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Nema

Cilj istrazivanja doktorske disertacije je bio da se u
konitnuitetu ispita sadrzaj ukupnih fenola, fenolnih kiselina i
anitoksidativna aktivnost (antiradikalska aktivnost na DPPH i
hidroksil radikale) u toku proizvodnje slada i piva (u je¢mu,
namocenom jeému, zelenom sladu, sladu, sladovini, ohmeljenoj
sladovini, sladovini tokom fermentacija, mladom piwu i pivu)
proizvedenih od tri priznate sorte pivskog j€ma: NS 525, NS
565 i NS 583.

Sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima j&ma je bio: NS 525 -
0,76; NS 565 - 0,75 i NS 583 - 0,70 mg GAE/g suvaterije.
Sadrzaj ukupnih fenola u svim proizvednim sladovima(0,96;
0,94 i 0,91 mg GAE/g suve materije za NS 525; NS5H6 NS
583) je bio viSi od sadrzaja u jému. Sorta NS 525 je imala
najvisi sadrzaj ukupnih fenola tokom svih faza sladvanja, dok
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su sorte NS 565 i NS 583 imale nize sadrzaje ukupnfenola.
Najnizi sadrzaj ukupnih fenola imala je sorta NS 58.

U svim ispitivanim sortama jetma ferulna, p-kumarinska i

vanilinska kiselina su bile dominantne u uzorcima ¢ma,

tokom sladovanja i u proizvedenom sladu.

Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina u je¢mu je iznosio za sortu
NS 525 - 200,98; NS 565 - 184,10 i za NS 583 — 274g/g suve
materije. Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina je rastao kod svih
ispitivanih sorti tokom moéenja i dostigao maksimum u toku
prvog dana klijanja za NS 525 — 548,31; NS 565 — &85 i NS
583 — 517,17%wg/g suve materije. Dobijeni rezultati su pokazali
da je proces sladovanja imao znfjan uticaj na sadrZaj

pojedinaénih i ukupnih fenolnih kiselina.

Sorta NS 525 je imala najviSu antiradikalsku aktivrost na
DPPH radikale (ECso za NS 525 - 0,658; NS 565 - 0,667 i NS
583 - 0,758 mg/ml) Sto pokazuje da sortadena ima uticaja na
antiradikalsku aktivnost na DPPH radikale. Za ispitivane sorte
jeéma, antiradikalska aktivnost na DPPH radikale se puisila
znafajno tokom mocenja. U proizvedenim sladovima
antiradikalska aktivnost na DPPH radikale bila je viSa nego u
jeému. Trend porasta i smanjenja antiradikalske aktivnosti na
DPPH radikale tokom sladovanja je bio isti za svespitivane
sorte jema.

Antiradikalska aktivnost na hidroksil radikale, izr azena kao
ECso vrednost, u ispitivanim sortama j&ma je iznosila: NS 525
— 0,352; NS 565 — 0,385 i NS 583 — 0,455 mg/ml. Moze
zaklju¢iti da je sorta NS 525 imala najvisu antiradikalsku
aktivnost na hidroksil radikale. Antiradikalska aktivnost na
hidroksil radikale se znatno povisila tokom mdéenja. U
proizvedenom sladu je antiradikalska aktivnost na Idroksil
radikale bila viSa nego u j&ému. Trend porasta i smanjenja
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tokom
sladovanja je bio isti za sve ispitivane sorte {gna.

Sorta NS 525 je imala najviSi sadrzaj ukupnih fen@ kao i
najvisu antioksidativnu aktivnost tj. DPPH i hidroksil
antiradikalsku aktivnost. Ovi rezultati pokazuju da sorta
jeéma moze da utée na antiradikalske osobine slada. Sorta NS
525 je imala najviSi sadrzaj ukupnih fenola, ukupnh fenolnih
kiselina i najviSu antiradikalsku aktivnost na DPPH i hidroksil
radikale u toku sladovanja.

U svim proizvedenim sladovinama, ohmeljenim sladowama i
pivima, ferulna, p-kumarinska, vanilinska i sinapinska kiselina
su imale najviSe sadrzaje. Sadrzaj svih ispitivanihfenolnih
kiselina je povisen nakon hmeljenja. Najvisi ukupnisadrzaj
fenolnih kiselina je odreden u ohmeljenim sladovinama (NS
525 - 461,41, NS 565 - 426,22 i NS 583 - 423,6100ml).
Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina je u svim proizvelenim
pivima bio nizi u odnosu na odgovarajée ohmeljene sladovine.
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U sladovini proizvedenoj iz slada NS 525 je odd=na najvisa
antiradikalska aktivnost na DPPH i hidroksil radikale Sto

ukazuje da antiradikalska aktivnosti komponenti slada ima

uticaja na antiradikalsku aktivnost proizvedene slaovine. U

ispitivanim sladovinama, nakon hmeljenja se znatn@ovisila

antiradikalska aktivnost na DPPH i hidroksil radikale.

Antiradikalska aktivnost na DPPH i hidroksil radikale se
smanijila tokom glavne i naknadne fermentacije.

U sladovini proizvedenoj od slada NS 525 sa najvibi

sadrzajem ukupnih fenola i ukupnih fenolnih kiselina

odredena je najviSa antiradikalska aktivnost na DPPH i
hidroksil radikale. Tokom proizvodnje piva sadrzaj ukupnih

fenola se blago smanijio, Sto ukazuje da je procesqizvodnje

imao uticaja na njihov sadrzaj. Trend smanjenja
antiradikalske aktivnosti na DPPH 1 hidroksil radik ale

odgovara smanjenju sadrzaja ukupnih fenola i ukupnin

fenolnih kiselina tokom procesa proizvodnje piva.

Primenjena GC-MS metoda za odrdivanje sadrzaja fenolnih

kiselina tokom procesa proizvodnje slada i piva s@okazala

kao osetljiva, speciftna i dobre ponovljivosti. Moze se
primeniti za odredivanje sadrzaja fenolnih kiselina u j&mu,

namocenom jeému, zelenom sladu, sladu, sladovini, ohmeljenoj
sladovini, tokom fermentacije i u pivu.

Sadrzaj ukupnih fenola, fenolnih kiselina i antioksdativna

aktivnost slada, koji se koristi za proizvodnju piva, imaju

znafajan uticaj na antioksidativnu aktivhost  piva.

Razumevanje promena sadrzaja fenolnih kiselina |
antioksidativne aktivnosti tokom proizvodnje sladai piva moze
nam pruziti vredne informacije o zaStiti endogenih
antioksidanata u proizvodnji piva. Na taj nafin mogu se
proizvoditi piva sa viSom antioksidativnom aktivnofu i prema

tome i poviSenom otporno&u prema lipidnoj oksidaciji i

starenju piva.
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Studies carried out in the frame of the doctori&thesis
aimed at continuous determination of the content of
total phenolics, phenolic acids and antioxidant actity
(antiradical activity on DPPH and hydroxyl radicals)
during malt and beer production (in barley, steeped
barley, green malt, malt, wort, hopped wort,
fermenting wort, green beer, and beer) produced frm
three accepted brewer’s barley varieties: NS 525, 3l
565, and NS 583.

The total phenolics content in the barley samples as
0.76 for NS 525, 0.75 for NS 565 and 0.70 mg GAE/g
dry matter (d.m.) for NS 583. Higher content of toal
phenolics was determined in the malt samples in
comparison with the barley samples: (0.96, 0.94, dn

Vi
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0.91 mg GAE/g d.m. for NS 525, NS 565, and NS 583,
respectively). Variety NS 525 was the highest in tal
phenolics content during all stages of malting when
compared to the other varieties. The lowest conteruf
total phenolics was found in the variety NS 583.

In all examined samples, ferulic, p-coumaric and
vanillic acid dominated in the barley samples, dung
malting and in the produced malts.

Content of total phenolic acids in the barley samgs
was 200.98 for NS 525, 184.10 for NS 565 and 177.27
pa/g d.m. for NS 583. During steeping, the contentf o
total phenolic acids increased for all samples reaing
the maximum at the first day of germination (NS 525-
548.31; NS 565 — 518.65, and NS 583 — 517)iy/g
d.m.). The obtained results revealed that the maitg
process had significant impact on the content of tal
and individual phenolic acids.

Variety NS 525 showed the highest antiradical actity
on DPPH radicals (EGo for NS 525 was 0.658, for NS
565 0.667, and for NS 583 0.758 mg/ml) indicatinpat
barley variety influences the antiradical activity on
DPPH radicals. Antiradical activity on DPPH radicals
significantly increased during steeping for all
investigated barley varieties. Higher antiradical
activity on DPPH radicals was determined in
produced malts when compared to corresponding
barley varieties. Similar increasing and decreasing
trends in the antiradical activity on DPPH radicals
during malting were observed in all investigated
barley varieties.

The antiradical activity on hydroxyl radicals,
expressed as EE value, in investigated barley
varieties, was: 0.325 for NS 525, 0.385 for NS 56&Hd
0.455 mg/ml for NS 583. It can be concluded that
barley variety NS 525 showed the highest antiradi¢a
activity on hydroxyl radicals. The antiradical activity
on hydroxyl radicals significantly increased during
steeping. Higher antiradical activity on hydroxyl
radicals was determined in produced malts when
compared to corresponding barley varieties. Similar
increasing and decreasing trends in the antiradical
activity on hydroxyl radicals during malting were
observed in all investigated samples.

Variety NS 525 had the highest content of total
phenolics and exhibited the highest antioxidant
activity that is antiradical activity on DPPH and
hydroxyl radicals. These results suggest that varig
can influence the malt antiradical properties. Varety

VIII
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NS 525 was the highest in total phenolics conterigtal
phenolic acids content and antiradical activity on
DPPH and hydroxyl radicals during malting.

The highest contents of ferulic,p-coumaric, vanillic,
and sinapic acids were determined in all wort, hopged
wort and beer samples. Increased contents of all
phenolic acids were observed after hopping. The
highest content of total phenolic acids was determed
in the hopped worts (461.41 for NS 525, 426.22 fOIS
565, and 423.56pg/100 ml for NS 583. The beers
contained less total phenolic acids when compared t
the corresponding hopped worts.

Wort produced from NS 525 malt showed the highest
antiradical activity on DPPH and hydroxyl radicals
which indicates that the antiradical activity of mdt
components affects the antiradical activity in prodiced
wort. After hopping, antiradical activity on DPPH and
hydroxyl radicals significantly increased in all wats.
The antiradical activity on DPPH and hydroxyl
radicals decreased during primary and secondary
fermentation.

Wort produced from NS 525 malt contained the
highest total phenolic content, total phenolic acisl
content and showed the highest antiradical activityon
DPPH and hydroxyl radicals. During beer production,
content of total phenolic compounds slightly decresed
which indicates that production process had an
influence on their content. Similar decreasing treds
between the antiradical activity on DPPH and
hydroxyl radicals and the contents of total phenotis
and total phenolic acids during beer production wee
observed.

The applied GC-MS method for determination of
phenolic acids contents during malt and beer
production was sensitive, specific and had good
repeatability. It can be used for determination of
phenolic acids content in barley, steeped barleyreen
malt, malt, wort, hopped wort, during fermentation
and in beer.

The content of total phenolics, phenolic acids and
antioxidant activity of malt used for beer production
have significant influence on the beer antioxidant
activity. Understanding how the phenolic acids and
antioxidant activity change during malt and beer
production can provide valuable information about
the protection of endogenous antioxidants in beer
production. In this way, the production of beer wih
enhanced antioxidant activity is possible and thefere




Doktorska disertacija mr Jede. Pejin

higher resistance to lipid oxidation and longer shé
life could be introduced.
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1. UvOD

Pivo je jedno od nag&e konzumiranih alkoholnih @& u svetu. Bogato je hranljivim
sastojcima, ugljenim hidratima, amino kiselinamanermalima, vitaminima i fenolnim
jedinjenjima (Gerhauser, 2005). Pivo je osveza@jypice nastalo alkoholnom
fermentacijom iz vodenog ekstrakta sladovan@gnpe sa hmeljom. Proizvodnja piva je
stoga viSestepeni proces, koji obuhvata bioloSkawv&wiju sirovina u finalni proizvod
(Walker, 1998). Za proizvodnju piva su potrel@edri sirovine i to: j€am odnosno slad,
hmelj, voda i kvasac. Kvalitet svih sirovina imawgdijuci uticaj, cak ¢esto presudan, na
kvalitet gotovog proizvoda-piva (Grgji sar., 2000).

Prema definiciji datoj bavarskim Zakonom @&isto¢i proizvodnje piva
(“Reinheitsgebot”) 1516. godine, pivo je proizvodjikse mora dobijati samo iz
sladovanog jgma, hmelja i vode, procesom fermentacije uz upatrelyskog kvasca
(Gruji¢ 1 GateSa, 1999; Kunze, 1998). U zemljama u kojima sera&vodnju piva ne
primenjuje Zakon o¢isto¢i proizvodnje (“Reinheitsgebot”), mogu se Kkoristiti
nesladovane sirovine (Grdiji sar., 2001; Grudi, 2002; Pejin i sar., 2006). Na Slici 1.1
data je pojednostavljena shema proizvodnje pivaodi@vu prikazane sheme moze se
zakljwiti da je proizvodnja piva veoma slozen proces kdalitet gotovog piva zavisi od
velikog broja parametara: sortecpea, uslova sladovanja, temperature i pH tokom
komljenja, sorte hmelja koji se dodaje tokom hnmg§esladovine, soja kvasca i uslova
fermentacije.

Karakteru piva najviSe doprinose slad i kvasadi laiino utcu i voda i hmel;j koji
se, takde, primenjuju u proizvodnji piva. Skrob¢jma obezbduje S€ere za alkoholnu
fermentaciju. Za razliku od drugih zitarica (pSenjcjegam ima plevicu koja formira
filtracioni sloj kroz koji se odvaja sladovina (Béorth, 2000).

Proizvodnja slada se sastoji iz tri glavne fazetenga, klijanja i suSenja. Svrha
sladovanja je sinteza i aktivacija enzima &menom zrnu i razgradnja sastavnih delova
zrna j€ma. Sladovanje zapmje maienjem @iSc¢enog i sortiranog jgma u vodi na
temperaturi 14-18 u trajanju od 48 sati do stepena naemwsti od 42 do 46%. Nakon
mocenja sledi klijanje koje obno traje 3-5 dana na 16-2D. Tokom Kklijanja enzimi
razlazucelijske zidove i neke proteine endosperma u komeatszi skrob. Amilaze koji
se sintetiSu u procesu klijanja zrn&ne su vazne za proces komljenja u proizvodniji
piva. SuSenjem se snizava sadrzaj vlage u zelerladu 9 zaustavlja se klijanje
(Bamforth, 2000).

Proizvodnja piva zapiinje mlevenjem slada. Tokom mlevenja se maotavati
plevica jer je neophodna kao filtracioni matergaloku ceienja komine. Nakon mlevenja
usitnjeni slad se meSa sa vodom i ovaj postupakazera komljenje. Tokom procesa
komljenja sastojci slada se rastvaraju i prelaz@deni rastvor tj. u sastojke ekstrakta.
Transformacije koje se odigravaju za vreme kom$iempaju odldujuéi znaaj u
proizvodniji piva. Osnovni zadaci komljenja su dahjg Sto je mogte viSe ekstrakta i to
Sto boljeg sastava. Tokom komljenja n&wveeo ekstrakta nastaje delovanjem enzima na
optimalnim temperaturama (Kunze, 1998). Amilazeotokkomljenja razgruju skrob,
ali tek nakon hidratacije i bubrenja skroba (Zelatcije). Nakon o%®renja komine
sledi bistrenje sladovine i kuvanje sladovine saeljwm. Hmeljenje sladovine traje
obicno oko sat vremena na temperaturi éjnja. Kuvanje sladovine sa hmeljom ima za
cilj sterilizaciju sladovine, precipitaciju protein(koji uzrokuju koloidnu nestabilnost
piva ako se ne uklone) i smanjenje ukusa piva &ane Najvazniji sastojci hmelja za
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pivarstvo suo—kiseline i esencijalna ulja. Tokom hmeljerjakiseline se izomerizuju u
izo-a-kiseline koje daju ga@inu pivu (Bamforth, 2000). Ohmeljena sladovina s&rh

hladi, aeriSe i zasejava pivskim kvasceagcharomyces cerevis)ae
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Slika 1.1. Shema proizvodnje piva (Walker, 1998)
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Fermentacija sladovine je proces koji se izvodianaerobnim uslovima na
temperaturama nizim od 20 (za proizvodnju piva donjeg vrenja na 8&C5a gornjeg
vrenja na 15-2TC) i sastoji se od faze glavne i faze naknadne datactije. Glavna
fermentacija u zavisnosti od uslova trajecolbi od 5 do 7 dana. Reakcije koje se
odigravaju tokom fermentacije se samo uslovno mpaggeliti na one koje se deSavaju
tokom glavne fermentacije i one koje se odigrazagwreme naknadne fermentacije, jer
se pojedine reakcije ndiesobno prepdu. Stoga se promene koje se deSavaju prilikom
glavne i prilikom naknadne fermentacije moraju pasuati kao méusobno zavisni
procesi (Linko i sar., 1998). Naknadna fermentasgasodi na nizim temperaturama (od -
1°C do IC) i traje najmanje tri dana. Pod ovim uslovimaagoldo talozenja proteina pri
¢emu se smanjuje mofuost kasnijeg zantenja piva. Filtracija piva se izvodi sa
minimalnim gubicima ugljen-dioksida. Nakon filtrgii pasterizacije pivo se puni u
ambalazu (Bamforth, 2000).

Najvazniji sastojci j&ma su skrob, proteini, bezazotne ekstraktivnhe snpst
masti, celuloza, mineralne supstance i fenolnanjedja. Skrob ima naj¥éeudeo u suvoj
materiji zrna jéma (oko 60%). Bezazotne ekstraktivne supst&imee oko 14%, proteini
oko 11%, celuloza oko 6%, masti oko 3% suve mat¢siimenog zrna (Schuster i sar.,
1999). Sve ova jedinjenja neophodna su za proizuaslada i piva, ali zn@jan uticaj na
kvalitet piva imaju i jedinjenja prisutna u¢f@enom zrnu u znatno nizim sadrzajima.
Medu njih spadaju i fenolna jedinjenja kojadutina mnoge osobine piva. Wjpu se
nalazi 0,1-0,3% suve materije fenolnih jedinjergalfuster i sar., 1999).

Najveti deo fenolnih jedinjenja i fenolnih kiselina u pipotie iz j&menog slada
(70-80%), a ostatak iz hmelja i nesladovanih siavi(Hardwick, 1995; Garcia i
saradnici, 2004; Vanderhaegen i saradnici, 2008)vide za proizvodnju piva, kao Sto
su jeémeni slad i nesladovane zitarice (kukuruz, pSenipainac), koji se koriste kao
surogati, hmelj i druge aromatie sirovine, doprinose sadrzaju fenolnih i polifiaito
jedinjenja u poetnim fazama proizvodnje. Fenalgedinjenja u pivu su prisutna u
razlicitim oblicima i njihova isparljivost zavisi od mdelske mase (Shahidi i Naczk,
2003).

Naziv fenol oznsava zna&ajnu speciinost monohidroksi derivata benzena i
opsSte je prihvéen za sve derivate benzena i njemuwnsli jedinjenja koja imaju
aromaténi nukleus na kome je vezana jedna ili viSe (najtr§ hidroksilnih grupa, tako
da postoje mono-, di- i tri- hidroksi benzeni éiroli (Mili¢ i sar., 2000). Fenoli su u pivu
prisutni kao monomeri i polimeri. Monomeri su femel kiseline, flavonoli i njihovi
glikozidi: katehini, antocijanidini i kumarini (Ftali i sar., 2003).

Stabilnost ukusa piva je danas jedna od najvaZtejila istraZzivanja u pivarstvu.
lako se smatra da proizvodnja piva i proces puajé@mgju glavnu ulogu, paznja je sve
viSe usmerena prema osobinama sirovina za proizwquwva i tehnologiji sladovanja u
cilju boljeg razumevanja faktora koji ati na stabilnost ukusa piva. Smatra se da je
nastajanje aldehida velike molekulske mase i psakartokom sladovanja i komljenja
glavni mehanizam koji destvuje u nastajanju nepozeljnih senzornih osobistarenje
piva (Guido i sar., 2005). U ,starom” pivu sa negigim senzornim osobinama su
odreiene zn&ajno poviseni sadrzaji aldehida, ketona i estararif\iza i sar., 2002).
Narctita paznja je posvenatrans-2-nonenalu zato Sto ovo jedinjenje ima izuzetraaki
prag osetljivosti ukusa i najviSe doprinosi neppieh ukusu piva na ,karton“ koji je
karakteristtan za ,stara“ piva (Liégeois i sar., 2002a). Owiledlidi mogu nastati
razlicitim metabolékim putevima tokom sladovanja i komljenja, pemu se smatra da je
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glavni izvor enzimska i neenzimska razgradnja @aastenih masnih kiselina (Guido i
sar., 2005).

Izborom odgovarajte sorte j&ma i parametara procesa sladovanja moze se
proizvesti slad visoke antioksidativne aktivhoséizbprimene egzogenih antioksidanta
(Liégeois i sar., 2002). Ako se proizvede slad dBgoksidativne aktivnosti doi® se i
pivo viSe antioksidativne aktivnosti, Sto povoljntice na stabilnost ukusa. Ovo moze
dovesti do vée potraznje slada sa viSom antioksidativnom ak8moPored toga, vrlo je
vazna proizvodnja slada od dotirasorti je&géma. Takde, nije u potpunosti ispitano kako
se menja antioksidativna aktivnost tokom procesdalanja.

Proces sladovanja mozZe imati uticaja na nestahilpiws zbog proksidativnih i
antioksidativnih aktivnosti (Guido i sar., 2005)er®lna jedinjenja i fenolne kiseline
prisutne u sladu su prirodni antioksidanti sposataiodgode, uspore ili Sge procese
oksidacije i prema tome imaju Zregan efekat u tehnologiji slada i piva kao inhibito
negatvnih posledica oksidacije (Friedrich i sa@Q@). U toku proizvodnje slada i piva
odvijaju se oksidacione reakcije koje ukiiyu nastajanje i transformaciju velikog broja
slobodnih radikala. Zastita endogenih antioksidampatsutnih u jému tokom sladovanja
moze povéati antioksidativni potencijal piva inhibiraju oksidacione procese koji
negativno utiu na stabilnost ukusa piva i prema tome ¢zbepotrebu sintetskih
antioksidanta (Boivin i sar., 1995).

Kafena,p-kumarinska, vanilinska, ferulna i protokatehingkselina su prisutne u
skoro svim biljlkama. Fenolne kiseline su povezana bojom, senzornim
karakteristikama, hranljivim i antioksidativnim dspama hrane. Wu na ukus (trpkost i
ostrinu) (Schuster, 1999; Robbins, 2003), aromyy §Goupy i sar., 1999), fizku i
hemijsku stabilnost (Montanari i sar., 1999) ingt piva (Jandera i sar., 2005).

Od fenolnih kiselina u janu i sladu se u naj¢an kolicinama nalaze ferulnap-
kumarinska (Briggs i sar., 2005). Sadrzaj feruliseline je najvisi welijskim zidovima
aleuronskog sloja (Maillard i Berset, 1995; Holakn i sar., 2006). Fenolne kiseline
prisutne u hmelju su galngp-hidroksibenzoeva, vanilinska, kumarinska, ferulna,
protokatehinska i kafena (Schuster i sar., 1988}klddiovini i pivu su ndene sledée
fenolne kiseline: galna, protokatehinska-hidroksibenzoeva, hlorogenska, 2,6-
hidroksibenzoeva, vanilinska, homovanilinska, kafensiringinska, ferulna, p-
kumarinska,m-kumarinska,o-kumarinska (Montanari i sar., 1999; Floridi i s&003;
Bamforth, 2004).

Tokom poslednjih godina fenolna jedinjenja su pkiaupaznju naénika koji se
bave hranom i medicinom zbog njihovih antioksidaitiy antiinflamatornih,
antimutagenih i antikancerogenih osobina i njihayilosobnosti da menjaju neke khe
funkcije ¢elijskih enzima (Yu i sar., 2001; Baxter i Walk@Q01; Walker i sar., 2001).
Smatra se da fenoli dti na transdukciju, aktivaciju faktora transkripcijekspresiju
gena (Nardini i Ghiselli, 2004).

Fenolna jedinjenja ispoljavaju antioksidativhu, ogino antiradikalsku aktivnost
na sledée n&ine: predajom H-atoma, direktnim vezivanjem (,hvg¢an“) reaktivnih
kiseonikovih i azotovih radikala, heliranjem promkgivnih metalnih jona (Fe, Cu) i
inhibicijom prooksidativnih enzima (lipoksigenazaijeloperoksidaza, ksantin-oksidaza,
NAD(P)H oksidaza, enzimi citohroma P-450) (Rice-Eva sar., 1996; Amorati i sar.,
2006). lako postoji nekoliko mehanizama smatra se jd dominantan oblik
antioksidativne aktivnosti ,hvatanje” slobodnih tkeala transferom vodonikovog atoma
(Robbins, 2003).
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Objavljeni rezultati ukazuju na efikasnost i zdtaesu bezbednost prirodnih
antioksidanata izolovanih iz biljaka, prehrambemibizvoda, bezalkoholnih i alkoholnih
pica (Namiki, 1990; Walker i sar., 2001; Zuo i sar002). DosadasSnja ispitivanja su
pokazala da i pivo poseduje antioksidativhu aktstndValker i saradnici (2001) su
utvrdili da 500 ml piva ima ukupnu antioksidativialtivnost 910-134QuMol Trolox
ekvivalenta. Bamforth (2004) navodi da pivo imawahtioksidativnu aktivnost od belog
vina i sokova od pomorandze i jabuke.

Sadrzaj fenolnih kiselina u gotovom pivu zavisi oghove ekstrakcije tokom
komljenja slada sa vodom. Fenolne kiseline su duslagezane glikozidnim vezama koje
se raskidaju tokom kltanja sladovine piemu se oslolaiaju slobodne fenolne kiseline
(Hardwick, 1995).

Tokom proizvodnje slada i piva posebna paznja seveuoje prisutnim
antioksidantima tj. fenolnim jedinjenjima i proizdicna Maillard-ove reakcije da bi se
proizvelo pivo sa visokom antioksidativnom aktiveiw3 zbog toga poviSene otpornosti
na oksidaciju lipida (Pascoe i sar., 2003).

Maillard 1 Barset (1995) su utvrdili da fenolne &ise iz plevice jgma mogu
imati ulogu prirodnih antioksidanata u procesu prodnje piva. Daljim istraZivanjima
Maillard i saradnici (1996) su utvrdili da slad pakije viSu antioksidativhu aktivnost u
poreienju sa jémom, zbog osloktanja i modifikacije fenolnih kiselina tokom procesa
sladovanja. Tokom procesa suSenja slada povisasads2aj slobodnih fenolnih kiselina
i antioksidativha aktivnost (na temperaturama odl80°C). Na temperaturi susenja
110°C sadrzaj fenolnih kiselina i antioksidativna aktrét se snizava (Inns i sar., 2005).

U dostupnoj literaturi nisu prodani podaci o istrazivanjima sadrzaja ukupnih
fenola, fenolnih kiselina i antioksidativhe aktiwtiio tokom celokupnog procesa
proizvodnje slada i piva. S obzirom da su fenokwdirjjenja veoma vazni antioksidanti,
njihovo odreivanje je bitno da bi se utvrdilo kako se njihodisaj menja tokom procesa
proizvodnje slada i piva i koji deo fenolnih kisei iz j@ma odnosno slada i hmelja
dospeva u gotovo pivo. Pored ugdjanih tehnoloskih parametara vaznih za tehnologiju
slada i piva tokom izrade ove doktorske disertapijatio se sadrzaj fenolnih kiselina,
sadrzaj ukupnih fenola i antioksidativha aktivn¢attiradikalska aktivhost na DPPH i
hidroksil radikale) u jemu, tokom mikrosladovanja, sladu, sladovini, hmedjameljenoj
sladovini, sladovini u fermentaciji, mladom pivpivu.

Cilj istrazivanja doktorske disertacije je bio da s u konitnuitetu ispita
sadrzaj ukupnih fenola, fenolnih kiselina i anitoksdativna aktivnost (antiradikalska
aktivnost na DPPH i hidroksil radikale) u toku proizvodnje slada i piva (u j€ému,
namofenom jeému, zelenom sladu, sladu, sladovini, ohmeljenoj sfavini, sladovini
tokom fermentacije, mladom pivu i pivu) proizvedenh od tri priznate sorte pivskog
jeéma: NS 525, NS 565 i NS 583.

Prvi zadatak doktorske disertacije bio je da sediugptimizacija metode za
odralivanje sadrzaja fenolnih kiselina. Optimizacija &S metode za oddévanje
sadrzaja fenolnih kiselina tokom svih faza procpsaizvodnje slada, sladovine i piva
obuhvatila je definisanje uslova hidrolize (oslé@aja fenolnih kiselina iz vezanog
oblika) i odrelivanja njihovog sadrzaja GC-MS metodom.

Drugi zadatak je bio tehnoloSka ocena navedeniti g@dma i analiza sadrzaja
ukupnih fenola i fenolnih kiselina, kao i odreanje antiradikalske aktivnosti na DPPH i
hidroksil radikale.

Tre¢i zadatak ove doktorske disertacije je proizvodsigda iz navedenih sorti
jeéma Sto je obuhvatalo mikrosladovanje navedenihi ge¢ma. Mikrosladovanje je
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ukljucivalo matenje j€ma, klijanje i susSenje zelenog slada. Tokom progeséenja
praten je stepen namienosti j€ma. U toku mikrosladovanja pr@ni su ukupni gubici tj.
gubici na disanje i klicu. Taki®, u svim fazama mikrosladovanja atlv@ni su sadrzaji
ukupnih fenola, fenolnih kiselina i antiradikalskigivnost na DPPH i hidroksil radikale.

Cetvrti zadatak doktorske disertacije bio je anafizaizvedenih sladova koja je
obuhvatala odidvanje tehnoloSkih pokazatelja i sadrzaja ukupnémofa, fenolnih
kiselina i antiradikalske aktivnosti na DPPH i loksil radikale. U hmelju je odden
sadrzaj ukupnih smolax-kiselina, ukupnih fenola i fenolnih kiselna kaarntiradikalska
aktivnost na DPPH i hidroksil radikale.

Peti zadatak bio je proizvodnja sladovine, ohmeljstadovine i fermentacija. U
proizvodenim sladovinama i ohmeljenim sladovinamadena je tehnoloSka ocena
kvaliteta, kao i odrdivanje sadrzaja ukupnih fenola, fenolnih kiselinantiradikalske
aktivnosti na DPPH i hidroksil radikale. Tokom gtevi naknadne fermentacije pesi
su tehnoloski parametri, kao i sadrzaji ukupnihofanfenolnih kiselina i antiradikalske
aktivnosti na DPPH i hidroksil radikale. U proizesdm pivima urdena je tehnoloSka
ocena kvaliteta piva kao i1 sadrzaj ukupnih fend&molnih kiselina i antiradikalska
aktivnost na DPPH i hidroksil radikale.

Statisttka obrada dobijenih rezultata obuhvatila je modahpe sadrzaja ukupnih
fenolnih kiselina tokom proizvodnje slada i pivaclju odretivanja zavisnosti sadrzaja
ukupnih fenola i pojedirih fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnosta iDPPH i
hidroksil radikale urdena je korelaciona analiza sadrzaja ukupnih fenplgedina&nih
fenolnih kiselina i antiradikalskih aktivnosti naPPH i hidroksil radikale u toku
proizvodnje slada i piva.
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2. OPSTI DEO
2.1. Slobodni radikali i oksidativni procesi

Slobodni radikali su atomi, joni i molekuli, kojmiaju jedan ili viSe nesparenih
elektrona u svojoj strukturiCanadanovi-Brunet, 1997). Nespareni elektroni su uzrok
njihove visoke i neselektivne reaktivnosti i nedtadsti. Slobodni radikali mogu biti
neutralni, ali i pozitivno (radikal katjon) i negato (radikal anjon) naelektrisani.
Nespareni elektron moZe se nalaziti na C-atomu kkaoalkil radikala (CHs, CHsCHy),
na O-atomu, kao kod alkoksil-, hidroksil-, peroksilsuperoksid anjon radikala (RO
‘OH, ROG, G,"), na N-atomu, kao kod azotmonoksidnog radikala JNIDna S-atomu,
kao kod tiil radikala (n-gHoS) i dr. Nespareni elektron imaju i atom vodonika)(H
halogena (C), alkalni metali (N3 i neki joni metala (Ctf, F€") (Pileti¢ i sar., 1992).

Reaktivne vrste se dele na reaktivne slobodnortsti&ai neradikalske vrste
(oksidaciona sredstva koja lako prelaze u slobaddiale). Najvaznije reaktivne vrste
kiseonika (,reactive oxygen species“ ROS), hlonedgtive chlorine species” — RCS) i
azota (,reactive nitrogen species” - RNS) date sCabeli 2.1 (Halliwell i Whiteman,
2004). Kiseonik je neophodan za nastajanje sviktireah vrsta kiseonika, azota i hlora
(Fang i sar., 2002).

Na osnhovu relativne stabilnosti, slobodni radiksk dele na nepostojane
(,kratkozivete") i postojane (,dugozive"“). Stabilnost slobodnih radikala predstavlja
termodinamiku karakteristiku koja zavisi od sposobnosti ogjatela molekula da
stabilizuje nespareni elektro6@gnadanowi-Brunet, 1997).

Reaktivne vrste kiseonika (ROS) su opsti termini kdgljucuje i kiseonikove
radikale i odrdene neradikale vrste koje su oksidativna sredsivae lako prevode u
radikale (HOCI, HOBr, @ ONOGO, '0,, H,0,) (Halliwell i Whiteman, 2004).

Reaktivne vrste kiseonika (ROS) i azota (RNS) sdogeni intermedijeri koji
neprekidno nastaju u ziviréelijama i imaju esencijalnu ulogu u regulaciji 6nskih
procesa. Oni su jedinjenja koja&eastvuju u signalizacijcelijskih funkcija kao Sto su
proliferacija, inflamacija i adhezija. NaruSavawjksidoreduktivne ravnoteze dovodi do
oksidativnog stresa i time do patoloskih manifaga®/aya i Aviram, 2001).

Prihvateno je da ROS imaju ragiie uloge in vivo. Neke reaktivhe vrste
kiseonika su pozitivne ia@stvuju u proizvodnji energije, fagocitozi, regujiacelijskog
rasta, signalizacijéelijskih funkcija i sintezi bioloSki vaznih jedimga. Meiutim, mogu
biti Stetne posto ,napadaju” lipideelijskih membrana, proteine tkiva ili enzime, ugke
hidrate i DNK, uzrokuju oksidaciju i time izazivajoSt&enja membrana i DNK i
modifikuju proteine (ukljdujuci i enzime) (Pietta, 2000).

Obzirom da reaktivne vrste kiseonika nastglijskim metabokkim procesima,
¢elije su razvile nekoliko zastitnih mehanizama Ujucispr&avanja nastajanja ili
inhibicije reaktivnih vrsta kiseonika. Ovi mehanizokljuc¢uju antioksidativne enzime i
antioksidante (Wu i Cederbaum, 2003).

Slobodni radikali reaguju brzo sa drugim jedinjgrgi u cilju postizanja
stabilnosti. UopSteno, slobodni radikali ,napadanajblize stabilne molekule, veziju
njihove elektrone. Kada molekul ostane sa nesparefektronom i sam postaje slobodni
radikal, i zapoinje lartanu reakciju. Na primer, ovaj proces moze inicilgiidnu
peroksidaciju koja dovodi do destabilizacije i natnje ¢elijskihn membrana (Kaur i
Kapoor, 2001).




Doktorska disertacija mr Jede. Pejin

Tabela 2.1. Nomenklatura reaktivnih slobodnoradikaskinh i neradikalskih vrsta
(Halliwell i Whiteman, 2004)

Slobodnoradikalske vrste | Neradikalske vrste

Reaktivne vrste kiseonika (ROS)

Superoksid anjon radikal,;0

Vodonik peroksid, KO,

Hidroksil radikal, OH

Hipobromna kiselina, HOBr

Hidroperoksil radikal, HG

Hipohlorna kiselina, HOCI

Ozon, Q

Peroksil radikal, R®

Singletni kiseonik!Ag O;

Alkoksil radikal, RO

Organski peroksidi, ROOH

Karbonatni radikal, C¢"

Peroksinitrit, ONOO

Ugljendioksidni radikal, C&"

Peroksinitritna kiselina, ONOOH

Reaktivne vrste hlora (RCS)

Hipohlorna kiselina, HOCI
Nitril (nitronijum) hlorid, NO,ClI
Hloramini

Hlor (gas) C}

Atomski hlor, CI

Reaktivne vrste azota (RNS)
Azotmonoksidni radikal, NO
Azotdioksidni radikal, NG

Nitritna kiselina, HNQ

Nitrozil katjon, NO

Nitrozil anjon, NO

Azot (lll) oksid, NO3

Azot (IV) oksid, NOy4
Peroksinitrit, ONOO
Peroksinitritna kiselina, ONOOH
Nitronijum katjon, NQ"
Alkilperoksinitriti, ROONO
Nitronijum hlorid, NGQCI

Smatra se da slobodni radikali izaziva@jtav niz poreméaja i patogeneza. Sa
napretkom istrazivanja ROS i RNS, otkriveno je da @estvuju u brojnim bioloSkim
funkcijama. Oksidativni stres moZze izazvati oksiplakpida i proteina i time dovesti do
promena njihove strukture i funkcije. ROS/RNS uzijokoStéenja DNK $to je povezano
sa razvojem malignih oboljenja, kardivaskularnihlest, neuroloskih porendaja i
bolesti pléa. Smatra se da je starenje organizma uzrokovahwost izlaganju organa
negativnom uticaju ROS/RNS tokom zivota, istovremea opadanjem antioksidativhog
potencijala. Nutritivni antioksidanti doprinose osgavljanju oksidoreduktivne ravnoteze
u organizmu (Vaya i Aviram, 2001 elije se Stite od tok&hog dejstva slobodnih
radikala brojnim endogenim proteinima, enzimimaeproteinskim biomolekulima, koji
zajedncatine antioksidativni sistenmb(ordevi¢ i sar., 2000).

Reaktivne vrste kiseonika ili slobodni radikali hioloSkim sistemima mogu
nastati dejstvom proksidativnih sistema enzimajdfipm oksidacijom, iridacijom,
inflamacijom, pusSenjem i zadenjem vazduha (Lee i sar., 2004). Toksiefekti
kiseonika u bioloSkim sistemima kao Sto su oksjdatipida, inaktivacija enzima,
mutacija DNK, destrukcijatelijskih membrana i saméelije se pripisuju redukciji
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molekula kiseonika do reaktivnih vrsta kiseonikaO (Wu i Cederbaum, 2003).
Klinicke studije su pokazale da su reaktivhe vrste kikaopovezane sa mnogim
degenerativnim bolestima starenja u&ljjuci aterosklerozu i brze starenje, vazospazme,
traumu, mozdani udar, astmu, artritis, infarkt sa@rmatitis, kataraktogenezu, c&eje
retine, hepatitis i oSéenje jetre. Poznato je i da reaktivne vrste kidemrizazivaju
apoptozuielija (Lee i sar., 2004).

2.2. Kiseonik i reaktivne vrste kiseonika u tehnolgiji slada i piva

Kiseonik je esnecijalan za metabolizam, ali podedeinim uslovima moze biti
veoma Stetan (Valenzuela, 2002). Molekul kiseoniRg, je stabilan i potrebno ga je
prevesti u jedan od nekoliko slobodnih kiseonikoxaldikala ili u aktivirani oblik pre
nego Sto reaguje sa drugim vrstama. Aktivacija mbitieizazvana jonima prelaznih
metala ili drugim vrstama radikala. Pored togajvakiju mogu izazvati enzimi, kao na
primer lipoksigenaza. lako je kiseonik stabilan ekoll on igra krittnu ulogu u
tehnologiji slada i piva. U tehnologiji slada i pivsmatra se da je lipoksigenaza
najaktivnija tokom sladovanja. Osnovni put kojim kiseonik troSi u proizvodniji
sladovine je tokom ukomljavanja i hmeljenja sladayi oksidacijom polifenola
katalizovanom peroksidazom i neenzimskom oksidacipmlifenola. Kiseonik, slobodni
kiseonikovi radikali, oksidacija i sistemi zaStga najviSe razmatrani u svetlduvanja
stabilnosti ukusa piva. Metim, kiseonik i slobodni kiseonikovi radikali swazni i sa
drugih aspekata u pivarstvu ukijjuéi inaktivaciju enzima. Hidroksil radikal moze da
inaktivira 3—glukanazu slada. Fitinska kiselindi &d oksidacije ,hvatanjem” metalnih
jona. Kiseonik je neophodan za disanjéma tokom klijanja (Bamforth, 1993) i za
aeraciju sladovine da bi se osigurao rast kvashabra fermentacijaCelije kvasca ne
sadrZze dovoljno sterola i nezé&snih masnih kiselina na petku fermentacije. Steroli i
nezastene masne kiseline su esencijalne komponégligskih membrana i moraju se
sintetisati da bicelije kvasca rasle. Kisonik je neophodan za biegintnezagenih
masnih kiselina i ergosterola. Zbog toga sladovim@a sadrzati 8 mg/l kiseonika na
pocetku fermentacije (Depraetere i sar., 2008).

Kiseonik u proizvodniji piva ima nekoliko mogt efekata:

1. direktno ke&e u reakciji lipoksigenaze,

2. kao izvor slobodnih kiseonikovih radikala za autdisiju nezasienih masnih
kiselina,

3. u oksidaciji sulfhidrilnih grupa u proteinima, daagi do unakrsnog vezivanja pri
cemu se otezava denje; ali takde i u nastajanju vodonik peroksida koji je
supstrat peroksidazama (od kojih postoji nekolikoma aktivnih u sladu) i

4. u reakciji (direktno ili preko nastajanja,®) sa polifenolima, katalizovan
peroksidazama u komini i neenzimskim putem u tokuoelfenja sladovine
(Bamforth, 2006).

Poslednji od ovih efekata moze biti od nateg zna&aja jer su polifenoli glavni
prirodni antioksidanti u sladu, hmelju i samom piviko se izgube oksidacijom u ovoj
fazi (oni polimerizuju usled oksidacije i precip#ju sa proteinima) proizvedeno pive
imati niZzu antioksidativnu aktivnost (Bamforth, )0
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Procesi oksidacije se zbog asimilacije kiseoniketo proizvodnje smatraju glavnim
uzratnicima pogorSanja ukusa piva tzv. ,starenja“ pifPmznato je da je apsorpcija
kiseonika u komini, tokom filtracije, hmeljenja dtavine u sladovini i pivu, dovodi do
oksidacije, koja moZe pogorSati ukus piva. Novaniledn obezbéenja ¢elija kvasca
kiseonikom — ,preoksigenacija“, omogava izbegavanje aeracije sladovine, iztazu
¢elije kvasca kiseoniku u kontrolisanim uslovima peementacije (Depraetere i sar.,
2008). Ova tehnika ne d& na parametre fermentacije i fizioloSke osobinaska koji
mogu uticati na stabilnost ukusa piva (Guido i,52004).

Molekul kiseonika u osnovnom stanju moze se smatiadikalom, s obzirom da
imaju dva nesparena elektrona, paralelnih spinde#alizovana u raziitim
razvezujéim orbitalama. Postepenom redukcijom molekula kideu osnovnom stanju
nastaju i njegovi redukovani oblici. Nespareni &leki u molekulu kiseonika mogu
promeniti smer svojih spinova. Tom prilikom prvalsté, a potom se raskidaju O=0 veze
i grade razHiti proizvodi, od kojih neki mogu biti i tok&ni (Canadanowd-Brunet, 1997).

Reaktivnost slobodnih kiseonikovih radikala rastge rgihovim redukcionim
statusom tj. superoksid anjon radikal<perhidroksibdikal<hidroksil radikal
(Vanderhaegen i sar., 2006).

Superoksid anjon radikal (O;")

Superoksid anjon radikal {0, odnosno njegov protonovani oblik, perhidroksilni
radikal (HGQ), nastaje jednoelektronskom redukcijom molekulskisgonika, a moze se
dobiti i jednoelektronskom oksidacijom vodonik pesima (Savatoy, 2006). Superoksid
anjon radikal nije jak oksidans, ali u vodenim vasima reaguje sa protonima gemu
nastaje vodonik peroksid koji je supstrat za nasjaj hidroksil radikala i singletnog
kiseonika (Lee i sar., 2004).

Vodonik peroksid (H20,)

Vodonik peroksid (HO,) nije slobodni radikal, ali se ubraja u reaktiwiste
kiseonika (Wu i Cederbaum, 2003). Najstabilniji jednosno najmanje reaktivan
intermedijer redukcije kiseonika. Nastaje direktrdvoelektronskom redukcijom
molekulskog kiseonika, jednoelektronskom redukcijeoperoksid anjon radikala ili
njegovom enzimskom mutacijom, dejstvom superoksthdtaze (Savatogj 2006):

202._ + 2H" —» HOs + O

Nastali vodonik peroksid je toksin i mora se ukloniti izelije. Dva enzima,
glutation peroksidaza (GSH-Px) selen zavisna i laata (CAT) gvo#e zavisna su
odgovorne za redukciju vodonik peroksida do vodedt5 2002):

H-,0, + 2GSH - GSSG + 2HO
2H.0, - 2H,0 + O

lako je vodonik peroksid slabo oksidaciono sredstuoze da inaktivira enzime
oksidacijom esencijalnih sulfhidrilnih grupa (Bawth, 1993). Vodonik peroksid ima
mnogo zna&ajniji efekat na sadrzaj polifenola, tokom komlgnjod molekularnog
kiseonika usled @ sposobnosti da reaguje sa polifenolima ¢itrdkada je reakcija
katalizovana peroksidazama (Stephenson i sar.,)28@Rlonik peroksid moze nastati
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tokom komljenja oksidacijom sulfhidrilnih grupa pema slada. Sulfhidriine grupe
stvaraju disulfidne veze (mostove) (pemu nastaju kompleksi koji oteZavaju separaciju
sladovine) i istovremeno nastaje vodonik perokBiangforth, 2001).

Singletni kiseonik (*0,)

Singletni kiseonikg(oz) nastaje enzimskim putem, u prisustvu mielopeitdsa i
laktoperoksidaza (Savat@yi2006). U poréenju sa ostalim reaktivnim kiseonikovim
vrstama singletni kiseonik je slabiji oksidans (Liesar., 2004). Singletni kiseonik nije
radikal i ne reaguje preko mehanizama radikataugtavnom preko adicije na dvostruku
vezu formirajéi endoperokside koji se mogu redukovati do alkokasilikala koji inicira
radikalsku latanu reakciju (Prior i sar., 2005).

Hidroksil radikal (OH )

Hidroksil radikal (OH) je najreaktivniji slobodni kiseonikov radikal. Paluot
hidroskil radikala je izuzetno kratak (1€), jer odmah reaguje sa biomolekulima i
prakticno moze ,napasti“ svaki molekul prisutan u reakagrantenoj difuzijom: Séere,
aminokiseline, fosfolipide, organske kiseline, pske i pirimidinske baze koje se nalaze
na udaljenosti od nekoliko nanometara od mestaonfy nastankaBordevi¢ i sar.,
2000). Hidroksil radikali su jaki oksidansi i moguivu¢i atom vodonika iz bilo koje
veze ugljenika i vodonika i oksidisati to jedinjerfl.ee i sar., 2004).

Hidroksil radikali mogu nastati kada postoje uslpaiFenoton-ovu reakciju:

H.0, + FE€* - FE* + 'OH + OH
H,O, + CU" — CU*" +'OH + OH

ili Haber-Vajsovu reakciju{anadanoi-Brunet, 1997):

Oz._ + H,Oo - O + ‘OH + OH

U reakciji sa biomolekulima (¥&a nisu radikali) pokree lartane reakcije. Ima
sposobnost da reaguje sa purinskim i pirimidinsk@ama DNK, uz stvaranje radikala
koji mogu nadalje imati raziite sudbine. Hidroksilacija se deSava u sve 4 baae,
incidencom 7 modifikovanih na 1000 baza, uz ¢aja stimulatorni efekat gvda.
Indirektni, ali i direktni dokazi pokazuju da jestajanje hidroksil radikala udruzeno sa
oSteenjem lanca DNK. Katalaza¢istati“ hidroksil radikala i helatori gvafa inhibiraju
i nastajanje hidroksil radikala i ogenje DNK Pordevi¢ i sar., 2000). Potpuna inhibicija
toksiénih efekata na DNK postize se primenom katalaze S@\imanitola, Na-benzoata,
fenalatrolina i desferitocina koji se smatraju lagaha (,scavnger-ima®) hidroksil
radikala. Hidroksil radikal moze oduzeti vodonik ogmm biomolekulima. Oksidigiu (na
ovaj n&in) polinezasiene masne kiseline nastaju hidroperkosidi i naukadglehidi koji
negativno utiu na ukus piva (Bamforth i sar., 1993).

U cilju odrZzanja stabilnosti ukusa piva i drugihkpaatelja kvaliteta kao Sto su
odrzanje enzimske aktivnosti i vijabilnosti kvasod izuzetne je vaznosti odrzanje
kiseonika u molekulskom obliku gp(Bamforth i sar., 1993).
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2.3. Antioksidanti

Antioksidanti su jedinjenja koja kada su prisutnanigim koncentracijama, u
odnosu na supstrate koje oksidiSu, mogu datsplieznaiajno umanje njihovu oksidaciju
(Halliwell i Gutteridge, 2007). Antioksidativha akhost je sposobnost nekog jedinjenja
da inhibira oksidativhu degradaciju, na primer dimi peroksidaciju. Treba naprauviti
razliku izmetu antioksidativne sposobnosti i reaktivnosti. Aksinlativna sposobnost
daje informaciju oko trajanja antioksidativhog degs a reaktivnost opisuje petnu
dinamiku antioksidacije pri oddenoj koncentraciji antioksidanta ili smeSe
antioksidanata (Roginsky i Lissi, 2005).

Delovanje antioksidanata zasniva se na njihovogspoosti da: deluju kao ,hvaia
(,skevindzeri*) slobodnih radikala, daju elektromazgrauju hidroperokside lipida koji
su nastali u fazi propagacije, eliminiSu dejstvog&tnih oblika kiseonika, inhibiraju
neke enzime, pokazuju sinergetske efekte i redukgka jedinjenja (anadanowi-
Brunet, 1997).

Pored karotenoida, vitamina C i E, najvazniji rutni antioksidanti su
polifenolna jedinjenja koja Stite tkiva organizmd oksidativhog stresa. Polifenoli su
najvise zastupljeni antioksidanti u ljudskoj ishiradjihova hemijska struktura @t na
njihove bioloske osobine: biodostupnost, antiokisih@ aktivnosti, speciéne interakcije
sacelijskim receptorima i enzimima (Scalbert i Villigon, 2000).

Antioksidanti j&ma i slada mogu igrati ztajnu ulogu u proizvodnji slada i piva
zbog svojih antioksidativnih osobina. Antioksidantiogu odloZiti starenje piva i
ograntiti nastajanje trans2-nonenala putem inhibicije aktivnosti lipoksigera i
neenzimske lipidne peroksidacije. Lipoksigenazalgvni faktor inicijacije oksidacije
masnih kiselina tokom proizvodnje sladovine, adi@@ oksidacija je odgovorna za
neprijatan ukus piva na ,karton“ koji nastaje tokekhadiStenja piva (Goupy i sar., 1999;
Sorvano i sar., 2006).

Antioksidati koji su poznati u proizovodnji sladapiva su (Chandra i sar., 2000;
Chandra, 2002):

1. Fenolna jedinjenja — deluju kao ,hvaitaslobodnih radikala i veoma su efikasni
u inhibiciji neenzimske lipidne peroksidacije i gevaju u sladovini i pivo iz
slada i hmelja. Verovatno je da su polifenoli izalve sirovine raaliti i njihove
specifcne osobine veoma zavise od stepena polimerizaBipdifenoli malih
molekulskih masa su natito dobri antioksidanti. Sa porastom molekulske enas
antioksidativna aktivnost i rastvorljivost polifdaose smanjuje. Dobro poznata
osobina odréenih polifenola je sklonost da stvaraju stabilnerastrorne
komplekse sa proteinima koji se taloZze tokom prodnje piva. Polifenoli vee
molekulske mase imaju povisenu sklonost da stvarajastvorne komplekse pri
¢emu njihova antioksidativha aktivnost u bilo konenmtku proizvodnje piva
zavisi od prisustva proteina.

2. Melanoidini i reduktoni — nastaju u sladu te¢tkum razgradnjom $era i putem
Maillard-ove reakcije koja se odigrava tokom zagrga redukujtih Seera sa
amino kiselinama. Proizvodi Maillard-ove reakcijeelgu kao ,hvata“
reaktivnih kiseonikovih vrsta kao Sto su peroksdperoksid anjon i hidroksil
radikali.
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3. Tioli — poreklom iz j¢ma, me&utim njihov sadrzaj jako zavisi od sort&jea. U
oksidaciji se gube slobodni tioli nastajanjem dislmih mostova u proteinima pri
¢emu dolazi do aglomeracije i smanjenjacnredukcije.

4. Ne-fermentabilni redukujil Seteri — poreklom iz jéma, ali nastaju i iz skroba
tokom klijanja.

5. Karotenoidi i vitamini — prisutni su u izuzetno ki sadrZajima u jamu. lako su
efektivni antioksidanti, gube se tokom suSenja 2ldegkih temperatura.

Od navedenih antioksidanta, fenolna jedinjenja lam&dini su najzn&ajniji izvori
prirodnih antioksidanata u pivu (Chandra, 2002).a8en se da melanoidini suzbijaju
oksidacijuizo-a-kiselina i nezasenih masnih kiselina. Miitim, melanoidini pospesuju
oksidaciju viSih alkohola (Bamforth, 2006). Progeeizvodnje piva je veoma slozen pa
su i hemijski i biohemijski procesi koji se odigegy veoma razditi. Sastav i sadrzaj
antioksidanata se stalno menjaju tokom procesaywdnje. Male promene u strukturi ili
samo u konfiguraciji mogu promeniti antioksidativialtivnost jedinjenja. MeSavina
razlicitih tipova antioksidanta, koji deluju raziiim mehanizmima mogdesto pokazati
sinergetski efekat, na primer razgradnja peroksidibicija slobodnih radikala. OpSta
aktivnost redukujéih jedinjenja tokom proizvodnje piva zavisi od mie pojedinane
prirode i razlgitih koli¢ina oslobaenih iz sirovina (Chandra, 2002).

Pored polifenola veliki broj drugih jedinjenja uadbvini i pivu ima izrazenu
sposobnost heliranja metalnih jona, od kojih swmatpjniji amino kiseline, fitinska
kiselina i melanoidini. Joni prelaznih metala k&g vezuju sa helatorima, ponekad imaju
smanjenu sposobnost da pospeSuju nastajanje sibbathkala, a nekad povanu. U
proizvodnji piva potrebno je svesti na minimum méaupst jona gvoda i bakra da
dospeju u proizvod u bilo kom trenutku procesazprodnje piva (Bamforth, 2006).

Prema mestu nastajanja, antioksidanti se dele dagene i egzogene. Endogeni
antioksidanti predstavljaju antioksidante koji @@istu celijama biljaka, zivotinja i ljudi,
dok se egzogeni unose putem hrane ili lekova, gen ®rganizmu ne mogu sintetisati.
Neki endogeni antioksidanti za svoju funkciju zakje dnevno unoSenje minerala
(koenzima): Se (koenzim glutation peroksidaze) | €n i Mn (koenzimi superoksid
dismutaze). Endogeni antioksidanti su: enzimskesis (superoksid dismutaza - SOD,
katalaza - CAT, glutation peroksidaza - GSH), mékeakiselina, bilirubin, tioli (na
primer glutation, lipolna kiselina, N-acetil cistgi NADPH, NADH, koenzim Q10
(ubihinon), proteini koji kompleksiraju jone metgbumin-bakar, ceruloplazmin-bakar,
feritin-gvozie, mioglobin-gvoie, transferin-gvake) itd. U egzogene antioksidante
ubrajaju se: vitamin C, vitamin E, karotenoidi-Karoten), oksikarotenoidi (likopen),
polifenoli (flavonoidi, fenolne kiseline, proantgamidini itd.) i drugi. U Tabeli 2.2. date
su reaktivne vrste kiseonika (ROS) i antioksid#&nofi ih neutraliSu (Percival, 1998).

