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Sazetak

Pivo se smatra relativno stabilnim proizvodom s obzirom na mikrobno kvarenje. Kemijski sastav piva ne pogoduje rastu vecine
mikroorganizama, $to je povezano s niskom pH-vrijednosti i niskim udjelom fermentabilnih ugljikohidrata te sadrzajem alkoho-
la, sastojcima hmelja i anareobnim uvjetima koje osigurava nastali CO,. Medutim, odredene bakterijske vrste mogu rasti u pivu,
izazivajuci promjene u fizikalno-kemijskim i senzorskim svojstvima proizvoda, ¢ime ga cine neprihvatljivim za konzumaciju.
Rast bakterija u pivu ocituje se povec¢anjem biomase i pojavom mutnoce, a kod izrazenijeg kvarenja i nastajanjem taloga. Mi-
krobna populacija u pivovari mijenja se tijekom tehnoloskog procesa proizvodnje. Posebno stetni kontaminanti za proizvodnju
piva su bakterije iz rodova Lactobacillus, Pediococcus, Pectinatus i Megasphaera. S ciljem smanjenja rizika na najmanju mogucéu
razinu, svi industrijski pogoni, bilo da je rijec¢ o velikim industrijama ili malim (craft) pivovarama, moraju biti u mogucnosti brzo
detektirati i identificirati mikrobne kontaminante tijekom cijelog tehnoloskog procesa. Mikrobioloska analiza tijekom procesa
proizvodnje, punjenja i pakiranja proizvoda ima vaznu ulogu u osiguranju kvalitete i zdravstvene ispravnosti proizvoda za
konzumaciju. U tu svrhu pivovare provode mikrobiolosku analizu uzoraka primjenjujudi tradicionalne, ali i suvremene metode
detekcije i identifikacije. Kroz ovaj pregledni ¢lanak istrazuje se utjecaj mikrobne kontaminacije piva na fizikalno-kemijska i
senzorska svojstva proizvoda te se prikazuju izazovi s kojima se pivovare suocavaju da bi osigurale mikrobiolosku ispravnost

Kljucne rijeci

tradicionalne i suvremene mikrobioloske metode

proizvoda s ciljem osiguranja kvalitete i sigurnosti proizvoda te sprjecavanja proizvodnih i financijskih gubitaka.

Pivo, mikrobna kontaminacija, senzorska svojstva piva, osiguranje mikrobioloske sigurnosti,

1. Uvod

Proces proizvodnje piva dijeli se na tehnologiju proizvod-
nje slada i tehnologiju proizvodnje piva." Oba procesa
podlijezu fizickim, kemijskim i mikrobioloskim kontamina-
cijama zbog ¢ega je iznimno vazno provoditi kontrolu kva-
litete procesa od zaprimanja sirovina do isporuke gotovog
proizvoda.

Kontaminacija hrane odnosi se na pojavu stetnih mikroor-
ganizama i kemikalija kao i na fizicku kontaminaciju, od-
nosno kontaminaciju proizvoda stranim tijelima.>?

Fizicka kontaminacija odnosi se na prisutnost stranog tijela
u proizvodu, a moze se dogoditi u bilo kojoj fazi proizvod-
nje. Takva vrsta kontaminacije ne uzrokuje promjenu fizi-
kalno-kemijskih svojstava proizvoda, ali moze biti iznimno
opasna i ugroziti zdravlje potrosaca. Jedan od primjera fi-
zitke kontaminacije su komadi¢i razbijenog stakla ili me-
talni otpaci u gotovom proizvodu.?*

U kemijske kontaminante spadaju sve vrste kemikalija, uk-
ljucujuci teske metale i pesticide. Prisutnost mikotoksina u
jecmenom sladu najcesci je oblik kemijske kontaminacije
u procesu proizvodnje slada koji se kao sirovina upotre-
bljava za proizvodnju piva.** Njihova prisutnost predstavlja
opasnost po zdravlje potrosaca, a najcesce se ogleda u lo-
Sem vizualnom izgledu zrna i nepozeljnoj aromi. Nadalje,
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prisutnost mikotoksina u sladu moze dovesti do prerane
flokulacije kvasca ili do problema tijekom procesa filtracije
piva, Sto ima kao posljedicu pojavu mutnoce piva. U ko-
nacnici, visoko toksi¢ni mikotoksini uzrokuju prekomjerno
pjenjenje piva (“divlje pivo”, engl. gushing) koje se ocituje
prilikom otvaranja boce prije konzumacije**® i ima izravan
negativan utjecaj na reputaciju proizvoda, a samim time i
na ugled tvrtke.

