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Causes, consequences and prevention of beer gushing
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SaZetak

Prekomjerno pjenjenje piva (engl. beer gushing) definira se kao naglo i nekontrolirano pjenjenje piva odmah po otvaranju ambalaze, bez
prethodnog izlaganja ambalaze tresnji ili visokoj temperaturi. Ta je pojava uzrok velikim gubitcima u sladarama i pivovarama Sirom svijeta
te se smatra iznimno nepozeljnom. Razlikujemo primarno i sekundarno prekomjerno pjenjenje piva. Fungalne kontaminacije jecma, posebno
kontaminacija plijesnima roda Fusarium, izravno se povezuju s pojavom primarnog prekomjerna pjenjenja piva. Ove plijesni sintetiziraju male
proteine nazvane hidrofobini, koji se navode kao glavni uzrocnici prekomjerna pjenjenja piva. Uzrocnici sekundarnog prekomjerna pjenjenja
piva su brojniji i ukljucuju razlicite kemikalije i postupke koji se upotrebljavaju tijekom proizvodnje piva. Sekundarno pjenjenje piva uglavnom
se moze izbjeci primjenom dobre proizvodacke prakse, dok je problem ucinkovitog suzbijanja primarnog prekomjerna pjenjenja piva jos uvijek
predmet brojnih istraZivanja.
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Summary

Gushing is sudden and uncontrolled over foaming of beer right after the bottle has been opened, without previous agitation or exposure
to high temperatures. This phenomenon is causing great economic losses for malters and brewers. Beer gushing can be divided into primary
and secondary. Fungal contamination of barley, especially that caused by Fusarium fungi, has been directly linked to the gushing phenomenon.
Fusarium fungi produce small proteins called hydrophobins that have been recognized as main inducers of gushing. The casual agents of
secondary gushing include number of chemicals and procedures applied during the brewing process. Secondary gushing can be avoided mostly

by applying good manufacturing practice, while the efficient suppression of primary gushing still remains the object of many researches.
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1. Uvod

Prekomjerno je pjenjenje piva pojava spontanog izlaZzenja
pjene piva iz boce, neposredno nakon njezina otvaranja. Ova
pojava izrazito je nepozeljna jer uzrokuje novcane gubitke pi-
vovarama, ali i proizvodac¢ima drugih gaziranih piéa, kao $to su
gazirani voc¢ni sokovi ili pjenuSava vina (Pellaud, 2002; Sarlin i
sur., 2005; Lutterschmid i sur., 2010). Osim nov¢anih gubitaka,
pojava prekomjerna pjenjenja piva lose djeluje na percepciju
takva piva kod potrosaca, pri ¢emu su potrosaci skloni i u pot-
punosti promijeniti proizvodaca piva. Razlikujemo primarno i
sekundarno prekomjerno pjenjenje piva. Uzro¢nici primarnoga
prekomjerna pjenjenja piva su fungalni metaboliti - hidrofobi-
ni i mikotoksini, prisutni u jeémenom sladu ili drugim Zitarica-
ma koje se upotrebljavaju u proizvodnji piva (Shokribousjein
i sur., 2015). Hidrofobini su mali, povrSinski aktivni proteini
koje sintetiziraju filamentozne plijesni (Wessels, 1994; Wesse-
Is, 1996), pri ¢emu ih mogu zadrzavati u miceliju i pupajué¢im
tijelima ili ih izlucivati u okolis. Bioloske funkcije hidrofobina
u stanicama plijesni su raznolike, no najcesce se isti¢e njihova
vaznost kao ¢imbenika koji omogucéavaju prianjanje plijesni na
povrsinu supstrata. Jednako tako, hidrofobinima se pripisuje
obrambena uloga, a poznato je da se ponaSaju i kao tenzidi
(Sarlin i sur., 2007; Linder, 2009).

Uzro¢nici sekundarnoga prekomjerna pjenjenja piva su
brojniji i ukljucuju proteine podrijetlom iz jeCma, povecanu
aktivnost proteaza, razlicite kemikalije koje se dodaju tijekom
proizvodnje piva, neke spojeve iz hmelja, itd.

Nacini suzbijanja nastajanja primarnoga i sekundarnoga
prekomjerna pjenjenja piva predmet su brojnih istrazivanja, pri
¢emu se promatra cijeli proizvodni lanac je¢am - pivo, odno-
sno istrazuju se mogucénosti intervencije u razlicitim fazama
proizvodnog lanca.

2. Prekomjerno pjenjenje piva

Fenomen prekomjerna pjenjenja piva (engl. beer gus-
hing) ili drugih gaziranih pi¢a iznimno je nepoZzeljna pojava.
Do prekomjerna pjenjenja piva (Slika 1.) dolazi odmah nakon
otvaranja boce gaziranog pica, i to tako da izade gotovo sav sa-
drzaj boce, a da boca prethodno nije bila izlozena mehani¢kom
podrazaju (tres$nji) (Gjertsen, 1967; Sarlin i sur., 2007; Christi-
an i sur., 2011; Shokribousjein i sur., 2011). Prema definiciji,
pjena je emulzija plina u tekuéini koja sadrzava topljive tenzi-
de (Lewis i Bamforth, 2007). Pjena koja nastaje prekomjernim
pjenjenjem piva nije stabilna, ali se stvara trenutacno i vrlo je
burna (Linder, 2009). Prekomjerno pjenjenje negativno utjece
na sliku piva i uzrokuje velike financijske gubitke pivovarama
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isladarama (Sarlin i sur., 2005; Lutterschmid i sur., 2010; Chri-
stian i sur., 2011).

Slika 1. Prekomjerno pjenjenje piva (Shokribousjein i sur.,
2011)
Figure 1. Beer gushing (Shokribousjein et al., 2011)

Primarno je prekomjerno pjenjenje piva uglavnom poslje-
dica loSe kvalitete sirovina (prisutnost hidrofobina koje proi-
zvode razlicite vrste plijesni), dok je sekundarno prekomjerno
pjenjenje piva posljedica tehnickih pogresaka u procesu proi-
zvodnje piva (Amaha i Kitabatake, 1981; Casey, 1996; Shokri-
bousjein i sur., 2011).

