva odvijalo se u steriliziranoj tikvici od 5 L. Temperatura
inokulacije je bila jednaka temperaturi vrenja odnosno 9°C. Nakon tre¢eg dana glavnog vrenja
temperatura je podignuta na 11°C kako bi se potaknuo proces razgradnje diacetila i potaknulo
previranje zaostalog ekstrakta. Glavno vrenje je trajalo 6 dana odnosno dok tri dana zaredom
nije utvrden SG = 1,015. Nakon treéeg mjerenja spusStena je temperatura na 1°C ¢ime je

zapocelo odlezavanje koje je trajalo 14 dana.

3.2.3. Analiticke metode

3.2.3.1. Uzorkovanje

Za vrijeme pripreme sladovine uzimani su uzorci tijekom ukomljavanja, prije kuhanja
sladovine i nakon hladenja. Tijekom glavnog vrenja uzorci su uzimati dva puta dnevno, svakih

12 sati, a za vrijeme odleZavanja uzorci su uzimati svakih 48 sati.

Uzorci ale piva uzimani su preko bo¢nog ventila na koji je montirana ispusna slavina
dok su uzorci lager piva uzimati direktno iz tikvice. Za dezinfekciju aparature prilikom
uzimanja uzorka koristilo se dezinfekcijsko sredstvo Star San koje proizvodi tvrtka Five Star

Chemicals.
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3.2.3.2. Temperatura

Temperatura je pracena tijekom ukomljavanja, cijedenja, kuhanja sladovine, pripreme
vode, hladenja, glavnog i naknadnog vrenja, a mjerena je pomoc¢u temperaturnih sondi koje su

ugradene u kotlove varionice, spremnik tople vode i CKF-e.

3.2.3.3. Tlak

Tijekom procesa glavnog vrenja i odlezavanja ale piva tlak se pratio putem ugradenog
manometra na cilindri¢no - konusnom fermentoru. Kod proizvodnje lager piva procesi glavnog

i naknadnog vrenja su provedeni pod atmosferskim tlakom.

3.2.3.4. pH

pH se mjerio pH-metrom za vrijeme ukomljavanja radi podeSavanja optimalnog pH.

3.2.3.5. Koncentracija ekstrakta u sladovini i mladom pivu

Koncentracija ekstrakta u sladovini pratila se mjerenjem opticke gustoce digitalnim
refraktometrom, a koncentracija ekstrakta u mladom pivu pratila se mjerenjem specificne

gusto¢e areometrom.

3.2.3.6. Odredivanje supstrata i produkata glavnog i naknadnog vrenja ale i lager piva

visokoucinkovitom tekucinskom kromatografijom (HPLC)

Za odredivanje koncentracije supstrata i produkata glavnog i naknadnog vrenja lager i
ale piva koristio se uredaj Shimadzu CLASS-VP LC-10Avr (Japan).
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Iz uzoraka izuzetih tijekom glavnog i naknadnog vrenja ale i lager piva centrifugiranjem
(4500 g, 10 min, 4 °C, Harrier 18/10 Sanyo, Watford, Velika Britanija) je izdvojena biomasa
kvasca. Dobivenim supernatantima uzoraka dodana je otopina cinkovog sulfata heptahidrata (y
=100 g LY) u omjeru volumena 1:1 (V = 700 xL). Dobivena otopina intenzivno je izmjeana
tijekom 20-ak sekundi (mikser EV-100, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) i ostavljena minimalno
20 minuta pri sobnoj temperaturi da se istaloze proteini. Centrifugiranjem (10000 g, 5 min, 4
°C; Harrier 18/10 Sanyo, Watford, Velika Britanija) izdvojeni su istaloZeni proteini, a dobiveni
supernatant je razrijeden 10 puta u odmjernim tikvicama te zatim profiltriran pomocu Sprice na
koje je, kao nastavak, dodan najlonski filter s porama veli¢ine 0,20 gm (Sartorius Stedim
Biotech GMBH, Goettingen, Njemacka). Za pripravu svih otopina koristena je redestilirana
voda ¢ija je vodljivost manja od 1 puS. Ovako pripravljeni uzorci analizirani su pomocu

Shimadzu CLASS-VP LC-10Avr sustava.

