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Sazetak

Mikroorganizmi (plijesni, kvasci i bakterije) koji se u velikom broju pojavijuju na jecmu i pSenici, sirovinama za proizvodnju slada, imaju
znacajan utjecaj na pokazatelje kakvoée konacnog proizvoda, slada. Posljedicno, utjecu i na kakvocu sladovine, odnosno piva. lako su bakterije
i kvasci dominantne vrste na jeCmu i pSenici prije i nakon Zetve, pravi problem predstavljaju plijesni zbog Stetnih metabolita, koji utjecu kako
na zdravstvenu ispravnost sirovine, tako i na kakvocu samog slada. Plijesni od posebnog znacaju pripadaju rodu Fusarium i nanose ekonomsku
navedenog, nuzno je pracenje mikroflore tijekom cijelog proizvodnog lanca ,,jecam-pivo *“ i suzbijanje proliferacije nepozeljnih mikroorganizama
prije i tijekom sladenja.

Kljucne rijeci: jecam, pSenica, Fusarium, slad, sladovina, pivo, mikotoksini

Summary

Microorganisms (fungi, yeasts and bacteria) largely present on barley and wheat, raw materials used for malt production, have great effect
on the final product, malt. Consequently, microorganisms also affect the quality of wort and beer. Although bacteria and yeasts are dominant
species on barley and wheat before and after the harvest, the real problem are fungi, due to their harmful metabolites that affect health safety of
raw material and the quality of malt itself. Particularly problematic fungi are those from genus Fusarium that inflict economical damage to the
whole cereal industry, and due to the possibility of the mycotoxins production, they present health threat to humans and animals. It is therefore
necessary to monitor microflora throughout the productive chain ,, barley-beer and to suppress the proliferation of unwanted microorganisms,
before and during malting.
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1. Uvod

Mikrofloru je¢ma i pSenice, posljedi¢no i slada koji se od
njih dobiva, ¢ine razne mikrobne vrste kao Sto su bakterije,
kvasci i filamentozne gljive (Van Nierop i Rautenbach, 2006).
Na sastav mikroflore utjecu klimatski uvjeti koji su prevladali
za vrijeme uzgoja ovih zitarica, lokacija i primijenjene
agrotehnicke mjere uzgoja, uvjeti skladistenja i transporta, kao
i procesni uvjeti tijekom proizvodnje slada.

Mikroflora moze utjecati pozitivnho i negativho na
kakvocu slada i piva. Pozitivan utjecaj ukljucuje proizvodnju
razlic¢itih korisnih metabolita, primjerice sintezu hormona
koji stimuliraju klijanje zrna (Bu’lock, 1984), amilolitickih i
proteoliti¢kih enzima te enzima za razgradnju stani¢ne stijenke
(Flannigan, 1996; Noots i sur., 1998; Van Campenhout, 2000).
Negativni u¢inci mikroflore su slabija nalivenost i smanjenje
klijavosti zrna, sinteza mikotoksina, pojava prekomjernog
pjenjenja piva (,,divlje pivo®, eng. gushing), pojava nezeljenog
mirisa i okusa piva te formiranje spojeva koji dovode do prerane
flokulacije kvasca ili do problema prilikom procesa filtracije
pri proizvodnji piva (Boivin i Malanda, 1997). Takoder,
upotreba jeCma 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, nuzno je pracenje mikroflore
tijekom cijelog proizvodnog lanca ,,jeam-pivo™ i suzbijanje

proliferacije nepozeljnih mikroorganizama prije i tijekom
sladenja.

2. Mikrobna populacija zrna Zitarica i slada

2.1. Mikroflora polja

Mikroflora polja sastoji se u najve¢oj mjeri od bakterija,
divljih kvasaca i filamentoznih gljiva koji potjecu iz zraka i
zemlje.

Bakterije predstavljaju brojéano dominantnu skupinu (10°
— 107 cfu/zrno) mikroorganizama na polju i prisutne su veé 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 najcesce su prisutne vrste iz rodova Erwinia,
Micrococcus 1 Pseudomonas . Bakterije mlijecne kiseline
uglavnom nisu prisutne na je¢mu, iako je ponekad moguce
pronaci Lactobacillus delbrueckii (Papadopoulou i sur., 1999).

Odmabh iza bakterija po broju slijede kvasci (10* — 10° cfu/
zrno) (Fleet, 1998), iako je moguce da ih u kasnijoj fazi zrenja
brojcano nadmase plijesni. Do Zetve, ¢ak 50 — 85 % zrna moze
biti kolonizirano kvascima. Najce$ce prevladavaju kvasci roda
Sporobolomyces 1 Rhodotorula, iako su i kvasci iz rodova
Hansenula 1 Candida takoder izolirani s jeCma prije zetve. S
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obzirom na veliku sli¢nost mikroflore je¢ma i pSenice moguce
je da se i vrste Cryptococcus, Torulopsis i Trichosporon koje
su pronadene na psenici prije zetve, mogu pronaci i na je¢mu
(Flannigan, 1987). NajceS¢e izolirane vrste na jecmu 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 psenici i
jeCmu prije zetve i nakon Zetve, pravi problem predstavljaju
plijesni zbog Stetnih proizvoda njihova metabolizma koji
utjeCu kako na zdravstvenu ispravnost sirovine, tako i na
sladarsku kakvoc¢u same sirovine. Plijesni su velika skupina
mikroskopskih gljivica koje se mogu klasificirati kao plijesni
s polja, skladiS$ne plijesni i plijesni uznapredovalog kvarenja
(Durakovi¢ i Durakovié, 2003). Plijesni koje se najéesce mogu
prona¢i na je¢mu i pSenici na polju ukljucuju vrste rodova
Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Alternaria i Cladosporium
(tablica 1.), pri ¢emu najvece probleme u sladarstvu i pivarstvu
predstavljaju plijesni roda Fusarium (Papadopoulou i sur.,
1999).

zetve (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 (%)
Rod Number of kernels contaminated with molds (%)
Genus Raspon Prosjecna vrijednost
Range 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