Primarno prekomjerno pjenjenje piva ovisi takoder o
prisutnosti mikromjehuri¢a u pic¢u pri ¢emu hidrofobini dje-
Iuju kao jezgre za stvaranje mjehuri¢a ugljikovog(IV) ok-
sida koji prirodno nastaje tijekom proizvodnje piva. Kada
se ugljikov(IV) oksid uvede u veé¢ zasiceno pi¢e nakon pada
tlaka, mikromjehuri¢i sluze kao jezgre kondenzacije te poci-
nju rasti. Mjehuric¢i plina se u zatvorenoj boci gaziranog pica
obi¢no smanjuju zbog Laplace-ovog zakona, ali i interakcije
na granici voda - zrak te se otope ukoliko nisu stabilizirani.
Stabilizacija se moze posti¢i uvodenjem povrsinski aktivnih
molekula na granicu voda - zrak. U pivu koje ne pokazuje zna-
kove prekomjerna pjenjenja moze se pronaéi oko 2 500 mi-
kro-mjehuri¢a/mL (Curtis i Martindale, 1961). Mikromjehurici
se moraju stabilizirati povrSinski aktivnim proteinima iz piva
(Draeger, 1996). U pivu koje se prekomjerno pjeni mijenja se
broj stabiliziranih mikromjehuri¢a (Lutterschmid i sur., 2010).
Mjehuriéi s polumjerom vec¢im od kritiénog mogu rasti nakon
zasi¢enja otopine plinom, dok u manjih ova pojava nije mogu-
¢a zbog prevladavajucih sila povrSinske napetosti i tlaka okol-
ne tekucine (Fischer, 2001). U pivu koje se prekomjerno pjeni
broj mjehuri¢a koji mogu rasti veéi je nego u onom pivu koje
ne pokazuje znakove prekomjerna pjenjenja (Lutterschmid i
sur., 2010).

Uzrocnici sekundarnog pjenjenja piva mogu biti kristali
kalcijevog oksalata, metalni ioni, zaostaci sredstava za ¢iS¢enje
pogona, tenzidi, neravnomjerno uvodenje CO,, treSnja, dodir
piva sa zrakom tijekom procesa filtracije, produkti razgradnje
hmelja ili necistoc¢e iz boca (Guggenberger i Kleber, 1963; Gar-
dner, 1973; Kieninger, 1976; Dachs i Nitschke, 1977; Schur i
sur., 1980; Amaha i Kitabake, 1981; Wershofen, 2004; Bam-
forth, 2011). Prisutnost uzro¢nika sekundarnog pjenjenja moze
se izbje¢i primjenom dobre proizvodacke prakse i prikladnim

rukovanjem opremom za proizvodnju piva (Lutterschmid i
sur., 2010).

2.1. Uzro¢nici primarnoga
prekomjerna pjenjenja piva

2.1.1. Hidrofobini - struktura

Hidrofobini su izvanstanicni, iznimno povrsinski aktivni i
umjereno hidrofobni proteini, bogati cisteinom koje proizvode
filamentozne plijesni rodova Fusarium, Nigrospora i Tricho-
derma (Linder i sur., 2005; Laitila i sur., 2007; Garbe i sur.,
2009). Jedno od svojstava tih proteina je da pri odredenim
uvjetima mogu tvoriti agregate (Lutterschmid i sur., 2010).

Na temelju rasporeda aminokiselinskih baza, hidrofobi-
ni se mogu podijeliti u dva razreda: I. i II. (Wessels, 1996).
Pripadnici I. razreda imaju sposobnost tvorbe agregata koji
su tesko topljivi u vodenim otopinama, ali su dobro topljivi
u kiselinama (npr. trifluori¢na i mravlja kiselina) te su nakon
uklanjanja kiseline ponovno funkcionalni (Linder i sur., 2005;
Szilvay i sur., 2007). Obicno se sastoje se od 100 + 25 aminoki-
selinskih ostataka i Stapic¢astog su oblika (Hektor i Scholtmei-
jer, 2005).

Pripadnici II. razreda lakse su topljivi u vodenim otopi-
nama i organskim otapalima (60 % -tni etanol, vruci 2 % - tni
natrijev dodecil sulfat). Sastoje se od 50 - 100 aminokiselina te
nisu Stapicastog oblika. Oba razreda u svom rasporedu imaju
osam cisteinskih ostataka koji tvore takav slijed da su drugi i
treci te Sesti 1 sedmi cisteinski ostaci susjedi, dok ostali ciste-
inski ostaci nemaju susjeda (Linder, 2009). Takav redoslijed
osigurava iznimnu simetriju i moze se lako prepoznati u pri-
marnoj strukturi. Iako su hidrofobini proteini, vrlo su otporni
na visoke temperature (Cak do 90° C) $to im omogucava da
sacuvaju svoju funkcionalnu strukturu tijekom procesa proi-
zvodnje piva (Sarlin i sur., 2005; Sunde i sur., 2008; Kisko,
2008; Shokribousjein i sur., 2011).

Razlike u svojstvima I. i II. razreda hidrofobina posljedica
su razli€ite tercijarne strukture tih proteina. Hidrofobini II. ra-
zreda posjeduju hidrofobni dio sastavljen od dvije B - nabrane
ploce koje se sastoje od alifatskih aminokiselina i hidrofilnog
dijela jedne a - uzvojnice (Linder, 2009). Hidrofobini 1. razre-
da sli¢ni su hidrofobinima II. razreda, ali nemaju o - uzvojnicu,
a aminokiselina koje ¢ine raznovrsniji slijed unutar proteina je
vise (Linder i sur., 2005; Kallio i sur., 2007). Zbog veéeg broja
B - nabranih ploca hidrofobini I. razreda su stabilniji nego hi-
drofobini II. razreda (Hektor i Scholtmeijer, 2005).