Posljedica mikrobne kontaminacije je promjenu fizikal-
no-kemijskih i senzorskih svojstava prehrambenog pro-
izvoda koju uzrokuju mikroorganizmi (bakterije, kvasci i
plijesni).?37-9

U pivskoj industriji do kontaminacije moze do¢i tijekom
procesa proizvodnje (primarna kontaminacija) i tijekom
procesa punjenja (sekundarna kontaminacija). Primarna
kontaminacija najcesce potjece od mikrobioloskog oneci-
$¢enja sirovina, dok sekundarna nastaje tijekom procesa
punjenja,**"? najcesce kao posljedica neodgovarajuceg
odrzavanja i ¢is¢enja opreme.

Higijena pogona, s naglaskom na tehnolosku opremu, klju-
¢an je preduvjet dobre proizvodacke prakse u svakoj pre-
hrambenoj industriji. S ciljem sprjecavanja mikrobnog one-
Cis¢enja i smanjenja rizika od mikrobioloske kontaminacije
na najmanju mogucu razinu potrebno je cistiti, dezinfici-
rati ili sterilizirati sve potencijalne izvore mikrobnog oneci-
$¢enja u svim fazama proizvodnje. Cis¢enjem se uklanjaju
razne necistoce koje mogu posluziti kao hranjiva podloga
za mikroorganizme, kao i sami mikroorganizmi." 41>


https://doi.org/10.15255/KUI.2023.061
mailto:ivana.cosic%40cirus.dhz.hr?subject=

342

Automatizirani postupci ciscenja i dezinfekcije [Cle-
an-in-place (CIP)] standardni su industrijski postupci za
uklanjanje nepozeljnih mikroorganizama. Medutim, poje-
dine vrste mikroorganizama ne mogu se ukloniti djelova-
njem kemijskih sredstava pod utjecajem visoke temperatu-
re 1101415 Zaostali mikroorganizmi prianjanju na povrsinu
te proizvode sloj nazvan matrica koji ih okruzuje i stiti. Do-
datkom novih organskih tvari tijekom procesa proizvodnje
mikroorganizmi unutar matrice se hrane, rastu i razmno-
zavaju te se mikrobnoj zajednici pridruzuju i druge vrste
mikroorganizama, pri cemu biofilm raste i jos jace prianja
za povrsinu. U konacnici, stanice ili skupine stanica mogu
se aktivno ili pasivno odvojiti i prionuti na novo mjesto, to
dovodi do novog potencijalnog izvora kontaminacije.®'3
Stoga je optimizacija postupaka c¢is¢enja i dezinfekcije izni-
mno vazna da bi se rizik od kontaminacije u svim fazama
procesa proizvodnje sveo na najmanju mogucu razinu.'

Ucinkovitost postupaka cis¢enja i dezinfekcije prati se
propisanim mikrobioloskim analizama upotrebom selek-
tivne hranjive podloge. Uz nadzor postupaka ciscenja i
dezinfekcije, nuzno je i mikrobioloski pratiti cijeli proces
proizvodnje, od zaprimanja sirovina do otpreme gotovog
proizvoda.' #1617

