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1. Uvod
Mikrofl oru ječma i pšenice, posljedično i slada koji se od 

njih dobiva, čine razne mikrobne vrste kao što su bakterije, 
kvasci i fi lamentozne gljive (Van Nierop i Rautenbach, 2006). 
Na sastav mikrofl ore utječu klimatski uvjeti koji su prevladali 
za vrijeme uzgoja ovih žitarica, lokacija i primijenjene 
agrotehničke mjere uzgoja, uvjeti skladištenja i transporta, kao 
i procesni uvjeti tijekom proizvodnje slada. 

Mikrofl ora može utjecati pozitivno i negativno na 
kakvoću slada i piva. Pozitivan utjecaj uključuje proizvodnju 
različitih korisnih metabolita, primjerice sintezu hormona 
koji stimuliraju klijanje zrna (Bu’lock, 1984), amilolitičkih i 
proteolitičkih enzima te enzima za razgradnju stanične stijenke 
(Flannigan, 1996; Noots i sur., 1998; Van Campenhout, 2000). 
Negativni učinci mikrofl ore su slabija nalivenost i smanjenje 
klijavosti zrna, sinteza mikotoksina, pojava prekomjernog 
pjenjenja piva („divlje pivo“, eng. gushing), pojava neželjenog 
mirisa i okusa piva te formiranje spojeva koji dovode do prerane 
fl okulacije kvasca ili do problema prilikom procesa fi ltracije 
pri proizvodnji piva (Boivin i Malanda, 1997). Također, 
upotreba ječma kontaminiranog plijesnima koje sintetiziraju 
mikotoksine predstavlja opasnost po zdravlje korisnika 
(Schapira i sur., 1989; Sydenham i Thiel, 1996; Trucksess, 
1996; Scott i Lawrence, 1997; Torres i sur., 1998).

Zbog svega navedenog, nužno je praćenje mikrofl ore 
tijekom cijelog proizvodnog lanca „ječam-pivo“ i suzbijanje 
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proliferacije nepoželjnih mikroorganizama prije i tijekom 
slađenja.

2. Mikrobna populacija zrna žitarica i slada

2.1. Mikrofl ora polja

Mikrofl ora polja sastoji se u najvećoj mjeri od bakterija, 
divljih kvasaca i fi lamentoznih gljiva koji potječu iz zraka i 
zemlje. 

Bakterije predstavljaju brojčano dominantnu skupinu (106 
– 107 cfu/zrno) mikroorganizama na polju i prisutne su već u 
ranim fazama razvoja zrna. Bakterije izolirane u ovim fazama 
pripadaju rodovima Auerobacterium, Bacillus, Brevibacterium, 
Corynebacterium, Clavibacterium, Microbacterium, Oerskovia, 
Streptomyces, Erwinia, Pseudomonas i Chromobacterium 
(Fleet, 1998), a najčešće su prisutne vrste iz rodova Erwinia, 
Micrococcus i Pseudomonas . Bakterije mliječne kiseline 
uglavnom nisu prisutne na ječmu, iako je ponekad moguće 
pronaći Lactobacillus delbrueckii (Papadopoulou i sur., 1999).

Odmah iza bakterija po broju slijede kvasci (104 – 105 cfu/
zrno) (Fleet, 1998), iako je moguće da ih u kasnijoj fazi zrenja 
brojčano nadmaše plijesni. Do žetve, čak 50 – 85 % zrna može 
biti kolonizirano kvascima. Najčešće prevladavaju kvasci roda 
Sporobolomyces i Rhodotorula, iako su i kvasci iz rodova 
Hansenula i Candida također izolirani s ječma prije žetve. S 
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obzirom na veliku sličnost mikrofl ore ječma i pšenice moguće 
je da se i vrste Cryptococcus, Torulopsis i Trichosporon koje 
su pronađene na pšenici prije žetve, mogu pronaći i na ječmu 
(Flannigan, 1987). Najčešće izolirane vrste na ječmu su 
Sporobolomyces roseus, Rhodotorula mucilaginosa, Hansenula 
polymorpha, Candida catenulata, Candida vini, Trichosporon 
beigelii (Petters i sur., 1988).

Iako su bakterije i kvasci dominantne vrste na pšenici i 
ječmu prije žetve i nakon žetve, pravi problem predstavljaju 
plijesni zbog štetnih proizvoda njihova metabolizma koji 
utječu kako na zdravstvenu ispravnost sirovine, tako i na 
sladarsku kakvoću same sirovine. Plijesni su velika skupina 
mikroskopskih gljivica koje se mogu klasifi cirati kao plijesni 
s polja, skladišne plijesni i plijesni uznapredovalog kvarenja 
(Duraković i Duraković, 2003). Plijesni koje se najčešće mogu 
pronaći na ječmu i pšenici na polju uključuju vrste rodova 
Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Alternaria i Cladosporium 

(tablica 1.), pri čemu najveće probleme u sladarstvu i pivarstvu 
predstavljaju plijesni roda Fusarium (Papadopoulou i sur., 
1999). 

2.2. Skladišna mikrofl ora

Nakon žetve i za vrijeme skladištenja mikrofl ora zrna 
se mijenja pod utjecajem temperature skladištenja, vlažnosti 
zrna i vremena skladištenja. Rezultirajući profi l vrsta naziva 
se „skladišna mikrofl ora“. Zrno s visokim sadržajem vlage 
prije skladištenja se mora osušiti do sadržaja vlažnosti manjeg 
od 14 %. Sušenjem zrna do sadržaja vlažnosti 12 % (aw 
=0,6) u potpunosti je onemogućen mikrobni rast. Sušenjem 
do sadržaja vlažnosti 14 % (aw = 0,7) onemogućen je rast 
plijesni s polja i kvasaca, budući da oni ne rastu pri aktivitetu 
vode nižem od 0,9; kao i bakterija čiji je minimalni aktivitet 
vode neophodan za rast 0,93 (Flannigan, 1987). Kada bi se 
zrna visokog udjela vlage (iznad 14 %) skladištila, moglo 
bi doći do proliferacije mikroorganizama i pregrijavanja 
žitarica. Proliferacija skladišnih plijesni obično se događa na 
uštrb plijesni s polja. Tako su plijesni iz rodova Aspergillus, 
Penicillium, Absidia, Mucor i Rhizopus dominantne vrste u 
skladištima na obiteljskim gospodarstvima (Flannigan, 1987). 
Proliferacija plijesni roda Fusarium, plijesni s polja, događa se 
često zbog nepravovremenog sušenja sirovine. Kako bi se ovi 
problemi izbjegli, potrebno je primjenjivati higijenske mjere i 
provoditi kontrolu skladišnih prostora.

2.3. Plijesni roda Fusarium

Plijesni roda Fusarium su najčešće plijesni koje se 
pojavljuju na žitaricama u našem podneblju (Jurković i sur., 
1998). Rod Fusarium uključuje sljedeće vrste: F. acuminatum, 
F. anthophilium, F. avanceum, F. cerealis (crookwellense), F. 
chlamydosporum, F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum, 
F. heterosporum, F. nygamai, F. oxysporum, F. poae, F. 
proliferatum, F. sambucinum, F. semitectum, F. sporotrichoides, 
F. subglutaminans, F. tricintum, F. verticilioides, i dr. (Logrieco 
i sur., 2003).

