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Mikroorganizmi u pivarskim sirovinama tijekom sladenja

Sazetak

Mikroorganizmi su neizbjeZno prisutni u jeému, sladu, sladovini, a ponekad i u gotovom pivu. Uzrocnici su
brojnih problema u pivarskojindustriji. Mikrobna kolonizacija je¢ma javlja se ve¢ u polju tijekom vegetacijskog
perioda je¢cma. Mikroflora na jemu i od njega dobivenog slada utjeCe na brojne aspekte kvalitete samog
proizvodnog procesa u sladarama i pivovarama i na kvalitetu gotovog piva. Osim toga, prisutnost mikrobne
kontaminacije na jecmu rezultira stvaranjem antimikrobnih spojeva, cija prisutnost ukazuje na stres tijekom
vegetacijskog perioda uzgoja je¢cma uzrokovanog mikrobnom kontaminacijom. Ako preZive proces kuhanja
sladovine ovi spojevi mogu imat negativne ili pozitivne ucinke na daljnji proces proizvodnje i na gotovo
pivo. Nadalje mikroorganizmi prisutni na je¢mu mogu i sami proizvoditi antimikrobne spojeve protiv drugih
mikroorganizama koji takoder migu utjecati i na kvasac i na sam proces proizvodnje slad i piva. U ovom radu
dan je osnovni pregled utjecaja mikroflore jecma na proces slada i kvalitete slada, proizvodnju sladovine i
njezinu kvalitetu, proces vrenja i utjecaja na aktivnost pivarskog kvasca te na konacni proizvod, pivo.
Kljucne rijeci: jecam, slad, pivo, mikroflora, mikotoksini

