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1. UVOD

Vino i pivo pojavljuju se sa samim poc¢ecima ljudske djelatnosti u poljoprivredi te je vino svoju
primjenu nalazilo u raznim terapijama i lije€nickim tretmanima, dok je pivo bilo neizostavan dio
prehrane. Oba su pi¢a iznimno sloZzena po pitanju sastojaka, a na kona¢nu kakvoéu konaénog
proizvoda utjeCe Citav niz €imbenika, od kakvoée sirovina, kvasca, fermentativnih uvjeta,
mikrobioloSkog statusa, uvjeta starenja, te nacina Cuvanja. Osim po svom specificnom okusu,
vino i pivo isti€u se i po tome $to sadrze brojne bioaktivne sastojke, poput antioksidanta, te je
zbog toga i naglasak raznih istrazivanja stavljen upravo na njihov nutritivni profil. Vecina
istrazivaCkih studija podrzava tezu da se umjerenom konzumacijom crvenog vina i crvenih i
tamnih piva pozitivno utje€e na smanjenje bolesti povezanih s kardiovaskularnim sustavom.
Svojim antioksidacijskim djelovanjem u pivu i vinu posebno se isti€u fenolni spojevi te mnogi od
njih imaju utjecaj na kardiovaskularne i kroniéne degenerativne bolesti (Mozaffarian i sur.,
2018). Crveno vino i pivo prilicno su razli¢itog fenolnog profila i udjela, ponajviSe zbog primjene
razli¢itih sirovina u proizvodniji tih pi¢a. Velik je znacaj prisutnih fenolnih spojeva u vinu i pivu, s
obzirom da njihova prisutnost utjeCe i na konaénu kakvoéu gotovog proizvoda te utjeCu na
duZinu i trajanje transporta i skladiStenja, kao i na stabilnost okusa i boju piva.

U oba pi¢a sastav fenolnih spojeva varira i ovisi o brojnim uvjetima, ponajprije o genetskim
gimbenicima sirovina i okoli$nim uvjetima tijekom uzgoja, ali i o tehnologkim uvjetima. Sto se
tiCe piva, udjel antioksidacijskih sastojaka najviSe ovisi o sladu i hmelju jer otprilike 70 % tih
spojeva potjeCe iz slada, a ostatak iz hmelja. Osnovna podjela piva temelji se na procesu
fermentacije te se stoga piva mogu podijeliti na lager, ale i lambic piva (Capece i sur., 2018).
Lager piva najviSe se konzumiraju, a proizvode se pri nizim temperaturama fermentacije (6 —
15 °C), za razliku od ale piva koja se proizvode fermentacijom pri 16 — 24 °C. Lambic piva
rezultat su spontane fermentacije zdruZene kulture bakterija i kvasaca.

Kao sirovina za proizvodnju vina koristi se grozde, a s obzirom na boju uporabljenog grozda,
vina se dijele na bijela, rose i crvena. Osnovna i najbitnija razlika u njihovoj proizvodniji jest
Cinjenica da se za proizvodnju crvenih vina provodi i postupak maceracije, odnosno ekstrakcija
boje i ostalih spojeva iz kozice grozda, dok se kod proizvodnje bijelih vina za fermentaciju koristi
grozdani sok koji nije prosao postupak maceracije. Kod proizvodnje rose vina, provodi se tek
ograni¢eni kontakt s koZzicom grozda s ciliem ekstrakcije boje i ostalih fermentabilnih tvari.
Upravo postupak maceracije prilikom proizvodnje crvenih vina u konacnici najvide utjeCe na
ukupni udjel fenolnih spojeva u vinu, s obzirom da se maceracijom ekstrahiraju fenolni spojevi
iz grozda. Zbog toga crvena vina sadrze veci udio antioksidacijskih tvari u odnosu na bijela

vina. Jo$ jedan znacCajan korak u proizvodnji vina predstavlja i odlezavanje vina u drvenim



bacvama, Cime se takoder povecéava udjel polifenolnih spojeva.

Sve veca kompetitivnost na trzistu piva i vina, ali i €injenica da su potrosaci sve vise orijentirani

pi¢ima koja im pruzaju odredene zdravstvene benefite, samo su neki od katalizatora sve vecéeg

razvoja novih tehnologija s ciliem povecanja udjela antioksidacijskih spojeva u vinu i pivu.

Cilj ovog rada bio je usporediti naizgled neusporedivo; a to su antioksidacijska svojstva, te

promjene boje tijekom skladiStenja autohtonih medimurskih craft piva i vina. Vino je oduvijek

poznato kao izvrstan izvor antioksidanata, posebice crveno i pice Bogova koje se ispija uz

delicije, a pivo samo kao ,pice za obi¢an puk®, te su napravljena sljedec¢a odredivanja:

>

>
>
>

Y VvV

kemijskog sastava svijetlog, crvenog i tamnog piva,

kemijskog sastava bijelog, rose i crvenog vina,

stabilnosti i intenziteta boje piva tijekom skladiStenja,

promjene boje bijelog vina tijekom skladidtenja, te ubrzani test posmedivanja bijelog
vina,

udjela ukupnih polifenola u pivu i vinu,

antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom,

redukcijske snage istrazivanih piva i vina.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. VINARSTVO | PIVARSTVO U MEDIMURJU

Medimurje, smjesteno na krajnjem sjeveru Hrvatske izmedu rijeka Drave i Mure, odlikuje se
bogatstvom prirodnih resursa, plodnim zemljistem te povoljnom klimom. Ove znacajke ovu
regiju ¢ine pogodnom za poljoprivredu, a narocito za vinogradarstvo. Poznato i kao "cvjetnjak
Hrvatske", Medimurje se istie svojim blagim brezuljcima i bogatom vegetacijom, §to daje
dodatan doprinos razvoju poljoprivrednih djelatnosti, uklju€ujuéi vinogradarstvo i pivarstvo
(Varga, 2016).

Vinogradarstvo u Medimurju ima dugogodidnju tradiciju koja datira jos iz srednjeg vijeka te prvi
pisani zapisi 0o uzgoju vinove loze potjecu iz tog razdoblja, kada su na padinama medimurskih
breZuljaka poceli nicati prvi vinogradi. Medimursko vinarstvo razvijalo se pod utjecajem raznih
kultura i naroda koji su prolazili kroz ovaj kraj, a proizvodnja vina ubrzo je postala i znacajan
dio lokalne ekonomije.

Medu sortama koje se uzgajaju u Medimurju, posebno se isti¢u grasevina, pusipel (autohtona
sorta koja se smatra jednim od simbola medimurskog vinogradarstva), sauvignon, pinot sivi i
Zuti muskat. Kakvoéa medimurskih vina rezultat je primjene suvremenih tehnika vinifikacije u
kombinaciji s tradicionalnim znanjem. Ova vina prepoznata su i nagradivana na nacionalnim i
medunarodnim razinama te su medimurska vina na nedavno odrzanom uglednom natjecanju
Decanter World Wine Awards u Londonu osvojila ¢ak 29 medalja, od kojih je 15 njih pripalo
vinima autohtone sorte puSipel. Znacajno mjesto u turistickoj ponudi Medimurja zauzima
.Medimurska vinska cesta,” koja povezuje brojne vinarije i omogucava posjetiteljima
upoznavanje s bogatom vinarskom kulturom regije (slika 1).

Pivarstvo u Medimurju datira josS iz vremena Zrinskih, a sam Nikola VII. Zrinski imao je knjigu
koja opisuje metode kuhanja piva s eksperimentalnim sastojcima (Varga, 2016). Craft pivarstvo
u Medimurju relativno je novija pojava, ali je brzo steklo znacajan interes. U posljednjih desetak
godina, Hrvatska je svjedocila porastu popularnosti zanatskih piva, a Medimurje je postalo
jedno od sredista ovog trenda. Craft pivarstvo u Medimurju karakterizira primjena specifi¢nih
sastojaka i inovativnih proizvodnih metoda, $to rezultira unikatnim pivskim proizvodima.
Najistaknutija craft pivovara u regiji je Medimurski Lepi De&ki iz Cakovca, a osnovana je 2016.
godine. Njihova piva, kao $to su ,Medimursko Pale Ale" i ,Cakove&ko" odlikuju se jedinstvenim
aromama i okusima, ¢ime se istiCu na hrvatskom trziStu piva. Spomenuta pivovara takoder
aktivno sudjeluje u radu lokalne zajednice, organizirajuéi dogadanja i edukativne radionice,
¢ime doprinosi promociji i razvoju kulture craft pivarstva u regiji.

Vinarstvo i craft pivarstvo u Medimurju djeluju sinergisticki, oba sektora znacajno pridonose

jaCanju prepoznatljivosti i promociji regije kao vazne eno-gastronomske destinacije.



Zajednickim manifestacijama i medusobnom suradnjom vinarije i pivovare obogacuju kulturni i
turisticki zivot Medimurja, te se regija isti€e kao podrucje koje uspjesno spaja tradiciju i inovaciju
u proizvodniji alkoholnih pic¢a.

Medimurje, zahvaljujuéi svom povijesnom naslijedu, povoljnim geografskim uvjetima i
inovativnim pristupima u proizvodnji vina i piva, predstavlja regiju zna¢ajnu za hrvatsku eno-
gastronomsku ponudu. Tradicija vinarstva ovdje se uspjeSno nadograduje modernim

tehnikama, dok craft pivarstvo unosi novinu i osvjezenje u lokalnu industriju pica.
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Slika 1. Medimurska vinska cesta (Varga, 2016)

2.2. BIOAKTIVNI SASTOJCI VINA | PIVA

Najvecu skupinu prirodnih antioksidacijskih tvari vina i piva ¢ine polifenoli, a rije€ je o velikoj
skupini spojeva koji se mogu podijeliti u dvije grupe: flavonoide i neflavonoide. Skupinu
neflavonoida Cine polifenolni spojevi koji mogu biti u obliku fenolnih kiselina, stilbena, lignana,
halkona i tanina (Callemien i Collin, 2010). Razlika u prisutnosti i udjelu odredenih fenolnih

spojeva kod vina i piva oCekivana je s obzirom na primjenu razli€itih sirovina i tehnoloskih



procesa.
Oba su pi¢a iznimno popularna i znatno se konzumiraju, a benefite njihove umjerene
konzumacije podupiru i podaci iz znanstvenih literatura. Polifenoli crvenog vina i piva, osim §to
djeluju kao antioksidanti, djeluju i protuupalno te daju doprinos obrani od aterosklerotskih bolesti
(Snopek i sur., 2018). Antioksidanti prisutni u pivu pozitivno utje€u na odredene bolesti te na
kardiovaskularni i imunolo$ki sustav te je potvrdeno da konzumacija bezalkoholnog piva
pozitivho utjeCe na smanjenje sistolickog krvnog tlaka i upalnih biomarkera, poput homocisteina
(Redondo i sur., 2018). Torres i suradnici (2015) objavili su da je umjerenom konzumacijom
vina, u odnosu na ostala alkoholna pi¢a, doslo do povecanja antioksidacijskog kapaciteta kod
mladih i zdravih ispitanika koji su pritom konzumirali ishranu bogatu mastima. To je u korelaciji
s fenomenom ,francuski paradoks®, koji ukazuje da svakodnevna, umjerena konzumacija
crvenog vina pridonosi nizoj ucestalosti koronarnih bolesti srca, unato¢ prehrani bogatoj
zasi¢enim masnim kiselinama. Medutim, pretjerana konzumacija alkoholnih pi¢a povezana je s
razvojem kroni¢nih bolesti i drugim ozbiljnim problemima koji predstavljaju rizik od smrtnosti
(Lim i sur., 2012).