Za analizu priredenih uzoraka koristena je modificirana kromatografska metoda opisana
u radovima Trontel i sur. (2010, 2011). Kao mobilna faza koristena je 0,1% otopina fosforne
kiseline. Injektirano je 20 uL uzorka u sustav. Protok mobilne faze je 0,5 mL min’, a
temperatura ionsko — izmjenjivacke analiticke kolone (Supelcogel™ C-610H; 30 cm x 7,8 mm
ID, 9 um) s predkolonom (Supelcogel™ H; 5 cm x 4,6 mm ID, 9 um) 55 °C. Za detekciju je
koristen detektor indeksa loma.
Obrada rezultata dobivenih kromatografskom analizom napravljena je pomocu
racunalnog programa za kromatografiju (CLASS-VP v6.10). Pripadajuce vrijednosti o¢itane su

iz bazdarnih pravaca (Tablica 4).

Tablica 4. Jednadzbe bazdarnih pravaca i njihova retencijska vremena

Spoj tr= (Min) jednandzba baZdarnog pravca R? (-)
glukoza 14,045 + 0,040 A =226208,50 pglukoza - 1433,13 1,0000
maltoza 11,885+ 0,038 A =317570 ymaltoza -58302 0,99

maltotrioza 10,525+ 0,033 A = 336803 jmatotrioza + 16582 0,99
mlije¢na kiselina | 18,520 + 0,028 A = 119006 pmiijecna kiselina + 1369,5  0,9999
octena kiselina 19,825 + 0,026 A = 112445: yoctena kiselina + 1276,1 0,9989
glicerol 19,171 + 0,028 A = 226425piicerol - 3537,8 0,9996
etanol 25,406+ 0,014 A =819297 @etanol - 1766,9 0,9992

*tr 1zrazeno kao srednja vrijednost + standardna devijacija; A, povrSina
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3.2.3.7.0dredivanje hlapivih komponenti ale i lager piva plinskom ,, headspace *
kromatografijom (HS-GC_FID)

Analiza sastojaka lako hlapljivog spojeva (aldehida, estera i visih alkohola, Tablica 5.)
u pivu provedena je na plinskom kromatografu Perkin ElImer Autosystems XL GC opremljenom
detektorom FID (Perkin-Elmer, SAD) i sustavom za uzimanje uzoraka Perkin EImer Headspace
Sampler 40XL (Perkin Elmer, SAD). Za odrzavanje plamena na FID-u upotrijebljeni su vodik
i zrak. Uvjeti pri kojima je provedeno termostatiranje uzorka kako bi se uspostavila ravnoteza
izmedu tekuce i plinske faze, injektiranje uzorka sustavom za uzorkovanje, kromatografsko
razdvajanje te detekcija spojeva u uzorcima piva navedeni su u Tablici 5. Bazdarni dijagrami
prikazani su u poglavlju Prilozi (poglavlje 7.1.).

Uzorak piva za analizu pripremljen je na slijedeé¢i nacin: u odmjernu tikvicu od 50 mL
dodano je 5 uL internog standarda (1-butanol) i tikvica je nadopunjena do oznake s pivom.
Sadrzaj je dobro izmjesan i 10 mL tako pripremljenog uzorka stavljeno je u vialu volumena 22

mL.

Tablica 5. Retencijska vremena odredenih lako hlapivih spojeva piva

Spoj* tr/min
1 Acetaldehid 4,14
2 Etanol 4,58-5,00
3 1-propanol 6,37
4 2-butanol 7,46
5 Etil-acetat 7,71
6 2-metil-1-propanol (i-propanol) 8,23
7 N-butanol (IS) 9,51
8 3-metil-1-butanol 12,26
9 2-metil-1-butanol 12,43
10 | Etil-butirat 14,49
11 Izoamil-acetat 16,80
12 Etil-heksanoat 19,95
13 | 2-feniletanol 22,98
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14 Etil-oktanoat 24,25
15 2-feniletilacetat 26,11

* Bazdarni pravci za navedene spojeve prikazani su u poglavlju Prilozi (poglavlje 7.1)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu proucavana je proizvodnja ale i lager piva te je provedena analiza supstrata,
etanola, glicerola, mlije¢ne kiseline i lako hlapivih spojeva (estera, acetaldehida i visih

alkohola) tijekom glavnog i naknadnog vrenja oba tipa piva.

U poglavlju 4.1. prikazani su rezultati analize ale piva (tipa Pale ale) dok su u poglavlju

4.2. prikazani rezultati analize lager piva (tipa Doppelbock).