Iako je prema MEBAKU (Mitteleuropäische Brau-
technische Analysenkommision), mikrobiološka kontrola ječma 
prilikom prijema u sladaru uključivala utvrđivanje stupnja 
kontaminacije plijesnima F. graminearum i F. culmorum, 
novi europski propisi (European Brewing Convention, EBC) 
zahtijevaju kontrolu ječma na prisustvo ukupnog broja plijesni 
iz roda Fusarium. (MEBAK, 1997; EBC, 2005). Ove plijesni 
uzročnici su bolesti žitarica nazvane „fuzarioza klasa“ koja 
kod ječma i pšenice ima karakter isključivosti - šarža zrna 
koja je prihvatljiva po svim drugim pokazateljima kakvoće, 
a kontaminirana je ovim plijesnima, smatra se nepogodnom 

Tablica 1. Najčešći rodovi plijesni izolirani sa 100 zrna ječma nakon 
žetve (Haikara i sur., 1977)
Table 1. Most frequent genus of molds isolated from 100 kernels of 
barley after harvest (Haikara et al., 1977)

Stupanj kontaminacije zrna plijesnima (%) 

Number of kernels contaminated with molds (%) Rod

Genus Raspon

Range

Prosje�na vrijednost 

Mean

Alternaria 36-89 61 

Cladosporium 7-79 38 

Fusarium 7-39 22 

Cephalosporium 0-26 9 

Aspergillus 0-34 3 

Epicoccum 0-12 2 

Penicillium 0-5 1 

Slika 2. F. culmorum na selektivnoj podlozi prema MEBAK-u
i makrokonidije
Figure 2. F. culmorum on selective agar plate according to
MEBAK and its macroconidias

Slika 1. F. graminearum na selektivnoj podlozi prema MEBAK-u
i makrokonidije
Figure 1. F. graminearum on selective agar plate according to 
MEBAK and its macroconidias
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za slađenje (Schwarz i sur., 1997). Od svih mikoza na našim 
žitaricama najčešće i kvantitativno najzastupljenije su upravo 
fuzarioze klasa (Ožegović,1995). 

Sve vrste plijesni roda Fusarium pripadaju razredu Fungi 
imperfecti (Deuteromycetes). Za njih je karakteristično da se 
razmnožavaju aseksualnim putem pomoću konidiospora, ali se 
mnoge razmnožavaju i seksualnim putem. U tim slučajevima 
aseksualna faza (anamorfni oblik) označava se kao Fusarium, 
a seksualna faza (telemorfni oblik) kao Gibberella ili Nectria. 
Vrste roda Fusarium koje se nazivaju „agresivni paraziti“ (F. 
graminearum, F. culmorum, F. cerealis) izazivaju fuzariozu 
klasa (Chelkowski, 1989). Ostale vrste koje se također često 
mogu pronaći na ječmu i pšenici (F. avanceum. F. tricintum, 
F. sporotrichoides, F. poea, F. acuminatum, F. oxysporum, 
F. equiseti, F. sambucinum) nazivaju se „slabi paraziti“ ili 
„oportunisti“. Oni napadaju samo oštećeno zrno (proklijalo ili 
naprslo, zrno oštećeno mrazom ili ono kojeg su načeli insekti ili 
ptice). F. graminearum i F. culomorum su najrasprostranjenije 
patogene vrste u srednjoeuropskoj klimatskoj zoni (Bottalico, 
1998 ). U Hrvatskoj je zastupljeno više vrsta plijesni roda 
Fusarium: F. nivale, F. avanceum, F. culmorum i F. graminearum 
(Tomasović, 1993). Za područje istočne Hrvatske prevalentna 
vrsta je F. graminearum (Jurković i sur., 1998; Krstanović i 
sur., 2005). U hladnijim klimatskim područjima, kao primjerice 
u sjeverozapadnoj Europi (Nizozemska, skandinavske zemlje), 
prevalentna vrsta je F. culmorum (Snijders, 1990).

Sve vrste plijesni roda Fusarium razgrađuju celulozu 
i susreću se u svim tipovima zemljišta. Zahvaljujući velikoj 
konkurentskoj moći u odnosu na većinu drugih saprofi ta mogu 
preživjeti i duže od godinu dana u površinskom sloju tla i pri 
tome ostati aktivne (Teich, 1989). Plijesni iz tla prelaze na 
biljku na kojoj su latentno prisutne, pri čemu je najpovoljniji 
period za infekciju 2-3 dana prije cvjetanja. Simptomi fuzarioze 
klasa postaju vidljivi oko dva tjedna nakon infekcije jer 
pojedini klasići na još zelenom klasu požute. Napadnuta zrna 
su često štura i sitna. U kišnom periodu na pljevici ječma mogu 
se primjetiti ružičaste ili crvene mrlje (skladišta konidija). U 
slučaju snažne kontaminacije događa se da zrna ne ispadaju 
iz pljevice ili da se ne odvajaju od nje prilikom vršidbe. 
Mikrobna kolonizacija zrna ječma uglavnom je ograničena 
na vanjski sloj zrna, na pljevicu i na prostor između pljevice i 
perikarpa, ali događa se da prodre i u endosperm (Van Nierop 
i Rautenbach, 2006). Vrsta i stupanj infekcije varira u odnosu 
na klimatske prilike, lokaciju uzgoja i podložnost sorte ječma 
i pšenice infekciji. Viši genotipovi ječma nisu toliko podložni 
infekciji, a njihovo zrno akumulira manje mikotoksina (De la 
Pena i sur., 1999; Franckowiak, 2000; Ma i sur., 2000)

3. Utjecaj kontaminiranih žitarica
na kakvoću slada i piva

Mikrobna proliferacija je integralna komponenta procesa 
slađenja i može imati pozitivne i negativne učinke na kakvoću 
slada. Povoljni učinci mikrofl ore uključuju proizvodnju 
mikrobnih metabolita kao što su biljni hormoni koji stimuliraju 
klijanje ječma (Tuomi i sur., 1995; Flannigan, 1996; Noots i sur., 
1999), te pridonose enzimskom potencijalu slada producirajući 
amilolitičke i proteolitičke enzime te enzime za razgradnju 
stanične stijenke (Flannigan, 1996; Noots i sur., 1999; Van 
Campenhout, 2000). Istraživanja koja su proveli Schwarz i 
sur. (2002) pokazala su da je u zrnima ječma koja su snažno 
infi cirana plijesnima roda Fusarium došlo do razgradnje škroba 
u endospermu te da nedostaje proteinski matriks koji inače 
okružuje granule škroba, što upućuje na snažne amilolitičke 
i proteolitičke sposobnosti ove plijesni. Neke od bakterijskih 
vrsta i plijesni prisutnih na sladu (Lactobacillus plantarum, 

Pediococcus pentosaceus, Geotrichum candidum) mogu 
se koristiti kao starter kulture u proizvodnji slada s ciljem 
unaprjeđenja procesa proizvodnje i kakvoće slada (Boivin i 
Malanda, 1997).  