Pozitivni ucinak pojedinacnih polifenolnih spojeva na ljudsko zdravlje javlja se pri
koncentracijama viSim od onih u pivu i vinu, $to sugerira sinergisti¢ko djelovanje vise razlicitin
polifenola. Na osnovu literaturnih podataka, pivo sadrzi veéi udio p-kumarinske kiseline i svih
hidroksibenzojevih kiselina, no svi ostali polifenolni spojevi u ve¢em su broju prisutni u crvenom
vinu nego u pivu. Flavonoli su, kao vazne bioaktivne komponente, u epidemioloskim
istrazivanjima pokazali pozitivan ucinak protiv raka i kardiovaskularnih bolesti (Giovinazzo i
Grieco, 2015). Koncentracije sva tri prisutna flavonola (kvercetin, miricetin i kempferol) dosta
su vece u crvenom vinu nego u pivu. S korisnim svojstvima vina u vezu se naj¢eS¢ée dovode
stilbeni, a posebice resveratrol koji djeluje antioksidacijsko, protuupalno, kardioprotektivno, a
djeluje i protiv raka. Udio stilbena u vinu i pivu nije usporediv te ih, prema literaturnim podacima,
u pivu gotovo i nema. Flavoni takoder pokazuju biolodku aktivnost, a primjenu nalaze i u
tretmanu neurodegenerativnin poremecéaja i koronarnih bolesti srca. Grupi antioksidacijskih
agensa pripadaju i flavanoni, no njihova je koncentracija u pivu i vinu priliéno niska. Tanini su
takoder pokazali sposobnost hvatanja radikala te protuupalnu i antioksidativnu aktivnost, a udio
kondenziranih tanina poprilicno je visok u crvenom vinu. Osim dosad nabrojanih polifenolnih
spojeva u pivu je moguce pronaci i odredene koji nisu prisutni u vinu, ali i obratno. Od spojeva
prisutnih u pivu posebno se isti€u ksantohumol i melanoidin te oba spoja pokazuju antimikrobna
svojstva. Od fenolnih spojeva s bioloSkom aktivnoS¢u u vinu se isti€u i antocijanini. NajéeSce
prisutni antocijanini u crvenom vinu su malvadin-3-glukozid i malvadin-3-galaktozid, a oba spoja

djeluju sinergisticki i pokazuju protuupalnu aktivnost (Huang i sur., 2014).



2.3. ANALITICKE METODE ZA ODREBIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE
AKTIVNOSTI

Antioksidacijska aktivnost piva uglavnom je odredivana primjenom elektronske paramagnetske
rezonancije, a metoda se temelji na spinskom hvatanju radikala formiranih pri 60 °C (Kunz i
sur., 2014). Spektroskopske metode najceSce su primjenjivane metode u vinarstvu za
odredivanje antioksidacijske aktivnosti i udjela ukupnih polifenola. Spektrofotometrija se koristi
za praéenje smanjenja apsorbancije do koje dolazi jer prisutni antioksidanti hvataju radikale
dodane u uzorak. U svrhu odredivanja antioksidacijskog kapaciteta koriste se razliiti radikali,
a najceSce se primjenjuju DPPH (2,2-difenil-1-pikrihidrazil) i ABTS (2,20-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina). Spektrofotometrija omogucava praéenje redukcijske
aktivnosti fenolnih spojeva u vinu; primjenom FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power)
metode koja se temelji na fenolno posredovanoj regeneraciji Zeljeznog(lll) iona u Zeljezni(ll) ion
te CUPRAC metode koja se temelji na regeneraciji bakrovog(ll) iona u bakrov(l) ion (Ozyurek i
sur., 2011). lako su te metode osnova za evaluaciju antioksidacijske aktivnosti i udjela fenolnih
spojeva, takoder su prisutne i elektrokemijske tehnike za odredivanje antioksidacijske aktivnosti
vina, poput diferencijalne pulsne voltametrije i ciklicke voltametrije (Seruga i sur., 2011). Ricci i
suradnici (2019) proucavali su analiticke pristupe primjenom proto€no-injekcijskih sustava sa
sekvencijskim detektorom s nizom dioda i elektrokemijskim amperometrijskim detektorom te su
dosli do zakljucka da je takav protoCno-injekcijski sustav koristan i uspjeSno primjenjiv za
odredivanje antioksidacijskog kapaciteta i udjela ukupnih fenola u vinu. Primjenom
amperometrijskog biosenzora na bazi tirozinaze odreden je polifenolni indeks u vinu i uzorcima
piva te je postignuta dobra analiticka ucinkovitost ovog biosenzora, a kao referenca za
polifenole koristena je kafeinska kiselina (Garcia-Guzman i sur., 2018). ElektroanalitiCke
tehnike pokazale su se kao dobra alternativa, s obzirom na brze rezultate, visoku osjetljivost,
nepotrebnost obrade uzoraka i nisku cijenu. Osim toga, kombiniranom primjenom
elektroanalitickih tehnika i enzima moguce je posti¢i dobru selektivnost prilikom odredivanja
polifenolnog indeksa (Garcia-Guzman i sur., 2018).

Usporedbom prikupljenih podataka kod primjene istih metoda zakljuCuje se da vino ima vedéi

udio ukupnih polifenola i ve¢u antioksidativnu aktivnost.

2.4. NEFLAVONOIDNI POLIFENOLI U VINU I PIVU

Neflavonoidne fenolne spojeve vina €ine tri osnovne grupe spojeva, a to su dvije vrste fenolnih
kiselina (cinaminska i benzoinska) i stilbeni (Niculsecu i sur., 2017). Pivo takoder sadrZi
neflavonoidne polifenole, a to su monofenoli, halkoni (ksantohumol) i resveratrol

(Wannenmacher i sur., 2018). U oba pi¢a fenolne kiseline prisutne su u obliku (hidroksi-)



benzojevih i (hidroksi-) cinaminskih kiselinskih derivata, a dodatno se mogu podijeliti ovisno o
vrsti supstituenta na prstenu. Najveéi dio detektiranih fenolnih kiselina u pivu nalazi se u
vezanom obliku kao esteri, glikozidi i ostali vezni kompleksi. U vinu se te fenolne kiseline ¢esto
nalaze u obliku estera vinskih kiselina, ali i u slobodnom obliku ili esterificirane etanolom i
antocijaninima. Takoder, u vinu hidroksibenzojeve i hidroksicinaminske kiseline djeluju kao

kopigmenti.

2.4.1. Hidroksicinaminske kiseline

Hidroksicinaminske kiseline u oba pica ne utjeCe na miris i okus, no njihova je vaznost u tome
Sto djeluju kao prekursori za hlapive fenolne spojeve (Habschied i sur., 2020). Prema
literaturnim podacima, ferulinska i p-kumarinska kiselina najzastupljenije su kiseline u pivu
(Piazzon i sur., 2010). Hidroksicinaminske kiseline potje€u od upotrijebljenih sirovina za
proizvodnju piva, slada i hmelja. Uostalom, ferulinska i p-kumarinska kiselina prevladavaju u
jeémenom sladu te njihova koncentracija ovisi o uvjetima okoline i fermentacije, ali i o obradi
je€ma nakon Zetve. Habschied i suradnici (2020) odredili su udio kafeinske i p-kumarinske
kiseline u razli€itim tipovima piva te zakljucili da je udio kafeinske kiseline najnizi od svih ostalih
fenolnih spojeva. Takoder su objavili da svijetla i tamna piva imaju najnizi udio p-kumarinske
kiseline, za razliku od crnih piva kod kojih je taj udio vedéi. Vrijedi spomenuti i da se
hidroksicinamati u pivu mogu prona¢i i u konjugiranom obliku s poliamidima,
hidroksicinaminskim kiselinskim amidima ili fenolamidima, a ti se spojevi mogu pojaviti u
glikoziliranom obliku ili kao derivati hidroksiliranog agmatina.

Hidroksicinaminske kiseline mogu biti prisutne u slobodnom obliku ili vezanom obliku kao esteri
vinske kiseline. Te kiseline €ine vecinu neflavonoidnih spojeva u crvenom vinu te veéinu
fenolnih spojeva u bijelom vinu. Esteri vinske kiseline podlozni su djelomi€¢noj hidrolizi tijekom
procesa alkoholne fermentacije, Sto rezultira nastankom njihovog slobodnog oblika. Udio
kafeinske, kumarinske i ferulinske kiseline u grozdu, grozdanom soku i vinu ovisi 0 samom

grozdu, odnosno sorti, te 0 okoliSnim uvjetima uzgoja, ali i uvjetima berbe grozda.

2.4.2. Hidroksibenzojeve kiseline

Hidroksibenzojeve kiseline imaju klasi¢nu C6-C1 strukturu te pripadaju grupi fenolnih spojeva.
NajCeScCe prisutne hidroksibenzojeve kiseline u pivu su salicilna, p-hidroksibenzojeva,
vanilinska i galna kiselina, dok su u vinu pretezito zastupljene p-hidroksibenzojeva, siringinska,
vanilinska i galna kiselina. Poseban je naglasak stavljen na odredivanje udjela galne kiseline u

pivu, jer, s obzirom na izrazitu podloznost te kiseline degradaciji i oksidaciji, dokazano je da ta



kiselina moze imati ulogu indikatora oksidacije tijekom proizvodnje piva (Socha i sur., 2017).
Utvrdeno je da je galna kiselina zastupljenija u lager pivima u odnosu na ostale tipove piva
(Moura i sur., 2016). Galna kiselina, ba$ kao i u pivu, smatra se i najvaznijom kiselinom u vinu,
s obzirom da je upravo ta kiselina prekursor hidrolizabilnih tanina. Nadalje, zbog prisustva tri
hidroksilne grupe ta je kiselina snazni antioksidant, a duzi postupak maceracije u proizvodnji
crnih vina rezultira vis$im koncentracijama te kiseline. Ukupni udio hidroksibenzojevih kiselina u

vinima iznosi do 218 mg/L (Castaldo i sur., 2019).

2.4.3. Stilbeni

Resveratrol je jedan od najznacajnijih predstavnika iz grupe neflavonoidnih spojeva, a istice se
svojim pozitivnim uginkom na ljudsko zdravlje. Sto se ti¢e njegove strukture, resveratrol
posjeduje dva fenolna prstena, medusobno povezana stirenskom dvostrukom vezom te moze
postojati u cis- i trans- konformaciji. Takoder se moze nadi i u obliku 3-beta-glukozida i trans- i
cis-piceida. Objavljene vrijednosti koncentracije ovog spoja znatno su nize u pivu u odnosu na
vino, a posebno u odnosu na crveno vino. Koncentracije oba izomera prisutna u vinu, cis- (0,1-
7 mg/L) i trans- (0,7-6,5 mg/L), ovise o sorti grozda, podneblju, proizvodnim tehnikama i vrsti
vina (Nour i sur., 2012). Koncentracija resveratrola detektirana je u manjem udjelu i kod
bezalkoholnih piva, lager piva te ale piva, a kao razlog toga navodi se Cinjenica da je odredena
koli¢ina resverastrola prisutna u hmelju koji se dodaje u procesu hmeljenja (Cheiran i sur.,
2019).

2.4.4. Hidrolizabilni tanini

Tanini €ine vaznu skupinu fenolnih spojeva, posebice u crvenom vinu, s obzirom da utjeCu na
senzorne karakteristike vina, a uklju€eni su i u reakcije povezane s posmedivanjem bijelog vina.
S obzirom na kemijsku strukturu dijele se u dvije skupine, a to su kondenzirani tanini
(proantocijanidini) i hidrolizabilni tanini. Kondenzirani tanini prisutni su i u grozdu i u vinu.
Hidrolizabilni tanini sastavni su dio hrastovih badvi te su stoga prisutni u vinu koje dozrijeva u
takvim badvama. Koncentracije tanina u crvenom vinu kreéu se od 1,1 do 3,4 g/L (Castaldo i
sur., 2019).

Prekursor i osnovna jedinica hidrolizabilnih tanina jest galna kiselina i njezini derivati poput
elaginske kiseline. Te kiseline €esto su esterificirane Secerima poput glukoze ili, rjede,
kvininskom ili Sikiminskom kiselinom. Zbog esterifikacije molekulska masa tih spojeva iznosi i
do 2800 Da. Hidrolizabilni tanini obi¢no se ekstrahiraju iz hrastovih badvi tijekom dozrijevanja

vina u istima, a uglavnom je rije¢ o ekstrakciji elagitanina. Koncentracije tih tanina variraju,



ovisno o tipu drva, no obi¢no se kre¢u u rasponu 0,4 — 50 mg/L (Basalekou i sur., 2019). Kod

piva su takoder prisutni hidrolizabilni tanini te oni poti¢u od hmelja i slada.

2.5. FLAVONOIDNI SPOJEVI

Flavonoidi predstavljaju najvecu skupinu fenolnih spojeva te ¢ak 85 % ukupnih fenola u vinu
pripada flavonoidima (Markoski i sur., 2016). Osnhovna struktura flavonoida temelji se na tri
prstena: dva aromatska i jednom centralnom prstenu s kisikom. S obzirom na supstituciju
piranskog prstena i stupanj oksidacije, flavonoidi se mogu podijeliti u viSe skupina, poput
flavonola, flavona, flavanola, flavana, flavanonola, flavanona, antocijanina, antocijanindina te
halkona i dihidrohalkona (Escobar-Cevoli i sur., 2017). | pivo i vino sadrze veéinu tih spojeva,
no postoji spoj koji je prisutan u pivu, ali ne i u vinu, a rije€ je o ksantohumolu i produktu njegove
ciklizacije, izoksantohumolu. Oba ta spoja pokazuju antikancerogeno djelovanje. Ksantohumol
pripada skupini preniliranih halkona, a koncentracija u pivu ovisi o proizvodnoj tehnici te nacinu
hmeljenja te ona u komercijalnim pivima iznosi oko 0,2 mg/L. Prenilflavonoidi utje€u na aromu
i okus piva, posebice tamnih piva, a u pivu njihova koncentracija varira od 0,002 do 0,628 mg/L
(Andres-lglesias i sur., 2014).