Hidrofobine je imenovao Wessels (1991) istrazujuci gene
koji su eksprimirani tijekom pupanja gljive vrste Schizophyllum
commune. Naime, produkti gena SC3 posjeduju sposobnost
polimerizacije kada se nalaze na granici zrak - voda. Na gra-
nici faza zrak-voda dolazi do promjene konformacije mono-
mernih molekula hidrofobina na nacin da one polimeriziraju
(tvore agregate) u tzv. amfipatske “plahte” (engl. amphiphatic
sheets) netopljive u natrijevom dodecil sulfatu. Na povrsini
koja dodiruje plin, one su visoko hidrofobne, dok su na povrsi-
ni koja dodiruje vodu iznimno hidrofilne (Wésten i sur., 1993;
Wasten, 2001).
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Za analizu topljivih oblika hidrofobina I. razreda od ve-
like je koristi bila spoznaja o moguénosti otapanja polimera
u 100 % -tnoj trifluori¢noj kiselini te mogucnosti repolimeri-
zacije procis¢ena hidrofobina u obliku Stapica (de Vries i sur.,
1993; Wésten i sur., 1993).

Hidrofobini, kako je ve¢ spomenuto, imaju sposobnost
samoslaganja, prilikom ¢ega svojim hidrofilno - hidrofobnim
dijelovima tvore amfipatske membrane (Wosten i sur., 1993).
Prema Zykwinska i sur. (2014), hidrofobini I. razreda su ide-
alni kandidati za prou¢avanje mehanizma samoslaganja putem
interakcija - nabranih ploca. Na mehanizam samoslaganja
ovih proteina uvelike utjecu pH i koncentracija iona u otopini.
Svojstvo samoslaganja hidrofobina omogucuje Sirok spektar
funkcija u rastu i razvoju plijesni (Wessels, 1996). Hidrofobi-
ni nisu identificirani kod kvasaca te se pretpostavlja da ih oni
niti ne sintetiziraju (Sunde i sur., 2008). Plijesni roda Fusarium
sintetiziraju hidrofobine u polju tijekom rasta je¢ma (i drugih
zitarica), ali se zbog procesnih uvjeta tijekom faza mocenja i
klijanja koji pogoduju proliferaciji ovih plijesni, sinteza hidro-
fobina nastavlja i tijekom procesa sladenja je¢ma (Sarlin i sur.,
2997).

2.1.2. Bioloska funkcija hidrofobina

Hidrofobini u plijesnima imaju vise funkcija. Primarna
je uloga hidrofobina rast zra¢nog micelija i prianjanje plijesni
na ¢vrste povrsine, $to omogucuje patogenim vrstama plijesni
adheziju s biljkom - domaéinom (Paananen i sur., 2003; Linder
i sur., 2005; Talbot i sur., 1993). Nadalje, hidrofobini stabilizi-
raju mjehuriée zraka i kapljice ulja u vodi te smanjuju povrsin-
sku napetost vode.

Plijesni rastu na organskim supstratima, na mrtvim i Zi-
vim organizmima te na razliCitim povrSinama (npr. zidovi)
(Sunde 1 sur., 2008). Povrsina hifa koje se nalaze pri¢vrs¢ene
na vlaznim nosacima je hidrofilna, dok je povrsina zra¢nih hifa
i spora koje se prenose zrakom hidrofobna. Takva je promje-
na povrsinskih svojstava stanicne stijenke hifa plijesni mogu-
¢a upravo zbog hidrofobina (Wessels, 1996; Wosten, 2001).
Kako je ve¢ navedeno, hidrofobini djeluju kao prirodni tenzidi
smanjujuci povrsinsku napetost medija u kojem plijesni rastu.
Nadalje, hidrofobini omogucuju plijesnima prodiranje granice
voda - zrak i stvaranje zracnih hifa (Wosten i sur., 1999). Spore
koje se razvijaju na krajevima zracnih hifa takoder su oblozene
amfipatskim slojem hidrofobina. PovrSina spora tako postaje
hidrofobnom te ne dolazi do prodiranja vlage u sporu, dok je u
isto vrijeme osiguran ulazak plinova (Wang i sur., 2005).

Nakon oblikovanja micelija koji je uronjen u supstrat i
koji sluzi za hranjenje stanice, plijesan pocinje luciti monome-
re hidrofobina u supstrat. Monomeri se sami slazu na granici
supstrat - zrak te, u konacnici, oblikuju amfipatske membrane
koje smanjuju povrsinsku napetost vode. Medutim, nije jos
utvrdeno §to se dogada s hifama na kojima je hidrofobni pro-
teinski sloj. Hife mogu rastegnuti hidrofobni sloj i omoguciti
uglavljivanje novog sloja hidrofobnih monomera, bez puca-
nja membrane, pri ¢emu hifa uop¢e ne mora napustati vodeno
okruzje. U drugom slucaju hifa prodire kroz hidrofobnu mem-
branu i stani¢na stijenka dolazi u kontakt sa zrakom. Hidrofo-
bini nastali u takvim hifama se zdruZuju na granici stanicna
stijenka - zrak. Hidrofilna strana hidrofobina okrenuta je prema
hidrofilnoj stani¢noj stijenci, a hidrofobna je strana izlozena

zraku. Hidrofobini $tite dijelove plijesni od mocenja ili susenja
tako $to ¢ine povrsinu konidija, spora i kapsula hidrofobnima
te potpomazu disperziju spora i konidija koje se nalaze u vodi.
Na granici ulje - voda dopustaju jednosmjeran prolaz malih
molekula (do 10 000 Da) s hidrofobne na hidrofilnu stranu i
sprecavaju prolaz molekula velicine 300 - 10 000 Da s hidro-
filne strane (Wdsten, 2001; Shokribousjein i sur., 2011; Sunde
isur., 2011). Prekrivajuéi zracne hife plijesni, hidrofobini Stite
stanicu plijesni od imunosnog odgovora domacina (Wdsten,
2001; Aimanianda i sur., 2009).