Međutim, mikroorganizmi uzrokuju i probleme kada su 
prisutni na sladu, a to su primjerice loš vizualni izgled zrna, 
a u pojedinim slučajevima i nepoželjne arome. Nadalje, mi-
kroorganizmi proizvode širok spektar sekundarnih metabolita 
koji uključuju i visoko toksične mikotoksine. Plijesni roda 
Fusarium mogu proizvoditi spojeve koji uzrokuju pojavu 
stvaranja divljeg piva. Pojedine bakterijske vrste proizvode 
polisaharidne komponente koje mogu smanjiti sposobnost 
fi ltracije piva i uzrokovati pojavu mutnoće piva. Mikrofl ora 
zrna može također potrošnjom raspoloživog kisika uzrokovati 
smanjenje energije klijanja, na način da inducira pospanost 
zrna (Papadopoulou i sur., 1999). 

Iako nije moguće u potpunosti spriječiti rast mikro-
organizama za vrijeme procesa slađenja, moguće je kontro-
lirati određene skupine mikroorganizama primjenjujući od-
govarajuće postupke o kojima će biti riječi u posljednjem 
dijelu ovog pregleda.

3.1. Slađenje kontaminiranih žitarica i
utjecaj na kakvoću slada

Proces slađenja sastoji se od tri osnovne faze: močenja, 
klijanja i sušenja. Aktivnost mikororganizama tijekom močenja 
ovisi o početnoj mikrobnoj kontaminaciji zrna, vlažnosti 
supstrata i procesnim uvjetima (temperatura, aeracija). Do 
naknadne kontaminacije može doći i zbog razvoja mikrofl ore 
u sladari. Uvjeti koji vladaju tijekom slađenja (vlaga, 
aeracija, temperatura) posebno pogoduju daljnjem razvoju 
mikroorganizama. Broj mikroorganizama povećava se nakon 
močenja i klijanja, a smanjuje se nakon procesa sušenja slada 
(Douglas i Flannigan, 1988; Petters i sur., 1988 ). Tijekom 
sušenja dolazi do smanjenja broja mikoorganizama, ali neke 
vrste nastavljaju svoj razvoj i tijekom prvih faza sušenja 
(Rhizopus i Mucor). Plijesni koje su otpornije na toplinu 
(Aspergillus, Cladosporium i Penicillium) nastavljaju rasti 
i na sladu. Broj mikroorganizama na suhom sladu sličan 
je početnom broju na ječmu, ali je njihov sastav drukčiji. 
Do povećanja broja bakterija često dolazi tijekom procesa 
močenja, dok se taj broj nešto smanjuje na kraju klijanja i 
konačno reducira više od 98 % tijekom procesa sušenja zelenog 
slada. Neke bakterijske vrste, obično iz rodova Lactobacillus i 
Pediococcus, preživljavaju proces slađenja i zaostaju na sladu 
tako da ih je moguće izolirati tijekom procesa ukomljavanja 
slada. Iako su prisutne na početku procesa ukomljavanja, broj 
bakterija se polako smanjuje tijekom postupka ukomljavanja 
i dalje tijekom kuhanja sladovine (O’Sullivan i sur., 1999; 
Booysens i sur., 2002 ).

Bakterije mliječne kiseline i Geotrichum candidum su 
najčešći kontaminanti koji se javljaju tijekom močenja i klijanja 
u velikim industrijskim sladarama (Noots i sur., 1999).

Nakon sušenja, fakor koji određuje ukupan broj mikro-
organizama na gotovom sladu, postaje vlažnost zrna. Vlažnost 
4 - 6 % u prvih 18 mjeseci skladištenja ne dovodi do većih 
promjena u mikrobnoj populaciji. Pri sadržaju vlažnosti oko 
14 % dolazi do progresivnog rasta plijesni roda Aspergillus. 
Nadalje, pri sadržaju vlažnosti iznad 20 % prevladavaju vrste 
roda Penicillium. Temperatura skladištenja i koncentracija CO2 
također su značajni za mikrobni rast. Optimalna temperatura 
rasta za funge iznosi 25 - 35 °C , dok količina od 10 % (v/v) 
CO2 značajno smanjuje njihov broj (Axcell i sur., 2000). 

Kontaminirani ječam obično se odlikuje većom pospanošću 
zrna, smanjenom klijavošću i smanjenjem prinosa tijekom 
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slađenja. Rezultirajući slad često se odlikuje prerazgrađenim 
škrobom zbog prisutnosti hidrolaza mikrobnog podrijetla. 
Nadalje, oštećenja zrna uzrokovana mikroorganizmima konta-
minantima mogu rezultirati neugodnim mirisom i promjenom 
boje slada, kao i sintezom mikotoksina (Priest i Campbell, 
1987.). 

Simptomi zaraze plijesnima roda Fusarium posebno do-
laze do izražaja tijekom procesa slađenja. Micelij ovih plijesni  
razvija se kratko nakon močenja, a očituje se kao bijeli, zračni 
micelij čije hife prodiru u unutrašnjost zrna dajući mu dlakav 
izgled. Mjesto najintenzivnijeg rasta plijesni je klica. Ona 
odumire pa zrna napadnuta plijesnima roda Fusarium u pravilu 
ne klijaju. Ipak se unutar takvih zrna odvijaju promjene koje su 
slične onima tijekom klijanja i mogu se povezati s djelovanjem 
enzimskih sustava plijesni. Kod prevrtanja tijekom procesa 
slađenja bijeli micelij se razara i dobiva izgled mokre vate, a na 
njegovom mjestu zrno dobiva intenzivno ljubičastu boju koja 
se trajno zadržava na zrnu. Takva zrna nazivaju se „relevantna 
crvena zrna“ (Niessen i sur., 1991). 

Fuzarioza može utjecati direktno i indirektno na kakvoću 
ječmenog i pšeničnog slada. Indirektno može utjecati na 
transport hranjivih sastojaka tijekom razvoja zrna i povezan 
je s razvojem micelija navedenih plijesni, što za posljedicu 
ima već spomenutu slabiju nalivenost (težina 1000 zrna) tj. 
smanjenje udjela endosperma i povećanja udjela pljevice. 
S tim je povezan povećan udjel proteina te smanjenje eks-
trakta. Pojava “divljeg piva”, koje je posljedica djelovanja 
toksina iz plijesni na enzimsku aktivnost zrna i/ili utjecaja 
enzima iz plijesni koje imaju drugačiju strukturu i svojstva 
od onih iz slada, defi nira se kao direktan utjecaj fuzarioze. 
Promjene kakvoće ječmenog i pšeničnog slada uzrokovane su 
visokom proteolitičkom aktivnosti koja dovodi do povišenja 
koncentracije topljivog dušika i slobodnog α-amino dušika 
(FAN, eng. free amino nitrogen) u sladovini, jakoj razgradnji 
stanične stijenke i smanjenoj amilolitičkoj aktivnosti zbog 
ometanja de-novo sinteze α-amilaze pod utjecajem inhibitora 
iz plijesni (Greenhalgh i sur., 1986; Narziss, 1999; Schwarz 
i sur. 2001). Aktivnost α- i β-amilaze je ključni čimbenik 
odgovoran za dijastatsku snagu slada koja dalje defi nira 
kakvoću fermentacije (Taylor i Robbins, 1993; Agu i Palmer, 
1997; Osman, 2002). 