2.5.1. Flavan-3-oli i kondenzirani tanini

Flavanoli su spojevi prisutni u obliku jednostavnih monomera, ali i polimera. Najpoznatije i
najznacajnije molekule iz te grupe spojeva su katehin i njegov enantiomer, epikatehin. Oni su
prekursori za sintezu proantocijanidina koji pak utje€e na trpkost vina i piva (Markoski i sur.,
2016). Koncentracije tih spojeva u pivu kre¢u se od 1 do 20 mg/L, dok su u vinu te koncentracije
dosta viSe i krecu se od 50 do 120 mg/L. U nekim specijalnim i jako starim crnim vinima udio
katehina moZe iznositi i do 1000 mg/L (Cabrera-Banegil i sur., 2016). Katehin i epikatehin
nalaze se u peteljci, sjemenki i kozici groZzda te posljedi¢no i u vinu, a sli¢na je situacija i s pivom
kod kojeg katehini dospijevaju putem upotrijebljenih sirovina, to¢nije slada i hmelja. Osim
monomernih oblika, u pivu se takoder nalaze i njihovi esteri s galnim kiselinama (katehin galati),
dok su derivati katehina (epigalokatehin, galokatehin, epigalokatehin galat i epikatehin galat)
detektirani u vinu.

Proantocijanidini su fenolni spojevi te strukturno predstavljaju oligomere flavan-3-ola, a poznati
su i kao kondenzirani tanini, iako se u pivarskoj industriji Cesto upotrebljava naziv
»<antocijanogeni“ (Wannenmacher i sur., 2018). Ti fenolni spojevi prisutni su u svim dijelovima
bobice grozda, a u vino dospijevaju tijekom obrade grozda, maceracije i alkoholne fermentacije.

Proantocijanidini posebno su zanimljivi u pivarskoj industriji, s obzirom da se dovode u vezu s



nastankom mutnoce te je utvrdeno da se s poveéanjem molekulske mase proantocijanidina
povecava i mutnoca piva. Takoder se istiCe i njihov snazan antioksidativni kapacitet te
potencijalni pozitivni u€inci na ljudsko zdravlje, osobito na kardiovaskularne bolesti i rak
(McCullough i sur., 2012). Prodelfinidini i procijanidini nalaze se i u pivu i u vinu te predstavljaju
najzastupljenije kondenzirane tanine u grozdu i vinu. Proantocijanidini iznimno su vazni za
senzorska svojstva vina s obzirom da utjeCu na trpkost i gorinu vina, a imaju ulogu i u

dozrijevanju i starenju vina.

2.5.2. Flavoni, flavonoli i flavanoni

ZajedniCka karakteristika ove grupe fenolnih spojeva jest prisutnost 4-keto skupine. Flavoni
imaju tri funkcionalne grupe, karbonilnu i dvije hidroksilne, a unutar flavonoidne strukture postoji
i dvostruka veza. Prisutni su u kozici grozda te u vinu i to u obliku aglikona ili u obliku glikozida.
Prisutni su u prilicno niskim koncentracijama, osim luteolina Cija se koncentracija u grozdu kreée
od 0,2 do 1 mg/L (Cabrera-Banegil i sur., 2016). Poznato je da flavoni imaju znacajne bioloSke
karakteristike pogodne za ljudsko zdravlje, ukljuCujuéi antitumorno, protuupalno i
antioksidacijsko djelovanje (Singh i sur., 2014). Vec¢ina tih spojeva u pivu najvjerojatnije potjeée
od jeCma. Uz flavone, pivo takoder sadrzi i njihove izomere, odnosno izoflavone, a u tu skupinu
pripadaju daidzein, genistein, formononetin i biohanin A.

Karakteristicna funkcionalna skupina flavonola jest hidroksilna grupa na trecem ugljikovom
atomu te se upravo zbog toga Cesto nazivaju 3-hidroksiflavoni. U crvenom vinu nalaze se u
obliku aglikona, poput kempferola, kvercetina, rutina i miricetina, te glikozida, poput galaktozida,
glukoronida, glukozida i diglikozida. Njihova koncentracija u vinu varira u rasponu od 12,7 do
130 mg/L (Cabrera-Banegil i sur., 2016). BioloSka aktivnost tih spojeva pozitivno utjeCe na
kardiovaskularni sustav. Usporedbom dostupnih literaturnih podataka zaklju€uje se da je vino
bogatije ovim fenolnim spojevima u odnosu na pivo.

Sto se tide flavanona, pivo sadrzi Cetiri prenilflavanona, a to su: izoksantohumol
(najzastupljeniji, u koncentraciji 0,04 — 3,44 mg/L), 6-prenilnaringenin, 8-prenilnaringenin i 6-
geranilnaringenin (Andres-Iglesias i sur., 2014). lzoksantohumol nastaje izomerizacijom

ksantohumola tijekom procesa vrenja.

2.5.3. Antocijanini

Prema dostupnim literaturnim podacima, ova skupina fenolnih spojeva zastupljena je u vinu,
dok za njezino prisustvo u pivu joS uvijek nema objavljenih podataka. Antocijanini istiCu se

svojom aktivnoscéu protiv odredenih bolesti, posebice protiv koronarnih bolesti srca (Cassidy i
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sur., 2016). S obzirom na kemijsku strukturu, antocijanini predstavljaju glikozilirani oblik
antocijanidina te sadrze flavilijev kation s vezanim metoksilnim i hidroksilnim grupama.
Antocijanini su zasluzni za boju grozda i vina, a u crvenom je vinu detektirano slijedecih Sest
skupina antocijanina: cinadin, malvidin, peonidin, petunidin, delfinidin i pelargonidin te njihovi
3-0O-monoglukozidi. Antocijanini se uglavnom nalaze u kozici grozda, a malvadini su iznimno
zastupljeni u vrsti Vitis vinifera. Na udio antocijanina utjeCu sorta grozda, okoliSni uvijeti,
klimatski uvjeti, podneblje, ali i tehnika proizvodnje vina, prvenstveno postupak maceracije.
Antocijanini igraju ulogu u brojnim vaznim reakcijama, poput polimerizacije, oksidacije te
formiranja novih pigmenata tijekom proizvodnje i starenja vina. Ukupni udio antocijanina

najéesce varira od 32,5 do 1011 mg/L, ovisno o sorti grozda (Suéur i sur., 2016).

2.6. UTJECAJ TEHNOLOGIJE NA POVECANJE FENOLNIH SPOJEVA

Grozde je jedina sirovina koja se koristi za proizvodnju vina, dok se za proizvodnju piva
upotriebljavaju slad (€esto uz dodatak nesladenih sirovina poput rize, Sec¢era, kukuruza i
pSenice), voda i hmelj. Za proizvodnju oba pic¢a klju€na je alkoholna fermentacija te se za njenu
provedbu obiéno koriste komercijalni suhi kvasci. Redoslijed osnovnih postupaka i tehnologija

koriStenih u proizvodnji piva i vina prikazan je na slikama 2 i 3.
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Slika 2. Redoslijed tehnoloskih postupaka u proizvodnji piva
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Slika 3. Redoslijed tehnoloSkih postupaka u proizvodnji vina

2.6.1. Sirovine

Kao $to je ve¢ ranije spomenuto, udio fenolnih spojeva u grozdu ovisi o sorti grozda, podneblju
(klima, lokacija vinograda, vrsta tla), primijenjenim tehnikama proizvodnje, berbi i dozrijevanju
vina. Kao posljedica klimatskih promjena danas je iznimno zahtjevno i izazovno proizvesti
zdravo grozde, koje nije prezrelo i koje je postiglo optimalnu zrelost. Klimatske promjene
znacajno utjeCu na dozrijevanje grozda, te je stoga u podnebljima sa suhim i vruéim uvjetima
proces dozrijevanja grozda puno brzi te takvo grozde sadrzi veéi udio Secera, a manji udio
fenolnih spojeva, to posljedi¢no rezultira vinima koje sadrze adstringentne i ,zelene“ tanine
(Hannah i sur., 2013). Kako bi se taj problem reducirao, razvijene su neke nove agrikulturalne
tehnike, poput prorjedivanja grozdova i defolijacije, a pokazalo se da se primjenom tih metoda
moze povecati sinteza antocijanina i flavonida. Osim tih metoda, ponekad se primjenjuju i
elicitori za koje je dokazano da ima utjecaj na povec¢anje udjela resveratrola (Giacosa i sur.,
2019).

Osnovni sastojci piva od kojih potje€u fenolni spojevi su Zitarice (uglavhom jec¢am) i hmelj.
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Je€am (Hordeum vulgare L.) pripada porodici trava te se za sladenje i proizvodnju piva najcesée
primjenjuje dvoredni je€am. Oko 70 — 80 % fenolnih spojeva u pivu potjeCe od je€ma, unatod
¢injenici da jemeni slad sadrzi manje fenolnih spojeva od hmelja (Almaguer i sur., 2014). Od
fenolnih spojeva prisutnih u je€mu, najzastupljenije su fenolne kiseline (u slobodnom i vezanom
obliku). No, isto kao i kod grozda, na sastav i udio fenolnih spojeva u je€mu utje€u sorta jeCma
i podrijetlo. Tako su i rezultati odredenih istrazivanja pokazali da je ukupni udio fenolnih spojeva
znacajno veci u oljudtenim sortama je¢ma. Slad ima veci utjecaj na antioksidativhu aktivnost
piva od hmelja (Leitao i sur., 2012). Takoder, je€meni je slad najznacajniji izvor Skroba u
procesu proizvodnje piva. Postupak proizvodnje slada uklju€uje slijedeée korake: mocenje,
klijanje i suSenje (pe€enje). U fazi mo&enja, kao posljedica ispiranja fenolnih spojeva, smanjuje
se udio tih spojeva, no njihov se udio povecava tijekom klijanja i suSenja. Varijacijom
parametara tijekom sladenja, poput stupnja vlaZenja i trajanja i temperature klijanja, moguce je
utjecati i prilagoditi kvalitetu slada. Munoz-Insa i suradnici (2016) zakljuCili su da postoji
pozitivna korelacija izmedu temperature klijanja i udjela ukupnih fenola, ali i negativna korelacija
izmedu povecanja stupnja vlaZzenja i udjela ukupnih fenolnih spojeva. Wannemacher i suradnici
(2018) su zakljucili da slad s veéim udjelom proteina daje pivo s izrazenijom antioksidacijskom
aktivnoScu.

Hmelj (Humulus lupulus L.) je biljka koja pripada porodici Cannabaceae, a u pivo se dodaje u
maloj koli€ini s ciliem postizanja Zeljene arome i gorCine. Takoder, posjeduje i antibioticka i
antifungalna svojstva. Sadrzi brojne antioksidacijske spojeve koji mogu biti smolasti, poput
preniliranih halkona i alfa-kiselina, ali i nesmolasti, poput flavonoida i fenolnih kiselina
(Wannenmacher i sur., 2018). Ksantohumol predstavlja najzna&ajniji spoj zastupljen unutar
tvrde hmeljne smole, a uz njega je, u puno nizim koncentracijama, prisutno i joS 13 ostalih
spojeva koji pripadaju skupini preniliranih halkona (Stevens i Page, 2004). Takoder je potvrdeno
da se ksantohumol nalazi isklju¢ivo u hmelju, dok se ostali prenilflavonoidi mogu pronadéi i u
drugim biljnim porodicama. Od polifenolnih spojeva prisutnih u hmelju istiCu se flavanoli,
proantocijanidini, flavanol glikozidi i fenolne kiseline. Jerkovic i Collin (2007) proucavali su
ukupni udio trans-resveratrola i trans-piceida te je u 40 hmeljnih uzoraka detektirana
koncentracija koja je varirala od 0,5 do 11,7 mg/kg. Takoder su zakljucili da znacajan utjecaj na
udio stilbenoida u hmelju ima godina berbe, ali i to da sorte hmelja s nizim udjelom alfa-kiselina
obi¢no sadrze vedi udio stilbenoida. Osim sorte i uvjeta uzgoja, na udio polifenolnih spojeva u
hmelju utjeCe i vrsta hmeljnog proizvoda. Hmelj se uglavhom preraduje u hmeljne ekstrakte,
hmeljne pelete i izomerizirane proizvode. Tijekom proizvodnje hmeljnih peleta, sirovi se hmelj
podvrgava postupku susenja i mljevenja, ¢ime se zapravo malo smanjuje udio polifenolnih
spojeva, dok sam proces peletizacije nema utjecaja na promjenu u udjelu polifenola (Krofta i

sur., 2008). Takoder je utvrdeno da trajanje skladiStenja ima utjecaj na koncentraciju polifenola
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u hmelju, a Miky$ka i Krofta (2012) su proveli istrazivanje i objavili da se udio polifenola u hmelju
popriliéno smanijio tijekom skladistenja hmelja koje je trajalo dvanaest mjeseci. Sto se tite
hmeljnog ekstrakta, sastav i koncentracija polifenolnih spojeva ovise o otapalu za ekstrakciju.
Tako je hmeljni ekstrakt dobiven primjenom superkriti€nog CO, bogatiji u udjelu ksantohumola,
s obzirom da su flavanoni i ostali prenilirani halkoni netopivi u tom otapalu (Steenackers i sur.,
2015).