U je¢mu i sladu se nalazi veliki broj enzintga je funkcija suzbijanje nakupljanja
slobodnih kiseonikovih radikala. Take, vazno je prisustvo neenzimskih molekula koji
su ,hvatd&i“ slobodnih radikala kao i eliminacija metalnihng@ koji izazivaju nastajanje
slobodnih kiseonikovih radikala (Bamforth i saf99B).

Najpoznatiji sintetiki antioksidanti su: askorbil-palmitat — APterc-butil-4-
hidroksianizol — BHA terc-butil-4-hidroksitoluen — BHT, propil-galat - PGuti-galat —
BG, oktil-galat — OG, dodecil-galat — D@erc-butil-hidrohinon — TBHG i limunska
kiselina Canadanowi-Brunet, 1997).
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Tabela 2.2. Reaktivne vrste kiseonika (ROS) i antiksidanti koji ih neutraliSu
(Percival, 1998)

Reaktivne vrste kiseonika (ROS) | Antioksidanti kojineutraliSu ROS

Hidroksil radikal Vitamin C, glutation, flavonoidi
Superoksid anjon radikal Vitamin C, glutation, ftemxdi, SOD
Vodonik peroksid Vitamin C, glutation, R-karotenjtamin E,

koenzim Q10, flavonoidi

2.3.1. Endogeni antioksidanti
Antioksidativni enzimi kao Sto su superoksid disanat, katalaza i1 glutation
peroksidaze/reduktaze prevode reaktivne vrste Rikeou nereaktivne molekule
kiseonika (Lee i sar., 2004). Antioksidativhe os@benzima su date u Tabeli 2.3.

Tabela 2.3. Antioksidativni enzimi (Lee i sar., 200)

Enzim Funkcija

Superoksid dismutaza Uklanjanje superoksid anjdikada

Katalaza Uklanjanje vodonik peroksida

Glutation peroksidaza Uklanjanje vodonik peroksida

Glutation disulfid reduktaza| Oksidacija redukovambgfationa

Peroksidaze Razgradnja vodonik peroksida i hidalsda lipida

Pivski kvasac sadrzi vazne antioksidativhe enzime $to su superoksid dismutaza,
katalaza ili glutation reduktazu. Metim, pivski kvasac je taki®e bogat neenzimskim
antoksidantima kao Sto su redukovani glutationhimoin, hidrohinon, amino kiseline sa
sulfidrilnom grupom i jone metala (Stephen i Jamiresl996; Bastin i saradnici, 2001).
Otpornostéelija pivskog kvasca na oksidativni stres zavisi smja kvasca, stadijuma
rasta, fizioloSkog stanja i staroéélija (Martin i sar., 1999, Martin i sar., 2003).

Superoksid dismutaze (SOD)

Superoksid dismutaze (SOD) predstavljaju grupuettti enzima: bakar-cink SOD
(CuznsSOD, EC 1.15.1.1.), mangan SOD (MnSOD), gi¥ez SOD (FeSOD) i
ekstracelularna SOD (EcSOD). Superoksid dismutageope superoksid anjon radikale
u vodonik peroksid i kiseonik (Lee i sar., 2004):

202.- +2H o H,O, +0,

U je¢ému se nalaze najmanje tri izoenzima od kojih su obkka dominantna:
bakar SOD i cink SOD. Aktivnost ovog enzima & se poviSava oko Sest puta tokom
klijanja 1 ne inhibira se tokom getka suSenja. Inaktivira se tokom suSenja slada za
proizvodnju piva gornjeg vrenja zbog visokih tengiara. Enzim se mnogo brze
razgrauje u procesu komljenja. Tokom komljenja zadrzaktaaost u intervalu od 45-
55°C. Gubi aktivnost tokom komljenja u roku od 30 naua 68C (Bamforth i sar.,
1993).
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Katalaza (CAT)
Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6.)cestvuje u celijskoj detoksikaciji i prevodi
vodonik peroksid do vode i kiseonika (Lee i saf042):

2H,0, - 2H,O0 + O,

Katalaza je odiena u jému (Narziss i Sekin, 1974). Aktivhost katalaze east
tokom Klijanja i ne smanjuje se tokom nizih tempera suSenja slada. Katalaza se
inaktivira kod visokih temperatura suSenja tamndgda Enzim se momentalno
inaktivira tokom komljenja na 6%, pa se zbog toga ne moze eliminisati peroksithonas
aktivnofu superoksid dismutaze tokom ¢etka komljenja na ovoj temperaturi
(Bamforth i sar., 1991).

Peroksidaze

Peroksidaze su enzimi koji razlazu vodonik peroksido i hidroperokside
slobodnih masnih kiselina i hidroperokside fosfala (Savatovd, 2006). U sladu i
tokom ukomljavanja polifenolna jedinjenja su &ajai supstrati na koje deluju
peroksidaze. Dodatak vodonik peroksida u sladodmeodi do smanjenja antocijanidina
i potpomaZze talozenje polifenola sa proteinima i3an i sar., 1989). Peroksidaze slada
su veoma stabilne. Peroksidaze su prisutn€mye njihova aktivhost se po¥ava dva
puta tokom klijanja. Tokom komljenja na %5 u roku od 1 sata 52% aktivnosti
peroksidaze je @vano, a 45% od originalne aktivhostiuwa se kasnijim porastom
temperature na 7€. U toku komljenja peroksidaza igra glavnu ulogupotrosnji
kiseonika (Bamforth i sar., 1993).

Polifenoloksidaze

Sadrzaj polifenoloksidaza ud®mu je visok. Polifenoloksidaze ati na direktnu
reakciju polifenola sa kiseonikom beze&a radikala. Médutim, aktivnhost ovih enzima
se smanjuje tokom sladovanja i oni se radgjau procesu komljenja i nemaju Zaga u
daljoj proizvodnji piva (Bamforth i sar., 1991).

Enzimi kvasca

Smatra se da su e najja&im antioksidantima u fermentaciji pivielije kvasca.
Pored toga Stéelije kvasca stvaraju SQOredukuju i karbonilna jedinjenja (osim onih
.-adukata“ koji nastaju sa SPdo njihovih ekvivalentnih alkohola. Nekoliko enm
kvasca destvuje u redukciji karbonilnih jedinjenja, uldjju¢i alkohol dehidrogenazu
koja westvuje u proizvodnji etanola (Bamforth, 2006).

2.3.2. Egzogeni antioksidanti

Askorbinska kiselina (Vitamin C)

Askorbinska kiselina je najpoznatiji u vodi rastyigr antioksidant (Percival,
1998). Oksidacijom askorbinske kiseline nastajeidehidroaskorbil radikal, koji gulde
jos jedan elektron, daje dehidroaskorbat (Slika. ZAhtioksidativna svojstva askorbinske
kiseline proizilaze iz sposobnosti da on deluje klmmor H-atoma i elektrona, pa je
veoma dobar “hvatd mnogih slobodnih radikala i neradikalskih vrsta¢ i sar., 2004).
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Askorbat je prirodna komponenta&ea i slada. Enzim dehidroaskorbat reduktaza
moze da prevede askorbat u redukovani oblik posrens redukovanog glutationa
(GSH) koji se kasnije moze oksidisati u ditiolnliafGSSG) prema jediani:

Dehidroaskorbat + 2GSH askorbat + GSSG

ANTIOKSIDAT IVNO DELOVANJE
- 1.
OH OH OH
OH OH
OH
O 0 o o O 0
-Ht+ o+ e -e”
HO OH HO o 0 0
Askorbinska kiselina Askorbat Semidehidroaskorbil radikal Dehidroaskorbat

Slika 2.1. Antioksidativno delovanje askorbinske kseline (Savatow, 2006)

Glutation

Redukovani glutation je ,hvaté hidroksil radikala i moZze ponovo aktivirati
enzime koji su bili izlozeni visokim sadrzajima é&mika. Meutim, redukovani glutation
mozZe reagovati sa vodonik peroksidomdainu nastaju hidroksilni joni (Bamforth i sar.,
1993).

Vitamin E

Vitamin E je najvazniji liposolubilni antioksidarkpji se sintetiSe u biljkama pri
procesu fotosinteze. Jedan je od najapajih ,hvatata“ slobodnih radikalaa-Tokoferol
je najaktivniji oblik liposolubilnog vitamina E (Bnk, 2004). Antioksidativho delovanje
a-tokoferola ostvaruje se inhibiranjem oksidacijeida eliminacijom peroksil radikala
(LOO) iz lantane reakcije (Savatayi 2006). Vitamin E je rastvorljiv u mastima i ne
primenjuje se u pivarstvu, ali se nalazi énwi i sladu gde moze delovati antioksidativno
tokom klijanja j€ma (Bamforth i sar., 1993).

2.4. Polifenolna jedinjenja

Polifenolima pripadaju raziita jedinjenja, ali su uglavnom to jedinjenja fems)|
odnosno polifenolne strukture. U prirodi se poldbra jedinjenja nalaze slobodna ili u
obliku glikozida, a mogu da stvaraju i kompleksengkim drugim molekulima. Ova
jedinjenja su n&e<e prisutna u biljlkama, ali ih ima i u zivotinjamanikroorganizmima.
Polifenolna jedinjenja, odnosno arondati prstenovi u prirodi mogu da nastanu na vise
nasina (Cetkovi¢, 2008). Fenoli su jedinjenja koja za aroradi jezgro imaju vezanu bar
jednu hidroksilnu grupu (Mattila i sar., 2006). Maniji put sinteze polifenolnih
jedinjenja, koji se odvija u viSim biljkama, je tik Sikimske kiseline (Robards, 2003).
Kondenzacijom eritroza-4-fosfata 1 fosfoenolpiragtane kiseline, preko niza
meduproizvoda, nastaje Sikimska kiselina, Ehuintermedijer po kome je ova sinteza i
dobila naziv. Iz Sikimske kiseline dobijaju se aaiitne amino kiseline, L-fenilalanin i
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L-tirozin. Daljim transformacijama L-fenilalaninali-tirozina dobijaju se razlite klase
polifenolnih jedinjenja (Slika 2.2)Xetkovic, 2008):

1ZOFLAVONOID!
Ciklus Sikimske kiseline KONDENZOVANI TANINI
l KUMARINI /'
FEMILALAMNIN FLAVONOIDI
o-kumarat
tirozin - cimetna “f’ STILBENI
kizelina

'y

p-kumarinska kiseling ——m p-kumaroilCod* — g p-kumarilalkohol

. LIGMAMI
kafenakis-elina_ —-—|- kafecilCoA® ——  kafeilalkohol

ferulna kiselina —o—- faruloilCof* ==  koniferilalkohol

o LIGNIM

sinapinska kiselina —|—|- sinapoilCof* ——= sinapilalkehol

Y
galna kiselina

\ - FPROST! DERIMATI HIDROKSMIMETNE KISELINE
Y

GALOTANINI BEMZOEVE KISELINE,
ELAGITANINI ALDEHIDI TD.

= Akarenl ot fenoinih Kisging

Slika 2.2. Biosinteza polifenolnih jedinjenja Cetkovi¢, 2008)

Sikimska kiselina se preko fenilalanina, prevodiimetnu kiselinu, odnosnp-
hidroksicimetnu kiselinu, koja je kkmi intermedijer u biosintezi fenilpropanskih
struktura, fenilpropena, kumarina, lignana i ligninS druge strane, u reakcip
hidroksicimetne kiseline sa tri malonatne jedinicestaju flavonoidi, odnosno
izoflavonoidi (najbrojnije klase biljnih polifenolaksantoni, stilbeni i proantocijanidini,
odnosno kondenzovani tanitignadanoi-Brunet, 1997).

U literaturi se navode ra#lte podele fenolnih jedinjenja. U Tabeli 2.4 jekazna
podela fenolnih jedinjenja prema broju konstituiivrugljenikovih atoma vezanih za
osnovni skelet fenola.

Poslednjih godina su mnoga polifenolna jedinjenjaykla paznju natnika koji
se bave medicinom i hemijom hrane zbog svojih &stdativnih, antinflamatornih,
antimutagenih, antikancerogenih, antibakterijskiantiviralnih, antiproliferativnih,
vazodilatornih osobina, kao i njihove sposobnostindenjaju funkciju nekih klgnih
¢elijskih enzima (Ho i Huang, 1992; Baxter i Walke001; Walker i sar., 2001; Mattila i
sar., 2006). Smatra se da polifenolna jedinjerpaljavaju antioksidativhu aktivnost na
sledée na&ine: predajom H-atoma, direktnim vezivanjem (,hvg¢an“) slobodnih
kiseonikovih i azotovih radikala, heliranjem promkgivnih metalnih jona (Fe, Cu) i
inhibicijom prooksidativnih enzima (lipoksigenazaijeloperoksidaza, ksantin-oksidaza,
NAD(P)H oksidaza, enzimi citohroma P-450) (Rice-&va sar., 1996; Robbins, 2003;
Amorati i sar., 2006). Polifenoli manje molekulskease su odini antioksidanti. S
porastom molekulske mase antioksidativha aktivisessmanjuje (Vanderhaegen i sar.,
2006).
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Tabela 2.4. Podela fenolnih jedinjenja (Robards ia., 1999)

Osnovni Klasa Primer
skelet
c Jednostavni fenoli| Katehol, hidrohinon, rezorcinol
6 Benzohinoni
Cs-Cy Fenolne kiseline | 4bidroksibenzoeva kiselina, salicilna kiselinal
Fenilsicetne p-HidroksifenilsiKetna kiselina
Ce-C2 Lo
kiseline
Cimetne kiseline | Kafena kiselina, ferulna kiselina
CC Fenilpropeni Eugenol, mirsticin
673 Kumarini Umbeliferon, eskuletin, skopolin
Hromoni Eugenin
Cs-Cy Naftohinoni Juglon
Cs-C1-Cs Ksantoni Mangostin, mangiferin
Stilbeni Rezveratol
CoCarCo Antrahinoni Emodin
Flavonoidi
, Sinensetin, nobiletin, izosinensitin, tangeretin,
Flavoni : )
diosmin
Flavonoli Kvercetin, kempferol
Flavonol glikozidi | Rutin
. Dihidroksikvercetin i dihidroksikempferal
Flavanoli o
glikoizdi
Cs-C5-Cs Flavanoni Hesperidin, naringenin
. _. .. | Hesperidin, neohesperidin, narirutin, naringin,
Flavanon glikozidi S
eriocitrin
o Glikozidi pelargonidina, peonidina, delifiniding,
Antocijanini - A
petunidina, cijanidina
Flavanoli (katehini) (+).-Kateh|n, (-)-eplkatehln, (+)-galokatehin, (1)-
epigalokatehin
Halkoni Floridzin, arbutin, halkonaringenin
(C6-Cs)2 Lignini Pinorezinol
(Ce-C3-Ce)2 Biflavonoidi Agatisflavon

Polifenoli mogu biti antioksidanti u proizvodnjia zbog svoje sposobnosti da:
1. ,hvataju“ slobodne kiseonikove radikale, superoksigidroksil, kao i peroksil
radikale koji nastaju autokatatikom oksidacijom nezasenih masnih kiselina,

2. inhibiraju lipoksigenaze i
3. heliraju metalne jone, kao Sto su gitei bakar (Bamforth, 2006).
Polifenolna jedinjenja u pivu deluju pozitivho, r@igno ili nemaju uticaja na
stabilnost i senzorne osobine piva (Goupy i s&994). Véina polifenolnih jedinjenja
prisutnin u pivu potie iz slada (jegma) (70-80%), a ostatak iz hmelja (20-30%)
(Vanderhaegen i sar., 2006; Zhao i sar., 2006)ifdholna jedinjenja prisutna u pivu
obuhvataju fenolne kiseline (hidroksi derivate lmne i cimetne kiseline), kumarine,
katehine, di-, tri- i oligomerne proantocijanidirglkone i flavonoide, kaod— i izo-a-
kiseline poreklom iz hmelja (Gerhauser, 2005). Rapolifenolna jedinjenja uti na
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aromu, boju (Goupy i sar., 1999), stabilnost pehe,cku i hemijsku stabilnost
(Montanari, 1999), trajnost (Jandera i sar., 2005ntioksidativhu aktivnost piva
(Dvorakova i sar., 2008). Polifenoli su u pivu prisukeao monomeri i polimeri.
Monomeri su fenolne kiseline, flavonoli i njihoviikpzidi: katehini, antocijanidini i
kumarini (Floridi i saradnici, 2003).

2.4.1. Fenolne kiseline
Fenolne kiseline su velika grupa fenolnih jedingekpja se nalaze u hrani biljnog
porekla (Mattila i sar., 2006). Fenolne kiseline lddroksilovani derivati benzoeve i
cimetne kiseline (Slika 2.3). Najzastupljeniji hoédsi derivati benzoeve kiseline sp

hidroksibenzoeva, vanilinska, galna, protokateranskinginska, gentistinska i elaginska
kiselina, koje su prisutne uglavnom u obliku glukiazu hrani (Herrmann, 1989).

CCO0OH HC =—CH—COOH

Slika 2.3. Benzoeva i cimetna kiselinaetkovié¢, 2008)

Na Slici 2.4 prikazane su strukturne formule nanrgiz fenolnih kiselina.

Hidroksi derivati benzoeve kiseline Hidroksi derivdi cimetne kiseline
R, Rq Ry R1
Rg—éfcom Rg—éfCHCHCOOH

R/ Ry

R1=R,=R4=H, R:=OH R1=R,=R4=H, R:=OH

p-Hidroksibenzoeva kiselina p-Kumarinska kiselina

R1:R4:H, R2:R3:OH R1:R4:H, R2:R3:OH

Protokatehinska kiselina Kafena kiselina

R1=Rs=H, R:=0CH;, R:=0OH R1=Rs=H, R,=0CH;, R:=0OH

Vanilinska kiselina Ferulna kiselina

R:=H, R:=Rs=R4,=0H Estar cimetne kiseline — hlorogenska

Galna kiselina kiselina (5-kafeoilkvinska kiselina)

Ri=Rs=OH, R=Rs=H HO s _CO0

Gentisinska kiselina U\/
R1=R,=0OCH; COOH
Siringinska kiselina HO
HO OH
OH

Slika 2.4. Strukturne formule najvaznijih fenolnih kiselina (Briggs i sar., 2004)
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Protokatehinska kiselina je prisutna u biljkamdit@zh familija, a galna kiselina
je komponenta mnogih taninskih materija (galotgnifored slobodnih hidroksilnih
grupa za aromatno jezgo mogu biti vezane i metoksi grupe npr. kad vanilinske
kiseline Cetkovi, 2008):

COOH COOH COOH
OH HO OH CH,,
OH OH OH
Profokatehinska kiselina Galna kiselina Wanilinzko kiselina

Molekuli galne kiseline mogu da grade novu C-C vepn c¢emu nastaje
heksahidroksidifenska kiselina, koja eliminacijorajed elaginsku kiselinuCetkovi,
2008):

Elaginaka kiseling

Najzastupljeniji hidroksi derivati cimetne kiselirgu: p-kumarinska, kafena,
ferulna i sinapinska kiselina koje stesto prisutne u hrani kao estri sa kvinskom
kiselinom ili glukozom (Herrmann, 1989). Najpoziiatstar kafene i kvinske kiseline je
hlorogenska kiselina (Lafay i Gli-lzquierdo, 2008).

HC s CH——C O0H HC s H—C00H HC s CH—CO0H HC === H—C00H
i i TOH i TCH; Ho G i 'DCH;
OH OH OH OH
p-Kumarinska kisclina Kafena kiseling Ferulinn kiselina Sinapinska kiscling

Fenolne kiseline su poznati antioksidanti ne sabuag svoje sposobnosti da predaju
vodonik ili elektron vé i zato Sto njihovi stabilni interemedijeri radikabpréavaju
oksidaciju razkitih komponenti zitarica, nasto masnih kiselina i ulja (Maillard i sar.,
1996).

Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina je pmmana sa strukturom tj.
supstituentima i njihovim poloZajem na aroratim prstenu i strukturom boog niza
(Natella i sar., 1999). Smatra se da prisustvo CH-EDOH grupe kod hidroksi derivata
cimetne kiseline razlog za znatno viSu antioksichatiaktivnost nego COOH grupe kod
hidroksi derivata benzoeve kiseline (Kim i sar.p@P Takale, vei broj hidroksilnih i
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metoksilnih grupa i natao prisustvoo-dihidroksi grupe na fenolnom prstenu péaea
antioksidativnu aktivnost (kao na primer kod kaférseline) (Natella i sar., 1999). Zhou
i saradnici (2006) su ispitivali antiradikalske igkbsti pojedin&nih fenolnih kiselina i
pokazali da prisustvo dodatne metoksilne grupeta poloZzaju na fenolnom prstenu
zn&ajno utte na povéanje antiradikalske aktivnosti prema superoksicdmanj DPPH
radikalima, ali ne i hidroksil radikalima.

Fenolne kiseline imaju raglte funkcije u biljkama ukljgujuéi asimilaciju
hranljivih materija, sintezu proteina, aktivhostzena i fotosintezu (Wu i sar., 1999; Wu
i sar., 2000). Hidroksi derivati benzoeve i cimekigeline su prisutni u hrani biljnog
porekla (v@e, povte, Zitarice) tj. nalaze se u svim delovima biljgessemenu, korenu,
liS¢u, stabljici itd.) (Robbins, 2003). Samo manji diEmolnih kiselina se nalazi u
slobodnom obliku dok je w&a povezana estarskom, etarskom ili acetalnommieza
strukturnim komponentama biljaka (celulozom, proteia i ligninom) (Andreasen i sar.,
2000), ili sa polifenolima (flavonoidi), manjim aagskim molekulima (glukoza, kvinska,
maleinska 1 vinska kiselina) i drugim prirodnim peodima (terpeni) (Winter i
Herrmann, 1986). Fenolne kiseline nisu jednako adsfpene u biljnom tkivu. Pored
toga, tokom razditih stadijuma rasta prisutne su r&uk fenolne kiseline. Uslovi rasta,
kao Sto je temperatura, tat@uticu na sadrzaj fenolnih kiselina (Robbins, 2003).

2.4.2. Flavonoidi

Flavonoidi predstavljaju najwa grupu polifenolnih jedinjenja. Do danas je
izolovano preko 4000 jedinjenja iz ove grupe (Lugas$ovari, 2003). Ugljenikov skelet
flavonoida (G-C3-Cs) sastoji se iz dva benzenova prstena (A i Biiusebno povezana
troclanim ugljenénim nizom koji sa atomom kiseonika formira hetekb¢ni prsten C
(Cetkovic, 2008):

Posebno je zmrajna antioksidativna aktivhost flavonoida. Ova fewiblna
jedinjenja inhibiraju oksidaciju lipida, koja sehioloSkim sistemima dovodi u vezu sa
starenjemc¢elije i pojavom hroninih oboljenja. Takde, inhibiraju neke enzimske
sisteme, utiu na nastajanje i transformaciju peroksil radikaldr. (Cetkovic, 2008).
Flavonoidi su poznati ,hvaté superoksid anjon i hidroksil radikala (Halliwe2008).
Mogu da reaguju sa peroksil radikalom na istiim&ao vitamin E i pri tome oka@avaju
autooksidaciju nezasnih masnih kiselina (Bamforth i sar., 1993).

Flavonoidi imaju raztiite uloge u biljkama: odbrana od insekata, kao lizatiri
u fotosintezi, kao regulatori metabolizma g&#azi fosforilaciji i u zastiti od stresa kao
~hvatai“ kiseonikovih slobodnih radikala koji nastaju wtdsintezi. Zastitni efekat
flavonoida je dokazam vitro i ex vivo(Madhuijith i Shahidi, 2006).

Struktura polifenola je vazna za njihovo antioktid# delovanje. Polifenoli sa
hidroksilnim grupama na C-3 C-4 polozaju na flavonskom prstenu (kao katehin) su
antioksidanti (Irwin sar., 1991). Antocijanidini au hidroksilnu grupu na C-3 atomu, a
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vecina njih su penta- ili heksa-supstituisani, ggmu se supstituenti (hidroksilna ili me-
toksi grupa) nalaze na C-5, C-7, C-3', C-4’ i C{&etkovi¢, 2008). Delifinidin ima
supstituisanu hidroksilnu grupu na Cpwlozaju i doprinosi starenju piva redukétijjone
prelaznih metala do nize valentnih stanja (Irngai., 1991).

Flavonoidi inhibiraju enzime odgovorne za nastaasyperoksid anjon radikala
kao Sto su ksantin-oksidaza 1 protein kinaza C. oflak flavonoidi inhibiraju
cikloksigenazu, lipoksigenazu, mikrozomalnu mongksiazu i glutation S-transferazu,
mitohondrijalnu sukcin oksidazu, NADH oksidazu,iaemhzimi westvuju u nastajanju
reaktivnih vrsta kiseonika. Mnogi flavonoidi hejugone metala koji igraju vaznu ulogu
u oksidativnom metabolizmu. Flavonoidi imaju nigdoks potencijal, pa su sposobni da
redukuju jako oksidativne slobodne radikale, kao Sti superoksid anjon, peroksil,
alkoksil i hidroksil radikal, donacijom vodonikova@goma (Pietta, 2000).

2.5. Antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja u je¢mu

U jeému se nalazi 0,1-0,3% suve materije polifenolndhingnja (Schuster i sar.,
1999). Antioksidativna aktivnostdma zavisi od sorte, ali je priblizno ista za ozinjere
sorte j€ma (Chandra i sar., 2000). Sadrzaj polifenolnihngetja u j€mu, pored sorte,
zavisi od agrotehtkih mera, klimatskih uslova i sadrzaja proteinahi@ter i sar.,
1990). Jeam sadrzi brojna polifenolna jedinjenja: fenolnesekine (hidroksi derivate
benzoeve i cimetne kiseline tj. hidroksibenzoevedroksicimetne kiseline), flavonoide
(flavone, flavonole, antocijanidine, proantocijane), tanine, halkone, hinone i amino
fenolna jedinjenja, koja sva poseduje antiradikalsk&ntioksidativne osobine (Hernanz i
sar., 2001; Bonoli i sar., 2004a; Papetti i sa@0& Kim i sar., 2007). Prema tome
optimizacija prirodnih antioksidanata u sladovan@imu i ispitivanje sorti jéma koje
se primenjuju u sladarstvu sa najviSim antiradikals osobinama je vazno za
proizvodnju piva sa visokom antioksidativnom aktgiu (Chandra, 2002; Zhao, 2008).
Polifenolna jedinjenja prisutna ucjau i sladu mogu biti u slobodnom ili vezanom
obliku. Vetina slobodnih polifenolnih jedinjenja su flavonalipk fenolne kiselin€ine
vecinu polifenolnih jedinjenja u vezanom obliku (Andeen i sar., 2001).

Fenolne kiseline su Siroko rasprostranjene u biliga druge po vaznosti, iza
flavonoida, kao sekundarni metaboliti biljaka. Rlagu se od ostalih polifenolnih
jedinjenja po svom kiselom karakteru. (Yu i saO02). Identifikacija i kvantifikacija
fenolnih kiselina u biljkama je neophodna jer s @upstrati u biosintezi aromatih
aminokiselina (Waksmundzka, 1998). Zitarice sadsitek opseg fenolnih kiselina. U
biljakama fenolne kiseline mogu biti esterifikovatieigim manjim molekulima kao Sto
su alifaténi alkoholi, fenoli, fenolne kiseline, alkoholi ikaloidi. Ova jedinjenja su u
vodi rastvorni pentozani, koji su polisaharidi kgé i imaju nasunino vezane
hidroksilne grupe esterifikovane fenolnim kiselirmn®vi estri mogu biti hidrolizovani
kiselinom pricemu se oslolju fenolne kiseline. Fenolne kiseline se mogu pamo
svoje karboksilne i hidroksilne grupe vezati saobkm i drugim polisaharidima
vodoninim vezama, heliranjem, ili kovalentnim vezama, nfoajuci mostove ili
unakrsne veze (,cross-links*). Prema tome hidrolkiselinom i a—amilazom moze
osloboditi fenolne kiseline vezane sa skrobom (Yéari, 2001). Spoljasnji omdaiazrna
Zitarica (plevica, oplodnjm, semenjga i aleuronski sloj) sadrZze najviSe polifenolnih
jedinjenja, dok je njihov sadrzaj znatno nizi u esygermu (Kahkonen i sar., 1999;
Madhujith i Shahidi, 2006). Fenolne kiseline seitaricama nalaze naj¢en delom u
oplodnj&i, aleuronskom sloju i Klici (Verardo i sar., 200&likozidni estri fenolnih
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kiselina su odréeni u plevici i uéelijama semenjg i aleuronskog sloja. Nerastvorno-
vezane fenolne kiseline se nalaze u tragovima ospeimu.

Slobodni oblici p-hidroksibenzoeve, vanilinske, protokatehinske, m- i p-
kumarinske, siringinske, ferulne, i sinapinske sliedeni u j&mu (Shahidi i Nazck,
2004). Yu i saradnici (2001) su nedavno identifidbvhlorogensku i protokatehinsku
kiselinu u j€ému. Ferulna kiselina je dominatna slobodna fenddisalina u j€menom
zrnu (Shahidi i Nazck, 2004). Sadrzaj slobodnedgenske i protokatehinske kiseline u
trideset sorti jéma varira od 3,21 do 16,28)/g suve materije i od tragova do 2,889
suve materije (Yu i sar., 2001).

Andersson i saradnici (2008) su utvrdili da se marg 3% fenolnih kiselina u
jeémenom zrnu nalazi u slobodnom obliku u odnosu dazsg ukupnih fenolnih kiselina,
ispitujuéi deset sorti jgma. Rastvorljive fenolne kiseline esterifikovaneesana ili
drugim komponentama male molekulske mase (na primasnim kiselinama ili
proteinima) (Kéahkonen i sar., 1999he oko 25%, a nerastvorljive vezane sa polimerima
(naratito arabinoksilanima) oko 73% od sadrzaja ukuprghofnih kiselina u j&mu.
Verardo i saradnici (2008) su identifikovali nelkali estara hidroksi derivata cimetnih
kiselina sa pentozama i heksozamacmje.

Brojne fenolne kiseline koje su prisutne u vezaraintiiku su identifikovane u
jeému nakon alkalne hidrolize: ferulngy-kumarinska, vanilinska, sinapinska p+
hidroksibenzoeva kiselina. Ferulnapikumarinska su dominantne fenolne kiseline u
jeému nakon alkalne hidrolize (Shahidi i Nazck, 200Afom i saradnici (2002) su
utvrdili da se ferulna kiselina najéien delom nalazi u vezanom stanju u kukuruzu
(98,9%), pSenici (98,8%), ovsu (97,8%) i ptn(93,0%). Zupfer i saradnici (1998) su u
6 sorti dvoredog i 12 sorti Sestoredogne@ odredili da sadrzaj ferulne kiseline, u kiselim
hidrolizatima uz dodatak-amilaze, varira od 365-6050/g suve materije. Take su
utvrdili da sorte dvoredog ¢ena imaju nizi sadrzaj ferulne kiseline u odnosusoée
Sestoredog jama.

Yu i saradnici (2001) su odredili prisustvo pratéhinske, vanilinske,
hlorogenske 1 ferulne kiseline u kiselim hidrolinadé jeema. Kafena, p-
hidroksibenzoevap-kumarinska su oddene u kiselim hidrolizatima §ena uz dodatak
a—amilaze, a takie i u hidrolizatima dobijenim tretmanom¢jpea sa kiselinomg-
amilazom i celulazom.

Fenolne kiseline se uglavnom nalaze u spoljasnjeot&u zrna koji sadrzi 77,7
-82,3 i 79,2-86,8% od ukupnih kéilna ferulne ip-kumarinske kiseline u zrnu gma
(Hernanz i sar., 2001) (Tabela 2.5).

Holtekjglen i saradnici (2006) su svojim istrazijara utvrdili da sadrzaj
fenolnih kiselina varira iznd sorti sa i bez plevice. Ispitivali su devet sgatima sa
plevicom i sedam sorti bez plevice. Sadrzaj ferokiselina je zn&jno viSi u sortama
sa plevicom. Ferulna kiselina je bila dominantn@ofea kiselina i njen sadrzaj je varirao
od 403 do 723g/g suve materije, a udeo u ukupnim fenolnim kiseta je bio 52-69%.
U sortama jéma sa plevicom sadrzaj ferulne kiseline je biocap@o viSi nego u sortama
bez plevice. Sadrzg-kumarinske kiseline je varirao od 15 do 3¥g/g suve materije |
bio je znatno viSi u sortamac@a sa plevicom u podenju sa sortama bez plevice.
Dvordkova i saradnici (2008) su tale utvrdili viSi sadrZajp-kumarinske kiseline u
sortama sa plevicom.
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Tabela 2.5. Distribucija u procentima ferulne,p-kumarinske kiseline u frakcijama®
jeémenog zrna razdvojenim mehaniki (Hernanz i sar., 2001)

Sorta | Frakcija zrna % Frakcij@ | p-Kumarinska kiselina| Ferulna kiselina

F1 47,5 78,0 77,7
Boira F2 27,0 20,5 20,4

F3 25,5 1,49 1,89

F1 54,4 81,4 78,7
Iranis F2 27,2 16,9 20,1

F3 18,4 1,74 0,01

F1 47,6 86,3 82,3
Volga F2 29,7 12,9 16,4

F3 22,7 0,87 1,35

4F1 sa sastoji uglavhom od plevice i spoljasnjitotara zrna, F2 je srednja frakcija, a F3 je endosperm
® o4 Frakcije = (g frakcije/g jema)x 100
9% = (g u frakciji /g u tri frakcije)} 100

Nordkvist i saradnici (1984) su utvrdili prisustwanilinske, p-kumarinske,
ferulne i diferulne kiseline u plevici, aleuronskastoju i endospermu §ena. Najvisi
sadrzaj ukupnih nerastvornih vezanih fenolnih knsel0,6-0,9%) je n#&en u plevici i
aleuronskom sloju fgna. Endosperm sadrzi samo tragove nerastvornimiteanolnih
kiselina (<0,1%). Ferulna kiselin&ni 0,14% suve materije ¢enenog zrna. Ferulna
kiselina je dominantna nerastvorna vezana fenolsalika i oko 75% je vezano u
spoljasnjim omotéima (plevici i aleuronskom sloju) i oko 10% se zala endospermu
zrna jéma. SadrZzap-kumarinske kiseline je najnizi u centru zrna i leatpaste prema
spoljasnjim omotéma. p-Kumarinska kiselina je dominantna u plevicérjgenog zrna.
Zidovi celija aleuronskog sloja su bogati arabinoksilanimaoznato je da je ferulna
kiselina povezana za ovaj konstituégetijskog zida. Takde je poznato da-kumarinska
kiselina stvara veze sa ligninima (Maillard i Bard©95; Shahidi i Nazck, 2004).

Hernanz i saradnici (2001) su odredili sadrzaj Ifexu kafene ip-kumarinske
kiseline u jedanaest sorti¢j@a u alkalnim hidrolizatima. Sadrzaj ferulne kiselivarirao
je od 359 do 6241g/g suve materije, kafene od 6,9 do 1fglg suve materije, @-
kumarinske od 79 do 26(y/g suve materije.

Hidroksi derivati cimetne kiseline su ¢elijskim zidovima biljaka uglavnhom
povezani sa polisaharidima. U zrnima Zzitarica suetg@ano esterifikovani
arabinoksilanima. Arabinoksilani su vazni strukiungljeni hidrati plevice, oplodnjz,
endosperma i aleuronskog sloja zrna zitarica (Vaetlen i sar., 2008b)cine 4-10%
jeémenog zrna (Debyser i sar., 1997). W ¢elijski zid aleuronskog sloja sadrzi 71%
arabinoksilana dokcelijski zid skrobnog endosperma sadrzi 20% aralsiok
(Nordkvist i sar., 1984). Arabinoksilani se sastoj 3—(1-4) povezanih monomera
ksiloze u kojima ksiloza moze biti zamenjena arabam na C-2 i/ili C-3. Feruloil p-
kumaroil grupe mogu biti esterifikovane na arabimahozilnim ostacima na O-5.
Arabinoksilani su polimeri visoke molekulske maseiglavhom su rastvorni u vodi
(Vanbeneden i sar., 2008b). Ferulna kiselina pava hidrofobnost molekula
arabinoksilana i prema tome smanjuje rastvorljiybstmberstone i Briggs, 2000).

Prirodni antioksidanti Zitarica mogu delovati kalvata&i* slobodnih radikala,
redukciona sredstva i potencijalni helatori metaljona (Madhujith i Shahidi, 2006).
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Hidroksi derivati benzoeve i cimetne kiseline swmeti antioksidanti koji deluju kao
~hvatai“ slobodnih radikala (Goupy i sar., 1999).

Fenolne kiseline su poznati antioksidanti, ne sabhog sposobnosti donacije
vodonika ili elektrona Wi zbog elektronske stabilizacije njihovih nastalédikala koji
spre&avaju oksidaciju raztitin sastavnih delova hrane, naio lipida i ulja (Maillard i
Barset, 1995; Rao i Muralikrishna, 2002).

Antioksidativna jedinjenja prisutna u ekstraktim&npa su slozena i njihova
aktivnost i mehanizam delovanja veoma zavise othgas uslova odivanja. Zbog
toga je za odidvanje antioksidativne aktivnostigma potrebno uraditi viSe od jednog
tipa antioksidativnog merenja (Wong i sar., 2006ako se na primer odiwanje
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale veateato koristi (Yu i sar., 2002; Zhou i
Yu, 2004; Zhao i sar., 2008). Hidroksil radikali gw dovesti do nastajanja
hidroperoksida Sto uzrokuje autooksidaciju negash masnih kiselina. Hidroperoksidi
se razlazu do aldehida koji negativno deluju nasytiva (Bamforth i sar., 1993). Prema
tome, potrebno je odabrati antiradikalsku aktivnoat hidroksil radikale kao procenu
antioksidativne aktivnosti ekstrakat&nea.

Polifenoli j&ma su veoma vazni zbog toga Sto su supstrati peiedeana i zbog
njihove direktne uloge kao ,hvaia slobodnih radikala. Ukoliko polifenoli dospeju u
gotovo pivo mogu ga Stititi od oksidacije tj. ,stafa“. Meiutim, polifenoli mogu
polimerizovati sa proteinima i formirati mutfio piva (Hudson, 1981).

Maillard i Barset (1995) su istakle da né&to fenolne kiseline iz plevice §ena
mogu imati zn&ajnu ulogu kao prirodni antioksidanti u proizvodpjva. Po najnovijim
istrazivanjima ovo je od natitog znd&aja jer se v@na slobodnih radikala nalazu u
plevici jeéma dok je najnizi sadrzaj slobodnih radikala u epdomu zrna jEma.
Sadrzaji slobodnih radikala u¢u veoma zavise od uslova skladistenja (vlage,
temperature i dosuSivanja) (Methner i sar., 2008).

2.6. Antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja u toku procesa sladovanja i u
sladu

Proizvodnja slada iz §ena se sastoji iz slediéd faza: ma@enje, klijanje i susenje.
Konverzija j&¢ma u slad je sloZzen proces u kojem mnogi faktouuha nastajanje
antioksidativne aktivnosti. Razvoj antioksidativiigdinjenja veoma zavisi od uslova
tokom sladovanja. UopSteno, dobro razgra slad doprinosi viSoj antioksdiativnoj
aktivnosti sladovine, uklguju¢i i viSe sadrzaje polifenola, u pa@enju sa manje
razgralenim sladom (Chandra, 2002). U toku Kklijanja kiskoprvi put u procesu
sladovanja moze da pokaze svoje tohksi efekte. Tokom disanja klice mogu nastati
slobodni kiseonikovi radikali, koji mogu inaktiviiaenzime i uzrokovati lipidnu
peroksidaciju. Ovo nije problem u ranim fazama prodnje piva, ali moze
prouzrokovati probleme u kasnijim fazama. ProceSesja je sleda faza u kojoj
kiseonik moze uzrokovati osenja naroito zbog primene visokih temperatura. Enzimi
koji su ,hvat&i“ slobodnih kiseonikovih radikala prisutni u¢f@u mogu se inaktivirati
procesom susenja kao i enzimi kofiestvuju u klijanju. Time se zastita protiv slobduni
kiseonikovih radikala moze zégno smanijiti (Clarkson, 1990).

U toku ma@enja i klijanja j€ma dolazi do zn@jnih promena u sastavujeenog
zrna, pa se moze pretpostaviti da se menja i sa@raanih kiselina.

Isklijali je¢am sadrzi do 45 mg/g suve materije lipida,demu je najzastupljenija
linoleinska kiselina (50-60%). Tokom sladovanjargafllipida se zn&jno smanjuje Sto
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ukazuje na brzu razgradnju. Slobodne masne kiselastale tokom lipolize mogu se
oksidisati autooksidacijom i dejstvom lipoksigengmeé ¢emu nastaju visoko reaktivni
hidroperoksidi. 1z hidroperoksida delovanjem enzmmagu nastati karbonilna jedinjenja
uklju¢ujuéi i trans-2-nonenal (Maillard i sar., 1996).

Je&am i slad pokazuju antioksidativhu aktivnost uglawn zbog prisustva
fenolnih jedinjenja, nawto flavonoida i hidroksi derivati cimetne kiseli{elernanz i
sar., 2001; Papetti i sar., 2006). Ovi endogenp&sidanti u j€mu i sladu mogu aktivno
doprineti kontroli oksidativnih reakcija i zastttrotiv starenja piva delugiikao ,hvatai*
slobodnih radikala, redukciona sredstva i helatoetalnih jona. Smatra se da slad ima
viSu antioksidativnu aktivnost odgea iz kojeg je proizveden (Maillard i sar., 1998)
upuuje da proces sladovanja d#ti na porast antioksidativne aktivnosti i razvoj
polifenolnih jedinjenja. Prema tome, endogeni ddidanti prisutni u jému, Kkoji
inhibiraju oksidaciju piva i poboljSavaju stabilhogkusa piva mogu biti zagéni i
unapréeni u dobro vdenoj tehnologiji sladovanja.

Polifenoli se nalaze u plevici gma, aleuronskom sloju, odnosno u rezervnim
proteinima. Polifenoli iz plevice §ga jednim delom se uklanjaju u toku &eaja, ali su
ove promene po apsolutnoj vrednosti male. Sadradifepola koji se nalaze u
endospermu fama se povéava sa forsiranom razgradnjom drugih sastojakastavlja
se u toku komljenja, tako da se ulwje analizom kongresne sladovine. Uslovi u toku
klijanja znatno utiu na razgradnju ukupnih polifenola i antocijanidin&tepen
namaenosti znatho we na razgradnju polifenola i to, pre svega, kode wdage
namaenog j€ma. Sa povisenjem stepena nasrmsti od 40 do 46% sadrzaj tanina i
antocijanidina se povava (Schuster i sar., 1999).

Antioksidanti slada mogu biti svrstani kao (Chan@@02):

a) prirodni poreklom iz jéma i
b) nastali tokom suSenja tj. proizvodi Maillard-ovekeije.

Tubaro i saradnici (2007) su ispitivali uticaj prene pH vrednosti (5,0; 7,01 8,0)
prve vode za mienje na antioksidativhu aktivnost tokom sladovaniezultati
ispitivanja su pokazali da primena vode zacempe sa viSim pH vrednostima (7 i 8)
negativno utie na antioksidativne aktivnosti tokom sladovanjajniie vrednosti za sve
istpitivane sorte su oditene na kraju klijanja jgna. Tokom suSenja zelenog slada
antioksidativna aktivnost je poviSena kod svih tisphih sorti j€ma. Autori su
pretpostavili da je do porasta antioksidativne\aidsti doSlo zbog nastajanja proizvoda
Maillard-ove reakcije.

Kellner i saradnici (2005) su ispitivali uticaj osh m@&enja na sadrzaj polifenola
u pivu. Primenjivali su dve metode sladovanja: d.stepena nantenosti od 45% i uz
odvaienje CQ tokom ma&enja i 2. do stepena natemosti od 42% i bez oddenja
CQO,. Dobijeni rezultati su pokazali da se primenomagrpostupka dobijaju viSi sadrzaji
polifenola i antioksidativna aktivnost u pivu.

Redukujéi Seteri prisutni u j€mu se koriste za rast klice. Dodatni redukuju
Seteri nastali iz skroba se tak® koriste za rast klice. Tiolna jedinjenja,dagm, nastaju
u veliim kolicinama tokom sladovanja, verovatno usled modifikacgroteina u
endospermu. Ziiajnija promena je stalni porast sadrzaja u vodivoaisih polifenola i
tanoida kao rezultat modifikacije endosperma i guobte. Optimizacija razgradnje
proteina tokom proizvodnje slada je pozeljna pgstporast sadrzaja polifenola povezan
sa njihovim oslobdanjem iz kompleksa sa proteinima. Neki od ovih divastvorljivih
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fenolnih jedinjenja se gube ekstrakcijom iz zrn&otm maenja. Takde, enzimska
aktivnost se povava tokom Kklijanja i pri tome dolazi do smanjengalaks potencijala
preko enzimskih reakcija oksidacije u kojim&stvuju polifenoli specitine molekulske
mase. Kao posledica, ukupni sadrzaj polifenola oj éazi zavisi od ravnoteze izrie
ovih efekata. Kao rezultat, dolazi do porasta sgdrpolifenola tokom klijanja (Chandra,
2002).

U toku suSenja se odvija nekoliko reakcija. Smangg sadrzaj antocijanidina,
verovatno usled delovanja oksidaza, koje tokom rgaSps uvek mogu imati znatne
aktivnosti. Prilikom zagrevanja na temperature dosnja se sadrzaj antocijanidina
poviSava. Oksidacijom polifenola mogu nastati veoreaktivni difenili, koji dalje
reaguju sa aminokiselinama i zatim polimerizacigaju melanoidine (Schuster i sar.,
1999).

Drugi vazan doprinos antioksidativnoj aktivnostada tokom peetnih faza
proizvodnje slada je nastajanje prekursora melammid reduktona tj. Sera i
aminokiselina. Ova jedinjenja su vazna za kasngstajanje antioksidanta delovanjem
visokih temperatura tokom susSenja jer temperatokerh Klijanja nisu dovoljno visoke
za nastajanje proizvoda Maillard-ove rakcije (Clran@002).

Tokom prvih 16-18 sati suSenja svetlog slada prjmjense niske temperature
(40-65C) Sto omogtava enzimsku razgradnju endosperma zrna. U tokiegmgg 5-8
sati suSenja primenjuju se visoke temperature TP denaturiSu se enzimi kao Sto su
proteaze i glukanaze i u ovoj fazi dolazi do nastg boje i formiranja ukusa
(Woffenden i sar., 2002; Inns i sar., 2003) .

SuSenje je najvaznija faza proizvodnje slada Uguhgnastajanja antioksidanata
(Chandra, 2002). Take, suSenje slada ima najveuticaj i na nastajanje slobodnih
radikala u sladu (Methner i sar., 2008). Proizvbftdiillard-ove reakcije nastaju tokom
susSenja iz aminokiselina i & a delovanjem visokih temperatura. Veliki deo
oksidativnih enzima prisutnih u zrnu na primer kpigenaza, se inaktivira na visokim
temperaturama. Ovo je n&rm vazno za slede fazu tj. proizvodnju sladovine, u kojoj
je prisutan kiseonik. U proizvodnji svetlog slada¢ od nardéitog zn&aja jer ne samo da
su prisutne zn@jne koltine preostale lipoksigenazedvantioksidativni potencijal nije u
potpunosti dostignut. Poznato je da sladovina o gvoizvedeni od svetlog slada imaju
nizu antioksidativnu aktivnost od onih proizvedeathtamnog slada (Chandra, 2002).

Nastajanje proizvoda Maillard-ove reakcije zavisi: cstepena razgdenosti
zelenog slada, profila temperatura koji se primenkada se dostigne 5% vlage i finalne
temperature susSenja (minimalno 1Q) (Liégeois i sar., 2002).

Maillard i Barset (1995) su utvrdile da ukoliko g&a dosuSivanje primeni
temperatura viSa od 80 dolazi do snizenja sadrzaja ukupnih fenolnih lkisekao i
ferulne i p-kumarinske kiseline kao Sto je prikazano u TalZ@. Udeli ispitivanih
fenolnih kiselina se nisu zé@no menjali tokom susenja, ali je njihov sadraayqsan za
oko 130% do 8%TC i opao za oko 20% do 90. SniZzenje sadrzaja hidroksi derivata
cimetne kiseline na vizim temperaturama suSenjacee objasniti na tri @&a. Prvi je
da se vezana fenolna jedinjenja mogu osloboditortoksuSenja. Veze izrie p-
kumarinske kiseline i lignina i ferulne kiselinearabinoksilana mogu se razgraditi
delovanjem visoke temperature. Drugéimge zap@injanje razgradnje lignina, voéiedo
oslobatanja derivata fenolnih kiselina. Lignini su polimemamil alkohola, koji nastaju
iz hidroksi derivata cimetne kiseline modifikovanipromenom supstituenta na
aromaténom nukleusu ili promenom stepena oksidacijénog lanca. Tré@ n&in je da
zapainje termtka razgradnja.
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Tabela 2.6. Sadrzaj nerastvornih vezanih fenolnih iselina u zelenom sladu i u toku
susenja (Maillard i Barset, 1995}

Sugenje _Uku_pne fenolne _p-K_umarinska Ferulna kiselina
kiseline {1g/g sm) kiselina f1g/g sm) (ng/g sm)
Zeleni slad 303,44+1,29 78,50+0,16 177,79+0,71
50°C 428,92+9,76 99,48+4,58 234,42+2,81
64°C 639,37+10,05 166,77+1,50 360,24+5,40
80°C 704,03+4,09 176,05+0,70 411,78+1,65
85°C 625,47+26,70 161,51+2,58 350,31+18,21
90°C 565,80+5,60 152,79+2,14 318,65+2,23

& Prikazane vrednosti predstavljaju srednju vredimagandardna devijacija na osnaietiri merenja

PoviSenjem temperature dosuSivanja, pored ¢anja sadrzaja ukupnih
polifenola i antocijanidina koji se mogu ekstrahtbyapr. sa alkoholom) povavaju se i
sadrzaji ovih supstanci u kongresnoj sladovini @al2.7) (Schuster i sar., 1999).

Tabela 2.7. Sadrzaj taninskih sastojaka i antocijanlina koji se mogu ekstrahovati iz
slada (Schuster i sar., 1999)

Temperatura dosuSivanfC Tanini (Srlr;%/al)OOQ SM Ant00|1;1r|\1/||ds|?al1 égg/lOOg
50 377 146
60 357 138
70 366 151
85 386 159
90 418 162
100 520 169

Razlika vrednosti na 3C i 60°C je ovo potvrdila, stno kao i to da sa
poviSenjem temperature dosuSivanja sadrzaji tanamdocijanidini rastu. Ovo povanje
sadrzaja polifenola se moZze pratiti i u sladovinalobijenim od ,jako" dosuSenog slada
(Tabela 2.8) (Schuster i sar., 1999).

Tabela 2.8. Sadrzaj ukupnih polifenola i antocijandina u sladovini u zavisnosti od
temperaturi dosuSivanja slada (mg 12%ne sladovine) (Schuster i sar., 1999)

Temperatura dosusSivanja; Tanini Antocijanidini
70 183 59
85 211 78
100 236 95

Sadrzaj antioksidativnih jedinjenja koji nastapkdam sladovanja ima direktnu
korelaciju sa intenzitetom boje slada. Porast &sitativne aktivnosti je u vezi sa viSim
temperaturama usled kojih nastaju obojena jediajgap Sto su melanoidini i polifenoli.
Poznato je da primena tamnog slada poboljSavalstabigotovog piva kao i da tamnija
piva imaju viSu antioksidativnu aktivnost tokom atiStenja. Procesni parametri suSenja
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mogu uticati na kvalitet dobijenog slada. &d&m, temperatura i sadrzaj vlage imaju
najveli efekat na antioksidativnu aktivnost slada (Chan@n02).

U sladu se nalaze:

+ jedinjenja koja mogu postati prekursori nepozelmkusa piva,

% supstrati za reakcije starenja piva,

+« enzimi koji pospesuju pogorsanje ukusa piva (lipgdsaze),

% enzimi sposobni da ,hvataju“ kiseonik i slobodnesdanikove radikale
(peroksidaze i superoksid dismutaza),

% druga jedinjenja koja mogu da reaguju sa kiseoniKam primer sulfihidrilna
grupa u proteinima) i

% razni antioksidanti ukljuju¢i polifenole, fenolne kiseline i melanoidine
(Bamforth, 2006).

Pretpostavljajéi da je aktivnost lipoksigenaze nepoZzeljna, jasnaacée slad susSen
po relativno intenzivnim rezimima suSenja sadriadinje lipoksigenaze. Postupci koji
usporavaju rast klice tokom sladovanja mogu dogris&bilnosti ukusa piva kao na
primer primena visokog hidrostéiiog pritiska. Intenzivnije suSen slad (n&to przeni
slad) ima poviSenu antioksidativnu aktivnost (Bartifp2006).

Slad sadrzi prooksidativna i antioksidativha jeedma. Prooksidativna jedinjenja
su oksidaze i oksidisani lipidi (Chanrda i sar.0@D Slad sadrzi veliki broj jedinjenja iz
je¢ma (endogena polifenolna jedinjenja) ili iz procgs@izvodnje slada (proizvodi
Maillard-ove reakcije) koji mogu igrati zd@jnu ulogu u proizvodnji slada i piva potuwo
svojih antioksidativnih osobina. Ova jedinjenja mogdloziti starenje piva i ograiii
nastajanje trans-2-nonenala inhibicijom aktivnosti lipoksigenaze meenzimske
peroksidacije lipida. Lipoksigenaza je glavni faktoicijacije oksidacije masnih kiselina
tokom proizvodnje sladovine, a lipidna oksidacgaugr@nik nepoZeljnog ukusa piva na
.karton“ (,cardboard off-flavour) koji se stvarakom starenja piva. Flavon-3-oli se
smatraju primarnim antioksidantima koji reagujulipednim radikalima prevodg ih u
mnogo stabilnije proizvode (Goupy i sar., 1999)avein-3-oli mogu biti u obliku
monomera, (+)-katehin (C) i (-)-epikatehin i u dblipolimera koji se sastoje uglavhom
od jedinica (+)-katehina i (+)-galokatehina (GChjaastupljeniji dimeri su prodelfinidin
B3 (GC-C) i procijanidin B3 (C-C) (McMurrough, 1996 Najvazniji trimer je
procijanidin C2.

Sorta j€éma moZe imati uticaja na antiradikalsku aktivhoktda na DPPH
radikale. Klimatski uslovi i sastav zemljiSta imapn&ajan uticaj na antiradikalsku
aktivnost slada na DPPH i hidroksil radikale. DaZskladiStenja slada negativnocati
na antiradikalsku aktivnost slada (Mikyska i sa005).

U sladovinama dobijenim od slada bez primene giimsiee kiseline, sadrzaj
polifenolnih jedinjenja iznosi 60-110 mg/l, zavisrad sorte jéma i tehnoloSkog
postupka proizvodnje slada (stepen n&emosti j€ma, temperatura klijanja). U sladu
koji je dobijen uz primenu giberelinske kiselineykupni sadrzaj polifenola za 20-40%
viSi. Sadrzaji antocijanidina se menjajucsb, pricemu dodatak giberelinske kiseline i
postupak sladovanja izazivaju nestéejgromene, nego kod ukupnih polifenola. Tako je
na primer sadrzaj antocijanidina u kongresnoj sladdobijenoj iz slada dobijenog bez
dodatka giberelinske kiseline 13-34 mg/l, dok jsladovini od slada proizvedenog uz
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dodatak giberelinske kiseline 30-50 mg/l (Schustgar., 1999). Fry (1979) su pokazali
da se primenom giberelinske kiseline, pored klgastjmuliSe i sinteza ferulne kiseline.

Antioksidanti odrdeni u sladu su takie prisutni i u pivu. Slad je glavni izvor
antioksidanata prisutnih u pivu (Chandra i sarQ®0

2.7. Antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja u hmelju

U pivarstvu se koriste Zenski neopémi cvetovi hmelja. U njima se nalaze gorke
smole i etarska ulja kojima se u pivo unose goedpimattni sastojci. Za primenu hmelja
se koristi sled& definicija: hmelj predstavlja osuSene SiSariceskin cvetova biljke,
kao i proizvode koji su od njih dobijeni, koji pédiiskljucivo iz hmelja (Kunze, 1998).