Narušavanje zdravstvene ispravnosti pivarskih sirovina 
vezano je uz proizvodnju mikotoksina o kojima će biti riječi 
u nastavku.

3.2. Utjecaj mikrofl ore na proizvodnju
i kakvoću sladovine

Kakvoća gotovog slada direktno utječe na kakvoću 
sladovine. Povećanje vrijednosti boje sladovine (visoka vri-
jednost EBC jedinica) i visoki udio proteina uzrokovani su 
nekontroliranim oslobađanjem dušikovih spojeva iz ječma 
tijekom slađenja (Bol i sur., 1985). Smanjenje koncentracije 
β-glukana, kao i povećanje udjela ekstrakta (koncentracije 
šećera), ukupnog topljivog dušika i FAN-a, posljedica 
su prerazgrađenosti škroba tijekom slađenja. Smanjenje 
koncentracije β-glukana i pentozana utječe na smanjenje 
viskoznosti sladovine što za posljedicu ima lošiju kakvoću 
pjene piva (Evans i sur., 1999). Povećanje ekstrakta, ukupnog 
topljivog dušika i FAN-a utječe pozitivno na brzinu procesa 
fermentacije tijekom proizvodnje piva (Prentice i Sloey, 1960; 
Sloey i Prentice, 1962; Gjertsen i sur., 1965; Haikara, 1983; 
Sacher, 1997; Van Nierop i Rautenbach, 2006). Problemi 
s bistrenjem sladovine povezani su s promjenama u sastavu 
organskih kiselina različitih šarži slada, što je pak povezano s 
mikrobnim metabolizmom i metabolizmom samog zrna ječma 
tijekom slađenja (Stars i sur., 1993).

3.3. Utjecaj mikrofl ore na fermentaciju i kakvoću piva

Slad lošije kakvoće može utjecati na proces fermentacije 
na način da uzrokuje smanjenje brzine fermentacije. Kvasac 
ne provodi fermentaciju i ostaje suspendiran što dovodi 
do preuranjene fl okulacije kvasca (eng. premature yeast 
fl occulation ili PYF). Preuranjena fl okulacija kvasca događa se 
pri velikim koncentracijama šećera (Stratford, 1992) i rezultira 
slabom prevrelošću sladovine, odnosno visokim udjelom 
zaostalog ekstrakta i malim brojem stanica nakon fermentacije, 
što utječe na kakvoću samog piva (Inagaki i sur., 1994). 
Različita istraživanja ukazuju da se faktori koji izazivaju PYF 
mogu pronaći i u samom ječmu, odnosno pljevici ječma (Axcell 
i sur., 1986; Herrera i Axcell, 1991). To su visokomolekularni 
polisaharidi bogati arabinozom i ksilozom (Axcell i sur, 1986; 

Slika 3. F. graminearum na zelenom sladu pšenice
Figure 3. F. graminearum on wheat green malt

Slika 4. F. culmorum na zelenom sladu pšenice
Figure 4. F. culmorum on wheat green malt
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Herrera i Axcell, 1991a) koji sadrže i spojeve s dušikom 
(Fujino i Yoshida, 1976). Tretiranje pljevice slada pripravkom 
ekstracelularnih fungalnih enzima neposredno prije kuhanja 
sladovine uzrokuje preuranjenu fl okulaciju kvasca, kao i 
razgradnju arabinoksilana iz pljevice slada pomoću fungalnih 
enzima. Nadalje, arabinoksilanski fragmenti pokazuju sposob-
nost izazivanja preuranjene fl okulacije samo kada su dovoljno 
veliki da onemoguće povezivanje stanica kvasca i formiranje 
fl okula (Van Nierop i sur., 2006). Van Nierop i sur. istražuju 
utjecaj antimikrobnih spojeva, posebice antikvaščevih spojeva i 
razvijaju testove za mjerenje antikvaščeve aktivnosti. Pokazano 
je da slad koji ima visoku vrijednost antikvaščeve aktivnosti 
uzrokuje preuranjenu fl okulaciju kvasca kao i pojavu pjenjenja 
piva (Van Nierop i sur., 2008).

Prilikom ocjenjivanja kakvoće piva u obzir se uzimaju 
fi zikalna i senzorska svojstva. Fizikalna svojstva kao što su 
bistrina, pjena i boja vrlo su važna jer utječu na formiranje prvog 
dojma o proizvodu. Senzorske karakteristike uključuju rok 
trajanja, stabilnost okusa, konzistentnost profi la okusa i aromu 
određene vrste piva. Pivo ne smije sadržavati spojeve opasne 
po zdravlje ljudi, primjerice mikotoksine. Tijekom procesa 
proizvodnje piva koncentracija mikotoksina se uglavnom sma-
njuje, ali vodotopljivi i termostabilni mikotoksini kao npr. 
deoksinivalenol mogu završiti u pivu što za posljedicu ima 
devijacije u boji piva i pojavu prekomjernog pjenjenja piva 
(Wolf-Hall i Schwarz, 2002). Za prekomjerno pjenjenje nisu 
odgovorni samo mikotoksini već i različiti fungalni polipeptidi 
(hidrofobini), površinski aktivni proteini (Kleemola i sur., 
2001; Van Nierop i sur., 2006). Axcell i sur. (2000) povezuju 
ovu pojavu s antimikrobnim peptidima koje proizvodi sam 
ječam kao odgovor na mikrobnu kontaminaciju. Plijesni roda 
Fusarium pridonose snažnim priokusima u pivu. Priokusi 
mogu varirati od okusa pregorene melase do oštrog okusa na 
vino (Flannigan, 1987). 

4. Mikotoksini u ječmu, sladu i pivu
Mikotoksini su skupina sekundarnih visokotoksičnih me-

tabolita plijesni koji nastaju u uvjetima stresa te predstavljaju 
značajnu opasnost u prehrambenom lancu (Kłosovski i 
sur., 2010; Mankevičiene, 2011). Kontaminacija slada i 
piva ovim metabolitima rezultat je proliferacije plijesni pri-
sutnih na sirovinama za proizvodnju slada, a mogu imati 
negativan utjecaj na iskorištenje procesa proizvodnje piva. U 
novije vrijeme provode se istraživanja metabolizma kvasca 
tijekom procesa fermentacije žitarica koje su kontaminirane 
mikotoksinima (Kłosovski i sur., 2010; Kłosovski i Mikulski, 
2010 ). Mikotoksini koje proizvode skladišne plijesni rijetko se 
pronalaze u sladu i pivu. Odabirom odgovarajućih skladišnih 
uvjeta moguće je smanjiti ili u potpunosti spriječiti njihovu 
proizvodnju. Plijesni s polja, s druge strane, predstavljaju 
prijetnju zdravstvenoj sigurnosti žitarica i proizvoda od žita-
rica, pri čemu se vrste roda Fusarium smatraju najvažnijim 
proizvođačima mikotoksina iz te skupine.