Postupak koji se provodi prije alkoholne fermentacije jest ukomljavanje i kuhanje sladovine s
dodanim hmeljem. Tijekom tog procesa dolazi do promjene u udjelu ukupnih i pojedinacnih
fenolnih spojeva te se stoga u obzir moraju uzeti svi E&imbenici koji utjeCu na te promjene. Slad
se najprije podvrgava postupku mljevenja, a postoje dva osnovna tipa mljevenja: suho i vlazno.
Vlaznim postupkom mljevenja dolazi do smanjenja u udjelu ukupnih fenola i ferulinske kiseline
(Szwajgier, 2012). Dobivena sladna prekrupa mijeSa se s vodom te se taj postupak zove
ukomljavanije, a cilj je prevesti Sto viSe netopljivih sastojaka sladne prekrupe u topljivi oblik.
Ukomljavanje se moze provesti na dva nacina; prvi uklju€uje postepeno zagrijavanje komine u
skladu s optimalnom aktivno3¢u enzima koji provode o3ecerenje, a drugi nacin ukljuCuje
odvajanje dijela komine i njezino zagrijavanje u drugom kotlu i potom vra¢anje u komovnjak
gdje se nalazi ostatak komine koja se posljedi¢no zagrijava. Na oslobadanje fenolnih kiselina
utjeCu temperatura i trajanje ukomljavanja te gusto¢a komine. Vanbeneden i suradnici (2008)
utvrdili su da optimalna temperatura cinamoil esteraze iznosi 30 °C, dok optimalna temperatura
za oslobadanje ferulinske kiseline iznosi 40 °C. Takoder su zakljucili da sitnije mljevena krupica
i duze vrijeme ukomljavanja rezultiraju veéim udjelom ferulinske kiseline u sladovini. Nakon
ukomljavanja slijedi postupak odvajanja sladovine od tropa, a to se postize primjenom
kominskih filtera ili cjednjaka (bistrenika). Primjenom cjednjaka uoceno je veée smanjenje
udjela fenolnih spojeva u odnosu na kominski filtar. Odvojena se sladovina potom kuha i dodaje
se hmelj. S ciljem postizanja Zeljene gor€ine, hmelj se moze dodati na samom pocetku kuhanja
sladovine ili na kraju, pa Cak i tijekom odlezavanja u taloZnjaku (virpulu). OdleZavanje u
taloZnjaku (virpulu) provodi se nakon kuhanja i hmeljenja, s ciljem izdvajanja toplog taloga i
dobivanja bistre sladovine. Tijekom tog procesa smanijuje se udio fenolnih spojeva zbog njihove
adsorpcije na topli talog. Ispostavilo se da kasniji dodatak hmelja pozitivno utje€e na oksidativnu
stabilnost piva (Kunz i sur., 2014). Raniji dodatak hmelja i duze kuhanje sladovine rezultirali su
smanjenjem u udjelu fenolnih spojeva (Wannenmacher i sur., 2018). Kasnijim dodatkom hmelja
postignut je veéi udio ukupnih polifenola, neizomeriziranih alfa-kiselina i antocijanogena, poput
flavan-3,4-diola (Kunz i sur., 2014). Wannemacher i suradnici (2018) prouc€avali su utjecaj
razliCitih hmeljnih proizvoda i rezima hmeljenja na koncentraciju ukupnih fenola i antioksidativni
potencijal piva te su zaklju€ili da pivo kod kojeg je hmelj dodan naknadno tijekom odlezavanja

u taloznjaku (virpulu) sadrzi veci udio ukupnih fenola, kao i veéi udio individualnih fenolnih
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spojeva. Takoder, piva kod kojih je hmelj dodan tijekom odlezavanja u taloznjaku dobila su bolje
senzorske ocjene. Tijekom kuhanja sladovine potrebno je 15 do 30 minuta za oslobadanja

flavonoida iz hmelja u sladovinu.

2.7. PROMJENE TIJEKOM ALKOHOLNE FERMENTACIJE

Tijekom alkoholne fermentacije grozda, osobito crnog, ekstrahiraju fenolni spojevi iz grozda.
Osim odabrane sorte groZzda, na taj proces utjeCe Citav niz mikrobioloSkih i tehnoloskih
Cimbenika, poput kvasca, enzima i temperature. Tijekom alkoholne fermentacije u vinu dolazi
do povecanja u udjelu polifenolnih spojeva, za razliku od piva gdje se taj udio tijekom
fermentacije smanjuje (Fumi i sur., 2011).

Utvrdeno je da soj kvasca koji se koristi za fermentaciju, osim Sto ima veliki utjecaj na senzorske
karakteristike vina, utjeCe i na sadrzaj polifenola. Grieco i suradnici (2019) proucCavali su utjecaj
autohtonih kvasaca s grozda sorte Primitivo i Negroamaro iz regije Apulia te su detektirali
znacajno vecu koncentraciju stilbena u vinima obje sorte kod kojih jer fermentacija bila
provedena autohtonim kvascima u odnosu na ista vina, ali kod kojih je fermentacija bila
provedena komercijalnim kvascem. Udio fenolnih kiselina u vinima dobivenim fermentacijom s
komercijalnim kvascem takoder je manji u odnosu na vina dobivena fermentacijom s
autohtonim kvascima, a slina je situacija i s udjelom flavonola. Osim kvascem, na udio
polifenolnih spojeva u vinu moze se utjecati i joS nekim ¢imbenicima. Uoceno je da je veéi udio
fenolnih spojeva prisutan nakon alkoholne fermentacije provedene u fermentoru u odnosu na
tradicionalnu vinifikaciju u PVC badvama, a dodatak tanina grozda, enzima i hrastovih
strugotina rezultirao je u povecéanju udjela ukupnih polifenola, antocijanina i flavan-3-ola
(RaiCevi¢ i sur., 2017). Takoder, trajanje postupka maceracije takoder utjeCe na udio
antocijanina te na boju vina, pa su tako u vinima s kraéim trajanjem maceracije zapazeni slabija

boja vina i nizi udio antocijanina (Bautista-Ortin i sur., 2007).

2.8. DOZRIJEVANJE, STARENJE | SKLADISTENJE

Dozrijevanje i starenje predstavljaju vazne korake u proizvodnji piva i vina, a promjene do kojih
dolazi tijekom tih procesa prvenstveno se odrazavaju na boju i senzorska svojstva. Promjena
boje povezana je sa smanjenjem udjela antocijanina. Tijekom starenja vina, antocijanini se
kovalentno vezu s ostalim spojevima vina pri ¢emu se formiraju piroantocijanini te dolazi do
reakcija polimerizacije, a novonastali spojevi pozitivho utjeCu na stabilnost vina. Odabir posude
za odlezavanje i starenje, osim $to utje€e na udio i sastav fenola u vinu, utjeCe i na senzorne

karakteristike vina. Za dozrijevanje vina koristi se Sirok spektar posuda, raznih oblika i
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materijala, poput nehrdajuceg Celika i drva. Nehrdajuéi Celik istiCe se dobrom propusnoscu
kisika i lakom kontrolom temperature, a najéesce se primjenjuje za Cuvanije jeftinijih vina, prije
samog punjenja u boce. S druge strane, visokokvalitetna vina naj¢eS¢e dozrijevaju u drvenima
bacvama, a tijekom dozrijevanja u takvim ba¢vama vino postupno, blago oksidira, a odredeni
spojevi drveta se ekstrahiraju u vino. Na dozrijevanju utjeCu veli¢ina bacve i temperatura, pa je
tako u manjim bacdvama dozrijevanje brze, dok niza temperatura usporava dozrijevanje
(Grainger i Tattersall, 2016). Od spojeva koji se nalaze u hrastovom drvetu badve istiCu se
hemiceluloza, celuloza, lignin i elagitanini, a prisutni su i fenoli manje molekulske mase te hlapivi
spojevi. Ti se spojevi tijekom dozrijevanja ekstrahiraju u vino te je upravo to glavni razlog za
odabir drvenih bacévi za dozrijevanje vina. Elagitanini, koji se ekstrahiraju u vino tijekom
dozrijevanja u hrastovim badvama, utjeCu na trpkost i gorcinu vina, a imaju i antioksidacijsko
djelovanje (Garcia-Estevez i sur., 2017). Elagitanini takoder reagiraju s antocijaninima te s
njima stvaraju stabilne komplekse, a mogu interferirati i s flavonoidima te takvi kompleksi
pokazuju antioksidativnhu aktivnost. Najtradicionalnije i najée3c¢e koridteno drvo za izradu bacvi
je hrastovo drvo. Koncentracije spojeva u hrastu variraju ovisno o vrsti hrasta, podrijetlu,
uvjetima susenja i ,toastinga® (izlaganje drveta vatri). Jeremic i suradnici (2020) ispitivali su
antioksidativnu aktivnost enoloskih tanina (procijanidini iz sjemenke i kozice grozda),
elagitanina iz hrastovog drveta te galotanina u komercijalnom Chianti crvenom vinu. Zakljugili
su da je potrosnja kisika bila najve¢a nakon Sto su dodani elagitanini, sto predstavlja ucinkovito
sredstvo u proizvodnji vina u trenucima kada je potrebna trenutna zastita od oksidacije,
medutim ucinak elagitanina na potroSnju kisika brzo opada s vremenom te to predstavlja
najvecu prepreku za njihovu uporabu.

Uoceno je da se u pivskoj proizvodniji, nakon fermentacije i dozrijevanja, udio fenolnih spojeva
smanijio za ¢ak 17 %, kao posljedica adsorpcije tih spojeva na hladni talog i kvasac. Pivo je u
bioloSkom smislu stabilan proizvod, no njegov rok trajanja nije neograni¢en, ponajvise zbog
promjene okusa i koloidne stabilnosti. Uvjeti skladiStenja, ponajvide svijetlost i temperatura,
imaju veliki utjecaj u starenju pivu tijekom kojeg dolazi do smanjenja u udjelu a-kiselina. Osim
promjena u udjelu a-kiselina, udio fenolnih spojeva takoder se mijenja tijekom starenja piva,
to€nije, smanjuje se. Tijekom skladiStenja smanjuju se i koncentracije flavanola (katehin i
epikatehin), prodelfinidina i proantocijanidina B3. Tijekom jednogodiSnjeg skladiStenja piva pri
20 °C uoceno je znaCajno smanjenje udjela malih flavonoidnih spojeva (Callemien i Collin,
2007). Prenilirani flavonoidi odlikuju se velikom stabilnoS¢u u pivu tijekom skladistenja, pa je
tako njihova koncentracija u pivu i nakon desetogodiSnjeg skladiStenja priblizno jednaka kao i
u svjezem pivu. UoCeno je i smanjenje koncentracije ksantohumola u pivu tijekom skladiStenja,
za razliku od izoksantohumola Cija se koncentracija povecala (Heuberger i sur., 2012).

Industrija craft piva globalno brzo raste te je postigla izniman uspjeh i u zemljama koje nisu
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tradicionalni proizvodaci piva. Posebnost i jedinstvena vrijednost craft piva krije se u dodatku
nekih novih sastojaka tradicionalnim sirovinama; sladu, hmelju, vodi i kvascu. Veljovi¢ i
suradnici (2012) su utvrdili da je primjenom fermentativhe smjese grozdanog mosta i sladovine
moguce proizvesti specijalni tip piva s ve¢im udjelom ukupnih fenolnih spojeva u odnosu na
komercijalna svijetla piva. U drugom je istrazivanju analiziran utjecaj dodatka razli€itih vrsta
voca (tresSnja, breskva, marelica, malina, §ljiva, grozde, jabuka i naran¢a) na udio polifenolnih
spojeva i antioksidativhu aktivnost piva (Nardini i Garaguso, 2020). Vecina vocnih piva
posjeduje vecu antioksidativhu aktivnost i viSi udio polifenolnih spojeva te sva vo¢na piva
sadrze veci udio katehina i kvercetina. Udio polifenolnih spojeva u pivu s dodanim mangom ¢ak
je 44 % vedi u usporedbi s pivom bez manga (Gasinski i sur., 2020). Sve te studije ukazuju da
dodatak raznih vo¢a povecava udio polifenolnih spojeva i antioksidativhu aktivnost piva, ali i

pozitivno utje€e na organolepti¢ka svojstva piva.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

U eksperimentalnom dijelu provedena su istrazivanja uzoraka svijetlog, crvenog i tamnog craft

piva te bijelog, rose i crvenog vina prema shemama prikazanima na slikama 4 i 5.