2.1.3. Hidrofobini kao uzro¢nici primarnoga
prekomjerna pjenjenja piva

Primarno prekomjerno pjenjenje pripisuje se, dakle, kva-
liteti sirovina kojima se koristi u industriji slada i piva. lako
hidrofobine proizvode gljive iz razli¢itih rodova, u sladarstvu
odnosno pivarstvu od posebnog su znacaja plijesni roda Fusa-
rium, poglavito vrste Fusarium graminearum i Fusarium cul-
morum koje su prisutne na sladenim i nesladenim sirovinama
(Helm i Richardt, 1938; Sloey i Prentice, 1962; Niessen i sur.,
1992; Lowe i1 Arendt, 2004; Sarlin i sur., 2007; Lutterschmid i
sur., 2010). Potencijal je¢ma i slada za prekomjerno pjenjenje
piva trenuta¢no se moze predvidjeti odredivanjem ukupnog
broja plijesni roda Fusarium ili njihovih antigena (Vaag, 1991;
Manke i Rath, 1997; EBC, 2001). Nedostatak je ove metode taj
$to kao takva ne detektira osnovne ¢imbenike koji pokazuju na
prekomjerno pjenjenje piva (Sarlin i sur., 2005) - hidrofobine.
Ipak, Rath (1997) je proveo istrazivanje u kojemu je dodavao
kontaminirana zrna (tzv. relevantna crvena zrna) u referentni
materijal koji je imao mali potencijal za prekomjerno pjenjenje
te je utvrdio da ve¢ 5 relevantnih crvenih zrna na 100 g slada
potice prekomjerno pjenjenje piva.

Sarlin i sur. (2005) dokazali su postojanje jasne poveza-
nosti prekomjerna pjenjenja piva i hidrofobina. Prekomjerno
pjenjenje uzrokuje ve¢ i vrlo mala koli¢ina hidrofobina od 2,5
- 3 ng/g slada. Nadalje, otkrili su kako jeCam kontaminiran
plijesnima roda Fusarium pokazuje veci potencijal za preko-
mjerno pjenjenje.

Istrazivanje koje su proveli Zapf i sur. (2006) pokazalo je
kako hidrofobini izolirani iz plijesni F. culmorum pripadaju I1.
razredu, na osnovi ¢ega se moze pretpostaviti da hidrofobini II.
razreda imaju znacajniju ulogu u prekomjernu pjenjenju nego
hidrofobini I. razreda. Dodatkom hidrofobina II. razreda u sla-
dovinu pojacalo se pjenjenje piva. U navedenom se istraziva-
nju kao modelnom otopinom koristilo gaziranom vodom, koja
se nakon dodatka hidrofobina takoder prekomjerno pjenila.

Kolicina hidrofobina mijenja se tijekom procesa sladenja.
Tijekom ispiranja je¢cma ne dolazi do smanjenja potencijala
prekomjerna pjenjenja, jer se hidrofobini sintetiziraju ispod
pljevice je¢ma. Medutim, potencijal njihove sinteze se sma-
njuje tijekom procesa mocenja (Vaag i Pederson, 1992; Vaag
isur., 1993; Garbe i sur., 2009). Do ponovnog povecanja kon-
centracije hidrofobina dolazi tijekom procesa klijanja zrna. Ti-
jekom klijanja takoder moze do¢i i do produkcije mikotoksina.

Unato¢ Cinjenici kako je rije¢ o proteinima, hidrofobi-
ni su izrazito otporni na visoke temperature tijekom procesa
ukomljavanja. Tijekom ukomljavanja dolazi do ekstrakcije hi-
drofobina iz zrna slada te dio hidrofobina zavr$ava u gotovom
proizvodu - pivu. Tako nakon procesa proizvodnje piva (uko-

CROATIAN JOURNAL OF FOOD TECHNOLOGY, BIOTECHNOLOGY AND NUTRITION



K. MASTANJEVIC i sur.: Croatian Journal of Food Technology, Biotechnology

and Nutrition 10 (1-2), 14-22 (2015) 17

mljavanje, fermentacija, zrenje) zaostaje do 10 % od ukupne
pocetne koncentracije hidrofobina u sladu, pri ¢emu se najveci
udjeli uklanjaju s tropom, proteinskim talozima i otpadnim
kvascem (Miieller i sur., 2010; Sarlin i sur., 2007).

2.1.4. Primjena hidrofobina

Moguca primjena hidrofobina je visestruka - mogu se pri-
mijeniti u industriji kao biotenzidi (Khalesi i sur., 2012; Mac-
kay i sur., 2001), za stabilizaciju pjene i emulzija u prehrambe-
nim i kozmeti¢kim proizvodima (Crilly i sur., 2008; Vic, 2003),
za imobilizaciju bioloski aktivnih molekula i pobolj$anje bio-
senzora (Espino-Rammer i sur., 2013; Zhao i sur., 2009), kao
nosaci aktivne tvari lijeka ili za povecanje biokompatibilnosti
medicinskih implantata (Fang i sur., 2014; Valo i sur., 2013;
Khalesi i sur., 2012; Bimbo i sur., 2011), kao moguéi antitu-
morski terapeutici (Haas Jimoh Akanbi i sur., 2013), itd.

Hidrofobini se mogu koristiti u svrhu disperzije hifrofob-
nih krutina, tekuéina i zraka. Dvodimenzionalni kristalini¢ni
grafen i viSestjencane ugljikove nanocjevcice stabilizirane su
u vodenoj otopini oblaganjem hidrofobinom II. razreda HFBI
(Laaksonen 1 sur., 2010), dok su upotrebom hidrofobina I.
razreda dobivenih iz razli¢itih vrsta gljiva (HFGI iz Grifola
frondosa, te EAS 1 HYD3 iz Fusarium verticillioides) uspje$no
dispergirani u vodenim otopinama (Yang i sur., 2013; Wang i
sur., 2010). Povecanjem stabilnost emulzija i mjehuri¢a zraka
u aeriranim prehrambenim proizvodima produljuje se njihov
vijek trajanja. S obzirom na to da nisu toksicni za ljude (Linder
i sur., 2005; Cox i sur., 2009), hidrofobini se mogu koristiti
u prehrambenoj industriji za stabilizaciju emulzija ili u proi-
zvodnji aerirane hrane, poput sladoleda gdje u postupku ae-
racije stabiliziraju dispergirane mjehurice zraka (Crilly, 2007,
Crilly i sur., 2008).