2.2. Skladi$na mikroflora

Nakon zetve i za vrijeme skladiStenja mikroflora zrna
se mijenja pod utjecajem temperature skladistenja, vlaznosti
zrna 1 vremena skladiStenja. Rezultirajuéi profil vrsta naziva
se ,,skladiSna mikroflora®. Zrno s visokim sadrzajem vlage
prije skladiStenja se mora osusiti do sadrzaja vlaznosti manjeg
od 14 %. SuSenjem zrna do sadrZaja vlaZnosti 12 % (a_
=0,6) u potpunosti je onemogucen mikrobni rast. SuSenjem
do sadrzaja vlaznosti 14 % (a, = 0,7) onemogucen je rast
plijesni s polja i kvasaca, buduc¢i da oni ne rastu pri aktivitetu
vode nizem od 0,9; kao i bakterija ¢iji je minimalni aktivitet
vode neophodan za rast 0,93 (Flannigan, 1987). Kada bi se
zrna visokog udjela vlage (iznad 14 %) skladistila, moglo
bi do¢i do proliferacije mikroorganizama i pregrijavanja
zitarica. Proliferacija skladi$nih plijesni obi¢no se dogada na
ustrb plijesni s polja. Tako su plijesni iz rodova Aspergillus,
Penicillium, Absidia, Mucor i Rhizopus dominantne vrste u
skladistima na obiteljskim gospodarstvima (Flannigan, 1987).
Proliferacija plijesni roda Fusarium, plijesni s polja, dogada se
Cesto zbog nepravovremenog susenja sirovine. Kako bi se ovi
problemi izbjegli, potrebno je primjenjivati higijenske mjere i
provoditi kontrolu skladi$nih prostora.

2.3. Plijesni roda Fusarium

Plijesni roda Fusarium su najée$ée plijesni koje se
pojavljuju na zitaricama u nasem podneblju (Jurkovi¢ i sur.,
1998). Rod Fusarium ukljucuje sljedece 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, 1 dr. (Logrieco
isur., 2003).

lako je prema MEBAKU (Mitteleuropédische Brau-
technische Analysenkommision), mikrobioloskakontrolaje¢ma
prilikom prijema u sladaru ukljucivala utvrdivanje stupnja
kontaminacije plijesnima F. graminearum i1 F. culmorum,
novi europski propisi (European Brewing Convention, EBC)
zahtijevaju kontrolu je¢ma na prisustvo ukupnog broja plijesni
iz roda Fusarium. (MEBAK, 1997; EBC, 2005). Ove plijesni
uzrocnici su bolesti Zitarica nazvane ,fuzarioza klasa“ koja
kod jeCma i pSenice ima karakter iskljuéivosti - Sarza zrna
koja je prihvatljiva po svim drugim pokazateljima kakvoce,
a kontaminirana je ovim plijesnima, smatra se nepogodnom

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

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
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za sladenje (Schwarz i sur., 1997). Od svih mikoza na naSim
zitaricama naj¢esce 1 kvantitativno najzastupljenije su upravo
fuzarioze klasa (Ozegovi¢,1995).

Sve vrste plijesni roda Fusarium pripadaju razredu Fungi
imperfecti (Deuteromycetes). Za njih je karakteristicno da se
razmnozavaju aseksualnim putem pomocu konidiospora, ali se
mnoge razmnozavaju i seksualnim putem. U tim slucajevima
ascksualna faza (anamorfni oblik) oznacava 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 takoder Cesto
mogu pronacdi na je¢mu i pSenici (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 oSteceno zrno (proklijalo ili
naprslo, zrno oSte¢eno mrazom ili ono kojeg su naceli insekti ili
ptice). F. graminearum i F. culomorum su najrasprostranjenije
patogene vrste u srednjoeuropskoj klimatskoj zoni (Bottalico,
1998 ). U Hrvatskoj je zastupljeno vise vrsta plijesni roda
Fusarium: F. nivale, F. avanceum, F. culmorumiF. graminearum
(Tomasovié, 1993). Za podruéje isto¢ne Hrvatske prevalentna
vrsta je F. graminearum (Jurkovi¢ i sur., 1998; Krstanovi¢ i
sur., 2005). U hladnijim klimatskim podruc¢jima, kao primjerice
u sjeverozapadnoj Europi (Nizozemska, skandinavske zemlje),
prevalentna vrsta je F. culmorum (Snijders, 1990).

Sve vrste plijesni roda Fusarium razgraduju celulozu
i susrecu se u svim tipovima zemljista. Zahvaljujuci velikoj
konkurentskoj mo¢i u odnosu na veéinu drugih saprofita mogu
prezivjeti i duze od godinu dana u povrSinskom sloju tla i pri
tome ostati aktivne (Teich, 1989). Plijesni iz tla prelaze na
biljku na kojoj su latentno prisutne, pri ¢emu je najpovoljniji
period za infekciju 2-3 dana prije cvjetanja. Simptomi fuzarioze
klasa postaju vidljivi oko dva tjedna nakon infekcije jer
pojedini klasi¢i na jo$ zelenom klasu pozute. Napadnuta zrna
su Cesto Stura i sitna. U ki§nom periodu na pljevici jeéma mogu
se primjetiti ruzicaste ili crvene mrlje (skladista konidija). U
slu¢aju snazne kontaminacije dogada se da zrna ne ispadaju
iz pljevice ili da se ne odvajaju od nje prilikom vrSidbe.
Mikrobna kolonizacija zrna je¢ma uglavnom je ograniena
na vanjski sloj zrna, na pljevicu i na prostor izmedu pljevice i
perikarpa, ali dogada se da prodre i u endosperm (Van Nierop
i Rautenbach, 2006). Vrsta i stupanj infekcije varira u odnosu
na klimatske prilike, lokaciju uzgoja i podloznost sorte je¢ma
i pSenice infekciji. Visi genotipovi jema nisu toliko podlozni
infekciji, a njihovo zrno akumulira manje mikotoksina (De la
Pena i sur., 1999; Franckowiak, 2000; Ma i sur., 2000)

3. Utjecaj kontaminiranih Zitarica
na kakvoc¢u slada i piva

Mikrobna proliferacija je integralna komponenta procesa
sladenja 1 moze imati pozitivne i negativne ucinke na kakvocu
slada. Povoljni udinci mikroflore ukljucuju proizvodnju
mikrobnih metabolita kao $to su biljni hormoni koji stimuliraju
klijanje je¢ma (Tuomiisur., 1995; Flannigan, 1996; Noots i sur.,
1999), te pridonose enzimskom potencijalu slada producirajuci
amiloliticke 1 proteoliticke enzime te enzime za razgradnju
stanicne stijenke (Flannigan, 1996; Noots i sur., 1999; Van
Campenhout, 2000). Istrazivanja koja su proveli Schwarz i
sur. (2002) pokazala su da je u zrnima je¢ma koja su snazno
inficirana plijesnima roda Fusarium doslo do razgradnje Skroba
u endospermu te da nedostaje proteinski matriks koji inace
okruzuje granule skroba, Sto upucuje na snazne amiloliticke
i proteoliticke sposobnosti ove plijesni. Neke od bakterijskih
vrsta 1 plijesni prisutnih na sladu (Lactobacillus plantarum,