Plijesni roda Fusarium sintetiziraju mikotoksine kada se 
nalaze u nepovoljnim uvjetima (Smith i Moss, 1985; Medentsev 
i sur., 2001, Boeira i sur., 2002) i oni u najvećoj mjeri pripadaju 
skupini trihotecena, kojih ima oko stotinu. Razlikuju se 
trihoteceni tipa A i tipa B. Važni predstavnici trihotecena tipa 
A su T-2 toksin, HT-2 toksin i diacetoksiscirpenol (DAS), a 
tipa B nivalenol (NIV), fusarenon-X i deoksinivalenol (DON). 
Trihotecene tipa A proizvode vrste F. acuminatum, F. equiseti, 
F. sporotrichoides i F. poae, koje se rjeđe susreću na ječmu i 
pšenici iz Srednje Europe, dok trihotecene tipa B proizvode 
vrste F. culmorum, F. graminearum i F. cerealis, (sinonim: 

F. crookwellense) (Sacher, 1997). Osim trihotecena plijesni 
roda Fusarium produciraju i mikotoksine koji imaju estrogeno 
djelovanje, od kojih je najpoznatiji zearalenon (ZEA) i njegovi 
derivati Mnogi autori povezuju količinu mikotoksina sa 
stupnjem infekcije plijesnima roda Fusarium (Hart i sur., 1984; 
Lamper i sur., 2000; Lori i sur., 2003; Schwarz i sur., 2001). 
Kod jače kontaminacije plijesnima roda Fusarium trebalo bi 
provesti i toksikološku analizu što je sladarima često složeno 
i skupo.

Trihoteceni su dobro topljivi u vodi pa se ovi spojevi mogu 
prenijeti s infi ciranog zrna preko vode za močenje na zdrava 
zrna i zatim blokirati ili usporavati sintezu enzima. Utjecaj 
DON-a i T-2 toksina na aktivnost amilaze iz slada istraživali 
su Garda-Buffon i sur. (2010) i pokazali da trihoteceni ometaju 
aktivnost amilaze tijekom slađenja, ali njihovo djelovanje ne 
pokazuje linearno ponašanje tijekom inhibicije enzima. Kako 
je većina ovih toksina termostabilna (Scott, 1984; Lauren i 
Ringrose, 1989; Wolf-Hall i sur., 1999; Hazel i Patel, 2004; 
Pronik i sur., 2005), za očekivati je da kuhanje sladovine 
tijekom proizvodnje piva neće na njih imati utjecaja. Dobra 
vodotopljivost trihotecena u vodi omogućava im prelazak 
iz sirovina u sladovinu i pivo (Trucksess i sur., 2001). Ipak, 
djelomično se uklanjaju s tropom što se posebno odnosi na 
mikotoksine male vodotopljivosti kao što je ZEA. Tablica 2. 
prikazuje učestalost pojavljivanja mikotoksina DON-a u pivu.

Trihoteceni pokazuju citiotoksična i imunosupresivna 
svojstva vezana uz 12,13-epoksi grupu kojoj se pripisuje spo-
sobnost inhibicije sinteze proteina vezivanjem na ribosome 
(Trucksess i sur., 2001; Legzdina i Buerstmayr, 2004). Svi 
navedeni mikotosini ne predstavljaju samo rizik za zdravlje 
ljudi, već djeluju i kao snažni fi totoksini i tako utječu na sam 
proces slađenja. O utjecaju mikotoksina na proces slađenja i 
kakvoću slada, odnosno piva već je bilo riječi: inhibicija sinteze 
proteina, smanjenje klijavosti zrna, utjecaj na de novo sintezu α-
amilaze tijekom slađenja, pojava divljeg piva, promjene u boji 
piva, itd. Nadalje, DON i nivalenol pokazuju inhibicijski učinak 
na rast, broj stanica i vitalnost sojeva kvasca Saccharomyces 
cerevisiae koji se upotrebljavaju za proizvodnju lager i ale 
vrsta piva; dok ZEA utječe na promjenu profi la okusa piva već 
u koncentraciji od 2 μg/mL, što je koncentracija mikotoksina 
koja se može očekivati za žitarice kontaminirane plijesnima 
roda Fusarium (Boeira i sur., 1999; Boeira i sur., 2003).

Kako bi istražili što se događa s fuzarijskim mikotoksinima 
tijekom slađenja i proizvodnje piva, Schwarz i suradnici (1995) 
odabrali su pet uzoraka pivarskog ječma kontaminiranog F. 
graminearumom i pratili promjene koncentracije DON-a. 
DON pripada skupini nemakrocikličkih trihotecena, a poznat 
je i pod nazivom vomitoxin. Granice njegove tolerancije u 
gotovim žitarskim proizvodima za ljudsku prehranu iznosi 
1 μg/g, odnosno za stočnu hranu ovisno o vrsti životinja od 
5-10 μg/g (Duraković i sur., 2000; Trucksess i sur., 2001). 
Koncentracija DON-a u kontaminiranim uzorcima iznosila 
je od 4,8 do 22,5 μg/g ječma. Tijekom slađenja došlo je do 
promjene koncentracije DON-a. Prvo se tijekom močenja ta 
koncentracija smanjivala, vjerojatno uslijed ispiranja zrna i 
uklanjanja nečistoća i micelija plijesni. Tijekom klijanja koje 
je uslijedilo, kao i tijekom ranih faza sušenja koncentracija 
DON-a opet se povećavala. U zelenom sladu starom pet dana 
razina DON-a bila je veća za 18 - 114 % nego u početnoj 
sirovini - ječmu. Po završetku proizvodnog procesa, Schwarz i 
suradnici su mjerenjem koncentracije DON-a u pivu utvrdili da 
je 80 - 93% od početne koncentracije DON-a u sladu završilo 
u pivu. ZEA, koji je također određivan na početku i kasnije 
tijekom slađenja, nije pronađen u pivu, što je bilo i za očekivati 
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*nema podataka; ** uključujući 17 uvoznih piva

Zemlja 

Country

U�estalost

Incidence

Srednja vrijednost 

Mean 

�DON/μgL-1

Raspon

Range

�DON/μgL-1

Referenca 

Reference

Afrika/Africa 0/35 * * Odhav and Naicker (2002) 

Argentina/Argentina 22/50 14,3 4–221 Molto et al. (2000) 

Kanada**/Canada** 29/50 5,4 0,3–50 Scott et al. (1993) 

�eška/Czech  59/77 13 7–70 Ruprich and Ostry (1995) 

Francuska/France 1/49 20 * Payen et al. (1983) 

Njema�ka/Germany 85/196 205 do 569 Niessen and Donhauser (1993) 

Njema�ka/Germany 18/18 5 do 9 Weddeling et al. (1994) 

Koreja/Korea 14/54 * 1–23 Shim et al. (1997) 

USA/USA 0/14 * * Trucksess et al. (1986) 

Turska/Turkey 0/50 * * Omurtag and Beyoglu (2007) 

Austrija/Austria 25/33 10,2 4,5–29,5 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Belgija/Belgium 47/47 18,1 4,1–56,7 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Cipar/Cyprus 5/6 8 4,0–12,2 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