Uvod

Mikroflora je¢ma je pretezno mezofilna i psihotrofna, a sastoji se od virusa, bakterija, fila-
mentoznih plijesni, kvasaca, gljivica i protozoa. Bakterije, divlji kvasci i filamentozne plijesni
¢ine vedinu mikroflore je¢ma u polju, a dospijevaju iz okoline (tlo, zrak). Bakterije su daleko
najzastupljenije, dok divlji kvasci ¢ine oko 1%, a filamentozne plijesni oko 0,1% od ukupne
mikroflore je¢ma (Flannigan, 1999). Mikroflora je¢ma uglavnom zaposjeda pljevicu, prostor
neposredno ispod nje i vanjske slojeve zrna. Psihotrofne bakterije, aktinomicete i anerobne
sporogene bakterije su gotovo uvijek prisutne na zrnu. Filamentozne plijesni (fungi) koji na-
stanjuju zrno je¢ma dijele se u dvije grupe: plijesni sa polja koje se razvijaju do Zetve i vodenoj
aktivnosti supstrata aw= 0.90, $to odgovara vlaznosti od 20 to 25% , dok su skladisne plijesni
Cesto kserofili i rastu kod aw=0.80 (vlaznost od 18%) ili ¢ak pri aw= 0.68 (vlaznost od 14%). Za-
posjedanje zrna je¢ma od strane mikroorganizama ograniceno je vanjski sloj (pljevicu i prostor
izmedu pljevice i perikarpa ali se zavisno od okolisnih uvjeta ¢esto dogada dublje prodiranje.
Zrno prvo biva kolonizirano bakterijama iz zraka, a po zasijavanju i kvascima i plijesnima. Neke
faze u vegetacijskom periodu su osobito povoljne za kolonizaciju od strane mikroba, pogoto-
vo ako su prisutni za to povoljni vremenski uvjeti (prije svega visoka vlaznost). Faza cvatanja i
mlije¢ne zriobe su najpovoljnije za razvoj mikroflore jer izlazu ovojnicu zrna u formiranju kon-
taminaciji, omogucujudi kolonizaciju vanjskih povrsina od koji se kasnije formira pljevica. Sa-
zrijevanjem zrna formira se ¢vrsta barijera daljnjoj kontaminaciji (osobito iz zraka). Izuzetno su
vazni i klimatski uvjeti pred kraj vegetacijskog perioda jer kombinacija visoke vlaznosti i visoke
temperature pored negativnog ucinka na pokazatelje tehnoloske kakvoce dovodi i do pada
mikrobiolosko-toksikoloske ispravnosti buduci da poslije svake obilnije kiSe u toj fazi dolazi do
isklijavanja prisutnih spora i posljedi¢no do prodora u unutarnja tkiva zrna.
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Vrsta i opseg kolonizacije zrna varira u zavisnosti od klimatskog podrucja, agrotehnickih
mjera pri uzgoju, geneticke otpornosti pojedine sorte, pri ¢emu je utjecaj klimatskih uvjeta
tijekom vegetacijskog perioda od najvece vaznosti (Etchevers i sur., 1977). Brojnost i vrste
mikroflore zrna znacajno utjecu na tehnolosku kakvocu je¢ma odnosno slada jer mogu na-
rusiti vrijednosti brojnih pokazatelja kakvoce (prinos ekstrakta, sposobnost zrna za uspjesnu
razgradnju tijekom sladenja, aktivnost a -amilaze , ukupnu dijastatsku snagu, boju slada i sla-
dovine, neujadnaceno i lose vrenje, sklonost piva ka pretjeranom pjenjenju, okus i dr.) (No-
ots i sur,, 1999). Plijesni su gotovo uvijek prisutne na zrnu i najznacajniji su narusitelj kakvoce
jec¢ma (Briggs, 1978). Rodovi koji se najcesce pronalaze na je¢mu su: Alternaria, Cladosporium,
Epicoccum, Fusarium (Slika 1. prikazuje spore plijesni Fusarium graminearum), Aspergillus i Pe-
nicillium. Povecana koli¢ina padalina tijekom vegetacijskog perioda, osobito pred njegov kraj
gotovo uvijek dramati¢no povisuje mikrobno opterecenje zrna i znacdajno snizava njegovu
kakvocu. sastav mikrobne populacije zrna izrazito zavisi od klimatskih uvjeta osobito od tzv.
klimatskog stresa (kod nas poznatog kao prisilno sazrijevanje tj. kombinacija visoke vlaznosti
i visokih temperatura pred kraj vegetacijskog preioda) (Ackerman, 1998). Vecina plijesni sinte-
tizira i lu¢i hidroliticke enzime u vanjske slojeve zrna (endo-ksilanaze, 3-glukanaze, proteinaze
i dr. koji im omogucuju razgradnju sastojaka endosperma u niskomolekulske spojeve (najce-
$ce Secere) koje mogu asimilirati i time odrzavati metabolizam (Kanauchi i Bamforth, 2002).
Pretezita vrsta bakterija na je¢mu je Erwinia herbicola (Pantoea agglomerans) i Xanthomonas
campestris (Flannigan, 1999). Osim njih, ¢esto se nalaze i druge bakterijske vrste koji se po-
javljuju na suhom uskladistenom je¢mu: Alcaligenes sp., Arthrobacter globiformis, Clavibacter
iranicum, Lactobacillus. spp. i Pseudomonas fluorescens (Petters i sur., 1988). Mnoge bakterije
mlije¢ne kiseline smatraju se “beer spoilage” ili Stetnim organizmima u procesu sladenja i
vrenja. Medutim, utvrdeno je da je razina mlije¢ne kiseline je¢am na suhom uskladistenom
je¢mu relativno niska, a prevladavaju Gram-negativne koliformne bakterije. Aktinomicete po-
drijetlom iz tla su zastupljene uglavnom kao Streptomycetes spp. (Streptomycetes griseus i Strep-
tomycetes albus) (Hil i Lacey, 1983). Najces¢i kvasci kontaminanti su Candida catenulata, C. vini,
Debaryomyces hansenii, Hansenula polymorpha, Kloeckera apiculata, Rhodotorula mucilaginosa,
Sporobolomyces roseus i Trichosporon beigelii (Petters i sur., 1988). Osim antimikrobnih spojeva
koje proizvodi neke od bakterija, mnogi od ovih mikroorganizama takoder izluCuju enzime,
toksine, hormone i organske kiseline koji mogu utjecati na tehnolosku kakvocu zrna slada i
gotovog piva (Noots i sur., 1999).