Iako su hidrofobini u proizvodnji piva i drugih gaziranih
pi¢a nepozeljni, istrazuje se njihova primjena kao sredstva za
stabilizaciju pjene u aerobnim bioreaktorima, poput onih za
uzgoj filamentoznih plijesni (Khalesi i sur., 2012). Istrazivanje
koje su proveli Cox i sur. (2009) pokazalo je kako se dodatkom
hidrofobina u bioreaktor u koncentraciji od 0,1 % pri velikom
rasponu pH vrijednosti, postiZe iznimna stabilnost pjene.

Hidrofobini se mogu koristiti za imobilizaciju molekula
i cijelih stanica, pri ¢emu ne dolazi do kovalentnog veziva-
nja. Tako se hidrofobini adsorbirani na odgovarajuéem sup-
stratu mogu koristiti za imobilizaciju proteina, poput enzima
kutinaze koji je imobiliziran na poli(etilen -tereftalat) oblozen
hidrofobinima HFB4 i HFB7 dobivenim iz Trichoderma spp.
(Espino-Rammer i sur., 2013). Nadalje, hidrofobini se mogu
koristiti za imobilizaciju bioloskog elementa za prepoznavanje
analita u biosenzorima, kojeg Cine cijele stanice mikroorgani-
zama, njihovi dijelovi ili procis¢eni enzimi (Zhao i sur., 2009).

U industriji silikonskih mikro-uredaja hidrofobini se
mogu primjeniti kao zastita od kalijevog hidroksida kojim se
odgovarajuci uzorci urezuju na silikon. Dijelovi silikonske
povrsine pokriveni hidrofobinima otporni su prema toj kemi-
kaliji, dok se urezivanje s kalijevim hidroksidom neometano
provodi na nezasti¢eni dijelovima (De Stefano i sur., 2007).

Istrazivanje koje se bavilo upotrebom hidrofobina za
obradu vode onecis¢ene uljem i naftom, pokazalo je kako se
hidrofobini mogu uspjesno koristiti i s tom svrhom (Subkowski
isur., 2007).

U farmaceutskoj industriji hidrofobini se mogu koristiti
kao nosaci aktivne tvari lijekova netopljivih u vodi, kako u for-
mulacijama za oralnu upotrebu, tako i u onima za intravenoznu
primjenu lijeka (Fang i sur., 2014; Khalesi i sur., 2012; Valo i
sur., 2010). Isto tako, mogu poveéati povrSinsku stabilnost i
biokompatibilnost ve¢ postojecih nosaca aktivne tvari lijeka,
poput poroznog silikona i celuloze ( Valo i sur., 2013; Bim-
bo i sur., 2011). Poznata je upotreba hidrofobina u proizvodnji
medicinskih implantata s ciljem povecanja njihove biokom-
patibilnosti (Hektor i Scholtmeijer, 2005). Naime, medicinski
implantati moraju imati povrsine niskog trenja, kako bi se spri-
jecilo oStecenje okolnih tkiva. Povrsine takvih karakteristika
obi¢no se dobivaju primjenom lubrikanata, kao §to su primjeri-
ce silikonsko ulje ili glicerin. Slabo vezanje lubrikanata na po-
vr$inu biomaterijala uzrokuje smanjenje njihove ucinkovitosti
s vremenom. Biomaterijali oblozeni hidrofobinima alternativa
su primjeni lubrikanata, jer imaju izrazito mali koeficijent tre-
nja (smanjuju koeficijent trenja od 50 - 80 % u usporedbi s
neobloZenim povrSinama) (Misra i sur., 20006).

Medicinske gljive stolje¢ima su koristene u Aziji u terape-
utske svrhe. Bioloski aktivni spojevi izolirani iz takvih gljiva
(polisaharidi, proteini, polisharid-protein kompleksi) stimulira-
juili inhibiraju imunosni odziv te se intenzivno istrazuje njiho-
va moguca primjena u lije¢enju karcinoma, imunodeficijencije
i nekih autoimunih bolesti. Hidrofobin SC3 pokazao je snazan
antitumorski ucinak kod lijecenja miseva koji su imali sarkom
i melanom, pri ¢emu je SC3 inducirao imunomodulacijski uci-
nak i nije pokazao znakove toksi¢nosti za miseve (Haas Jimoh
Akanbi 1 sur., 2013). Daljnja istrazivanja hidrofobina mogla
bi dovesti do njihove zdruzene uporabe s kemoterapeuticima i
zraenjem, ali i kao pomoénih tvari za formulaciju hidrofobnih
antitumorskih lijekova.

Ovo su samo neke od primjena tih vrlo zanimljivih prote-
ina koji ¢e u buduénosti zasigurno biti bolje istrazeni i opisani.

2.1.5. Primarno prekomjerno pjenjenje
piva i mikotoksini

Plijesni roda Fusarium proizvode mikotoksine [deoksini-
valenol, zearalenon i njihove derivate (npr. zearalenon sulfat)]
koji narusavaju zdravstvenu ispravnost slada i piva. Mnogi au-
tori navode kako prisutnost mikotoksina u pivu ima utjecaj i na
pojavu prekomjerna pjenjenja piva (Schwarz i sur., 1995; Mu-
nar i Sebree, 1997) te na prisutnost ergosterola u sladu (Lowe i
Arendt, 2004). Suprotno tome, Sarlin i sur. (2005; 2007) tvrde
kako ne postoji veza izmedu prisutnosti mikotoksina i hidro-
fobina te kako nije moguce predvidjeti prekomjerno pjenjenje
piva na osnovi prisutnosti mikotoksina u sladu i pivu. Nadalje,
prisutnost hidrofobina ne prejudicira i prisutnost mikotosina u
sladu i pivu.