�eška/Czech 17/17 21,5 4,6–55,3 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Danska/Denmark 9/9 19,9 6,0–47,1 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Francuska/France 24/27 11 4,1–30,2 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Finska/Finland ¾ 7,4 5,2–10,6 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Njema�ka/Germany 45/46 4,7 4,0–40,5 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Gr�ka/Greece 4/4 17 16,2–16,8 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Ma�arska/Hungary 2/2 10,8 10,5–11,1 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Irska/Ireland 2/2 8,7 7,7–9,6 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Italija/Italy 16/16 10,5 5,0–29,4 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Nizozemska/Netherlands ¾ 8 5,9–9,7 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Norveška/Norway ¾ 7,7 6,0–9,9 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Poljska/Poland 10/10 17,2 5,0–32,9 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Švedska/Sweden 4/7 5,1 5,1–14,6 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Slova�ka/Slovakia 9/12 13,5 5,5–36,9 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Španjolska/Spain 6/13 7,3 5,1–12,2 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Velika Britanija/U K 25/33 10,9 4,1–30,8 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004) 

Tablica 2. Učestalost pojavljivanja DON-a u pivu (Lancova i sur., 2008)
Table 2. Incidence of DON in beer (Lancova i sur., 2008)
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s obzirom na njegovu slabiju topljivost i nižu termostabilnost u 
odnosu na DON. Rezultati istraživanja prikazani su u tablici 3. 
Slično istraživanje proveli su i Noots i sur. (1999) pri čemu je 
oko 80 % DON-a u sladu sintetizirano nakon faze močenja.

ZEA je nesteroidni mikotoksin koji djeluje na estrogenske 
receptore (Zinedine i sur., 2007; Zinedine i Manes, 2009). 
Istraživanje koje su proveli Zoellner i sur. (2000) pokazalo je 
da 51 % ZEA iz polaznih sirovina prijeđe u konačan proizvod 
- pivo. Kocić -Tanackov i sur. (2007) pratili su koncentraciju 
ZEA tijekom mikroslađenja. Tijekom močenja došlo je do 
povećanja koncentracije ZEA (što je oprečno rezultatima koje 
su dobili Schwarz i suradnici 1995. za DON), dok je tijekom 
klijanja koje je uslijedilo došlo do smanjenja koncentracije 
ZEA. Navedeni rezultati mogu se objasniti reakcijama miko-
toksina s komponentama ječma, metabolizmom ječmenih 
enzima ili utjecajem ostalih mikoorganizama prisutnih na ječmu 
(Schwarz i sur., 1995; Dupire, 2003). Tijekom sušenja opet je 
došlo do povećanja koncentracije ZEA, budući da su uvjeti koji 
vladaju tijekom sušenja nepovoljni za plijesni i kao odgovor na 
njih dolazi do sinteze mikotoksina. Otklicavanjem slada nakon 
sušenja dolazi do smanjenja koncentracije ZEA u sladu jer dio 
ostaje na klici. Također, neki sojevi kvasca Saccharomyces 
cerevisiae koji provode fermentaciju metaboliziraju ZEA u α- i 
β- ZEA, manje toksične derivate (Lancova et al., 2008). 

Derivati DON-a i ZEA, tzv. „skriveni“ mikotoksini su 
primjerice 3- i 15- acetil-DON, DON-3-di-glukozid, DON-
3-mono-glukozid i ZEA-4-glukozid i predmet su intenzivnih 
istraživanja. Naime, skriveni mikotoksini nastaju u reakcijama 
mikotoksina s drugim spojevima koji se nalaze u žitaricama 
(npr. šećerima, aminokiselinama ili sulfatnim grupama), 
pri čemu nastaju derivati koji su manje toksični i dovode 
do prividnog smanjenja početne koncentracije mikotoksina 
(Galaverna i sur., 2009). Berthiller i sur. (2005) utvrdili su 
da skriveni DON čini i do 12 % ukupnog sadržaja DON-a 
u ispitivanim žitaricama. Lancova i sur. (2008) ispitivali su 
promjene DON-a i njegovog konjugata DON-3-Glc tijekom 

slađenja ječma i proizvodnje piva. Tijekom klijanja došlo je do 
povećanja koncentracije mikotoksina pri čemu je primijećeno 
i značajno povećanje koncentracije DON-3-Glc. Daljnje 
značajno povećanje koncentracije konjugata DON-a događa se 
tijekom ukomljavanja slada, tako da je u sladovini koncentracija 
konjugata deset puta viša nego u meljavi slada.

Mikotoksin koji je čest kontaminant ječma, a ne ubraja 
se u skupinu fuzarijskih mikotoksina je nefrotoksični, hepa-
totoksični, genotoksični i imunotoksični ohratoksin A (Varga 
i sur., 2000; Mateo i sur., 2007). Prva plijesan za koju je 
dokazano da je dobar proizvođač ohratoksina A bila je plijesan 
Aspergillus ochraceus, vrsta karakteristična za tropske pred-
jele. U umjerenim i hladnijim klimatskim područjima plijesan 
odgovorna za produkciju ohratoksina A je Penicillium verru-
cosum (Noots i sur., 1999.). Ohratoksin A rijetko se pronalazi 
u pivu u koncentracijama većim od 1 ng/mL, iako je primjena 
osjetljivijih analitičkih metoda s nižim pragom detekcije (0,05-
0,1 ng/mL) pokazala da se ohratoksin u tragovima pojavljuje s 
velikom učestalošću u pivima (Scott, 1997). U novije vrijeme 
koriste se metode s još nižim pragom detekcije (UPLC- 
kapljevinska kromatografi ja ultravisokog učinka). Béláková 
i sur. (2011) su metodom UPLC-a mjerili koncentracije 
ohratoksina u 237 uzoraka ječma, slada, hmelja i piva u 
razdoblju od 2008-2009 godine. U 39 % uzoraka piva utvrđena 
je koncentracija ohratoksina u rasponu 0,001-0,054 ng/mL, 
dok je u jednom uzorku piva koncentracija iznosila 0,2438 
ng/mL. Kostelanska i sur. (2011) su metodom UPLC-a mjerili 
koncentracije DON-a i njegovog derivata deoksinivalenon-3-
glukozida tijekom procesa proizvodnje alkoholnih i bezalkolnih 
piva.

Osim slada i piva mikotoksinima mogu biti kontaminirani 
i klica i korjenčići, zaostali tijekom proizvodnje slada, kao i 
hmelj, sastojak koji pridonosi aromi i gorčini piva (Solarska, 
2007). Klica i korjenčić se zbog svoje hranidbene vrijednosti 
(visok udio proteina i vlakana) i niske cijene koriste u prehrani 
stoke, stoga je važno voditi računa o koncentraciji mikotoksina 
koji se mogu nalaziti u njima (Flanningan, 1996; Cavaglieri i 
sur., 2009). Rijetka istraživanja mikotoksikološke ispravnosti 
hmelja pokazala su da on može biti kontaminiran plijesnima 
roda Fusarium i njihovim mikotoksinima (Hazel i Patel, 2004, 
Solarska, 2007).