4.1. PROIZVODNJA | NADZOR ALE PIVA (tipa Pale Ale)

U ovom dijelu istrazivanja proucavan je proces glavnog i naknadnog vrenja ale piva te su
analizirani sastojci arome i kvalitete proizvedenog piva. Istrazivanje Pale ale piva je zapocelo
pripremom sladovine koje se sastoji od 5 glavnih koraka: ukomljavanje, cijedenje, kuhanje
hmeljene sladovine, talozenje i hladenje. Ohladena sladovina je zatim pumpom prebacena u
CKF na glavno i naknadno vrenje pri ¢éemu je nacijepljena ale kvascem S. cerevisiae SafAle™
US-0S na putu do CKF-a. Parametri kojima se pratio proces ukomljavanja su temperatura,
vrijeme 1 pH (Kiihlbeck 1 sur., 2005). Ukomljavanje je trajalo sat vremena na 65°C, a pH je
podesen na 5,3 s 175 mL mlijecne kiseline radi postizanja optimalnog pH za aktivnost
amilolitickih enzima (B i o amilaze). Proces fermentacije i ukomljavanja pracen je kontrolom
temperature i specifi¢ne gusto¢e mladog piva te analitickim odredivanjem ispitivanih supstrata,

alkohola i lakohlapivih komponenti piva.

Koncentracija analiziranih fermentabilnih Sec¢era ohladene sladovine je bila: 14,6 g/L
maltotrioze, 49,2 g/L maltoze i 8,5 g/L glukoze sto je u skladu s literaturnim podacima za

prosjeéni udio fermentabilnih Secera u sladovini (Stewart, 2009).

Na kraju odleZzavanja ovog tipa piva udio fermentabilnih Secera je bio: 0,0% maltotrioze,
3,8% maltoze i 0,7% glukoze. Na Slici 8 jasno je vidljivo da su konaéne vrijednosti analiziranih
supstrata dosegnute ve¢ nakon prvog dana glavnog vrenja sto upucuje na povoljne uvjete vrenja
I visoku metabolicku aktivnost kvasca. Tijekom vrenja kvasac iz sladovine prvo trosi
monosaharide, a zatim disaharide i trisaharide. S obzirom da kvasac ne moze previrati dekstrine,
kraj glavnog vrenja je vidljiv kroz ¢injenicu da su koncentracije ekstrakta, glicerola i etanola
poprimile priblizno konstantnu vrijednost (Mari¢, 2009). Medutim, potrebno je istaknuti da su

zabiljezene odredene oscilacije koncentracije etanola kao posljedica analitickih pogresaka.
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Slika 8. Promjena koncentracije fermentabilnih Secera, alkohola i mlije¢ne kiseline tijekom

glavnog i naknadnog vrenja ale piva

Volumni udio etanola na kraju glavnog vrenja je bio 4,7% vol/vol dok je koncentracija
glicerola iznosila 1,7 g/L $to se poklapa s prosje¢nom koncentracijom glicerola u gotovom ale
pivu (Klopper i sur., 1986). Prisutnost mlije¢ne kiseline u ale pivu nije registrirana tijekom

cijelog procesa glavnog i naknadnog vrenja.

Rezultati analize lakohlapivih spojeva ale piva prikazani su na slikama 9. i 10.

45,00
40,00
35,00
M acetaldehid
30,00
—_  1-propanol
—
ED 25,00 M etil-acetat
N 20,00 2-metil-1-propanol
15,00 ® 3-metil-1-butanol
10.00 W 2-metil-1-butanol
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0,00 -
0,25 1 5 9 t (dani)10 18 22 26

Slika 9. Promjena koncentracije acetaldehida, viSih alkohola i estera tijekom glavnog i

naknadnog vrenja ale piva

37



0,80
0,70
0,60

— 0,50

I~

S

g 0,40

a0
0,30 M etil-oktanoat

0,20 m 2-feniletanol
0,10 m 2-butanol
0,00 T . T T T T T T 1

25 1 5 9 10 18 22 26

0,

M etil-butirat

M isoamil-acetat

etil-heksanoat

t (dani)

Slika 10. Promjena koncentracije estera, 2- butanola u 2-feniletanola tijekom glavnog i

naknadnog vrenja ale piva

Na osnovi rezultata analiza vidljivo je da je najveca koncentracija acetaldehida
zabiljezena na kraju glavnog vrenja (7,90 mg/L) te da se njegova koncentracija tijekom procesa
odlezavanja smanjuje. Na kraju naknadnog vrenja prisutnost acetaldehida nije registrirana.
Smanjenje koncentracije acetaldehida je pokazatelj starenja mladog piva i u skladu je s
literaturom (Otter i Taylor, 1971).