U pivarstvu se koriste gorke i aromae sorte hmelja (Strogl i sar., 1997).
Hmeljne prerdevine koje se koriste u proizvodnji piva se mogevrsatati u dve grupe:
hmeljni prah i ekstrakti hmelja. Prilikom proizvgdnhmeljnog praha se SiSarice fino
melju i nalaze se na trziStu u obliku peleta. Unpetu se nalaze pelete (Kunze, 1998;
Sidor, 2006):

+« tip 90 - od 100 kg nativnog hmelja dobija se 90pkgha u kome su &avani svi
znaajni sastojci polaznog hmelja,

+» tip 45 - to su pelete sa paanim sadrzajem lupulina,

% stabilizovane pelete - proizvodnja je zédtia patentom, u procesu proizvodnje
koristi se magnezijum-oksid kvaliteta za prehramberdustriju koji se dodaje
tokom mlevenja hmelja. Dodatak magnezijum-oksidge goveanu stabilnost
tokom skladiStenja i doprinosi boljem iskaeju (priblizno 60% viSe nego
pelete tip 90) i

% izomerizovane pelete - proizvodnja je zéstia patentom, vrSi se konverzga

kiselina uizo-a-kiseline. Iskorigenje standardnih peleta uglavhom nije preko

45% 1 moze biticak 1 samo 20% kada se pelete dodaju kasno u tokanka

sladovine. Méutim, primenom izomerizovanih peleta iskéggje je minimum

60%.

Za ekstrakciju se pretezno primenjujarteCGo; ili etanol (Kunze, 1998).

Koloidna stabilnost piva je jedna od najinteresagihtm najkomplikovanijih tema
u proizvodnji piva danas. Razlog ove aktuelnostiujedinjavanje trziSta piva kao i
poveana @ekivanja potroS& za bistrim pivom.

Jedinjenja koja ¢estvuju u formiranju mutri@ piva su polifenoli, proteini,
polisaharidi, minerali i joni metala (P6schl i Geig 2005). Koloidnu nestabilnost
izazivaju polimerizovani proteini i polifenoli usleprisustva kiseonika (Wackerbauer i
Anger, 1984; Siebert, 1999). Jedna od niogsti za unaprenje stabilnosti je izbor
sirovine, na primer primena slada sa niskim sadmgprolina i/ili antocijanidina. lako
najvei deo polifenola piva pate uglavnom iz slada (75%), primena ré&th proizvoda
hmelja moze takie uticati na nastajanje mutie u najboljem skaju bez negativhog
uticaja na penivost i ukus piva (Péschl i GeigéN3).

U industriji piva se koristi oko 12 sorti hmelja j&ose razlikuju po sadrzaju i
sastavu sekundarnih metabolita. Optimalni sadrzagev hmelja je 8-12%. SuSenje
hmelja se odvija na 50-8C u trajanju od 6 do 10 sati (Krofta i sar., 2008).

Hmelj doprinosi gafini, penivosti, ukusu, antimikrobnoj aktivnosti tabilnosti
ukusa piva (Ting i sar., 2008). Polifenolna jedmge se pretezno nalaze u lstha
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SiSarica i1 u lupulinu, dok ih u centralnom vretanstabljici ima malo (Schuster i sar.,
1988). Smatra se da arondag sorte sadrze viSe polifenola u pEngju sa gorkim
sortama (Strogl i sar., 1997). Polifenoli hmelja swnomeri, dimeri, trimeri, ali i
sloZeniji oblici povezani sa azotnim komponentakeukeleire, 2000). Polifenoli hmelja
su, za razliku od polifenola slada, kondenzovameiem stepenu i reaktivniji su (Kunze,
1998). Sastav i sadrzaj polifenola hmelja jako rean zavisnosti od sorte, vremena
sakupljanja, prerade i uslova skladiStenja. Na erimu hmelju suSenom pri
temperaturama viSim od 80 ili 80°C, drasitno se smanjuje sadrzaj flavonola i
proantocijanidina. Polifenoli ¥e molekulske mase doprinose boji piva i nastajanju
mutnaie. S druge strane polifenoli mogu izazvati neprijatrpkost piva (EBC, 1997;
Chandra, 2002). U hmelju se nalazi najmanje 100daranti koje mogu biti grupisane
kako je dato u Tabeli 2.9.

Tabela 2.9. Grupe polifenola hmelja (EBC, 1997)

Grupa Sadrzaj (mg/kg)
Hidroksi derivati benzoeve kiseline <100
Hidroksi derivati cimetne kiseline 100-300
Proantocijanidini 600-1500
Flavonoli 300-1100
Glikozidi kvercetina 500-2000
Glikozidi kempferola 500-1700
Flavonoli <100-200

Polifenole hmeljac¢ine monomerni fenoli, monomerni polifenoli i polinmé
polifenoli. Prvi obuhvataju na primer galnu kiseljnprotokatehinsku kiselinu ili
hlorogensku kiselinu, koje se nalaze u slobodnoreianom obliku kao glikozidi i koje
se kao takve mogu hidrolizovati. Kie tanine koji mogu da kondenzuju ubrajaju se
flavanoli (kvercetin i kempferol) i njihovi glikodi, katehin i epikatehin, kao i flavani
(leukocijanidin), koji se ozravaju i kao antocijanidini ili proantocijanidini. v@
jedinjenja mogu se kondenzovati ili polimerizovddi dimera, trimera i dalje. Jednostavni
flavanoli se na niskim temperaturama vodom mostovima vezuju sa proteinima u
stabilna jedinjenja. Pri tome se uspostavlja éeina ravnoteza iznde slobodnih
flavanola i flavanola vezanih za proteine. Dimetiimeri imaju sposobnost talozenja sa
proteinima i obuhvataju se opStom analizom didanja sadrZzaja tanoida. Prema
molekulskim masama, koje se &weizmeiu 600 i 3000, radi se o dimerima do grupa sa
do 10 molekula flavanola (Schuster i sar., 1988).

Polifenolima hmelja se pripisuju osobine talozeprateina, pricemu u ovom
pogledu deluju efikasnije od polifenola slada. feololi takaie uticu na ukus piva, dagi
mu puna@u, poj&avaju gotinu piva, koja kod polifenola sa malim molekulskinasama,
moze biti pozitivna. Meéutim, oksidisane makromolekulske grupe izazivajyapo
grubog, netipinog ukusa piva; one mogu negativno uticati i naulsdgdovine i piva.
Posto polifenoli mogu da vezuju kiseonik i na tafin Stite ostale sastojke piva od
oksidacije, pripisuju im se i antioksidativne oswhi Oksidisani polifenoli mogu
katalizovati oksidaciju masnih kiselina i alkoholaldehide; na ovaj da oni i direktno
i indirektno podstiu pojavu priukusa od starenja piva. TaloZzenje pmatdj. reakcije
izmedu tanina i proteina mogu se objasniti na osnovioksitlativnih osobina polifenola,
jer se ove reakcije ne zavrSavaju sa zavrSetkorarawsladovine. Izdvajanje taloga&de
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i dalje, i na njega povoljno @i sledée promene: hidenje, oksidacija, snizavanje pH i
formiranje novih povrSina suspendovanih sastojdka. ovaj n&in, neprekidno se
odvijaju reakcije izméu proteina i tanina, usled kojih dolazi do pojaatga;cak i u
filtriranom pivu, pre ili kasnije dolazi do zarenja (Schuster i sar., 1988).

U grupu tanina koji mogu da se kondenzuju ubraggjunonomeri polifenola, kao
na primer flavoni, katehini i antocijanidini, koge javljaju u slobodnom obliku i kao
glikozidi. Seter se pri tome vezuje za C-3 atom centralnog-pironskog prstena.
Nasuprot polifenolima jama i slada, udeo antocijanidina u polifenolima hengd znatno
viSi. ViSe su zastupljeni i tanoidi, koji predstajl ,aktivne* polifenole molekulskih
masa 600-3000 Da (Schuster i sar., 1988). Aramatsorte hmelja imaju visSi sadrzaj
polifenola od gorkih sorti, naédo tanoida i prema tome imaju viSu antioksidativnu
aktivnost (Chandra, 2002). Forster i sardanici 308u utvrdili da antioksidativnu
aktivnost pokazuju i polifenoli i gorke materije bha.

Tokom¢uvanja hmelja, sadrzaj polifenola, ali viSe sadatdpcijanidina u njemu,
se snizava (Tabela 2.10). Ovo je r@m izrazeno prilikomc¢uvanja na poviSenim
temperaturama. Pri tome, upotreba atmosfere ingigasa moze uticati veoma povoljno,
Sto se i koristi zatuvanje hmeljnog praha i ekstrakta hmelja (Schustear., 1988).
Tokom skladiStenja, polifenoli hmelja tak® podlezu oksidativnoj razgradnji, pa su
prema tome tip proizvoda hmelja i uslovi skladifgiemeoma vazni za antioksidativnu
aktivnost (Chandra, 2002).

Tabela 2.10. Uticajéuvanja hmelja na sadrzaj polifenola (Schuster i sar 1988)

Polifenoli Antocijanidini
Sorta hmelja i uslowiuvanja (% suve materije) (% suve materije)
pocetak kraj poetak kraj

Cuvanje 15 meseci n&0

+ Hall. Hersbrucker 6,8 6,4 5,2 4.4

% Hall. Mittelfriher 7,0 6,5 5,6 4,6

% Hall. Mittelfriher 6,2 6,0 51 4,2

s Tettnanger 7,6 7,2 6,1 5,2
Cuvanje 15 meseci na 32

< Tettnanger 72 | 3,0 58 | 1,3

Do oksidacije polifenola hmelja moze d@ld pod uticajem enzima. U hmelju
postoji sistem oksidaza, koje se pod uticajem kis@omogu aktivirati. Takde, moze
do¢i do pojave autooksidacije, na primer ukoliko seiprode ekstrakti taninskih
sastojaka prilikom ekstrakcije hmelja. U ovomésliu sadrzaj tanoida se znatno snizava
(Schuster i sar., 1988).

Pove&anjem oksidacije samo do odemog stepena dolazi do poboljSanja
taloZzenja proteina sa polifenolima na primer saoi@ma. Polifenoli sa viSom
molekulskom masom teZe stupaju u reakciju, mari@eaproteine i u wem stepenu
zaostaju u pivu, izazivagu neprijatnu gokinu, poja&anje boje i smanjenje stabilnosti
sladovine i piva. Usled toga piva, koja su hmeljetarim hmeljom, imaju tamniju,
naiege crvenkastu boju (Schuster i sar., 1988).

Dodatak hmelja ne & negativno na penivost i boju piva. Velike kole hmelja
i dugo kuvanje sladovine sa hmeljom mogu negativncati na koloidnu stabilnost piva
(Forster i sar., 1995).
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Goiris i saradnici (2005) su updreali sastav i antioksidativhu aktivnost izthe
peletiranog hmelja i ekstrakata otpadnog hmeljajeinbg nakon ekstrakcije sa GQJ
Tabeli 2.11 dati su antioksidativna aktivnost irgagl polifenola u ekstraktima polifenola
hmelja, poreklom iz raalitih proizvoda hmelja. Na osnovu rezultata jasno dg
antioksidativna aktivnost zavisi uglavhom od sdmeelja. Antioksidativna aktivnost je u
vezi sa sadrZzajem polifenola. Aronéaie sorte, bogate polifenolima daju ekstrakte sa
visokom antioksidativnhom aktivnég. Vrste polifenola zavise od sorte (Tabela 2.12).
Gorke sorte, kao Magnum bogate su prenilovaninoftedima (kao Sto je ksantohumol),
ali sadrze relativno niske sadrzaje drugih polifartanelja. Aromatine sorte kao Saatz i
Hersbrucker Spéat sadrze viSe flavonoida i glikoZldaonola (na primer rutin), ali nize
sadrzaje prenilovanih jedinjenja. Uklanjanje hmaljrsmola i ulja superkriénom
ekstrakcijom sa C@nije uticalo na gubitak oddenih polifenola i antioksidativnu
aktivnost. Sta viSe, antioksidativna aktivnost dipeg hmelja je bila visa od
antioksidativne aktivnosti odgovaréjh peleta. Prema tome, otpadni hmelj koji se dobija
kao sporedni proizvod proizvodnje neizomerizovar@@, ekstrakta hmelja je dobar
izvor za izdvajanje polifenola hmelja.

Tabela 2.11. Antioksidativna aktivnost i sadrzaj ptifenola u ekstraktima polifenola
hmelja, poreklom iz razli¢itih proizvoda hmelja (Goiris i sar., 2005)

- DPPH QA10 mifmg

. . mg polifenola po g .

Proizvod hmelja proizvoda hmelja ekstrahovanqg proizvoda
hmelja)

Pelete sorte Saaz T90 rod 2002 41,0 1,404
Pelete sorte Hersbrucker Spéat T90
rod 2002 32,9 1,133
Pelete sorte Hersbrucker Spat T45
rod 2002 30,0 1,199
Pelete sorte Magnum T90 rod 2002 15,0 0,502
Komercijalni otpadni hmelj sorte
Magnum rod 2003 18,8 0,563
CO, ekstrakt iz otpadnog hmelja
sorte Magnum T90 rod 2002 19.4 0,697
CO, ekstrakt iz otpadnog hmelja
sorte Hersbrucker Spat T90 rpd 37,0 1,276
2002
Vegetativni ostaci od pripreme
peleta T45 sorte Hallertau rod 2002 4l.2 1,299
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Tabela 2.12. Sadrzaj marker jedinjenja u ekstraktima hmelja pripremljenim iz
razli¢itih proizvoda hmelja (Goiris i sar., 2005)

Proizvod hmelja

Ksantohumol
(mg/100g)

Rutin
(mg/100g)

p-
Kumarinska
kiselina

Ferulna
kiselina
(mg/100g)

(+)-
Katehin
(mg/100g)

Procijanidin
B3
(MQe/100g)*

Prodelfinidin
B3
(Mgex/100g)*

(mg/100g)
117 2

Pelete sorte Saaz
T90 rod 2002
Pelete sorte
Hersbrucker Spéat
T90 rod 2002
Pelete sorte
Hersbrucker Spéat
T45 rod 2002
Pelete sorte
Magnum T90 rod
2002
Komercijalni
otpadni hmelj sorte
Magnum rod 2003
CO; ekstrakt iz
otpadnog hmelja
sorte Magnum T90
rod 2002
CO, ekstrakt iz
otpadnog hmelja
sorte Hersbrucker
Spét T90 rod 2002
Vegetativni ostaci
od pripreme peleta
T45 sorte Hallertau
rod 2002

* Procijanidin B3 i prodelfinidin B3 su izraZeni ékalenti katehina (mgy/100g)

264 10 341 192 3

164 113 2 12 302 150 4

336 102 2 8 236 133 4

427 50 2 4 106 61 3

533 66 4 6 106 47 8

592 65 2 6 123 74 5

190 133 3 14 311 172 9

58 118 2 9 415 232 4

Poschl i Geiger (2005) su ispitivali uticaj r&#ih proizvoda hmelja na sadrzaj
polifenola sladovine sa nafitim osvrtom na sadrZaje flavon-3-ola i ferulnediise. Za
hmeljenje su kori&®ni proizvodi aromatne sorte hmelja Hallertauer perle: peletirani
hmelj (sa 6%m-kiselina), etanolni ekstrakt hmelja (sa 43,d%iselina) i ekstrakt dobijen
superktrittnom ekstrakcijom sa C(sa 46,3%u-kiselina). Najnizi sadrzaj flavon-3-ola
u pivu je dobijen primenom ekstrakta hmelja dolgrsuperkritnom ekstrakcijom sa
CO,. Sadrzaj ferulne kiseline se nije bitho menjaootok kuvanja sladovine sa
navedenim proizvodima hmelja.

Dostélek i Karabin (2007) su odreali sadrzaj polifenola i antioksidativhu
aktivnost u sladovini, ohmeljenoj sladovini, mladgimu, pivu i pivu nakon skladiStenja.
Hmeljenje je izvdeno sa dva ekstrakta hmelja dobijena supetkotn ekstrakcijom sa
CO, (EKST1 i EKST2) i dva vrste peletiranog hmelja [RE PEL2). Ekstrakti hmelja
su sadrzali nize sadrzaje polifenola. Tokom kuvargldovine sa hmeljom
antioksidativna aktivnost je pot@&na kod svih primenjenih vrsta hmelja (Tabele 2.13
2.14). Tokom glavne fermentacije antioksidativnawalost je opala, ali do priblizno istih
vrednosti kao u sladovinama osim kod uzorka ohmetjesa PEL2 gde je antioksidativha
aktivnost i nakon fermentacije ostala visoka. Ra&zli antioksidativnim osobinama su
rasle tokom naknadne fermentacije. Dok su mlada piweljena peletiranim hmeljom
zadrzala antioksidativne osobine do gotovog pivika pproizvedena od sladovine
hmeljene sa ekstraktima niZzeg sadrzaja polifenola isgubila zn&ajan deo
antioksidativne aktivnosti tokom ovih procesa. Aksidativna aktivnost piva se smanjila
tokom skladiStenja i to priblizno isto kod svih tapiva.
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Tabela 2.13. Antiradikalska aktivnost na ABTS radikale tokom proizvodnje piva na
poluindustrijskom nivou (Dostalek i Karabin, 2007)

Peletirani Peletirani Ekstrakt Ekstrakt

hmelj 1 hmelj 2 hmelja 1 hmelja 2
Sladovina 42,90 43,19 41,85 40,88
Ohmeljena sladovina 54,09 60,11 49,78 45,91
Mlado pivo 40,89 51,08 41,61 40,75
Pivo 41,40 48,84 34,54 34,42
Pivo nakon skladistenja 36,54 40,19 28,14 27,84

Tabela 2.14. Antiradikalska aktivnost na DPPH radilale tokom proizvodnje piva na
poluindustrijskom nivou (Dostalek i Karabin, 2007)

Peletirani Peletirani Ekstrakt Ekstrakt

hmelj 1 hmelj 2 hmelja 1 hmelja 2
Sladovina 32,78 32,97 31,87 32,95
Ohmeljena sladovina 43,34 49,61 35,95 34,10
Mlado pivo 30,95 37,58 32,16 31,48
Pivo 25,87 29,81 28,17 26,51
Pivo nakon skladiStenja 22,74 25,32 21,97 21,13

Krofta i saradnici (2008) su odiwali antioksidativnu aktivnost i sadrzaj ukupnih
polifenola uc¢esSkim i stranim sortama hmelja tokom 3 godine. &doga ispitivan je
uticaj suSenja, mlevenja, peletiziranja i skladifena antioksidativnu aktivnost i sadrzaj
ukupnih polifenola ispitivanih sorti. Dobijeni rdiati su pokazali da su najviSi
antioksidativnu aktivnost imale sorte Saaz i SpaBelect u opsegu od 70 do 80%.
Antioksidativna aktivnost ostalih ispitivanih sostarirala je od 40 do 60%. Sorte sa
najviSim sadrzajem polifenola su pokazale i najviantioksidativnu aktivnost.
Antioksidativna aktivnost zelenog i suSenog hmd@ti Saaz, Spadek i Premiant
zn&ajno su se razlikovale. Tokom suSenja hmelja dat@azsmanjenja antioksidativne
aktivnosti. Gubici olino ne prelazi 5%. Mlevenje i peletiziranje hmeljge ruticalo na
antioksdativnu aktivnost hmelja kao i na sadrzdifgroola. SkladiStenje je imalo razit
uticaj na antioksidativnu aktivnost hmelja u zawisod temperature kao i oblika hmelja.
Temperatura skladiStenja hmelja nije &gao uticala na antioksidativnhu aktivnost peleta
hmelja upakovanih u viSeslojnu foliju bez prisusteaduha.

2.8. Antioksidativna aktivnot polifenolnih jedinjenja u sladovini

Komljenje je faza u kojoj kiseonik moze izazivptiteSk@e, kao i tokom Klijanja
i suSenja slada. Oksidacija r&#ih jedinjenja u komini je glavni uzrok nepozelni
efekata u daljoj proizvodniji piva, na primer naatgg nepoZzeljnih ukusa piva (Clarkson,
1990). Pored toga, kiseonik &#i na nastajanje boje i brzinu filtracije sladovine
(Bamforth, 2006).

Postoji viSe mogtnosti da se smanji dostup vazduha u varionici:

s upotrebom predkomovnjaka da bi se omalgubolje meSanje usipka sa vodom
uz nisku dostupnost vazduha,
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% punjenjem uréaja sa dna,

+ ukljuc¢ivanjem meSalice tek kada je pokrivena, a i tadacs&ada je apsolutno
neophodna radi izjedtavanja sadrzaja i temperature udaje,

+«+ dobro odrzavanje cevovoda i pumpi i

% iskljucivanje pumpi¢im je sadrzaj preld@n iz ur@aja da bi se izbegao riziK
usisavanja vazduha u sistem (Bamforth, 2006).

Pretpostavljajéi da je aktivnost lipoksigenaze nepoZeljna za btabt ukusa piva,
potrebno je njenu aktivhost smanijiti, Sto se pestshizavanjem sadrzaja jednog od
supstrata (kiseonika). Smanjenje aktivnosti lipgkeaze se mozZze pdsti i
ukomljavanjem na Sto je moég viSoj temperaturi u skladu sa ostalim zahtevima
komljenja (Bamforth, 2006). Lipoksigenaza je o$eljna poviSenu temperaturu; na
65°C se inaktivira (Parkes i Kiesbye, 2006).

PoZeljno je da klica u toku mlevenja ne bude @sSta jer se time smanjuje
ekstrakcija lipoksigenaze. Snizenje pH komine &&ksnizava aktivnost lipoksigenaze.
Ako su urdaji u varionici na&injeni od bakra, joni bakra mogu prevesti kiseonik
njegove nepozeljne reaktivne vrste (Bamforth, 2006)

Polifenoli svetlog slada se delitnmio rastvaraju i razgdaju tokom komljenja,
reakcijama oksidacije uglavnhom katalizovanim peidd&®ama i uz doprinos katalaze i
polifenoloksidaze. Na prirodu polifenola u sladoweoma uttu uslovi pod kojima je
slad suSen, dostupnost kiseonika tokom komljenpaogram komljenja (Briggs i sar.,
2004). Oksidacija polifenola u toku procesa komfese odvija putem delovanja
razli¢itih sistema oksidaza. Dok se katalaze inaktivitajprocesu susenja, peroksidaze i
polifenoloksidaze podnose suSenje i zadrzavajunznaktivnost. Obe deluju i u procesu
komljenja. Peroksidaze imaju veoma jako dejstvo psegu temperature 50-65,
narcito nakon ukomljavanja na 36, a inaktiviraju se na temperaturi 70°Z5
Polifenoloksidaze zadrzavaju konstantne aktivnastitoku 180 minuta komljenja.
Inaktiviraju se na temperaturama preko od@HSchuster i sar., 1988). Komljenje i
ispiranje tropa na povisenim temperaturama dovoaleskktrakcije viSe polifenola u
sladovinu (Briggs i sar., 2004).

Odnosi polifenola u procesu komljenja zavise oddesidd meiusobno suprotnih
pojava: oslobdanja u kominu, taloZenja, oksidacije i polimeriaciSadrzaj polifenola
se bitho povéava sa poviSenjem temperature komine, Sto odgovarastvaranju
ekstrakta. SadrZaj antocijanidina se manje povisiaepsegu temperatura 202€5 Sto se
dovodi u vezu sa delovanjem oksidaza. Razlika uzsgd antocijanidina u komini
dobijenoj na 80C i u kominama dobijenim na drugim temperaturamiegzuje na
aktivnosti peroksidaza (na temperaturi ok6@pi polifenoloksidaza (na temperaturi oko
65°C). Eksperimenti izvedeni u atmosferi kiseonikan@gho u atmosferi inertnog gasa
su pokazali, da se na temperaturi odG%zgubi 42% polifenola, a na temperaturi od
65°C oko 65% polifenola. Ovaj gubitak polifenola ngstasled oksidacije (Schuster i
sar., 1988).

Uslovi tokom komljenja mogu favorizovaiti oksidate reakcije koje utu na
kvalitet gotovog piva. MeSanje slada sa vodom itkaralno meSanje tokom komljenja
moze efikasno aerisati kominu. Relativno niske terapure (od 35 do oko 76)
osiguravaju zn&jnu rastvorljivost kiseonika. Temperature tokommkenja su
optimalne za mnoge enzimske reakcije. Proizvodinesize oksidacije polinezasnih
masnih kiselina tokom komljenja imaju Zagn uticaj na kvalitet finalnog piva
(Frederiksen i sar., 2008).
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MikySka i saradnici (2001) su pokazali da vise @ddantioksidativne aktivnosti
sladovine potie od polifenola slada. Antioksidativha aktivhosadslvine ima visoku
pozitivhu korelaciju sa sadrzajem ukupnih polifenslada i antocijanidina.

Sadrzaj fenolnih kiselina u gotovom pivu zavisi oghove ekstrakcije tokom
ukomljavanja slada sa vodom. Komljenje rit poviSava sadrzaj hidroksi derivata
cimetne kiseline usled njihovog osldaaja. McMurrough i saradnici (1984), su objavili
da komljenje slada povava sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina sa 65 mgiegkomljenja
na 191 mg/kg nakon komljenja. Ekstrakcija polifenat slada u sladovinu zavisi od
odnosa kotiina slada i vode. Sladovina i pivo proizvedeniadiln komina (slad : voda =
1:4 i 1:5) sadrze viSe polifenola od onih dobijeiehkoncentrovanijin komina (1:3).
Produzenje ukomljavanja sa 105 na 180 i 360 misntanjuje sadrzaj polifenola u pivu,
ali takaie negativno utie na ukus piva (Von Narzib i sar., 1979). S drugane
proizvodnjom sladovine infuzijom ili dekokcijom digdgu se sladovine sa vrlo razkim
sastavom polifenola i viSim sadrzajem polifenolgi kmogu da oksidiSu. Sadrzaji
ekstrahovanih oksidisanih i polifenola koji mogu aksidiSu utiu na stepen gubitaka
polifenola tokom kuvanja sladovine i fermentackarfy i sar., 1977).

Oksidacija tokom proizvodnje piva ima vazan utigajbrojne parametre kao Sto
su separacija sladovine, boja, sadrzaj polifenkddpidna stabilnost i stabilnost ukusa
piva. Sadrzaj antioksidanata tokom faza proizvodgnj& je zbog toga veoma vazan.
Hemija proizvodnje piva je veoma sloZena i opsSticksidativni potencijal sladovine,
ohmeljene, sladovine u fermentaciji i piva zavisd omnogih promenljivih.
Anitoksidativna aktivnost slada najviSe aati na antioksidativhu aktivnost sladovine.
Doprinos slada u proizvodnji sladovine zavisi odrgaja antioksidanata ekstrahovanih
tokom komljenja. Sadrzaj ekstrahovnih antioksidaredvisi od njihove rastvorljivosti.
VisSi sadrzaj antioksidanata u sladu, & rastvorljivin, moze prema tome povisiti
antioksidativnu aktivnost sladovine (Chandra i,s2000).

Tokom komljenja, priblizno 45% polifenola slada skstrahuje u sladovinu i
doprinosi ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti. Takoukomljavanja ne moze se izibe
oksidacija zbog aeracije. Stepen oksidacije dovddi promene u antioksidativnoj
aktivnosti tokom faza koje slede u proizvodnji p{@handra, 2002).

Antioksidativni profil sladovine nije konstantanktom proizvodnje. Sastav i
sadrzaj antioksidativnih jedinjenja se stalno manjaavisnoti od razitih hemijskih i
fizickih procesa. PoviSenje endogene antioksidativneraddti i istovremeno smanjenje
faktora koji snizavaju antioksidativhu aktivnostkéeon proizvodnje bi powali
antioksidativnu aktivnost gotovog piva (Chandrar. s2000).

Sastavni delovi piva se oksidiSu tokom proizvodhijajvete promene se deSavaju
tokom komljenja. Polifenoli, melanoidini i redukawa tiolne grupe proteina se brzo
oksidiSu tokom komljenja. Lipidna oksidacija, kajama najve€i negativni efekat na
stabilnost ukusa je take problem procesa komljenja. Ovaj faktor je povezan
integritetom plevice i izbegavanjem o&aja lisne klice koja je bogata masnim
kiselinama. Stepen ostnja lisne klice u sladu direktno &#i na oslobdanje lipida
tokom ukomljavanja (Chandra i sar., 2000).

Apsorpcija kiseonika tokom komljenja i kuvanjaddaine sa hmeljom snizava
antioksidativnu aktivnost i spfavanje apsorpcije kiseonika moze p@mo spr&avanju
oksdiacije lipida i polifenola. Polifenoli imaju ridenciju da stvaraju komplekse sa
proteinima tokom proizvodnje sladovine i piva, pesipnost polifenolnih antioksidanata
zavisi od prisustva proteina. Oksidativha polimacija polifenola i povéana sklonost
ovih veiih, polimerizovanih vrsta da stvaraju takve kompkkdovodi do nastajanja
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nerastvornih jedinjenja koja se gube talozenjeitira€ijom sladovine Sto moze dovesti
do sniZenja antioksidativne aktivnosti. Uslovi tak&omljenja takde mogu dovesti do
razlaganja dimernih polifenola i oslatamja bolje rastvornih, manjih polifenola u
sladovinu. OpSta antioksidativnha aktivnost sladevprema tome zavisi od ravnoteze
ovih efekata (Chandra i sar., 2000).

U toku komljenja, paralelno sa razgradnjom proteirsstvaranjem ekstrakta, nastupa
i rastvaranje polifenola. Na ovo poviSenje supraititu dve pojave i to:

1. taloZenje zajedno sa visokomolekularnim proteinin@atemperaturi preko 50-

60°C i

2. oksidacija polifenola katalizovana enzimima, ptemu se njihov indeks

polimerizacije poviSava, a usled smanjenja redukhicosobina, jedine se sa

proteinima. Ovako nastali kompleksi postaju nemstvtek prilikom hla@enja

(Schuster i sar., 1988).

lzmeiu proteina i polifenola dolazi do nastajanja pmot#@ininske ravnoteze na
primer u hladnoj sladovini, ali i u kasnijim stadijima proizvodnje piva, pa i u gotovom
pivu, posle koje u rastvoru ne mogu biti prisustovremeno izrazito taninski polifenoli i
osetljivi proteini, bez da dolazi do taloZzenja. Ras je stabilan samo ako prevagne jedna
od komponenata ili potpuno nedostaje druga (Schuste., 1988).

Kada se polifenoli oksidiSu, géina piva je jaka i dugo se zadrzava. Visok sadrzaj
polifenola izaziva stimulaciju reakcija talozenjatoeku komljenja i u toku kuvanja
sladovine, tako da se dobijaju stabilnija piva. @guiva se pogorSava gubitkom
visokomolekularnog azota, ali ovde igra ulogu joBoStvo drugih faktora koji mogu
pozitivno ili negativno uticati na penu. Niskomalgkrni polifenoli imaju antioksidativne
osobine i doprinose odrzavanju stabilnosti ukusza.pRedukciona sposobnost ovih
jedinjenja igra ulogu u denaturaciji proteina (Sstea i sar., 1988).

Polifenoli ne utéu neposredno na talozenje proteina, posto sjedinjavtaninskih
sastojaka i molekula proteinadda na pojavi vodorhih mostova, koji su na povisenoj
temperaturi nestabilni. Talozno delovanje polifenoioglo bi da dée do izrazaja tek na
temperaturama ispod 80, tj. od momenta kada se sladovina, koja je idakwtekla
bistra, prilikom hldenja p&ne mutiti. Nastajanjem vodamih mostova u sladovini koja
se hladi mogli bi se objasniti i anatiti podaci, prema kojima su sadrZaji azota i
polifenola u filtriranoj i centrifugiranoj sladoviin nakon talozenja proteinsko-
polifenolnih kompleksa na hladno nizi; ovo je pcagre pripisano delovanju polifenola
hmelja u toku kuvanja sladovine. Polifenoli slagacslvajaju ranije tokom komljenja sa
tropom. Usled toga im jeéesto pripisivan manji efekat s obzirom na taloZemateina
(Schuster i sar., 1988).

Zn&taj polifenola verovatno paie od njihovih redukcionih osobina, koje sfaeaju
oksidaciju —SH grupa, pa one ostaju slobodne hactidisulfidnu izmenu. Ovim se moze
objasniti povoljnije delovanje visokog sadrzZajaifemiola u sirovinama koji je, kao Sto je
poznato, u korelaciji sa poviSenjem antioksidatiakévnosti sladovine (Schuster i sar.,
1988).

Na osnovu svega iznetog pozitivne su one meremioge sastav polifenola u
sladovini poboljSava: primena vode za proizvodnjasa nizim preostalim alkalitetom,
primena zakiSeljavanja komine, visoke temperatlganijavanja prilikom primene slada
dobrog kvaliteta i izbegavanje aeracije komine, pramer prilikom usitnjavanja,
ukomljavanja ili primenom neadekvatne mesalice (Stdr i sar., 1988).

Arabinoksilani se tokom procesa proizvodnje sladeviekstrahuju iz slada.
Arabinoksilane mogu razgraditi nekoliko enzima. $depm p-(1 - 4)-endoksilanaze (EC
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3.2.1.8) nastaju supstituisani ksilo-oligosahakdij se mogu razgraditi aktivnés p—D-
ksilopiranozidaza (EC 3.2.1.37), ptemu se oslolta R-D-ksiloza sa neredukdpy
kraja. Dejstvoma—L-arabinofuranozidaze (EC 3.2.1.55) oslddaseo—L-arabinoza sa
glavnog lanca. Esterifikovane hidroksi derivati etrme kiseline mogu se osloboditi
aktivnogu cinamoil esteraze (EC 3.1.1.73) tokom komljenjmakon toga podte
dekarboksilaciji. Cinamoil esteraze, tdkopoznate i kao feruloil p-kumaroil esteraze,
ili estereze ferulne p-kumarinske kiseline su prisutne wneu, zelenom sladu i sladu
(Debyser i sar., 1998; Vanbeneden i sar., 2008b).

Vanbeneden i saradnici (2008b) su ispitivali ostisige slobodne i estarski
vezane ferulne Kkiseline tokom komljenja. Ispitivg@ uticaj razléitih procesnih
parametara: temperature ukomljavanja, trajanje Ujkeanja, pH tokom ukomljavanja,
gustina komine, rezim meSanja i vatia ¢estica samlevenog slada. Tokom komljenja
ferulna kiselina se rastvara u vodi i enzimski bafia dejstvom cinamoil esteraze.
Rezultati su pokazali da temperatura ukomljavanjgH komine bitno utiu na
oslobalanje u vodi ekstraktivne i enzimski oslaleme ferulne kiseline. Enzimska
hidroliza se moZe bolje kontrolisati tokom osléhdaja ferulne kiseline. Optimalna
temperatura je 4C, a pH komine 5,8. Gustina komine, ¢ela cestica samlevenog
slada i rezim meSanja su imali Zzafan efekat na osloianje ferulne kiseline u toku
komljenja. McMurrough i saradnici (1996) su utvidila se ferulna kiselina iz slada
oslobala u sladovinu uz de&e enzima na optimalnoj temperaturi oko°@5 Ako se
ukomljavanje izvodi na 6% sadrzaj oslohtene ferulne kiseline je znatno nizi. Briggs i
saradnici (2004) su take naveli temperaturu od 45 kao optimalnu za osloianje
ferulne kiseline u sladovinu.

Vanbendenen i saradnici (2007) su ispitivali sgérZarulne ip-kumarinske u
devet sorti slada poreklom iz dve sladare i u mexienim sladovinama. Dobijeni
rezultati su pokazali veliku razliku u sadrzaju ulee i p-kumarinske kiseline u
ispitivanim sortama slada i proizvedenim sladoviaansamo mali deo ispitivanih
kiselina je iz slada ekstrahovan u sladovinu tokamljenja, a najvé deo je zaostao u
tropu.

2.9. Antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja u ohmeljenoj sladovini

Doprinos polifenola hmelja klaloj sladovini zavisi od vremena dodatka hmelja.
Kasno dodavanje hmelja u kfalu sladovinu dobijenu dekokcijom dozvoljava
ukljucivanje polifenola, ali ne i kasnije uklanjanje gehola koji mogu da oksidiSu.
Kasniji dodatak hmelja u kljialu sladovinu mozecak dovesti i do potrebe za
produzenim tretmanom da bi se proizvelo koloidrabito pivo (Kirby i sar., 1977).
Polifenoli hmelja imaju va& afinitet prema proteinima piva; prema tome imi&gadenciju
da se taloze potpunije tokom kuvanja sladovinersaljom od polifenola ekstrahovanih
iz slada (Bellmer, 1981).

Antioksidativna aktivnost ohmeljene sladovine igpgavisi od koliine polifenola
hmelja i stepena oksidacije u varionici. PoviSegpeh oksidacije uzrokuje smanjenje
sadrzaja polifenola i antioksidativhe aktivhosadgvine, ohmeljene sladovine i piva.
Aeracije tokom komljenja snizava sadrzaj polifenoéaoko 7% i antocijanidina za oko
25% u sladovini (Mikyska i sar., 2001).

Kuvanjem sladovine sa hmeljom nastaje 4-vinilgvajak termickom
dekarboksilacijom ferulne kiseline u kahi od 0,3 mg/l. Ovaj sadrzaj 4-vinilgvajakola,
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koji je vrlo blizu njegovog praga osetljivosti ukysnastaje iz sladovina koje sadrze
visoke sadrzaje ferulne kiseline tj. viSe od 6 niigi€Murrough i sar., 1996).

Polifenoli koji se nalaze u hmelju rastvaraju ssladovini koja klju&a, pricemu
je njihova ekstrakcija iz SiSarki hmelja sporijaggo iz hmeljnog praha ili ekstrakta u
kojima ima taninskih sastojaka (Schuster i sar88)9

Od flavanola hmelja, tokom kuvanja sladovine smange sadrzaji katehina i
epikatehina, ali i dimera i trimera. Visok sadrkampleksnih polifenola — poreklom
verovatno iz slada — zaostaje u sladovini, a 35-§&daostavnih flavanola u hmeljenoj
sladovini je poreklom iz hmelja (Schuster i sa888).

Polifenoli manjih molekulskih masa, intenzivnije gezuju sa proteinima nego
viSi polifenoli. Visi polifenoli su manje aktivni @ zaostaju u sladovini, izazivgju
tamniju boju i Siri spektar ukusa (Schuster i SH988).

Uvid u delovanje polifenola slada i polifenola hraeldobijen na osnovu opstih
metoda analiza, dat je u Tabeli 2.15.

Tabela 2.15. Promene sadrzaja polifenola slada i hefla nakon 90 minuta kuvanja u
sladovini (Schuster i sar., 1988)

Sladovina, kuvana | Sladovina bez polifenola slada,
bez hmelja kuvana sa hmeljom
pre posle dodati pre posle

kuvanja | kuvanja hmelj kuvanja | kuvanja
Polifenoli (mg/l) 239,6 236,5 96,2 10,0 64,1
Antocijanidini (mg/l) 104,7 83,8 84,0 9,4 21,5
Boja 100 mg polifenola, )
E430¢10 0,33 0,56 0,99 0,99
Koagulirajui azot
(mg/100ml) 53 2,8 - 53 2,3

Sadrzaji polifenola slada se pra&kib ne smanjuju, dok se sadrzaji polifenola
hmelja smanjuju za oko 33%. Nasuprot tome, antoicljai su znatno intenzivnije
reagovali sa proteinima: kod slada, njihov sadj@apao za 20%, a kod hmeljak za
75%. Boja polifenola hmelja je znatno tamnija ogeboolifenola slada. Ovo ukazuje na
¢injenicu da se sa proteinima iz sladovine ne tajake polimerizovani, tamnije obojeni
polifenoli, v& dolazi do izdvajanja polifenola nizeg stepenamelizacije (Schuster i
sar., 1988).

Samo kod svezeg hmelja dolazi do smanjenja sadpodifenola tokom kuvanja
sladovine. Smanjenje sadrZaja anotocijanidina jelikat vece, ukoliko su manje
polimerizovani. Oksidisani, viSe polimerizovani agifanidini zaostaju u sladovini. U
sladovini zaostaju jedinjenja sa manje reaktivnimpgma. Ove grupe su jednim delom
vezane sa proteinima, i u daljem procesu proizv®@nja, na primer usled opadanja pH
tokom fermentacije, ili usled hlanja prilikom dozrevanja piva, delimo postaju
nerastvorna i izdvajaju se kao talog. PoSto se ,odhidratacija” nastavlja i nakon
filtracije piva, ovo izaziva smanjenje njegove $itadisti (Schuster i sar., 1988).

Tokom hmeljenja postoji mognost da se uklone moguprekursori nepozeljnih
jedinjenja koja izazivaju starenje piva. Reakcijat@anicke razgradnje u virlpulu mogu
nastati jedinjenja nepozeljnog ukusa i zbog togareellaze primena vakuuma (od 0,5
bara) nakon ove faze (Bamforth, 2006).
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2.10. Antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja tokom fermentacije i u pivu

U sladovini pre fermentacije sadrzaj kiseonika a@rela bude minimalan tj. samo
onoliko koliko je potrebno kvascu. Kvasac ima najjeadva direktna uticaja na ukus
piva: sposobnost da stvara SiQda redukuje karbonilna jedinjenja. Vazno je dimiti
intenzivnu fermentaciju primenom utianih procedura za odrZavanje visoke vijabilnosti
I vitalnosti kvasca kao i inokulisanje sa odgovatam kolicinom inokuluma. Sadrzaj
SO, se poviSava ukoliko: kvasac ima dostupno viSeatailfako je sladovina bistrija, ako
su snizeni zagenost sladovine kiseonikom i kdla inokuluma i ako je temperatura
fermentacije niza (Bamforth, 2006). Aeracija i \8&meno uklanjanje hladnog taloga
flotacijom dovodi do smanjenja antioksidativne akosti i stabilnosti ukusa. Sekundarna
aeracija tokom fermentacije tak® smanjuje antioksidativnu aktivnost i stabilnolstisa
(Forster i Back, 2000).

Kaneda i saradnici (1988, 1991) su na osnovu svejtiltata predloZili puteve
narusavanja ukusa piva tokom starenja. Molekulkiseonik ne reaguje lako sa drugim
komponentama piva, ali kada je aktiviran energijsnetlost ili toplota) ili uz metale kao
katalizatore prelazi u reaktivne vrste kiseonikagdketni kiseonik!O., superoksid anjon
radikal-Q;", hidroksil radikal‘OH i hidroperoksil radikalOOH). Iz molekularnog
kiseonika nastaje superoksid anjon,()Ou procesu autooksidacije tokom skladistenja
piva. Hidroksil radikal ‘OH) nastaje po Fenton-ovoj ili Haber-Vajs-ovoj reigkiz
superoksid anjona (©) i vodonik peroksida (kD,). Ove reaktivne vrste kiseonika
reaguju sa komponentama piva kao Sto ster§azohumuloni, alkoholi, masne kiseline,
polifenoli i iniciraju niz radikalskih reakcija uiyu pri ¢emu nastaju karbonilna
jedinjenja. Neka od karbonilnih jedinjenja su direk ili preko reakcija kondenzacije
odgovorna za nastajanje nepozeljnih ukusa pivanogi@renja.

Uchida i Ono (1999) su pokazali da vodonik peroksagtaje nakon definisanog
.lag” perioda (koji je specifian za vrstu piva) u ranim stadijumima oksidativrioggir
testa (na 6TC) pri cemu se deo nastalog>® odmah prevodi u hidroksil radikale u
zavisnosti od sadrZaja ejona. Ovi rezultati su potvrdili teoriju da hidmik radikali
nastaju iz vodonik peroksida i da pojava ,lag” famstajanja hidroksil radikala moze biti
zbog vremena potrebnog za nastajanje vodonik pigiakskom oksidativnog forsir testa
Sto zavisi od endogene antioksidativne aktivnosjaknoze spréti nastajanje hidroksil
radikala. Endogena antioksidativnha aktivhost (E&ppse odréuje na osnovu ,lag” faze
t.. perioda pre nastajanja hidroksil radikala (Wizhi Ono, 1999, 2000). Senzorna ocena
piva je pokazala da vrednost endogene antioksitatiaktivnosti piva ima dobru
korelaciju sa brzinom pogorSanja ukusa piva i dametoda bila korisna za brzo
predvidanje stabilnosti ukusa piva pre distribucije pizaivare. Pored toga, istrazivanja
mehanizama za nastajanje hidroksil radikala dodatkazIcitih hemijskih jedinjenja
pokazuju da neka jedinjenja piva mogu igrati egahmi ulogu u vrednosti
antioksidativne aktivnosti piva. Ova saznanja ayu da mozemo tehnoloSkim
istrazivanjima poboljSati stabilnost ukusa piva likaeo moZzemo kontrolisati vrednosti
endogene antioksidativne aktivnosti piva promenatoua u proizvodnji piva (Uchida i
Ono, 2000).

Uchida i Ono su razvili ESR metodu za ativanje nastajanja hidroksil radikala
u pivu (1996) primenom tzv. forsir testa na°60 Ovu metodu su primenjivali za
odrelivanje hidroksil radikala u fazama proizvodnje pildchida i Ono, 2000). Krive
brzine nastajanja hidroksil radikala su bile ¢&ajao razitite za pojedine faze
proizvodnje: komljenje, hmeljenje sladovine, ukkmjg toplog i hladnog taloga,
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fermentacija, filtracija piva (Slika 2.5). U sladovsu odré@eni samo tragovi hidroksil
radikala. Hidroksil radikali su oddeni u ohmeljenoj sladovini i sladovini za
fermentaciju, kao i u gotovom pivu. Hidroksil radik su u ohmeljenoj sladovini i
sladovini za fermentaciju nastali odmah naiqiku forsir testa. ,Lag" faza koja je
odrefena u gotovom pivu nije prilhena u ohmeljenoj sladovini i sladovini za
fermentaciju. Tokom fermentacije ,lag” faza nastggahidroksil radikala je postepeno
nastajala. U mladom pivu je odena relativno duga ,lag” faza. U gotovom pivu, nako
filtracije odreiena je tipina ,lag* faza. Ovi rezultati jasno ufuwju da se moZzZe
kontrolisati endogena antioksidativha aktivnost apimnenjanjem uslova i operacija
proizvodnje piva. Na osnovu rezultata datih naii6 moze se zaklfiti da tri glavna
procesa (visoka temperatura u varionici, fermepddadiiltracija piva) zn&ajno uttu na
nastajanje hidroksil radikala. Tie krive nastajanja hidroksil radikala u sladowini
gotovom pivu date su na Slici 2.6. Nastajanje Hidiloradikala se intenziviralo tokom
visokih temperatura tj. u toku hmeljenja sladovinedvajanja taloga u virlpulu. Krive
nastajanja hidroksil radikala zavisile su od uslopamenjene temperature u varionici.

Sladovina Ohmeljena Sladovina za Milado pivo Pivo

Nastai sladovina fermentaciju
n
h?;:gﬁsfle Hmeljenje Hlad]en]e F ermentacua F 1ltrac1Ja
radikala Izblstravan_]e

Trajanje
"forsir" testa

Slika 2.5. Tipi¢éne krive nastajanja hidroksil radikala u fazama proizvodnje piva. Na
ordinati je prikazan sadrzaj nastalih hidroksil rad ikala, a na apscisi vreme na 6
(Uchida i Ono, 2000)

< Sladovina
S
-2 .
-g Pivo
:(_‘z
-~
£
= EA - vrednost
8 ("lag" - vreme)
2
S
A
Trajanje "forsir" testa (min) 120

Slika 2.6. Definicija endogene antioksidativne akwnosti sladovine i piva (Uchida i
Ono, 2000)

Tokom fermentacije nastajanje hidroksil radikalaogalo da bi nakon glavne
fermentacije bila ugena duga ,lag” faza. Prema tome, regulacija usfevaentacije je
smatrana esencijalnom za péaeje endogene antioksidativne aktivnosti piva. lJeda
istrazivanju Uchida i Ono (2000) su ispitivali @jcsoja kvasca (Tabela 2.16) i kathe
inokuluma (Tabela 2.17) na endogenu antioksidat@ktivnost gotovog piva. Rezultati
su pokazali da soj kvasca zamo utte na endogenu aktivnost piva. Vrednost endogene
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aktivnosti kvasca sa sojem C je bila duza u ¢en@s sa sojevima A i B. Nije postojala
korelacija izmdu vremena fermentacije i endogene antioksidatikierreosti. Kolicina
inokuluma je imala uticaja na endogenu antioksihati aktivnost gotovog piva. Sa
poveanjem brojatelija u inokulumu raste i endogena antioksidatigktivnost, a vreme
fermentacije se zwajno skréuje. Kod koltine inokuluma 5410° ¢elija/ml dobijen je
razlicit sastav isparljivih komponenata piva.

Tabela 2.16. Uticaj soja kvasca na endogenu antiatkigtivnu aktivnost gotovog piva
(Uchida i Ono, 2000)

Soj kvasca
A B C
Endogena antioksidativna aktivnost piva 80 90 107
Vreme fermentacijes@sy 84 83 112
Stabilnost ukusa C>B>A

#Vreme do postizanja prividne prevrelosti od 69%

Tabela 2.17. Uticaj broja éelija kvasca u inokulumu na endogenu antioksidativa
aktivnost piva (Uchida i Ono, 2000)

Broj ¢elija kvascax 10°/ml
9 14 19 54
Endogena antioksidativna aktivnost piva 85 90 100 101
Vreme fermentacijes@sy 133 124 108 68

#Vreme do postizanja prividne prevrelosti od 69%

Uchida i Ono (2000a) su tadte ispitivali efekat rastvorenog kiseonika u sladovi
za fermentaciju na endogenu antioksidativhu aksvnpiva i dobijeni rezultati su
prikazani u Tabeli 2.18. Eksperimenti su ideai sa sled@m sadrzajima rastvorenog
kiseonika: 8, 16 i 24 mg/l. Porastom sadrZaja mstvog kiseonika u sladovini od 8 do
16 mg/l dovelo je do skéanja vremena fermentacije sa 112 na 83 sata, flipdaast
sadrzaja kiseonika od 16 do 24 mg/l nije doveo kiaenja fermentacije. Miutim,
endogena antioksidativna aktivnost piva se smargith 107 na 30 sa porastom
rastvorenog kiseonika.

Tabela 2.18. Uticaj sadrzaja rastvorenog kiseonika sladovini za fermentaciju na
endogenu antioksidativnu aktivnost piva (Uchida i @o, 2000a)

Sadrzaj rastvorenog kiseonika u sladovini
(mg/l)
8 (A) 16 (B) 24 (C)
Endogena antioksidativna aktivnost piva 107 60 30
Vreme fermentacijes@sy 112 83 84
Stabilnost ukusa A>B>>C

#Vreme do postizanja prividne prevrelosti od 69%

Sadrzaj polifenola se moze smanijiti tokom procesanéntacije kao posledica
precipitacije proteina. Seri prisutni u sladovini mogu stvarati vodone veze i biti
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kompeticija polifenolima za moga mesta vezivanja. Kako proces fermentacije ¢dmi
sadrzaj Séera u sladovini se smanjuje gemu dolazi do porasta broja vodamh veza
izmedu polifenola i proteina piva (Shahidi i Nazck, 2008adrzaj fenolnih kiselina u
finalnom pivu se samo malo razlikuje od sadrzajasladovini pre dodatka hmelja.
Sladovina komercijalnih piva donjeg vrenja ima Rizadrzaj kafene kiseline. U kg§aloj
sladovini sa hmeljom raste sadrpakumarinske ip-hidroksibenzoeve kiseline. Kasnije
operacije u proizvodnji kao Sto su fermentacijaadnlo dozrevanje, tretmani sa
adsorbentima i filtracija dovode do blagog gubit&aolnih kiselina (McMurrough i sar.,
1984; Shahidi i Nazck, 2004).

Sadrzaj fenolnih kiselina u odabranim britanskimeackim, nemakim i irskim
pivima dat je u Tabeli 2.19.

Tabela 2.19. Sadrzaj fenolnih kiselna u odabranim igima (mg/l) (McMurrough i
sar., 1984)

Fenolna kiselina British Amer_lcan Germa_n Irish ale
export A | Malt Ligour | Rauchbier

Hidroksi derivati benzoeve kiseline

Galna kiselina 1,8 1,4 3,5 0,3

Protokatehinska 1,0 0,5 1,2 0,2

p-Hidroksibenzoeva 1,8 1,1 0,4 0,3

Vanilinska 54 2,5 12,7 15

Siringinska 1,2 0,8 2,2 0,7

Hidroksi derivati cimetne kiseline

Kafena tragovi 0,1 1,0 0,1

p-Kumarinska 1,1 1,9 4,6 1,0

Ferulna 2,7 4,2 10,8 11

Sinapinska 1,4 1,1 3,0 0,2
Ukupno 16,4 16,6 39,4 5,4

Najnizi sadrzaj fenolnih kiselina je é@n u irskom pivu gornjeg vrenja, dok
nema&ko pivo sadrzi 5 puta viSe fenolnih kiselina. Sagitizidroksi derivata benzoeve
kiseline u gotovom pivu je viSi od sadrzaja hidiolderivata cimetne kiseline
(McMurrough i sar, 1984). ltalijanska piva donjegema sadrze samo 1,187 mgll
slobodnih fenolnih kiselina (Montanari i sar., 19980k Spanska, danska i netka piva
sadrze 1,759 mg/l slobodnih fenolnih kiselina (Berne i sar., 2000). Glavne slobodne
fenolne kiseline u italijanskim pivima sm-, p- i o-kumarinska i ferulna kiselina
(Montanari, 1999), dok su vanilinska, ferulnapikumarinska dominantne fenolne
kiseline u Spanskim, nerldm i danskim pivima (Bartolome i sar., 2000). Simeska,
vanilinska, hlorogenska, homovanilinskap-hidroksibenzoeva, 2,6- 1 3,5-
dihidroksibenzoeva, siringinska, galna, protokatska i kafena kiselina su prisutne u
malim kolicinama (Montanari i sar., 1999; Bartolome i sar.0@0 Drugi monomerni
fenoli identifikovani u pivu ukljduju tirozol, katehin, vanilin i dr. Monomerni fend@ine
10-20% od ukupnog sadrzaja fenola piva. Sa drugmestsastav polifenola istog piva
mozZze varirati zavisno od faze proizvodnje (TabeRDp
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Tabela 2.20. Sadrzaji fenolnih kiselina u uzorcimauzetim tokom procesa
proizvodnje piva (mg/l) (McMurrough i sar., 1984)

Fenolna kiselina |  Sladovina| Sladovina u fermentad{iotovo pivo
Hidroksi derivati benzoeve kiseline
Galna kiselina 0,1 0,2 0,2
Protokatehinska 0,5 0,4 0,3
p-Hidroksibenzoeva 0,6 1,1 1,1
Vanilinska 1,4 1,6 0,9
Siringinska 0,6 0,4 0,3
Hidroksi derivati cimetne kiseline
Kafena 0,1 0,4 0,3
p-Kumarinska 0,6 0,4 0,3
Ferulna 1,3 1,7 1,8
Sinapinska 0,4 0,5 0,4
Ukupno 5,6 8,0 6,7

Jandera i saradnici (2005) su ispitivali promergr&ga fenolnih kiselina tokom
proizvodnje piva u poluindustrijskim uslovima i w#ati su prikazani u Tabeli 2.21.
Hmeljenjem sladovine povan je sadrzaj protokatehinskgy-hidroksibenzoeve,
vanilinske, hlorogenske i ferulne. U toku fermelfjease povéao, ili ostao isti, sadrzaj

skoro svih kiselina. Tokom naknadne fermentacijeargen je sadrzaj skoro svih
ispitivanih kiselina.

Tabela 2.21. Sadrzaj fenolnih kiselina tokom proizednje piva (Jandera i sar., 2005)

Sadrzaj (mg/l)

Fenolna kiselina Sladovina Ohmelj_ena Mlado pivo PiVO
sladovina

Galna 4,38 3,18 5,66 e
Protokatehinska 0,08 0,12 0,31 0,21
p-Hidroksibenzoeva 0,93 3,33 2,05 2,69
Vanilinska 0,28 0,55 0,59 0,57
Hlorogenska a— 1,17 0,86 1,02
Kafena 0,20 & 0,20 0,10
Siringinska 0,09 0,03 0,19 0,11
p-Kumarinska 0,33 0,33 0,37 0,35
Ferulna 1,31 1,35 1,47 1,41
Sinapinska 0,45 0,44 0,62 0,53

& — Koncentracija ispod limita detekcije

U bezalkoholnim pivima sadrzaj polifenola je nial gadrzaja u standardnim
pivima, a to se pripisuje razlikama u trajanju fentacije, primeni raalitih sojeva
kvasca u fermentacijama standardnih i bezalkohgbmia i gubicima usled izdvajanja
alkohola u proizvodniji bezalkoholnih piva. Sve av@e na sniZzenje sadrzaja polifenola
kao Sto swp-kumarinska, kafena i vanilinska kiselina itd. (Bdomé i sar., 2000) (Tabela
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2.22). Garcia i saradnici (2004) su potvrdili oezultate ispitujti devet komercijalnih
vrsta bezalkoholnog piva (Tabela 2.23).