5. Sprječavanje razvoja mikrofl ore na 
žitaricama prije i tijekom slađenja

Iako ukupna količina i sastav mikrofl ore značajno utječu 
na pokazatelje kakvoće i zdravstvenu ispravnost slada i pi-
va, vrste iz rodova Fusarium i Aspergillus su kontaminanti 
koji izazivaju najveću štetu i čiju je metaboličku aktivnost 
nužno kontrolirati. Najbolji način kontrole je prevenirati 
kontaminaciju ječma ovim rodovima ili za slađenje koristiti 
isključivo nekontaminirani ječam.

Već je spomenuto da na pojavu fuzarioze utječu 
primijenjene agrotehničke mjere i sortne karakteristike. 
Važnu ulogu ima postupak obrade tla, npr. zaoravanje slame 
s povećanim udjelom celuloze i proteina pogoduje razvoju 
plijesni roda Fusarium. Ako se primjeni duboko oranje, 
opasnost od pojave epidemije se smanjuje. Također je važno 
što se koristi kao predusjev pa su tako zeljaste biljke (kupus, 
repa, krumpir) bolje nego biljke koje obogaćuju tlo dušikom 
(mahunarke). 

Suzbijanje fuzarioze pomoću fungicida do sada se nije 
pokazalo učinkovitim. Milus i Parsons (1994) primjenili su 
10 različitih fungicida na pšenicu prije umjetne infekcije F. 
graminearumom pri čemu nije došlo do statistički značajnog 
smanjenja kontaminacije niti do smanjenja razine mikotoksina 

Tablica 3. Razvoj DON-a tijekom slađenja prirodno infi ciranog 
ječma (Schwarz i sur, 1995)
Table 3.  Development of DON during malting of naturally infected 
barley (Schwarz i sur, 1995)

�DON /μgg-1

Robust 

A

Excel 

B

Robust 

C

Excel 

D

Excel 

E

Je�am

Barley 
10,6 22,5 8,5 4,8 - 

Pregled 

Dockage
22,6 26,5 8,3 5,4 - 

Mo�enje 

Steep-out 
1,1 2,5 - - - 

Zeleni slad 
nakon  5 dana 
klijanja

5-day green malt 

3,8 12,3 1,5 5,5 - 

Slad

Kilned malt 
3,5 12,3 1,4 4,8 - 

Korjen�i�i

Malt rootlets 
5,1 50,6 3,9 14,4 - 
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DON-a u zrnu. Ioos i sur. (2005) također su istraživali 
primjenu fungicida. U slučaju prirodne infekcije primjena 
fungicida imala je različit učinak na uzročnike fuzarioza i na 
njihove metabolite te njihovo djelovanje nije bilo jednako na 
sve metabolite. Fungicidi utječu na biokemijske procese u 
plijesnima, ali i na njihov razvoj te iz tog razloga mogu različito 
djelovati na sintezu trihotecena i na proliferaciju plijesni roda 
Fusarium. 

Mogućnost mikrobne kontrole povećava se tijekom skla-
dištenja budući da je u ovoj fazi moguće kontrolirati okolišne 
uvjete. Temperatura i vlažnost tijekom skladištenja trebaju biti 
usmjereni ne samo na sprječavanje proliferacije plijesni nego 
i na sprječavanje klijanja zrna i prevenciju štete koju nanose 
insekti. Vitalna mikrofl ora ječma, koja se sastoji uglavnom od 
rodova Alternaria (79 %) i Fusarium (27 %), može se smanjiti 
tijekom skladištenja. Sposobnost Fusarium vrsta da proizvode 
mikotoksine smanjuje se s produljenjem vremena skladištenja, 
stoga se kao postupak za smanjenje broja plijesni roda Fusarium 
predlaže čuvanje kontaminiranog ječma kroz duži vremenski 
period. Skladištenje ječma pri visokim temperaturama (40 
°C) i niskoj vlažnosti (7,2 – 8,8 %) rezultiralo je smanjenjem 
vitalnosti mikrofl ore i hidrosenzibilnosti zrna (Beattie i sur., 
1998). Osim temperature i vlažnosti na mikrobnu aktivnost 
tijekom skladištenja utječe i sastav plinova. Povećane kon-
centracije CO2 inhibiraju razvoj fi lamentoznih gljiva (Axcell 
i sur., 1986). 

Sprječavanje razvoja mikrofl ore i produkcije mikotoksina 
tijekom slađenja može se postići odabirom procesnih parame-
tara ili primjenom različitih kemijskih i fi zikalnih tretmana. 
Osnovni problem ovih postupaka je što su neprihvatljivi 
krajnjim korisnicima i što ne dolazi do sprečavanja nastajanja 
mikotoksina ili njihove razgradnje kada već nastanu. Nepovoljna 
mikrofl ora može se smanjiti početnim močenjem zrna bez 
aeracije (Briggs i McGuinness, 1993). Ovaj korak pomaže 
održati zrno vitalnim i osigurava jednolično klijanje (Briggs 
i sur., 1981). Izmjena vode za močenje tijekom faze aeracije 
smanjuje nakupljanje mikroorganizama i njihovu respiraciju 
jer se tako smanjuje pristup hranjivim tvarima (Briggs i 
McGuinness., 1993). Močenje u razrijeđenim anorganskim 
kiselinama (sumporna, fosforna i hipokloridna kiselina) 
potpomaže klijanju ječma (Doran i Briggs, 1993a,b). Dodatak 
natrijevog hipoklorita u vodu za močenje uzrokuje smanjenje 
kontaminacije plijesnima, ali u visokim koncentracijama 
(> 0,1 %) nepovoljno utječe na klijanje zrna. Isto djeluju i 
metilbromid ili propilen-oksid. Formaldehid uništava plijesni 
roda Fusarium, ali zaostaje jak, neugodan miris po zemlji 
(Gjertsen i sur., 1965). Potpuna sterilizacija ječma i slada može 
se postići γ-zračenjem, ali to negativno utječe na parametre 
kakvoće slada (Noots i sur., 1999).  

Postoji malo mogućnosti kontroliranja mikrofl ore i 
produkcije mikotoksina preko procesa slađenja jer bi svaka 
promjena procesa koja bi bila dovoljno značajna da djeluje na 
mikrobni rast, ujedno imala i velik utjecaj na kakvoću slada. 
Naime, sama supresija rasta plijesni nije dovoljna budući da 
mikotoksini mogu biti prisutni i ako micelij plijesni nije vidljiv. 
Iako se veća količina mikotoksina ispere tijekom močenja, 
plijesan zadržava sposobnost produkcije mikotoksina tijekom i 
nakon močenja, klijanja i sušenja (Wolf-Hall, 2007). 

Papandoupoulou i sur. (1999) proveli su sustavno istra-
živanje tijekom procesa slađenja kako bi se otkrile kontrolne 
točke na kojima se može utjecati na razvoj mikrofl ore. Posebno 
je istražena uloga pojedinih faza slađenja i mogućnosti 
njihova modifi ciranja kako bi se mogli kontrolirati nepoželjni 
mikroorganizmi. Promjene u postupku slađenja imale su mali 
utjecaj na mikrofl oru gotovog slada. Mijenjanje režima močenja 
bilo je učinkovito što se tiče smanjenja stupnja fungalnog rasta 
- slađenje s tri močenja rezultiralo je jačim fungalnim rastom, 

što je podatak od komercijalnog značenja. Također, dodatak 
α- i β-kiselina hmelja tijekom slađenja uzrokovao je inhibiciju 
mikrobne proliferacije, ali su α-kiseline izazvale pojavu divljeg 
piva. 