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

Medutim, mikroorganizmi uzrokuju i probleme kada su
prisutni na sladu, a to su primjerice lo§ vizualni izgled zrna,
a u pojedinim slucajevima i nepozeljne arome. Nadalje, mi-
kroorganizmi proizvode Sirok spektar sekundarnih metabolita
koji ukljucuju i visoko toksi¢ne mikotoksine. Plijesni roda
Fusarium mogu proizvoditi spojeve koji uzrokuju pojavu
stvaranja divljeg piva. Pojedine bakterijske vrste proizvode
polisaharidne komponente koje mogu smanjiti sposobnost
filtracije piva i uzrokovati pojavu mutnoée piva. Mikroflora
zrna moze takoder potro§njom raspolozivog kisika uzrokovati
smanjenje energije klijanja, na nacin da inducira pospanost
zrna (Papadopoulou i sur., 1999).

lako nije moguce u potpunosti sprijeciti rast mikro-
organizama za vrijeme procesa sladenja, moguce je kontro-
lirati odredene skupine mikroorganizama primjenjujuéi od-
govarajuce postupke o kojima ¢e biti rije¢i u posljednjem
dijelu ovog pregleda.

3.1. Sladenje kontaminiranih Zitarica i
utjecaj na kakvoéu slada

Proces sladenja sastoji se od tri osnovne faze: mocenja,
klijanja i suSenja. Aktivnost mikororganizama tijekom mocenja
ovisi o pocetnoj mikrobnoj kontaminaciji zrna, vlaznosti
supstrata i procesnim uvjetima (temperatura, aeracija). Do
naknadne kontaminacije moze do¢i i zbog razvoja mikroflore
u sladari. Uvjeti koji vladaju tijekom sladenja (vlaga,
aeracija, temperatura) posebno pogoduju daljnjem razvoju
mikroorganizama. Broj mikroorganizama poveéava se nakon
mocenja i klijanja, a smanjuje se nakon procesa susenja slada
(Douglas i Flannigan, 1988; Petters i sur., 1988 ). Tijekom
suSenja dolazi do smanjenja broja mikoorganizama, ali neke
vrste nastavljaju svoj razvoj i tijekom prvih faza susenja
(Rhizopus 1 Mucor). Plijesni koje su otpornije na toplinu
(Aspergillus, Cladosporium 1 Penicillium) nastavljaju rasti
i na sladu. Broj mikroorganizama na suhom sladu slican
je pocetnom broju na jeému, ali je njihov sastav drukciji.
Do povecanja broja bakterija Cesto dolazi tijekom procesa
mocenja, dok se taj broj nesto smanjuje na kraju klijanja i
konaéno reducira vise od 98 % tijekom procesa susenja zelenog
slada. Neke bakterijske vrste, obi¢no iz rodova Lactobacillus i
Pediococcus, prezivljavaju proces sladenja i zaostaju na sladu
tako da ih je moguce izolirati tijekom procesa ukomljavanja
slada. Iako su prisutne na pocetku 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 mlijecne kiseline i Geotrichum candidum su
najceséi kontaminanti koji se javljaju tijekom mocenja i klijanja
u velikim industrijskim sladarama (Noots i sur., 1999).

Nakon susenja, fakor koji odreduje ukupan broj mikro-
organizama na gotovom sladu, postaje vlaznost zrna. Vlaznost
4 - 6 % u prvih 18 mjeseci skladi$tenja ne dovodi do veéih
promjena u mikrobnoj populaciji. Pri sadrzaju vlaznosti oko
14 % dolazi do progresivnog rasta plijesni roda Aspergillus.
Nadalje, pri sadrzaju vlaznosti iznad 20 % prevladavaju vrste
roda Penicillium. Temperatura skladiStenja i koncentracija CO,
takoder su znacajni za mikrobni rast. Optimalna temperatura
rasta za funge iznosi 25 - 35 °C , dok koli¢ina od 10 % (v/v)
CO, znacajno smanjuje njihov broj (Axcell i sur., 2000).

Kontaminiranijec¢am obi¢nose odlikuje ve¢om pospanoséu
zrna, smanjenom klijavoséu i smanjenjem prinosa tijekom
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sladenja. Rezultirajuéi slad Cesto se odlikuje prerazgradenim
Skrobom zbog prisutnosti hidrolaza mikrobnog podrijetla.
Nadalje, ostecenja 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 izrazaja tijekom procesa sladenja. Micelij ovih plijesni
razvija se kratko nakon mocenja, a ocituje se kao bijeli, zracni
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
slicne onima tijekom klijanja i mogu se povezati s djelovanjem
enzimskih sustava plijesni. Kod prevrtanja tijekom procesa
sladenja bijeli micelij se razara i dobiva izgled mokre vate, a na
njegovom mjestu zrno dobiva intenzivno ljubicastu boju koja
se trajno zadrzava na zrnu. Takva zrna nazivaju se ,,relevantna
crvena zrna“ (Niessen i sur., 1991).

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

Slika 4. F. culmorum na zelenom sladu psenice
Figure 4. F. culmorum on wheat green malt

Fuzarioza moze utjecati direktno i indirektno na kakvocu
jeCmenog i pSeni¢nog slada. Indirektno moze utjecati na
transport hranjivih sastojaka tijekom razvoja zrna i povezan
je s razvojem micelija navedenih plijesni, §to za posljedicu
ima ve¢ spomenutu slabiju nalivenost (tezina 1000 zrna) tj.
smanjenje udjela endosperma i povecanja udjela pljevice.
S tim je povezan poveéan 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 drugaciju strukturu i svojstva
od onih iz slada, definira se kao direktan utjecaj fuzarioze.
Promjene kakvode je¢menog i pSeni¢nog slada uzrokovane su
visokom proteolitickom aktivnosti koja dovodi do povisenja
koncentracije topljivog dusika i slobodnog a-amino dusika
(FAN, eng. free amino nitrogen) u sladovini, jakoj razgradnji
stani¢ne stijenke i smanjenoj amilolitickoj aktivnosti zbog
ometanja de-novo sinteze a-amilaze pod utjecajem inhibitora
iz plijesni (Greenhalgh i sur., 1986; Narziss, 1999; Schwarz
i sur. 2001). Aktivnost a- i B-amilaze je kljucéni ¢imbenik
odgovoran za dijastatsku snagu slada koja dalje definira
kakvocu fermentacije (Taylor i Robbins, 1993; Agu i Palmer,
1997; Osman, 2002).