ODREDBIVANJE
ALKOHOLA

(Metoda 3.2.1.1.)

ODREDIVANJE
INTENZITETA BOJE , ODREDBIVANJE
PIVA S - PRAVOG EKSTRAKTA

(Metoda 3.2.3.4.) (Metoda 3.2.1.2.)

UZORCI
SVIJETLOG,
ODREDIVANJE CRVENOG | ODREDPIVANJE
REDUKCIJSKE SNAGE g TAMNOG CRAFT SADRZAJA CO,
(Metoda 3.2.3.3.) e PIVA — (Metoda 3.2.1.3..)
(boce, anaerobni
uvjeti)
~ ) - ~— )
— ””\
ODREDIVANJE
ANTIOKSIDACIISKOG R
KAPACITETA DPPH KISELINA
METODOM
(Metoda 3.2.3.2.) (Metoda 3.2.1.4.)
ODREDIVANJE
UDJELA UKUPNIH
POLIFENOLA

(Metoda 3.2.3.1.)

Slika 4. Shematski prikaz istrazivanja uzoraka svijetlog, crvenog i tamnog craft piva
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(Metoda 3.2.2.2.)
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(Metoda 3.2.2.3.)
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(Metoda 3.2.2.5.)
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(Metoda 3.2.3.1.)

(Metoda 3.2.2.6.) |

Slika 5. Shematski prikaz istrazivanja uzoraka svijetlog, rose i crvenog vina
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3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci piva i vina uporabljeni u radu

Istrazivani uzorci medimurskih craft svijetlog, crvenog i tamnog piva, te bijelog, rose i crvenog
vina nabavljani su izravno od proizvodaca te ¢uvani i na sobnoj temperaturii na 4 °C u hladnjaku
do provodenja pokusa, a za pokuse ubrzanog starenja piva termostatirani su na 37 °C u
termostatu.

Pivo:

- svijetlo — Medimursko, Medimurski Lepi Deé&ki, Cakovec

- crveno — RiCka — Mrletovo pivo, Medimurski Lepi De¢ki, Cakovec

- tamno — The Dark Side, Medimurski Lepi De¢ki, Cakovec

Vino:

- bijelo — Rajnski rizling, Zidov, Zeljezna Gora 1, 40 312 Strigova, berba 2016.

- rose — Crni pinot, Dvanaj$¢ak-Kozol, Dragoslavec 81, 40 311 Lopatinec, berba 2022.

- crveno — Cabernet souvignon, Kerman, Sveti Urban 88, 40 312 Strigova, berba 2022.

3.1.2. Kemikalije i aparatura uporabljeni u radu

U radu su uporabljene sljede¢e kemikalije (proizvodaci): Folin-Ciocalteau reagens (Fluka,
Njemacka), 7,5 %-tna otopina natrijeva karbonata, Na.COs (Kemika, Hrvatska), galna kiselina
(Sigma, Njemacka), (+)-katehin (Sigma, Njemacka), metanol (Fluka, Njemacka), DPPH (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil) (Sigma, Njemacka), Trolox (Sigma, Njemacka), kalijev fericijanid (Sigma,
Njemacka), trikloroctena kiselina (Kemika, Hrvatska), FeCls (Sigma, Njemacka).

U radu su koristeni slijedeéi uredaji (proizvodadi): pH-metar (Methrom, model 744, Svicarska),
analiticka vaga (Mettler, Svicarska), digitalna analiti¢éka vaga (Shimadzu, Japan), tehni¢ka vaga
(Tehtnica ET 1211, Slovenija), vibriraju¢i mikser Tehtnica model EV-102 (Zelezniki, Slovenija),

termostat Memmert IF40 (Memmert, (SAD), spektrofotometar Unicam Helios (SAD).

3.2. METODE ISTRAZIVANJA

3.2.1. Kemijska odredivanja kakvoce piva
3.2.1.1. Odradivanje alkohola kemijskom metodom

Udjel alkohola u uzorcima piva je odredivan kemijskom metodom koja se zasniva na oksidaciji
alkohola s kalijevim bikromatom (K2Cr.0O7) u kiselom okoliSu.

U odmjernu tikvicu od 50 mL je stavljeno 5 mL uzorka koji je razrijeden s demineraliziranom
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vodom do 50 mL (odnos uzorka i vode je 1:10). Uzorak je prebacen u tikvicu kruskastog oblika
od 50 mL i neutraliziran s 0,1 M NaOH. U Erlenmeyer tikvicu od 100 ml, u koju ¢e se hvatati
destilat, stavljeno je 10 mL otopine kalijevog bikromata i 5 ml koncentrirane H.SO.. Destilat se
preko hladila i lule uvodi u otopinu kalijevog bikromata u Erlenmeyer tikvicu od 100 mL, koja
mora biti u rashladenoj vodi. Destilacija mora biti polagana i postupna i trajala je dok se sadrzaj
u tikvici za destilaciju nije smanjio na priblizno 3 mL (za to vrijeme je alkohol predestilirao).
Sadrzaj tikvice je promuckan, zaéeplien gumenim Cepom i ostavljen stajati 5 minuta radi
potpune oksidacije alkohola. Zatim je sadrzaj kvantitativnho prebacen u Erlenmeyer tikvicu od
500 mL uz ispiranje, dodano mu je 200 mL destilirane vode radi razrjedenja i 10 mL 20 %-tne
otopine Kl i ostavljeno zaCepljeno 5 minuta. Nakon 5 minuta, uzorci su titrirani s 0,1 M otopinom
natrijevog tiosulfata (Na>S.03). Kad je boja postala svijetlija, dodano je 5 mL 1 %-tne otopine
Skroba i titrirano do pojave tirkizno-zelene boje.

Koncentracija (vol %) alkohola je izraunata prema jednadzbi:
alkohol (vol %) = (10 - ;—g) -2 [1]
a = utroSak 0,1 M otopine Na»S,0s (mL)

3.2.1.2. Odredivanje pravog ekstrakta

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 gustoéa tekucine
piknometrom termostatiranjem pri 20 °C. Pravi ekstrakt (n) je oCitan iz tablice i izrazen kao %

mase.

3.2.1.3. Odredivanje sadrzaja CO;

U menzuru od 25 ml dodano je 15 mL 0,1 M NaOH i 10 mL ohladenog piva (0 — 5 °C), nakon
Cega 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 HCI za 10 ml piva =a = ml HCI - f ycy [2]

Pivu zagrijanom na 15 — 20 °C uklonjen je CO; stresanjem, nakon ¢ega je otpipetirano 50 ml
piva, koje je titrira s 0,2 M NaOH do pH 8,3.
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UtroSak NaOH za 10 mL piva:

b — ml NaOI'; XfNaOH [3]

Koncentracija CO: (g/l) je izraCunata prema jednadzbi:

CO,=0,44 - [15 — (a— b)] [4]

3.2.1.4. Odredivanje udjela ukupnih kiselina

Udjel ukupnih kiselina odreden je titracijom s 0,1 M NaOH, uz fenolftalein kao indikator. 50 ml
piva je oslobodeno CO; povremenim mucékanjem u vodenoj kupelji pri 40 °C tijekom pola sata.
Svijetlo piva je razrijedeno istim volumenom vode, a tamno dvostrukim volumenom. Svijetlo je
titrirano izravno uz dodatak 5-6 kapi fenolftaleina, dok je tamno titrirano bez indikatora, a kraj
titracije je odreden 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.

3.2.2. Kemijska odredivanja kakvoce vina
3.2.2.1. Odredivanje specificne gustoce vina

Prije odredivanja udjela alkohola i ekstrakta, u uzorcima vina je odredivana specificna gustoca,
koja je prvi pokazatelj kakvoce vina.

Piknometar je 2 — 3 puta ispran s malo vina koje je analizirano, a zatim je napunjen vinom do
iznad oznake, te stavljen na termostatiranje pri 20 °C oko 20 minuta. Nakon termostatiranja,
filtar papirom je pazljivo uklonjen viSak uzorka (do oznake), te je piknometar izvagan na
analitiCkoj vagi (pet decimala).

Specifitna gustoc¢a vina je izraCunata prema jednadzbi i o€itana iz tablica (Prilog 1):
p*20120 = (Mpy — Mpp) / Mpy [5]
p*20120 — Specificna gustoca vina

mpy — masa piknometra s vinom (g)

Mpp — Masa praznog piknometra (g)

22



mpy — masa piknometra s vodom (g)

Za posebnu tocnost, specifitna gusto¢a je korigirana zbog prisutnog SO, prema jednadzbi
(OlV, 2016):

p20i20 = P*2020 — 0.0006 - S [6]

p20r20 — korigirana specifi€na gustoéa
p*2020 — izmjerena specifiCna gustoca
S = ukupni SO3 (g/L)

3.2.2.2. Odredivanje udjela alkohola u vinu

Udjel alkohola u ispitivanim uzorcima vina je odredivan istom metodom kao i kod uzoraka piva
(Metoda 3.2.1.1.).

3.2.2.3. Odredivanje udjela ekstrakta u vinu

Nakon provedene destilacije, u destilacijskoj tikvici je ostala tekuéina koja se naziva ekstrakt, a
predstavljaju ga nehlapljivi sastojci, pa je taj ostatak vina koriSten za odredivanje udjela
ekstrakta u vinu izrazen u g/l.

Ekstrakt iz tikvice za destilaciju je kvantitativno prenesen u piknometar koji je nadopunjen do
ispod oznake s deioniziranom vodom kojom je tikvica 2 — 3 puta isprana. Piknometar s
ekstraktom je termostatiran pri 20 °C tijekom 30 minuta, nakon &ega je nadopunjen
deioniziranom vodom do oznake i izvagan.

Specificna gustoca ekstrakta je izraCunata na isti nacin kao kod odredivanja udjela alkohola u
vinu (OIV, 2016):

Pekstrakta = (Mpe — Mpp) / Mpy [7]

pekstrakta — SPecificna gustoca ekstrakta (p2or20)
Mpe — Masa piknometra s ekstraktom (g)
Mpp — Masa praznog piknometra (g)

mpy — masa piknometra s vodom (g)

Iz izraCunate specifitne gustocCe ekstrakta je iz tablica po Windischu (Prilog 2) ocitan udjel
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ekstrakta (g/L) u vinu.

3.2.2.4. Odredivanje ukupnih kiselina

Sve slobodne organske i anorganske kiseline i njihove kisele soli, kao i druge kisele tvari
neutraliziraju se otopinom natrijevog hidroksida, iz Cijeg se utroSka izraCuna udjel ukupnih
kiselina. Ukupna kiselost se u vinima izrazava kao udjel vinske kiseline (g/L).

25 ml vina je preneseno u ¢asu od 200 ml i zagrijano do vrenja da se ukloni CO2, nakon Cega
je uzorak ohladen i titriran s 0,1 M NaOH uz pH-metar do pH 7,0.

Masena koncentracija ukupnih kiselina je izraCunata preko jednadzbe:

y=V-03-f [8]

v — masena koncentracija ukupnih kiselina, izrazenih kao vinska kiselina (g/L)
V — utroSeni volumen 0,1 M NaOH (mL)
f — faktor 0,1 M NaOH (f = 1,0000)

3.2.2.5. Odredivanje koncentracije Secera RS- metodom

Postupak:
1) 5 mL uzorka je dodano 20 mL destilirane vode.

2) Uzorku (25 mL) je zatim dodano 10 mL otopine A (Fehling 1) i 10 mL otopine B (Fehling
.

3) Kuhano je to¢no 2 minute u tikvici s okruglim dnom od 250 mL uz povratno hladilo,
ohladeno pod mlazom vode i dodano 10 mL otopine C (30 %-tni KJ) i 10 mL otopine D
(26 %-tne H2SO.).

4) Sve je dobro izmijeSano i uzorku je dodano 2 mL Skroba (1 %-tna otopina), te je titriran

s 0,1 M Na;S,0s3 do prijelaza plave boje u boju puti (treba se zadrzati jednu minutu).

Glukoza test (kontrola): 5 mL otopine glukoze (10 g/L) + 20 ml destilirane vode

(ukupan volumen 25 mL) i ponovljen prethodno opisan

postupak.

Slijepa proba: 25 mL destilirane vode i ponovljen prethodno opisan postupak.