Na kraju odlezavanja piva sastav visih alkohola je iznosio: 18,89 mg/L 1-propanola,
8,25 mg/L 2-metil-1-propanola, 33,65 mg/L 3-metil-1-butanola, 6,82 mg/L 2-metil-1-butanola
dok prisutnost 2-feniletanola nije detektirana. Rezultati prikazani na slici 9. u skladu su s
literaturnim podacima (Hughes i Baxter, 2001).

Nadalje, potrebno je istaknuti da su najvece koncentracije viSih alkohola zabiljezene
peti dan odnosno zadnji dan glavnog vrenja dok se za vrijeme doviranja koncentracija visih
alkohola smanjila uglavnom zbog njihove lake hlapivosti $to je u skladu s literaturom (Hughes
i Baxter, 2001).

2-butanol nije detektiran u ale pivu sto je o¢ekivano jer je pokazatelj kontaminacija piva

bakterijama roda Lactobacillus, najéesce vrste Lactobacillus brevis (Makarova i sur., 2006).

Koncentracije estera u gotovom ale pivu su: 10,26 mg/L etil-acetata, 0,25 mg/L izoamil-
acetata, 0,71 mg/L etil-heksaonata, 0,03 mg/L etil-butirata, a prisutnost etil-oktanoata nije

registrirana u pivu. Ovi podaci su u skladu s literaturnim podacima (Hughes i Baxter, 2001).
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4.2. PROIZVODNJA | NADZOR LAGER PIVA (tipa Doppelbock)

Za pripremu lager piva koristila se sladovina pripremljena infuzijskim postupkom u koju
je dodan hmelj te je autoklavirana umjesto kuhanja. Ohladena sladovina je inokulirana lager
kvascem ¢ime je zapo¢e0 proces glavnog vrenja. Rezultati nadzora procesa proizvodnje lager

piva prikazani su na Slici 11.
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Slika 11. Promjena koncentracije fermentabilnih Secera, alkohola i mlije¢ne Kiseline tijekom

glavnog i naknadnog vrenja lager piva

Rezultati analiza pokazuju da je pocetna koncentracija analiziranih fermentabilnih
Secera iznosila: 15,61 g/L maltotrioze, 55,45 g/L maltoze i 12,72 g/L glukoze §to je u skladu s
literaturom (Stewart, 2009). Nadalje, iz rezultata je vidljivo da su kona¢ne koncentracije Secera:
1,46 g/L maltotrioze, 5,35 g/L maltoze i 0,0 g/L glukoze te je jasno da je nakon potrosnje vecine
glukoze lager kvasac po¢eo previrati maltozu i potom maltotriozu §to se poklapa s literaturom
(Mari¢, 2009). Konacne koncentracije Secera u pivu su u skladu s literaturom (Hughes i Baxter,
2001).

Volumni udio etanola na kraju procesa odlezavanja je iznosio 5,04% vol/vol dok je
koncentracija glicerola iznosila 2,21 g/L. Prosjecna koncentracija glicerola u lager pivima

iznosi oko 1,5 g/L $to znaci da koriSteni lager kvasac ima sposobnost sinteze vece koli¢ine
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glicerola od uobicajne za kvasce donjeg vrenja (Klopper i sur., 1986). Ovdje je takoder potrebno

istaknuti da su zabiljezene oscilacije koncentracije etanola kao posljedica analitickih pogresaka.

Tijekom cijelog procesa vrenja i doviranja nije nastala mlije¢na kiselina. Osim laktata

u lager pivu nema ni 2-butanola ¢ime je potvrdeno da nije doslo do kontaminacije piva

bakterijama mlije¢ne kiseline (Slika 11).

Najveca koncentracija acetaldehida registrirana je Cetvrtog dana vrenja i iznosila je

46,79 mg/L da bi odlezavanjem kvasac asimilirao sav acetaldehid i uklonio ga iz piva (Slika

12). Promjena koncentracije estera i visih alkohola tijekom glavnom i naknadnog vrenja piva

prikazana je na Slikama 12 i 13.
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Koncentracija viSih alkohola u gotovom lager pivu iznosila je: 11,12 mg/L 1-propanola,
8,36 mg/L 2-metil-1-propanol, 36,90 mg/L 3-metanol-1-butanol, 9,13 mg/L 2-metil-1-butanol
dok 2-feniletanola nije bilo u pivu. Dobiveni rezultati odgovaraju prosjeénim koncentracijama
visih alkohola te su sukladni s literaturnim (Hughes i Baxter, 2001). Iz podataka je vidljivo da

koncentracija visih alkohola raste za vrijeme odleZzavanja Sto se slaze s literaturom (Grba,

2010).