Mikroorganizmi koji pokazuju antimikrobni potencijal 
mogu se koristiti kao starter kulture u bioprocesima u kojima 
je nepoželjna upotreba kemikalija s antimikrobnim učinkom, 
kao što je to slučaj sa slađenjem. Osim antimikrobnog 
učinka korištenje starter kultura tijekom slađenja dovodi do 
poboljšanja fi zikalnih i kemijskih parametara kakvoće gotovog 
slada (Linko i sur., 1998). Faza inokulacije i sastav mješovite 
starter kulture kritični su u odnosu na mikrofl oru procesa 
slađenja. Prirodna mikrofl ora ječma naglo se aktivira tijekom 
močenja. Upravo je zbog toga najčešće odabran trenutak za 
inokulaciju starter kultura upravo ova faza. Dodatak odabranih 
mikrobnih kultura tijekom slađenja prvi put je opisan 1959. 
(Dixon, 1959) godine u modifi ciranom postupku slađenja koji 
je imao za cilj biološko zakiseljavanje slada. Ovo je postignuto 
močenjem isklijalog ječma u zakiseljenoj vodi za močenje koja 
je sadržavala jedan soj bakterija mliječne kiseline Lactobacillus 
delbrueckii. Navedenim  postupkom postiže se pH povoljan 
za aktivnost amilolitičkih i proteolitičkih enzima (Noots i sur., 
1999.). Haikara i Laitila (1995) istraživali su utjecaj bakterija 
Lactobacillus plantarum i Pediococcus pentasaceus na pri-
rodnu mikrofl oru ječma. Ukupan broj bakterija se tijekom 
istraživanja smanjio, ali se smanjila i kontaminacija plijesnima 
roda Fusarium. U slučaju jake infekcije učinak je bio slabiji. 
Antagonističko djelovanje bakterija mliječne kiseline temelji se 
na kompeticiji za hranjive tvari i prostor, kao i na proizvodnji 
različitih antimikrobnih spojeva (organske kiseline, vodikov 
peroksid, bakteriocini). Ove bakterije mliječne kiseline pokazale 
su selektivno antimikrobno djelovanje budući da je omogućen 
rast drugim mikroorganizmima kao što su kvasci. Rezultati 
primjene navedenih bakterija kao starter kultura su povećanje 
prinosa i stupnja razgrađenosti slada, smanjenje viskoznosti 
sladovine i udjela β-glukana, povećanje fi ltrabilnosti komine i 
sladovine, poboljšanje enzimske aktivnosti, niži pH sladovine, 
niže vrijednosti boje sladovine (povezano sa smanjenjem 
kontaminacije plijesnima roda Fusarium), stabilnija organo-
leptička svojstva piva i viši stupanj prevrelosti (Haikara i sur., 
1995; Haikara i Laitila, 1995). Dodatak bakterija L. plantarum 
i L. acidophilus u vodu za močenje rezultiralo je smanjenjem 
sinteze mikotoksina DON-a i ZEA. 

Boivin i Malanda (1993) proveli su istraživanje u kojem 
su, da bi spriječili proliferaciju plijesni i inhibirali sintezu 
mikotoksina, u vodu za močenje ječma dodavali „sladarski 
kvasac“ Geotrichum candidum. Antifungalno djelovanje 
sladarskog kvasca je posljedica kompeticije jer on raste brže 
od plijesni i spriječava sintezu mikotoksina, a time se također 
riješava problem pojave divljeg piva. Dodatkom sladarskog 
kvasca dobiva se slad stalne i homogene kakvoće. Pozitivni 
učinci dodatka sladarskog kvasca su povoljna razlika ekstrakta 
fi ne i grube meljave, krhkost, razgrađenost, homogenost, 
fi ltrabilnost i smanjenje udjela β-glukana, povoljno djelovanje 
na sladarski pogon (smanjuje opterećenje otpadnih voda).

Osim upotrebe starter kultura kao sredstva za biokontrolu, 
moguća je upotreba starter kultura koje aktivno doprinose 
klijanju ječma i razgrađenosti slada. Noots i sur. (2003) ko-
ristili su plijesni roda Rhizopus kao starter kulture s ciljem 
poboljšanja procesa razgradnje endosperma ječma. Rhizopus 
starter kultura proizvodila je enzime za razgradnju stanične 
stijenke, većinom β-glukanazu, ksilanazu i proteaze s povolj-
nim učinkom na pokazatelje kakvoće slada. Odabrane starter 
kulture sudjeluju u razgradnji stanične stijenke ječma tako 
da plijesan difundira u endosperm zrna i tamo sintetizira i 
izlučuje enzime za razgradnju stanične stijenke. Pokazalo 
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se da kombinacija metaboličkih aktivnosti starter kulture 
Rhizopus VII i fi zioloških procesa, koji se odvijaju u zrnu 
ječma, rezultira slađenim žitaricama koje pokazuju povećanu 
enzimsku aktivnost i jaču razgrađenost stanične stijenke te 
sladovinom poboljšanih karakteristika. 

Iako su se starter kulture pokazale učinkovitima u suz-
bijanju nepoželjnih mikoorganizama i poboljšanju parametara 
kakvoće slada, njihov učinak još uvijek nije razjašnjen do kraja 
pa proizvođači slada izbjegavaju njihovu primjenu. 

6. Zaključak
U radu je dan pregled relevantnih istraživanja problema-

tike utjecaja mikroorganizama na parametre kakvoće sirovine, 
poluproizvoda i gotovog proizvoda za cijeli lanac procesa pro-
izvodnje piva (ječam ili pšenica – slad – pivo) 

Posebna pažnja posvećena je utjecaju mikroorganizama 
na zdravstvenu ispravnost i sigurnost gotovog proizvoda. 
Toksikogene plijesni roda Fusarium stvaraju najveće 
probleme, pri čemu je za područje Hrvatske posebno značajna 
vrsta F. graminearum i mikotoksin deoksinivalenol koji ona 
producira.

Gotovo dva desetljeća istraživanja primjene starter kultura 
u cilju pospješivanja kakvoće slada i piva uglavnom su bila dio 
istraživanja velikih svjetskih sladara i pivovara i njihovi podatci 
nisu dostupni u znanstvenoj literaturi. Međutim, posljednjih 
nekoliko godina provode se istraživanja problematike nega-
tivnog utjecaja plijesni s ciljem pronalaska supresiva rasta 
plijesni koji nisu toksični za ljude i ne utječu na parametre 
kakvoće slada, kao i sredstava koje će nastale mikotoksine 
prevoditi u manje toksične derivate ili u potpunosti sprječavati 
njihovu produkciju kada se plijesan nađe u nepovoljnim 
uvjetima. 
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