Kako se spojevi koji uzrokuju prekomjerno pjenjenje piva
stvaraju prije sinteze deoksinivalenola tijekom klijanja konta-
miniranog je¢ma, pretpostavlja se da se ti spojevi stvaraju ne-
zavisno jedni od drugih. Samo se u slucaju jake kontaminacije
jecma vrstom F graminearum moze naci poveznica izmedu
koli¢ine deoksinivalenola, simptoma fuzarijske palezi klasa i
potencijala za prekomjerno pjenjenje piva (Sarlin i sur., 2007;
Lutterschmid i sur., 2010, Habschied i sur., 2014).

Za istrazivanja koja se bave ovom problematikom vrlo je
vazno rabiti prirodno inficiran je¢am, odnosno je¢am inficiran
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jos§ na polju zbog toga §to se hidrofobini i ostali spojevi sinte-
tiziraju ve¢ za vrijeme rasta biljke (Lowe 1 Arendt, 2004; Sho-
kribousjein i sur., 2011). U istrazivanju Lowe i Arendt (2004)
proizveden je slad od je¢ma umjetno zarazenog vrstom £ cul-
morum koji je pokazivao smanjenu klijavost, manju razliku
ckstrakta i smanjenu aktivnost a - amilaze. Sladovina koja je
dobivena od tog slada imala je povecane vrijednosti o - amino
dusika, zearalenona i jaci potencijal za prekomjerno pjenjenje
piva.

2.2. Uzrocnici sekundarnoga
prekomjerna pjenjenja piva

Kako je ve¢ spomenuto, uzro¢nici sekundarnoga pre-
komjerna pjenjenja piva mnogobrojni su i najcesée se mogu
izbje¢i primjenom dobre proizvodacke prakse. Neki su od naj-
znacajnijih opisani u ovom poglavlju.

Proteini podrijetlom iz je¢ma, odnosno slada obi¢no ne
izazivaju pojavu prekomjerna pjenjenja piva. Medutim, ako
tijekom procesa proizvodnje piva dode do razgradnje biljnih
proteina za prijenos nespecificnih lipida [engl. plant typical
non-specific lipid transfer proteins (ns-LTPs)], to moze dopri-
nijeti povecanju potencijala piva za pjenjenje, odnosno snaz-
nijem pjenjenju piva (Sarlin i sur., 2005; Deckers i sur., 2010;
Christian i sur., 2010; Deckers i sur., 2011). Laibl i Geiger
(2003) su ustanovili kako i neki lipidi koje izlucuju plijesni
roda Fusarium takoder mogu povecati potencijal piva za pre-
komjerno pjenjenje.

Uzrok prekomjerna pjenjenja piva moze biti i povecana
aktivnost proteaza. Naime, povecane vrijednosti Kolbachovoa
indeksa utjeCu na koloidnu strukturu gotova piva, Sto nadalje
utjeCe na stabilnost pjene, topljivost plinova i stvaranje mikro-
mjehuri¢a. Sve navedeno u konacnici moze izazvati sekundar-
no prekomjerno pjenjenje piva (Garbe i sur., 2009);

Tijekom procesa proizvodnje piva koristi se raznim do-
dacima koji mogu sadrzavati metalne ione. Prisutnost metal-
nih iona (npr. Fe*") iz dijatomejske zemlje moze takoder biti
okida¢ za sekundarno prekomjerno pjenjenje piva (Christian i
sur., 2009; Christian i sur., 2010). Oksalna kiselina ili njezine
soli (najcesce kalcijev oksalat) prisutne su u relativno velikim
koncentracijama u pivu. U sladovini je njezina koncentracija
oko 40 mg/L, dok se u pivu smanjuje na 10 - 25 mg/L. Soli
oksalne kiseline stvaraju agregate s hidrofobinima, $to potpo-
maze stvaranje mjehuriéa koji uzrokuju prekomjerno pjenjenje
piva (Miiller i sur., 2013).

Dodavanje uobicajenih sastojaka tijekom proizvodnje
piva, kao $to je hmelj, takoder moze izazvati pojavu preko-
mjerna pjenjenja. Naime, smatra se da su u hmeljnom ulju pri-
sutni spojevi koji poticu prekomjerno pjenjenje piva: polifeno-
oksidacijski produkti a- i - kiselina. Prema istrazivanju koje
su proveli Deckers i sur. (2010; 2011), dodavanje hmelja nakon
hladenja sladovine pridonosi prekomjernu pjenjenju piva.

Temperatura skladiStenja piva vazan je ¢imbenik ako se
zeli izbje¢i pojava sekundarnoga pjenjenja piva. Naime, §to je
temperatura piva u skladistu niza, a temperatura nakon otvara-
nja boce visa, do¢i ¢e do izraZenijeg pjenjenja nakon otvaranja
boce (Deckers i sur., 2011; Garbe i sur., 2009).

3. Sprjecavanje pojave prekomjerna
pjenjenja piva

Osim istrazivanja uzroka tog fenomena, istrazuju se i
metode kojima bi se moglo sprijeciti njegovo nastajanje, pri
¢emu se istrazuju mogucnosti intervencije u razli¢itim faza-
ma proizvodnje piva. Mnoge od predlozenih metoda, nazalost,
nisu prikladne za primjenu u industrijskom mjerilu, odnosno u
realnim sustavima (Shokribousjein i sur., 2011).

Rasprsivanjem suspenzije bakterija mlije¢ne kiseline po
biljkama (jeCam) na polju pokusava se suzbiti kontaminacija
plijesnima roda Fusarium, kako bi se osigurala zdravstvena
ispravnost sirovine te posljedicno smanjila mogucnost pojave
prekomjerna pjenjenja piva (Garbe i sur., 2009)

Istrazivanja koja su proveli Munar i Sebree (1997) te Sar-
lin i sur. (2007) pokazala su kako produljeno vrijeme skladiste-
nja je¢ma smanjuje sposobnost plijesni da stvaraju hidrofobine,
¢ime se smanjuje i potencijal piva za prekomjerno pjenjenje.
Nadalje, primjena ozona za inaktivaciju plijesni u silosima,
takoder je metoda koja se moze primijeniti kao prevencija pre-
komjerna pjenjenja piva ve¢ na razini polazne sirovine (Allen i
sur., 2003; Kottapalli i sur., 2005).