Slika 1. Spore vrste Fusarium grami-
nearum (izolirano iz inficiranog jecma,
vlastita arhiva)

Figure 1. Fusarium graminearum
spores (isolated form infected barley,

“——
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Utjecaj na proces sladenja i kvalitetu slada

Razvoj mikroorganizama dogada se tijekom vegetacijskog perioda u polju i perioda skladi-
Stenja je¢ma, kao i tijekom skladistenja gotovog slada. Procesni uvijeti prilikom sladenja znacajno
utjeCu na intenzitet razvoja ukupne mikrobne populacije, te posebno za svaku pojedinu prisutnu
populaciju. (temperatura, vlaga i protok zraka). Prve dvije faze procesa (namakanje i klijanje) su
vrlo pogodne za uglavnom cjelokupnu prisutnu mikrofloru, dok je faza susenja i osobito dosu-
Sivanja pri visokim temperaturama izrazito nepovoljna (o ovoj fazi mnogi mikroorganizmi spo-
ruliraju i/ili sintetiziraju toksine). Populacija nekih mikroorganizama, uklju¢ivo mnoge plijesni
(poglavito Fusariume) znacajno se povecavaju tijekom mocenja i klijanja. Tijekom susenja njihov
broj dramati¢no opada uz nestanak pojedinih vrsta. Ukupno mikrobno opterecenje slada uspo-
redivo je s onim u je¢mu ali je sastav razli¢it (Petters i sur,, 1988). Unatoc ¢injenici da se mnoge
bakterije ispiru tijekom mocenja je¢ma, ukupno bakterijsko opterecenje poraste 1:600 tijekom
sladenja. Zbog toga se navodi da prihvatljivo bakterijsko opterec¢enje slada treba biti $to manje,
maksimalno do 20 puta vece, najbolje je ako je oko polovice od pocetnog optereéenja je¢ma.
Opterecenja slada plijesnima kvantitativno nije tako jednostavno izraziti kao kod bakterija, ali se
moze ocekivati slican omjer je¢am : slad. Kod bakterijske populacije najvedi je porast Pseudomo-
nas vrsta, uz znacajan porast i broja mlijecnih bakterija. Ovaj porast je daleko najveci tijekom faze
mocenja i polako opada pred kraj faze klijanja, a tijekom susenja se ukupno bakterijsko opterece-
nje zrna reducira za 98% od pocetne vrijednosti. Neke bakterije (narucito laktobacili i pediokoki
(koji spadaju u tzv. “beer spoilage organisms”) prezivljavaju proces susenja i pojavljuju se u mi-
kroflori sladovina/komina tijekom ukomljavanja. Medutim iako su prisutne u ranim fazama, broj
bakterija postupno opada prema kraju procesa ukomljavanja. Istrazivanja su potvrdila da iako da
su odredene plijesni otpornije na povisenje temperature tijekom susenja (npr. vrste Aspergillus,
Cladosporium i Penicillium) i nastavljaju rasti na gotovom sladu, dok ostale, iako se ¢ak i brze raz-
mnozavaju tijekom rane faze susenja (npr. vrste Rhizopus i Mucor) teZze podnose rezim susenja, te
se njihov broj dramati¢no reducira. Vlaznost gotovog slada je klju¢ni parametar koji odreduje nje-
govo mikrobno optereéenje. Vlaznost iznad 4-6% (w/w) dopusta neznatnu promjenu mikrobnog
opterecenja, Cak tijekom godinu dana uskladistenja. Vlaznost od 14% (w/w) dovodi do progre-
sivnog rasta populacije plijesni poput Aspergillusa, a vlaga iznad 20% /w/w) osigurava uvjete za
predominantan razvoj plijesni Penicillium vrsta. Optimalna temperatura za rast plijesni je 25-35
°C. Udjel CO, od 10% (v/v) i viSe, znaCajno smanjuje fungalno opterecenje zrna. JeCam sa visokim
mikrobnim optereéenjem obi¢no ima produZenu postzetvenu pospanost ili dormantnost, manju
klijavost, i veée gubitke pri sladenju. Endosperm u sladu ima tendenciju prema pretjeranoj raz-
gradniji uslijed djelovanja mikrobnih hidrolaza (osobito fungalnih), pri ¢emu je najcesce povisena
aktivnost o -amilaza i proteaza (Pekkarinen, 2003). Mikrobna kontaminacija zrna ¢esto za poslje-
dicu ima neugodan miris i netipi¢nu boju slada (npr. relevantna crvena zrna koja su posljedica
kontaminacije zrna Fusarium vrstama), te ¢esto imaju visoku koncentraciju mikotoksina. Ovo je
ustanovljeno u pokusima u kojima je Fuzariumom umjetno inficirano prethodno dezinficirano
zrno. Ustanovljene su slicne promjene tijekom sladenja koje se primjecuju prilikom zagadenja
zrna na polju (Van Nierop i sur., 2004). Pocetni broj i vrsta mikrobne populacije zrna je odredu-
juca za njezin utjecaj na kakvocu gotovog slada, odnosno za veli¢inu pogorsanja iste. Smatra
se da su neke su vrste predodredene za narusavanje zdravstvene i tehnoloske kakvoce slada.
Medutim, i postupak sladenja ima znacajan utjecaj. Samo tehnolosko postrojenje sladare utjece
na sposobnost proliferacije mikrobne populacije i veli¢inu narusavanja kakvoce gotovog slada
(osobito ucinkovitost kontrole koncentracije CO,). Ovo je ustanovljeno kada su provedeni pokusi
sa sladenjem 3arze jeCma istog mikrobnog opterecenje, pri Cemu je slad dobiven u jednoj sladari
bio losije kvalitete nego u drugoj. Dakle jedno postrojenje je stvaralo puno bolje uvjete za porast
mikrobne populacije od drugog. Smatra se da koncentracija uglji¢cnog dioksida vec¢a od 10% (v/v)
znacajno reducira rast plijesni (Van Nierop, 2004). Slika 2. prikazuje naj¢es¢e kontaminate koji se
mogu naci tijekom procesa proizvodnje slada i piva.
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Utjecaj na proces ukomljavanja i kvalitetu sladovine