Masena koncentracija Secera je izraCunata preko jednadzbe:
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y=[50(a-b]/[(@a-c)-d] [9]

v — masena koncentracija reducirajucih Secera, RS (g/L)

a —volumen 0.1 M NazS203 utroSen za slijepu probu (mL)

b — volumen 0.1 M NaS,03 utroSen za uzorak (mL)

¢ — volumen 0.1 M NaxS>03 utroSen za kontrolu (glukoza test) (mL)

d — volumen uzorka uzet za analizu (5 mL)

3.2.2.6. Odredivanje udjela SO-

Slobodni SO::

U tikvicu za kuhanje je otpipetirano, preko lijevka, 10 mL uzorka vina i 5 mL fosforne kiseline
(25 %). U manju, apsorpcijsku tikcicu dodan je ve¢ pripremljeni indikator (2 — 3 ml, metilno
crvenilo + metilno modrilo 1:0.15), te 2 mL H,O.. Nakon destilacije, uzorak je titriran s 0,01 M
NaOH. Utroseni mL 0,01 M NaOH su pomnozeni s 32 da bi se dobili mg slobodnog SO./L vina.
Vezani SOa:

Nakon odredivanja slobodnog SO, u tikvici je ostao odredeni volumen vina. U Cistu apsorpcijsku
tikvicu je ponovno stavljen pripremljeni indikator (2 — 3 ml, metilno crvenilo + metilno modrilo
1:0.15), te 2 mL H2Oy, te je pod tikvicu stavljen plamenik sa $to manjim plamenom i uzorak je
grijan, uz lagano vrenje to¢no 10 minuta. Nakon titracije uzorka s 0,01 M NaOH, utroSeni mililitri
su pomnozeni s 32 i da bi se dobili mg vezanog SO/ L vina.

Ukupni SO2:

IzraCunat je kao zbroj vrijednosti slobodnog i vezanog SO/l vina.

25



3.2.3. Analiticke metode
3.2.3.1. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

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

U odmijernu 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. Svaki uzorak pripreman je u dvije usporedne probe (n=2), arezultat je izrazen kao srednja
vrijednost dobivenih rezultata. Koncentracija ukupnih fenola je izradunata preko bazdarnog
dijagrama za odredivanje ukupnih fenola i izraZzena kao ekvivalent galne kiseline (mg GAE/L).
Udjeli fenolnih spojeva (galna kiselina i (+)-katehin) su izraCunati prema bazdarnim krivuljama
(Prilozi 3i 4).

3.2.3.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

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

Postupak za uzorke piva:

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
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.

Postupak za uzorke vina:

Antioksidacijski kapacitet istrazivanih uzoraka vina je odredivan metodom koju su predlozili
Makris i sur. (2006). 0,1 mL razrijedenih uzoraka vina (1:10 u 12 %-tnoj otopini etanola i 0,2 M
KCI-HCI pufera, pH 2,0, je dodan u 0,975 mL metanolne otopine DPPH (0,06 mM u metanolu)
i promijeSano na vibromikseru. Nakon 60 minuta reakcije proveden je isti postupak kao i kod
uzoraka piva.

Antioksidacijski kapacitet vina (Aw) je izraCunat prema jednadzbi (Makris i sur., 2006):

Aw =0,699 - In (°/o AA515) —-7,023 [10]
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pri Eemu je:

% AAsis = [(Asis=0) — Asisi=60)/As1s=t0)] - 100 [11]

Postotak preostalog DPPH (% DPPH) je izraCunat prema jednadzbi:

% DPPHp = [DPPH]i=60/[DPPHJo [12]

Antioksidacijski kapacitet je izrazen kao ekvivalent koncentracije Troloxa (uM) (Prilog 5).

3.2.3.3. Odredivanje redukcijske snage

Redukcijska snaga odredivana je metodom po Lugasiju i Hovariju (2003).

1 ml uzorka je pomije$an (vibracijska mjesalica) 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 je dodano 2,5 mL trikloroctene kiseline (10 %-tne). Iz 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
ocCitana je apsorbancija na 700 nm. Redukcijska snaga je izraZzena kao ekvivalent askorbinske
kiseline/mL (Prilog 6). Ovako izrazen rezultat znac¢i da 1 mL uzorka ima jednaku reducirajucu

snagu kao odredena koli¢ina katehina, izrazena u pmol.

3.2.3.4. Odredivanje intenziteta boje crvenog i tamnog piva

Boja piva mjerena je standardnom referentnom metodom (SRM), kojom se spektrofotometrijski
oCitava apsorbancija na 430 nm. Oc¢itana apsorbancija je mnozena s faktorom 12,7 za SRM ili
25 za odredivanje boje u EBC jedinicama (tablica 1):

SRM = 12,7 - D - Asso, [13]
gdje je D faktor razrijedenja.

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

EBC = SRM - 1,97 [14]
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Tablica 1. Tablica za izraCunavanje boje piva tijekom istrazivanja (DeLange, 2008)

SRM/Lovibond Primjer Boja EBC
2 svijetli lager 4
3 Pilsner 6
4 Pilsner Urguell 8
] 12
a pEenicéno - 16
10 sviletli ale -20
13 - 26
17 tamni lager - 33
20 - 39
24 B
29 Porter - 57
a5 Stout - 69
40 B
70 wrhunski Stout - 138
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Op¢enito je misljenje potroSaca alkoholnih pi¢a da je vino zdravije konzumirati od piva, unato¢
¢injenici da, u usporedbi ova dva pi¢a, pivo sadrzi puno viSe hranjivih supstancija nego vino
(Bamforth, 2008).

Pivo je osvjezavajucée pi¢e s malim udjelom alkohola, proizvedeno od je€émenog slada i hmelja
kao izvora zna€ajnih koli¢ina bioaktivnih sastojaka, ve¢inom antioksidanata, koji povoljno utjecu
na zdravlje potrosaca. Polifenoli i melanoidini su glavni prirodni antioksidanti u pivu. Njihov udjel
u najvecoj mjeri ovisi o geneti¢kim i agronomskim ¢imbenicima koji utjeCu na sirovine, te o
tehnoloskim postupcima tijekom proizvodnje piva. Pivo takoder sadrzi produkte Maillardove
reakcije, koji uglavnom nastaju tijekom procesa proizvodnje slada i piva (Saura-Calixto i sur.,
2009). Polifenolni sastojci su vazni antioksidanti, ¢iji mehanizam djelovanja ukljuCuje i vezanje
slobodnih radikala i keliranje metala. Polifenoli imaju nezamjenjiv u€inak na oksidativnu
stabilnost piva (Andersen i sur., 2000).

Vino, posebice crveno, bogato je polifenolima, posebice flavan-3-olima ((+)-katehin, (-)-
epikatehin i dr.), flavonolima (kvercetin, rutin, miricetin i dr.), antocijanima (malvidin-3-O-
glukozid), oligomernim i polimernim proantocijanidinima, fenolnim kiselinama (galna kiselina,
kafeinska kiselina, p-kumarinska kiselina), stilbenima (trans-resveratrol) i mnogim drugim
polifenolima. Za mnoge od ovih spojeva (primjerice, resveratrol, kvercentin, rutin, katehin i
njihovi oligomerni i polimerni proantocijanidini) dokazano je da posjeduju viSestruke bioloSke
aktivnosti, medu kojima su i kardioprotektivna, protuupalna, antikancerogena, antiviralna i

antibakterijska svojstva (Santos-Buelga i Scalbert, 2000).

4.1. KEMIJSKI SASTAV PIVA

Odrzavanje kakvoce piva tijekom faza odlezavanja, distribucije i, posebice, trajanja gotovog
proizvoda, predstavlja za svakog proizvodacCa piva izazov. Nekoliko parametara odreduje
kakvocu piva (udjel je€ma i nesladenih Zzitarica, kona¢ni ekstrakt, volumni % alkohola, udjel
CO,, prevrelost i gor€ina), no dva su svojstva izrazito vazna, a to su koloidna i bioloska
stabilnost piva (Aron i Shellhammer, 2010).

U radu su istraZivana kemijska i antioksidacijska svojstva svijetlog, crvenog i tamnog craft piva
donjeg vrenja (lager). Kemijski sastav piva koja su uporabljena u istrazivanjima prikazan je u
tablici 2.
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Tablica 2. Kemijski sastav uzoraka istrazivanih piva

Vrsta Alkohol Ekstrakt CO; Ukupne pH
uzorka (vol %) (g/L) (g/L) kiseline

(/L)
svijetlo 5,22 11,9 11,5 3,2 4,63
crveno 4,98 12,8 8,2 2,8 4,58
tamno 5,34 14,6 7,9 2,8 4,61

4.2. KEMIJSKI SASTAV VINA

Rezultati analiza kemijskog sastava istraZivanih vina prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Kemijski sastav istrazivanih vina

Analiza Bijelo vino Rose vino Crveno vino
Specifi€na gustoéa 1,7 0,7 0,3
Korigirana sp. gustoca 1,64 0,66 0,24

Alkohol (vol %) 10,61 10,52 11,2

Ekstrakt (g/L) 27,9 27,9 56,5

Ukupne kiseline (g/L) 3,2 2,82 2,8

Reducirajuci Seceri (g/L) 8,61 511 5,38
SO, (mg/L)

slobodni 32 9,6 41,6

vezani 73,6 48 51,2

ukupni 105,6 57,6 92,8

pH 3,58 3,62 3,61
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4.3. ANTIOKSIDACIISKA SVOJSTVA SVIJETLOG, CRVENOG | TAMNOG
PIVA

4.3.1. lIstrazivanje udjela polifenola u pivu

Pivo je drugo najkonzumiranije alkoholno pi¢e u Europi, s udjelom od 37 % ukupne
konzumiranih alkoholnih pi¢a u EU-u, prema Europskoj organizaciji za alkoholna pic¢a. Sadrzi
ugljikohidrate, minerale (kalij, magnezij), vitamine (niacin, riboflavin, folnu kiselinu, kobalamin,
piridoksin) i aminokiseline. Osim toga, pivo sadrzi polifenole, oko 70 — 80 % potjeCe iz slada, a
preostalih 30 — 20 % iz hmelja (Habschied i sur., 2021). Tijekom skladiStenja piva, fenolni
spojevi reagiraju s proteinima i tvore visokomolekulske spojeve koji izazivaju zamucenje
proizvoda. U ovom su radu provedeni testovi ubrzanog starenja craft piva s ciliem otkrivanja
moguceg zamuéenija, tijekom kojih su mjerene promjene udijela polifenola u svijetiom, crvenom

i tamnom pivu (slika 6).

—a— svijetlo pivo
540 —e— Crveno pivo
—A— tamno pivo

[$)]
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o
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o
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I T I

1 2 3 4 5 6

vrijeme (dani)

Slika 6. Promjena udjela ukupnih polifenola tijekom testiranja ubrzanog starenja svijetlog,
crvenog i tamnog craft piva
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Promjena udjela ukupnih polifenola u svijetlom, crvenom i tamnom craft pivu pracena je
skladistenjem uzoraka na sobnoj temperaturi tijekom 4 mjeseca (slika 7). Moze se uoditi da je
najvece smanjenje udjela fenolnih spojeva izmjereno u prvih 20 dana skladistenja, nakon ¢ega
je uslijedilo poveéanje udjela fenola u uzorcima crvenog i tamnog piva, dok su se vrijednosti u
svijetlom pivu, uz male oscilacije izmedu 40. i 90. dana, ustalile. Jedno od objasnjenja za ove
rezultate moze biti i razlika u sirovinama koje su uporabljene za proizvodnju svijetlog, crvenog

i tamnog piva (udjel fenolnih sastojaka u jeCmu i hmelju).

—&— svijetlo pivo
1,4 4 —®— crveno pivo

—&— tamno pivo

o i =
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0,4
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0 20 40 60 80 100 120
vrijeme (dani)

Slika 7. Promjena udjela ukupnih polifenola tijekom testiranja normalnog starenja svijetlog,
crvenog i tamnog craft piva

Sposobnost vezanja slobodnih radikala mjerena je redukcijom slobodnog radikala DPPH*.
Rezultati su prikazani kao ECso, odnosno volumen uzorka (ul) potreban da se postigne 50 %-
tno obezbojenje DPPH. Na slici 8 vidljivo je da najveci antioksidacijski kapacitet imalo tamno
pivo, no i da su rezultati oscilirali tjekom mjerenja uzoraka tamnog piva, Sto se nije dogodilo u
uzorcima svijetlog i crvenog piva. No, tijekom istrazivanja, uoCeno je da su tijekom vremena
antioksidacijski kapaciteti svijetlog i crvenog piva rasli, a tamnog piva se smanjivao. Na kraju

istraZivanja (6. dan), antioksidacijski kapaciteti crvenog i tamnog piva bili su potpuno isti, dok je
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svijetlo pivo pokazalo neznatno nize vrijednosti.