Tabela 2.22. Sadrzaj polifenola (mg/f)u u komercijalnim uzorcima bezalkoholnog i
standardnog piva (Bartolomé i sar., 2000)

Jedinjenje Bezalkoholna piva Standardna piva
p-Hidroksibenzoeva kiselina 0,073:0,019 0,0920,030
(+)-Katehin 0,6410,383 0,4630,187
Vanilinska kiselina 0,34#0,088 0,47%0,110
Kafena kiselina 0,045:0,022 0,0740,028
p-Kumarinska kiselina 0,576:0,176 0,7730,148
Ferulna kiselina 0,718:0,294 1,30%0,603
Sinapinska kiselina 0,0730,033 0,0980,036

& Srednja vrednost * standardna devijacija

Tabela 2.23. Sadrzaj polifenola (mg/f) u komercijalnim uzorcima bezalkoholnog
piva (Garcia i sar., 2004)

Jedinjenje A B C D E F G H |
Galna kiselina - - - - - - B R B
Protokatehinska

kiselina 0,66%0,04 2,740,2 3,4%0,2 2,740,2 - 4,7+0,3 0,9850,| 5,1+0,3 4,5+0,3
(+)-Katehin 0,31+0,03 1,0+0,1 4,5+0,4 - - - 2,8+0,2 0,42+0,03 ,77&0,06
Gentistinska

kiselina

Kafena kiselina - - 0,24+0,01 0,32+0,02 - 0,41+0,02 0,19+0,01 - -
(-)-Epikatehin - - 0,18+0,01 | 0,21+0,01| - 0,22+0,0

p-Kumarinska | 55001 | 049:002| 041:00f 023:0d1  011:001 738003 | 064:0,02| 0,620,082 0,38:0

=

kiselina

Ferulna kiselina| 2,3+0,1 1,340,1 - 1,50,1 0,680,02 2,30,1 1,3#0,1 1,5%0,1 0,66+0,02

Salicilna 0,13:0,01

kiselina

Kvercetin - - - <LOQ - - - - -
Ukupno 3,5 55 8,6 4,8 0,8 8,5 6,1 7,6 6,5

a . L
Srednja vrednost + standardna devijacija

Rivero i saradnici (2005) su ispitivali u tri tippiva: tamnom, svetlom i
bezalkoholnom, sadrzaj ukupnih fenola, proantodjaa, katehina i melanoidina i
antioksidativnu aktivnost. NajviSe ukupnih polifém@§489 mg/l) i melanoidina (1,49 g/l)
su sadrzala tamna piva i to skoro dva puta vise fegalkoholna piva (Tabela 2.24). U
sva tri tipa piva odi@ena antioksidativna aktivnost je imala zajan stepen korelacije sa
sadrzajem ukupnih fenola, procijanidina, katehinglanoidina.
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Tabela 2.24. Antioksidativna aktivnost, sadrzaj ukgpnih fenola, procijanidina,
katehina i melanoidina u uzorcima piva (Rivero i sa, 2005}

Parametar Tip piva

Tamno Svetlo Bezalkoholno
Antioksidativna aktivnost (TEAC, mg/l) 99%9 71+4 36+17
Ukupni fenoli (GAE, mg/l) 489+52 380+6 2307
Procijanidini (mg/l, Cyn) 168+10 138+7 127+0,9
Katehin (mg/l, Cat) 6045 26+2 22+2
Melanoidini 1,49+0,02 | 0,61+0,04 0,58+0,01

# Rezultati su srednje vrednosti + standardna deijgjgdobijeni na osnovu 3est merenja)
Vrednosti sa 0znakanid © su znaajno razltite (p<0,05)

Lugasi i Hévari (2003) su ispitivali sadrzaj potifda i antioksidativnu aktivnost
svetlih (Chimay, Tuborg, Amstel, Spaten, Gold Fasstamnih piva (Leffe, DAB,
Borsodi). Metode za odteranje antioksidativne aktivnosti su bile: antifealska
aktivnost na DPPH radikale, redukciona sposobnoktipni antioksidativni status i
sposobnost heliranja (Tabela 2.25). Sadrzaj ukupolifenola u tamnim pivima (380-
600 mg/l) je bio viSi nego u svetlim pivima (27004vhg/l). Piva su imala zgajnu
antiradikalsku aktivnost na DPPH radikal pfemu su tamna piva pokazalacya
antiradikalsku aktivnost (37,8-56,86) u odnosu na svetla piva (58,8-116J3 Utvdena
je zn&ajna korelacija izm#u sadrzaja ukupnih polifenola i antiradikalske ahkdisti na
DPPH radikale. | svetla i tamna piva imala sucajrau redukcionu sposobnost. Takge
utvdena zn#&ajna korelacija izmdu sadrzaja ukupnih polifenola i redukcione
sposobnosti. Svi ispitivani uzorci piva su imalaZzajnu sposobnost heliranja (1,65-2,14)
I ukupni antioksidativni status (1,72-2,56 mmold gvetla i 2,06-3,08 mmol/l za tamna
piva).

Tabela 2.25. Sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidtivha aktivnost piva (Lugasi i
Hévari, 2003)

Ukupni DPPH Redukciona Ukupni Sposobnost
Naziv piva polifenoli® radikalf’, sposobno$t | antioksidativni | heliranj&, 1ml

(mg/l) ECs (ul) (ASE po ml) | statud (mmol/l) (Asge/ Asa)
Chimay 390 64,6 2,61 2,56 1,71
Tuborg 270 116,3 1,83 1,72 2,14
Amstel 400 66,7 2,53 2,36 1,80
Spaten 350 85,8 2,04 1,86 1,88
Gold Fassl 470 58,5 3,13 2,48 1,75
Leffe 440 56,6 2,69 2,64 1,81
DAB 380 64,9 2,04 2,06 1,74
Borsodi 600 37,8 3,36 3,08 1,94
Lager piva, srednja | 576, 75 | 7844235  2,43:051 2,20+0,38 1,8620,17
vrednost + SD
Tamna piva, srednjd 474,114 | 5314139  2,71%0,68 2,59+0,51 1,830,10
vrednost + SD

3 Sadrzaj ukupnih fenola izrazen kao ekvivalent g&fiseline? Odrativanje DPPH radikala spektrofotometrijskom metod&®s, je
koli¢ina uzorka potrebna za obezbojavanje 50% DPPHakdita na 517 nniRedukciona sposobnost je data u ASE koja pokazuje
kolicinu askorbinske kiseline izrazeneumol one redukcione sposobnosti koja je jednakakeidnoj sposobnosti 1ml uzrok8.
Ukupni antioksidativni status je meren paimdrandox Kit i izraZzena u Trolox ekvivalentini&Sposobnost heliranja bakra je izrazena
kao odnos vrednosti dobijene za uzorak na absdijbd86 prema 530 nm (0,5 i 1 ml) u reakcionoj sitlegja sadrzi C& jone i
tetrametilmureksid u heksamin puferu (pH 5,0). Udbsorbancija reakcione smese sa 1 ml destilovagie vmesto uzorka je 3,55 +
0,05.
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Walters i saradnici (1997) su utvrdili da (+)-kateh ferulna kiselina imaju
antioksidativne osobine tj. da (+)-katehin ,hvagdikasnije superoksid anjon radikal u
poreienju sa ferulnom kiselinom, a ferulna kiselna ja lonnogo efikasnija kao ,hvata
hidroksil radikala. (+)-Katehin je pokazivao proaetivne aktivnosti pri niskim
sadrzajima tokom oddévanja antiradikalske aktivnosti na hidroksil raalé dok ferulna
kiselina nije pokazivala prooksidativhe aktivhodilva jedinjenja inihibiraju lipidnu
peroksidaciju.

Sojevi Saccharomyces cerevisiaeoji nemaju sposobnost fermentacije daju
nepozeljne ukuse pivu kao Sto su ,fenolni“, ,biljfenolni“ i ukus na karanfid.
Dekarboksilacija fenolnih karboksilnih kiseling-Kumarinska, ferulna i sinapinska)
moza biti odgovorna za nastajanje takvih ukusaa Reja imaju fenolni ukus sadrze
zn&ajne koltine 4-vinilgvajakola, koji moze nastati dekarboéisijom ferulne kiseline
prisutne u sladovini tokom fermentacije (Thurstarubb, 1981). Sladovine fermentisane
sa divljim sojevima kvasca, koji nemaju sposobriesnentacije, sadrze 10 puta viSe 4-
vinilgvajakola u poréenju sa onima u uokajenom pivu (Villarreal i sar., 1986) (Tabela
2.26).

Tabela 2.26. Sadrzaj 4-vinilgvajakola u pivima fernentisanim sa pivskim kvascem i
divljim sojevima kvasca (Villarreal i sar., 1986)

Soj kvasca Sadrzaj 4-vinilgvajakola g/l)

Divlji kvasac 1154
Saccharomyces diastaticus 1914
Saccharomyces pastorianus 1035
Saccharomyces willianus 1333
Saccharomyces uvaryd+3015 132
Saccharomyces uvarym2270 150
Saccharomyces uvarymi+2036 115
Saccharomyces uvarym28C4 132

Neki divlji kvasci i bakterije imaju sposobnost dekarboksiluju ferulnu kiselinu
i stvaraju 4-vinilgvajakol i njihov fenotip je ozéen sa POF (POF="phenolic off-
flavour* — nepozeljni fenolni ukus). SojeBaccharomyces cerevisi&eji se koriste u
proizvodnji piva i ne poseduju sposobnost da sjuadavinilgvajakol oznaavaju se sa
POF. Prisustvo 4-vinilgvajakola u mnogim pivima gomjé donjeg vrenja i ,stout"
pivima je nepozeljno i moze sluziti kao indikatonfakcije divljim kvascima i
bakterijama. Méutim, u tradicionalnoj proizvodnji nerdleh pSenénih i ,Rauch” piva
se POF kvasci odabiraju za proizvodnju jer 4-vinilgvajakadoprinosi ukusu tih vrsta
piva (Madigan i sar., 1994). U Tabeli 2.27 su dsaidrzaji ferulne kiseline i 4-
vinilgvajakola u nekim komercijalnim pivima. Sadjiz4-vinilgvajakola su bili ispod
praga osetljivosti ukusa sem u pS@oim pivu.
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Tabela 2.27. Sadrzaji ferulne kiseline i 4-vinilgvgkola odredeni u pivima (Madigan

i sar., 1994)
Tip piva Ferulna kiselina (mg/l) 4-vinilgvajakol @)
Pivo gornjeg vrenja 0,52 0,04
Pivo donjeg vrenja 1,13 0,07
Stout 0,90 0,04
PSenéno pivo 2,50 0,68

U Tabeli 2.28 su dati sadrzaji ferulne kiseline 4vidilgvajakola tokom
fermentacije sa POFsojem kvasca. Retni sadrzaj 4-vinilgvajakola je posledica
termalne fragmentacije ferulne kiseline u toku pvodnje sladovine ili sterilizacije. U
toku fermentacije sadrzaj ferulne kiseline se smaaoko 70% od p&etnog sadrzaja.
Sadrzaj ferulne kiseline se smanjio za 3,8 mg/lpdgovarajdi porast sadrzaja 4-
vinilgvajkola je bio samo 2,1 mg/l umesto stehiongki ocekivanih 2,9 mg/l. Mogte
objasSnjenje je da je deo 4-vinilgvajakola ispam&dm fermentacije (Madigan i sar.,
1994).

Tabela 2.28. Sadrzaji ferulne kiseline i 4-vinilgvikola tokom fermentacije sa POF
sojem kvasca (Madigan i sar., 1994)

Dani Ferulna kiselina (mg/l)  4-vinilgvajakol (mg/I
1 55 0,36
2 5,3 0,31
3 4,8 0,27
4 5,0 0,28
5 4,5 0,36
6 4,1 0,66
7 2,8 1,68
8 1,7 2,44

Isparljiva fenolna jedinjenja doprinose aromi b&pablnih pta kao Sto su vimi
sokovi i kafa, kao i alkoholnih & kao Sto su pivo, vino, Seri i viski (Dorfner irsa
2003; Vanbenden i sar., 2008).

Hidroksi derivati cimetne kiseline povezani sa gahiaridima u sladu se tokom
proizvodnje piva oslolju i ekstrahuju. Dekarboksilacijom ili termalnom
fragmentacijom, ili enzimskom aktivn@s specijalnin sojeva kvasca, hidroksi derivati
cimetne kiseline, oddenije p-kumarinska i ferulna kiselina mogu se transforinisa
isparljiva fenolna jedinjenja 4-vinilfenol i 4-vilgvajakol. Ova jedinjenja imaju ztajan
uticaj na ukus piva. Ferulnaprkumarinska kiselina nema uticaja na ukus pivajger
njihov prag osetljivosti ukusa 660 i 520 mg/l. Paggtljivosti ukusa 4-vinilgvajakola je
samo 0,3 mg/l (Vanbeneden i sar., 2006). Tempexd&tomljenja je niza od 8C i nije
dovoljno visoka za termku dekarboksilaciju ferulne kiseline, pa se 4-gudjakol ne
nalazi u sladovini. Samo tokom rezima dugog i intemog kuvanja nastaju koncentracije
fenolnih jedinjenja iznad praga osetljivosti uk$anbeneden i sar., 2007).

Do dekarboksilacije ferulne kiseline mozecdasled visokih temperatura tokom
proizvodnje piva tj. tokom kuvanja sladovine sa home, zadrzavanja u virlpulu i
pasterizacije ili dejstvom enzima kvasca gornjegnja dekarboksilaze fenilakrilne
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kiseline (Padl enzim) tokom fermentacije (Vanbenedesar., 2008b). lako fenolne
kiseline ne utiu na aromu piva poZeljne su zbog svoje antioksidataktivnosti (Pascoe
i sar., 2003) i samim tim i po¥anja stabilnosti piva.

Ovo jedinjenje se smatra nepozeljnim kada je pmsut povéanom sadrzaju u
pivima donjeg vrenja pils tipa. S druge strane om® ukusu karakterigtine arome
belgijskih pSeninih piva (proizvedenih od nesladovane pSenice), aikim pSenénih
piva (proizvedenih od sladovane pSenice) i ,Rayakia. Pored toga, u mnogim svetlim
pivima gornjeg vrenja i specijalnim tamnim pivimenblni ukus je esencijalan za opsti
ukus (Vanbeneden i sar., 2008). Sadrzaj isparljifeygpinog jedinjenja 4-vinilsiringola
se poviSava tokom starenja piva lager tipa i veravanastaje kiselom hidrolizom
glikozida ili dekarboksilacijom sinapinske kiselif@allemien i sar., 2006).

Vanabeneden i saradnici (2008a) su dohadi sadrzaje slobodnih i vezanih
hidroksi derivata cimetne kiseline i isparljivinni@a u razkitim tipovima piva (Tabela
2.29). U pils pivima odreni su niski sadrzaji 4-vinilfenola (0,036-0,065 /thg 4-
vinilgvajakola (0,087-0,175 mg/l). PoSto su ovagobijena pomfu kvasaca donjeg
vrenja koji ne poseduju aktivhost dekarboksilazeilé&rilne kiseline (Padl enzim),
isparljivi fenoli su nastali u ovim pivima samo rratkom dekarboksilacijom tokom
tretmana na visokim temperaturama u procesu prdigeo (kuvanje sladovine i
pasterizacija). U pivima pils tipa samo 3,8-5,8%umarinske kiseline i 6,9-9,6% ferulne
kiseline podleze dekarboksilaciji. Piva gornjegrnjee kao pSewna piva i specijalna
svetla piva sadrzala su z@gno viSe 4-vinilfenola i 4-vinilgvajakola nego pivdonjeg
vrenja pils tipa. Kod specijalnih svetlih piva 2@®3,1% p-kumarinske i 23,2-98,6%
ferulne kiseline je dekarboksilacijom prevedeno dgavarajée isparljive fenole.
Specijalna svetla piva sadrze Zagmo viSe isparljivih fenola nego specijalna tanpna.
Ovo se moze objasniti inhibicijom dekarboksilacije tamnim sladovinama tokom
fermentacije ili zbog inhibicije aktivnosti cinamhoesteraze, tokom proizvodnje,
jedinjenjima prisutnim u tamnim sladovima.

Tabela 2.29. Sadrzaji slobodnih hidroksi derivata inetne kiseline i isparljivih
fenola u komercijalnim pivima (Vanbeneden i sar., 208a)

Pivo x+SD? (min-maxy (mg/l)

p-Kumarinska Ferulna Sinapinska 4-vinilfena| 4-vipvbjakol
Pils 1,340,501 | 2,00+0,450| 0,319+0,082| 0,044+0,012 | 0,138+0,037
(n=5y (0,798-1,94) | (1,32-2,43) | (0,208-0,426)| (0,036-0,065)| (0,087-0,175)
C;Zgjgomleg 0,924+0,169 | 1,160,804 | 0,275+0,077 | 0,30840,290 | 0,492+0,482
(n=5) (0,730-1,04) | (0,408-2,36)| (0,141-0,331)| (0,041-0,705)| (0,065-1,08)
Belgijsko pSenino | 0,906+0,431 | 1,47+0,428 | 0,393+0,085| 0,261+0,139| 0,733+0,391
(n=14) (0,348-1,67) | (0,897-2,02)| (0,283-0,516)| (0,055-0,488)| (0,136-1,52)
Nemako pSenino | 0,826+0,418 | 0,814+0,442 0,371+0,150| 0,374+0,217 1,110,570
(n=9) (0,204-1,34) | (0,354-1,77)| (0,133-0,602)| (0,046-0,846)| (0,165-1,96)
Specijalno svetlo 1,06£0,989 1,25+£1,06 | 0,370+0,180| 0,556+0,220 1,38+£1,03
(n=16) (0,129-2,77) | (0,071-3,27)| (0,155-0,775)| (0,206-0,963)| (0,470-3,76)
Specijalno tamno | 0,415+0,163 | 1,07+1,01 | 0,375+0,243| 0,207+0,207 | 0,514+0,427
(n=8) (0,199-0,597)| (1,097-3,20)| (0,092-0,879)| (0,047-0,663)| (0,053-1,12)
UKUPNO 0,903+0,597 | 1,27+0,808 | 0,364+0,152| 0,339+0,247 | 0,870+0,758
(n=58) (0,199-2,770)| (0,071-3,27)| (0,092-0,879)| (0,047-0,963)| (0,053-3,76)

&x+SD: Srednja vrednost * standardna devijacija
® (min-max): Opseg sadrzaja
°n: Broj analiziranih uzoraka
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U Tabeli 2.30 su prikazani sadrzaji ukupnih slalobbd vezanih hidroksi derivata
cimetne kiseline u komercijalnim pivima. Ukupni toélsi derivati cimetne kiseline u
pivu su jednaki zbiru slobodnih i estarski vezakikelina. Sadrzaj vezanih kiselina
izracunat je kao razlika ukupnih i slobodnih hidroksridata cimetne kiseline. Za svako
pivo sadrzaj slobodne ferulngpikumarinske kiseline je kompenzovan za sadrzaj jkoji
preveden do 4-vinilgvajakola i 4-vinilfenola. |z getaka datih u Tabeli 2.30 moze se
videti da su hidroksi derivati cimetne kiselinesoitni u pivu u vezanom oblikyo{
kumarinska do 76%, ferulna do 95% i sinapinska @ P(Vanbeneden i sar., 2008a).

Tabela 2.30. Sadrzaji ukupnih slobodnih (kompenzovwae za 4-vinilfenol i 4-
vinilgvajakol) i vezanih hidroksi derivata cimetne kiseline u komercijalnim pivima
(Vanbeneden i sar., 2008a)

x+SD? (min-max¥ (mg/l)
Pivo Ukupni _slobodni hidroksi derivati cimetne kiseling Vezani hidroksi derivati cimetne kiseline
Pﬁ*::ﬁ‘{f‘é‘sgﬁ +4-v'i:rﬁ[g\|/r;?akol Sinapinska | p-Kumarinska Ferulna Sinapinskg

Pils 1,40+0,517 2,18+0,490 0,319+0,082 | 0,585+0,480 10,1+2,26 1,96+0,333
(n=5f (0,847-2,03) (1,43-2,61) (0,208-0,426) | (0,155-1,27) (7,57-13,8) (1,58-2,44)
Pivo gornjeg vrenja| 1,33+0,329 1,79+0,481 0,275+0,077 1,04+0,160 11,7+1,28 2,11+0,111
(n=5) (1,05-1,69) (1,37-2,60) (0,141-0,331) | (0,926-1,15) (9,77-13,11) | (1,94-2,19)
Belgijsko pSenino 1,27+0,378 2,42+0,476 0,393+0,085 1,83+1,10 10,2+1,66 3,68+0,950
(n=14) (0,903-2,06) (1,54-3,01) (0,283-0,516) | (0,687-3,43) (7,25-13,0) (1,90-5,67)
Nemzko pSentno 1,359+0,409 2,24+0,667 0,371+0,150 2,370,977 9,80+0,852 3,82+0,781
(n=9) (0,681-1,974) (1,40-3,30) (0,133-0,602) | (1,26-4,11) (8,29-11,1) (3,04-5,38)
Specijalno svetlo 1,99+1,06 2,77+1,22 0,370+0,180 1,12+0,230 13,6+2,21 2,94+1,01
(n=16) (1,11-3,48) (1,24-4,85) (0,155-0,775) | (0,907-1,48) (9,48-16,3) (1,59-4,61)
Specijalno tamno 0,791+0,442 1,82+0,945 0,375+0,243 1,70+0,469 12,0+4,44 2,61+1,43
(n=8) (0,421-1,43) (0,610-3,27) (0,092-0,879) | (1,00-2,01) (9,07-20,8) (1,62-5,43)
UKUPNO 1,39+0,638 2,33+0,858 0,364+0,152 1,62+0,956 11,4+2,62 3,08+1,10
(n=58) (0,421-3,48) (0,610-4,85) (0,092-0,879) | (0,155-4,11) (7,25-20,8) (1,58-5,67)

@x+SD: Srednja vrednost * standardna devijacija
® (min-max): Opseg sadrZaja
°n: Broj analiziranih uzoraka

Isparljiva fenolna jedinjenja nastaju uglavhom emskom dekarboksilacijom
tokom fermentacije pa je izbor odgovaksgg soja kvasca vazan korak u kontrolisanju
finalnog sadrzaja fenolnih jedinjenja u pivu (Vanbden i sar., 2008). Matim,
primenom istog soja kvasca i parametara fermemtaggk dolazi do velikih razlika u
sadrzaju isparljivih fenola zavisno od SarZze. Owakaxuje potrebu za kontrolom
nastajanja prekursora koji se osldam tokom komljenja. Vazan parametar je izbor
odgovarajde sorte jéma tj. slada. Méutim, primena jedne sorte slada moze dovesti do
razlicitih sadrzaja isparljivih fenola u pivu, usled i&ilh uslova i parametara tokom
komljenja (Vanbeneden i sar., 2008b).

Ispitivanjem ukusa koji se menja tokom starenjaapitvideno je da je povezano
sa proizvodima Maillard-ove reakcije, nastajanjefmedrnih aldehida i estara,
degradacijom estara, nastajanjem acetala i etalagradacijom gorkih komponenata
hmelja (Vanbeneden i sar., 2008c).

Antioksidativnha aktivnost proizvedenog piva zawsglavnom od jednostavnih i
polimerizovanih polifenola i melanoidina. Procesijikse deSavaju tokom skladiStenja
piva su izuzetno slozeni. Mnogi od njih imaju ujecaa antioksidante prisutne u pivu,
iako intenzitet delovanja ovih efekata zavisi odtaaa piva i parametara skladiStenja.
Antioksidanti ,brzog“ delovanja su vazni tokom pesa proizvodnje piva dok su
antioksidanti ,sporog" delovanja mnogo vazniji tokekladiStenja piva. &gledan uticaj
kiseonika koji se nalazi u slobodnom prostoru izpach u ambalazte se ogledati u
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smanjenju antioksidativne aktivnosti piva 1 nastgja nepozeljnih ukusa piva
uzrokovanih starenjem (Chandra, 2002).

Stabilnost ukusa piva je jedna od najvaznijin tepnaarstva tokom poslednje
decenije. OpSte je prihdano da je sadrzaj kiseonika jedan od glavnih razlag
nestabilnost ukusa flaSiranog piva i oksidacijuociokproizvodnje piva. Kao posledica
oksidacije nastaju nepozeljni ukusi piva, dolazipdgave mutnée, menjaju se goina i
trpkost, a nekad i boja piva (Stephenson i saf32@hao i sar., 2006).

Oksido-redukciono stanje gotovog piva ima vrlo waiogu u stabilnosti ukusa
piva. Ovo zavisi od sadrzaja razlih komponenti piva koje su pod direktnim uticajem
redoks reakcija i antioksidativhog potencijala twk@rocesa sladovanja i proizvodnje
piva. Antioksidativni potencijal gotovog piva zavied polifenola, melanoidina i
redukujutih Se&era. Kiseonik prisutan u ambalaZzi se troSi tokotadiktenja i pogorSava
ukus piva. Ukoliko je sadrzaj kiseonika visi, pagpomje ukusa je ve. Antioksidativni
potencijal skladiStenog piva zavisi od ravnotezeatu raznih procesa i reakcija koje se
deSavaju tokom skladiStenja. #gim, tokom vremena kiseonik se troSi u reakcijasaa
antioksidantima i antioksidativha aktivnost se sju@n Ukoliko je antioksidativni
potencijal piva na punjenju visi, a uticaj prooksita nizi, proizvedeno pivée biti
stabilnijeg ukusa (Chandra i sar., 2000)

Poznato je da sadrzaj kiseonika u finalnom pakavgya mora biti Sto nizi
(Bamforth, 2006). Zahvaljufii modernoj opremi za punjenje piva sadrzaj kiseanik
flaSiranom pivu moze biti samo 0,1 mg/l, ali seatege promene ukusa ipak deSavaju.
Zbog toga se velika paznja mora posvetiti zasStiizvoju endogenog antioksidativnhog
potencijala tokom proizvodnje slada i piva (Uchid@no, 2000; Pascoe i sar., 2003).
Polifenolna jedinjenja, proizvodi Maillard-ove redjke i sulfiti se smatraju za tri glavna
antioksidanta piva. Polifenolna jedinjenja su odotidog interesa za pivare zato Sto
igraju glavnu ulogu u odlaganju, smanjenju ili sjar&anju oksidacionih procesa u
proizvodniji piva (Zhao i sar., 2006).

Antioksidanti, kao Sto su sulfiti, formaldehid ikasbati nekada su se dodavali u
toku proizvodnje piva da bi unapredili stabilno#tusa piva. Méutim, sumnja se u
efikasnost ovih jedinjenja. Pored toga, tezi sergemu upotrebe aditiva u proizvodniji
piva zbog strozijih zakona i zahteva poti&@aKao rezultat ovih nastojanja, paznja je
usmerena na endogene antioksidante piva i sir@ar@oizvodnju piva tj. f@am i hmelj.
Zbog toga je optimizacija prirodnih antioksidantgiuskom j&€mu i odabir sorti j&ma
sa najviSom antiradikalskom aktiviéos presudno za proizvodnju piva sa visokom
antioksidativnom aktivn@$l (Zhao i sar., 2008).

Nastajanje nepoZzeljnog oksidisanog ukusa piva jeezEno sa nastajanjem
isparljivin karbonilnih jedinjenja. Od ovilttans-2-nonenal se smatra jednim od glavnih
uzratnika ukusa na ,staro” pivo. Raciii mehanizmi nastajanjarans-2-nonenala iz
razlicitih prekursora su predloZeni: Streker-ova razgi@dminokiselina, oksidacija visih
alkohola uz @eXe melanoidina, oksidativha razgradnja izohumuloragolna
kondenzacija aldehida male molekulske mase i erkamb neenzimska oksidacija
masnih kiselina. Sadrz#jans2-nonenala se povava oko 3-9 puta tokom skladiStenja
na 20°C u trajanju do 6 meseci (Callemien i sd@Q62. Poznato je da izlaganje piva
svetlosti ima negativan uticaj na ukus piva. Opgeprihva&eno da je enzimska
degradacija lipida tokom sladovanja i komljenjeaépna autoksidacijom intermedijera u
varionici i pri finalnom pakovanju, glavni mehanmaoksidacije piva (Chandra i sar.,
2000; Keukeleire, 2000).
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2.11. Potencijalne promene ukusa tokom starenja pa’

Vecina jedinjenja za koje se smatra da sucajre za starenje piva, ngim za
ukus na ,karton* imaju karbonilnu grupu. Od svilrtk@nilnih jedinjenjarans-2-nonenal
je najvise istrazivan kao uzmok ukusa na ,karton®, ali ovo jedinjenje nije jedi
uzracnik. Nonenal je samo jedno iz grupe jedinjenja adgoih za dobijanje ukusa na
,staro” pivo. Sadrzaj ovih jedinjenja je veoma rkzkada se uporedi sa sadrzajima
njihovih prekursora. M&utim, nonenakiji je prag osetljivosti ukusa oko 0g/l ¢e
odmah biti priméen u ukusu piva (Bamforth, 2006). Pordns2-nonenala brojna
karbonilna jedinjenja imaju nizak prag osetljivositusa i mogu uticati negativho na
stabilnost ukusa piva dajumu gorak, oksidisani ukus na aldehide. Toas4-heptanal
(0,3-0,5ug/1), trans-2-oktenal (0,3-0,pg/l), n-dekanal (5-idg/l), trans-2-dekanal (Lg/l),
9-undekanal (140/1), 10-undekanal (3;@®/1), n-dodekanal (4g/l), n-undekanal (3-
4ug/l). Pored ovih, sadrzaj drugih karbonilnih jeéimja kao Sto su furfural (150 mg/l), 2-
metilpropanal (1 mg/l), 2-metilbutanal (1,5 mg/l3-metilbutanal (0,6 mg/l),
fenilacetaldehid (1,6 mg/l), propanal (2,5 mg/gskanal (0,3-0,4 mg/l) i heptanal (0,05-
0,1 mg/l) raste tokom skladiStenja piva (Waltesan., 1997).

Metaboli¢ki putevi sinteze nastajanja nepozeljnih jedinjenjaza ukus piva

Sledee reakcije mogu dovesti do stvaranja karbonilndingnja nepozeljenih za
ukus i miris piva (Wackerbauer i Hardt, 1997; Barttip2006):

+ Oksidacija visih alkohola

Oksidacija izohumulonaizo-a-kiselina

< Maillard-ova reakcija i Streker-ova razgradnja apkiselina
Oksidacija nezaéenih masnih kiselina

Aldolna kondenzacija aldehida malih molekulskih emas

R/
°e

*0

7
L X4

R/
°e

Oksidacija viSih alkohola katalizovana melanoidinina

Alkoholi u pivu mogu biti oksidisani do aldehida ymma melanoidina kao
oksidacionog sredstva. Molekularni kiseonik ne dupsi trenutno ovoj reakciji, ali je
moze ubrzati. Reakciju inhibiraju izohumuloni i peholi (Wackerbauer i Hardt, 1997).

Oksidacija izohumulona iizo-a-kiselina

Kiseonik u gotovom pivu ima jasan uticaj na oksipaezohumulona. Oksidacija
izohumulona ne piinje u pivu vé tokom kuvanja sladovine sa hmeljom. ViSi sadrzaji
aldehida se mogu detekovati u starom hmelju. Utiaponilnih jedinjenja nastalih
tokom kuvanja sladovine sa hmeljom ili poreklorrsiarog hmelja je mali jer se sadrzaj
isparljivih jedinjenja smanjuje isparavanjem tokdédjucanja sladovine. S druge strane,
pivski kvasac ima vrlo izrazenu redukcionudnanoze karbonilna jedinjenja redukovati
u odgovarajte alkohole (Wackerbauer i Hardt, 1997).

U sladovini se retko oksidiSu komponente ukusagujdi na mogdu uloguizo-a-
kiselina kao prekursora ukusa starog piva. Redukiobecni lanci izo-a-kiselina, koji
mogu da posluze kao zastita piva od svetlosti,azéafu se do karbonilnih jedinjenja
nepozeljnog ukusa i kao rezultat piva hmeljena sakem sredstvima su moZzda
otpornija na oksidaciju (Bamforth, 2006).
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Maillard-va reakcija i Streker-ova razgradnja amino kiselina

U Maillard-ovoj reakciji nastaju—dikarbonilna jedinjenja koja mogu da reaguju sa
amino kiselinama $to predstavlja Streker-ovu radmjia (Slika 2.7). Amino kiseline se
prevode u aldehide sa jednim ugljenikovim atomonmmjeaPolifenoli mogu igrati ulogu
katalizatora (Bamforth, 2006). Maillard-ova reakdijStreker-ova razgradnja odvijaju se
tokom susenja slada, a i tokom kfunja sladovine. Porast sadrzaja Streker-ovih aidehi
je takaie uaen tokom pasterizacije piva. Aldehidi koji nastajMaillard-ovoj reakciji i
Streker-ovoj razgradnji nisu mie najvaznijim nepozeljnim karbonilnim jedinjenjima
ukusa piva, iako se ukus na hleb koji nastaje topasterizacije piva pripisuje Streker-
ovoj razgradnji (Wackerbauer i Hardt, 1997).

NH
v
HaC COOH | HaC COOH 10
\T// - \jr/ — 22 > CHsCHO + NH3 + CO,

NH, NH

Slika 2.7. Streker razgradnja amino kiselina (Bamfeth, 2006)

Oksidacija nezaséenih masnih kiselina

Oksidativna razgradnja lipida koja vodi do rancistinge dobro poznat put u
starenju hrane. Moze se odigrati enzimskom ili zeeskom oksidacijom.

Oksidacija nezasenih masnih kiselina katalizovana lipoksigenazen klici
jeémenog zrna nalaze se dve lipoksigenaze — LOX-1 X{200ba enzima su izuzetno
osetljiva na poviSenu temperaturu i njihova aktsinge gubi tokom \éne rezima
suSenja slada, s tim da je LOX-1 malo otpornijaa@hbzima su sposobna da deluju na
polinezasiene masne kiseline (masne kiseline sa dve ili dgastrukih veza miu
atomima ugljenika). Ustvari, jedini z&gni supstrati poreklom iz ¢enenog slada su
linolna i linoleinska kiselina koje imaju dve, odimm tri dvostruke veze, ali je linoleinska
vaznija (Bamforth, 2006). Aktivnost lipoksigenazaisuzetno poviSava tokom klijanja i
predsusenja dok se inaktivira tokom suSenja sMtckerbauer i Hardt, 1997).

Lipoksigenaze prevode linoleinsku kiselinu u hidragksi kiseline. Lipidna
oksidacija se odvija naj¢en delom natvrstim ¢esticama komine, a ne u rastvoru. Ovaj
enzim je zn&ajan samo pri nizim temperaturama komljenja (nenpri52C). Aktivhost
ovog enzima je manja pri nizim pH vrednostima (§Egmforth, 2006).

Neenzimska oksidacija nez&siih masnih kiselina

Neenzimski put dovodi do nastajanja hidroperokssda kao i enzimski (Slika
2.8) (Bamforth, 2006). Iz linolne kiselina mogu tads tri hidroperoksida, dok iz
linoleinske Sest (de Man, 1999).
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polinezasicena
/\_/\_/\ masna kiselina
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nezasiéena karbonilna jedinjenja
(npr. malondialdehid)

Slika 2.8. Shematski prikaz oksidacije polinezaéenih masnih kiselina (Bamforth,
2006)

Za zapdinjanje ovog procesa autooksidacije potrebne sokeigeaktivnhe vrste
sposobne da privuku vodonik sa atoma ugljenika jeojrezan za drugi atom ugljenika
dvostrukom vezom. Nastali peroksil radikali mogu mlavzuku vodonikove atome pri
¢emu nastaju hidroperoksidi. Metim, samo ogragen broj radikalskih vrsta ima ovu
sposobnost. Dve od njih su reaktivne vrste kisearskiperoksid anjon radikal i hidroksil
radikal (Slika 2.9) (Bamforth, 2006).

hidroksil
. radikal
peroksid OH radia
perhidroksil ¢ donik
H02 022'_.H202 vodoni
H* 2H" ksid
singletni '\\. A PSS
kiseonik O 2 superoksid

5 O
\hO% anjon radikal
2

molekularni
kiseonik

Slika 2.9. Aktivacija kiseonika. Elektron mogu predati joni metala kao Sto su gvode
i bakar. hv = svetlost (Bamforth, 2006)

Aldolna kondenzacija

Reakcija aldolne kondenzacije (Slika 2.10) se @dizmelu aldehida ili ketona,
tokom kojetrans-2-nonenal moze nastati u reakciji izitaealdehida i heptanala. Druga
karbonilna jedinjenja mogu nastati na ovaginareakcijom sa ¢e&Zem imino kiseline
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prolina (prisutne u pivu) kao katalizatora. Mégye da aldehidi sa duzim lancem nastaju
na ovaj nain iz proizvoda Streker razgradnje, oksidacije tvigikohola ili razlaganja
gorkih materija (Bamforth, 2006).

Slika 2.10. Aldolna kondenzacija (Bamforth, 2006)

Smatra se da slobodni kiseonikovi radikali nastajmolekularnog kiseonika u
gotovom pivu tokom pasterizacije i iniciraju radiee reakcije i1 ubrzavaju starenje piva.
Ovo sugeriSe da se pogorSanje ukusa piva tokomenmstije zasniva na istim
reakcijama koje se odvijaju tokom skladiStenja pitereakcije se intenziviraju porastom
stepena pasterizacije (Kaneda i sar., 1994).

2.12. Nastajanje mutnée piva

Postoje tri principijelna puta pogorSanja kvalitptea tokom vremena: starenje tj.
promena ukusa piva, nastajanje mdma infekcija. Ukus piva se moze promeniti na
razlicite na&ine. Najvazniji je oksidacijom. Poznato je i prikeao da se reakcije
oksidacije mogu odigrati tokom celog procesa prodnje piva i da se ukus piva moze
narusSiti mnogo pre punjenja u ambalazu. Mam@iva moze nastati iz raglih
komponenata, ali principijelno nastaje unakrsninvgzivanjem odréenih proteina i
tanina (ili polifenola) (Bamforth, 2003).

Polifenoli u pivu mogu doprineti nastajanju muteo(Siebert i sar., 1996;
Siebert, 1999; Siebert i Lynn, 2006) koja moze Zaiilri do 55% polifenola (Tabela
2.31).

Tabela 2.31. Ukupni hemijski sastav mutnée piva (%) (Shadidi i Nazck, 2004)

Sadrzaj proteina  Sadrzaj polifenolaSadrzaj ugljenih hidrata Sadrzaj pepeld
40 45 2-4 1-3
58-77 17-55 2-12,4 2-14
40-76 17-55 3-13 -
15-45 1-3 50-80 -

Prema Siebert i Lynn (2001) polifenoli treba dajunaar dva mesta za vezivanje
da bi precipitirali u obliku mutn@e piva, od¢ega treba da imaju bar dve hidroksilne
grupe na aromatnom prstenu. Do naj¢eg zamdenja dolazi kada je broj mesta za
vezivanje polifenola i proteina priblizno isti. &thest fenolnih kiselina i dva flavonola
(kvercetin i kempferol), kao i (+)-katehin i (-)i&ptehin su identifikovani u etarskim
ekstraktima kiselo i alkalno tretirane muéeo Nage&i tipovi mutnaie piva su mutnéa
koja nastaje pri htenju i trajna mutnéa. Mutnd@a koja nastaje prilikom hd@nja se
definiSe kao mutnga koja nastaje na°G i nestaje usled zagrevanja piva — hladna
(reverzibilna) mutnéa. Mutn@a koja ostaje u pivu na ili iznad 2D se zove trajna
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mutnata (Shahidi i Nazck, 2004). Glavne komponente hladrngjne mutnée su:
polipeptidi, polifenoli i ugljeni hidrati sa minini@om kolicinom metala u neorganskom
pepelu (Dadic i Belleau, 1980).

Vezivanje polifenola za proteine raste sa porasbtoaja hidroksilnih grupa na
aromaténom prstenu, natito ako su vicinalni, i sa porastom molekulske mase
sloZzenosti jedinjenja. Jednostavni polifenoli retke vezuju sa proteinima dok se
jedinjenja sa dve ili tri hidroksilne grupe na aeti@nom prstenu vezuju u ¥em
stepenu, nakito kada su hidroksilne grupe blizu (Siebert i Lyr2®06). Proteini koji
stvaraju mutnéu poreklom su iz hordeina (prolamin&nea). Polifenolna jedinjenja koja
stvaraju mutnéu su proantocijanidini (dimeri i trimeri katehinapikatehina i
galokatehina) (Siebert i sar., 1996). Sadrza] pam@j@anidina u pivu je povezan sa
brzinom nastajanja mutde. Pokazano je da pivo proizvedeno izma bez
antocijanidina nije sklono stvaranju muéeoi bez stabilizacije piva, pod uslovom da se
hmeljenjem ne povisi sadrzaj polifenola (Siebesdi., 1996a).

Zamutenje koje nastaje pri htanju verovatno nastaje usled slabog
intermolekularnog vezivanja, dok se trajna mdmetvara nakon nastajanja aieog
broja kovaletnih veza iznde ¢estica mutnée. Smatra se da sestice mutnée sastoje
od jedinica molekulske mase 10000 do 100000 D&indepolisaharida i polipeptida u
pivu ima stalnu vediinu, dok je polifenoli dostizu kroz proces polineacije (Slika 2.11).
Oko 90% polifenola n&enih u ,starom” pivu imaju molekularnu masu 5001d@®00 Da,
dok se fenoli molekulske mase preko 10000 Da magfu $amo u tragovima. Zbog
njihovog hemijskog karaktera i reaktivnosti, patid mogu podléi oksidativnoj i kiselo
katalizovanoj polimerizaciji u pivu tokom skladigfa. Od polifenola prisutnih u pivu
stadijuma starenja. Katalizovana polimerizacija ifpobla se odigrava u kasnijim
stadijumima skladiStenja piva, kada skoro i nen$a viazduha u prostoru iznad povrSine
piva. Nastajanje kompleksa polimerizovanih polifensa polipeptidima, prvo preko
vodoninih veza, stvara prekomernu hidrofobnost. Neralivost ovog kompleksa i
usled toga nastajanje mutigosu uglavnom oddeni prirodom i distribucijom polifenola
u kompleksu (Shahidi i Nazck, 2004).

Jednostavni polifenoli
l Polimerizacija
Polifenoli (Tanini)
l Proteini iz piva
Taninsko-proteinski kompleks
l Agregacija
Cestice mutnée

Slika 2.11. WEe&e polifenola i tanina u nastajanju mutnae u pivu (Shahidi i Nazck,
2004)
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Koli¢ina nastale mutri@ zavisi od sadrzaja proteina i polifenola i ochayiog
odnosa (MikySka i sar., 2002). Ukoliko je sadrzaptpina koji westvuju u stvaranju
mutnate konstantan, a sadrzaj polifenola raste, mianwvo raste, dostize maksimum i
nakon toga opada. 8fio je i ako je sadrzaj polifenola kogestvuju u stvaranju mutde
konstantan, a sadrzaj proteina raste, migr@vo raste, dostize maksimum i nakon toga
opada. Pored navedenog i pH pivaceitina nastajanje muté® tj. pri porastu pH
vrednosti od 4 do 4,5 mutéa raste i dostize maksimum na pH 5 (Siebert i LR@®1).

Monomerra fenolna jedinjenja se tae nalaze u mutréd piva, metutim o
njihovoj ulozi u nastajanju mutike se joS uvek ne zna dovoljno zato Sto su uglavoibm
identifikovani nakon alkalne hidrolize mutf® ili u poliamidnim adsorbatima piva.
Brzina nastajanja mutkde zavisi od stepena polifenolne polimerizacije steaod
monomernih do dimernih, trimernih i kafre polimernih jedinica katehina. Struktura
polifenola igra ulogu u nastajanju muéeozato Sto procijanidin-B3 (katehin-katehin)
ubrzava nastajanje muié® brze nego procijanidin-B4 (katehin-epikatehinhgBidi i
Nazck, 2004). Antocijanidini (procijanidin, prodelidin) su glavne polifenolne
komponente mutri@. Katehin, metoksilovani fenoli i fenolne kiselingerulna,
sinapinska, vanilinska, siringinska, galna, protekaska i kafena) su ta#te
identifikovani u mutnéi piva. Hladna mutn@a sadrzi visSe jednostavnih polifenola, dok
trajna mutnéa sadrzi viSe kondenzovanih tanina (Dadic i Belld®80).

Dadic i Belleau (1980) su ispitivali sastav hladnejne mutnée (Tabela 2.32).
Mutnocée 1 i 2 su hladne, a 3 i 4 su trajne midoSveze pivo sadrzi oko 10 mg/l
fenolnih kiselina i daje oko 9 mg/l mutéem Mutn&a 1 je sadrzala samo okoug
fenolnih kiselina na 9 mg. To z¢iada je manje od 0,1% fenolnih kiselina prisutnih u
pivu preslo u mutnéu. Pivo drzano na 6C u trajanju od 72 sata (,forsirano” pivo)
imalo je 17 puta viSe muthe (mutn@a 4) od sveZzih piva (mutde 1 i 2). Meutim, pivo
skladisteno 2-4 nedelje n&@ sadrzalo je samo malo viSe muieo/mutnéa 3) od
svezeg piva. Udeo ukupnih polifenolnin monomera kejnalaze u mutdo3 je samo
malo viSi od onih koji prelaze u mutfio svezih piva (mutn@ 1 i 2). M@utim, udeo
ukupnih polifenolnih monomera koji se nalaze u rnoditiorsiranog piva (mutnéa 4) je
mnogo veéi od udela koji prelazi u mutia svezih piva.

Stabilizacijom piva sa PVPP uklanjaju se mnogiak#idanti i time se we na
ukus piva i na sadrzaj prirodnih antioksidanatapfPasar., 2001). Stabilizacija piva
tretmanom sa PVPP je uvek geaa smanjenjem ukupnih polifenola, flavonola, feitol
kiselina, glikozida flavonola, katehina, proantanidina i kompleksa polifenola i
proteina (McMurrough i sar., 1995). Deliéno uklanjanje polifenolnih frakcija
tretmanom piva sa PVPP snizava redukcionu sposblmb8 do 38%, ali néini pivo
kiselina poviSava stabilnost piva pri sadrzaju oda25 mg/l, ali pri viSim sadrzajima
deluje negativno na stabilnost piva. Ovo éyja na mogeénost da se ferulna kiselina u
pivu vezuje za mesta vezivanja proteina koji sfvarautnci i na taj n&in spre&ava
reakciju sa dimerima i trimerima katehina (Papgri,2001).

Whittle i saradnici  (1999) su odfeali uticaj dodatka PVPP
(polivinilpolipirolidon) u pivo na sadrzaj polifefe piva. PVPP je dodavan u k#hi od
20 g/l. Nakon dodatka PVPP-a u pivuécve ispitivanih fenolnih kiselina (vanilinska,
kafena, ferulna, sinapinska) je deléimo uklonjenja iz piva sa PVPP, dok su galna i
siringinska uklonjene u potpunosti.
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Tabela 2.32. Polifenolni monomeri u hladnim i trajnm mutnoéama (Dadic i Belleau,
1980)

L SadrZaj u mutng (ug/10Qug [ 10°)
Jedinjenje 1 5 3 7
Galna kiselina 5,3 5,9 3,5 7,5
Protokatehinska kiselina 6,0 5,0 5,4 17,8
p-Hidroksibenzoeva kiseling 18,5 13,4 43,0 22,5
D-(+)-Katehin 19,6 17,1 32,6 72,5
Vanilinska kiselina 5,7 5,6 5,3 18,2
Kafena kiselina 3,6 3,7 3,6 12,5
Hlorogenska kiselina 2,1 2,8 5,1 14,7
Siringinska kiselina 7,1 6,7 12,9 22,0
p-Kumarinska kiselina 4,6 4,6 7,3 20,0
Ferulna kiselina 15,3 15,0 22,9 40,5
trans-o-Kumarinska kiselina 2,5 2,8 2,5 4,7
Sinapinska kiselina 6,4 7,5 7,3 19,5
L-(-)-epikatehin 17,8 17,7 19,0 43,7
Kvercetin 8,2 8,7 6,4 5,7
Kempferol 10,7 9,0 7,1 9,0

Ukupno 133,4 123,5 183,9 330,0
Procenti 0,13 0,12 0,18 0,33
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2.13. Pregled metoda za odvanje sadrzaja ukupnih fenola, fenolnih kiselina i
antioksidativne aktivnosti

Metoda po Folin-Ciocalteu se vrleesto primenjuje za odievanje sadrzaja
ukupnih fenola u analizi hrane. Polifenoli reags@uFolin-Ciocalteu reagensom peimu
se reagens redukuje uzrokéijppromenu boje (nastajanja plave boje) koja se dagee
spektrofotometrijski (Siebert i Lynn, 2006). Ova toda je primenjena za oddévanje
sadrzaja ukupnih fenola udjau, slada i tokom sladovanja (Madhujith i sar., 00
Madhuijith i Shahidi, 2006; Lu i sar., 2007; Zhasar., 2008; Dviakova i sar., 2008) i u
vo¢nim sokovima i vinu (Tabart i sar., 2009).

Vecina analitekih procedura za oddevanje sadrzaja fenolnih kiselina usu,
zelenom sladu, sladu, hmelju, sladovini i pivu gsrrovana na HPLC (high-performance
liquid chromatography) tehnici (McMurrough i sat984; Maillard i Berset, 1995; Yu i
sar., 2001; Pascoe i sar., 2003; Kellner i sa032Callemien i sar., 2003; Garcia i sar.,
2004; Inns i sar., 2005; Jandera et al., 2005;dkmten i sar., 2006; Zhao i sar., 2006;
Vanbeneden i sar, 2006; Dvakova i sar., 2008; Kvasika i sar., 2008) sa raztim
vidovima detekcije (UV, ECD, MS). Gasnha hromatoggasa masenom spektrometrijom
(GC-MS) je primenjena za odiiwanje sadrzaja fenolnih kiselina u uljanoj repici
(Krygier i sar., 1982), pSenici (Wu i sar., 1999uWsar., 2000), aromg&him biljkama
(Fiamegos i sar., 2004; Proestos i sar., 2006)y smk brusnice (Zuo i sar., 2002) i
maslinovom ulju (Saitta i sar., 2002). U pregleddneraturi ne postoje podaci o primeni
GC-MS metode za odievanje sadrzaja fenolnih kiselina wpeu, sladu i pivu. Analiza
fenolnih kiselina u gasnoj fazi zahteva dodatnupnemu uzorka-derivatizaciju.
Procedura derivatizacije, koja se dege Koristi, je siliranje (Robbins, 2003). Silirange
idealna procedura za analizu neisparljivih i tembdhih jedinjenja metodom gasne
hromatografije. U porenju sa jedinjenjima iz kojih su nastali, trimetilsderivati su
viSe isparljivi, manje polarni i viSe termotolerant(Proestos i sar., 2003). Zbog
sloZenosti sastava uzorak&injenice da retenciono vreme zavisi od sastavakazor
uslova rada hromatografa u cilju sigurnije detekaij ovom radu je kor&n gasni
hromatograf sa maseno selektivnim detektorom. Owraiajem dobija se pored
retencionog vremena i maseni spektar jedinjenjaa k&g ispituju. Samim tim je
identifikacija mnogo preciznija nego primenom diugpova detektora.

Promene sadrzaja fenolnih kiselina i antioksidaiaktivnosti tokom sladovanja i
proizvodnje piva nisu detaljno ispitane. Ispitivasu uglavnom usmerena na deo procesa
sladovanja, nakito suSenje slada (Maillard i Berset, 1995; Madlar sar., 1996;
Woffenden i sar., 2002; Inns i sar., 2005), dokostale faze ovoga procesa @anje i
klijanje) manje ispitane.

Verdaro i saradnici (2008) su za osldébaje vezanih hidroksi derivata cimetne
kiseline iz j€ma koristili kiselu hidrolizu. Zupfer i saradnici498) su primenonu—
amilaze za razgradnju skroba izolovali ferulnu kmeiz jecma. Njihova procedura je
obuhvatala dva koraka: kiselu i hidrolizu amilazoakon koje je odiden sadrzaj ferulne
kiseline u opsegu 343-58(Qg/g. Bartolomé i Gémez-Cordovés (1999) su Kkoristili
komercijalne enzime (Viscozyme L, Ultraflo L, Termg i Lallzyme) za odréivanje
fenolnih kiselina u pivskom tropu. Andreasen i garai (1999) su koristili komercijalne
enzime za razgradnjéelijskin zidova. Enzimski tretmani su zZi@no poboljSavali
ekstrakciju fenolnih kiselina iz razi. Yu i saradinf2001) su uporedeli raZlte postupke
ektrakcije i hidrolize: a) ekstrakcija toplom vodaa slobodne fenolne kiseline, b) kisela
hidroliza za jednostavno esterifikovane fenolneelki®, c) kisela hidroliza péana
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hidrolizom o—amilazom za osloldanje fenolnih kiselina vezanih za skrob i¢sé
polisaharide i d) kisela i hidroliza-amilazom i celulazom za razgradréelijskih zidova
zrna j&ma da bi se oslobodile nerastvorne-vezane fenossdike. Yu i saradnici (2001)
su pokazali da priprema uzorka koja sadrzi hidokiselinom,a-amilazom i celulazom
daje najviSe sadrzaje fenolnih kiselina, Stodupel da je véina fenolnih kiselina u jamu
primarno vezana za druge komponente zrna (na prskesb, celulozu, 3-glukan,
pentozane i druge).

Za ekstrakciju fenolnih kiselina primenjuju se u@lpeni rastvaré: topla voda,
metanol, etanol, aceton i etil-acetat (Robbins,30&til-acetat se nég&e koristi za
ektrakciju fenolnih kiselina iz raziitih materijala i zitarica, ukljéujué¢i je¢am, slad i pivo
(Krygier i sar., 1982; Maillard i Berset, 1995; Ardsen i sar., 1999; Goupy i sar., 1999;
Bartolomé i Gomez-Cordovés, 1999; Hernanz i s&012 Adom i Liu, 2002; Robbins,
2003; Holtekjglen i sar., 2006; Mpofu i sar., 2006)

Elektron spin rezonancija (ESR) je spektroskopskatoda zasnovana na
rezonantnoj apsorpciji elektromagnetnogcéerga nesparenih elektrona u homogenom
magnetnom polju. U hemiji slobodnih radikala ESRkpskopija predstavlja osnovnu
eksperimentalnu tehniku za ispitivanje oksido-rexloikih procesa, biradikalskih i triplet
stanja molekula, strukture i reakcije polimera, am@hama organiskih reakcija slobodnih
radikala itd. Canadanowi-Brunet, 1997). ESR je jedina tehnika kojom se iivid
slobodne radikale direktno i spec¢iib, zato Sto detektuje prisustvo nesparenih ele&tro
(Halliwell i Whiteman, 2004; Halliwell i Gutteridge007).

ESR spektroskopija je izuzuetno osetljiva metodprkomogu da se detektuju
koncentracije slobodnih radikala i nize od*fmol/dn? pod uslovom da se radikali
zadrze u ispitivanom sistemu onoliko vremena kol&gotrebno da se detektuju. Za
analiziranje nestabilnih slobodnih radikala primgej se tzv. ,spin-trap” metoda.
Dodavanjem odi@enih organskih jedinjenja tzv. ,spin-trap-ova“ (dtaa“ radikala) u
sistem sa prisutnim reaktivnim radikalima, dasobnom reakcijom, nastaju relativho
stabilni radikali, pogodni za detekciju ESR spegkapijom Canadanovi-Brunet, 1997;
Halliwell i Gutteridge, 2007). Oddévanje endogenog antioksidativhog potencijala
pomuu ESR metode je veoma efikasno u préddmju stabilnosti ukusa piva. Tokom
poslednjih godina ESR metoda se sve viSe primergajedrdivanje antioksidativne
aktivnosti piva (Methner i sar., 2007). Antioksigag aktivnost se moze definisati kao
ECsp vrednost (mg/mL). E& vrednost se definiSe kao koncentracija ekstrakteepna
za “hvatanje” 50% DPPH ili hidroksil radikala podimenjenim eksperimentalnim
uslovima. Ovaj parameter gesto koristi kao mera antiradikalske sposobnosivé@er i
sar., 1992; Goupy i sar., 2003). ManjasgE®@rednost odgovara viSoj antioksidativnoj
vrednosti.