NaruSavanje zdravstvene ispravnosti pivarskih sirovina
vezano je uz proizvodnju mikotoksina o kojima ¢e biti rijeci
u nastavku.

3.2. Utjecaj mikroflore na proizvodnju
i kakvocu sladovine

Kakvocéa gotovog slada direktno utjeCe na kakvocu
sladovine. Povecanje vrijednosti boje sladovine (visoka vri-
jednost EBC jedinica) i visoki udio proteina uzrokovani su
nekontroliranim oslobadanjem dusikovih spojeva iz jeéma
tijekom sladenja (Bol i sur., 1985). Smanjenje koncentracije
B-glukana, kao i povecanje udjela ckstrakta (koncentracije
Sec¢era), ukupnog topljivog dusika i FAN-a, posljedica
su prerazgradenosti Skroba tijekom sladenja. Smanjenje
koncentracije B-glukana i pentozana utjeCe na smanjenje
viskoznosti sladovine §to za posljedicu ima losiju kakvocu
pjene piva (Evans i sur., 1999). Povecanje ekstrakta, ukupnog
topljivog dusika i FAN-a utjece pozitivho 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 razli¢itih Sarzi slada, §to je pak povezano s
mikrobnim metabolizmom i metabolizmom samog zrna je¢ma
tijekom sladenja (Stars i sur., 1993).

3.3. Utjecaj mikroflore na fermentaciju i kakvocu piva

Slad losije kakvo¢e moze utjecati na proces fermentacije
na nacin da uzrokuje smanjenje brzine fermentacije. Kvasac
ne provodi fermentaciju i ostaje suspendiran Sto dovodi
do preuranjene flokulacije kvasca (eng. premature yeast
flocculation ili PYF). Preuranjena flokulacija kvasca dogada se
pri velikim koncentracijama Secera (Stratford, 1992) i rezultira
slabom prevrelos¢u sladovine, odnosno visokim udjelom
zaostalog ekstrakta i malim brojem stanica nakon fermentacije,
Sto utjeCe na kakvocu samog piva (Inagaki i sur., 1994).
Razli¢ita istrazivanja ukazuju da se faktori koji izazivaju PYF
mogu pronacdi i u samom je¢mu, odnosno pljevici je¢ma (Axcell
i sur., 1986; Herrera i Axcell, 1991). To su visokomolekularni
polisaharidi bogati arabinozom i ksilozom (Axcell i sur, 1986;
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Herrera i Axcell, 1991a) koji sadrze i spojeve s duSikom
(Fujino i Yoshida, 1976). Tretiranje pljevice slada pripravkom
ekstracelularnih fungalnih enzima neposredno prije kuhanja
sladovine uzrokuje preuranjenu flokulaciju kvasca, kao i
razgradnju arabinoksilana iz pljevice slada pomocu fungalnih
enzima. Nadalje, arabinoksilanski fragmenti pokazuju sposob-
nost izazivanja preuranjene flokulacije samo kada su dovoljno
veliki da onemoguce povezivanje stanica kvasca i formiranje
flokula (Van Nierop i sur., 2006). Van Nierop i sur. istrazuju
utjecaj antimikrobnih spojeva, posebice antikvas¢evih spojeva i
razvijaju testove za mjerenje antikvaséeve aktivnosti. Pokazano
je da slad koji ima visoku vrijednost antikvas¢eve aktivnosti
uzrokuje preuranjenu flokulaciju kvasca kao i pojavu pjenjenja
piva (Van Nierop i sur., 2008).

Prilikom ocjenjivanja kakvoce piva u obzir se uzimaju
fizikalna i senzorska svojstva. Fizikalna svojstva kao Sto su
bistrina, pjena i boja vrlo su vazna jer utjecu na formiranje prvog
dojma o proizvodu. Senzorske karakteristike ukljucuju rok
trajanja, stabilnost okusa, konzistentnost profila okusa i aromu
odredene vrste piva. Pivo ne smije sadrzavati 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 zavrSiti u pivu $to za posljedicu ima
devijacije u boji piva i pojavu prekomjernog pjenjenja piva
(Wolf-Hall i Schwarz, 2002). Za prekomjerno pjenjenje nisu
odgovorni samo mikotoksini ve¢ i razliciti fungalni polipeptidi
(hidrofobini), povrSinski aktivni proteini (Kleemola i sur.,
2001; Van Nierop i sur., 2006). Axcell i sur. (2000) povezuju
ovu pojavu s antimikrobnim peptidima koje proizvodi sam
jecam kao odgovor na mikrobnu kontaminaciju. Plijesni roda
Fusarium pridonose snaznim priokusima u pivu. Priokusi
mogu varirati od okusa pregorene melase do o$trog okusa na
vino (Flannigan, 1987).

4. Mikotoksini u jeému, sladu i piva

Mikotoksini su skupina sekundarnih visokotoksi¢nih me-
tabolita plijesni koji nastaju u uvjetima stresa te predstavljaju
znafajnu opasnost u prehrambenom lancu (Ktosovski i
sur., 2010; Mankeviciene, 2011). Kontaminacija slada i
piva ovim metabolitima rezultat je proliferacije plijesni pri-
sutnih na sirovinama za proizvodnju slada, a mogu imati
negativan utjecaj na iskoriStenje procesa proizvodnje piva. U
novije vrijeme provode se istrazivanja metabolizma kvasca
tijekom procesa fermentacije Zitarica koje su kontaminirane
mikotoksinima (Ktosovski i sur., 2010; Ktosovski i Mikulski,
2010 ). Mikotoksini koje proizvode skladiSne plijesni rijetko se
pronalaze u sladu i pivu. Odabirom odgovarajucih skladi$nih
uvjeta moguce je smanjiti ili u potpunosti sprijeciti njihovu
proizvodnju. Plijesni s polja, s druge strane, predstavljaju
prijetnju zdravstvenoj sigurnosti zitarica i proizvoda od Zita-
rica, pri ¢emu se vrste roda Fusarium smatraju najvaznijim
proizvodacima mikotoksina iz te skupine.