—&— svijetlo pivo
180 —®— crveno pivo
—&— tamno pivo
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Slika 8. ECs vrijednosti tijekom testiranja ubr_zanog starenja svijetlog, crvenog i tamnog craft
piva
Rezultati dobiveni mjerenjima provedenim tijekom 4 mjeseca skladiStenja znacajno su se
mijenjali od uzorka do uzorka, pri Eemu su svijetlo i tamno pivo pokazali zna€ajne oscilacije u
izmjerenim vrijednostima (slika 9). U svim je istrazivanim pivima ECso vrijednost rasla s
vremenom skladiStenja, 8to je ukazalo na smanjenje antioksidacijskog kapaciteta. Zanimljivo je
primijetiti da su tijekom skladiStenja svi uzorci, bez obzira na vrstu piva, od 60. do 80. dana
imale ujednacene vrijednosti, nakon ¢ega su odredena odstupanja i oscilacije u rezultatima.
Nakon 120 dana skladiStenja, rezultati su pokazali da je svijetlo pivo pokazalo najbolji
antioksidacijski kapacitet, a crveno i tamno su imali viSe, ali podjednake vrijednosti.
Antioksidacijska vrijednost uvelike ovisi 0 sirovinama uporabljenim u postupku varenja piva, no,
kako su u ovom radu istrazivana craft piva, nije poznato podrijetio sirovina, samo njih udjel u
usipku. Zbog toga ovi rezultati ne mogu biti usporedivi s u literaturi navedenim rezultatima.
Takoder, izbor sirovina ovisi i 0o geografskom podrijetlu i klimatskim uvjetima u kojima su

uzgajane, poznjevene i skladiStene, te o nacinu sladenja jeCma.
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Slika 9. ECso vrijednosti tijekom testiranja normalnog starenja svijetlog, crvenog i tamnog craft
piva

Promjena okusa piva povezana je s oksidativnom razgradnjom sastojaka piva reaktivnim
spojevima kisika kao Sto su radikali kisika ili duSika sa sposobnoscu oksidacije ili pretvaranja
molekule u oksidirajuce radikale. Medutim, pivo je bogato tvarima koje mogu pomo¢i u zastiti
od oksidacija, od kojih su najvazniji sumporni spojevi, smole hmelja, vitamini, i proizvodi
Maillardove reakcije (Bertuzzi i sur., 2020).

Redukcijska snaga smatra se sekundarnom ili preventivnom antioksidacijskom aktivnoséu
(Lugasi, 2003). Kao i u mjerenjima udjela ukupnih polifenola (slika 6) i sposobnosti vezanja
slobodnih radikala (slika 8), tijekom testa ubrzanog starenja svijetlog, crvenog i tamnog craft
piva, dobivene vrijednosti su pokazale zna¢ajna odstupanja ovisno o vrsti piva (slika 10). Prema
oCekivanjima, najvecu redukcijsku snagu su pokazali uzorci tamnog piva, iako je primijecena
oscilacija u 3. danu istrazivanja, jednako, kao i kod svijetlog piva, koje je pokazalo najmanju
izmjerenu redukcijsku snagu. Kod crvenog craft piva je uo€en blagi linearni pad, no nije bilo
oscilacija u rezultatima, Sto moze ukazati na postojanost proizvoda tijekom ubrzanog testiranja

starenja piva.
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Slika 10. Redukcijska snaga tijekom testiranja ubrzanog starenja svijetlog, crvenog i tamnog
craft piva

Za razliku od testa ubrzanog starenja, piva koja su normalno starila izgubila su 50 % svoje
redukcijske snage ve¢ nakon 30 dana skladiStenja. Nakon tog perioda, linearni pad vrijednosti
se ustalio i odrzale su se podjednakima sve do 100. dana kraj skladiStenja, kada je opet uo¢ena

tendenciju pada kod sve tri vrste piva (slika 11).
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Slika 11. Redukcijska snaga tijekom testiranja normalnog starenja svijetlog, crvenog i tamnog
craft piva

Boja piva vazan je senzorski atribut, ali mora biti vjerna vrsti piva, a to je prvo svojstvo koje
potroSac opaza. Izgled proizvoda, uklju€ujuci pjenu i boju, klju€an je ¢imbenik kakvocée gotovog
proizvoda.

Najveci problemi u metodama mjerenja boje na temelju apsorbancije razvijenim prije nekoliko
desetlje¢a za tradicionalna piva, poceli su u zadnje vrijeme s revolucijom craft pivarstva i uz
Sirenje palete vocnih piva i piva medunarodnih pivarskih kompanija mijeSanih pi¢a na bazi piva,
koji postaju sve popularniji. Postoje samo ograni¢ene informacije o njima i o njihovoj usporedbi
s tradicionalnim proizvodima. Zastupljeni su u mnogim razli¢itim bojama i tradicionalne metode
mjerenja boja kao §to su SRM ili EBC mogu dati lazne rezultate u njihovom slu€aju jer oni osim
karamelizacije imaju i druge komponente bojanja, produkata pirolize i Maillardovih reakcija
(Shellhammer i Bamforth 2008).

U literaturi postoji vrlo malo podataka koji se odnose na promjenu boje tijekom skladistenja craft
piva. Rezultati dobiveni u ovim istrazivanja pokazali su da se boja gotovo linearno mijenjala s
vremenom kod svijetlog piva skladiStenog na sobnoj temperaturi i Suvanjem pri + 37 °C, dok je

ta promjena bila slabije izraZzena u pivu skladiStenom pri + 4 °C u hladnjaku (slika 12). Iz

36



rezultata je vidljivo da skladistenje pri sobnoj ili povisenoj temperaturi dovodi do promjene boje

svijetlog piva, $to naru$ava vizualnu kakvocéu proizvoda.
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Slika 12. Promjena boje svijetlog craft piva tijekom 120 dana skladistenja pri +4 °C, sobnoj
temperaturi i pri 37 °C

Boja konacnog proizvoda uglavnom je posljedica izvora razli€itih sirovina koje se primjenjuju
tijekom procesa proizvodnje piva. Posebice se to odnosi na jeCam koji je podvrgnut susenju ili
przenju (Davies, 2016). Za crvena piva koristi se karamelni slad koji je pirjan na temperaturama
do 85 °C, pri ¢emu je, zbog Maillardovih reakcija, poprimio karamelnu boju. Sekundarni
doprinos je oksidacija polifenola, podrijetiom iz slada i hmelja, tijekom skladiStenja i
odlezavanja. Glavne fenolne komponente koje doprinose promjenama boje piva zbog
oksidacije su monomeri flavan-3-ola i oligomeri proantocijanidina (Aron i Shellhammer 2010).

Oc¢ekivano, rezultati (slika 13) su pokazali da je najveca promjenu boje izmjerena u uzorcima
skladidtenim pri + 37 °C u termostatu. S obzirom da su boce u kojima je bilo pakirano pivo bile
smede boje, moglo bi se zaklju€iti da nije doSlo do oksidacije i time povecanja intenziteta boje
piva, nego je to rezultat skladiStenja na poviSenoj temperaturi, koja nije prilagodena skladiStenju

crvenog piva. Na slici 13 takoder se moze uociti da su promjene u boji crvenog piva skladistenih
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na + 4 °C i sobnoj temperaturi bile podjednake, $to bi moglo ukazati da nije nuzno skladistenje

craft crvenog piva na niskim temperaturama da bi se odrzala boja izvornog proizvoda.

—a— 14 °C
48 —®— sobna temperatura
—A—37°C
46
44
)
2
c
5 42
2
O
@ 40
38
36
I T I T I T I T I T I T I
0 20 40 60 80 100 120

vrijeme (dani)

Slika 13. Promjena boje crvenog craft piva tijekom 120 dana skladiStenja pri +4 °C, sobnoj
temperaturi i pri 37 °C

Tamno pivo je pokazalo najintenzivniju promjenu boje tijekom normalnog starenja na sobnoj
temperaturi (slika 14). Ta se boja linearno mijenjala u uzorcima piva od 40.do 120. dana
skladistenja na sobnoj temperaturi za 8 EBC jedinica boje, dok je ukupna promjena boje tijekom
skladistenja na 37 °C bila ¢ak 11 EBC jedinica. Skladistenjem pri +4 °C doslo je do promjene
za 3 EBC jedinice do 60. dana, no nakon toga se boja nije mijenjala. Nadalje, pivo skladisteno
na sobnoj temperaturi bilo je izloZzeno svjetlu, za razliku od piva iz hladnjaka, te se i time moze

objasniti ovo povecéanje intenziteta boje.
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Slika 14. Promjena boje tamnog craft piva tijekom 120 dana skladi$tenja pri +4 °C, sobnoj

temperaturi i pri 37 °C
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4.3.2. lIstrazivanja udjela polifenola u uzorcima vina

Odlezavanje vina definirano je kao vrijeme od punjenja do konzumacije i ¢imbenik je koji je
presudan za okus i kakvoéu vina jer tijekom vremena skladistenja fenolni spojevi prolaze kroz
nekoliko kemijskih transformacija. Promjene ili razgradnja/fragmentacija fenolnih spojeva
uzrokuju intenzivniju boju i razliCite senzorne karakteristike u odnosu na izvorne. Rezultati
istrazivanja utjecaja vremena Cuvanja bijelog vina tijekom 6 mjeseci, kao i testiranje ubrzanog

posmedivanja na promjenu udjela ukupnih polifenola i flavon-3-ola prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Utjecaj vremena Cuvanja u tamnom prostoru i ubrzanog posmedivanja bijelog vina

na udjel fenolnih spojeva

Vrijeme Cuvanja Ukupni polifenoli Ukupni katehini Galna kiselina
dani/mjeseci (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Pocetno 290,16 + 0,15 1,99+ 0,34 1,79+ 0,22
6 mjeseci* 267,53 +1,09 1,51+0,99 1,38+ 0,86
Ubrzano posmedivanje 277,65+ 0,45 1,21 + 0,66 9,31+0,78

*¢uvanje boca u tamnom i suhom prostoru

Prema rezultatima prikazanim u tablici 4, vidljivo je da se tijekom skladiStenja bijelog vina (6
mjeseci) koncentracija ukupnih polifenola smanijila za 9,2 %, dok je smanjenje ukupnih katehina
bilo znatnije (13,18 %). Blago manje promjene odredene su promjenom koncentracije galne
kiseline (12,97 %). Testom ubrzanog starenja bijelog vina uoCeno je 10,45 % smanjenja
ukupnih polifenola, no izrazito smanjenje ukupnih katehina (16,44 %) i povecanje koncentracije
galne kiseline (80 %). Dobiveni rezultati su potvrdili da je doSlo do promjena u sastavu ukupnih
polifenola i flavan-3-ola tijekom produzenog skladidtenja, a to je posebice potvrdio test
ubrzanog posmedivanja bijelog vina.

Zdravstveni ucinci fenolnih spojeva Cesto se pripisuju njihovom antioksidacijskom djelovaniju,
koja je rezultat niza mehanizama, ukljuujuc¢i smanjenje ili uklanjanje reaktivnih vrsta kisika,
keliranje iona prijelaznih metala i inhibiciju enzima uklju€eni u oksidativni stres (Visioli i sur.,
2020). Medutim, njihov utjecaj na ljudsko zdravlje ovisi 0 prisutnoj koli€ini bioraspolozivosti. U
nastavku istrazivanja promjene udjela polifenolnih spojeva tijekom ¢uvanja vina, odredivan je
antioksidacijski kapacitet i redukcijska snaga bijelog vina (izrazeni kao ekvivalenti Troloxa i

askorbinske kiseline), kao i promjene apsorbancije izmjerene pri 420 nm (tablica 5).
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Tablica 5. Utjecaj vremena ¢uvanja u tamnom prostoru i ubrzanog posmedivanja bijelog vina

na antioksidacijske parametre i Aszo

Vrijeme Cuvanja DPPH* Redukcijska snaga** Agz0***

dani/mjeseci

Pocetno 0,674 £ 0,01 0,662 + 0,23 0,0987 + 0,31
6 mjeseci 0,694 + 0,34 0,691 + 0,21 0,1023 + 0,45
Ubrzano posmedivanje 0,519 £ 0,67 0,488 £ 0,43 0,2985

*vrijednosti su izraZzene kao mM Trolox ekvivalenata
**vrijednosti su izrazene kao mM askorbinske kiseline

*** vrijednosti su izrazene kao apsorbancija na 420 nm

Rezultati (tablica 5) su pokazali da je antioksidacijski kapacitet vezanjem DPPH* radikala i na
poletku istrazivanja i nakon 6 mjeseci skladistenja bio nezamjetno razli€it, dok je nakon
testiranja ubrzanog posmedivanja bio 13 % manji. Isto su pokazali i rezultati mjerenja
redukcijske snage, gdje je tek u testu ubrzanog posmedivanja uofeno smanjenje 13,57 %.
Ovime se moze zakljuditi da su rezultati istraZivanja antioksidacijskin parametara i udjela

fenolnih spojeva u potpunoj korelaciji.