Nastala koncentracija estera na kraju odlezavanja iznosila je: 15,41 mg/L ctil-acetata,
1,59 mg/L izoamil-acetata, 0,58 mg/L etil-heksanoata dok etil-oktanoata i etil-butirata nije bilo

u pivu. Prethodno navedeni podaci u skladu su s literaturom (Hughes i Baxter, 2001).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

1. Procesom ukomljavanja za proizvodnju ale piva u industrijskom mjerilu nastalo je 14,6
g/L maltotrioze, 49,2 g/L maltoze i 8,5 g/L glukoze, a koristena sladovina za lager pivo
u laboratorijskom mjerilu sadrzavala je 15,61 g/L maltotrioze, 55,49 g/L maltoze i 12,72
g/L glukoze odnosnho 6,47% vise maltotrioze, 11,34% viSe maltoze i 45,55% vise
glukoze prema ale pivu. Sumarno, sladovina za lager pivo sadrzavala je 13,74% vise
fermentabilnih Secera u odnosu na sladovinu za ale pivo jer se radi o Doppelbock vrsti

piva za koju je potrebna veca koli¢ina fermentabilnih Secera.

2. Pravilnim vodenjem procesa glavnog i naknadnog vrenja lager i ale kvasci proizvode

pivo visoke kvalitete u vremenskom razdoblju od 20 odnosno 30 dana.

3. Tijekom glavnog vrenja ale kvasac Saccharomyces cerevisiae proizveo je 4,30 vol/vol
etanolai 1,70 g/L glicerola za 24 sata pri Trerm=20°C dok je lager kvasac Saccharomyces
pastorianus proizveo 5,04 vol/vol etanola i 2,21 g/L glicerola $to je 14,68% vise etanola
odnosno 23,08% vise glicerola od ale kvasca u vremenu od 16 dana pri Tterm=9°C.

Medutim, kod oba kvasca kona¢na atenuacija je bila priblizno jednaka.

4. Svi visi alkoholi i esteri u ale pivu proizvedeni su za vrijeme glavnog vrenja, a tijekom
odleZavanja koncentracija im ostaje priblizno konstantna. Ale kvasac nije sintetizirao 2-
feniletanol i etil-oktanoat. U lager pivu lakohlapivi spojevi nastaju za vrijeme glavnog
i naknadnog vrenja pri ¢emu visi lakohlapivi spojevi nastaju za vrijeme odlezavanja.

Lager kvasac nije sintetizirao 2-feniletanol, etil-butirat i etil-oktanoat.

5. U lager i ale pivu koncentracije dobivenih estera (etil-acetata, izoamil-acetata, etil-
heksaonata i etil-butirata) i visih alkohola (1-propanola, 2-metil-1-propanola, 3-
metanol-1-butanola, 2-metil-1-butanola) su u ocekivanim koncentracijama. Lager
kvasac je proizveo 1,32% vise 2-metil-1-propanola, 8,81% vise 3-metanol-1-butanola,
25,30% vise 2-metil-1-butanola, 33,42% viSe etil-acetata i 84,28% vise izoamil-acetata

dok je ale kvasac proizveo 18,31% vise etil-heksanoata i 41,13% vise 1-propanola. Ale
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kvasac je takoder proizveo 0,03 g/L etil-butirata kojeg nije bilo u lager pivu. Ovakav
razli¢iti sastav nastalih lakohlapivih spojeva utjece na razliiti profil arome i okusa

proizvedenog lager i ale piva.
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7. PRILOZI

7.1. BAZDARNI DIJAGRAMI ZA ODREPIVANJE KONCENTRACIJE SUPSTRATA
I PRODUKATA PLINSKOM ,,HEAD SPACE“ KROMATOGRAFIJOM
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Slika 14.a Bazdarni pravci za odredivanje hlapivih komponenti piva HS-GC-FID metodom
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Slika 14.b Bazdarni pravci za odredivanje hlapivih komponenti piva HS-GC-FID metodom
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7.2. BAZDARNI DIJAGRAMI ZA ODREPIVANJE KONCENTRACIJE SUPSTRATA
I PRODUKATA TEKUCINSKOM KROMATOGRAFIJOM  VISOKE
DJELOTVORNOST
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Slika 15 Bazdarni pravci za odredivanje ugljikohidrata, alkohola i kiselina prisutnih u pivu

HPLC metodom.
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