Plijesni roda Fusarium sintetiziraju mikotoksine kada se
nalaze unepovoljnim uvjetima (Smith i Moss, 1985; Medentsev
isur., 2001, Boeira i sur., 2002) i oni u najvec¢oj mjeri pripadaju
skupini trihotecena, kojih ima oko stotinu. Razlikuju se
trihoteceni tipa A i tipa B. Vazni 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 1 F. poae, koje se rjede susrecu na je¢mu i
pSenici 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 koli¢inu mikotoksina sa
stupnjem infekcije plijesnima roda Fusarium (Hart i sur., 1984;
Lamper i sur., 2000; Lori i sur., 2003; Schwarz i sur., 2001).
Kod jac¢e kontaminacije plijesnima roda Fusarium trebalo bi
provesti i toksikolosku analizu §to je sladarima Cesto slozeno
i skupo.

Trihoteceni su dobro topljivi u vodi pa se ovi spojevi mogu
prenijeti s inficiranog zrna preko vode za mocenje na zdrava
zrna i zatim blokirati ili usporavati sintezu enzima. Utjecaj
DON-a i T-2 toksina na aktivnost amilaze iz slada istrazivali
su Garda-Buffon i sur. (2010) i pokazali da trihoteceni ometaju
aktivnost amilaze tijekom sladenja, ali njihovo djelovanje ne
pokazuje linearno ponasanje tijekom inhibicije enzima. Kako
je vec¢ina ovih toksina termostabilna (Scott, 1984; Lauren i
Ringrose, 1989; Wolf-Hall i sur., 1999; Hazel i Patel, 2004;
Pronik i sur., 2005), za ocekivati je da kuhanje sladovine
tijekom proizvodnje piva nece na njih imati utjecaja. Dobra
vodotopljivost trihotecena u vodi omogucava im prelazak
iz sirovina u sladovinu i pivo (Trucksess i sur., 2001). Ipak,
djelomi¢no se uklanjaju s tropom §to se posebno odnosi na
mikotoksine male vodotopljivosti kao $to je ZEA. Tablica 2.
prikazuje ucestalost pojavljivanja mikotoksina DON-a u pivu.

Trihoteceni pokazuju citiotoksicna 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, ve¢ djeluju i kao snazni fitotoksini i tako utjecu na sam
proces sladenja. O utjecaju mikotoksina na proces sladenja i
kakvocu slada, odnosno piva ve¢ je bilo rijeci: inhibicija sinteze
proteina, smanjenje klijavosti zrna, utjecaj na de novo sintezu o-
amilaze tijekom sladenja, pojava divljeg piva, promjene u boji
piva, itd. Nadalje, DON inivalenol pokazuju inhibicijski u¢inak
na rast, broj stanica i vitalnost sojeva kvasca Saccharomyces
cerevisiae koji se upotrebljavaju za proizvodnju lager i ale
vrsta piva; dok ZEA utjece na promjenu profila okusa piva vec
u koncentraciji od 2 pg/mL, §to je koncentracija mikotoksina
koja se moze ocekivati za zitarice kontaminirane plijesnima
roda Fusarium (Boeira i sur., 1999; Boeira i sur., 2003).

Kako bi istrazili $to se dogada s fuzarijskim mikotoksinima
tijekom sladenja i proizvodnje piva, Schwarz i suradnici (1995)
odabrali su pet uzoraka pivarskog je¢ma kontaminiranog F
graminearumom 1 pratili promjene koncentracije DON-a.
DON pripada skupini nemakrociklic¢kih trihotecena, a poznat
je 1 pod nazivom vomitoxin. Granice njegove tolerancije u
gotovim zitarskim proizvodima za ljudsku prehranu iznosi
1 pg/g, odnosno za stocnu hranu ovisno o vrsti zivotinja od
5-10 pg/g (Durakovi¢ i sur., 2000; Trucksess i sur., 2001).
Koncentracija DON-a u kontaminiranim uzorcima iznosila
je od 4,8 do 22,5 pg/g je¢ma. Tijekom sladenja doslo je do
promjene koncentracije DON-a. Prvo se tijekom mocenja ta
koncentracija smanjivala, vjerojatno uslijed ispiranja zrna i
uklanjanja necistoc¢a i micelija plijesni. Tijekom klijanja koje
je uslijedilo, kao i tijekom ranih faza suSenja koncentracija
DON-a opet se povecavala. U zelenom sladu starom pet dana
razina DON-a bila je veéa za 18 - 114 % nego u pocetnoj
sirovini - jeému. Po zavrsetku proizvodnog procesa, Schwarz i
suradnici su mjerenjem koncentracije DON-a u pivu utvrdili da
je 80 - 93% od pocetne koncentracije DON-a u sladu zavrsSilo
u pivu. ZEA, koji je takoder odredivan na pocetku i kasnije
tijekom sladenja, nije pronaden u pivu, $to je bilo i za ocekivati
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Tablica 2. Ucestalost pojavijivanja DON-a u pivu (Lancova i sur., 2008)
Table 2. Incidence of DON in beer (Lancova i sur., 2008)

Zemlja Ucestalost Srednja vrijednost Raspon Referenca
Country Incidence Mean Range Reference
Voon/tigL” Voon/tgL”’

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)
Ceska/Czech 59/77 13 7-70 Ruprich and Ostry (1995)
Francuska/France 1/49 20 * Payen et al. (1983)
Njemacka/Germany 85/196 205 do 569 Niessen and Donhauser (1993)
Njemacka/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)
Ceska/Czech 1717 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 Ya 7.4 5,2-10,6 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004)
Njemacka/Germany 45/46 4,7 4,0-40,5 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004)
Gréka/Greece 4/4 17 16,2-16,8 | Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004)
Madarska/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 Vs 8 5,9-9.7 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004)
Norveska/Norway Ya 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)
Svedska/Sweden 4/7 5,1 5,1-14,6 | Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004)
Slovacka/Slovakia 9/12 13,5 5,5-36,9 Papadopoulou-Bouraoui et al. (2004)
Spanjolska/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)

*nema podataka; ** ukljucujuci 17 uvoznih piva
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s obzirom na njegovu slabiju topljivost i nizu termostabilnost u
odnosu na DON. Rezultati istrazivanja prikazani su u tablici 3.
Sli¢no istrazivanje proveli su i Noots i sur. (1999) pri ¢emu je
oko 80 % DON-a u sladu sintetizirano nakon faze mocenja.