Antioksidacijska svojstva rose i crvenog vina prikazana su u tablici 6.

Tablica 6. Udjel polifenola i antioksidacijska svojstva rose i crvenog vina

Odredivanje Rose vino Crveno vino
Ukupni polifenoli (mg/L) 622,8 + 0,11 1873,16 + 0,26
Ukupni katehini (mg/L) 2,52 +0,45 5,78 £ 0,22

Galna kiselina (mg/L) 2,18 +0,33 8,02 + 0,11
DPPH* 0,768 + 0,21 0,287 + 0,09
Redukcijska snaga 0,659 + 0,11 0,679 £ 0,21
Aszo 0,3586 + 0,09 0,5111 +0,15

*vrijednosti su izraZene kao mM Trolox ekvivalenata
**vrijednosti su izrazene kao mM askorbinske kiseline

*** vrijednosti su izraZene kao apsorbancija na 420 nm

Odlezavanje vina definirano je kao vrijeme od punjenja do konzumacije te je to ¢imbenik koji je

presudan za okus i kvalitetu vina jer tijekom vremena skladiStenja fenolni spojevi prolaze kroz
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nekoliko kemijskih transformacija (Visioli i sur., 2020). Promjene ili izomer transformacija ili
razgradnja/fragmentacija fenolnih spojeva uzrokuju intenzivan boju i razliCite senzorne
karakteristike u odnosu na izvorne.

Kinetika vezanja DPPH* radikala dodatkom otopine 0,025 mM Troloxa kao standarda i uzoraka
ispitivanih vina (bijelog, rose i crvenog) prikazana je na slici 15. 1z slike je vidljivo da je najbolji

antioksidacijski kapacitet pokazalo crveno vino, a u pola slabije bijelo i rose vino.

—&— Trolox

0,8 —®— bijelo vino
—&— [ose vino

0.7 - —%— crveno vino
1

apsorbancija (515 nm)

o
=

T T T T T T T T T
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vrijeme (min)

Slika 15. Kinetika vezanja DPPH* radikala u uzorcima Troloxa, bijelog, rose i crvenog
vina

U ovim je istrazivanjima bilo vazno odrediti na koji na€in udjel ukupnih polifenola utjeCe na
ukupni antioksidacijski kapacitet istrazivanih uzoraka. Na slici 16 prikazan je usporedni
korelacijski odnos izmedu dva ispitivana parametra u crvenom vinu i tamnom pivu, s obzirom
da je dokazan najveci udjel ukupnih polifenola u ispitivanim uzorcima.

Opcenito je misljenje potroSaca alkoholnih pi¢a da je vino zdravije konzumirati od piva, unato¢
¢injenici da, u usporedbi ova dva pi¢a, pivo sadrzi puno viSe hranjivih supstancija nego vino.
Jedan od argumenata je da crno vino sadrzi resveratrol koji smanjuje rizik od ateroskleroze.
IstraZivanja su potvrdila da se umjerenom konzumacijom crnog vina smanjuje rizik od sr€anih

oboljenja, ali da je za to zasluzan udjel alkohola. Zapravo, sva alkoholna pi¢a, uklju€ujuéi i bijelo
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i ruzi€asto vino, te pivo, kada se konzumiraju u alkoholnim ekvivalentima, mogu posti¢i jednaki
ucinak na smanjenje sréanih oboljenja. Usporedbom udjela polifenola u tamnom pivu i crnom
vinu, dokazano je da crno vino ima znacajno veci antioksidacijski kapacitet od tamnog piva
(slika 16).
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Slika 16. Korelacijski prikaz ukupnog antioksidacijskog kapaciteta prema udjelu ukupnih
polifenola u crvenom vinu (m) i tamnom pivu (e)
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. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja, utvrdeno je da se tijekom skladistenja craft piva
smanjuje udio ukupnih polifenola, pri ¢emu se najveéi pad ocituje u prvih 20 dana

skladistenja. Ovaj pad je najizrazeniji kod svijetlog piva.

Rezultati istraZivanja pokazuju da su polifenolni sastojci kljuéni za antioksidacijska
svojstva piva i vina. Tamno pivo je imalo najveéi antioksidacijski kapacitet, dok su
rezultati pokazali oscilacije tijekom skladiStenja. Crveno vino pokazalo je najvisi udio

ukupnih polifenola i bolji antioksidacijski kapacitet u odnosu na tamno pivo.

Skladistenje piva na viSim temperaturama (+37 °C) dovelo je do zna&ajnijih promjena u
boji, sto ukazuje na vaznost kontroliranja uvjeta skladiStenja za oCuvanje vizualne
kvalitete piva. Promjene boje su bile manje izrazene u pivu skladiStenom na nizim
temperaturama (+4 °C). Crveno pivo pokazalo je slicne promjene boje na razli€itim
temperaturama, dok je tamno pivo imalo najintenzivnije promjene boje tijekom

normalnog starenja.

U svim ispitivanim uzorcima antioksidacijski kapacitet smanjivao se s vremenom
skladistenja, a Sto je indicirano povecanjem ECs vrijednosti. To ukazuje na smanjenje

ucinkovitosti vezanja slobodnih radikala tijekom vremena.

Dokazano je da postoji znaCajna korelacija izmedu antioksidacijskog kapaciteta i
sadrzaja ukupnih polifenola u crvenom vinu (R? = 0,9982) i tamnom pivu (R? = 0,9904).
Usporedbom koncentracija polifenola, utvrdeno je da crveno vino ima veéi

antioksidacijski kapacitet u odnosu na tamno pivo.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Specifi¢na gusto¢a ekstrakta u vinu

Relativna Trece decimalno mjesto u brojéanom izrazu za relativnu gustocu

gustoca

do2. o [ 1+ [ 2] 3] a4 fs e [ 7] 38T1]@H

decimale g ekstrakta/l vina
0,99
1,00 4,6 7,1 9,7 12,3 149 17,5 | 20,1 22,7 | 253 | 27,9
1,01 30,5 33,1 35,7 38,3 40,9 43,5 46,1 48,7 51,3 53,9
1,02 56,5 59,1 61,7 64,3 66,9 69,5 72,1 74,7 71,3 79,9
1,03 82,6 85,2 87.8 904 | 93,0 95,6 | 982 | 100,8 [ 1034 | 106,1
1,04 108,7 | 111,3 | 113,9 | 116,5 | 119,1 | 121,8 | 1244 | 127.0 | 129.6 | 132,2
1,05 134,9 | 137,5 | 140,1 | 1427 | 1453 | 1479 | 150,6 | 153,2 | 155,8 | 1584
1,06 161,1 | 163,7 | 166,3 | 1689 | 171,6 | 1742 | 176,8 | 1794 | 182,1 | 1847
1,07 187,3 | 190,0 | 192,6 | 1952 | 197,9 | 200,5 | 203,1 | 205,8 | 2084 | 211,0
1,08 213,7 | 216,3 | 2189 | 221,6 | 224,2 | 226,9 | 229,5 | 232,1 | 2348 | 2374
1,09 240,0 | 242,7 | 245,3 | 248,0 | 250,6 | 253.3 | 255,9 | 258,5 | 261,2 | 263,8
1,10 266,5 | 269,1 | 271,8 | 2744 | 277,1 | 279,7 | 282,4 | 285,0 | 287,7 | 290,3
1,11 203,0 | 295,6 | 298,3 | 300,9 | 303,6 | 306,2 | 308,9 | 311,5 | 3142 | 316,9
1,12 319,5 | 322,2 | 324,8 | 327,5 | 330,2 | 332,8 | 335,5 | 338,1 | 340,8 | 343,5
1,13 346,1 | 348.,8 | 351,5 [ 354.1 | 356,8 | 359.4 | 362,1 | 364,8 | 367.5 | 370.1
1,14 372,8 | 375,5 | 378,1 | 380,8 | 383,5 | 386,2 | 388,8 | 391,5 | 394,2 | 396,9
1,15 399,5 | 402,2 | 404,9 | 407.6 | 4103 | 412,9 | 415,6 | 4183 | 421,0 | 423.7




Prilog 2. Tablica prema Windisch-u za preraCunavanje koncentracije alkohola

Relativna Cetvrto decimalno mjesto relativne Gustoce destilata
gustoca | 9 | 8 [ 7 | 6 [ 5[ 4] 3210
(20220) g alkohola/l destilata

0,999 05 (L1 [L6 (21 [27 |32 |37 |43 |48 |53

0,998 58 164 |69 |74 |3 85 [90 (96 (101 [106
0,997 1,2 11,7 [123 | 128 [134 [139 | 145 [ 150 [155 |16
0,996 166 (172 (177 [183 [188 194 199 |205 |210 |216
0,995 201 1227 |33 |238 | 244 | 249 | 2535 |261 |266 |272
0,994 218 1283 |289 1294 [300 |[306 |342 |318 |324 [329
0,993 34 |31 [347 |353 [359 [365 |31 [376 | 382 |388
0,992 394 1399 (405 411 [41,7 [423 | 429 [435 |41 |47
0,991 453 (459 [465 [471 477 | 483 | 489 |495 |50,1 | 570
0,990 31,3 520 | 526 |532 |38 |544 |550 |556 [562 |569
0,989 31,5 (381 [387 (593 [59.9 (606 |612 |618 |625 |631

0,988 637 | 644 [ 650 |656 [663 | 669 |615 |682 |688 |694

0,987 70,1 {707 [71,4 [720 [727 | 733 | 740 | 746 | 753 | 759

0,986 766 (772 |719 [785 |79 | 798 | 804 |[811 |[818 |825

0,985 83,1 838 [845 851 [858 [865 | 872 [878 |85 |892

0,984 899 1906 [91,2 |919 [926 [933 | 940 | 947 |954 |960

0,983 9%,7 (974 [981 (988 [99,5 |1022]100,9|1016]1023 | 1030
0,982 103,6 [ 1043 | 1050 | 1057 | 106,4 | 107,1 | 107,8 | 108,5 | 109,2 | 109,9
0,981 1107 [ 1114 [ 1121 { 1128 [ 113,5 ] 1142 ] 1149 | 1157 | 1164 | 117,1
0,980 17,8 | 18,5 [ 1193 | 1208 | 120,7 | 121,5 | 1222 | 1229 | 123,6 | 1244
0,979 125,01 | 1258 | 126,6 | 127,3 | 128,0 | 1288 | 129,5 | 130,2 | 130,9 | 131,6
0978 1324 | 133,1 | 1338 | 1345 [ 1353 | 136,0 | 136,7 | 1374 | 1382 | 1389
0977 139,7 [ 1404 | 141,2 [ 1419 [ 142,7 | 1434 | 1442 | 1449 | 145,7 | 1464
0,976 147,1 | 1479 | 148,6 | 149,3 | 150,1 | 150,8 | 151,5 | 152,2 | 153,0 | 1537
0975 154,5 [ 1552 | 155,9 [ 156,6 | 157,4 | 158,1 | 158,8 | 159,6 | 160,3 | 161,0
0,974 161,7 [ 162,5 | 1632 [ 1639 | 1647 | 1654 | 166,1 | 1669 | 167,6 | 1683
0973 169,1 | 169.8 [ 170,5 | 171,2 | 172,0 | 1727 | 1734 | 1742 | 1749 | 175,6
0972 1763 [ 177,0 [ 177,8 [ 178,5 [ 179,2 | 1799 | 180,6 | 181,3 | 182,1 | 1828
0971 183,5 | 184,2 | 1849 | 185,6 | 186,3 | 187,0 | 187,7 | 1884 | 189,1 | 189,8
0,970 190,5 [ 191,2 [ 1919 [ 192,6 [ 193,3 | 194,0 | 194,7 | 1954 | 196,1 | 196,8
0,969 197,5 [ 1982 | 198,8 | 199,5 | 202,2 | 200,9 | 201,6 | 202,3 | 203,0 | 203,7
0,968 204,3 [ 205,0 | 205,7 | 206,4 | 207,0 | 207,7 | 2084 | 2090 | 209,7 | 2104
0,967 1,1 | 2117 [ 2124 | 213,1 [ 213,7 | 2144 | 25,1 | 215.7 | 2164 | 217,1
0,966 207,71 2184 | 2190 | 219,7 | 2204 | 221,0 | 221,7 | 2223 | 223,0 | 223,6
0,965 243 [ 249 | 225,6 [ 226,2 | 226,9 | 227,5 | 228,2 | 2288 | 229,5 | 230,1
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja Marko Zerjav izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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