Kvaliteta slada izravno utjece na proces proizvodnje i na sastav i kvalitetu sladovine. Losa
kvaliteta slada smanjuje ucinkovitost varenja (kuhaone), otezano cijedenje i izdvajanje hlad-
nog taloga iz sladovine, posljedi¢no probleme sa filtrabilnoscu piva, bistro¢com, bojom itd. lako
ovi problemi mogu biti uzrokovani i drugim ¢imbenicima, metabolizmi prisutne mikroflore
(osobito u uvjetima visokog mikrobnog optere¢enja) mogu znacajno promijeniti kemijski pro-
fil gotovog slada, a time i sladovine. Visoka boja sladovine i udjel topljivih proteina ¢esto su
povezani sa djelovanje mikroorganizama, ukljucivo nekontroliran porast koncentracije dusic-
nih spojeva iz slada u sladovinu (Bol i sur., 1985). Smanjenje koncentracije -glukana, povisen
ekstrakt (koncentracija Secera), ukupni topljivi dusik i a-amino dusik (FAN) mogu biti uzroko-
vani predubokom razgradnjom endosperma uslijed previsoke mikrobne aktivnosti (mikrob-
ni enzimi) tijekom sladenja, $to se ispoljava tijekom ukomljavanja tj. proizvodnje. Smanjenje
B-glukana rezultira nizom viskoznos¢u sladovine, $to je u negativnoj korelaciji s kvalitetom
pjene piva (Evans i sur., 1999).
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Slika 2. Pregled najzastupljenijih mikroorganizama u pojedinim fazama tehnoloskog pro-
cesa proizvodnje slada i piva

Figure 2. Overview of the most common micoorganisms in each stage of malt and beer
production
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Utjecaj na vrenje