Tablica 3. Razvoj DON-a tijekom sladenja prirodno inficiranog
Jjecma (Schwarz i sur, 1995)

Table 3. Development of DON during malting of naturally infected
barley (Schwarz i sur, 1995)

Ypon / Hgg_l
Robust | Excel | Robust | Excel | Excel

A B C D E
Jecam

10,6 22,5 8,5 4.8 -
Barley
Pregled

22,6 26,5 8,3 54 -
Dockage
Mocenje

1,1 2,5 - - -
Steep-out
Zeleni slad
nakon 5 dana
klijanja 3,8 12,3 1,5 5,5 -
5-day green malt
Slad

3,5 12,3 1,4 4,8 -
Kilned malt
Korjen¢ici

5,1 50,6 3,9 14,4 -
Malt rootlets

ZEA je nesteroidni mikotoksin koji djeluje na estrogenske
receptore (Zinedine i sur., 2007; Zinedine i Manes, 2009).
Istrazivanje koje su proveli Zoellner i sur. (2000) pokazalo je
da 51 % ZEA iz polaznih sirovina prijede u konacan proizvod
- pivo. Koci¢ -Tanackov i sur. (2007) pratili su koncentraciju
ZEA tijekom mikrosladenja. Tijekom mocenja doslo je do
povecéanja koncentracije ZEA (Sto je oprecno rezultatima koje
su dobili Schwarz i suradnici 1995. za DON), dok je tijekom
klijanja koje je uslijedilo doSlo do smanjenja koncentracije
ZEA. Navedeni rezultati mogu se objasniti reakcijama miko-
toksina s komponentama je¢ma, metabolizmom jeémenih
enzimaili utjecajem ostalih mikoorganizama prisutnih na je¢mu
(Schwarz i sur., 1995; Dupire, 2003). Tijekom susenja opet je
doslo do povecanja koncentracije ZEA, bududéi da su uvjeti koji
vladaju tijekom suSenja nepovoljni za plijesni i kao odgovor na
njih dolazi do sinteze mikotoksina. Otklicavanjem slada nakon
susenja dolazi do smanjenja koncentracije ZEA u sladu jer dio
ostaje na klici. Takoder, neki sojevi kvasca Saccharomyces
cerevisiae koji provode fermentaciju metaboliziraju ZEA u a- i
B- ZEA, manje toksi¢ne 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
istrazivanja. Naime, skriveni mikotoksini nastaju u reakcijama
mikotoksina s drugim spojevima koji se nalaze u zitaricama
(npr. Seéerima, aminokiselinama 1ili sulfatnim grupama),
pri ¢emu nastaju derivati koji su manje toksi¢ni i dovode
do prividnog smanjenja pocetne koncentracije mikotoksina
(Galaverna 1 sur., 2009). Berthiller i sur. (2005) utvrdili su
da skriveni DON ¢ini i do 12 % ukupnog sadrzaja DON-a
u ispitivanim Zitaricama. Lancova i sur. (2008) ispitivali su
promjene DON-a i njegovog konjugata DON-3-Glc tijekom

sladenja jeCma i proizvodnje piva. Tijekom klijanja doslo je do
povecanja koncentracije mikotoksina pri ¢emu je primije¢eno
i znaCajno povecanje koncentracije DON-3-Glc. Daljnje
znacajno povecanje koncentracije konjugata DON-a dogada se
tijekom ukomljavanja slada, tako da je u sladovini koncentracija
konjugata deset puta visa nego u meljavi slada.

Mikotoksin koji je ¢est kontaminant jecma, a ne ubraja
se u skupinu fuzarijskih mikotoksina je nefrotoksi¢ni, hepa-
totoksi¢ni, genotoksi¢ni i imunotoksi¢ni ohratoksin A (Varga
i sur., 2000; Mateo i sur., 2007). Prva plijesan za koju je
dokazano da je dobar proizvoda¢ ohratoksina A bila je plijesan
Aspergillus ochraceus, vrsta karakteristicna za tropske pred-
jele. U umjerenim i hladnijim klimatskim podruc¢jima plijesan
odgovorna za produkciju ohratoksina A je Penicillium verru-
cosum (Noots 1 sur., 1999.). Ohratoksin A rijetko se pronalazi
u pivu u koncentracijama ve¢im od 1 ng/mL, iako je primjena
0,1 ng/mL) pokazala da se ohratoksin u tragovima pojavljuje s
velikom ucestalo$éu u pivima (Scott, 1997). U novije vrijeme
koriste se metode s jo§ nizim pragom detekcije (UPLC-
kapljevinska kromatografija ultravisokog ucinka). Bélakova
i sur. (2011) su metodom UPLC-a myjerili koncentracije
ohratoksina u 237 uzoraka jec¢ma, slada, hmelja i piva u
razdoblju od 2008-2009 godine. U 39 % uzoraka piva utvrdena
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 korjencici, zaostali tijekom proizvodnje slada, kao i
hmelj, sastojak koji pridonosi aromi i goréini piva (Solarska,
2007). Klica i korjenci¢ se zbog svoje hranidbene vrijednosti
(visok udio proteina i vlakana) i niske cijene koriste u prehrani
stoke, stoga je vazno voditi raCuna o koncentraciji mikotoksina
koji se mogu nalaziti u njima (Flanningan, 1996; Cavaglieri i
sur., 2009). Rijetka istrazivanja mikotoksikoloske ispravnosti
hmelja pokazala su da on moze biti kontaminiran plijesnima
roda Fusarium 1 njihovim mikotoksinima (Hazel i Patel, 2004,
Solarska, 2007).

5. Sprjecavanje razvoja mikroflore na
Zitaricama prije i tijekom sladenja

Iako ukupna koli¢ina i sastav mikroflore zna¢ajno utjecu
na pokazatelje kakvoce i zdravstvenu ispravnost slada i pi-
va, vrste iz rodova Fusarium i Aspergillus su kontaminanti
koji izazivaju najvecu Stetu i Ciju je metabolicku aktivnost
nuzno kontrolirati. Najbolji nacin kontrole je prevenirati
kontaminaciju je¢ma ovim rodovima ili za sladenje koristiti
isklju¢ivo nekontaminirani jeam.