Sterilizacija je¢ma radijacijom (6 - 8 kGy) znatno sma-
njuje ukupan broj plijesni roda Fusarium koji su odgovorni za
sintezu hidrofobina (Kottapalli i sur., 2003). S obzirom na to
da sterilizacija je¢ma radijacijom ne utjece na klijavost jema
tijekom sladenja, ta se metoda moze smatrati prihvatljivom za
upotrebu. Tretman je¢ma vodikovim peroksidom takoder dje-
luje na smanjenje kontaminacije plijesnima iz roda Fusarium.
Istrazivanje koje su proveli Kottapalli i sur. (2005) pokazalo je
kako se tijekom 5 min tretmana kontaminacija jeCma smanjila
za 50 - 98 %. Primjena vodikovog peroksida takoder nije imala
utjecaja na klijavost je¢ma tijekom sladenja.

MijeSanje razlicitih Sarzi slada jednako se tako pokaza-
lo korisnim u svrhu smanjenja prekomjerna pjenjenja piva.
Medutim, ¢est problem kod primjene te metode je nedostatak
skladi$nog prostora u pivovarama, §to poskupljuje proces pro-
izvodnje piva. Nadalje, u godinama kada je urod manji ili vise
kontaminiran plijesnima, nema dovoljno “zdrave” sirovine
koja bi se uporabila za mijeSanje (Miiller i sur., 2013).

Tijekom procesa proizvodnje slada, poglavito tijekom
mocenja, rast plijesni moze se sprijeciti i bioloSkim metoda-
ma, primjerice dodatkom bakterija mlije¢ne kiseline ili kvasca
Geotrichum candidum u vodu za mocenje. Ti mikroorganizmi
znatno smanjuju probleme uzrokovane prisutno$éu Fusarium
vrsta na je¢mu i mikotoksina deoksinivalenola (Boivin i Ma-
landa, 1997).

Prema Haikara i sur. (1980), dodatak formaldehida (1 g/
kg je¢ma) tijekom mocenja je¢ma sprjecava rast plijesni roda
Fusarium. Medutim, glavni je nedostatak tog postupka taj Sto
primjena formaldehida nije dopustena zbog njegova Stetnog
utjecaja na zdravlje. Tijekom mocenja jeCam se moZe tretirati
i vruéom vodom (45 ili 50° C kroz 15 min), pri ¢emu se znat-
no smanjuje stupanj kontaminacije plijesnima roda Fusarium.
Prema istrazivanju koje su proveli Kottapalli i sur. (2003), pri-
mjenom te metode smanjio se stupanj kontaminacije tijekom
mocenja s 32 % na 1 - 2 %. (Shokribousjein i suradnici, 2013)

Uobicajena metoda za sprjecavanje pojave prekomjerna
pjenjenja piva je dodatak kalcijevih soli (kalcijev klorid ili kal-
cijev sulfat) u vodu za proizvodnju piva (Miiller i sur., 2013).
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Ti spojevi reagiraju s kalcijevim oksalatom 1 tako tijekom ta-
loZenja sprjeCavaju oslobadanje CO,. Iako je ta metoda ucin-
kovita, pokazalo se kako kalcijev sulfat u prisutnosti Mg**iona
uzrokuje netipi¢no gorak okus te znatno mijenja aromu piva.
Kalcijev klorid uzrokuje slani priokus tijekom konzumacije
piva, ali i zgaravicu kod potrosaca, a ako koncentracija klorida
prelazi 70 mg/L moze doci i do korozije opreme od nehrdaju-
ceg Celika.

Dodatak razlic¢itih kalcijem obogacenih silikata tijekom
ukomljavanja takoder moze djelovati na smanjenje pojave pre-
komjerna pjenjenja piva (Miiller i sur., 2013). Hidrofobini se
vezu za produkt silikatne soli i oksalne kiseline te se tijekom
filtracije izdvajaju s tropom. Buduc¢i da se silikatne soli dodaju
u vodu za proizvodnju piva, pH vrijednost te vode se podize
do 5,8 sto pridonosi agregaciji hidrofobina i smanjenju pojave
prekomjerna pjenjenja piva (Miiller i sur., 2013). Primjenom
te metode u pivu ne dolazi do promjene mineralnog sastava,
$to znadi da se njegova senzorska svojstva uopcée ne mijenjaju,
dapace, jo$ su prihvatljivija potroSa¢ima. Jednako se tako ne
narusavaju stabilnost pjene i fizikalno-kemijska svojstva piva
(Miiller i sur., 2013).

Dodatkom proteolitickih enzima u sladovinu dolazi do
razgradnje hidrofobina i biljnih proteina podrijetlom iz je¢ma,
¢ime se znatno smanjuje pojava prekomjerna pjenjenja piva
(Aastrup i sur., 1996; Sarlin i sur., 2005; Garbe i sur., 2009).

lako neki spojevi iz hmelja mogu izazvati sekundarno
pjenjenje piva, dodatak hmeljnog ulja pivu u vrlo malim kon-
centracijama (1 mg/L) moze znatno smanjiti potencijal preko-
mjerna pjenjenja piva (Christian i sur., 2010). Glavni je pro-
blem te metode ¢injenica da takvo pivo okusom nije privla¢no
potrosad¢ima te nije u skladu s njemackim zakonom o ¢istoci
piva (Hanke i sur., 2009; Miiller i sur., 2013).