Pregledom literature u tehnologijima slada i pieklgiceno je da je za procenu
antioksdiativne aktivnosti ngg&e ispitivana antiradikalska aktivnost na stabilr@PBi
radikale spektrofotometrijiskom metodom i elektrompins rezonantnom (ESR)
spektroskopijom. Spektrofotometrijsku metodu zaedidanje antiradikalske aktivnosti
na DPPH radikale u §enu, tokom sladovanja i u sladu su primenjivali: @pusaradnici
(1999), Duh i saradnici (2001), Zhao i saradnid(@, 2008), Lu i saradnici (2007),
Dvorakova i sar. (2008). ESR metoda jéag@rimenjivanja za oddévanje antiradikalske
aktivnosti na DPPH radikale u pdenju sa spektrofotometrijskom metodom (Mikyska i
sar., 2005; Madhuijith i Shahidi, 2006).

Odretivanje antiradikalske aktivnosti na hidroksil raali je retko primenjivano
u jecmu i proizvodniji slada. U tu svrhu koégne su spektrofotometrijske metode (Zhao i
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sar., 2006) elektron spin rezonantna (ESR) spektroskofijah(i sar., 2001; Madhuijith i
Shahidi, 2006

Spektrofotometrijsku metodu za odreanje antiradikalske aktivnosti na DPPH
radikale u proizvodnji piva (u sladovini, ohmelj¢rsdadovini, mladom pivu i pivu) su
primenjivali: Lugasi i Hovari (2003) i Dostélek iakabin (2007). Krofta i saradnici
(2008) su isptivali antiradikalsku aktivnost na BPIPadikale hmelja i proizvoda od
hmelja ESR metodom.

Kaneda i saradnici (1988, 1994) su za detekcijurokill radikala u pivu
primenjivali ESR ,spin-trap“ metodu. Takaoka i sémeci (1988) su primenili ESR ,,spin-
trap“ metodu za detekciju hidroksil radikala u pinundustrijskim uslovima. Uchida i
Ono (1996) su razvili ESR metodu za ativanje nastajanja hidroksil radikala u pivu
primenom tzv. .forsir* testa na 8. Ovu metodu su primenjivali za odreanje
prisutnosti hidroksil radikala u fazama proizvodpjea (Uchida i Ono, 2000, 2000a).
Drugi istraziv&i su primenjivali ESR metodu za detekciju hidrokailikala u sladovini i
pivu primenom tzv. ,forsir* testa (Andersen i Skibd, 1998; Forster i saradnici, 1999;
Forster i Back, 2000; Franz i Back, 2002).
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3. MATERIJALI | METODE RADA
3.1. MATERIJALI
3.1.1. Hemikalije i pribor

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 5,5-dimetil-pirolin-N-oksid (DMPO),
Folin-Ciocalteu reagens, referentni standardp-hidroksibenzoeva, vanilinska,
gentistinska, protokatehinska, siringinsk@;kumarinska, galna, ferulna, kafena,
sinapinska, hlorogenska i elaginska kiselina siaviggme od Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, SAD).p-Aminobenzoeva kiselina (interni standard), heksathijl-acetat i
N,N-dimetilformamid (DMF) su nabavljeni od Merck #bnstadt, Nem&ka). Reagens za
derivatizaciju - BSTFA N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamid) + TMCS
(trimetilhlorosilan) je nabavljen od Aldrich CheralcCompany, Inc. (Milwaukee, WI,
SAD). Komercijalni enzimi Termamyl SGi{amilaza) i Celluclast (celulaza) su dobijeni
od Novozymes (Danska). Sumporna kiselina, natriga@tat, natrijjum-hlorid, natrijum-
karbonat, anhidrovani natrijum-sulfat i anhidrovapiridin su nabavljeni od Sigma-
Aldrich (Steinheim, Nemika).

Za filtraciju hidrolizovanih uzoraka ¢ena, namoéenog j€ma, zelenog slada,
slada i hmelja kori&n je filter papir MN 615 %, ptaika 240 mm (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren, Nent&a).

3.1.2. J&éam

U radu su kori&ne tri priznate sorte ozimog dvoredog pivskagna: NS 525,
NS 565 i NS 583 poreklom iz Instituta za ratarstpovrtarstvo, Novi Sad. Sorte NS 525
i NS 565 su priznate pivarske sortén@ u Srbiji i Evropskoj Uniji, dok je sorta NS 583
priznata pivarska sortagea u Srbiji.

3.1.3. Hmel

Za dobijanje ohmeljene sladovine kégs je hmelj, sorta Aroma, poreklom iz
Instituta za ratarstvo i povrtarstvo, Departmanaheeelj, sirak i lekovito bilje, Be&ki
Petrovac.

3.2. METODE RADA
3.2.1. Analiza j&ma

Analize j&ma su obuhvatale: meh&ke analize (hektolitarska masa, masa 1000
zrna, staklastost i sortiranje), fizioloSke anal(eaergija klijanja i hidrosenzibilnost) i
hemijske analize (sadrzaj vlage, sadrzaj proteiadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj fenolnih
kiselina i antioksidativha aktivnost). TehnoloSkiarametri jéma su odréeni
standardnim metodama po Analytica-EBC (1998) i MEKBA997).
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3.2.2. Mikrosladovanje

Prilikom proizvodnje slada primenjen je kigmsn postupak mikrosladovanja koji
se koristi u tehnoloSkim ispitivanjima ocene kwtht j&€ma tj. standardno
mikrosladovanje (Schuster i sar., 1999). Shema osladovanja data je u Tabeli 3.1.
Sladovano je po dva puta po 1,0 kg uzorka. Jedamakzje korigen za préenje
tehnoloSkih parametara, a drugi je kéeid za odréivanje sadrzaja ukupnih fenola,
sadrzaja fenolnih kiselina i antioksidativne aktishi kao i proizvodnju sladovine iz
proizvedenog slada. Mikrosladovanje svih Sest Waoja izvedeno u mikrosladari tipa
.Seeger® (PliderhausemMemaka). Voda koja je koriena tokom meéenja je bila iz
novosadskog vodovoda.

Tabela 3.1. Shema mikrosladovanja

1 dan 6 h maenja u vodi 1SC
18 h bez vode u némniku 15°C
> d 4 h m@enja u vodi 15C
. dan S
20 h bez vode u klijaliStu 2&
3. dan 2 h ma@enja u vodi 15C
22 h bez vode u KlijaliStu &
4. dan | klijanje na 15C; prevrtanje
5. dan | klijanje na 18C; prevrtanje
6. dan | klijanje na 18C; prevrtanje
7. dan | klijanje na 18C, prebacivanje u suSnicu, suSenje po zadatom gragr
8. dan su§¢nje zavrseno, otklicavanje slada, merenje oyaake u polietilenske
vrecice

Mikrosladovanje je obuhvatalo slegefaze: moéenje, klijanje i suSenje zelenog
slada. SuSenje je obavljeno po sleme programu za svetli slad: 12 sati na 40°C, 3% sa
na 60°C i 4,5 sata na 85°C. Tokom mikrosladovamgepi su stepen namienosti,
sadrzaj vlage zelenog slada, ukupni gubici (gutianjem i gubici na klicu) i oddevani
su sadrzaj fenolnih kiselina, sadrzaj ukupnih fan@ntioksidativna aktivnost.

3.2.3. Analliza slada

Analiza dobijenih sladova obuhvatala je: mekikaianalize (hektolitarska masa,
masa 1000 zrna i staklastost) i hemijske analiadrs) vlage, sadrzaj proteina, sadrzaj
ekstrakta grubo mlevenog slada, sadrzaj ekstraktanfilevenog slada, razlika ekstrakta
fino i grubo mlevenog slada, vreme é8eenja, brzina filtracije sladovine, boja sladoyine
viskozitet sladovine, pH sladovine, bistrina sladey sadrzaj rastvorljivog azota,
Kolbach-ov broj, Hartong-ov broj (VZ 48), sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj fenolnih
kiselina i antioksidativha aktivnost. TehnoloSkikpaatelji kvaliteta slada odtivani su
po standardnim metodama (MEBAK, 1997; Analytica-ER@98).
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3.2.4. Analiza hmelja

U hmelju su analizirani slediepokazatelji: sadrzaj vlage, sadrzaj ukupnih smola
sadrzaj a-kiselina. Ovi pokazatelji oddevani su po Analytica-EBC (1998). Pored
tehnoloSkih pokazatelja kvaliteta hmelja ativani su i sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj
fenolnih kiselina i antioksidativna aktivnost hnzelj

3.2.5. Priprema sladovine za fermentaciju

Sladovina je pripremana u Sest mesing&ae kupatila za odiezanje ekstrakta
slada na slede natin: 50 g fino samlevenog slada ukomljeno je sa @0@lestilovane
vode (temperirane u kupatilu za odiranje ekstrakta slada na“4h) i dalji postupak je
voden po Kongresnoj metodi za odieanje sadrzaja ekstrakta slada (Analytica EBC,
1998). Po zavrSetku postupka sladovina je profitra.

Ukupno je dobijeno oko 2000 ml sladovine. Za amalizimano je 300 ml (tokom
pripreme sladovine péano je vreme o$erenja, a hakon zavrSene pripreme dishani
su: sadrzaj ekstrakta, brzina filtracije, bistrisladovine, boja sladovine, pH vrednost
sladovine, viskozitet sladovine i sadrzaj rastwoly azota po standardnim metodama
analiza — MEBAK, 1997; Analytica EBC, 1998), 200 jalsterilisano za umnozavanje
inokuluma za fermentaciju, a oko 1600 ml je ohnmedjeiz dodatak 2,3000 g usitnjenog
hmelja u balonu zapremine 2 | uz povratni hladnydgrevanje je vrSeno porwobloge
za zagrevanje. Sladovina sa hmeljom je zagrevardjutanja i na temperaturi klfanja
drzana 1 sat. Nakon toga balon sa vrelom ohmeljestadovinom je hermetki
zatvoren. Hldenje je izvd@eno na sobnoj temperaturi 3-4 sata, a nakon togm ha
prenoSen u hladnjak, na temperaturu 6¢€.4U hladnjaku je balon sa ohmeljenom
»sterilnom* sladovinontuvan do sled&g dana. Sledeg dana je pod sterilnim uslovima
u ,Jaminar flow* komori uz plamenik ohmeljena slagiza odlivena u sterilne posude po
Erlenmajeru (sa Sirokim grlom) zapremine 2 | i zalezu je odvojeno oko 300 ml
(odrefivani su sledé pokazatelji: sadrzaj ekstrakta, gmra, boja, pH vrednost,
viskozitet ohmeljene sladovine, sadrzaj rastvastjvazota po standardnim metodama
analiza — MEBAK, 1997; Analytica EBC, 1998). Ohmeela sladovina je aerisana pola
sata. U modifikovan sterilan EBC cilindar (AnalgHEBC III, 1985) (zapremine 2,5 I)
uneSen je inokulum. Nakon aeracije ohmeljena sladoye pod sterilnim uslovima
prenoSena u EBC cilindar. Nakon zatvaranja fernrardadrZzaj je homogenizovan.

U svim proizvedenim sladovinama i ohmeljenim sladama su pored
tehnoloSkih pokazatelja odiigani: sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj fenolnihekisa i
antioksidativna aktivnost.

3.2.6. Priprema inokuluma za fermentaciju

Fermentacije su izviene saistom proizvodnom kulturom soja kvasca B koja je
storirana kao muzejska kulturacuva se na predmetu Mikrobiologija TehnoloSkog
fakulteta u Novom Sadu. Kultura je aktivirana pjaganjem na ,novu sladnu podlogu®
(NSI) (Vrbaski i Markov, 1992) (uslovi gajenja: vne 48-72 sata na temperatur3.
Suspenzijom fizioloski aktivne kulture (minimalnoxB’ ¢elija/ml) u fizioloskom
rastvoru zasejavane su podloge za gajenje inokulusiavi gajenja: vreme 24 sata na
sobnoj temperaturi pri meSanju od 300 o/min). Pgalaa gajenje inokuluma je bila
sladovina koja je pripremana za svaku fermentappgebno, odnosno inokulum je
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umnozavan na sladovini u kojég se vrSiti proces fermentacije. Beglija u suspenziji,
kao i u pripremljenom inokulumu odhiwan je metodom direktnog brojanja
mikroorganizama u t&im supstratima (Vrbaski i Markov, 1992).

3.2.7. Fermentacija

Fermentacija se sastojala od glavne i naknadneefgtanije. Glavne fermentacije
su izvaiene na 1€C u trajanju od sedam dana. Uzorci za ispitivanjaugzimani pod
sterilnim uslovima preko slavine na sredini fernoeat(Vrbaski i sar., 1992). Kvasac je
odvajan centrifugiranjem na 3000 o/min u trajangu 2 minuta. Kivete centrifuge su
hermetéki zatvarane nakon unoSenja uzorka.

Tokom fermentacije pteni su sled@ pokazatelji: sadrzaj alkohola, sadrzaj
ekstrakta, gdfina, stepen prave i prividne prevrelosti, boja, piednost, brojcelija
kvasca direktnom metodom (Vrbaski i Markov, 19929drzaj ukupnih fenola, sadrzaj
fenolnih kiselina i antioksidativha aktivnost. Tethwski pokazatelji su oddévani po
standardnim savremenim evropskim metodama andMEBAK, 1993; Analytica EBC,
1998).

Nakon zavrSene glavne fermentacije mlado pivo j¢ gi@rilnim uslovima i uz
uvodenje CQ, prenoSeno u dve sterilne boce i zatvarano kromskdtvardgem pod
sterilnim uslovima. Boce sa mladim pivom prenoSsnena naknadnu fermentaciju u
termostat na °C. Naknadna fermentacije je iatena u trajanju od 14 dana. Svakih
sedam dana uzimana je po jedna boca, odvojen gakw@entrifugiranjem na 3000 o/min
u hermettki zatvorenim kivetama i vrSeno je ispitivanje lstparametara koji su
odretivani tokom glavne fermentacije. Naknadna fermeajage prekidana nakon dve
nedelje i od dobijenog piva je odvojen kvasac ewgje ispitivanje istih parametara koji
su odréivani tokom glavne i naknadne fermentacije kaomktetna analiza piva.

Analiza gotovih piva je obuhvatala: sadrzaj alkehadadrzaj ekstrakta, sadrzaj
prividnog ekstrakta, goému, stepen prave prevrelosti, stepen prividne ngdesti, pH
vrednost piva, boju piva, sadrzaj rastvorljivog @zpo standardnim metodama analize,
sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj fenolnih kiselinatioksidativnu aktivnost i senzorne
osobine (ukus, miris, géina). TehnoloSki pokazatelji kvaliteta piva su ativani po
standardnim metodama analize (MEBAK, 1993; Analy&BC, 1998).

3.2.8. Odrdlivanje sadrzaja ukupnih fenola, sadrzaja fenolnih kselina i
antioksidativne aktivnosti (antiradikalske aktivnosti na DPPH i hidorksil radikale)

Priprema uzoraka jeéma, namatenog j&ma, zelenog slada i slada
Hidroliza

Uzorci je&ma, namoéenog j€éma, zelenog slada i slada su izloZeni hidrolizi
kiselinom (za oslokanje esterifikovanih fenolnih kiselinaj;amilazom (za osloldanje
vezanih fenolnih kiselina sa skrobom i drugim pathiaridima) i celulazom (za razgradnju
¢elijskog zida jéma i slada u cilju osloldanja fenolnih kiselina).

Odmerena je ekvivaltentna masa 11 g suve matezgeka j€ma ili nam@enog
jeéma ili zelenog slada ili slada, samlevena finoat#tatorijskom DLFU mlinu Buhler-
Miag (Braunschweig, Nendka) i obezma®na 3 puta sa po 30 ml heksana. Hidroliza je
izvodena po modifikovanoj metodi koju su predlozili Ysaradnici (2001). Odmerena je
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tatna ekvivalentna masa 10 g suve materije, obe@nag uzorka jgna ili nam@enog
jeéma ili zelenog slada ili slada u erlenmajeru si@&inim grlom i dodato je 100 ml 0,2
N rastvora HSQO, i zagrevano u kljgalom vodenom kupatilu 1 sat (pH 4,5). Kisela
hidroliza prekinuta je hienjem uzoraka u ledenom kupatilu na 20°C pre dadagkml
2,5 M vodenog rastvora natrijum-acetata. Pre d@dedktvora natrijum-acetata uzorci su
preba&eni u laboratorijskéaSe. Nakon podeSavanja pH na 5,0 dodatkom natagetata
uzorci su zagrevani na 85°C u kupatilu za ukomhgvalada. Dodata je teltha a—
amilaza (Termamyl SC) u viSku prema preporuci pradaca. Uzorci su drzani na ovoj
temperaturi 1 sat nakamga su ohkéeni na 65°C u kupatilu za ukomljavanje slada. Kada
je postignuta ova temperatura dodato je 10 ml 2,%obenog rastvora natrijum-acetata i
komercijalna celulaza (Celluclast) u viSku premeparuci proizvdaca. Uzorci su drzani
na ovoj temperaturi 6 sati nak@ega su hldeni na 20°C u kupatilu za ukomljavanje
slada i filitrirani kroz naboranu filter hartiju (dherey-Nagel 615 v4). Filtrat je kar@&h

za analizu sadrzaja ukupnih fenola, sadrzaja fémddselina i antioksidativne aktivnosti.

Ekstrakcija fenolnih jedinjenja

U preliminarnim istrazivanjima ispitivani su radti rastvar&i za ekstrakciju
fenolnih jedinjenja: metilen-hlorid, aceton, methnetil-acetat. NajviSi sadrzaji fenolnih
kiselina dobijeni su ekstrakcijom sa etil-acetatopa, je ovaj rastvataodabran za
ekstrakciju fenolnih jedinjenja.

U uzorke (dobijeni filtrat) dodata je sumporna kis& (do pH 1) i natrijum-hlorid
(2 g). Fenolna jedinjenja su ekstrahovana iz dabiggerastvora 4 puta sa etil-acetatom (4
x 30 ml). Organska faza je sakupljena i podeljendrngdnaka dela (za odtivanje
sadrzaja ukupnih fenola spektrofotometrijskom metodpo Folin-Ciocalteu, sadrzaja
fenolnih kiselina GC-MS analizom i antioksidativalktivnosti - antiradikalske aktivnosti
na DPPH i hidroksil radikale ESR analizom) i suS@neko anhidrovanog natrijum-
sulfata pre uparavanja do suvog na vakuum uparivaa temperaturi ispod 40°C.
Dobijeni ekstrakti su suSentuvani u eksikatoru. Suvi ostatak je rastvoren uaetetatu
za GC-MS analizu i N,N-dimetilformamidu (DMF) za redivanje sadrzaja ukupnih
fenola i antiradikalske aktivnosti na DPPH i hidsidkadikale.

Priprema uzoraka sladovine, hmelja, ohmeljene sladane, sladovine tokom
fermentacije, mladog piva i piva

Hidroliza

Uzorci sladovine, ohmeljene sladovine, sladovinfenmentaciji, mladog piva i
piva su izloZeni hidrolizi kiselinom (za oslatanje esterifikovanih fenolnih kiselina). U
uzorke (100 ml) je dodata sumporna kiselina (doI)H uzorci su drzani na sobnoj
temperaturi 1 sat. 1z uzoraka sladovine u fermgntacladog piva i piva kvasac je pre
hidrolize odvojen centrifugiranjem na 3000 o/mihermetéki zatvorenim kivetama.

Fenolna jedinjenja su iz hmelja ekstrahovana pmcgmuri koju su predlozZili
Asano i saradnici (1981): U 500 ml destilovane vadgrejane na 8C je dodato 5 g
fino samlevenog hmelja i nakon toga zagrevano gadhja uz povratni hladnjak i na
temperaturi kljdanja drzano 1 sat da bi se ekstrahovala fenolnaj¢ega. Zagrevanije je
vrseno poméu obloge za zagrevanje. Nakon toga, ekstrakt jeadehl na sobnu
temperaturu i filtriran kroz naboranu filter hantiMacherey-Nagel 615 Va).
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Dobijeni filtrat je izlozen hidrolizi kiselinom @isti n&in kao i uzorci sladovine,
ohmeljene sladovine, sladovine u fermentaciji, mtagiva i piva) dodatkom sumporne
kiseline (do pH 1) u trajanju od 1 sat.

Ekstrakcija fenolnih jedinjenja

U uzorke je dodato 2 g natrijum-hlorida (90 ml sleithe ili ohmeljene sladovine
ili sladovine u fermentaciji ili mladog piva ili ya ili ekstrakta hmelja nakon hidrolize).
Fenolna jedinjenja su ekstrahovana 4 puta etiladoet (4x 30 ml). Organska faza je
sakupljena i podeljena na tri jednaka dela (za dda@je sadrzaja ukupnih fenola
spektrofotometrijskom metodom po Folin-Ciocalteadrzaja fenolnih kiselina GC-MS
analizom i antioksidativne aktivnosti - antiraddded aktivnosti na DPPH i hidroksil
radikale ESR analizom) i suSena preko anhidrovaraigjum-sulfata pre uparavanja do
suvog na vakuum uparia na temperaturi ispod 40°C. Dobijeni ekstraktissigeni i
cuvani u eksikatoru. Suvi ostatak je rastvoren baetetatu za GC-MS analizu i N,N-
dimetilformamidu (DMF) za oddivanje sadrzaja ukupnih fenola i antiradikalske
aktivnosti na DPPH i hidroksil radikale.

Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola metodom po Folin-Cicalteu

Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima dobijenim tokanikrosladovanja i
proizvodnje piva je odvan spektrofotometrijskom metodom po Folin-Cioealtkoju
su opisali Singleton i saradnici (1999) i rezultsdi izrazeni u mg ekvivalenata galne
kiseline (GAE) po g suve materije uzorkacé@e, namoéenog j€ma, zelenog slada i
slada) ili mg ekvivalenta galne kiseline po 100 odorka (sladovine, ohmeljene
sladovine, sladovine u fermentaciji, mladog piyava).

Ukratko metoda se sastojala u slegta: dobijeni suvi ekstrakti su rastvoreni u
N,N-dimetilformamidu (DMF) da bi se dobila konceaatija 1 mg/ml. Reakciona smesa
pripremana je na sleéien&in: 0,1 ml ekstrakta + 7,9 ml destilovane vode % Ml
Folin-Ciocalteu reagensa i 1,5 ml 20% rastvorg(Q@@. Nakon 2 sata izmerena je
apsorbanca na 750 nm. Za kalibraciju je napravhsitvor galne kiseline 10 mg u 100 ml
destilovane vode. Od rastvora galne kiseline uzeransledé zapremine i prenoSene u
epruvete: 0,1 ml, 0,2 ml, 0,3 ml, 0,4 ml, 0,5 rAl6 ml. Nakon toga dodati su destilovana
voda (7,9-7,4 ml), Folin-Ciocalteu reagens (0,5 miastvor NaCOs; (1,5 ml). Slepa
proba se sastojala od: 8,0 ml destilovane vodem,bolin-Ciocalteu reagensa i 1,5 ml
rastvora NaCQ:s.

Odredivanje sadrzaja fenolnih kiselina GC-MS metodom
Priprema uzoraka za GC-MS

Etil-acetatni uzorci su upareni do suvog na vakuypariv&u na temeperaturi
ispod 40°C u zoni azota i ostavljeni na sobnoj erauri u eksikatoru da bi se potpuno
osusili. Suvi ostatak je rastvoren u anhidrovanandipu (koji je sluzio i kao rasvata
kao katalizator). U 40Qul ovog rastvora je dodato: 1Q@ sredstva za derivatizaciju
(BSTFA+TMCS), 10 ul rastvora internog standardg-@dminobenzoeva kiselina) u
piridinu 1 490l apsolutnog piridina. Uzorci su zagrevani 30 manna 75°C nakodega
su hlateni na sobnu temperaturu. Nakon stajanja na sdlengperaturi u trajanju od 4
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sata, uzorci su analizirani GC-MS metodom. Rastwiandarda za kalibraciju su
derivatizovani na isti r@n.

Priprema standarda za kalibraciju fenolnih kiselina

Osnovni rastvori su pripremani rastvaranjem pojatin 10 mg standarda 12
ispitivanih fenolnih kiselina u 10 ml piridina. Raidastvori standarda koji su sadrzali 12
fenolnih kiselina su pripremani meSanjem i razblagjem pojedinénih osnovnih
rastvora standarda da bi se dobile koncentracigpsegu 1-10Qug/ml. Radni rastvor
standarda je razblazivan da bi se dobile sled®ncentracije rastvora za kalibraciju: 1, 3,
5, 8, 10, 20, 30, 50 i 10@y/ml. Kalibracione krive su konstruisane linearnggresijom
udela povrSine pika pojeditiaog standarda fenolne kiseline prema internom sialdu
odnosu na koncentraciju.

Gasni hromatograf sa maseno selektivnim detektor(@&C-MS) i uslovi analize

Uzorci su analizirani na GC-MS sistemu Agilent Tiealogies 6890N/5975B.
Injektovana je zapremina od 3 pl u ,splitless” modm temperaturu injektora od 250°C.
Kao gas nosaje korigen helijjum, sa konstatnim protokom 1,2 ml/min. Regdnje je
izvrSeno na HP-5MS koloni (Agilent Technologies) loazi 5% fenil-metil-siloksana,
duzine 30 m, prnika 0,25 mm i debljine sloja 0,25 pm, uz temperaiyprogramiranje.
Program je obuhvatao petnu temperaturu od 50°C, zagrevanje do 130°C @mzind
20°C/min, zadrzavanje na 130°C tokom 1 min, zagrgvdrzinom od 9°C/min do
280°C, i zadrzavanje na toj temperaturi 11,33 nkao detektor je kori&en maseni
detektor sa elektronskom jonizacijom (70 eV). Terapga jonskog izvora bila je 230°C,
kvadrupola 150°C, a transfer linije 280°C. Akvizcie vrSena u SIM (,selective ion
monitoring”) modu.

Identifikacija i kvantifikacija fenolnih kiselina

Identifikacija fenolnih kiselina u svakom uzorku jevedena pordenjem
retencionog vremena i masenog spektra sa autanitistandardom. U svakom uzorku
kvantifikacija fenolnih kiselina je izvedena pdemjem povrSine pika identifikovane
kiseline i povrSine internog standardaaminobenzoeve kiseline, koncentracije 100
ug/ml. Merenja standarda za kalibraciju i svih ukarazvedena su u tri probe. Za
derivatizaciju  fenolnih  kiselina kokgn je BSTFA K,O-bis(trimetilsilil)
trifluoroacetamid) + TMCS (trimetilhlorosilan) reags. Trimetilsilil derivati fenolnih
kiselina su razdvajani i odtvani gasnim hromatografom sa maseno selektivnim
detektorom.

ESR analiza ekstrakata
Antiradikalska aktivhost na DPPH radikale
Antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih tokoprocesa sladovanja i
proizvodnje piva je odrena na osnovu antiradiklaske aktivnosti na stalfl@edifenil-

1-pikrohidrazil (DPPH) radikale, kao i na reaktivne hidroksilOH) radikale. Slobodni
radikali, nastali u ispitivanim sistemima, deteldov su primenom najsavremenije
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analittke metode za direktnu detekciju slobodnih radikal@lektron spin rezonatne
(ESR) spektrometrije. Slepa proba je sadrzalapd@4 mM rastvora DPPH u metanolu
i 200 ul N,N-dimetilformamida. Glavna proba je sadrzadaul 10 mg/ml rastvora
ekstrakta u N,N-dimetilformamidu, (20Q-ul N,N-dimetilformamida i 40Qul 0,4 mM
rastvora DPPH u metanolu. Koncentracija ispitivasiistrakata je bila u opsegu 0,1-1,0
mg/ml. SmeSa je meSana 2 minuta i preneta u kvakoriu Bruker ER-160FT. ESR
spektri su snimani na ESR spektrometru Bruker 3QREeinstetten, Nend&a) pod
sled€im uslovima:

« frekvencija modulacije 100 kHz

+ amplituda modulacije 0,256 G

% vremenska konstanta 40,96 ms
% vremenski opseg merenja 327,68 ms
%+ centar polja 3440,00 G
% ukupan opseg merenja 100,00 G
« frekvencija mikrotalasnog podfja 9,65 GHz

% jagina struje 5,00 x 10

% snaga mikrotalasnog podija 20 mW

< temperatura merenja 23°C

Antiradikalska aktivnost ekstrakata r&#ih koncentracija (AAppy na DPPH
radikale je definisana kao:

APypp =1000(h, - hx)/ho[%]
gde su ki hg visine drugog pika ESR spektra DPPH radikala sigpavne probe.

Dobijeni rezultati antiradikalske sposobnosti naPBPradikale su izrazeni kao
ECsp vrednosti. Antioksidativna aktivnost se moze dehti kao EG vrednost (mg/mL).
ECso vrednost je koncentracija ekstrakta potrebna zatdnje” 50% DPPH ili hidroksil
radikala pod primenjenim eksperimentalnim uslovir@aaj parameter séesto koristi
kao mera antiradikalske sposobnosti (Cuvelier i, d892; Goupy i sar., 2003). Manja
ECsp vrednost odgovara visoj antioksidativnoj vrednosti

Antiradikalska aktivnhost na hidroksil radikale

Za odrdivanje hidroksil radikala koréen je reakcioni sistem: 0,2 ml N,N-
dimetilformamida, 0,2 ml 10 mM #D,, 0,2 ml 10 mM FeGlx 4H,0 i 0,2 ml 0.3 M
DMPO u funkciji “spin trapa” (slepa proba). Utiaapitivanih ekstrakata na nastajanje i
transformaciju hidroksil radikala je ispitivan dekiam ekstrakta u Fenton-ov sistem u
opsegu koncentracija 0,1-1,0 mg/ml. ESR spektrssimani nakon 5 minuta na ESR
spektrometru Bruker 300Rheinstetten, Nend&a), pri sledéim uslovima spektrometra:

s frekvencija modulacije 100 kHz

% amplituda modulacije 0,512 G

% vremenska konstanta 81,92 ms
% vremenski opseg merenja 163,84 ms
%+ centar polja 3440,00 G
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% ukupan opseg merenja 100,00 G
« frekvencija mikrotalasnog podfja 9,64 GHz
< jagina stuje 2,00 x 10
% snaga mikrotalasnog podija 20 mW

% temperatura merenja 23°C

Antiradikalska aktivnost ispitivanih ekstrakata haroksil radikale (Aku) je
definisana kao:

AA,,, =100(h, - h,)/ hy[%],

gde su ki hy visine drugog pika ESR spektra DMPO-OH “spin atluitlikala slepe i
glavne probe.

Dobijeni rezultati antiradikalske sposobnosti ndrbksil radikale su izrazeni kao
ECsp vrednosti.

3.2.9. Statis¢ka obrada dobijenih rezultata

Statisttka obrada dobijenih rezultata dema je uz primenu kompjuterskih
programa Microsoft Excel i Statistica 4.5.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Rezultati analia jeéma

U ovom radu kori&ne su kao sirovine za proizvodnju slada tri ozsoete
jeéma: NS 525, NS 565 i NS 583. U Tabeli 4.1 dati exultati analize @na sorti NS

525, NS 565 i NS 583.

Tabela 4.1. Rezultati analize j&ma sorti NS 525, NS 565 i NS 583

* g. s.m. — grama suve materije, ** % s.m. - % smagerije

Parametar | NS525 | NS565 | NS 583
Senzorna ocena

Miris zrna svez, na slamu svez, na slamsvez, na slamu
Boja zrna svetlo zuta svetlo zuta svetlo zuta
Izgled zrna puna puna puna
Mehani¢ka analiza

Sortiranje:

iznad 2,8 mm (%) 53,9 54,8 75,2
iznad 2,5 mm (%) 42,1 40,9 21,4

| klasa (%) 96,0 95,7 96,6

Il klasa (%) 3,1 3,6 2,7

Il klasa (%) 0,9 0,7 0,7
Masa 1000 zrna (g s.m.*) 45,38 49,13 51,04
Hektolitarska masa (kg/hl) 71,4 71,0 74,2
Proséna staklastost (%) 22,01 24,36 27,72
FizioloSka analiza

Energija klijanja 3 dana (%) 99 98 99,5
Hidrosenzibilnost 3 dana (%) 0,5 1 0,5
Energija klijanja 5 dana (%) 100 100 100
Hidrosenzibilnost 5 dana (%) 0 0 0
Hemijska analiza

Vlaga zrna (%) 9,09 9,12 9,19
Proteini (% s.m.**) 10,90 10,30 12,30

Ispitivane sorte j@ma su prema senzornim osobinama imale zadovoljévaju
kvalitet (boja, miris i izgled zrna). Na osnovu udata analize @ma datih u Tabeli 4.1
moze se zakljiti da je udeo | klase kod sve tri sorte preko 9%rnatra se da jedam
ujedn&en ako je sadrzaj | klase preko 85% (Schuster.,i $899).

Masa 1000 zrna je bolji pokazatelj za ocentme od hektolitarske mase i u
korelaciji je sa sortiranjem i sadrzajem proteil@asa 1000 zrna je karakteristika sorte
jeéma (Schuster i sar., 1999). Sve ispitivane su invédeku masu 1000 zrna Sto je
pozitivan pokazatelj kvaliteta pivskogtjea. Hektolitarska masa ozimogipea je niza u
odnosu na jari jgam. Hektolitarska masa pivskogimea iznosi od 68 do 71 kg, a retko
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viSe. Za sve ispitivane sortetjaa hektolitarska masa je iznosila preko 71 kg &tgbar
pokazatelj kvaliteta jana.

Energija klijanja je pokazatelj zrelosticf@a. Energija klijanja nakon tri dana
treba da bude preko 96%, Sto sve ispitivane sadewljavaju. Hidrosenzibilnost ta&e
zavisi od stadijuma njegove tehnolosSke zrelostiajeduvid u osetljivost jama na
prisustvo povéane koltine vode tokom Klijanja (Schuster i sar., 1999pitlgane sorte
su imale vrlo malu hidrosenzibilnost (<10%). Isgaini uzorci su imali relativno nizak
sadrzaj vlage Sto je povoljno Zaivanje uzoraka. Sadrzaj proteina u pivskokmje
iznosi od 9 do 11,5% suve materije. Ako je sadpzajeina u jému viSi dobija se slad sa
nizim sadrZzajem ekstrakta i oteZzava se njegovaa@ee(Schuster i sar., 1999). Sorte NS
525 i NS 565 su imale zadovoljavéisadrzaj proteina prema navedenom Kkriterijumu,
dok je sorta NS 583 imala poviSen sadrzaj prot€ife30%).

4.2. Rezultati mikrosladovanja j&ma

Metoda mikrosladovanja je veoma rasprostranjenaresgitava dobijanje slada
iz male koltine je&ma (izmeu 100 g i 1 kg) pod standardizovanim uslovima.
Mikrosladovanjem se sladarska ili pivarska vredne&ina moze mnogo bolje proveriti
nego Sto je mogie putem analize §ena. Mikrosladovanje je nezaobilazno u ocetina
i utvrdivanju tehnoloskih postupaka rada u sladari, kao aceni novih sorti j@ma
(Schuster i sar., 1999).

U Tabeli 4.2 prikazani su rezultati mikrosladovasgati je&g&ma NS 525, NS 565 i
NS 583.

Tabela 4.2. Rezultati mikrosladovanja sorti j€¢ma NS 525, NS 565 i NS 583

Parametar NS 525 NS 565 NS 583
Vlaga | ma@enje (%) 31,85 31,88 30,25
Vlaga Il matenje (%) 39,55 38,84 38,22
Vlaga Il matenje (%) 45,88 45,45 44,89
Vlaga zelenog slada (%) 45,10 44,36 44,77
Vlaga slada (%) 4,20 4,50 4,60
Gubici ukupno (% s.m.* jana) 10,44 10,47 10,29

% gubitak disanjem (% s.m.gma) 6,64 7,31 7,56

¢ gubitak na klicu (% s.m. §ena) 3,79 3,15 2,73

* % s.m. — % suve materije

Za dobru razgrenost endosperma i postizanje optimalnih enzimakiivnosti,
potrebno je da stepen nateoosti j€ma bude oko 44-48%. Sve ispitivane sorte su nakon
mocenja imale visok stepen nagemosti (NS 525 — 45,88%; NS 565 — 45,45% i NS 583
— 44,89%). Najintenzivnija enzimska razgradnja deija tokom procesa sladovanja i
pripreme sladovine. Polifenoloksidaze se &ma nalaze u znatnom sadrzaju. Njihova
sinteza se u toku klijanja odvija brzo, pamu je porast aktivnosti najieod prvog do
treceg dana klijanja. VisSi stepen natemosti uslovljava brzu aktivaciju ovih enzima u
toku klijanja, pricemu se postizu i v¥e krajnje vrednosti aktivnosti. Posebno pri stepenu
namaenosti viSem od 40% k@ina enzima u toku poslednja tri dana neSto opada.
Sadrzaj polifenoloksidaza na kraju klijanja zaws&l sorte i uslova kultivacije ¢ena
(Schuster i sar., 1999).
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Ukupni gubici tokom sladovanja pri proizvodnji fog slada ne treba da budu

viSi od 10,5% (Kunze, 1998). Analizirgjugubitke za ispitivane sortegma, moze se

zakljwiti da sve ispitivane sorte gma imaju ukupne gubitke nize od 10,5%.

Sladovanjem sorte NS 583 ostvareni su najnizi gutie,29%). Meéutim, ova sorta je

tokom ma@enja primila najmanje vlage $to se moZe objasistinvsadrZzajem proteina u

odnosu na sorte NS 525 i NS 583.

4 3. Rezultati analia slada

U Tabeli 4.3 prikazani su rezultati analize proeeih sladova koji su kokigni

za proizvodnje sladovina.

Tabela 4.3. Rezultati analize proizvedenih sladova

Parametar NS 525 NS 565 NS 583
Senzorna ocena
Boja zrna Zuta Zuta Zuta
Miris zrna Cist, speciftan| ¢ist, speciféan| ¢ist, speciféan
Mehani¢ka analiza
Masa 1000 zrna (g s. m.*) 34,63 34,79 34,91
Hektolitarska masa (kg/hl) 53,3 53,4 51,7
Proséna staklastost (%) 0,0 0,0 0,0
Hemijska analiza
Vlaga slada (%) 4,20 4,50 4,60
Ekstrakt fino mlevenog slada (% s.m*) 78,12 77,49 75,41
% vreme oSéerenja (minuta) do 10 do 10 do 10
% bistrina sladovine bistra bistra bistra
¢ boja sladovine (EBC jedinica) 2,5 3,0 2,5
¢ miris sladovine odgovarajdi | odgovarajéi | odgovarajdi
¢ ukus sladovine odgovarajdi | odgovarajdi | odgovarajdi
¢ filtracija (minuta) 14 14 20
% pH sladovine 5,63 5,65 5,64
¢ rastvorljivi azot (mg/100ml) 77,63 72,38 77,98
%+ rastvorljivi azot (% s.m.) 0,69 0,64 0,69
% viskoznost (mPas, 8.6%e) 1,550 1,575 1,598
Ekstrakt grubi (% s.m.) 77,63 76,95 74,74
Razlika ekstrakta (% s.m.) 0,49 0,54 0,67
Proteini (% s.m.) 10,47 10,02 12,02
Kolbach-ov broj (% s.m.) 40,22 40,20 36,10
Hartong VZ 48C (% s.m.) 36,39 36,26 35,09

* g. s.m. — grama suve materije, ** % s.m. - % smagerije
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Vlaga svetlog slada po JUS-u (1997) treba da bafleSe 5,5%. Proizvedeni slad
ispitivanih sorti zadovoljava ovaj kriterijum. Nasmovu rezultata staklastosti svih
proizvedenih sladova moze se zaéifuda je staklastost ena bila “dobr@éudna” i da je
najverovatnije uzrokovana visokim temperaturamaotoksazrevanja i Zetve g@ma
(Schuster i sar., 1999). Dobro raztga slad ima hektolitarsku masu ispod 55 kg
(Schuster i sar., 1999) i svi ispitivani uzorci aadljavaju dati kriterijum. Masa 1000
zrna slada iznosi od 25 do 35 g suve materijea Rr2dnost uptuje na bolje razgren
slad (Schuster i sar., 1999). Proizvedeni sladowgiu vrednosti mase 1000 zrna ispod 35
g suve materije, pa ovaj pokazatelj ukazuje darsizyedeni sladovi dobro razgteni.

Ekstrakt slada predstavlja najvazniji ekonomski guatelj kvaliteta slada.
Prosé€ne vrednosti za ekstrakt slada na suvu materiju sgranicama od 76-84%
(Schuster i sar., 1999). Na osnovu rezultata zarasfino mlevenog slada datih u
Tabeli 4.3, moze se zakéi da je slad NS 525 i NS 565 imao odgovatajsadrzaj
ekstrakta, dok je slad NS 583 imao nesto nizi sgdizstrakta.

Vreme oSéerenja predstavlja aktivnost-amilaze u njemu, odnosno dijastatsku
snagu slada. Za svetli slad utdjene vrednosti su 10-15 minuta (Schuster i sQA9)L
Svi proizvedeni sladovi su imali odgovarégwreme o3& renja (do 10 minuta).

Schuster i saradnici (1999) navode da je boja siaddkarakteristina za tipove
slada. Za svetli slad je u granicama 2,5-4,5 jeeitBC, a po JUS-u (1997) najviSe 4,5
EBC jedinice. Ispitivani sladovi su imali boju stadhe 2,5 i 3,0 EBC jedinice.

Dobijene sladovine su bile bistre, Sto je znak dobazgrdenosti slada i
odgovarajdeg postupka suSenja. Miris, ukus i brzina filtracigladovine su bili
uobicajeni za svetli slad. pH vrednost sladovine zalissktd je u granicama od 5,5-6,0
(JUS, 1997). Po ovom pokazatelju svi ispitivandsha zadovoljavaju navedeni standard.

Viskoznost kongresne sladovine pkemata na 8,6% ekstrakta je u granicama
1,4-1,9 mPas. Na viskoznost bitnocutidekstrini i-glukan, dok S&ri imaju maniji
uticaj (Sadosky i sar., 2002). Na osnovu vrednasskoznosti svih proizvedenih
sladovina, sladovi su bili dobro razgeani.

U sladu sadrzaj proteina ne sme da bude preko 10gb8ivu materiju (Schuster i
sar., 1999). Kao Sto se iz rezulata datih u Ta#h&imoze zapaziti sadrzaj proteina u
uzorcima NS 525 i NS 565 bio je odgovatajudok je u uzorku NS 583 bio povisen.
PoviSen sadrzaj proteina u sladu NS 583 je uzrakowsokim sadrzajem proteina u
jecmu.

Sadrzaj rastvorljivog azota i Kolbach-ov broj prieddaju stepen razgdanosti
proteina slada. Proizvedeni sladovi imali su sgdm@stvorljivog azota NS 525 - 77,63;
NS 565 — 72,38 i NS 583 — 77,98 mg/100ml i Kolbaghbroj NS 525 - 40,22; NS 565 —
40,20 i NS 583 - 36,10%. Prema Kolbach-ovom brogleau rastvorljivog azota u
ukupnom azotu je dobar za sorte NS 525 i NS 56% o za sortu NS 583
zadovoljavajdi (Schuster i sar., 1999).

Razlika ekstrakta fino i grubo mlevenog slada piedgm kriterijum citoliticke
razgralenosti i ocenjuje se prema odgovaéajuskali, i na osnovu podatka u Tabeli 4.3,
moze se zaklgiti da je razgrdenost svih proizvedenih sladova dobra (ispod 2,0%& s
materije).

Hartong VZ 48C ukazuje na aktivnosti svih enzima uz izuzeialamilaze. Ako
je sladovanje obavljeno dobro, ova vrednost se ¢awse paralelno sa porastom
razgradnje proteina, tale i sa sadrZzajenu—aminoazota u kongresnoj sladovini.
Uobicajena vrednost za Hartong VZ°45iznosi 36% i po ovom pokazatelju proizvedeni
sladovi NS 525 i NS 565 zadovoljavaju kriterijum.
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Na osnovu rezultata ispitivanih parametara datifabeli 4.3 moze se zakdji
da su proizvedeni sladovi dobro razigai (na osnovu vremena @ég&eenja, razlike
ekstrakta, viskoznosti i Kolbach-ovog broja).

4.4. Rezultati sadrzaja ukupnih fenola u j€mu, namatenom je&¢mu, zelenom sladu i
sladu

Pre odrdivanja sadrzaja ukupnih fenola u uzorcima izvrSgnalibracija i
kalibraciona kriva data je na Slici 4.1. Kalibracjg izvrSena sa standardnim rastvorima
galne kiseline. Na osnovu kalibracione krive i apsocije za ispitivane uzorke iztaat
je sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima, a rezultatizazeni u mg ekvivalenata galne
kiseline (GAE) po g suve materije uzorkacé(e, namoéenog j€ma, zelenog slada i
slada) ili mg ekvivalenta galne kiseline po 100 odorka (sladovine, ohmeljene
sladovine, sladovine tokom fermentacija, mladogapiwpiva). Linearnost primenjene
metode je bila zadovoljavaja Sto se moze zakfjiti na osnovu koeficijenata
determinacije koji je 0,9992.
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Slika 4.1. Kalibraciija standardnih rastvora galnekiseline

Tri sorte j€@ma, NS 525, NS 565 i NS 583 su sladovane ¢gra su promene u
sadrzaju ukupnih fenola (TPC) i rezultati su préaizna Slici 4.2. Sadrzaj ukupnih
fenola u uzorcima jama su bili 0,76, 0,751 0,70 mg GAE/g suve matexgeNS 525, NS
565 i NS 583. Dobijeni rezultati su u saglasnostiezultatima Ragaee i saradnika (2006)
koji su u j&mu odredili sadrzaj ukupnih fenola od 0,879 mg GA\Riive materije, ali su
nizi od rezultata koje su dobili Maillard i saradinf1996) i Zhao i saradnici (2008). Ova
razlika je mozda zbog razitih sorti jeéma ili primenjenih metoda ekstrakcije. Tokom
mocenja sadrzaj ukupnih fenola se péae za 21,05%, 18,67% i 18,57% za NS 525, NS
565 i NS 583. U toku prvog dana klijanja sadrzajuih fenola se povisio za 7,61%,
8,99% i 13,58% za NS 525, NS 565 i NS 583. Tokoiarh, sadrzaj ukupnih fenola se
blago snizio u svim uzorcimadma. Sadrzaj ukupnih fenola se povisio tokom suSenja
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svih ispitivanih sorti jegma za: 1,05%, 1,07% i 1,11% za NS 525, NS 565 i5383.
Sadrzaj ukupnih fenola u svim proizvednim sladov{®&6; 0,94 i 0,91 mg GAE/g suve
materije za NS 525; NS 565 i NS 583) je bio viSisadirzaja u @mu, Sto je skladu sa
rezultatima koje su dobili Maillard i saradnici @) i Dvarakova i saradnici (2008). Ako
je slad dobro razgden, sadrzi viSe rastvorljivih polifenola, antoci@dina i tanina
(Schuster i sar., 1988). Svi proizvedeni sladovsadrzali viSe ukupnih fenola u odnosu
na j&am iz kojeg su proizvedeni Sto Wpie na zakljdak da su zrna ¢ena tokom
proizvodnje slada dobro razgema pricemu su se fenolna jedinjenja najverovatnije
oslobodila iz vezanog oblika. Pokazatelji dobregratenosti slada dati u Tabeli 4.3
doprinose ovom zakljiku. Sorta NS 525 je imala najviSi sadrzaj ukupmhadla tokom
svih faza sladovanja, dok su sorte NS 565 i NSi&&8e nize sadrzaje ukupnih fenola.
Najnizi sadrzaj ukupnih fenola imala je sorta NS.58

1,1 1
‘—0— NS 525 —— NS 565 —&— NS 583‘

2
7 1,0 1
R
)
1S
< .. 09
]
o 2
“c— @®©
= = 0,8 1
o
>
X
=)
N 071
§e)
&

0,6 T T T T 1

Jeéam Namo €eni je éam Prvidan klijanja Zeleni slad Slad
Proces sladovanja

Slika 4.2. Promena sadrzaja ukupnih fenola tokom pocesa sladovanja sorti j&ma
NS 525, NS 565 i NS 583. Vertikalne linije predstaljaju standardnu devijaciju
(n=3) za svaku vrednost.

4.5. Rezultati sadrzaja fenolnih kiselina u jmu, namatenom je&ému, zelenom
sladu i sladu

Strukture ispitivanih fenolnih kiselina i njihovibdgovarajudih trimetilsilil (TMS)
derivata dati su u Tabeli 4.4.
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Tabela 4.4. Strukture ispitivanih fenolnih kiselina i njihovih odgovarajuéih

trimetilsilil derivata

Fenolna kiselina

Trimetilsilil derivat (TMS) fenolne
kiseline

HO COOH

0

p-Hidroksibenzoeva kiselina

0O
TMSO

?

OTMS

HO COOH

Vanilinska kiselina

TMSO
OTMS

_O. ;&
@]

OH

COOCH

ol

HO
Gentistinska kiselina

OTMS

OTMS

by

TMSO

HO COOH

e

Protokatehinska kiselina

TMSO

b

OTMS
TMSO

COOH

I
@)
Kj\

Siringinska kiselina

TMSO
OTMS

/O@/O\
(@]

HO

9

COCH
p-Kumarinska kiselina

COOH

I

O
I I
O O

Galna kiselina

\ COOCH

I
o
/O. ;

Ferulna kiselina

TMSO—%<::>>—ﬂ%L_<?TMS
\
0
TMSO
0
TMSO
OTMS
TMSO
TMSO—%g::>>—ﬂ%L_<?TMS
\
0 0
\
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HO

HO
COCH

Kafena kiselina

TMSO

TMSO@—\\_<OTMS
\

O

Sinapinska kiselina

J J
HO \ coon Tmso%OTMS
o \
o 0
\ \

Elaginska kiselina

HO OH TMSO OTMS
H04©—\\_<0—Q TMSO \ P2
Hlorogenska kiselina
(0]
HO O TMSO O
OO | o OD)ome
Vs OH o) OTMS
O
(@]

Detekcija je izvedena u SIM (,selective ion monimgr) modu i pikovi su

identifikovani i kvantifikovani poméu retencionih vremena i karakteréstih jona datih

u Tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Retenciona vremena i karakteriséni joni prisutni u masenim spektrima
siliranih (TMS) derivata® u standardnim rastvorima i dobijenim ekstraktima

Fenolna kiselina Retenciono vreme (MiN)RST (%) | Karakteristni joni
p-Hidroksibenzoeva 16,160+0,001 0,005 267,00; 223,10
Vanilinska 17,856+0,001 0,004 297,10; 267,00
Gentistinska 18,042+0,023 0,127 355,10; 356,10
Protokatehinska 18,543+0,001 0,003 193,00; 370,1
Siringinska 19,421+0,004 0,021 327,10; 342,1(
p-Kumarinska 19,825+0,001 0,003 293,10; 219,00
Galna 20,151+0,001 0,006 458,20; 281,00
Ferulna 21,458+0,001 0,004 338,10; 323,1(
Kafena 21,934+0,001 0,004 396,10; 219,00
Sinapinska 22,958+0,001 0,003 368,10; 338,10
Hlorogenska 32,797+0,005 0,014 345,10; 255,10
Elaginska 36,283+0,014 0,039 590,20; 575,20
p-Aminobenzoeva (IS 18,629+0,024 0,130 267,00; 193,00

3 |dentifikovani kao trimetilsilil (TMS) derivat® Svaka vrednost je srednje retenciono vreme + atand devijacija (SDY, RSD =

SD/srednja vrednost 100

79



Doktorska disertacija mr Jede. Pejin

Na Slikama 4.3-4.14 dati su maseni spektri triragiil (TMS) derivata p-
hidroksibenzoeve, vanilinske, gentistinske, protekanske, siringinskep-kumarinske,
galne, ferulne, kafene, sinapinske, hlorogenskagieske kiseline.
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Slika 4.3. Maseni spektar trimetilsilil (TMS) derivata p-hidroksibenzoeve kiseline
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Slika 4.4. Maseni spektar trimetilsilil (TMS) derivata vanilinske kiseline
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Slika 4.5. Maseni spektar trimetilsilil (TMS) derivata gentistinske kiseline
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Slika 4.6. Maseni spektar trimetilsilil (TMS) derivata protokatehinske kiseline
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Slika 4.7. Maseni spektar trimetilsilil (TMS) derivata siringinske kiseline
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Slika 4.8. Maseni spektar trimetilsilil (TMS) derivata p-kumarinske kiseline
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Slika 4.9. Maseni spektar trimetilsilil (TMS) derivata galne kiseline
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Slika 4.10. Maseni spektar trimetilsilil (TMS) derivata ferulne kiseline
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Slika 4.11. Maseni spektar trimetilsilil (TMS) derivata kafene kiseline
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Slika 4.12. Maseni spektar trimetilsilil (TMS) derivata sinapinske kiseline
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Slika 4.13. Maseni spektar trimetilsilil (TMS) derivata hlorogenske kiseline
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Slika 4.14. Maseni spektar trimetilsilil (TMS) derivata elaginske kiseline

Analiticki parametri GC-MS (SIM) metode su dati u Tabefi. 4.
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Tabela 4.6. Analitiéki parametri GC-MS (SIM) metode
o Kalibraciona kriva 2a LOD LOQ®

Fenolna kiselina Nagib Odsaak R (Lg/ml) (Lg/mi)
p-Hidroksibenzoeva| 3,628 -0,213 0,9997 0,004 0,013
Vanilinska 2,302 -0,183 0,999y 0,016 0,051
Gentistinska 10,117 0,364 0,9981 0,005 0,018
Protokatehinska 4,752 0,011 0,9988 0,005 0,015
Siringinska 2,152 -0,101 0,9995 0,021 0,063
p-Kumarinska 2,763 -0,210 0,9994 0,013 0,040
Galna 3,293 -0,311 0,999 0,011 0,032
Ferulna 2,594 -0,299 0,9993 0,023 0,070
Kafena 3,553 -0,429 0,999p 0,016 0,050
Sinapinska 2,163 -0,254 0,9991 0,033 0,100
Hlorogenska 0,984 -0,449 0,9910 0,071 0,212
Elaginska 1,170 -0,437 0,9961 0,072 0,214

@ Koeficijent determinacije. Izéanat na osnovu tri ponavljanja.

® Limit detekcije
¢ Limit kvantifikacije

Linearnost optimizovane GC-MS (SIM) metode je bddlicna Sto se moze
zakljwiti na osnovu koeficijenata determinacije koji sui viSi od 0,9900 tokom

postupka validacije metode.

Rezultati kalibracije za ispitivane fenoline kissidati su na Slikama 4.15-4.26.

p-hidroksibenzoeva
Response Ratio

354

304

25

204

vanilinska
Response Ratio

204

¥ T ¥ T
0 2 4 6 8
Amount Ratio

Resp Ratio = 3.63e+000 * Amt - 2.13e-001
Coef of Det (A2) = 1.000 Curve Fit: Linear

v

e

— 7T
10 0 2 4 6
Amount Ratio

Resp Ratio = 2.30e+000 * Amt - 1.83e-001
Coef of Det (r2) = 1.000 Curve Fit: Linear

Slika 4.15. Kalibracija zap-
hidroksibenzoevu kiselinu

Slika 4.16. Kalibracija za vanilinsku

kiselinu
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Response Ratio

100

804
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404

261

gentistinska

T ¥ T " T T
4 6 8 10
Amount Ratio

Resp Ratio = 1.01e+001 * Amt + 3.63e-001

Coef of Det (r*2) = 0.998 Curve Fit: Linear

Slika 4.17. Kalibracija za gentistinsku

protokatehinska
Response Ratio
404
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0
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104
0 S T B A S
0 4 6 8 10
Amount Ratio
Resp Ratio = 4.75e+000 * Amt + 1.12e-002
Coef of Det (r*2) = 0.999 Curve Fit: Linear

Slika 4.18. Kalibracija za

Resp Ratio = 2.15e+000 * Amt - 1.01e-001
Coefof Det (r"2) =1.000 Curve Fit: Linear

Amount Ratio

kiselinu protokatehinsku kiselinu
siringinska p-kumarinska
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204 25/
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5
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Resp Ratio = 2.76e+000 * Amt - 2.10e-001
Coef of Det (r"2) = 0.999 Curve Fit: Linear

2 4 6 8 10
Amount Ratio

Slika 4.19. Kalibracija za siringinsku

kiselinu

Slika 4.20. Kalibracija zap-kumarinsku

kiselinu
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galna ferulna
Response Ratio Response Ratio
25{
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104
5
5
e —— e — ; — —
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Amount Ratio Amount Ratio
Resp Ratio = 3.29e+000 * Amt - 3.11e-001 Resp Ratio = 2.59e+000 * Amt - 2.99e-001
Coef of Det (r*2) = 1.000 Curve Fit: Linear Coefof Det (r2)=0.999 Curve Fit: Linear
Slika 4.21. Kalibracija za galnu kiselinu Slika 4.2. Kalibracija za ferulnu
kiselinu
kafena sinapinska
Response Ratio Response Ratio
35
20q
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25] 15|
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0
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5
5
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Amount Ratio Amount Ratio
Resp Ratio = 3.55e+000 * Amt - 4.29e-001 Resp Ratio = 2.16e+000 * Amt - 2.54e-001
Coef of Det (r"2) =0.999 Curve Fit: Linear Coef of Det (r"2) =0.999 Curve Fit: Linear
Slika 4.23. Kalibracija za kafenu Slika 4.24. Kalibracija za snapinsku

kiselinu kiselinu
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hlorogenska
Response Ratio

104

Amount Ratio

Resp Ratio = 9.84e-001 * Amt - 4.49e-001
Coef of Det (r"2) =0.991 Curve Fit: Linear

Response Ratio elaginska

S

167 /

Amount Ratio

Resp Ratio = 1.17e+000 * Amt - 4.37e-001
Coef of Det (r"2) = 0.996 Curve Fit: Linear

Slika 4.25. Kalibracija za hlorogensku

Slika 4.26. Kalibracija za elaginsku

kiselinu

kiselinu

Optimizacija pripreme uzorka gma NS 525 za oddevanje sadrzaja fenolnih
kiselina, obuhvatala je primenu dva postupka hideol(sa i bez dodatka enizima
Termamyl SC i Celluclast). Visi sadrzaji fenolniisélina postignuti su hidrolizom sa
kiselinom, Termamyl-om SC i Celluclast-om (Tabel@)4pa je ovaj postupak hidrolize
primenjivan u daljem radu (u Poglavlju 3.2.8 suatjeb opisani uslovi hidrolize). Ovaj
postupak hidrolize kiselinom uz dodatak enzima Taanyl SC i Celluclast primenjivan
je za hidrolizu svih uzorakadma, namoenog j€ma, zelenog slada i slada.