Ve¢ je spomenuto da na pojavu fuzarioze utjecu
primijenjene agrotehnicke mjere i sortne karakteristike.
Vaznu ulogu ima postupak obrade tla, npr. zaoravanje slame
s poveéanim udjelom celuloze i proteina pogoduje razvoju
plijesni roda Fusarium. Ako se primjeni duboko oranje,
opasnost od pojave epidemije se smanjuje. Takoder je vazno
$to se koristi kao predusjev pa su tako zeljaste biljke (kupus,
repa, krumpir) bolje nego biljke koje obogacuju tlo dusikom
(mahunarke).

Suzbijanje fuzarioze pomocu fungicida do sada se nije
pokazalo uc¢inkovitim. Milus i Parsons (1994) primjenili su
10 razli¢itih fungicida na pSenicu prije umjetne infekcije F.
graminearumom pri ¢emu nije doslo do statisticki znacajnog
smanjenja kontaminacije niti do smanjenja razine mikotoksina
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DON-a u zrnu. Ioos i sur. (2005) takoder su istrazivali
primjenu fungicida. U slucaju prirodne infekcije primjena
fungicida imala je razli¢it u¢inak na uzro¢nike fuzarioza i na
njihove metabolite te njihovo djelovanje nije bilo jednako na
sve metabolite. Fungicidi utjeCu na biokemijske procese u
plijesnima, ali i na njihov razvoj te iz tog razloga mogu razli¢ito
djelovati na sintezu trihotecena i na proliferaciju plijesni roda
Fusarium.

Moguénost mikrobne kontrole poveéava se tijekom skla-
diStenja bududi da je u ovoj fazi moguce kontrolirati okoli$ne
uvjete. Temperatura i vlaznost tijekom skladistenja trebaju biti
usmjereni ne samo na sprjecavanje proliferacije plijesni nego
1 na sprjecavanje klijanja zrna i prevenciju Stete koju nanose
insekti. Vitalna mikroflora je¢ma, koja se sastoji uglavnom od
rodova Alternaria (79 %) i Fusarium (27 %), mozZe se smanjiti
tijekom skladistenja. Sposobnost Fusarium vrsta da proizvode
mikotoksine smanjuje se s produljenjem vremena skladistenja,
stoga se kao postupak za smanjenje broja plijesni roda Fusarium
predlaze cuvanje kontaminiranog je¢ma kroz duZzi vremenski
period. SkladiStenje je¢ma pri visokim temperaturama (40
°C) 1 niskoj vlaznosti (7,2 — 8,8 %) rezultiralo je smanjenjem
vitalnosti mikroflore i hidrosenzibilnosti zrna (Beattie i sur.,
1998). Osim temperature i vlaznosti na mikrobnu aktivnost
tijekom skladistenja utjece i sastav plinova. Povecane kon-
centracije CO, inhibiraju razvoj filamentoznih gljiva (Axcell
isur., 1986).

Sprjecavanje razvoja mikroflore i produkcije mikotoksina
tijekom sladenja moze se postic¢i odabirom procesnih parame-
tara ili primjenom razli¢itih kemijskih i fizikalnih tretmana.
Osnovni problem ovih postupaka je §to su neprihvatljivi
krajnjim korisnicima i $to ne dolazi do sprecavanja nastajanja
mikotoksinailinjihoverazgradnje kada ve¢ nastanu. Nepovoljna
mikroflora moze se smanjiti po¢etnim mocenjem zrna bez
aeracije (Briggs i McGuinness, 1993). Ovaj korak pomaze
odrzati zrno vitalnim 1 osigurava jednoli¢no klijanje (Briggs
i sur.,, 1981). Izmjena vode za mocenje tijekom faze aeracije
smanjuje nakupljanje mikroorganizama i njihovu respiraciju
jer se tako smanjuje pristup hranjivim tvarima (Briggs i
McGuinness., 1993). Mocenje u razrijedenim anorganskim
kiselinama (sumporna, fosforna i hipokloridna kiselina)
potpomaze klijanju je¢ma (Doran i Briggs, 1993a,b). Dodatak
natrijevog hipoklorita u vodu za mocenje uzrokuje smanjenje
kontaminacije plijesnima, ali u visokim koncentracijama
(> 0,1 %) nepovoljno utjee na klijanje zrna. Isto djeluju i
metilbromid ili propilen-oksid. Formaldehid unistava plijesni
roda Fusarium, ali zaostaje jak, neugodan miris po zemlji
(Gjertsen i sur., 1965). Potpuna sterilizacija je¢ma i slada moze
se posti¢i y-zraCenjem, ali to negativno utjee na parametre
kakvoce slada (Noots i sur., 1999).

Postoji malo moguénosti kontroliranja mikroflore i
produkcije mikotoksina preko procesa sladenja jer bi svaka
promjena procesa koja bi bila dovoljno znacajna da djeluje na
mikrobni rast, ujedno imala i velik utjecaj na kakvocu slada.
Naime, sama supresija rasta plijesni nije dovoljna buduéi da
mikotoksini mogu biti prisutni i ako micelij plijesni nije vidljiv.
Iako se veca koli¢ina mikotoksina ispere tijekom mocenja,
plijesan zadrzava sposobnost produkcije mikotoksina tijekom i
nakon mocenja, klijanja i susenja (Wolf-Hall, 2007).

Papandoupoulou i sur. (1999) proveli su sustavno istra-
zivanje tijekom procesa sladenja kako bi se otkrile kontrolne
tocke na kojima se moze utjecati na razvoj mikroflore. Posebno
je istrazena uloga pojedinih faza sladenja i moguénosti
njihova modificiranja kako bi se mogli kontrolirati nepozeljni
mikroorganizmi. Promjene u postupku sladenja imale su mali
utjecaj na mikrofloru gotovog slada. Mijenjanje rezima mocenja
bilo je u¢inkovito $to se tice smanjenja stupnja fungalnog rasta
- sladenje s tri mocenja rezultiralo je ja¢im fungalnim rastom,

Sto je podatak od komercijalnog znacenja. Takoder, dodatak
a- 1 B-kiselina hmelja tijekom sladenja uzrokovao je inhibiciju
mikrobne proliferacije, ali su a-kiseline izazvale pojavu divljeg
piva.