Greske u vrenju sladovine uzrokovane losom njegovom loSom kvalitetom povezanom s
prisutnom mikroflorom (tzv. “anomalous fermentations”) ukljucuju: 1) sporiju brzinu fermen-
taciju uslijed sporijeg rasta kvasca i/ili otezanog djelovanja u sladovini (sporo previranje) 2)
preuranjena flokulacija kvasca (talozenje ili podizanje nakupina kvasca, zavisno o tipu vrenja)
pri ¢emu se kvasac izdvaja iz sladovine prije zavrsetka fermentacije. Preuranjena flokulacija
(PYF) je cest problem pivarske industrije i dosta istrazivana tema, a nastaje kada kvasac tije-
kom fermentacije prijevremeno flokulira u prisutnosti visokih koncentracija Secera. Do ovog
fenomena dolazi kada medusobno djeluju a-mananski ostaci manoproteina s lektin-proteini-
ma sa povrsine stijenke kvasca (Cesto glikoproteinima) izmedu susjednih stanica, tvoredi veli-
ke agregate, nakupine ili flokove. Ostaci manana su uvijek prisutni na povrsini stanica kvasca
(Stratford i Carter, 1993), dok se lektin-proteini koji specificno vezu $ecere sintetiziraju usljed
metabolizma tijekom vrenja i nalaze se na povrsini kvasca (Stratford i Carter, 1993). Kad su
Seceri prisutni, do flokulacije ne dolazi, vjerojatno zato $to $eceri veZu na proteine poput lektin-
protina i sprecavaju pocetak aglomeracije stanica. Kad se seceri potrose tijekom fermentacije,
odnosno njihova koncentracija padne ispod kriticne dolazi do flokulacije. PYF rezultira niskom
prevrelo3¢u sladovine (nisko iskoriStenje ekstrakta), visokim udjelom zaostalog ekstrakta i
smanjenim prirastom kvas¢eve biomase po zavrdetku vrenja, Sto sve utjeCe na kvalitetu piva
(Inagaki i sur., 1994). Prema nekim autorima PYF moze biti uzrokovan nedostatkom hranjivih
tvari jer se ne mogu transportirati u stanicu zbog prisutnosti inhibitora (PYF faktori). Ovi spo-
jevi ometaju unos Secera u stanicu preko membrane (Grenier i sur., 1993), ¢ime se mehanizam
flokulacije prerano aktivira. Otkriveno je da ovi faktori potjecu iz je¢ma, to¢nije iz pljevice koja
preteZito sadrzava arabinoksilane (hemiceluloza ili pentosani) i celulozu (90% tezZine) (Hrmo-
va i sur.,, 1997). Smatra se da su visokomolekulski polisaharidi bogati arabinozom i ksilozom,
kisele prirode i sadrze odredeni udjel tvari sa dusikom, $to se pokazalo bitnim za aktiviranje
prerane flokulacije. Neki smatraju da ovi peptidi koje proizvodi je¢am kao odgovor na mikrob-
nu kolonizaciju ima antimikrobna svojstva. Van Nierop i sur. (2004) smatraju da su PYF faktori
sloZeni neproteini koji sadrzi polisaharid potjecu iz kontaminacije je¢ma plijesnima i sintetizi-
raju se tijekom sladenja. Oni su u pokusu u kojem je prije mocenja razgradena pljevice slada
sa ekstracelularnim fungalnim enzimima za razgradnju arabinoksilana doslo do sinteze PYF
faktora. Daljnjom enzimskom razgradnjom arabinoksilana rezultiralo je raspadom PYF faktora.
Pretpostavlja se da arabinoksilanski fragmenti imaju PYF aktivnost samo ako su dovoljno veliki
da omogucuju umrezavanje stanica kvasca i nastanak agregata. Temeljem od toga, ¢ini se vje-
rojatnim da ne postoji niti jedan PYF faktor, ve¢ odredeni raspon veli¢ina i molekulskih masa
koje imaju slican, ne nuzno identi¢an sastav.

Utjecaj na kvalitetu piva

Mikrobioloski kontaminiran jecam i posljedi¢no slad utjecu na mnogobrojne aspekte kva-
litete piva gotovo iskljucivo negativno. Kvaliteta piva se definira njegovim fizikalno-kemijskim
i senzorskim karakteristikama. Fizikalne karakteristike su boja, bistroce, izgled, ¢vrstoce i traj-
nosti pjene, dok je okus piva senzorska karakteristika. Prihvatljive vrijednosti ovih pokazatelja
kakvoce su razlicite za razlicite tipove piva ali moraju biti ocuvane tijekom deklariranog mini-
malnog roka trajnosti piva. Pri tome pivo ne smije sadrzavati zdravstveno Stetne sastojke po-
put mikotoksina poput npr. deoksinivalenola porijeklom iz plijesni prisutnih na je¢mu i sladu
(Flannigan i sur., 1985). Ovi toksini su sekundarni metaboliti koji nastaju u, za mikroorganizam
producens stresnim okolnostima (npr. faza susenja tijekom procesa sladenja) ili nedostatka
nuznih nutrijenata za metabolizam. Brojni mikotoksini mogu preZivjeti proces sladenja i vre-
nja, te zavrsiti u gotovom pivu uzrokujudi npr. nepovoljnu boju pivaili sklonost ka pretjeranom

96



Glasnik zastite bilja 6/2022.

pjenjenju (tzv. “gushing”) (Wolf-Hall i Schwarz, 2002). Njihova koncentracija u je¢mu, sladu ili
pivu nije u korelaciji sa brojem prisutnih mikroorganizama njihovih proizvodaca ve¢ konkretni
okolisni uvjeti imaju znacajan utjecaj na njihovu sintezu.