Shokribousjein i suradnici (2013) istrazivali su utjecaj
dodatka lipofilnog ekstrakta hmelja u razli¢itim fazama proi-
zvodnje piva na primarno prekomjerno pjenjenje piva. Rezul-
tati istrazivanja pokazali su kako dodatak lipofilnog ekstrakta
hmelja dovodi do znatnog smanjenja intenziteta prekomjerna
pjenjenja piva kada je ekstrakt dodan nakon procesa ukomlja-
vanja (filtriranoj 1 ohladenoj sladovini). To smanjenje bilo je
znatno manje kada je ekstrakt dodan prije ukomljavanja. Kako
bi se istrazio potencijal za prekomjerno pjenjenje samog ek-
strakta hmelja, kao modelna otopina koriStena je gazirana
voda. Dodatkom hmeljnog ekstrakta modelnoj otopini nakon
ukomljavanja nije doslo do prekomjerna pjenjenja. Kada je
hmeljni ekstrakt dodan u modelnu otopinu prije ukomljavanja
doslo je do prekomjerna pjenjenja vode. Proces ukomljava-
nja dovodi do promjene svojstava samog hmeljnog ckstrakta,
posebice zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina te voskova.
Uslijed znatnog povecanja temperature tijekom ukomljavanja
dolazi do taljenja navedenih spojeva te oni ulaze u interakcije
s hidrofobinima i CO,), §to za posljedicu ima prekomjerno pje-
njenje otopine u kojoj se nalaze. Stoga hmeljni ekstrakt koji
se koristi u svrhu smanjenja potencijala prekomjerna pjenjenja
piva treba dodati u sladovinu nakon filtracije i hladenja.

Daljnja aktivnost ove istrazivacke skupine (Shokribousje-
in i sur., 2015) ukljucuje istrazivanje tijekom kojeg su u slado-
vinu koja je sadrzavala hidrofobin HFBI dodavali protupjeni-
¢e u obliku hmeljnog ekstrakta te su zatim tako pripremljenu
sladovinu izlozili utjecaju magnetskog polja. Taj je postupak
doveo do smanjenja intenziteta prekomjerna pjenjenja piva, $to

se objasnjava ¢injenicom kako magnetsko polje utjece na bolju
disperziju 1 smanjenje Cestica hmeljnog ekstrakta, $to dovodi
do povecéanja povrSine Cestica i interakcije protupjeniéa s ve-
likim brojem molekula hidrofobina. Jo§ veée smanjenje inten-
ziteta pjenjenja postignuto je kada se hmeljni ekstrakt, prije
nego $to se dodao sladovini, izloZio utjecaju magnetnog polja.
Bolja disperzija ¢estica hmeljnog ekstrakta mogucéa je zbog hi-
drodinamickih sila koje se javljaju tijekom turbulentnog stru-
janja te pojave Lorentzove sile koja se javlja zbog prisutnosti
polarnih molekula u hmeljnom ekstraktu (masne kiseline). Ta
sila pojacava smicanje medu Cesticama, $to utje¢e na njihovu
segregaciju. Ovo je istrazivanje znac¢ajno za industriju piva jer
omogucava prethodnu obradu protupjenica, bez potrebe obrade
sladovine na opisan nacin, pri ¢emu se postize jednak ucinak.

Osim istrazivanja hmeljnog ekstrakta Shokribousjein i
suradnici (2015) istrazili su i mehanizam inhibicije primarno-
ga prekomjerna pjenjenja piva uporabom razli¢itih nepolarnih
modelnih molekula. U radu je koristen dobro istrazeni hidro-
fobin HFBI i proucavane su njegove interakcije s nepolarnim
molekulama te utjecaj tih interakcija na fenomen prekomjerna
pjenjenja piva. Nepolarne molekule bile su razli¢ite kemijske
prirode, duljine, stupnja zasi¢enja (alkani, alkeni, masne kise-
line). Kada su te molekule pomijesane s hidrofobinom HFBI,
doslo je do stvaranja kompleksa nepolarna molekula-hidro-
fobin, koji su pokazali manji ili nikakav potencijal za preko-
mjerno pjenjenje. Ovaj ucinak autori su objasnili natjecanjem
izmedu nepolarnih molekula i molekula CO, za vezanje s hi-
drofobnim dijelom hidrofobina. Priroda interakcija nepolarna
molekula-hidrofobin nije kovalentne prirode, niti ukljuéuje
stvaranje vodikovih veza.

Membranska filtracija piva (pore veli¢ine 0,45 i 0,65 um)
smanjuje pojavu prekomjerna pjenjenja piva i do 50 % (Chri-
stian i sur., 2009).

Tijekom pasterizacije piva (60 °C) struktura hidrofo-
binskog omotaca oko nanomjehuric¢a slabi i destabilizira se
(Deckers i sur., 2011), ), a posljedica ponavljanja tog postupka
je povecanje tlaka u sustavu i solubilizacija mjehurica, $to u
konaénici smanjuje prekomjerno pjenjenje piva (Garbe i sur.,
2009).

Iako se metode suzbijanja pojave prekomjerna pjenjenja
piva i dalje intenzivno istrazuju, jo$ uvijek ne postoji dovoljno
uc¢inkovita i op¢eprihvaéena metoda koja bi u potpunosti spri-
jecila navedenu pojavu.

4. Zakljucak

lako je istrazivacka aktivnost vezana uz pojavu preko-
mjerna pjenjenja piva vrlo intenzivna, jo$ uvijek ne postoje
opceprihvaéene metode za ucinkovito suzbijanje te pojave.
S obzirom na to da su mali fungalni proteini hidrofobini koje
sintetiziraju plijesni roda Fusarium identificirani kao najzna-
¢ajniji uzrocnici primarnoga prekomjerna pjenjenja piva, moze
se pretpostaviti kako ¢e daljnja istrazivanja ovog fenomena biti
usmjerena na pronalazenje u¢inkovitih strategija za smanjenje
kontaminacije polazne sirovine ovim plijesnima. Na taj bi se
nacin ujedno osigurala i mikotoksikoloska odnosno zdrav-
stvena ispravnost polazne sirovine, $to je iznimno vazno kod
prijema je¢ma u sladaru. Boljim poznavanjem ¢imbenika koji
induciraju pojavu prekomjerna pjenjenja piva i pronalazenje
ucinkovitih metoda koje ju suzbijaju, omogucilo bi smanjenje
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gubitaka koji nastaju u sladarama i pivovarama kao posljedica
navedene pojave.
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