Mikroorganizmi koji pokazuju antimikrobni potencijal
mogu se koristiti kao starter kulture u bioprocesima u kojima
je nepozeljna upotreba kemikalija s antimikrobnim ucinkom,
kao $to je to slucaj sa sladenjem. Osim antimikrobnog
ucinka koristenje starter kultura tijekom sladenja dovodi do
poboljsanja fizikalnih i kemijskih parametara kakvoce gotovog
slada (Linko i sur., 1998). Faza inokulacije i sastav mjeSovite
starter kulture kritiéni su u odnosu na mikrofloru procesa
sladenja. Prirodna mikroflora je¢ma naglo se aktivira tijekom
mocenja. Upravo je zbog toga najcesée odabran trenutak za
inokulaciju starter kultura upravo ova faza. Dodatak odabranih
mikrobnih kultura tijekom sladenja prvi put je opisan 1959.
(Dixon, 1959) godine u modificiranom postupku sladenja koji
je imao za cilj biolosko zakiseljavanje slada. Ovo je postignuto
mocenjem isklijalog je¢ma u zakiseljenoj vodi za moc¢enje koja
je sadrzavala jedan soj bakterija mlije¢ne kiseline Lactobacillus
delbrueckii. Navedenim postupkom postize se pH povoljan
za aktivnost amilolitickih i proteolitickih enzima (Noots i sur.,
1999.). Haikara i Laitila (1995) istrazivali su utjecaj bakterija
Lactobacillus plantarum i Pediococcus pentasaceus na pri-
rodnu mikrofloru je¢ma. Ukupan broj bakterija se tijekom
istrazivanja smanjio, ali se smanjila i kontaminacija plijesnima
roda Fusarium. U slucaju jake infekcije u¢inak je bio slabiji.
Antagonisticko djelovanje bakterija mlijecne kiseline temelji se
na kompeticiji za hranjive tvari i prostor, kao i na proizvodnji
razli¢itih antimikrobnih spojeva (organske kiseline, vodikov
peroksid, bakteriocini). Ove bakterije mlijecnekiseline pokazale
su selektivno antimikrobno djelovanje buduéi da je omogucen
rast drugim mikroorganizmima kao §to su kvasci. Rezultati
primjene navedenih bakterija kao starter kultura su poveéanje
prinosa i stupnja razgradenosti slada, smanjenje viskoznosti
sladovine i udjela B-glukana, poveéanje filtrabilnosti komine i
sladovine, poboljSanje enzimske aktivnosti, nizi pH sladovine,
nize vrijednosti boje sladovine (povezano sa smanjenjem
kontaminacije plijesnima roda Fusarium), stabilnija organo-
lepticka svojstva piva i visi stupanj prevrelosti (Haikara i sur.,
1995; Haikara i Laitila, 1995). Dodatak bakterija L. plantarum
i L. acidophilus u vodu za mocenje rezultiralo je smanjenjem
sinteze mikotoksina DON-a i ZEA.

Boivin i Malanda (1993) proveli su istrazivanje u kojem
su, da bi sprijecili proliferaciju plijesni i inhibirali sintezu
mikotoksina, u vodu za mocenje je¢ma dodavali ,sladarski
kvasac Geotrichum candidum. Antifungalno djelovanje
sladarskog kvasca je posljedica kompeticije jer on raste brze
od plijesni i sprije¢ava sintezu mikotoksina, a time se takoder
rijeSava problem pojave divljeg piva. Dodatkom sladarskog
kvasca dobiva se slad stalne i homogene kakvoce. Pozitivni
ucinci dodatka sladarskog kvasca su povoljna razlika ekstrakta
fine i grube meljave, krhkost, razgradenost, homogenost,
filtrabilnost i smanjenje udjela B-glukana, povoljno djelovanje
na sladarski pogon (smanjuje opterecenje otpadnih voda).

Osim upotrebe starter kultura kao sredstva za biokontrolu,
moguca je upotreba starter kultura koje aktivno doprinose
klijanju je¢ma i razgradenosti slada. Noots i sur. (2003) ko-
ristili su plijesni roda Rhizopus kao starter kulture s ciljem
poboljsanja procesa razgradnje endosperma jecma. Rhizopus
starter kultura proizvodila je enzime za razgradnju stani¢ne
stijenke, ve¢inom B-glukanazu, ksilanazu i proteaze s povolj-
nim u¢inkom na pokazatelje kakvoce slada. Odabrane starter
kulture sudjeluju u razgradnji stani¢ne stijenke je¢ma tako
da plijesan difundira u endosperm zrna i tamo sintetizira i
izluCuje enzime za razgradnju stani¢ne stijenke. Pokazalo
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se da kombinacija metabolickih aktivnosti starter kulture
Rhizopus V11 1 fizioloskih procesa, koji se odvijaju u zrnu
je¢ma, rezultira sladenim zitaricama koje pokazuju poveéanu
enzimsku aktivnost i ja¢u razgradenost stanicne stijenke te
sladovinom poboljsanih karakteristika.

Iako su se starter kulture pokazale ucinkovitima u suz-
bijanju nepozeljnih mikoorganizama i poboljSanju parametara
kakvoce slada, njihov u¢inak jos uvijek nije razjasnjen do kraja
pa proizvodaci slada izbjegavaju njihovu primjenu.

6. Zakljucak

U radu je dan pregled relevantnih istrazivanja problema-
tike utjecaja mikroorganizama na parametre kakvoce sirovine,
poluproizvoda i gotovog proizvoda za cijeli lanac procesa pro-
izvodnje piva (jeCam ili pSenica — slad — pivo)

Posebna paznja posveéena je utjecaju mikroorganizama
na zdravstvenu ispravnost i sigurnost gotovog proizvoda.
Toksikogene plijesni roda Fusarium stvaraju najvece
probleme, pri ¢emu je za podrucje Hrvatske posebno znacajna
vrsta F. graminearum i mikotoksin deoksinivalenol koji ona
producira.

Gotovo dva desetljeca istrazivanja primjene starter kultura
u cilju pospjesivanja kakvoce slada i piva uglavnom su bila dio
istrazivanja velikih svjetskih sladara i pivovara i njihovi podatci
nisu dostupni u znanstvenoj literaturi. Medutim, posljednjih
nekoliko godina provode se istrazivanja problematike nega-
tivnog utjecaja plijesni s ciljem pronalaska supresiva rasta
plijesni koji nisu toksi¢ni za ljude i ne utjeCu na parametre
kakvoce slada, kao i sredstava koje ¢e nastale mikotoksine
prevoditi u manje toksi¢ne derivate ili u potpunosti sprjecavati
njihovu produkciju kada se plijesan nade u nepovoljnim
uvjetima.
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