Mikotoksini su opéenito heterociklicki spojevi (nisu ni proteinske i ugljikohidratna prirode)
(Scott, 1984). Pojedini slu¢ajevi narusavanje okusa piva povezuju se sa koristenjem mikrobno
kontaminiranih je¢ma odnosno slada. Dovoljno visoko mikrobno opterec¢enje takoder moze
uzrokovati zamucenje gotovog piva (“beer haze”). Sklonost piva ka prekomjernom pjenjenju
predominantno iako ne iskljucivo, je vezano uz kontaminaciju je¢ma plijesnima Fusarium do
kojeg dolazi uslijed nekontroliranog i prekomjernog oslobadanja CO, pri otvaranju boce. Sma-
tra se da za nastanak ovog procesa treba ¢vrsta hidrofobna cestica poput fungalnih polipep-
tida koji adsorbiraju Cestice plina zadrzavajudi ih u tekucoj fazi (Gardner, 1973). Ovi peptidi su
uzrocnici fenomena prekomjernog pjenjenja piva (Amaha i sur., 1973). Hippeli i Elstner (2002)
smatraju da je spojevi koje su izolirali Kitabatake i Amaha (1974) u stvari ti fungalni hidrofobini
(16.5 kDa hidrofobinski peptidi sa osam disulfidnih veza). Ovi spojevi koje proizvode navedene
plijesni imaju veliku povriinsku napetost (Wessels i sur., 1991). Da bi do prekomjernog pje-
njenja doslo potrebna interakcija ovih plijesni sa je¢cmom kao supstratom. Axcell i sur. (2003)
smatraju da gushing moze biti induciran antimikrobnim peptidima sintetiziranim u je¢mu kao
odgovor na mikrobnu kontaminaciju. Nadalje, Hippeli i Elstner (2002) smatraju da su spoj uz-
ro¢nik gushinga koji je izolirao Kitabatake (1978) i spoj kojeg je izolirao Weidender (1992) isti i
da spadaju u grupu nespecifi¢nih lipoproteina stani¢ne stjenke (ns-LTP). Je¢am takoder sadrzi
takve proteine, ponajvise LTP1 u aleuronskom sloju endosperma.

Zakljucak

U ovom radu dan je pregled istraZivanja koja se bave tom tematikom s naglaskom na miko-
organizme koji kontaminiraju sirovine za proizvodnju slada i piva, te kontaminiraju cijeli proces
proizvodnje slada i piva. Od svih kontaminanta plijesan Fusarium graminearum je naj¢esca vr-
sta koja pravi ozbiljne probleme u industriji slada i piva.
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Professional paper
The impact of microorganisms on barley and malt quality

Abstract

Microorganisms are inevitably present in barley, malt, wort, and sometimes in finished beer. They are the
cause of numerous problems in the brewing industry. Microbial colonization of barley occurs already in
the field during the vegetation transition of barley. The microflora on barley and the malt obtained from
it affects numerous aspects of the quality of the production process in malthouses and breweries and on
the quality of the finished beer. In addition, the presence of microbial contamination on barley results in
the formation of antimicrobial compounds, the presence of which indicates stress during the vegetative
period of barley cultivation caused by microbial contamination. If they survive the wort brewing process,
these compounds can have negative or positive effects on the further production process and on the
finished beer. Furthermore, the microorganisms present on barley can themselves produce antimicrobial
compounds against other microorganisms that can also affect the yeast and the malt and beer production
process itself. This paper provides a basic overview of the influence of barley microflora on the malting
process and malt quality, wort production and its quality, the fermentation process and its influence on the
activity of brewer's yeast and on the final product, beer.

Keywords: barley, malt, beer, microflora, mycotoxins
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