Tabela 4.7. Rezultati

sadrzaja fenolnih kiselina uuzorku jeéma NS 525

hidrolizovanom kiselinom i kiselinom, Termamyl-om & i Celluclast-onf

Sadrzaj fenolnih kiselinaif/g suve materije)

Fenolna kiselina . . o Hidroliza kiselinom,
Hidroliza kiselinom .
Termamyl-om i Celluclast-om

p-Hidroksibenzoeva 2,50+0,11 3,16+0,06
Vanilinska 10,89+0,23 14,06+0,04
Gentistinska n.dg. 1,07+0,03
Protokatehinska 2,52+0,09 5,87+0,16
Siringinska 4,95+0,14 8,0310,21
p-Kumarinska 17,02+0,28 23,79+0,19
Galna n.d. 3,86+0,11
Ferulna 120,33+0,36 126,03+0,20
Kafena 4,95+0,18 7,04+0,13
Sinapinska 2,97+0,09 4,29+0,11
Hlorogenska n.d. 0,97+0,04
Elaginska n.d. 2,81+0,07

#Vrednosti predstavljaju srednje vrednosti + stadda devijacija izréunata na osnovu tri odtiwanja

®n.d. - Nije detektovana
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U cilju praenja promena u sadrzaju fenolnih kiselina tokond®lanja, njihovo
prisustvo je odrdeno GC-MS metodom. Dvanaest fenolnih kiselpridroksibenzoeva,
vanilinska, gentistinska, protokatehinska, sirisgen p-kumarinska, galna, ferulna,
kafena, sinapinska, hlorogenska i elaginska jetifileovano i kvantifikovano. Tiptan
GC-MS (SIM mod) hromatogram ekstrakta dobijenogogrdana klijanja sorte NS 525
dat je na Slici 4.27. Promene sadrzaja fenolnitelkia tokom sladovanja date su u
Tabelama 4.8-4.10.
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Slika 4.27. GC-MS (SIM mod) hromatogram ekstrakta @bijenog prvog dana
klijanja sorte jeéma NS 525. Pikovi: 1. p-hidrokibenzoeva, 2. vanilinska, 3.
gentistinska, 4. protokatehinska, 5. siringinska, 6 p-kumarinska, 7. galna, 8.
ferulna, 9. kafena, 10. sinapinska, 11. hlorogenska12. elaginska kiselina; 1S —
interni standard (p-aminobenzoeva kiselina)

Tabela 4.8. Promena sadrzaja individualnih fenolnihkiselina tokom sladovanja
sorte jeéma NS 525
Sadrzaj fenolnih kiselinguf/g suve materije)
Fenolna kiselina Jatam NE_iI’TV]CcenI Prvi d_an Zeleni slad Slad
jecam klijanja

p-Hidroksibenzoeva 3,16+0,06 28,30+0,36 35,94+0,17 49,09+0,85 26,8350,
Vanilinska 14,06+0,04 33,04+0,14 36,91+0,211 25,1880 31,82+0,15
Gentistinska 1,07+0,03 3,21+0,12 3,41+0,10 3,2940,1 1,64+0,13
Protokatehinska 5,87+0,16 15,44+0,2P 18,76+0,31 024),24 17,79+0,13
Siringinska 8,03+0,21 11,83+0,26 12,27+0,12 14,1840 11,13+0,23
p-Kumarinska 23,79+0,19 85,14+0,41 118,56+0,53 45,22+0,19 5023
Galna 3,86+0,11 4,94+0,15 5,08+0,14 4,67+0,13 240964
Ferulna 126,03%0,20 173,35+0,5B 283,03+0,P8 24081 | 259,53+0,41
Kafena 7,04+0,13 7,24+0,23 14,46+0,3b 8,05+0,24 236,12
Sinapinska 4,29+0,11 6,78+0,18 12,160,147 7,92+0,25 8,15+0,19
Hlorogenska 0,97+0,04 3,46+0,10 3,54+0,12 3,27+0,11 3,43+0,03
Elaginska 2,81+0,07 2,98+0,10 4,19+0,15 2,36+0,07 ,4880,02
Ukupno 200,98 375,71 548,31 426,45 438,20

#Vrednosti predstavljaju srednje vrednosti + stadda devijacija izréunata na osnovu tri odfivanja
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Tabela 4.9. Promena sadrzaja individualnih fenolnihkiselina tokom sladovanja
sorte je¢ma NS 565

Sadrzaj fenolnih kiselinguf/g suve materije)

Fenolna kiselina Jatam Nf_;lnvmzem Pr_\_/l d_an Zeleni slad Slad
jecam klijanja

p-Hidroksibenzoeva 2,56+0,04 24,1610,22 33,7310,18 45,28+0,13 21,1830,
Vanilinska 10,76+0,15 28,68+0,63 30,34+0,3)7 24,1310 | 27,98+0,14
Gentistinska 0,84+0,02 3,24+0,10 3,57+0,13 3,33%0,1 1,41+0,06
Protokatehinska 3,98+0,04 12,93+0,34 14,16+0,18 8%1N,24 12,21+0,17
Siringinska 5,38+0,15 11,35+0,32 11,97+0,28 13,1840 9,98+0,17
p-Kumarinska 22,91+0,53 70,86+0,23 99,2940, 3" 40,21+0,19 53,5830
Galna 2,63+0,08 4,17+0,15 5,02+0,14 4,23+0,15 0803
Ferulna 121,81+0,24 193,34+0,4p  288,78+1,17 23QFx| 253,46+0,42
Kafena 6,99+0,16 9,89+0,19 14,09+0,44 8,88+0,22 280529
Sinapinska 4,19+0,13 9,34+0,24 11,43+0,06 6,15+0,17 6,92+0,13
Hlorogenska 0,91+0,05 3,46+0,11 3,76+0,19 3,48+0,18 3,59+0,13
Elaginska 1,14+0,01 2,31+0,08 2,51+0,1( 2,39+0,05 ,42#0,12
Ukupno 184,10 373,73 518,65 400,49 407,05

#Vrednosti predstavljaju srednje vrednosti + stadda devijacija izréunata na osnovu tri odfivanja

Tabela 4.10. Promena sadrzaja individualnih fenolri kiselina tokom sladovanja
sorte jeéma NS 583

SadrZaj fenolnih kiselinguf/g suve materije)
Fenolna kiselina y Namaseni Prvi dan :
Jetam o . Zeleni slad Slad
je¢am klijanja

p-Hidroksibenzoeva 2,61+0,08 26,11+0,21 34,54+0,25 45,25+0,73 27,1830,
Vanilinska 10,18+0,10 27,01+0,18 37,21+0,23 30,2290 | 32,66+0,17
Gentistinska 0,65+0,04 3,27+0,09 3,34+0,18 3,08%+0,1 1,47+0,04
Protokatehinska 4,67+0,12 15,62+0,28 17,01+0,80 84HN,19 15,93+0,18
Siringinska 5,31+0,14 9,46+0,20 11,24+0,2]7 12,8250, 9,67+0,07
p-Kumarinska 21,15+0,56 79,24+1,06 113,65+1,14 46,17+0,81 59018
Galna 2,96+0,07 3,64+0,12 4,97+0,14 4,68+0,08 40505
Ferulna 117,24+0,42| 180,35+0,5p  265,55+0,65 219YB2x| 226,98+0,79
Kafena 6,72+0,22 8,99+0,24 13,16+0,49 8,06+0,30 9#OR6
Sinapinska 4,15+0,12 6,13+0,23 10,52+0,32 6,55+0,19 6,73+0,27
Hlorogenska 0,87+0,04 3,48+0,13 3,59+0,16 4,93+0,20 3,33+0,12
Elaginska 0,76+0,03 2,32+0,08 2,39+0,11 2,12+0,12 ,8840,11
Ukupno 177,27 365,62 517,17 395,93 397,47

#Vrednosti predstavljaju srednje vrednosti + stadda devijacija izraunata na osnovu tri odtwanja

U svim ispitivanim sortama §ena ferulnap-kumarinska i vanilinska kiselina su
bile dominantne u uzorcimadma, tokom sladovanja i u proizvedenom sladu. Arsters
i saradnici (2008) su tale utvrdili u 10 ispitivanih sorti jana da su ferulnap-
kumarinska i vanilinska kiselina dominantne anel. Takale, su utvrdili da je sadrzaj
ukupnih vezanih fenolnih kiselina nizi u ozimom dedom j€mu u odnosu na jari
dvoredi j&€am. Sadrzaj ferulne kiseline u uzorcimanpa sorti NS 525, NS 565 i NS 583
je bio 126,03, 121,81 i 117,24 ug/g suve mateBjadrzajip-kumarinske i vanilinske
kiseline u sorti NS 525 su iznosili 23,79 i 14,06\S 565 22,911 10,76 i u NS 583 21,15
i 10,18 pg/g suve materije. Sadrzaji ferulnpekumarinske kiseline u uzorcimacjea su
u saglasnosti sa rezultatima koje su objavili anadnici (2001). Holtekjglen i saradnici
su (2006) su u dvoredom pivskontneu odredili znatno viSe sadrzgpekumarinske i
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ferulne kiseline, ali primenom drugge pripreme uzoraka. Ferulna kiselina je fenolna
kiselina najviSe prisutna u svim Zzitaricama i uglem se nalazi u vezanom obliku
(Adom i Liu, 2002). Odréeni sadrzaji kafene kiseline, od 6,72 do 7,0ffg suve
materije su u saglasnosti sa rezultatima koje gavobHernanz i saradnici (2001).
Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina u uzorcim&ne su iznosili: NS 525 — 200,98; NS
565 — 184,10 i NS 583 — 177,7if/g suve materije Sto pokazuje da sadrzaj fenolnih
kiselina zavisi od sorte jena Sto su pokazali i MikySka i saradnici (2005).

Tokom maenja i na poetku Klijanja, sadrzaji ispitivanih fenolnih kise#, u
svim uzorcima jéma su se povisili. Porast sadrzaja dere je kod svih ispitivanih
fenolnih kiselina i top-hidroksibenzoeve (od 11,37 za NS 525 do 13,23 padS 583),
p-kumarinske (od 4,98 puta za NS 525 do 5,37 putdS&83), gentistinske (3,20 puta
za NS 525 do 5,14 puta za NS 583), hlorogensk& @)6a za NS 525 i 4,13 puta za NS
565 i NS 583), protokatehinske (od 3,19 puta za392S do 3,64 puta za NS 583),
vanilinske (od 2,62 puta za NS 525 do 3,65 puthla83), ferulne (od 2,25 puta za NS
525 do 2,26 puta za NS 583), kafene (2,05 putag®2b i NS 565, dok kod NS 583 za
1,95 puta) i galne (1,32 puta za NS 525 do 1,94 patNS 565) kiseline. Sve ispitivane
kiseline sem siringinskep-hidroksibenzoeve su imale maksimalan sadrzaj arprganu
klijanja. Siringinska ip-hidroksibenzoeva su dostigle maksimalni sadrzagelenom
sladu.

Chandra (2002) objaSnjava porast sadrzaja fengddinjenja tokom klijanja kao
posledicu modifikacije endosperma i proteolize. ikbsti enzima koji razgduju —
glukane i arabinoksilane rastu tokom klijanj@gn@. U j€mu je prisutna i esteraza
ferulne kiseline (Sancho i sar., 1999). Humberstorigriggs (2000) su pokazali da
aktivnost esteraze ferulne kiseline raste tokomhpdana klijanja (od prvog do treg)
nakonc¢ega ostaje konstantna. Esteraza ferulne kiselilobaks ferulnu kiselinu vezanu
za arabinoksilane i samim tim sadrzaj ferulne kigeraste tokom prvih dana Klijanja.
Sadrzaj fenolnih kiselina, osim siringinskgp-hidroksibenzoeve kiseline, se snizio na
kraju klijanja.

Maillard i Barset (1995) su pokazali porast ukuprsaglirzaja fenolnih kiselina,
ferulne ip-kumarinske kiseline tokom suSenja zelenog slademgeraturama od 50 do
80°C. Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina u proizvederstadovima je bio 2,18 za NS
525, 2,21 za NS 565 i 2,24 za NS 583 puta visi adiZaja u jému. Od ispitivanih
fenolnih kiselina ferulna ima najvisi sadrzaj i @&l se u vezanom obliku u¢jau Sto je u
skladu sa literaturnim podacima (Bonoli i sar., 20@varakova i sar., 2008). Neki
enzimi su aktivni tokom prvog dela suSenja i kakudemje tée neki od njih se delimino
ili potpuno denaturiSu, u zavisnosti od njihoventestabilnosti i intenziteta toplotnog
tretmana. Méutim, neki enzimi su termostabilni kao esterazailfex kiseline. Ovaj
enzim moze da ,oslobodi* ferulnu kiselinu élijskih zidova j€ma Sto dovodi do
porasta sadrzaja ferulne kiseline u sladu (Samaas, 2005a).

Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina upau je iznosio za sortu NS 525 - 200,98;
NS 565 - 184,10 i za NS 583 — 177,23/g suve materije. Sadrzaj ukupnih fenolnih
kiselina je rastao kod svih ispitivanih sorti tokenocenja i dostigao maksimum u toku
prvog klijanja za NS 525 — 548,31; NS 565 — 518,6%S 583 — 517,1719/g suve
materije, Sto zna da je sadrzaj povan za 2,72 puta sa sortu NS 525, 2,81 puta za sortu
NS 565 i 2,92 puta za sortu NS 583. U toku klijainfe kraju klijanja sadrzaj ukupnih
fenolnih kiselina se smanjivao. U toku suSenja aérZ&aj ukupnih fenolnih kiselina
neznatno pouvsAo.
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Dobijeni rezultati su pokazali da je proces slasdhjgamao znd&ajan uticaj na
sadrzaj pojedinmih i ukupnih fenolnih kiselina. PoviSeni sadrz&inolnih kiselina
mogu se objasniti razgradnjom slozenih jedinjergakmje su fenolne kiseline vezane
(usled delovanja amilaza, proteaza i 3-glukanaka)jom ekstrakcijom.

4.6. Rezultati antiradikalske aktivnosti na DPPH ralikale u je¢ému, namatenom
jeému, zelenom sladu i sladu

Primeri tipknih spektara DPPH radikala bez (slepa proba) ksaaktom su dati
na Slici 4.28. DPPH radikal daje karaktetiah ESR spektar koji se sastoji iz pet linija
relativnog intenziteta 1:2:3:2:1. Konstanta hipeofj cepanja iznosina9,03 Cetkovi i
sar., 2004).
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Slika 4.28. ESR spektri DPPH radikala A) bez ekstrita (slepa proba), B) sa
ekstraktom dobijenim prvog dana klijanja jeéma NS 525

Antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale tokonadslvanja sorti jgna NS
525, NS 565 i NS 583 su prikazane na Slici 4.29.
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Slika 4.29. Antiradikalska aktivhost na DPPH radikde tokom sladovanja sorti
jeéma NS 525, NS 565 i NS 583. Vertikalne linije pretsvaljaju standardnu
devijaciju (n=3) za svaku vrednost.
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Sorta NS 525 je imala najviSu antiradikalsku akisthna DPPH radikale (E€za
NS 525 - 0,658; NS 565 - 0,667 i NS 583 - 0,758mtigsto pokazuje da sortatjea ima
uticaja na antiradikalsku aktivnost. Dobijeni reatilsu u saglasnoti sa rezultatima koje
su dobili MikySka i saradnici (2005). Zhao i sar&ilii2008) su takée pokazali da sorta
ima veliki uticaj na antiradikalsku aktivnost na B radikale. Madhujith i Shahidi
(2006) su odredili nizu antiradikalsku aktivhostBPH radikale u Sest ispitivanih sorti
jeéma tj. EGo vrednost je bila u opsegu 1,51-3,33 mg/ml.

Za ispitivane sorte fgna, antiradikalska aktivnost na DPPH radikale ségia
zn&ajno tokom moenja i to za sortu NS 525 - 56,32%, NS 565 — 40,0086 583 —
26,67%. U toku prvog dana Klijanja, antiradikalsikdivnost na DPPH radiakale imala je
dalji porast i to za 24,35% za NS 525, 21,88% za 3%S i 35,71% za NS 583.
Antiradikalska aktivnost na DPPH radikale je smajgena kraju klijanja (za NS 525 —
19,48%, NS 565 — 23,08% i NS 583 — 33,33%). U takisenja zelenog slada
antiradikalska aktivnost na DPPH radikale se palgei to za sortu NS 525 — 3,75%, NS
565 — 7,14 i NS 583 — 4,55%. U proizvedenim slaghaviantiradikalska aktivnost na
DPPH radikale bila je viSa nego &ieu i to: za 62,00% za NS 525, 46,43% za NS 565 i
40,00% za NS 583 Sto je u saglasnoti sa rezultakioja su objavili Giudo i saradnici
(2007) i Dvadékova i saradnici (2008). Trend porasta i smanjesdiradikalske
aktivnosti na DPPH radikale tokom sladovanja jeibibza sve ispitivane sortecjaa.

4.7. Rezultati antiradikalske aktivnosti na hidroksl radikale u jeému, namotenom
jeému, zelenom sladu i sladu

U cilju odralivanja antiradikalske aktivnosti ekstrakata na stbie hidroksil
radikale, pripremljen je Fenton-ov reakcioni sistesgenerisanje hidroksil radikala:

FE* + H,0, —» FE* +"OH + OH
Nastali reaktivni hidroksil radikali, u prisustvuspin trapa“ odnosno DMPO

formiraju stabilne nitroksid radikale, odnosno DM “spin adukte”, sled#m
reakcionim mehanizmom:

H.C-CH> H>C-CH>
H3C\c/ \C—H +°OH — = H3C\c/ \c/ "
/ +7 / VRN
HsC \I\ll HsC \l\‘l OH
O~ o*

Primeri ESR spektara DMPO-OH ,spin adukata“ beegalproba) i u prisustvu
ekstrakata su dati na Slici 4.30.

91



Doktorska disertacija

mr Jede. Pejin

g 150 1 - A m; 0 - B
- 100 |~ :& 100 — & .
| I ! "1
sl (R | T
) I . Wi
AR etrnanspel ih J 1 { nl o T L P, | ‘2 bl A
0 {Wf{’“’”]f }r’”‘*“”v'iw (% ‘}{NVMJJ mf,wx‘;i{fw
f D 1( ’ J v i {
50 - il ! -50 b ' é ! r
- 1. b
H L i 6
0~ g E | 1
450 | -150 |- ‘ ) . )
SRS N S 1 L i : : 1 ! ! !
3400 3420 3440 2480 3480 3400 3420 344¢ 3480 3480

&}

Slika 4.30 ESR spektri DMPO-OH “spin adukata” A) bez ekstrakta (slepa proba),
B) sa ekstraktom dobijenim prvog dana klijanja sorie je¢ma NS 525

Konstante hiperfinog cepanja su za jed&i-atom (I=1) a=14,9 G, i za jedan
'H-atom (1=1/2) a=14,9 G Canadanowi-Brunet, 2005).

Antiradikalska aktivnost na hidroksil radikale tokosladovanja sorti fgna NS
525, NS 565 i NS 583 prikazana je na Slici 4.31.
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Slika 4.31. Antiradikalska aktivnost na hidroksil radikale tokom sladovanja sorti
jeéma NS 525, NS 565 i NS 583. Vertikalne linije pretsvaljaju standardnu
devijaciju (n=3) za svaku vrednost.

Antiradikalska aktivnost na hidroksil radikale izema kao E€ vrednost u
ispitivanim sortama jama je iznosila: NS 525 — 0,352; NS 565 — 0,385 983 — 0,455
mg/ml. PosSto niza Efg vrednost pokazuje viSu antiradikalsku aktivnostzm se
zakljwiti da je sorta NS 525 imala najviSu antiradikalsativnost na hidroksil radikale.
Madhujith i Shahidi (2006) su odredili u Sest is@hih sorti j€ma EGp vrednost u
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opsegu 2,20-9,65 mg/ml, Sto ukazuje da su u ovalu rgpitivane sorte imale znatno
viSu antiradikalsku aktivnost.

Antiradikalska aktivnost na hidroksil radikale sgaimo povisila tokom mi@nja
za 37,84% za NS 525, 33,33% za NS 565 i 31,25% 2ab8B. U toku prvog dana
klijanja antiradikalska aktivnost na hidroksil rkalie je poviSena za 21,21% za NS 525,
18,75% za NS 565 i 17,95% za NS 583 u odnosu nprkagenja. Antiradikalska
aktivnost na hidroksil radikale se na kraju kliggnizila (za NS 525 — 9,43%, NS 565 —
17,07% i NS 583 — 12,07%) i povisila tokom suSeagkenog slada (za NS 525 — 5,36%,
NS 565 — 2,38% i NS 583 — 0,58%). U proizvedenadsle antiradikalska aktivnost na
hidroksil radikale bila viSa nego ucmu: 49,27% za NS 525, 38,10% za NS 565 i
37,14% za NS 583. Trend porasta i smanjenja arkabtte aktivnosti na hidroksil
radikale tokom sladovanja je bio isti za sve ispitie sorte gma.

Opste je prihvéeno mislienje da slad ima viSu antioksidativhu \akiist od
jeéma. Porast antioksidativne aktivnosti iztngecma i slada se moZze objasniti na dva
naina:

1. Oslobaanjem fenolnih jedinjenja vezanih gealijske strukture uslovljava njihovu
bolju ekstrakciju. Pored sinteze amilaza, proteapaglukanaza koje uzrokuju
razgradnju polimera, drugi hidrolitski enzimi moglovesti do oslohtanja
fenolnih jedinjenja, uglavnom fenolnih kiselina @@t za lignin i arabinoksilane.
Pored toga, susenje dovodi do toga da zrna budu krastresita“, Sto verovatno
omoguuje bolju ekstrakciju fenolnih kiselina koje su aghom vezane u
spoljasnjim omotéma zrna.

2. Nastajanjem proizvoda Maillard-ove reakcije tokon$emnja. Liégeois i saradnici
(2002) su objavili da endogeni antioksidanti, derd u j&mu, najviSe doprinose
prirodnoj ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti svail slada. Proizvodi Maillard-
ove reakcije utiu na ukupnu antioksidativnhu aktivhost samo kadasisel
intenzivno suSi. Samaras i saradnici (2005) nawdadéerulna kiselina reaguje sa
intermedijerima Maillard-ove reakcije, koji nastajm glukoze i prolina, na
temperaturama susenja, peimu je antioksidativna aktivnost visa.

Chandra i saradnici (2000) su primenom standardaih, intenzivnijih metoda
suSenja pokazali da je antioksidativha aktivno&tge vrlo sléna sladu, Sto uguje da
glavni doprinos antioksidativne aktivnosti slada tig® od j€ma. Doprinos
antioksidativnih jedinjenja nastalih tokom susSgejaninimalan.

Sorta NS 525 je imala najviSi sadrzaj ukupnih fanokao i najviSu
antioksidativnu aktivnost, tj. DPPH i hidroksil aatikalsku aktivnost. Ovi rezultati
pokazuju da sorta jema mozZe da ute na antiradikalske osobine slada, Sto je u
saglasnosti sa navodima MikySka i saradnika (200%). saradnici (2007) su ispitivali
sadrzaj ukupnih fenola, fenolnih kiselina i antiolksivnu aktivnost tokom sladovanja
dve sorte j@ma. Sadrzaj ukupnih fenola nakon zavrSenog slagavano je viSi nego u
jeému, kao i ispitivanih fenolnih kiselina: ferulne,afkne, vanilinske, galne i
protokatehinske kiseline kod obe ispitivane s&fkupni sadrzaj fenolnih kiselina u sladu
je bio viSi za oko 10ug/g suve materije od sadriag@mu. Antiradikalske aktivnosti na
DPPH i ABTS radikale, kao i redukciona sposobnagtdsobnost heliranja metala su bile
viSe u sladu nego u Jmu, za obe ispitivane sorte. Postojala jecajrma korelacija
izmedu antiradikalske aktivnosti na DPPH i ABTS radikaledukcione sposobnosti i
sadrzaja ukupnih fenola i fenolnih kiselina.
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Zhao i saradnici (2008) su naveli d&ge sa najviSim sadrzajem ukupnih fenola
takade ima visoku antioksidativhu aktivnost. Bonoli iradnici (2004a), Ragaee i
saradnici (2006) i Guido i saradnici (2007) su tekaitvrdili zn&ajnu zavisnost iznal
sadrzaja ukupnih fenola wjau i sladu i antiradikalske aktivnosti na DPPH kadk.

Enzimatsko oslohtanje vezanih fenola povisilo je sadrzaj ukupnihofantokom
sladovanja svih ispitivanih sortigma, kao i njihovu antioksidativhu aktivnost, Stouje
skladu sa rezultatima koje su objavili Fa&ova i saradnici (2008).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zaktjuda ispitivane sorte fjgna sadrze
dovoljnu kol¢inu fenolnih antioksidanata koji efektivno titina transformaciju i
uklanjanje slobodnih radikala. Ispitivane fenolnisekine deluju antioksidativno i na
DPPH i hidroksil radikale, Sto je u skladu sa réatirha koje su objavili Madhujith and
Shahidi (2006).

Sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima&nea su bili 0,76, 0,75 i 0,70 mg GAE/g suve
materije za NS 525, NS 565 i NS 583. Sadrzaj ukupgenolnih kiselina u jamu je
iznosio za sortu NS 525 - 200,98; NS 565 - 184,%7@ INS 583 — 177,2|dg/g suve
materije. Promena sadrzaja ukupnih fenola i ukupigholnih kiselina, u procesu
sladovanja, u svim ispitivanim sortama ima pribbizisti tok. Sorta NS 525 je imala
najvisu antiradikalsku aktivnost na DPPH radik&@€4, za NS 525-0,658; NS 565-0,667
i NS 583-0,758 mg/ml). Antiradikalska aktivnost halroksil radikale u ispitivanim
sortama jéma je iznosila: NS 525-0,352; NS 565-0,385 i NS-B885 mg/ml. Na
osnovu svih dobijenih rezultata analizén® i slada moze se zakljti da iako postoje
male razlike u tehnoloSkim parametrima kvaliteténja (sadrzaj proteina) i slada
(sadrzaj ekstrakta fino i grubo mlevenog sladatgina i Kolbach-ov broj) miu
ispitivanim sortama, nije @ena bitna razlika u sadrzaju ukupnih fenola, uklpni
fenolnih kiselina i antiradikalskoj aktivnosti nd?PH i hidroksil radikale.

4.8. Rezultati analiza hmelja

Za proizvodnju piva najziajniji pokazatelj kvaliteta hmelja je sadrzaj gdrki
sastojaka (Kunze, 1998). Sadrzaj gorkih sastojakenelju zavisi od sorte, sadrzajai
B-kiselina, kao i njihovog udela u ukupnim kiselirm$chuster i sar., 1988).

Rezultati analiza hmelja upotrebljenog za hmeljesigovine dati su u Tabeli
4.11.

Tabela 4.11. Rezultati analiza hmelja

Parametar
12,1
0 1
Viaga (%) Vazdusno suv Na suvu materiju
Ukupne smole (%) 17,44 19,84
a-kiseline (%) 7,78 8,85

Sadrzaj ukupnih smola u hmelju prema Schusteradsaci (1988) iznosi od 10
do 25% suve materije. Sadraajkiselina iznosi od 5,8 do 10,6% suve materijenire
podacima datim u Tabeli 4.10, za ukupne smote-kiseline, moze se zakljili da
upotrebljeni hmelj zadovoljava tehnoloSke parametephodne za primenu u pivarstvu
(Schuster i sar., 1988; Kunze, 1998).
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U sastav polifenola hmelja ulazi priblizno 20% jgdnja koja se mogu
hidrolizovati i 80% jedinjenja koja podlezu kondeangi. U prvu grupu ubrajaju se
glikozidi monomernih fenola, kao Sto su galmahidroksibenzoeva, vanilinska-
kumarinska i ferulna kiselina. U hmelju se nalarstqgkatehinska i kafena kiselina. Ove
kiseline nalaze se i u slobodnom obliku (Schussari, 1988).

U ekstraktu hmelja identifikovane su i kvantifikavea sve ispitivane fenolne
kiseline (Tabela 4.11), osim elaginske. Elaginslkselina je tesSko rastvorljiva u vodi,
tako da ova kiselina nije ekstrahovana iz hmeljjmpnom vodene ekstrakcije fenolnih
jedinjenja iz hmelja. Fenolna jedinjenja su ekstkama vodom iz hmelja (na temperaturi
kljucanja u trajanju od jednog sata) u cilju priblizg@anslova koji se primenjuju u
proizvodnji ohmeljene sladovine. U proizvodnji oHjaee sladovine, hmelj se dodaje u
sladovinu nakortega se zagreva do kfanja i na toj temperaturi se vrSi hmeljenje jedan
sat. Sadrzaj ukupnih fenola u hmelju iznosio j&0ygy/g suve materije. Ekstrakti hmelja
su pokazali viSu antiradikalsku aktivnost na hidibkadikale (EG=0,119 mg/ml) u
odnosu na DPPH radikale (550,190 mg/ml).

U Tabeli 4.12 dati su rezultati sadrzaja fenokigelina u hmelju i sladovima koji
su kori€eni za proizvodnju sladovina. Analizirgjudate sadrzaje fenolnih kiselina
zakljweno je da hmelj sadrzi vise ukupnih fenolnih kisali oko 3 puta viSe
protokatehinske i galne kiseline i oko 50 puta \n#@rogenske kiseline u paienju sa
sadrzajima navedenih fenolnih kiselina u sladoviBedrzaj ferulne kiseline u hmelju je
nizi za oko 3,4-3,9 puta u odnosu na ispitivane®la. Ferulna kiselina je dominantna
fenolna kiselina u zrnima Zitarica (Adom, 2000),j@ajen sadrzaj u sladu tatl@najvisi
u porelenju sa ostalim fenolnim kiselinama. Rezultati %aghp-kumarinske i ferulne
kiseline u hmelju su u saglasnoti sa sadrzajimaskopdredili Goiris i saradnici (2005).

Tabela 4.12. SadrzZaj fenolnih kiselina u hmelju i pizvedenim sladovim&

Sadrzaj fenolnih kiselingug/g suve materije)

Fenolna kiselina el Slad Slad Slad

mel NS 525 NS 565 NS 583
p-Hidroksibenzoeva | 32,76+0,19 26,84+0,35 21,19+0,10 27,19+0,73
Vanilinska 32,50+0,27 31,82+0,15 27,98+0,14 32,66F0
Gentistinska 4,92+0,15 1,64+0,13 1,41+0,06 1,4740,0
Protokatehinska 61,00+0,32 17,79+0,13 12,21+0)17 ,93:9,18
Siringinska 7,81+0,20 11,13+0,23 9,98+0,17 9,67%0,0
p-Kumarinska 75,01+0,24 59,21+0,13 53,55+0,16 59,18+0,70
Galna 14,92+0,19 4,95+0,14 4,82+0,10 4,56+0,06
Ferulna 67,15+0,31| 259,53+0,41 253,46+0,42 226,90
Kafena 16,26+0,20 10,23+0,12 9,52+0,29 7,89+0,26
Sinapinska 7,88+0,14 8,15+0,19 6,92+0,13 6,73+0,27
Hlorogenska 151,62+0,34 3,43+0,03 3,59+0,13 3,3B20,
Elaginska 0 3,48+0,02 2,42+0,12 1,88+0,11
Ukupno 471,83 438,20 407,05 397,47

#Vrednosti predstavljaju srednje vrednosti + stadda devijacija izréunata na osnovu tri odtiwanja
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Rezultati tehnoloskih parametara sladovina

Da bi se postigla reproduktivnost i m@gost ponavljanja, kao i da bi se smanjila
mogunost greSke, sladovine su pripremane u laboratorijsureiaju za odréivanje
ektrakta slada kao Sto je navedeno u poglavljib312.Tabeli 4.13 prikazani su rezultati
tehnoloSkih parametara sladovina za fermentacije.

Sadrzaj ekstrakta u dobijenim sladovinama bio je 20 do 8,51% m/m.
Optimalni sadrzaj ekstrakta u sladovini za umnongv&vasca je od 7,5-12,5% m/m
(Cahill i sar., 2000). Moze se zakijti da su proizvedene sladovine imale odgovataju
sadrzaj ekstrakta za fermentaciju.

Slad dobijen iz j&ma sorte NS 583 je imao najviSi sadrzaj proteinagzinga Sto
je i sorta NS 583 imala najviSi sadrzaj proteinamBn tim je i sladovina NS 583 imala
najvisi sadrzaj rastvorljivog azota (77,98 mg/100. m

Tabela 4.13. Rezultati tehnoloskih parametara sladona za fermentacije

Sladovina Sladovina Sladovina
Parametar od slada NS 525| od slada NS 565| od slada NS 583
Ekstrakt (% m/m) 8,51 8,42 8,20
Vreme oSéerenja (minuta) do 10 do 10 do 10
Boja sladovine (EBC jedinica 2,5 3,0 2,5
Bistrina slabo opalna slabo opalna bistra
Brzina filtracije (minuta) 14 14 25
Miris sladovine normalan normalan normalan
Ukus sladovine normalan normalan normalan
pH vrednost sladovine 5,63 5,65 5,64
Viskoznost (mPas, 8,6%e) 1,550 1,575 1,598
Rastvorljivi azot (mg/100ml) 77,63 72,38 77,98

4.10. Rezultati tehnoloSkih parametara ohmeljenihladovina za fermentaciju

Za vreme hmeljenja sladovine odigrava &wv niz promena zrajnih za
proizvodnju piva: rastvaranje i transformacija egdta hmelja, nastajanje jedinjenja
proteina i tanina i njihovo taloZenje, sterilizacgladovine, inaktivacija enzima, porast
boje sladovine, zakiSeljavanje sladovine, nastajamtioksidativnin materija i promena
sadrzaja dimetilsulfida u sladovini. Tokom hmelgergladovine nastaju jedinjenja koja
vezuju kiseonik, pa na taj &éia deluju antioksidativno (Kunze, 1998).

Tokom kuvanja sladovine dozira se hmelj koji deda kuva. Za vreme kuvanja
sladovine sa hmeljom odigrava se izomerizaci&kiselina uizo-a-kiseline, pa pivo
dobija plemenitu g@nu. Nastoji se da se dobije gora koja odgovara tipu piva.
Gorina se izrazava u jedinicama goe (BU - ,bitterness units®), koje predstavljaju
sadrzaj gorkih sastojaka u pivu izraZzenih u mglirige, 1998).

U Tabeli 4.14 prikazani su rezultati tehnoloskigraetara ohmeljenih sladovina
za fermentaciju.
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Tabela 4.14. Rezultati tehnoloskih parametara ohmgnih sladovina za fermentacije

Ohmeljenna Ohmeljena Ohmeljena
Pokazatel] sladovina sladovina sladovina
od slada NS 525 | od slada NS 565 | od slada NS 583
Ekstrakt (% m/m) 8,45 8,36 8,16
Boja sladovine (EBC jedinica 8,0 8,0 9,0
pH vrednost sladovine 5,50 5,48 5,45
Viskoznost (mPas, 8,6%e) 1,541 1,551 1,572
Rastvorljivi azot (mg/100ml) 72,38 70,35 75,88
Gorina (jedinica gatina BU) 39,45 40,88 41,90

Iz rezultata datih u Tabeli 4.14 zapaza se dadeaeekstrakta tokom hmeljenja
nije znatno promenio. Tokom hmeljenja boja sladevée povéala. Boja sladovine se
povetava tokom hmeljenja zbog nastajanja melanoidinaninga koji se oksidiSu, Sto
izaziva porast boje sladovine, koja je tamnija o proizvedenog iz nje (Kunze, 1998).

pH vrednost sladovina i viskoznost su se smanglkam hmeljenja. U toku
kuvanja sladovine sa hmeljom pH vrednost sladowpada (za 0,1-0,2 jedinice). Ova
pojava posledica je dodatka gorkih kiselina hmatiastajanja proizvoda Maillard-ove
reakcije, koji reaguju kiselo, i u naj@g meri taloZzenja alkalnih fosfata. Prema tome,
smanjenje pH vrednosti zavisi od razatgaosti slada i od stepena njegovog dosuSivanja
jer u toku kuvanja sladovine nema mogaosti za nastajanje jedinjenja kojéestvuju u
Maillard-ovim reakcijama (Schuster i sar., 198&8df&aj rastvorljivog azota se kod svih
sladovina smanijio, u odnosu na sladovine pre hmealjeusled taloZenja proteina sa
taninima.

4.11. Rezultati tehnoloskih parametara tokom fermetacija i dobijenih piva

Broj ¢elija u inokulumima je bio 1;21¢°. Ovaj broj je neophodan da bi posle
preno$enja 200 ml inokuluma u fermentor, u fermenbilo oko x10’ ¢elija/ml.

U toku faze glavne fermentacije dolazi do utroSkgveteg dela fermentabilnog
ekstrakta iz sladovine (preko 90%) i nastajanjana@tg ugljen-dioksida, organskih
kiselina, visih alkohola, estara i dr. Reakcija&alefiniSe duzinu trajanja ove faze je
fermentacija prisutnih fermentabilnih &ea u etanol i ugljen-dioksid. Tokom
fermentacije dolazi do smanjenje sadrzaja fermdénihbSeiera tj. ekstrakta. Brzina
fermentacije zavisi od soja kvasca, brégija u inokulumu, fizioloskog stanjéelija
kvasca, veliine i geometrijskog oblika fermentora, sastava i yddnosti sladovine,
temperature na kojoj se izvodi fermentacija i potay sadrzaja rastvorenog kiseonika
(Kunze, 1998).

U Tabelama 4.15-4.17 dati su rezultati tehnologanametara ptanih tokom
fermentacija sladovina proizvedenih od sladova RS BIS 565 i NS 583.
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Tabela 4.15. TehnoloSki parametri fermentacije sladvine proizvedene od slada NS

525
Etanol Pravi Prava Prividna Gg;cc;na Boja Broi
Dan ekstrakt | prevrelost | prevrelost . pH (jed. orol
(% viv) o o o goréine celija
(% m/m) (%) (%) BU) EBC)
3 1,66 5,74 32,03 40,71 33,30 4,74 7,10| 5,5x10’
5 2,95 3,71 56,06 68,76 32,80 4,56 6,40| 3,4x10’
7 3,36 3,05 63,91 78,46 29,97 4,48 5,90 x1(7
14 3,44 2,99 64,64 78,70 29,75 4,57 5,70/ 6,5x10"
21 3,46 3,00 64,53 78,82 29,97 4,56 5,80| 2,9x10"
Tabela 4.16. TehnoloSki parametri fermentacije sladvine proizvedene od slada NS
565
Etanol Pravi Prava Prividna Gg;céna Boja Broi
Dan ekstrakt | prevrelost | prevrelost o pH (jed. orol
(% viv) o o o goréine ¢elija
(% m/m) (%) (%) BU) EBC)
3 1,65 5,64 32,36 41,25 36,91 4,67 6,30| 5,6x10’
5 2,99 3,60 56,80 69,30 36,45 4,51 5,60| 3,2x10’
7 3,40 2,95 64,67 79,14 35,53 4,50 5,30[ 1,5x10’
14 3,42 2,92 64,97 79,38 35,00 4,51 5,30| 5,9x10"
21 3,44 2,91 65,08 79,38 34,00 4,46 5,20( 2,0x10"
Tabela 4.17. TehnoloSki parametri fermentacije sladvine proizvedene od slada NS
583
Etanol Pravi Prava Prividna Gg;cc;na Boja Broi
Dan ekstrakt | prevrelost | prevrelost . pH (jed. orol
(% viv) o o o goréine celija
(% m/m) (%) (%) BU) EBC)
3 1,35 5,96 26,95 34,68 38,75 4,65 6,10| 5,4x10’
5 2,10 4,73 41,98 52,45 36,90 4,61 5,00 <3
7 3,05 3,23 60,39 74,26 36,75 4,58 4,95| 2,0x10
14 3,24 3,00 63,23 77,33 36,19 4,49 5,25| 6,1x10"
21 3,34 2,89 64,64 78,92 35,95 4,48 5,60 x20f

Tokom fermentacije smanjuje se sadrzaj pravogvigmbg ekstrakta, a sadrzaj
etanola raste (fermentativna razgradnjéess). Na osnovu oddenih sadrzaja pravog i
prividnog ektrakta i ekstrakta u osnovnoj sladovimiaunate su vrednosti prave i
prividne prevrelosti. Stepen prevrelosti se deéinkao merilo razgradnje &ra do
etanola i CQ.

Analizirajuéi rezultate prikazne u Tabelama 4.15-4.17 moZeapazti da prava i
prividna prevrelost imaju slan tok kod svih uzoraka sladovina. Prava i prividna
prevrelost nakon 7 dana glavne fermentacije i Idadaaknadne fermentacije su imale
priblizne vrednosti kod svih dobijenih piva. Qufli rezultati prave i prividne prevelosti
pokazuju da je brdjelija u inokulumima bio dovoljan da se uspesno dzvéermentacije
Sto je u skladu sa rezultatima koje su dobili Mangennemdiiller (2000).
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pH vrednost je tokom fermentacija opadala. pH vostimar@ito opada za vreme
logaritamske faze rasta kvasca zbog nastajanjenskda kiselina, dezaminacijom
organskih kiselina; potroSnje primarnih fosfaelijama kvasca; utroSka amonijumovih
jona i jona kalijuma i otpuStanja jona vodonikaiuop(Kunze, 1998). Brzina opadanja i
konane pH vrednosti piva su imale priblizne vrednostidksvih uzoraka piva. pH
vrednost piva nije dostizala vrednost 4,1 Sto mtdoSki povoljno.

Snizavanjem pH tokom fermentacije, postizu se pedrosti koje su u oblasti
izoelektrenih tataka velikog broja rastvorenih gorkih i taninskitstegaka pricemu se
oni taloze na mehwima CQ ili se adsorbuju n&elijama kvascaa—Kiseline koje se
nisu izomerizovale u procesu kuvanja sladovinezelee u fermentaciji zbog toga Sto je
njihova rastvorljivost, na pH vrednosti ispod 5,0a temperaturama ispod °¥) veoma
mala. Deo izohumulona se izdvaja u penu piva jesrsypovrsinski aktivni i sakupljaju
se na povrSini mehua CQ (Kunze, 1998). Tokom svih izvedenih fermentacgdrgaj
gorcine se smanjivao Sto je u skladu sa napred navedeni

Boja piva se tokom fermentacija smanjivala. Prvdna fermentacije boja se
smanjuje za oko 3 EBC jedinice, Sto je posledicaogutije intenzivho obojenih
sastojaka piva naelijama kvasca, u peni ili u talogu koji se izdvagapiva, usled
snizavanja pH vrednosti (Kunze, 1998).

Broj ¢elija kvasca tokom fermentacija raste d@édigedana, a nakon toga opada do
kraja fermentacije. Umnozavangelija kvasca se smanjuje zbog toga Sto u sladovini
nema dovoljno rastvorenog kiseonika (Geiger i sE999). Nakon tréeg dana glavne
fermentacije zapazen je gmak flokulacijecelija kvasca i njihovo talozenje na dnu
fermentora.

U Tabeli 4.18 prikazani su rezultati tehnoloSkilngmaetara proizvedenih piva.

Tabela 4.18. Rezultati tehnoloskih parametara proiedenih piva

Pivo Pivo Pivo

o | Mo | Mo

NS 525 NS 565 NS 583
Hemijska analiza
Ekstrakt u osnovnoj sladovini (% m/m) 8,45 8,36 68,1
Etanol (% v/v) 3,46 3,44 3,34
Pravi ekstrakt (% m/m) 3,00 2,91 2,89
Prividni ekstrakt (% m/m) 1,79 1,72 1,72
Prava prevrelost (%) 64,53 65,08 64,64
Prividna prevrelost (%) 78,82 79,38 78,92
Boja (jedinica EBC) 5,8 5,2 5,6
pH vrednost 4,56 4,46 4,48
Rastvorljivi azot (mg/100 ml) 53,38 49,17 56,54
Gorcina (jedinica gatine BU) 29,97 34,00 35,95
Senzorne osobine
Ukus Cist, pun Cist, pun Cist, pun
Miris Cist Cist Cist
Gorina normalna normalna normailng
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Analizirajuéi rezultate ispitivavnih parametara kvaliteta pmaze se zaklgiti da
su sadrzaji etanola i ekstrakta u pivima u sagktsisa sadrzajima ekstrakta u osnovnim
sladovinama. Prava i prividna prevrelost pokazua si fermentacije izvedene do
priblizno istog stepena prevrelosti za sva proieved piva. Boja piva dobijenih iz
sladovina proizvedenih od sladova NS 525, NS 56651583 je priblizno ista u svim
proizvedenim pivima kao i pH vrednost. @Gioia piva je niza u odnosu na ohmeljene
sladovine Sto ukazuje da je doSlo do talozenjaigoskstojaka na mehdnna CQ |
adsorpcije n&elijama kvasca tokom fermentacija. Sadrzaj ragivoqd azota u pivima je
nizi u odnosu na sadrzaj rastvorljivog azota u dienam sladovinama, Sto je normalno
jer je kvasac asimilovao i utroSio azot u svom eliamu.

Senzorne osobine dobijenih piva bile su zadovojigeaza sva proizvedena piva.

4.12. Rezultati sadrzaja ukupnih fenola u sladovinaa, ohmeljenim sladovinama,
sladovinama tokom fermentacija, mladim pivima i pivma

Tri proizvedene sladovine (od slada NS 525, NS 965 583) su ohmeljene i iz
njih je fermentacijom proizvedeno pivo. Tokom pradnje piva (dobijanje sladovine,
hmeljenje sladovine, glavna i naknadna fermentpmjadretivan sadrzaj ukupnih fenola
i rezultati su prikazani na Slici 4.32. Sadrzajupkih fenola u sladovinama su iznosili
0,32 za NS 525, 0,31 za NS 565 i 0,30 mg GAE/10GanNS 583. Tokom hmeljenja
sladovina sadrzaj ukupnih fenola se p@me@i to 1,38 za NS 525, 1,35 za NS 5651 1,33
puta za NS 583. Fantozzi i saradnici (1998) su ldefio slicne rezultate. Tokom
fermentacija svih sladovina sadrzaj ukupnih fenséasnizavao i na kraju naknadne
fermentacije je bio neznatno nizi u odnosu na sladp(za NS 525 — 3,12%, NS 565 —
6,45% i NS 583 — 6,67%) Sto je u skladu sa rezoitatkoje su odredili Fantozzi i
saradnici (1998) i Floridi i saradnici (2003). Faatti i saradnici (1998) su utvrdili da se
tokom proizvodnje piva sadrzaj ukupnih fenola sragnga oko 28% Sto pokazuje da
primenjeni tehnoloSki postupak ima uticaj na sgdeupnih fenola. U ovom radu
odreieno je smanjenje sadrzaja ukupnih fenola za oko &8&m proizvodnje piva iz
ohmeljene sladovine.

Posto je u ovom radu primenjivan ideéai postupak proizvodnje sladovina,
ohmeljenih sladovina i piva moZe se zakiljuda je sorta j&ma imala najvé uticaj na
sadrzaj ukupnih fenola u proizvedenim pivima. Rivoizvedeno od sortedma NS 525
imalo je najviSi sadrzaj ukupnih fenola (0,31 mg EB200 ml piva), dok su piva
proizvedena od sorti NS 565 i NS 583 imala neznathobsadrzaj ukupnih fenola (0,29 i
0,28 mg GAE/100 ml piva). Sorta NS 525 je imalavisajsadrzaj ukupnih fenola tokom
proizvodnje piva u poenju sa drugim ispitivanim sortama.
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Slika 4.32. Promena sadrzaja ukupnih fenola tokomermentacija i dozrevanja piva
NS 525, NS 565 i NS 583 (S-sladovina, OS-ohmeljesladovina, F3, F5 i F7-tréi,

peti i sedmi dan fermentacije; N7 i N14-sedmi icetrnaesti dan naknadne
fermentacije piva)

Glavni efekat fenolnih jedinjenja na stabilnost s&piva je tokom komljenja i
hmeljenja sladovine (Liegeois i sar., 2000; MikySkaar., 2002). Naksto fenolna
jedinjenja ekstrahovana iz hmelja tokom hmeljemaiajno doprinose antioksidativnoj
aktivnosti i efikasno smanjuju potencijal nonenalaladovini (Lermusieau i sar., 2001).
Senzornom ocenom piva je taleopotviden pozitivan efekat polifenola hmelja tokom
proizvodnje piva na stabilnost ukusa (MikySka i,s2002).

Da bi se utvrdilo koji sadrzaj ukupnih fenola jeselhovan iz ispitivanih uzoraka
slada izrdunati su procenti ekstrahovnih ukupnih fenola i ipwb rezultati dati su u
Tabeli 4.19. Sadrzaj ekstrakta u sladovini proiarej od slada NS 525 iznosio je 8,51%
m/m, od slada NS 565 8,42% m/m i od slada NS 5889%,m/m. Na osnhovu sadrZzaja
ukupnih fenola u sladu, sladovini i ekstrakta ém@at je sadrzaj ukupnih fenola u
sladovini izrazen u mg GAE/g suve materije (Tabé&la9) i izr&unat je procenat
ekstrahovanih ukupnih fenola.

Tabela 4.19. Sadrzaj ukupnih fenola u sladu i sladani i udeo fenola ekstrahovnih u
sladovinu

Slad Sladovina (mg | Sladovina (mg .
Sorta (mg GAE/g s.m.*)| GAE/100ml) GAE/g s.m.) % ekstrahovanif
NS 525 0,96 0,32 0,0380 3,96
NS 565 0,94 0,31 0,0368 3,91
NS 583 0,91 0,30 0,0365 4,01

* g s.m. — gram suve materije
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Analizom rezultata datih u Tabeli 4.19 zapaza sgedprocenat ektrahovanih
ukupnih fenola ujedri@n kod ispitivanih sorti slada i iznosi 3,96% zadsNS 525,
3,91% za slad NS 565 i 4,01% za slad NS 583. Nawesnavedenog moze se zaklju
da se samo oko 4% ukupnih fenola slada ekstrahgjadovinu, a da ostatak ukupnih
fenola zaostaje u tropu.

4.13. Rezultati sadrzaja fenolnih kiselina u sladamama, ohmeljenim sladovinama,
sladovinama tokom fermentacija, mladim pivima i pivma

Optimizacija pripreme uzorka sladovine proizvedem# slada NS 525 za
odralivanje sadrzaja fenolnih kiselina obuhvatala jemgmu razkitih temperatura
hidrolize kiselinom (20C, 40C i 70°C). NajviSi sadrzaji ispitivanih fenolnih kiselina
postignuti su hidrolizom kiselinom na 2D (Tabela 4.20), pa je ovaj postupak
primenjivan u daljem radu (u Poglavlju 3.2.8 jeali@ib opisan postupak hidrolize). Ovaj
postupak hidrolize kiselinom na 2D primenjivan je za hidrolizu svih uzoraka slad@yin
ohmeljenih sladovina, sladovina tokom fermentacij@dih piva i piva.

Tabela 4.20. Rezultati sadrzaja fenolnih kiselina wsladovini proizvedenoj od slada
NS 525 i hidrolizovanoj kiselinom na razléitim temperaturama®

Sadrzaj fenolnih kiselina u sladovipig/100ml) proizvedenqj

Fenolna kiselina od slada NS 525 i hidrolizovanoj kiselinom na
20°C 40°C 70°C

p-Hidroksibenzoeva 10,06+0,20 9,18+0,13 8,10+0,21
Vanilinska 39,02+0,25 37,97+0,15 36,91+0,30
Gentistinska 0,09+0,01 0,12+0,02 0,10+0,02
Protokatehinska 2,18+0,08 2,11+0,10 2,07+0,07
Siringinska 11,10+0,27 10,82+0,33 10,74+0,23
p-Kumarinska 43,59+0,39 42,97+0,25 42,15+0,37
Galna 0,26+0,01 0,19+0,02 0,11+0,02
Ferulna 250,14+0,31 247,50+0,27 246,70+0,28
Kafena 7,10+0,19 6,03+0,16 5,79+0,18
Sinapinska 25,24+0,49 23,77+0,18 23,59+0,50
Hlorogenska n.g. n.d” n.d”
Elaginska n.d. n.d’ n.d’

4Vrednosti predstavljaju srednje vrednosti + stadda devijacija izréunata na osnovu tri odtiwanja

®n.d. Nije detektovana

Sadrzaj fenolnih kiselina u uzorcima tokom proizv@dpiva je odréivan GC-
MS metodom. Jedanaest fenolnih kiselipdiidroksibenzoeva, vanilinska, gentistinska,
protokatehinska, siringinskap-kumarinska, galna, ferulna, kafena, sinapinska i
hlorogenska je identifikovano i kvantifikovano. Biaska kiselina nije identifikovana u
ispitivanim uzorcima. Elaginska kiselina je teSkstworljiva u vodi (The Merck Index,
1996) Sto verovatno ima za posledicu da nije eketrana tokom proizvodnje sladovina.
Tipi¢éan GC-MS (SIM mod) hromatogram da je na Slici 4.33.
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Slika 4.33. GC-MS (SIM mod) hromatogram ekstrakta abijenog iz ohmeljene
sladovine NS 525. Pikovi: 1.p-hidrokibenzoeva, 2. vanilinska, 3. gentistina, 4.
protokatehinska, 5. siringinska, 6.p-kumarinska, 7. galna, 8. ferulna, 9. kafena, 10.
sinapinska 1 11. hlorogenska kiselina, IS — internistandard (p-aminobenzoeva
kiselina)

Promene sadrzaja fenolnih kiselina tokom fermejatatadovina proizvedenih od
slada NS 525, NS 565 i NS 583 date su u Tabela®ia4423.

U svim proizvedenim sladovinama, ohmeljenim sladama i pivima, ferulngy-
kumarinska, vanilinska i sinapinska kiselina sulenaajviSe sadrzaje. Sadrzaj ferulne
kiseline u sladovinama proizvedenim od slada NS, 35 656 i NS 583 iznosio je:
250,14; 251,26 i 225,88g/100 ml Sto je u saglasnosti sa rezultatima kaojelgjavili
Vanbeneden i saradnici (2006). Sadrfalkumarinske i vanilinske kiseline u sladovini
proizvedenoj od slada NS 525 iznosili su 43,59,0390d slada NS 565 48,02 i 37,63 i
od slada NS 583 45,50 i 38,48/100 ml. Sadrzaj sinapinske kiseline je u sladiovin
proizvedenoj od slada NS 565 bio znatno nizi u ¢emgu sa sladovinama od slada NS
525 i NS 583. Hlorogenska kiselina nije detektovana jednoj ispitivanoj sladovini.
Sadrzaji fenolnih kiselina su u skladu sa rezuttatkoje su objavili Jandera i saradnici
(2005).

Nakon hmeljenja sladovina, hlorogenska kiselinagesiena u svim ohmeljenim
sladovinama (3,86; 2,68 i 3,98)/100ml u ohmeljenoj sladovini proizvedenoj od slad
NS 525, NS 565 i NS 583) Sto uwuje da je ekstrahovana iz hmelja. Prema rezultatima
prikazanim u Tabelama 4.21-4.23, sadrzaj svihiigpiih fenolnih kiselina je poviSen
nakon hmeljenja. NajvisSi ukupni sadrzaj svih fenlolkiselina je odréen u ohmeljenim
sladovinama (proizvedenoj od slada NS 525-461,43,985-426,22 i NS 583-423,56
ug/100ml). Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina je hyaejem povéan za 18,68% u uzorku
NS 525, 17,01% u uzorku NS 565 i 17,04% u uzorku383. Sadrzaj ukupnih fenolnih
kiselina je u svim proizvedenim pivima bio nizi drmsu na odgovaraja ohmeljene
sladovine Sto je u saglasnosti sa rezultatima kajeobjavili McMurrough i saradnici
(1984).
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Tokom svih fermentacija sadrzgp-kumarinske, ferulne, kafene, sinapinske i
hlorogenske kiseline su se snizavali. Sadgzdjumarinske (1,22 puta u fermentaciji NS
525, 1,18 puta u fermentaciji NS 565 i 1,45 put@mnmentaciji NS 583) i ferulne (1,36
puta u fermentaciji NS 525, 1,31 puta u fermenitdd¢$ 565 i 1,53 puta u fermentaciji
NS 583) su se snizavali tokom fermentacija. Smaajeadrzaja ferulne kiseline tokom
fermentacije je u saglasnosti sa rezultatima kajelabili Madigan i saradnici (1995).
Ferulna 1 p-kumarinska kiselinacesto podlezu dekarboksilaciji, ili termalnom
fragmentacijom, ili usled dejstva kvasca. Neki sbjevasca mogu da transformisu
ferulnu i p-kumarinsku kiselinu u vinil derivate ili u supsigane fenil propionske
kiseline (Garcia i sar., 2004) sniz¢ijsadrzaj ovih kiselina tokom fermentacije. Poznato
je da se tokom fermentacije piva donjeg vreigje kvasca taloze na dnu fermentora.
Sastojci piva se adsorbuju galijama kvasca i taloZze zajedno sa njima, pa S®owji
sadrzaj snizava tokom fermentacije piva.

Na osnhovu prikazanih rezultata moZe se videti dap<gudroksibenzoeva,
vanilinska, gentistinska, protokatehinska, sirisfgn i galna kiselina maksimalni sadrzaj
dostigle tokom fermentacije. NajviSi porast sadaZtakom fermentacije odten je kod
gentistinske (3,89 puta za NS 525, 3,18 puta za585 i 1,72 puta za NS 583),
protokatehinske (3,41 puta za NS 525, 4,67 putdl2a565 i 3,46 puta za NS 583),
siringinske (1,57 puta za NS 525, 2,52 puta za B% 52,17 puta za NS 583) i galne
kiseline (4,27 puta za NS 525, 9,06 puta za NSi&HB2 puta za NS 583). McMurrough
i saradnici (1984) su odredili viSe sadrzajkidroksibenzoeve, vanilinske i galne kiseline
u sladovini u fermentaciji, nego u sladovini. Janadiesaradnici (2005) su ta#te odredili
maksimalne sadrzaje galne, protokatehinske, vakiin siringinske kiseline u mladom
pivu Sto je u saglasnosti sa rezultatima dobijenirovom radu. U toku fermentacije
sadrzaj skoro svih kiselina se pose, ili ostao isti. Fenolne kiseline (naito vanilinske
i kafene kiseline) nastaju tokom fermentacije meliamom kvasca (Pdschl i sar., 2007).
Pascoe i saradnici (2003) su tdkoutvrdili blagi porast sadrzaja vanilinske kiselin
tokom fermentacije piva.

Naknadnom fermetacijom smanjen je sadrzaj skord sspitivanih kiselina.
Odreieni sadrzaji isptivanih fenolnih kiselina su u saglosti sa rezultatima sadrzaja
fenolnih kiselina u standardnim pivima (Bartolomésar., 2000). Sthe sadrZajep-
kumarinske, ferulne i sinapinske kiseline sa sguonzadatim u Tabelama 4.21-4.23
odredili su Hayes i saradnici (1987).

Nizak sadrzaj kafene kiseline oden je u uzorcima sladovine piva donjeg vrenja,
dok hmeljenjem sladovine raste sadrpakumarinske ip-hidroksibenzoeve kiseline.
Kasniji tehnoloski postupci u proizvodnji kao Sto fermentacija, hladno dozrevanje,
tretmani sa adsorbentima i filtracija dovode dogbka gubitka fenolnih kiselina
(McMurrough i sar., 1984; Shahidi i Nazck, 2004).

Sadrzaj polifenola se moze smanijiti tokom proceseéntacije i kao posledica
precipitacije proteina. $eri prisutni u sladovini mogu stvarati vodomé veze i biti
kompeticija polifenolima za moga mesta vezivanja. Kako proces fermentacije ¢dmi
sadrzaj Séera u sladovini se smanjuje gemu dolazi se povava broj vodoninih veza
izmedu polifenola i proteina piva (Shahidi i Nazck, 2004

Da bi se utvrdilo koji sadrzaj fenolnih kiselina gkstrahovan iz ispitivanih
uzoraka slada iztanati su procenti ekstrahovnih fenolnih kiselindobijeni rezultati
dati su u Tabelama 4.24-4.26. Sadrzaj ekstraktadogini proivedenoj od slada NS 525
iznosio je 8,51% m/m, od slada NS 565 8,42% m/rd slada NS 583 8,20% m/m. Na
osnovu sadrzaja fenolnih kiselina u sladu, sladoviekstrakta izrédunati su sadrzaju
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fenolnih kiselina u sladovini izrazeni pg/g suve materije (Tabela 4.24) i izuaat je
procenat ekstrahovanih fenolnih kiselina.

Tabela 4.24. Sadrzaj fenolnih kiselina u sladu i ablovini proizvedenoj od slada NS
525 i udeo fenolnih kiselina ekstrahovnih u sladowu

Fenolna kiselina Slad Sladovina Sladovina % _
(vg/g s.m.*) | (ug/100ml) (ug/g s.m.) | ekstrahovanih
p-Hidroksibenzoeva 26,84 10,06 1,18 4,40
Vanilinska 31,82 39,02 4,59 14,41
Gentistinska 1,64 0,09 0,01 0,64
Protokatehinska 17,79 2,18 0,26 1,44
Siringinska 11,13 11,1 1,30 11,72
p-Kumarinska 59,21 43,59 5,12 8,65
Galna 4,95 0,26 0,03 0,62
Ferulna 259,53 250,14 29,39 11,33
Kafena 10,23 7,10 0,83 8,16
Sinapinska 8,15 25,24 2,97 36,39
Hlorogenska 3,43 0 0 0
Elaginska 3,48 0 0 0
Ukupno 438,20 388,78 45,69 10,43

* g s.m. — gram suve materije

Na osnovu rezultata datih u Tabeli 4.24 zapazaassudse najviSe ekstrahovale
sinapinska (36,39%), vanilinska (14,41%), siringag11,72%), ferulna (11,33%jp-
kumarinska (8,65%) i kafena kiselina (8,16%). Ukaiganolne kiseline ekstrahovane iz
slada iznosile su 10,43%.

Tabela 4.25. Sadrzaj fenolnih kiselina u sladu i atlovini proizvedenoj od slada NS
565 i udeo fenolnih kiselina ekstrahovnih u sladowu

Fenolna kiselina Slad Sladovina Sladovina % _
(ug/g s.m.*) | (ng/200ml) (ug/g s.m.) | ekstrahovanih
p-Hidroksibenzoeva 21,19 9,79 1,16 5,49
Vanilinska 27,98 37,63 4,47 15,97
Gentistinska 1,41 0,17 0,02 1,43
Protokatehinska 12,21 1,93 0,23 1,88
Siringinska 9,98 7,33 0,87 8,72
p-Kumarinska 53,55 48,02 5,70 10,65
Galna 4,82 0,17 0,02 0,42
Ferulna 253,46 251,26 29,84 11,77
Kafena 9,52 3,46 0,41 4,32
Sinapinska 6,92 4,5 0,53 7,72
Hlorogenska 3,59 0 0 0
Elaginska 2,42 0 0 0
Ukupno 407,05 364,26 43,26 10,63

* g s.m. — gram suve materije
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Na osnovu rezultata datih u Tabeli 4.25 zapazaassudse najviSe ekstrahovale
vanilinska (15,97%), ferulna (11,77%);kumarinska (10,65%), siringinska (8,72%) i
sinapinska kiselina (7,72%). Ukupne fenolne kiselekstrahovane iz slada iznosile su
10,63%.

Tabela 4.26. Sadrzaj fenolnih kiselina u sladu i atlovini proizvedenoj od slada NS
583 i udeo fenolnih kiselina ekstrahovnih u sladowu

Fenolna kiselina Slad Sladovina Sladovina % _
(ug/g s.m.*) | (ng/200ml) (ug/g s.m.) | ekstrahovanih
p-Hidroksibenzoeva 27,19 10,22 1,25 4,58
Vanilinska 32,66 38,43 4,69 14,35
Gentistinska 1,47 0,25 0,03 2,07
Protokatehinska 15,93 1,99 0,24 1,52
Siringinska 9,67 7,56 0,92 9,53
p-Kumarinska 59,18 45,50 5,55 9,38
Galna 4,56 0,25 0,03 0,67
Ferulna 226,98 225,89 27,55 12,14
Kafena 7,89 7,60 0,93 11,75
Sinapinska 6,73 24,23 2,95 43,91
Hlorogenska 3,33 0 0 0
Elaginska 1,88 0 0 0
Ukupno 397,47 361,92 44,14 11,10

* g s.m. — gram suve materije

Na osnovu rezultata datih u Tabeli 4.26 zapazaassudse najviSe ekstrahovale
sinapinska (43,91%), vanilinska (14,35%), ferulnd2,{4%), kafena (11,75%),
siringinska (9,53%) ip-kumarinska kiselina (9,53%). Ukupne fenolne kiseli
ekstrahovane iz slada iznosile su 11,10%.

Analizirajuéi podatke prikazane u Tabelama 4.24-4.26 moze kkuzidi da je
sadrzaj ekstrahovanih pojedéméh fenolnih kiselina raziit i da zavisi od sorte §ena.
Najveta razlika je u sadrzaju ekstrahovane sinapinsldikes NS 525 - 36,39%, NS 565
- 7,72% i NS 583 — 43,91%. Udeo ostalih ekstrahivéenolnih kiselina u sladovinu
nije se bitno razlikovao nde sortama. Udeo ukupnih ekstrahovanih fenolnihlikiaebio
je vrlo slican za sve ispitivane sorte. Vanbeneden i sara@@0€i7) su ispitivali sadrzaj
ferulne i p-kumarinske kiseline u sladovinama proizvedenindé&vet sorti jgmenog
slada, kao i njihove udele u proizvedenim sladaviaaUdeop-kumarinske kiseline u
sladovinama iznosio je 2,3-5,3%, a ferulne kiselik-12,5%. Dobijeni rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima dobijenim u ovom raduoshovu dobijenih rezultata moze se
zakljwiti da najveéi deo fenolnih kiselina ostaje u tropu, dok se sanadi deo ekstrahuje
u sladovinu tokom komljenja.

4.14. Rezultati antiradikalske aktivnosti na DPPH adikale u sladovinama,
ohmeljenim sladovinama, sladovinama tokom fermenta@, mladim pivima i pivima

Primeri tipinih spektara DPPH radikala bez (slepa proba) ksaaktom su dati
na Slici 4.34.
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Slika 4.34. ESR spektri DPPH radikala A) bez ekstrita (slepa proba), B) sa
ekstraktom dobijenim iz ohmeljene sladovine NS 525

Antiradikalske aktivnosti ekstrakata na DPPH raldikdokom fermentacija
sladovina proizvedenih od sladova NS 525, NS 585 i583 su prikazane na Slici 4.35.
U sladovini proizvedenoj od slada NS 525 je ddrea najviSa antiradikalska aktivnost na
DPPH radikale, obzirom da niza EG/rednost pokazuje viSu antiradikalsku aktivnost
(EGso za NS 525-0,433; NS 565-0,546 i NS 583-0,649 myg/étb ukazuje da
antiradikalska aktivnosti komponenti slada ima ajac na antiradikalsku aktivnost
proizvedene sladovine. Kellner i saradnici (200%)usvrdili da antiradikalska aktivnost
na DPPH radikale i antioksidativha aktivnost sladevzavise od slada (jma)
upotrebljenog za proizvodnju sladovine. U ispitivarsladovinama, nakon hmeljenja se
znatno povisila antiradikalska aktivnost na DPP#ikale (EGo za ohmeljenu sladovinu
proizvedenu od slada NS 525-0,223; NS 565-0,247 § B83-0,333 mg/ml).
Antiradikalska aktivnost na DPPH radikale se tokmmeljenja povéala kod NS 525 za
48,55%, NS 565 za 54,81% i NS 583 za 48,67%. Kaukbdwrja i saradnici (2005) su
odredili porast antiradikalske aktivnosti na DPPatlikale hmeljenjem za oko 70%.
Franz i Back (2001) su talle odredili porast antiradikalske aktivhosti na DPRHikale
nakon hmeljenja sladovine. Dostalek i Karabin (3068@ utvrdili da hmeljenje sa
peletiranim hmeljom uzrokuje porast antiradikalgkeivnosti na DPPH radikale (oko
50%).

Antiradikalska aktivnost na DPPH radikale se sntanpkom glavne i naknadne
fermentacije (EG za pivo proizvedeno od slada NS 525-0,606; NS®G866 i NS 583-
1,000 mg/ml) Sto je u saglasnosti sa rezultatimaegda i saradnika (1999). Smanjenje
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale se maZasniti snizenjem sadrzaja ukupnih
fenola i ukupnih ispitivanih fenolnih kiselina (k& 4.32 i Tabele 4.21-4.23).
Antiradikalska aktivnost na DPPH radikale se n&w$anjila kod sorte NS 583. Pivo
proizvedeno od slada NS 525 je na kraju fermemtanialo znatno viSu antiradikalsku
aktivnost na DPPH radikale u pdenju sa pivima proizvedenim od slada NS 565 i NS
583. Ovaj rezultat ugwje na zakljdak da sorta jgnma ima dominantan uticaj na
antiradikalsku aktivnost proizvedenog piva. Dodtal&arabin (2007) su takie utvrdili
zn&ajno smanjenje antiradikalske aktivnosti na DPP#lkale tokom fermentacije (za
oko 40%).

110



Doktorska disertacija mr Jede. Pejin

1,1 1
—— NS 525 ——NS 565 —— NS 583

1,0 1
0,9 1
0,8 1
0,7 1
0,6 1
0,5 1

ECso (mg/ml)

0,4 1
0,3 1
0,2 1

0,1 1

Antiradikalska aktivnost na DPPH radikale,

0,0 L) L) L) L) L) L) 1
(ON] F3 F5 F7 NF7 NF14

(%)

Proizvodnja piva

Slika 4.35. Antiradikalska aktivnost na DPPH radikde tokom fermentacija
sladovina proizvedenih od slada NS 525, NS 565 i N&83 (S-sladovina, OS-
ohmeljena sladovina, F3, F5, i F7-tré, peti i sedmi dan fermentacije; NF7 i NF14-
sedmi i¢etrnaesti dan naknadne fermentacije piva)

4.15. Rezultati antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale u sladovinama,
ohmeljenim sladovinama, sladovinama tokom fermenta@, mladim pivima i pivima

Primer ESR spektri DMPO-OH ,spin adukata“ bez (algwoba) i u prisustvu
ekstrakata su dati na Slici 4.36.
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Slika 4.36. ESR spektri DMPO-OH “spin adukata” A) bez ekstrakta (slepa
proba), B) sa ekstraktom dobijenim iz ohmeljene sldovine NS 525

Antiradikalska aktivnosti ekstrakata na hidroksiidikale tokom fermentacija
sladovina proizvedenih od sladova NS 525, NS 9685 i583 su prikazane na Slici 4.37.
U sladovini proizvedenoj od slada NS 525 je ddre najviSa antiradikalska aktivnost na
hidroksil radikale, obzirom da niza B§&/rednost pokazuje viSu antiradikalsku aktivnost
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(ECsp za sladovinu proizvedenu od slada NS 525-0,27558E50,345 i NS 583-0,397
mg/ml). U ispitivanim sladovinama, nakon hmeljesg znatno povisila antiradikalska
aktivnost na hidroksil radikale (E€za ohmeljenu sladovinu NS 525-0,182; NS 565-
0,201 i NS 583-0,256 mg/ml). Antiradikalska aktighaa hidroksil radikale se tokom
hmeljenja povéala kod NS 525 za 34,00%, kod NS 565 za 41,77%di X8 583 za
35,55%.
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Slika 4.37. Antiradikalska aktivnost na hidroksil radikale tokom fermentacija NS
525, NS 565 i NS 583 (S-sladovina, OS-ohmeljenadgaina, F3, F5, i F7-trei, peti i

sedmi dan fermentacije; NF7 i NF14-sedmi Eetrnaesti dan naknadne fermentacije
piva)

Antiradikalska aktivnost na hidroksil radikale senamjila tokom glavne i
naknadne fermentacije (B§£za pivo proizvedeno od slada NS 525-0,386; NSG658
i NS 583-0,763 mg/ml). Antiradikalska aktivnostmdroksil radikale se najviSe smanijila
kod sorte NS 583. Pivo proizvedeno od slada NS j825a kraju fermentacije imalo
znatno viSu antiradikalsku aktivnost na hidroksdldikale u poréenju sa pivima
proizvedenim od slada NS 565 i NS 583. Ovaj rexulfatuje na zakljdak da sorta
jeéma ima dominantan uticaj na antiradikalsku aktivrmwsizvedenog piva.

Uchida i Ono (1999, 2000) su utvrdili da pivo pagedendogenu antioksidativhu
aktivnost. Endogena antioksidativna aktivnost (Ef)a se odréuje na osnovu ,lag*
faze tj. perioda pre nastajanja hidroksil radik@lkchida i Ono, 1999, 2000). Tokom
procesa proizvodnje piva endogena antioksidatiktiaraost se smanjuje zbog smanjenja
sadrzaja antioksidanata koji se utroSe na reakajslobodnim radikalima prisutnim u
pivu. Dobijeni rezultati pokazuju da se endogen#ioksidativha aktivhost smanjuje
tokom proizvodnje piva. Mautim, pivo poseduje znatnu antioksidativnu aktivirgis su
potvrdili i dobijeni rezultati.
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Hemija proizvodnje piva je vrlo slozena i ukupntiaeksidativni potencijal tokom
proizvodnje piva tokom ragiitih faza zavisi od brojnih promenljivih. Uticaj
upotrebljenog slada za proizvodnju sladovine jezétno zn#&ajan. Doprinos slada
antioksidativnoj aktivnosti sladovine zavisi od ikole ekstrahovanih antioksidativnih
jedinjenja tokom komljenja. Antioksidativni profgladovina nije konstantan tokom
procesa proizvodnje (Chandra i sar., 2000). KaukdNorja i saradnici (2005) i Dostalek
i Karabin (2007) su taki® utvrdili porast antioksidativne aktivnosti nakbmeljenja i
smanjenje antioksidativne aktivnosti tokom glavneaknadne fermentacije piva. Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima prikazanimSti&gama 4.35 1 4.37. Hmelj sadrzi
mnoge u vodi rastvorljive polifenole koji tokom lamnja sladovine sa hmeljom prelaze u
sladovinu i povéavaju antioksidativhu aktivhost ohmeljene sladovi@psti doprinos
polifenola hmelja zavisi od momenta dodavanja wchklju sladovinu. Poznato je da
polifenoli hmelja ,prezivljavaju® proces proizvodnjpiva i doprinose antioksidativnoj
aktivnosti piva (Chandra, 2002).

U sladovini proizvedenoj od slada NS 525 sa najvisadrzajem ukupnih fenola i
najvisim ukupnim sadrzajem fenolnih kiselina (Tabet.21) odréena je najviSa
antiradikalska aktivhost na DPPH i hidroksil radékaSlike 4.35 i 4.37). Tokom
proizvodnje piva sadrzaj ukupnih fenola se blagargm, Sto ukazuje da je proces
proizvodnje imao uticaja na njihov sadrzaj. Intardao je da je smanjenje antiradikalske
aktivnosti na DPPH i hidroksil radikale &lio smanjenju sadrzaja ukupnih fenola i
ukupnih fenolnih kiselina tokom procesa proizvodpipa.

Sadrzaji ukupnih fenola u sladovinama su iznosii20za NS 525, 0,31 za NS
5651 0,30 mg GAE/100 ml za NS 583. Pivo proizvexled sorte jgma NS 525 imalo je
najvisi sadrzaj ukupnih fenola (0,31 mg GAE/100pia), dok su piva proizvedena iz
sorti NS 565 i NS 583 imala neznatno nizi sadrdajpmih fenola (0,29 i 0,28 mg
GAE/100 ml piva). NajviSi ukupni sadrzaj svih fenibl kiselina je odréen u
ohmeljenim sladovinama (NS 525-461,41, NS 565-4226,RS 583-423,56:9/100ml),
dok je u pivima iznosio za NS 525-383,85, NS 569;3Z i NS 583-321,0hg/100ml. U
proizvedenim pivima utena je razlika izmiu piva proizvedenih od slada NS 525, NS
565 i NS 583 u antiradikalskoj aktivnosti na DPPHidroksil radikale. Antiradikalska
aktivnost na DPPH radikale iznosila je u pivu pveidenom od slada NS 525-0,606; NS
565-0,806 i NS 583-1,000 mg/ml. Antiradikalska aktist na hidroksil radikale iznosila
je u pivo proizvedenom od slada NS 525-0,386; N5-3658 i NS 583-0,763 mg/ml.
lako nisu udene zndajne razlike u sadrzaju ukupnih fenola, sadrzajpuitu fenolnih
kiselina u pivu proizvedenom od slada NS 583 jerbh#d u odnosu na piva proizvedena
od slada NS 525 i NS 565, Sto moze biti uzrok nantiradikalskih aktivnosti na DPPH i
hidroksil radikale piva proizvedenog od slada NS.58

Razlika u sadrzaju ukupnih fenolnih kiselina u tisinim sladovima nije bila
zn&ajna, jer se u proizvodnji slada promene odigravajzrnu j€ma koje ostaje
netaknuto. Proizvodnja piva zapoe ekstrakcijom rastvorljivin jedinjenja iz
samlevenog zrna slada. Proizvedena sladovina sakinz8% suve materije. Nakon toga
sledi hmeljenje sladovine na temperaturi &fjnja u trajanju od jednog sata. U oba
procesa kiseonik iz vazduha je dostupan. Nakowdehja ohmeljene sladovine sledi
aeracija. Uchida i Ono (2000a) su utvrdili da sdagena antioksidativna aktivnost piva
smanjuje sa porastom sadrzaja rastvorenog kiseoRiksle aeracije sledi inokulacija
ohmeljene sladovine kvascem i fermentacija. Smatea da su mi najja&im
antioksidantima u fermentaciji piveelije kvasca. Pored toga Stelije kvasca stvaraju
SO, redukuju i karbonilna jedinjenja (osim onih ,adi&’ koji nastaju sa S do
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njihovih ekvivalentnih alkohola. Nekoliko enzima dsca destvuje u redukciji
karbonilnih jedinjenja, ukljéuju¢i alkohol dehidrogenazu kojacestvuje u proizvodniji
etanola (Bamforth, 2006). Sumpor-dioksid nastao aizvod metabolizma kvasca ima
zn&ajnu antioksidativnu aktivnost u pivu (Andersenair.s 2000; Bamforth, 2006).
Uzimaji havedeno u obzir moze se zakljuda je proces fermentacije mnogo slozeniji
od procesa sladovanja. U toku proizvodnje pivarbrigktori, pored fenolnih jedinjenja
ekstrahovanih iz slada i hmelja, duti na antioksidativhu aktivnost piva (proizvodi
metabolizma kvasca).
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5. STATISTICKA OBRADA DOBIJENIH REZULTATA
5.1. Modelovanje sadrzaja ukupnih fenolnih kiselinaokom proizvodnje slada i
piva

Na Slikama 5.1-5.3 date su promene sadrzaja ukupnibinih kiselina tokom
sladovanja ispitivanih sorti §ena NS 525, NS 565 i NS 583 opisane funkcijondege
stepena.
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Slika 5.1. Modelovanje promene sadrzaja ukupnih feolnih kiselina tokom
sladovanja sorte NS 525
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Slika 5.2. Modelovanje promene sadrzaja ukupnih feolnih kiselina tokom
sladovanja sorte NS 565
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Slika 5.3. Modelovanje promene sadrzaja ukupnih feolnih kiselina tokom
sladovanja sorte NS 583

Na osnovu funkcija koje opisuju promene sadrzajapakh fenolnih kiselina
tokom sladovanja sorti §ena NS 525, NS 565 i NS 583 moze se za&@Mijula funkcije
imaju slican tok i priblizno iste koeficijente determinadfja NS 525%°=0,8221; za NS
565 R°=0,8536 i za NS 583=0,8492). Svi koeficijenti determinacije su visdki
pokazuju dobro slaganje promene sadrzaja ukupnitirién kiselina sa funkcijama koje
opisuju promenu.

Na Slikama 5.4-5.6 date su promene sadrzaja ukupnibinih kiselina tokom
proizvodnje piva od slada NS 525, NS 565 i NS 583ane funkcijom tréeg stepena.
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Slika 5.4. Modelovanje promene sadrzaja ukupnih feolnih kiselina tokom
proizvodnje piva od slada NS 525
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Slika 5.5. Modelovanje promene sadrzaja ukupnih feolnih kiselina tokom
proizvodnje piva od slada NS 565
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Slika 5.6. Modelovanje promene sadrzaja ukupnih feolnih kiselina tokom
proizvodnje piva od slada NS 583

Na osnovu funkcija koje opisuju promene sadrzajapakh fenolnih kiselina
tokom proizvodnje piva od slada NS 525, NS 565 i983 moZe se zakkiti da funkcije
imaju slican tok i priblizno iste koeficijente determinac{ NS 525%°=0,7818; za NS
565 R?=0,5857 i za NS 583’=0,6766). Svi koeficijenti determinacije su visoki
pokazuju dobro slaganje promene sadrzaja ukupmibiriégh kiselina sa funkcijama koje
opisuju promenu.

Analizom sadrzaja ferulnep-kumarinske kiseline u toku sladovanja (Tabele 4.8-
4.10) utvdeno je da njihov zbikini preko 70% ukupnog sadrzaja fenolnih kiselina.
Prema tome, analiza promene sadrzaja ukupnih fénddiselina u toku sladovanja
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predstavlja najuem delom promenu sadrzaja ove dve kiseline. U cdpretivanja
zavisnosti sadrZaja pojeditrah fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnosth PPH i
hidroksil radikale urdena je korelaciona analiza sadrzaja pojeathitafenolnih kiselina i
antiradikalskih aktivnosti na DPPH i hidroksil rkdie u toku sladovanja.

Analizom sadrzaja ferulng@;kumarinske i vanilinske kiseline u toku proizvoelnj
piva (Tabele 4.21-4.23) utieno je da njihov zbikini preko 80% ukupnog sadrzaja
fenolnih kiselina. Prema tome, analiza promenezsgalukupnih fenolnih kiselina u toku
proizvodnje piva predstavlja nagien delom promenu sadrzaja ove tri kiseline. U cilju
odreiivanja zavisnosti sadrzaja pojedinéah fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnosti
na DPPH i hidroksil radikale utana je korelaciona analiza sadrzaja pojeffiita
fenolnih kiselina i antiradikalskih aktivnosti naPPH i hidroksil radikale u toku
proizvodnje piva.

5.2. Korelaciona analiza sadrzaja ukupnih fenola antiradikalske aktivnosti na
DPPH i hidroksil radikale u toku procesa sladovanjai proizvodnje piva

U cilju utvrdivanja zavisnosti izm# sadrzaja ukupnih fenola i antiradikalske
aktivnosti na DPPH i hidroksil radikale u toku pesa sladovanja i proizvodnje piva
uradena je korelaciona analiza. Na Slikama 5.7-5.9 dat&orelacije sadrzaja ukupnih
fenola i antiradikalske aktivnosti na DPPH i hidsdkadikale tokom procesa sladovanja
sorti NS 525 (Slika 5.7), NS 565 (Slika 5.8) i N835(Slika 5.9). Za odt#vanje
korelacija korigeni su podaci dati na Slikama 4.2, 4.29 i 4.31.
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Slika 5.7. Korelacije sadrzaja ukupnih fenola i aniradikalske aktivnosti na DPPH i
hidroksil radikale tokom procesa sladovanja sorte I$ 525
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Slika 5.8. Korelacije sadrzaja ukupnih fenola i aniradikalske aktivnhosti na DPPH i
hidroksil radikale tokom procesa sladovanja sorte I$ 565
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Slika 5.9. Korelacije sadrzaja ukupnih fenola i aniradikalske aktivnhosti na DPPH i
hidroksil radikale tokom procesa sladovanja sorte I$ 583

U Tabeli 5.1 dati su koeficijenti linearne regres{p i b) i determinacijeR)
(Vukadinove, 1986) sadrzaja ukupnih fenola i antiradikalskeivalosti na DPPH i
hidroksil radikale odréeni za proces sladovanja sorti NS 525, NS 565 bB%

Dobijeni rezultati antiradikalske sposobnosti naPBPPi hidroksil radikale su
izrazeni kao EG vrednosti. EG vrednost se definiSe kao koncentracija ekstrakta
potrebna za uklanjanje 50% DPPH ili hidroksil radék pod primenjenim
eksperimentalnim uslovima. Manja Efvrednost odgovara viSoj antiradikalskoj
aktivnosti. Tokom procesa sladovanja antiradikalsksivnost na DPPH i hidroksil
radikale se pov@avala pricemu se EG vrednost smanjivala. Talle, sadrzaj ukupnih
fenola se tokom procesa sladovanja gavao. MozZe se zakkiti da Sto je viSi sadrzaj
ukupnih fenola to je E§ vrednost niza tj. potrebno je manje ekstraktaktanjanje 50%
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DPPH ili hidroksil radikala. Zbog toga je koefiaije pravca linearne regresije (a)
negativan.

Tabela 5.1. Koeficijenti linearne regresije (a i b)i determinacije (R?) sadrZaja
ukupnih fenola i antiradikalske aktivnosti na DPPH i hidroksil radikale odre deni za
proces sladovanja sorti NS 525, NS 565 i NS 583

Sorta jeéma Antira_dikalska a b R2
aktivnost

NS 525 DPPH. -1,9916 2,1588 0,9799
Hidroksil -0,8203 0,9735 0,9906

NS 565 DPPH. -1,5982 1,8561 0,9808
Hidroksil -0,7857 0,9702 0,9848

NS 583 DPPH_ -1,5557 1,8394 0,9388
Hidroksil -0,7990 0,9969 0,9163

Na osnovu rezultata koeficijenata determinadid) @datih u Tabeli 5.1 moZe se
zakljwiti da postoji visoka korelacija izda sadrzaja ukupnih fenola i antiradikalske
aktivnosti na DPPH i hidroksil radikale tokom preae sladovanja. Koeficijenti
determinacije su kod sva tri uzorka bili visokiignad 0,9. Kod sorte NS 583 odei su
najnizi koeficijenti determinacije i to: za DPPHiikale R*=0,9388 i za hidroksil radikale
R°=0,9163.

Na slikama 5.10-5.12 date su korelacije sadrzajgpuik fenola i antiradikalske
aktivnosti na DPPH i hidroksil radikale tokom pnadzinje piva NS 525 (Slika 5.10), NS
565 (Slika 5.11) i NS 583 (Slika 5.12). Za atlvanje korelacija kori&ni su podaci dati
na Slikama 4.32, 4.35i 4.37.
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Slika 5.10. Korelacije sadrzaja ukupnih fenola i atiradikalske aktivhosti na DPPH i
hidroksil radikale tokom proizvodnje piva od sladaNS 525
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Slika 5.11. Korelacije sadrzaja ukupnih fenola i atiradikalske aktivnhosti na DPPH i
hidroksil radikale tokom proizvodnje piva od sladaNS 565
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Slika 5.12. Korelacije sadrzaja ukupnih fenola i atiradikalske aktivhosti na DPPH i
hidroksil radikale tokom proizvodnje piva od sladaNS 583

U Tabeli 5.2 dati su koeficijenti linearne regres{pa i b) i determinacijeR)
sadrzaja ukupnih fenola i antiradikalske aktivnostiDPPH i hidroksil radikale odteni
za proizvodnju piva od slada NS 525, NS 565 i NS.58
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Tabela 5.2. Koeficijenti linearne regresije (a i b)i determinacije (R? sadrzaja
ukupnih fenola i antiradikalske aktivnosti na DPPH i hidroksil radikale odre deni za
proizvodnju piva od slada NS 525, NS 565 i NS 583.

Slad Antira_dikalska a b R2
aktivnost

NS 525 DPPH. -1,8831 1,1681 0,4009
Hidroksil -0,9696 0,6615 0,4357

NS 565 DPPH_ -3,1517 1,7004 0,5077
Hidroksil -2,3447 1,2728 0,4011

NS 583 DPPH_ -3,6301 1,9552 0,4785
Hidroksil -2,4954 1,3719 0,3462

Na osnovu rezultata koeficijenata determinadid) @datih u Tabeli 5.2 moZe se
zakljwiti da postoji zn&ajna korelacija izmdu sadrZzaja ukupnih fenola i antiradikalske
aktivnosti na DPPH i hidroksil radikale tokom preozinje piva. Kod piva proizvedenog
od slada NS 525 odien je najnizi koeficiient determinacije za DPPH ikate
(R?=0,4009), dok je za najnizi koeficijent determijada hidroksil radikaleRf=0,3463)
odreien kod uzorka NS 583. Svi koeficijenti determina@gdreéeni na osnovu rezultata
dobijenih tokom proizvodnje piva su nizi u péemju sa koeficijentima determinacije
odreienim za proces sladovanja. Na osnovu rezultath dafiabeli 4.19 zaklgeno je da
je samo oko 4% ukupnih fenola ekstrahovano u sladova. Nizi koeficijenti
determinacije tokom proizvodnje piva mogu sa oljagnacajnim smanjenjem sadrzaja
ukupnih fenola u sladovini koja je polazna sirovirea proizvodnju piva. Pored toga, u
toku fermentacije zri@jne su aktivnostéelija kvasca koje menjaju sastav sladovine i
taloZze se. Tokom fermentacije, snizava se i pHstido se pH vrednosti koje su u oblasti
izoelektrenih tataka velikog broja rastvorenih jedinjenja, doekojima su i tanini, pri
¢emu se taloze na mehéima CQ ili se adsorbuju néelijama kvasca (Kunze, 1998).

5.3. Korelaciona analiza sadrzaja fenolnih kiselina antiradikalskih aktivnosti na
DPPH i hidroksil radikale tokom procesa sladovanja proizvodnje piva

U cilju utvrdivanja zavisnosti izm# sadrzaja fenolnih kiselina i antiradikalske
aktivnosti na DPPH i hidroksil radikale tokom preaesladovanja i proizvodnje piva od
slada NS 525, NS 565 i NS 583, deaa je korelaciona analiza odnosa sadrzaja fenolnih
kiselina i antiradikalskih aktivhosti na DPPH i to#isil radikale. Na Slikama 5.13-5.36
date su korelacije sadrzaja ispitivanih fenolnilsekina i antiradikalske aktivnosti na
DPPH i hidroksil radikale u toku procesa sladovarmeoizvodnje piva. U Tabelama 5.3-
5.14 dati su koeficijenti linearne regresije (a)iileterminacije &), sadrzaja fenolnih
kiselina i antiradikalske aktivhosti na DPPH radikal toku procesa sladovanja i
proizvodnje piva.
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P_XV_BEMN vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
EC50DPPH = 60112 - 0093 * P_XY_BEN
Correlation: r = - 5543

a7s

ECS0DPPH

55

P_XY_BEN

GENTISTI vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 64819 - 1243 * GENTISTI
Correlation: r=-7411

ECS0DPPH

WANILLIC vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
EC50DPPH = 65160 - 0183 * VANILLIC
Correlation: r=-9013

a7s

12 16 al 24 28 32 36 40
WARNILLIC
PROTO_C vs. ECS0DPPH (Casewise MD delstior)

ECS0DPPH = 85255 - 0351 * PROTO_C
Correlation: r=-9501
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GALLIC vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion) FERULIC vs. EC50DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 2.0109 - 3567 * GALLIC ECS0DPPH = 85127 - 0024 * FERULIC
Correlation: r= - 9629 Corelation: r= - 8538
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Slika 5.13. Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve, vanilinske, gentistinske,
protokatehinske, siringinske,p-kumarinske, galne i ferulne kiseline i antiradikakke
aktivnosti na DPPH radikale tokom procesa sladovarg sorte NS 525
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CAFFEIC vs. ECS00PPH (Casewise MD deletion) SINAPIC vs. ECS0DFPPH (Casewise MD deletion)
ECS00PPH = 63441 - 0313 * CAFFEIC ECS00PPH = 73031 - 0504 * SINAPIC
Correlation: r=-5411 Correlation: r = - 7864

ECS0DPPH
ECS0DPPH

[ 7 ] 9 10 11 12 13 1 15
CAFFEIC SINAPIC
CHLOROGE ws. ECS0DPPH (Casewise MD deletion) ELLAGIC vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)

EC5I0PPH = 61619 - 11642 * CHLOROGE ECS0DPFPH = 54562 - 0983 * ELLAGIC
Correlation: r=- 9916 Correlation: r=-3770
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Slika 5.14. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskehlorogenske i elaginske kiseline i
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale tokom procesa sladovanja sorte NS 525

Tabela 5.3. Koeficijenti linearne regresije (a i b)i determinacije (R?), sadrzaja
fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnhosti na DPPH radikale tokom procesa
sladovanja uzorka NS 525

Fenolna kiselina a b R?
p-Hidroksibenzoeva -0,0093 0,6011 0,7298
Vanilinska -0,0283 0,8518 0,8123
Gentistinska -0,1243 0,6418 0,5492
Protokatehinska -0,0351 0,8522 0,9803
Siringinska -0,0695 1,1329 0,7290
p-Kumarinska -0,0034 0,5634 0,4809
Galna -0,3567 2,0109 0,9272
Ferulna -0,0024 0,8512 0,7290
Kafena -0,0319 0,6344 0,2928
Sinapinska -0,0504 0,7303 0,6184
Hlorogenska -0,1542 0,8161 0,9833
Elaginska -0,0983 0,6456 0,1421

Tokom procesa sladovanja sorte NS 525 antiradikalsktivnost na DPPH
radikale se povavala pricemu se Eg, vrednost smanjivala. Sto je visi sadrzaj fenolnih
kiselina to je EG vrednost niZa tj. potrebno je manje ekstraktaktanjanje 50% DPPH
ili hidroksil radikala. Zbog toga je koeficijent gorca linearne regresije (a) negativan.
NajviSe koeficijente determinacije sadrZaja i atikalske aktivnosti na DPPH radikale
u toku procesa sladovanja sorte NS 525 imale suopénska (0,9833), protokatehinska
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(0,9803), galna (0,9272), vanilinska (0,8123}hidroksibenzoeva (0,7298), ferulna

(0,7290), siringinska (0,7290) i sinapinska kisal{(0,6184).

ECS0HYDR

ECS0HYDR

ECS0HYDR

ECS0HYDR

Slika 5.15. Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve,
protokatehinske,

P_XV_BEM vs. ECE0HYDR (Casewise MD deletion)
EC50HYDR = 33116 - .0038 * P_XY_BEN
Correlation: r = - 8529
038

P_XY_BEN

GENTISTI vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
EC50HYDR = .34050 - 0469 * GENTISTI
Correlation: r = - 6328
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Correlation: r = - 8407
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GALLIC vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)

ECS0HYDR = 89328 - .1428 * GALLIC
Correlation: r=-9410
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PROTO_C vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
ECEOHYDR = 43482 - 0144 ™ PROTO_C
Correlation: r = - 9923

PROTO_C

P_COUMAR vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = .31041 - .0013 * P_COUMAR
Correlation: r = - 6529
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FERULIC vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = 44895 - 0010 * FERULIC
Correlation: r= - 3068
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FERULIC
vanilinske, gentistinske,
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p-kumarinske  kiseline,

antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tok om procesa sladovanja sorte NS
525
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CAFFEIC vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = 35498 - 0141 * CAFFEIC
Correlation: r= - 6851

SINAPIC vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = 38666 - 0212 * SINAPIC
Correlation: r = - 8077

ECE0HYDR
ECE0HYDR

6 7 g 9 10 11 12 13 14 18

CAFFEIC SINAPIC

CHLOROGE ws. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
EC50HYDR = 41514 - 0658 * CHLOROGE
Correlation: r = - 9659

ELLAGIC vs. ECSOHYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = 35660 - 0425 * ELLAGIC
Correlation: r=- 3978
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ECE0HYDR
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Slika 5.16. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskehlorogenske i elaginske kiseline i
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tok om procesa sladovanja sorte NS
525

Tabela 5.4. Koeficijenti linearne regresije (a i b)i determinacije (R?), sadrzaja
fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tokom procesa
sladovanja sorte NS 525

Fenolna kiselina a b R?
p-Hidroksibenzoeva -0,0038 0,3311 0,7274
Vanilinska -0,0073 0,4274 0,7623
Gentistinska -0,0469 0,3405 0,4662
Protokatehinska -0,0144 0,4348 0,9847
Siringinska -0,0280 0,5442 0,7068
p-Kumarinska -0,0013 0,3104 0,4263
Galna -0,1428 0,8932 0,8855
Ferulna -0,0010 0,4469 0,8223
Kafena -0,0141 0,3549 0,3423
Sinapinska -0,0212 0,3886 0,6524
Hlorogenska -0,0658 0,4151 0,9407
Elaginska -0,0425 0,3566 0,1582

Tokom procesa sladovanja sorte NS 525 antiradikaksktivnost na hidroksil
radikale se povavala pricemu se Eg, vrednost smanjivala. Sto je visi sadrzaj fenolnih
kiselina to je EG vrednost niZa tj. potrebno je manje ekstraktaktanjanje 50% DPPH
ili hidroksil radikala. Zbog toga je koeficijent gorca linearne regresije (a) negativan.
NajviSe koeficijente determinacije sadrzaja i autikalske aktivnosti na hidroksil
radikale u toku procesa sladovanja sorte NS 523eima: protokatehinska (0,9847),
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hlorogenska (0,9407),

ECS0DPPH

ECS0DPPH

ECS0DPPH

ECS0DPPH

Slika 5.17. Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve,

P_XV_BEM vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS50DPPH = 59946 - 0069 ™ P_xXY_BEN
Correlation: r = - 7844
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GENTISTI vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
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Correlation: r=-7119
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Correlation: r = - 58597
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GALLIC vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 1.0340 - 1461 * GALLIC

Correlation: r=- 9820
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WANILLIC vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS50DPPH = 83963 - 0170 ™ WANILLIC
Correlation: r = - 9702
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Correlation: r = - 9838
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P_COUMAR vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)

ECS10PPH = 63170 - 0036 * P_COUMAR
Correlation: 1= - 7556
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FERULIC vs. EC50DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 87244 - 0020 * FERULIC

Corelation: r=-9421
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protokatehinske, siringinske,p-kumarinske, galne i ferulne kiseline i antiradikakke
aktivnosti na DPPH radikale tokom procesa sladovarg sorte NS 565
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CAFFEIC vs. ECS00PPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 82614 - 0407 * CAFFEIC

SINAPIC vs. ECS0DFPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 70831 - 0374 * SINAPIC
Correlation: r=-7573

ECS0DPPH
ECS0DPPH
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CAFFEIC SINAPIC

CHLOROGE ws. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 77519 - 1155 * CHLOROGE
Correlation: r=-9500

ELLAGIC vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 24644 - 2425 * ELLAGIC
Correlation: r=- 9925

ECS0DPPH
ECS0DPPH
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Slika 5.18. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskehlorogenske i elaginske kiseline i
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale tokom procesa sladovanja sorte NS 565

Tabela 5.5. Koeficijenti linearne regresije (a i b)i determinacije (R?), sadrzaja
fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale tokom procesa
sladovanja sorte NS 565

Fenolna kiselina a b R
p-Hidroksibenzoeva -0,0069 0,5995 0,6153
Vanilinska -0,0170 0,8396 0,9413
Gentistinska -0,0790 0,6200 0,5068
Protokatehinska -0,0340 0,7993 0,9679
Siringinska -0,0412 0,8514 0,7916
p-Kumarinska -0,0036 0,6317 0,5770
Galna -0,1461 1,0340 0,9643
Ferulna -0,0020 0,8724 0,8876
Kafena -0,0407 0,8261 0,5787
Sinapinska -0,0374 0,7089 0,5735
Hlorogenska -0,1155 0,7752 0,9803
Elaginska -0,2425 0,9464 0,9851

Tokom procesa sladovanja sorte NS 565 antiradikalsktivhost na DPPH
radikale se pov@avala pricemu se Eg vrednost smanjivala. Sto je visi sadrzaj fenolnih
kiselina to je EG vrednost niza tj. potrebno je manje ekstraktaktanjanje 50% DPPH
ili hidroksil radikala. Zbog toga je koeficijent qrca linearne regresije (a) negativan.
NajviSe koeficijente determinacije sadrzaja i atikalske aktivnosti na DPPH radikale
u toku procesa sladovanja sorte NS 565 imale sagiredka (0,9851), hlorogenska
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(0,9803), protokatehinska (0,9679), galna (0,964&njlinska (0,9413), ferulna (0,8876),

siringinska (0,7916) p-hidroksibenzoeva kiselina (0,6153).

P_XV_BEM vs. ECE0HYDR (Casewise MD deletion)
EC50HYDR = 35461 - .0035 ™ P_XY_BEN
Correlation: r = - 8059
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Correlation: r = - 7365
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Correlation: r=-9775
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Slika 5.19. Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve, vanilinske, gentistinske,
p-kumarinske,
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tok om procesa sladovanja sorte NS

protokatehinske, siringinske,
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WANILLIC vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
EC50HYDR = 46854 - 0083 ™ VANILLIC
Correlation: r = - 9629
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FERULIC vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
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Correlation: r=- 9479
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CAFFEIC vs. ECEOHYDR (Casewise MD deletion)
ECE0HYDR = 46716 - .0203 * CAFFEIC
Correlation: r=-7749

SINAPIC ws. ECEOHYDR (Casewise MDD deletior)
ECS0HYDR = 40724 - 0165 * SINAPIC
Correlation: r = -.7643

ECS0HYDR
ECS0HYDR

CAFFEIC SINAPIC

CHLOROGE vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = 43784 - 0564 * CHLOROGE
Correlation: r = - 8363

ELLAGIC vs. ECSOHYDR (Casewise MD deletion)
ECEOHYDR = 52187 - 1187 * ELLAGIC
Correlation: r=-.3901

ECSOHYDR
ECSOHYDR

0.6 12 18 24 3n 36 42 1.0 12 1.4 16 18 20 22 24 26 28
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Slika 5.20. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskehlorogenske i elaginske kiseline i

antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tok om procesa sladovanja sorte NS
565

Tabela 5.6. Koeficijenti linearne regresije (a i b)i determinacije (R?), sadrzaja
fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tokom procesa
sladovanja sorte NS 565

Fenolna kiselina a b R
p-Hidroksibenzoeva -0,0035 0,3546 0,6495
Vanilinska -0,0083 0,4685 0,9272
Gentistinska -0,0401 0,3657 0,5424
Protokatehinska -0,0167 0,4501 0,9655
Siringinska -0,0205 0,4788 0,8132
p-Kumarinska -0,0018 0,3689 0,5868
Galna -0,0713 0,5641 0,9555
Ferulna -0,0010 0,4876 0,8985
Kafena -0,0203 0,4672 0,6005
Sinapinska -0,0185 0,4072 0,5842
Hlorogenska -0,0564 0,4378 0,9728
Elaginska -0,1187 0,5219 0,9803

Tokom procesa sladovanja sorte NS 565 antiradikaksktivnost na hidroksil
radikale se pov@avala pricemu se Eg vrednost smanjivala. Sto je visi sadrzaj fenolnih
kiselina to je EG vrednost niza tj. potrebno je manje ekstraktaktanjanje 50% DPPH
ili hidroksil radikala. Zbog toga je koeficijent qrca linearne regresije (a) negativan.
NajvisSe koeficijente determinacije sadrzaja i adikalske aktivnosti na hidroksil
radikale u toku procesa sladovanja sorte NS 565leinsu: elaginska (0,9803),
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hlorogenska (0,9728), protokatehinska (0,9655)nayd0,9555), vanilinska (0,9272),
ferulna (0,8985), siringinska (0,8132)-hidroksibenzoeva kiselina (0,6495).
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ECS0DFPPH

ECAODPPH

Slika 5.21. Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve,

P_x¥_BEN vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 73883 - .0080 ~ P_XY_BEN
Correlation: r=-8332
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GENTISTIvs. ECAB0DPPH (Casewise MD deletion)
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Correlation: r = -.6387
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PROTO_C vs. ECBODPPH (Casewise MD deletior)
ECBO0DPPH = 67756 - 0270 * PROTO_C
Correlation: r = -.3026
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P_COUMAR vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 73809 - 0034 * P_COUMAR
Correlation: r=-7918
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FERULIC ve. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 1.0587 - 0027 * FERULIC

Correlation: r=- 9963
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protokatehinske, siringinske,p-kumarinske, galne i ferulne kiseline i antiradikakke
aktivnosti na DPPH radikale tokom procesa sladovarg sorte NS 583
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CAFFEIC vs. ECAODPPH (Casewise MD deletion)
ECHIDPPH = 82287 - 0443 * CAFFEIC

SINAPIC ws. ECE0DPPH (Casewise MDD deletior)
ECS0DPPH = 81678 - 0562 * SINAPIC
Correlation: r=-7411 Correlation: r = -.8945
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CHLOROGE vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 77886 - 0798 * CHLOROGE
Correlation: r=-7813
08 — 08

ELLAGIC vs. ECSODPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = .88943 - 1943 * ELLAGIC
Correlation: r=-.8612
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Slika 5.22. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskehlorogenske i elaginske kiseline i
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale tokom procesa sladovanja sorte NS 583

CHLOROGE

Tabela 5.7. Koeficijenti linearne regresije (a i b)i determinacije (R?), sadrzaja
fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale tokom procesa
sladovanja sorte NS 583

Fenolna kiselina a b R°
p-Hidroksibenzoeva -0,0080 0,7368 0,6942
Vanilinska -0,0144 0,9156 0,9825
Gentistinska -0,0841 0,7189 0,4716
Protokatehinska -0,0270 0,8776 0,8147
Siringinska -0,0453 0,9603 0,7215
p-Kumarinska -0,0034 0,7381 0,6271
Galna -0,1732 1,2411 0,9279
Ferulna -0,0027 1,0587 0,9926
Kafena -0,0449 0,9223 0,5492
Sinapinska -0,0582 0,9168 0,8001
Hlorogenska -0,0798 0,7789 0,6104
Elaginska -0,1949 0,8894 0,7417

Tokom procesa sladovanja sorte NS 583 antiradikalsktivhost na DPPH
radikale se pov@avala pricemu se Eg vrednost smanjivala. Sto je visi sadrzaj fenolnih
kiselina to je EG vrednost niza tj. potrebno je manje ekstraktaktanjanje 50% DPPH
ili hidroksil radikala. Zbog toga je koeficijent grca linearne regresije (a) negativan.
NajviSe koeficijente determinacije sadrzaja i adikalske aktivnosti na DPPH radikale
u toku procesa sladovanja sorte NS 583 imale sutni@ (0,9926), vanilinska (0,9825),
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galna (0,9279), protokatehinska (0,8147), sina@n$k,8001), elaginska (0,7417),
siringinska (0,7215) p-hidroksibenzova kiselina (0,6942).

P_x¥_BEN vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion) WANILLIC vs. ECBOHYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = 43827 - 0044 * P_XY_BEN ECS0HYDR = 52486 - 0075 * VANILLIC
Correlation: r = -.8576 Correlation: r = -.3918
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GENTISTIvs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion) PROTO_C vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = 43389 - 0485 ™ GENTISTI ECS0HYDR = .51478 - 0148 * PROTO_C
Correlation: r = - 7616 Correlation: r= - 2486
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SYRIMGIC vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion) P_COUMAR vs. ECE0HYDR (Casewise MD deletion)
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Correlation: r= - 8952 Correlation: r= - 75685
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GALLIC vs. ECABOHYDR (Casewise MD deletion) FERULIC vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = B7607 - 0857 * GALLIC ECA0HYDR = 66663 - 0013 * FERULIC
Correlation: r=-9170 Corelation: r=-9513
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Slika 5.23. Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve, vanilinske, gentistinske,
protokatehinske, siringinske, p-kumarinske, galne i ferulne Kkiseline i
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tok om procesa sladovanja sorte NS
583
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CAFFEIC vs. ECAOHYDR (Case

wrise

ECE0HYDR = 50235 - .0204 * CAFFEIC
Correlation: r = -.6480
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SINAPIC ws. ECEOHYDR (Casewise MDD deletior)
ECS0HYDR = 50344 - 0270 * SINAPIC
Correlation: r = -.7989
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CHLOROGE vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = 465938 - 0463 * CHLOROGE
Correlation: r=-8720
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ELLAGIC vs. ECSOHYDR (Casewise MD deletion)

ECEOHYDR = 52774 - 1101 * ELLAGIC
Correlation: r=-8351
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Slika 5.24. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskehlorogenske i elaginske kiseline i
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tok om procesa sladovanja sorte NS

583

Tabela 5.8. Koeficijenti linearne regresije (a i b)i determinacije (R?), sadrzaja
fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tokom procesa
sladovanja sorte NS 583

Fenolna kiselina a b R’
p-Hidroksibenzoeva -0,0044 0,4393 0,7878
Vanilinska -0,0075 0,5250 0,9837
Gentistinska -0,0485 0,4339 0,5800
Protokatehinska -0,0148 0,5148 0,9017
Siringinska -0,0249 0,5607 0,8026
p-Kumarinska -0,0017 0,4279 0,5768
Galna -0,0857 0,6761 0,8409
Ferulna -0,0013 0,5866 0,9050
Kafena -0,0204 0,5024 0,4199
Sinapinska -0,0270 0,5034 0,6382
Hlorogenska -0,0463 0,4694 0,7604
Elaginska -0,1101 0,5277 0,8744

Tokom procesa sladovanja sorte NS 583 antiradikaksktivnost na hidroksil
radikale se pov@vala pricemu se Eg, vrednost smanjivala. Sto je visi sadrzaj fenolnih
kiselina to je EG vrednost niZa tj. potrebno je manje ekstraktaktanjanje 50% DPPH
ili hidroksil radikala. Zbog toga je koeficijent gorca linearne regresije (a) negativan.
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NajviSe koeficijente determinacije sadrzaja i adikalske aktivnosti na hidroksil
radikale u toku procesa sladovanja sorte NS 583eima vanilinska (0,9837), ferulna
(0,9050), protokatehinska (0,9017), elaginska @43,/ galna (0,8409), siringinska
(0,8026),p-hidroksibenzoeva (0,7878) i hlorogenska kiselia@§04).

Na osnovu dobijenih rezultata za koeficijente deieacije izméu sadrzaja
fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnhosti na BI® i hidroksil radikale tokom procesa
sladovanja moze se zapaziti da sve ispitivane fendkiseline imaju zr@jnu
antiradikalsku aktivnost na DPPH i hidroksil rad&&to se moze zakliti na osnovu
visokih koeficijenata determinacije dobijenih z& Sorte jéma.

Kod svih ispitivanih sorti jgma najviSe koeficijente determinacije sadrzaja i
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale tokomdsivanja imale su sle¢k fenolne
kiseline: hlorogenska, protokatehinska, galna, maka, p-hidroksibenzoeva, ferulna,
siringinska i sinapinska kiselina. Vrednosti kogéinata determinacije navedenih
kiselina nisu bile identne za sve sorte, ali nije bilo izrazitih varijaciilaginska kiselina
je u sorti NS 525 imala najnizi koeficijent detenacije (0,1421) dok je u sorti NS 565
imala najvisi koeficijent determinacije (0,9851).s0rti NS 583 koeficijent determinacije
za elaginsku kiselinu iznosio je 0,7417. Ratlirezultati koeficijenta determinacije za
elaginsku kiselinu uplwju da sorta j@na ima uticaja na antiradikalsku aktivnost na
DPPH radikale.

Kod svih ispitivanih sorti jgma najviSe koeficijente determinacije sadrzaja i
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale ¢ok sladovanja imale su slégefenolne
kiseline: hlorogenska, protokatehinska, galna, maka, p-hidroksibenzoeva, ferulna,
siringinska i sinapinska. Vrednosti koeficijenatetetminacije navedenih kiselina nisu
bile identtne za sve sorte, ali nije bilo Zt@nih odstupanja. Elaginska kiselina je u sorti
NS 525 imala najnizi koeficijent determinacije ®82), dok je u sorti NS 565 imala
najvisi koeficijent determinacije (0,9803). U soNE 583 koeficijent determinacije za
elaginsku kiselinu iznosio je 0,8744. Ratili rezultati koeficijenta determinacije za
elaginsku kiselinu uplwju da sorta j@nma ima uticaja na antiradikalsku aktivnost na
hidroksil radikale.

U sorti NS 565 elaginska kiselina ima najviSu aaikalsku aktivnost na DPPH i
hidroksil radikale na osnovu dobijenih koeficijemateterminacije, dok kod sorte NS 525
elaginska kiselina ima nizu antiradikalsku aktiviniees DPPH i hidroksil radikale.
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P_XY_BEN vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
EC50DPPH = 02346 + 02993 * P_XY_BEN
Caorrelation: r= 43291
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SYRINGIC vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
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GALLIC vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 20487 + 27778 * GALLIC
Correlation: r= 63115
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Slika 5.25. Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve,

WANILLIC vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = -.1828 + 01202 * WANILLIC
Caorrelation: r = 78606
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PROTO_C vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)

ECS50DPPH = 17515 + 04718 * PROTO_C
Correlation: r = 53748
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P_COUMAR vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
EC50DPPH = 25340 - 0475 * P_COUMAR

Correlation: r= - 8341
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FERULIC vs. ECS0DPPH (Casewise WD deletion)

EC50DPPH = 15119 - 0041 * FERULIC
Correlation: r = - 8549
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protokatehinske, siringinske,p-kumarinske, galne i ferulne kiseline i antiradikakke
aktivnosti na DPPH radikale tokom proizovodnje pivaod slada NS 525
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CAFFEIC vs. ECSODPPH (Casewiss MD delstion)
ECSODPPH = 27402 + 02234 * CAFFEIC
Conelation: r= 19067
065 065

SINAPIC vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 1.2921 - 0301 * SINAPIC
Correlation: r = - 8362
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CHLOROGE vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS00PPH = 54802 - 0505 * CHLOROGE
Correlation: r = - 3848
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Slika 5.26. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskei hlorogenske kiseline i
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale tokom proizvodnje piva od slada NS
525

Tabela 5.9. Koeficijenti linearne regresije (a i b)i determinacije (R?), sadrzaja
fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnhosti na DPPH radikale tokom proizvodnje
piva od slada NS 525

Fenolna kiselina a b R°
p-Hidroksibenzoeva 0,0299 0,0234 0,1874
Vanilinska 0,0120 -0,1828 0,6180
Gentistinska 0,5397 0,2992 0,0944
Protokatehinska 0,0472 0,1751 0,3570
Siringinska 0,4212 -0,1975 0,4118
p-Kumarinska -0,0478 2,5340 0,6974
Galna 0,2777 0,2047 0,3984
Ferulna -0,0041 1,5119 0,7309
Kafena 0,0223 0,2740 0,0364
Sinapinska -0,0301 1,2921 0,6992
Hlorogenska -0,0505 0,5480 0,1481

Fenolne kiseline sa negativnim predznakom koefitggravca linearne regresije
(a) su tokom proizvodnje piva od slada NS 525 pakaantiradikalsku aktivnost na
DPPH radikale. NajviSe koeficijente determinacigelizaja i antiradikalske aktivnosti na
DPPH radikale u toku proizvodnje piva od slada N& %male su: ferulna (0,7309),
sinapinska (0,6992)g-kumarinska kiselina (0,6974).
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P_XY_BEN vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
EC50HYDR = 08122 + 01476 * P_XY_BEN
Correlation: r= 43222

WANILLIC vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = - 0144 + 00581 * WANILLIC
Correlation: r = 76916
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GALLIC vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion) FERULIC vs. ECS0HYDR (Casewise WD deletion)
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Slika 5.27. Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve, vanilinske, gentistinske,
protokatehinske, siringinske, p-kumarinske, galne i ferulne Kkiseline i

antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tok om proizvodnje piva od slada

NS 525
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CAFFEIC vs. ECS0HYDR (Casewise MWD deletion) SINAPIC vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
EC50HYDR = 21474 + 00963 * CAFFEIC ECS0HYDR = 72112 - 0154 * SINAPIC
Correlation: r= 16746 Correlation: r= - B633
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CHLOROGE ve. ECSOHYDR [Casewise MD deletion)
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Correlation: r= - 3760
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Slika 5.28. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskei hlorogenske kiseline i
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tok om proizvodnje piva od slada NS
525

Tabela 5.10. Koeficijenti linearne regresije (a i bi determinacije (R, sadrzaja
fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tokom proivodnje
piva od slada NS 525

Fenolna kiselina a b R?
p-Hidroksibenzoeva 0,1476 0,0812 0,1868
Vanilinska 0,0058 -0,0144 0,5917
Gentistinska 0,2737 0,2151 0,0995
Protokatehinska 0,0234 0,1547 0,3628
Siringinska 0,0212 -0,0356 0,4311
p-Kumarinska -0,0251 1,3876 0,7901
Galna 0,1422 0,1661 0,4284
Ferulna -0,0021 0,8379 0,7926
Kafena 0,0096 0,2147 0,0281
Sinapinska -0,0154 0,7211 0,7453
Hlorogenska -0,0243 0,3387 0,1414

Fenolne kiseline sa negativnim predznakom koefitggravca linearne regresije
(a) su tokom proizvodnje piva od slada NS 525 pakaantiradikalsku aktivnost na
hidroksil radikale. NajviSe koeficijente determiijacsadrzaja i antiradikalske aktivnosti
na hidroksil radikale u toku proizvodnje piva odda NS 525 imale su: ferulna (0,7926),
p-kumarinska (0,7901) i sinapinska kiselina (0,7453)
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P_x¥_BEN vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 18842 + 02373 * P_XY_BEN
Correlation: r= 31849
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GALLIC vs. ECAB0DPPH (Casewise MD deletion)
ECE0DPPH = 27948 + 24853 * GALLIC
Correlation: r = 62218
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Slika 5.29. Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve,

WANILLIC vs. ECBODPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 09208 + 00838 * WANILLIC
Correlation: r= 46038
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PROTO_C vs. ECBODPPH (Casewise MD deletior)
ECS0DPPH = 29071 + 03730 * PROTO_C
Correlation: r= 44664
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P_COUMAR vs. ECE0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 21058 - .0278 * P_COUMAR
Correlation: r=-6410
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FERULIC vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 2.2791 - 0074 * FERULIC
Corelation: r=-8992
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vanilinske, gentistinske,

protokatehinske, siringinske,p-kumarinske, galne i ferulne kiseline i antiradikakke
aktivnosti na DPPH radikale tokom proizvodnje pivaod slada NS 565
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CAFFEIC vs. ECEODPPH (Casewise MD deletion) SINAPIC ws. ECE0DPPH (Casewise MDD deletior)
ECE0DPPH = 65940 - .0192 * CAFFEIC ECS0DPPH = 63304 - 0080 * SINAPIC
Correlation: r=-.1014 Correlation: r=-.1097
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CHLOROGE vs. ECA0DPPH (Casewise WD deletion)
ECS0DPPH = 63434 - 0440 * CHLOROGE
Correlation: r = - 1878
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Slika 5.30. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskei hlorogenske kiseline i
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale tokom proizvodnje piva od slada NS
565

Tabela 5.11. Koeficijenti linearne regresije (a i bi determinacije (R?), sadrzaja
fenonih kiselina i antiradikalske aktivhosti na DPRH radikale tokom proizvodnje
piva od slada NS 565

Fenolna kiselina a b R’
p-Hidroksibenzoeva 0,0237 0,1884 0,1014
Vanilinska 0,0083 0,0921 0,2119
Gentistinska 0,7884 0,2143 0,3115
Protokatehinska 0,0373 0,2907 0,1995
Siringinska 0,0226 0,2131 0,1787
p-Kumarinska -0,0278 2,1058 0,4109
Galna 0,2488 0,2794 0,3871
Ferulna -0,0074 2,2791 0,8086
Kafena -0,0192 0,6594 0,0103
Sinapinska -0,0080 0,6331 0,0120
Hlorogenska -0,0440 0,6343 0,0352

Fenolne kiseline sa negativnim predznakom koefitggravca linearne regresije
(&) su tokom proizvodnje piva od slada NS 565 pakaantiradikalsku aktivnost na
DPPH radikale. NajviSe koeficijente determinacielizaja i antiradikalske aktivnosti na
DPPH radikale u toku proizvodnje piva od slada NS Bnale su: ferulna (0,8086)t
kumarinska kiselina (0,4109).
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P_x¥_BEN vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = 04860 +.02430 * P_XY_BEM
Correlation: r= 38971
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GALLIC vs. ECABOHYDR (Casewise MD deletion)
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Correlation: r = B3954
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Slika 5.31. Korelacije
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Correlation: r= 53911
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P_COUMAR vs. ECE0HYDR (Casewise MD deletion)
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Correlation: r=-5334
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FERULIC vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = 1 8645 - 0062 * FERULIC
Caorrelation: r=-8991
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protokatehinske, siringinske,p-kumarinske, galne i ferulne kiseline i antiradikakke
aktivnosti na hidroksil radikale tokom proizvodnje piva od slada NS 565
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CAFFEIC vs. ECEOHYDR (Casewise MD deletion) SINAPIC ws. ECEOHYDR (Casewise MDD deletior)
ECS0HYDR = 34440 + 01116 * CAFFEIC ECS0HYDR = 36703 + .00402 * SINAPIC
Correlation: r= 07051 Correlation: r= 08561
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CHLOROGE vs. ECA0HYDR (Casewise WD deletion)
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Correlation: r=-.0152
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Slika 5.32. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskei hlorogenske kiseline i
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tok om proizvodnje piva od slada NS
565

Tabela 5.12. Koeficijenti linearne regresije (a i bi determinacije (R?), sadrzaja
fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tokom proizvodnje
piva od slada NS 565

Fenolna kiselina a b R?
p-Hidroksibenzoeva 0,0243 0,0486 0,1519
Vanilinska 0,0074 0,0133 0,2361
Gentistinska 0,7542 0,0973 0,4068
Protokatehinska 0,0376 0,1568 0,2906
Siringinska 0,0223 0,0856 0,2491
p-Kumarinska -0,0193 1,5004 0,2845
Galna 0,2341 0,1637 0,4893
Ferulna -0,0062 1,8648 0,8084
Kafena 0,0111 0,3444 0,0050
Sinapinska 0,0040 0,3670 0,0043
Hlorogenska -0,0030 0,4181 0,0002

Fenolne kiseline sa negativnim predznakom koefitggravca linearne regresije
(&) su tokom proizvodnje piva od slada NS 565 palkaantiradikalsku aktivnost na
hidroksil radikale. NajviSe koeficijente determiifjacsadrzaja i antiradikalske aktivnosti
na hidroksil radikale u toku proizvodnje piva oddad NS 565 imale su: ferulna (0,8084)
I p-kumarinska kiselina (0,2845).
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P_x¥_BEN vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 1.0087 - 0229 * P_XY_BEN
Correlation: r=-.2415
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GALLIC vs. ECAB0DPPH (Casewise MD deletion)
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Correlation: r= 43512
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Slika 5.33. Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve,
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WANILLIC vs. ECBODPPH (Casewise MD deletion)
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Correlation: r= 15685
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Correlation: r= 20481

0s

04

0.3

0z

25 35 45 585 B4 75
PROTO_C
P_COUMAR vs. ECE0DPPH (Casewise MD deletion)
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Correlation: r = - 8550
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FERULIC vs. ECS0DPPH (Casewise MD deletion)
ECS0DPPH = 1.6782 - 0062 * FERULIC
Correlation: r=-8201
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vanilinske, gentistinske,

protokatehinske, siringinske,p-kumarinske, galne i ferulne kiseline i antiradikakke
aktivnosti na DPPH radikale tokom proizvodnje pivaod slada NS 583
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CAFFEIC vs. ECEODPPH (Casewise MD deletion) SINAPIC ws. ECE0DPPH (Casewise MDD deletior)
ECE0DPPH = 1.7956 - 1685 * CAFFEIC ECS0DPPH = 1.45853 - 0411 * SINAPIC
Correlation: r = -.5575 Correlation; r=-.6001
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CHLOROGE vs. ECA0DPPH (Casewise WD deletion)
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Correlation: r=-.1882
11

10
Bgf e
08

3
a7
[}
0.8 o

0s

ECS0DFPH

04 et

0.3

0z - =
05 0s 15 25 515 45

Slika 5.34. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskei hlorogenske kiseline i
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale tokom proizvodnje piva od slada NS

583

Tabela 5.13. Koeficijenti linearne regresije (a i bi determinacije (R?), sadrzaja
fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnhosti na DPPH radikale tokom proizvodnje
piva od slada NS 583

Fenolna kiselina a b R?
p-Hidroksibenzoeva -0,0229 1,0097 0,0583
Vanilinska 0,0040 0,4463 0,0246
Gentistinska 1,6175 0,0684 0,1792
Protokatehinska 0,0286 0,5046 0,0419
Siringinska 0,0116 0,5020 0,0226
p-Kumarinska -0,0380 2,3293 0,9120
Galna 0,2559 0,3920 0,1893
Ferulna -0,0062 1,8782 0,6726
Kafena -0,1585 1,7956 0,3108
Sinapinska -0,0411 1,4553 0,3601
Hlorogenska -0,0351 0,7664 0,0347

Fenolne kiseline sa negativnim predznakom koefitge pravca linearne
regresije su tokom proizvodnje piva od slada NS p&&azale antiradikalsku aktivnost
na DPPH radikale. NajviSe koeficijente determiracgadrzaja i antiradikalske
aktivnosti na DPPH radikale u toku proizvodnje poa slada NS 583 imale sp:
kumarinska (0,9120), ferulna (0,6726), sinapin€kd8q01) i kafena kiselina (0,3108).
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P_x¥_BEN vs. ECS0HYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = 1872 - 0082 * P_XY_BEN
Correlation: r=-.1157

WANILLIC vs. ECBOHYDR (Casewise MD deletion)
ECS0HYDR = 19822 + 00512 * WANILLIC
Correlation: r= 25145
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Slika 5.35. Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve, vanilinske, gentistinske,
ferulne kiseline
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tok om proizvodnje piva od slada

protokatehinske, siringinske,

NS 583

p-kumarinske,

galne i
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CAFFEIC vs. ECEOHYDR (Casewise MD deletion)
ECBO0HYDR = 1.3722 - 1244 * CAFFEIC
Correlation: r = -.5418
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SINAPIC ws. ECEOHYDR (Casewise MDD deletior)
ECS0HYDR = 1.1881 - 0367 * SINAPIC
Correlation: r = -.6624
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CHLOROGE vs. ECA0HYDR (Casewise WD deletion)
ECS0HYDR = 48804 - 0004 * CHLOROGE
Correlation: r = -.0028
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Slika 5.36. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskei hlorogenske kiseline i
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tok om proizvodnje piva od slada NS
583

Tabela 5.14. Koeficijenti linearne regresije (a i bi determinacije (R%), sadrzaja
fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale tokom proizvodnje
piva od slada NS 583

Fenolna kiselina a b R’
p-Hidroksibenzoeva -0,0089 0,6197 0,0134
Vanilinska 0,0051 0,1992 0,0633
Gentistinska 1,7521 0,1629 0,3218
Protokatehinska 0,0388 0,2648 0,1179
Siringinska 0,0184 0,2234 0,0867
p-Kumarinska -0,0303 1,8128 0,8894
Galna 0,2701 0,1953 0,3231
Ferulna -0,0052 1,5047 0,7283
Kafena -0,1244 1,3722 0,2933
Sinapinska -0,0367 1,1891 0,4388
Hlorogenska -0,0004 0,4890 0,0000

Fenolne kiseline sa negativnim predznakom koefitggravca linearne regresije
su tokom proizvodnje piva od slada NS 583 pokazaldradikalsku aktivnost na
hidroksil radikale. NajviSe koeficijente determifacsadrzaja i antiradikalske aktivnosti
na hidroksil radikale u toku proizvodnje piva oddd NS 583 imale syr-kumarinska
(0,8894), ferulna (0,7283), sinapinska (0,438&feka kiselina (0,2933).
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Ferulna,p-kumarinska i sinapinska kiselina u toku proizvadpjva od slada NS
525 imaju najviSu antiradikalsku aktivnost na DPPHhidroksil radikale. Navedne
kiseline imaju znatno viSi sadrzaj od ostalih isihih fenolnih kiselina. Sadrzaj ovih
kiselina je najviSi u ohmeljenoj sladovini nakdega se konstantno smanjuje. Paralelno
sa smanjenjem sadrzaja ovih kiselina, snizava atitadikalska aktivnost na DPPH i
hidroksil radikale. Upravo zbog toga su i koefiniledeterminacije ovih kiselina najvisi.
Sadrzaj vanilinske kiseline je tak® visok u toku proizvodnje piva. Metim, sadrzaj
vanilinske kiseline se ne smanjuje tokom fermefgacieé raste do petog dana
fermentacije nakokega blago opada Sto navodi na pretpostavku da @maatan uticaj
na antiradikalsku aktivnost. Pored ferulngskumarinske i sinapinske kiseline i
hlorogenska kiselina je imala antiradikalsku aktisthna DPPH i hidroksil radikale, ali su
koeficijenti determinacije bili znatno niZzi.

Ferulna ip-kumarinska kiselina u toku proizvodnje piva oddsldNS 565 imaju
najvisu antiradikalsku aktivnost na DPPH i hidrdksadikale. Pored njih kafena,
sinapinska i hlorogenska kiselina pokazale su adhittalsku aktivnost na DPPH radikale.
Na hidroksil radikale je pored ferulnepikumarinske kiseline i hlorogenska kiselina
imala antiradikalsku aktivnost.

U toku proizvodnje piva od slada NS 583 najviSuiradikalsku aktvinost na
DPPH i hidroksil radikale imale sprkumarinska, ferulna, sinapinska i kafena kiselina.
Pored njih p-hidroksibenzoeva i hlorogenska kiselina pokazale antiradikalsku
aktivnost na DPPH i hidroksil radikale.

Dobijeni rezultati pokazuju da sortatjea ima zn&ajan uticaj na antiradikalsku
aktivnost na DPPH i hidroksil radikale fenolnih élima. Pored toga, sadrzaji ferulnp-i
kumarinske kiseline u svim ispitivanim uzorcimargjvisi tokom proizvodnje pivadine
viSe od 70% sadrzaja ukupnih fenolnih kiselina.af@stspitivane fenolne kiseline imaju
znatno nize sadrzaje tokom proizvodnja piva. U zvodnji sladovina iz slada je
ektrahovano samo oko 10% ukupnih fenolnih kiselflabela 4.24-4.26) i oko 4%
ukupnih fenola (Tabela 4.19), Sto Znaa u proizvodnji piva ima znatno manje ovih
jedinjenja u odnosu na proizvodnju slada. U proinjbslada se promene odigravaju u
zrnu j&ma koje ostaje netaknuto. Proizvodnja piva je imzesloZen proces u toku kog
brojni faktori, pored fenolnih jedinjenja ekstralaovh iz slada i hmelja, i na
antioksidativnu aktivnost piva (proizvodi metabatia kvasca).

Postavlja se pitanje da li fenolne kiselne nizedrsga imaju iste mogmosti
reagovanja sa slobodnim radikalima kao feruprlymarinska i sinapinska kiselina. Isto
tako, dilema je da li je u takvim uslovima koeferf determinacije pravo merilo
antiradikalske aktivnosti. Zbog toga se pristupaferdncijalnom analitkom
korelacionom modelu, kod kojeg se umesto deinéh vrednosti za B> i ECso™",
izvodi korelacija sadrzaja fenolnih kiselina i 1n&al (diferencija) antiradikalskih
aktivnosti u fazama proizvodnje piva.

5.4. Korelaciona analiza sadrzaja fenolnih kiselina promena antiradikalske
aktivnosti na DPPH i hidroksil radikale u fazama proizvodnje piva

Odraeiene su promene antiradikalske aktivnosti na DPPRiitioksil radikale u
fazama proizvodnje piva i rezultati su dati u Tabeh 5.15-5.17.
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Tabela 5.15. Antiradikalska aktivnost i promena antradikalske aktivnosti na DPPH

i hidroksil radikale u fazama proizvodnje piva od dada NS 525 (S-sladovina, OS-
ohmeljena sladovina, F3, F5, i F7-tré, peti i sedmi dan fermentacije; NF7 i NF14-
sedmi i¢etrnaesti dan naknadne fermentacije piva)

Faze proizvodnje piva S oS F3 F5 F7 NH7 NFL4
EC P 0,4329| 0,2227| 0,2703| 0,4167| 0,5556| 0,5882| 0,6061
EC,°" 0,2755| 0,1818| 0,2128| 0,2660| 0,3333| 0,3571| 0,3861
Promena EG°T™" 0,4329| -0,2102| 0,0476| 0,1464| 0,1389| 0,0327| 0,0178
Promena EG°" 0,2755| -0,0937| 0,0309| 0,0532| 0,0674| 0,0238| 0,0290

Tabela 5.16. Antiradikalska aktivnost i promena antradikalske aktivnosti na DPPH

i hidroksil radikale u fazama proizvodnje piva od dada NS 565 (S-sladovina, OS-
ohmeljena sladovina, F3, F5, i F7-tré, peti i sedmi dan fermentacije; NF7 i NF14-
sedmi i¢etrnaesti dan naknadne fermentacije piva)

Faze proizvodnje piva S 0S F3 F5 F7 NH7 NF[L4
EC P 0,5464| 0,2469| 0,3125| 0,4545| 0,6667| 0,7692| 0,8065
EC,,°" 0,3448| 0,2008| 0,2381| 0,3247| 0,4926| 0,6250| 0,6579
Promena EG°T™" 0,5464| -0,2995| 0,0656| 0,1420| 0,2121| 0,1026| 0,0372
Promena EG°" 0,3448| -0,1440| 0,0373| 0,0866| 0,1679| 0,1324| 0,0329

Tabela 5.17. Antiradikalska aktivnost i promena antradikalske aktivnosti na DPPH

i hidroksil radikale u fazama proizvodnje piva od dada NS 583 (S-sladovina, OS-
ohmeljena sladovina, F3, F5, i F7-tré, peti i sedmi dan fermentacije; NF7 i NF14-
sedmi i¢etrnaesti dan naknadne fermentacije piva)

Faze proizvodnje piva S (O] F3 F5 F7 NH7 NF[L4
EC P 0,6494| 0,3333| 0,4348| 0,5882| 0,7692| 0,9091| 1,0000
EC,,°" 0,3968| 0,2558| 0,3125| 0,4167| 0,5556| 0,7143| 0,7634
Promena EG°T™" 0,6494| -0,3160| 0,1014| 0,1535| 0,1810| 0,1399| 0,0909
Promena EG" 0,3968| -0,1411| 0,0567| 0,1042| 0,1389| 0,1587| 0,0491

Na osnovu podataka datih u Tabelama 5.15-5.17 iizagd fenolnih kiselina
(Tabele 4.21-4.23) udana je korelaciona analiza sadrzaja fenolnih Kiselipromena
antiradikalskih aktivnosti na DPPH i hidroksil ridie u fazama proizvodnje piva od
slada NS 525, NS 565 i NS 583. Rezultati korelabi@maliza dati su na Slikama 5.37-
5.48 i Tabelama 5.18-5.23.

149



Doktorska disertacija

mr Jede. Pejin

P_XY_BEN ws. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
DIF_DPPH = 39602 - 0221 *P_XY_BEN
Correlation: r=- 2530
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GALLIC vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
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Slika 5.37. Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve,

DIF_DPPH
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DIF_DPPH

DIF_DPPH

WANILLIC vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
DIF_DPPH = 18832 - 0020 *VANILLIC
Correlation: r=-1012
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PROTO_C vs. DIF_DPPH (Casewise MD delstion)
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Correlation: r = -.4273
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P_COUMAR vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
DIF_DPPH = 88775 - 0183 " P_COUMAR
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FERULIC vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
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Correlation: r = - 2080
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vanilinske, gentistinske,

protokatehinske, siringinske, p-kumarinske, galne i ferulne kiseline i promena
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale u fazamaproizvodnje piva od slada NS

525
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CAFFEIC vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion) SINAPIC vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)

DIF_DFPH = 52284 - 0581 * CAFFEIC DIF_DPPH = B3362 - 0194 * SINAPIC
Correlation: r = -3919 Correlation: r = -.4250
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CHLOROGE vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)

DIF_DPPH = 39387 - 1459 " CHLOROGE
Correlation: r= - 8794
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Slika 5.38. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskehlorogenske kiseline i promena
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale u fazamaproizvodnje piva od slada NS
525

Tabela 5.18. Koeficijenti linearne regresije (a i bi determinacije (R?), sadrzaja
fenolnih kiselina i promena antiradikalske aktivnogi na DPPH radikale u fazama
proizvodnje piva od slada NS 525

Fenolna kiselina a b R?
p-Hidroksibenzoeva -0,0221 0,3960 0,0640
Vanilinska -0,0020 0,1884 0,0102
Gentistinska -1,3870 0,4532 0,3891
Protokatehinska -0,0428 0,3282 0,1831
Siringinska -0,0309 0,5552 0,1382
p-Kumarinska -0,0183 0,8877 0,0638
Galna -0,2784 0,3248 0,2516
Ferulna -0,0013 0,4177 0,0437
Kafena -0,0581 0,5229 0,1536
Sinapinska -0,0194 0,6336 0,1806
Hlorogenska -0,1459 0,3938 0,7733

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 5.18 m@&eakljEiti da su koeficijenti
pravca linearne regresije (a) svih ispitivanih fiaito kiselina negativni sto pokazuje da
su sve imale antiradikalsku aktivnost na DPPH r@dikokom proizvodnje piva iz slada
NS 525. NajviSe koeficijente determinacije sadrigimomene antiradikalske aktivnosti
na DPPH radikale u fazama proizvodnje piva od sld&a525 imale su: hlorogenska
(0,7733), gentistinska (0,3891), i galna kiselid2516).
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P_¥¥_BEMve. DIF_HYDR (Cagewise MD deletion)
DIF_HYDR = 33727 - 0202 * P_Y_BEN
Correlation: r=-.4033
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GALLIC ve. DIF_HYDR (Casewise MD delstion)
DIF_HYDR = .20884 - .1802 = GALLIC
Correlation: r= - 5656
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Slika 5.39. Korelacije
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WANILLIC vs. DIF_HYDR (Casewise MD deletion)
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P_COUMAR vs. DIF_HYDR (Casewise MD deletion)
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Correlation: r= - 2655
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FERULIC vs. DIF_HYDR (Casewise MD deletion)
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Correlation: r= - 2539
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sadrzaja p-hidroksibenzoeve,

vanilinske, gentistinske,

protokatehinske, siringinske, p-kumarinske, galne i ferulne kiseline i promena
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale u fazama proizovodnje piva od slada

NS 525
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CAFFEIC vs. DIF_HYDR (Casewise MD deletion) SINAPIC vs. DIF_HYDR (Cagewise MD deletion)
DIF_HYDR = 26800 - .0283 * CAFFEIC DIF_HYDR = 39947 - 0122 * SINAPIC
Correlation: r=-3342 Correlation: r = - 4678
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CHLOROGE vs. DIF_HYDR (Casewise MD deletion)
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Slika 5.40. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskehlorogenske kiseline i promena
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale u fazama proizvodnje piva od slada
NS 525

Tabela 5.19. Koeficijenti linearne regresije (a i bi determinacije (R, sadrzaja
fenolnih kiselina i promena antiradikalske aktivnogi na hidroksil radikale u fazama
proizvodnje piva od slada NS 525

Fenolna kiselina a b R’
p-Hidroksibenzoeva -0,0202 0,3372 0,1627
Vanilinska -0,0024 0,1798 0,0470
Gentistinska -0,9060 0,2946 0,5072
Protokatehinska -0,0305 0,2272 0,2838
Siringinska -0,0225 0,3973 0,2252
p-Kumarinska -0,0110 0,5366 0,0705
Galna -0,1802 0,2088 0,3199
Ferulna -0,0009 0,2852 0,0645
Kafena -0,0283 0,2680 0,1117
Sinapinska -0,0122 0,3994 0,2188
Hlorogenska -0,0876 0,2397 0,8527

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 5.19 m@&eaklj&Eiti da su koeficijenti
pravca linearne regresije (a) svih ispitivanih kige negativni Sto pokazuje da su sve
imale antiradikalsku aktivnost na hidroksil radikabkom proizvodnje piva od slada NS
525. NajviSe koeficijente determinacije sadrzaramene antiradikalske aktivnosti na
hidroksil radikale u fazama proizvodnje piva oddslaNS 525 imale su: hlorogenska
(0,8527), gentistinska (0,5072), i galna kiseli@g199).
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P_XV_BEN vs. DIF_DPPH {Casewise MD deletion)

DIF_DPPH = 42626 - 0208 * P_XY_BEN
Corelation: r=-.2426
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GALLIC vs. DIF_DPPH [Casewise MD deletion)
DIF_DFPH = 21158 - 0909 * GALLIC
Corelation: r=-.1975
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Slika 5.41.
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Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve,

DIF_DPPH
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WANILLIC vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
DIF_DFPH = 12780 - 0002 * VANILLIC
Correlation: r=-.0112
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PROTO_C vs. DIF_DPPH (Casewise MD delstion)
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Correlation: r=- 3371
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P_COUMAR vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
DIF_DPPH=2.0114 - 0337 * P_COUMAR
Correlation: r= - 6759
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FERULIC vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
DIF_DPPH = B1570 - 0021 * FERULIC
Correlation: r=-2253
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vanilinske, gentistinske,

protokatehinske, siringinske, p-kumarinske, galne i ferulne kiseline i promena
antiradikalske aktivnhosti na DPPH radikale u fazamaproizovodnje piva od slada

NS 565
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CAFFEIC vs. DIF_DPPH [Casewise MD deletion) SINAPIC vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
DIF_DFPH = 1.1866 - 1770 * CAFFEIC DIF_DFPH = 80278 - 0705 * SINAFIC
Correlation: r=-.8128 Correlation: r=-.§360
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CHLOROGE vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
DIF_DPPH = 57673 - 2230 * CHLOROGE
Correlation: r= - 8261
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Slika 5.42. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskehlorogenske kiseline i promena
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale u fazamaproizvodnje piva od slada NS
565

Tabela 5.20. Koeficijenti linearne regresije (a i bi determinacije (R, sadrzaja
fenolnih kiselina i promena antiradikalske aktivnogi na DPPH radikale u fazama
proizvodnje piva od slada NS 565

Fenolna kiselina a b R°
p-Hidroksibenzoeva -0,0208 0,4262 0,0589
Vanilinska -0,0002 0,1278 0,0001
Gentistinska -0,4891 0,3192 0,0905
Protokatehinska -0,0324 0,3345 0,1136
Siringinska -0,0168 0,3597 0,0740
p-Kumarinska -0,0337 2,0114 0,4568
Galna -0,0909 0,2115 0,0390
Ferulna -0,0021 0,6157 0,0508
Kafena -0,1770 1,1865 0,6608
Sinapinska -0,0705 0,9028 0,6989
Hlorogenska -0,2230 0,5767 0,6824

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 5.20 m@&eaklj&Eiti da su koeficijenti
pravca linearne regresije (a) svih ispitivanih faro kiselina negativni Sto pokazuje da
su sve imale antiradikalsku aktivhost na DPPH radittokom proizvodnje piva od slada
NS 565. NajviSe koeficijente determinacije sadrigimomene antiraidkalske aktivnosti
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na DPPH radikale u fazama proizvodnje piva od slEH@565 imale su: sinapinska

(0,6989), hlorogenska (0,6824), kafena (0,6608)kumarinska kiselina (0,4568).

P_¥¥_BEMve. DIF_HYDR (Cagewise MD deletion)
DIF_HYDR = 25839 - 0111 * P_xY_BEN
Correlation: r= - 2167
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GALLIC vg. DIF_HYDR (Casewise MD delstion) FERULIC vs. DIF_HYDR (Casewise MD deletion)
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Slika 5.43. Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve, vanilinske, gentistinske,

protokatehinske, siringinske, p-kumarinske, galne i ferulne kiseline i promena
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale u fazama proizovodnje piva od slada
NS 565
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CAFFEIC vs. DIF_HYDR (Casewise MD deletion)
DIF_HYDR = 71889 - 1032 * CAFFEIC
Correlation: r=-7965

SINAPIC vs. DIF_HYDR (Cagewise MD deletion)
DIF_HYDR = 55242 - 0410 ~ SINAPIC
Correlation: r=-8175

0.4 0.4

03 03
02 02

0.1 frinines 0.1

DIF_HYDR
DIF_HYDR

a0 a0

01 01

0.2 02

70 8 5 7 9
SINAPIC

50
CAFFEIC

CHLOROGE vs. DIF_HYDR (Casewise MD deletion)
DIF_HYDR = .38693 - 1318 * CHLOROGE
Correlation: r=-.8207
04

03

02

01

DIF_HYDR

0o

-0.1

02

0.2 02 06 1.0 14

Slika 5.44. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskehlorogenske kiseline i promena
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale u fazama proizvodnje piva od slada
NS 565

18 22 26 30

Tabela 5.21. Koeficijenti linearne regresije (a i bi determinacije (R?), sadrzaja
fenolnih kiselina i promena antiradikalske aktivnogi na hidroksil radikale u fazama
proizvodnje piva od slada NS 565

Fenolna kiselina a b R’
p-Hidroksibenzoeva -0,0111 0,2593 0,0470
Vanilinska -0,0000 0,0955 0,0000
Gentistinska -0,2301 0,1899 0,0565
Protokatehinska -0,0171 0,2098 0,0895
Siringinska -0,0089 0,2238 0,0589
p-Kumarinska -0,0208 1,2653 0,4920
Galna -0,0404 0,1367 0,0217
Ferulna -0,0016 0,4625 0,0777
Kafena -0,1032 0,7188 0,6344
Sinapinska -0,0410 0,5524 0,6683
Hlorogenska -0,1319 0,3669 0,6735

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 5.21 m@&eakljEiti da su koeficijenti
pravca linearne regresije (a) svih ispitivanih fiaito kiselina negativni sto pokazuje da
su sve imale antiradikalsku aktivnost na hidrokadikale tokom proizvodnje piva od
slada NS 565. NajviSe koeficijente determinacijelrdaja i promene antiradikalske
aktivnosti na hidroksil radikale u fazama proizvigdpiva od slada NS 565 imale su:
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hlorogenska (0,6735), sinapinska
(0,4920).

P_X¥V_BEMvs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
DIF_DPPH = 1.0152- 0586 *P_XY¥_BEN
Correlation: r=- 6333
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Slika 5.45. Korelacije sadrzaja
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(0,6683), kafem®3@4) i p-kumarinska kiselina

WANILLIC vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
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Correlation: r= - 3488
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Correlation: r = -.5952
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P_COUMAR ws. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
DIF_DPPH = 87082 - .0166 * P_COUMAR
Correlation: r=-.3611
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FERULIC vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
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p-hidroksibenzoeve, vanilinske, gentistinske,

protokatehinske, siringinske, p-kumarinske, galne i ferulne kiseline i promena
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale u fazama proizovodnje piva od slada

NS 583
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CAFFEIC vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion) SINAPIC ws. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
DIF_DFPH = 1.0062 - 1215 * CAFFEIC DIF_DFPH = 05348 + 00467 * SINARIC
Correlation: r = - 3684 Correlation: r= 05883
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CHLOROGE vs. DIF_DPPH (Casewise MD deletion)
DIF_DPPH = 70365 - 2024 * CHLOROGE
Correlation: r = - 8251
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Slika 5.46. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskehlorogenske kiseline i promena
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale u fazamaproizvodnje piva od slada NS

45

Tabela 5.22. Koeficijenti linearne regresije (a i bi determinacije (R?), sadrzaja
fenolnih kiselina i promena antiradikalske aktivnogi na DPPH radikale u fazama
proizvodnje piva od slada NS 583

Fenolna kiselina a b R?
p-Hidroksibenzoeva -0,0586 1,0152 0,2844
Vanilinska -0,0102 0,7173 0,1217
Gentistinska -2,6870 1,1409 0,3676
Protokatehinska -0,0964 0,6974 0,3543
Siringinska -0,0543 0,9247 0,3678
p-Kumarinska -0,0166 0,8708 0,1304
Galna -0,3818 0,5563 0,3135
Ferulna -0,0013 0,3894 0,0208
Kafena -0,1215 1,0062 0,1357
Sinapinska 0,0046 0,0534 0,0035
Hlorogenska -0,2024 0,7036 0,8558

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 5.22 m@&eakljEiti da su koeficijenti

pravca linearne regresije (a) svih ispitivanih fiero kiselina, osim sinapinske kiseline,
negativni Sto pokazuje da su sve imale antiradikatsktivnost na DPPH radikale tokom
proizvodnje piva od slada NS 583. NajviSe koefitigedeterminacije sadrzaja i promene
antiradikalske aktivnosti na DPPH radikale u fazgmazvodnje piva od slada NS 583
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imale su: hlorogenska (0,8558),
protokatehinska kiselina (0,3543).

P_XY_BEN vs. DIF_HYDR (Casewise MD deletion)
DIF_HYDR = 64857 - 0362 * P_XY_BEN
Correlation: r=-5761
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Slika 5.47. Korelacije sadrzaja p-hidroksibenzoeve,

siringinska (0,3678entistinska

(0,3676),

WAMILLIC vs. DIF_HYDR (Casewise MD deletion)
DIF_HYDR = 45994 - 0082 = VANILLIC
Correlation: r=-3720
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PROTO_C vs. DIF_HYDR (Casewise MD deletion)
DIF_HYDR = 42867 - 0851 * PROTO_C
Correlation: r=-5934
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P_COUMAR vs. DIF_HYDR (Casewise MD deletian)

DIF_HYDR = 55418 - 0102 * P_COUMAR
Correlation: r = - 3856
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FERULIC ve. DIF_HVDR (Casewize MD deletion)
DIF_HYDR = .25257 - .0007 ~ FERULIC
Correlation: r=-.1466

0.4

03

0z

a1

an

a1

02
180

170

230

120 210 250 270
FERULIC
vanilinske, gentistinske,

protokatehinske, siringinske, p-kumarinske, galne i ferulne kiseline i promena
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale u fazama proizvodnje piva od slada

NS 583
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CAFFEIC vs. DIF_HYDR (Casewise MD deletion)
DIF_HYDR = 55082 - .0622 * CAFFEIC
Correlation: r=-3293

SINAPIC vs. DIF_HYDR (Cagewise MD deletion)

DIF_HYDR = .04035 + 00358 * SINAPIC
Carrelation: r= 07898
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CHLOROGE vs. DIF_HYDR (Casewise MD deletion)
DIF_HYDR = 42835 - 1152 * CHLOROGE
Correlation: r=-9199
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Slika 5.48. Korelacije sadrzaja kafene, sinapinskejlorogenske kiseline i promena
antiradikalske aktivnosti na hidroksil radikale u fazama proizvodnje piva od slada

NS 583

Tabela 5.23. Koeficijenti linearne regresije (a i bi determinacije (R?), sadrzaja
fenolnih kiselina i promene antiradikalske aktivnogi na hidroksil radikale u fazama
proizvodnje piva od slada NS 583

Fenolna kiselina a b R?
p-Hidroksibenzoeva -0,0362 0,6485 0,3319
Vanilinska -0,0062 0,4599 0,1384
Gentistinska -1,3920 0,6259 0,3007
Protokatehinska -0,0551 0,4356 0,3521
Siringinska -0,0313 0,5599 0,3732
p-Kumarinska -0,0102 0,5541 0,1487
Galna -0,2061 0,3322 0,2787
Ferulna -0,0007 0,2525 0,0215
Kafena -0,0622 0,5508 0,1084
Sinapinska 0,0036 0,0403 0,0062
Hlorogenska -0,1152 0,4283 0,8462

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 5.23 m@&eakljEiti da su koeficijenti

pravca linerarne regresije (a) svih ispitivaninhdiaih kiselina negativni, osim sinapinske
kiseline, Sto pokazuje da su sve imale antiradikalaktivnost na hidroksil radikale
tokom proizvodnje piva od slada NS 583. NajviSeficjente determinacije sadrzaja i
promene antiradikalske aktivnosti na hidroksil katk u fazama proizvodnje piva od
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slada NS 583 imale su: hlorogenska (0,8462), sisk@ (0,3732), protokatehinska
(0,3521),p-hidroksibenzoeva (0,3319) i gentistinska kise(@®8007).

U proizvodnji piva je primenom korelacione analsarzaja fenolnih kiselina i
promene antiradikalske aktivnosti u fazama proinyedpiva ustanovljen obrnuto
proporcionalan odnos sadrzaja svih fenolnih kiselipromene antiradikalske aktivnosti
na DPPH i hidroksil radikale (svi koeficijenti pr@vlinearne regresije a u svim uzorcima
imaju negativan preznak), Sto naglaSava da svéivigpe kiseline tokom proizvodnje
piva, imaju izrazenu antiradikalsku aktivnost naHBPPi hidroksil radikale.

Hlorogenska, galna i gentistinska kiselina u uzoik8 525 imaju najviSu
antiradikalsku aktivnost na DPPH i hidroksil radé&kéokom proizvodnje piva. U uzorku
NS 565 najviSu antiradikalsku aktivnost na DPPhdrdksil radikale tokom proizvodnje
piva imaju hlorogenska, sinapinska-kumarinska kiselina. U uzorku NS 583 najvisu
antiradikalsku aktvinost na DPPH i hidroksil rad&amnale su hlorogenska, gentistinska,
siringinska i protokatehinska kiselina. Zagu antiradikalsku aktivnost na hidroksil
radikale imala je p-hidroksibenzoeva kiselina.

Franz i Back (2001), Back i saradnici (2002), Qbaili Nazareno (2006) i
Canadanowi-Brunet i saradnici (2009) su ispitivali antiradiéeu aktivnost na DPPH i
hidroksil radikale pojedanih fenolnih kiselina. Franz i Back (2001) su dtlvrda galna,
kafena i hlorogenska imaju najviSu antiradikalsktiveaost na DPPH radikale. Nakon
toga slede gentistinska, protokatehinska, ferulsajnginska, p-kumarinska, p-
hidroksibenzoeva i vanilinska kiselina. Back i shwiai (2002) su odredili antiradikalski
potencijal na DPPH radikale po sléden opadajéem redosledu: sinapinska, galna,
kafena, hlorogenska, gentistinska, ferulna, sinak@a,p-kumarinskap-hidroksibenzoeva
i vanilinska kiselina. Chaillou i Nazareno (2006) edredili antiradikalsku aktivnhost na
DPPH radikale po sledem opadajéem redosledu: elaginska, hlorogenska, galna,
kafena, ferulna, sinapinskg@-kumarinska,p-hidroksibenzoevaCanadanoi-Brunet i
saradnici (2009) su odredili antiradikalsku aktishma DPPH i hidroksil radikale po
sledéem opadajéem redosledu: kafena, protokatehinska, siringinfalna, vanilinska
i p-kumarinska kiselina.

U proizvodnji slada iz sorti fgna NS 525, NS 565 i NS 583 najvisSe
antiradikalske aktivnosti na DPPH i hidroksil raglé imale su slede fenolne kiseline:
hlorogenska, elaginska, ferulna, protokatehinskalnay vanilinska, sinapinskap-
hidroksibenzoeva i siringinska kiselina. Antiradgte aktivnosti na DPPH i hidroksil
radikale zavisile su od sorteifaa upotrebljenog u proizvodnji slada.

U proizvodnji piva od slada NS 525, NS 565 i NS 5&8viSe antiradikalske
aktivnosti na DPPH i hidroksil radikale imale sed#e fenolne kiseline: hlorogenska,
galna, gentistinska, kafena, sinapinska, siringinpkkumarinska, protokatehinskapt
hidroksibenzoeva. Antiradikalske aktivnosti na DPPiidroksil radikale zavisile su od
sorte j€ma upotrebljenog u proizvodnji slada i piva. Primen diferencijalnog
korelacionog modela sve kiseline su imale antiraldiku aktivnost na DPPH i hidroksil
radikale. Dobijeni rezultati su u saglasnosti seultatima koje do dobili Franz i Back
(2001), Back i saradnici (2002), Chaillou i Nazaref2006) i Canadanowi-Brunet i
saradnici (2009).
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6. ZAKLJU CCI

Iz rezultata dobijenih u ovom radu moZze se z&kiju

Ispitivane sorte jma NS 525, NS 565 i NS 583 su prema senzornoj pceni
mehanékoj, fizioloSkoj i hemijskoj analizi ocenjene kamlate pivarske sorte
jecma.

Sve ispitivane sorte su tokom temja primile dovoljno vlage tj. stepen
namaenosti je bio iznad 44,5% nakon deg maenja. Ukupni gubici tokom
sladovanija ispitivnih sorti fgna su bili niski, odnosno ispod 10,5%.

Na osnovu rezultata ispitivanih parametara mozeagdjwiti da su proizvedeni
sladovi dobro razgdeni (vreme oSgerenja, razlika ekstrakta, viskoznost,
Kolbach-ov broj).

Sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima&nea je bio: NS 525 - 0,76; NS 565 - 0,75 i
NS 583 - 0,70 mg GAE/g suve materije. Tokoméemga sadrzaj ukupnih fenola
se povéao za 21,05%, 18,67% i 18,57% za NS 525, NS 56S bBB. U prvom
danu klijanja sadrzaj ukupnih fenola se povisio/ %, 8,99% i 13,58% za NS
525, NS 565 i NS 583. Tokom klijanja, sadrzaj ukbpienola se blago snizio u
svim uzorcima jéma. SadrZzaj ukupnih fenola se povisio tokom sussmjh
ispitivanih sorti j€ma za: 1,05%, 1,07% i 1,11% za NS 525, NS 565 58%
Sadrzaj ukupnih fenola u svim proizvednim sladovi(006; 0,94 i 0,91 mg
GAE/g suve materije za NS 525; NS 565 i NS 583bipe viSi od sadrzaja u
jeému. Sorta NS 525 je imala najviSi sadrzaj ukuprghola tokom svih faza
sladovanja, dok su sorte NS 565 i NS 583 imale sawrzaje ukupnih fenola.
Najnizi sadrzaj ukupnih fenola imala je sorta NS.58

U svim ispitivanim sortama §ena ferulnap-kumarinska i vanilinska kiselina su
bile dominantne u uzorcimagema, tokom sladovanja i u proizvedenom sladu.
Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina ucpau je iznosio za sortu NS 525 - 200,98;
NS 565 - 184,10 i za NS 583 — 177,2@/g suve materije. Sadrzaj ukupnih
fenolnih kiselina je rastao kod svih ispitivaninrtsdokom maenja i dostigao
maksimum u toku prvog dana klijanja za NS 525 —3%8NS 565 — 518,65 i NS
583 — 517,141g/g suve materije Sto z&iada je sadrzaj povan za 2,72 puta za
sortu NS 525, 2,81 puta za sortu NS 565 i 2,92 patsortu NS 583. U narednim
danima klijanja sadrzaj ukupnih fenolnih kiselirrassnanjivao. U toku suSenja se
sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina neznatno piae

Dobijeni rezultati su pokazali da je proces slasdhjgamao znd&ajan uticaj na
sadrzaj pojedinmih i ukupnih fenolnih kiselina. PoviSeni sadrz#ginolnih
kiselina mogu se objasniti razgradnjom slozenihnjetja za koje su fenolne
kiseline vezane (usled delovanja amilaza, proteafiaglukanaza) i boljom
ekstrakcijom.

Sorta NS 525 je imala najviSu antiradikalsku aktisthna DPPH radikale (Eza
NS 525 - 0,658; NS 565 - 0,667 i NS 583 - 0,758mhpg&to pokazuje da sorta
jeéma ima uticaja na antiradikalsku aktivnost na DPfaHikale. Za ispitivane
sorte j€ma, antiradikalska aktivnost na DPPH radikale sgisila zn&ajno
tokom maenja i to za sortu NS 525 - 56,32%, NS 565 — 40,00%% 583 —
26,67%. Prvog dana Klijanja, antiradikalska aktstnoa DPPH radiakale imala je
dalji porast. Antiradikalska aktivnost na DPPH Fkadie je smanjenja na kraju
klijanja, a u toku suSenja zelenog slada antirdslideaaktivnost na DPPH radikale
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se povéala. U proizvedenim sladovima antiradikalska akistn na DPPH
radikale bila je viSa nego ugeu i to: za 62,00% za NS 525, 46,43% za NS 565 i
40,00% za NS 583. Trend porasta i smanjenja arkakstte aktivnosti na DPPH
radikale tokom sladovanja je bio isti za sve ispitie sorte gma.

% Antiradikalska aktivnost na hidroksil radikale, azena kao Ef£g vrednost, u
ispitivanim sortama j@gma je iznosila: NS 525 — 0,352; NS 565 — 0,385 i983
— 0,455 mg/ml. Moze se zakdjiti da je sorta NS 525 imala najviSu antiradikalsku
aktivnost na hidroksil radikale. Antiradikalska i@kibst na hidroksil radikale se
znatno povisila tokom nienja za 37,84% za NS 525, 33,33% za NS 565 i
31,25% za NS 583. Prvog dana klijanja antiradikalsktivnost na hidroksil
radikale je poviSena u odnosu na krajc¢emga. Antiradikalska aktivnost na
hidroksil radikale se na kraju klijanja smanjilatakom suSenja zelenog slada
povetala. U proizvedenom sladu je antiradikalska aktstnma hidroksil radikale
bila viSa nego u jamu: 49,27% za NS 525, 38,10% za NS 565 i 37,149 Sa
583. Trend porasta i smanjenja antiradikalske ak8# na hidroksil radikale
tokom sladovanja je bio isti za sve ispitivane sgatma.

% Sorta NS 525 je imala najviSi sadrzaj ukupnih fari@o i najviSu antioksidativnu
aktivnost tj. antiradikalsku aktivnost na DPPH droksil radikale. Ovi rezultati
pokazuju da sorta ¢ena moze da uwte na antiradikalske osobine slada. Sorta NS
525 je imala najviSi sadrzaj ukupnih fenola, ukinpfenolnih kiselina i najvisu
antiradikalsku aktivnost na DPPH i hidroksil radéa toku sladovanja.

+« Hmelj je sadrzao viSe ukupnih fenolnih kiselinap &kputa viSe protokatehinske i
galne kiseline i oko 50 puta viSe hlorogenske kigel pordenju sa sadrzajima
navedenih fenolnih kiselina u sladovima. Sadrzajlfe kiseline u hmelju je bio
nizi za oko 3,4-3,9 puta u odnosu na ispitivand®la.

« Procenat ektrahovanih ukupnih fenola bio je ujeédngod ispitivanih sorti slada
I iznosio je 3,96% za sortu NS 525, 3,91% za sBbI$u565 i 4,01% za sortu NS
583. Na osnovu navedenog moze se zaitljda se samo oko 4% ukupnih fenola
slada ekstrahuje u sladovinu, a da ostatak ukuenibla zaostaje u tropu.

+ Procenat ekstrahovanih fenolnih kiselina iz sladavsladovine iznosio je oko
10% za sve ispitivane uzorke slada.

++ U svim proizvedenim sladovinama, ohmeljenim sladaa i pivima, ferulnap-
kumarinska, vanilinska i sinapinska kiselina su lenaajviSe sadrzaje. Sadrzaj
svih ispitivanih fenolnih kiselina je povisen nak&imeljenja. NajviSi ukupni
sadrzaj fenolnih kiselina je odien u ohmeljenim sladovinama (NS 525 - 461,41,
NS 565 - 426,22 i NS 583 - 423,56/100ml). Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina
je u svim proizvedenim pivima bio nizi u odnosu odgovarajde ohmeljene
sladovine. Tokom svih fermentacija sadrzajkumarinske, ferulne, kafene,
sinapinske i hlorogenske kiseline su se snizavali.

+ U sladovini proizvedenoj od slada NS 525 je ddrex najviSa antiradikalska
aktivnost na DPPH radikale, obzirom da nizasgE@rednost pokazuje viSu
antiradikalsku aktivnost (Ef za NS 525 - 0,433; NS 565 - 0,546 i NS 583 -
0,649 mg/ml), Sto ukazuje da antiradikalska aktstnkomponenti slada ima
uticaja na antiradikalsku aktivnost proizvedenedslane. U ispitivanim
sladovinama, nakon hmeljenja se znatno povisilaraatikalska aktivnost na
DPPH radikale (E€ za ohmeljenu sladovinu NS 525 - 0,223; NS 56224D,i
NS 583 - 0,333 mg/ml). Antiradikalska aktivhost D®PH radikale se tokom
hmeljenja povéala kod NS 525 za 48,55%, NS 565 za 54,81% i NS Z83
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48,67%. Antiradikalska aktivnost na DPPH radikadessnanjila tokom glavne i
naknadne fermentacije.

U sladovini proizvedenoj od slada NS 525 je ddre najviSa antiradikalska
aktivnost na hidroksil radikale (Egza sladovinu NS 525 - 0,275; NS 565 - 0,345
i NS 583 - 0,397 mg/ml). U ispitivanim sladovinanmakon hmeljenja se znatno
povisila antiradikalska aktivnost na hidroksil femle (EGo za ohmeljenu
sladovinu NS 525 - 0,182; NS 565 - 0,201 i NS 583,256 mg/ml).
Antiradikalska aktivnost na hidroksil radikale sskam hmeljenja pouala kod
NS 525 za 34,00%, kod NS 565 za 41,77% i kod NS 38335,55%.
Antiradikalska aktivnost na hidroksil radikale senamjila tokom glavne i
naknadne fermentacije.

U sladovini proizvedenoj od slada NS 525 sa najviSadrzajem ukupnih fenola i
najvisSim ukupnim sadrzajem fenolnih kiselina atinee su najviSe antiradikalske
aktivnosti na DPPH i hidroksil radikale. Tokom meddnje piva sadrzaj ukupnih
fenola se blago smanjio, Sto ukazuje da je procem\mdnje imao uticaja na
njihov sadrzaj. Trend smanjenja antiradikalske vakisti na DPPH i hidroksil
radikale odgovara smanjenju sadrzaja ukupnih fenalapnih fenolnih kiselina
tokom procesa proizvodnje piva.

Primenjena GC-MS metoda za aodit@nje sadrzaja fenolnih kiselina tokom
procesa proizvodnje slada i piva se pokazala katljiws, speciftna i dobre
ponovljivosti. Moze se primeniti za odiiganje sadrzaja fenolnih kiselina u
jeému, namdenom j&ému, zelenom sladu, sladu, sladovini, ohmeljenaj®lani,
tokom fermentacije i u pivu. Odteni sadrzaji fenolnih kiselina GC-MS
metodom su u saglasnoti sa rezultatima koji sejajolprimenom HPLC metoda.
Na osnovu dobijenih rezultata za koeficijente deieacije izméu sadrzaja
fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnosti na BI? i hidroksil radikale tokom
procesa sladovanja moze se zapaziti da sve ispéianolne kiseline imaju
zna&ajnu antiradikalsku aktivnost na DPPH i hidroksiflikale.

Kod svih ispitivanih sorti j&ma najviSe koeficijente determinacije sadrzaja
fenolnih kiselina i antiradikalske aktivnosti na BIP i hidroksil radikale tokom
sladovanja imale su slegefenolne kiseline: hlorogenska, protokatehinskénay
vanilnskap-hidroksibenzoeva, ferulna, siringinska i sinapagiselina.

Primenom diferencijalnog korelacionog modela svesekne su imale
antiradikalsku aktivnost na DPPH i hidroksil radé&aHlorogenska, kafena i
sinapinska kiselina su imale najviSe koeficijentetedminacije sadrzaja i
antiradikalske aktivnosti na DPPH i hidroksil raald tokom proizvodnje piva
kod svih ispitivanih uzoraka.

Sadrzaj ukupnih fenola, fenolnih kiselina i antiolativna aktivnost sirovina koje
se korist za proizvodnju piva, imaju ztajan uticaj na antioksidativnu aktivnost
piva. Poznavanje promena sadrzaja fenolnih kiseliaatioksidativhe aktivnosti
tokom proizvodnje slada i piva moze omoéjuzastitu endogenih antioksidanata
u proizvodnji piva. Na taj r@n mogu se proizvoditi piva sa visom
antioksidativnom aktivh@® i prema tome i poviSenom otpordas prema
lipidnoj oksidaciji i starenju piva.
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