2. Mikroorganizmi kao kontaminanti i
uzrocnici promjena svojstava piva

S obzirom na to da je pivo proizvod koji po svojem sastavu
ima antimikrobna tj. antibakterijska svojstva, a oCituju se
sadrzajem alkohola (0,5 — 10,0 % w/w), gorkih antimikrob-
nih spojeva hmelja (17 — 55 ppm iso-a-kiselina), visokim
sadrzajem CO, (cca. 0,5 % w/v) te prisutnosti SO,, sma-
tra se da je pivo mikrobioloski stabilan proizvod.'>-"#1819
Procesi filtracije, pasterizacije i propisanog skladistenja pri
niskim temperaturama takoder doprinose sprjecavaniju ra-
sta i razmnozavanja mikroorganizama te mikrobioloskoj
stabilnosti proizvoda.™

Unato¢ navedenim cinjenicama, sve strozi zahtjevi za
smanjenjem koncentracije kisika i niska pH-vrijednost piva
(2,8 — 4,8)° i pica od slada ometaju mikrobiolosku pro-
liferaciju,’ $to moze imati kao posljedicu mikrobiolosku
kontaminaciju proizvoda popracenu promjenom fizikal-
no-kemijskih i senzorskih svojstava.

2.1. Vrste mikroorganizama koji kontaminiraju pivo

Prema promjenama koje stvaraju u pivu, mikroorganizmi
se mogu podijeliti u sljedece grupe.’ 1519

2.1.1. Latentni mikroorganizmi

Latentni organizmi su mikrobioloske kulture koje se povre-
meno susrecu tijekom procesa proizvodnje piva, a obi¢no
se pojavljuju kao posljedica neodgovarajuce higijene. Nji-
hova prisutnost u pivovari Cesto je povezana s kontaminira-
nom procesnom vodom ili gradevinskim radovima unutar
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pivovare. Tipi¢ni latentni mikroorganizmi koji se pojavljuju
tijekom procesa proizvodnje piva su sporulirajuce bakterije
i enterobakterije kao pokazatelji onecis¢enosti vode." "

2.1.2. Neskodljivi mikroorganizmi

Neskodljivi mikroorganizmi nisu u moguénosti multiplici-
rati se u pivu, ve¢ s viemenom u pivskom mediju odumiru.
Ipak njihova prisutnost ukazuje na neodgovarajucu higije-
nu odredenog dijela pogona uz potencijalnu moguénost
rasta i razvoja opasnijih vrsta mikroorganizama''*'> kao sto
su: Acetobacter spp., Acinetobacter calcoaceticus, Cluco-
nobacter oxydans, P agglomerans, Klebsiella spp. i aerobni
divlji kvasci.™"

2.1.3. Indirektno stetni mikroorganizmi

Indirektno Stetni mikroorganizmi imaju neizravan utjecaj
na kvarenje piva. Rastu tijekom procesa proizvodnje piva,
uzrokujuci negativna senzorska svojstva u konacnom pro-
izvodu. U indirektno Stetne mikroorganizme spadaju en-
terobakterije kao i odredeni sojevi divljih kvasca iz roda
Saccharomyces cerevisiae. Obesumbacterium proteus i
Rahnella aquatilis najznacajniji su indirektno Stetni mikro-
organizmi iz skupine Enterobacteriaceae. Bakterije iz roda
Clostridium takoder se smatraju indirektno stetnim mikro-
organizmima, a naj¢esée potjecu iz sirovina i pivskih do-
dataka te se razvijaju tijekom procesa proizvodnje pivske
sladovine.'*?

2.1.4. Potencijalno stetni mikroorganizmi

Potencijalno stetni mikroorganizmi mogu rasti i razmnoza-
vati se u pivu kao hranjivom mediju ako su im uvjeti za rast
i razvoj odgovarajudi. To su Lactiplantibacillus plantarum,
Lactococcus lactis, Lactococcus raffinolactis, Leuconostoc
mesenteroides, Micrococcus kristinae, Pediococcus inopi-
natus, Zymomonas mobilis, Z. raffinosivorans i S. cerevisiae
(ex. pastorianus)'*'? kao i Lactobacillus casei, Streptococ-
cus lactis i Enterobacteriaceae.’®

Navedeni mikroorganizmi rastu u proizvodima s niskim
udjelom alkohola i visokom koncentracijom neprevre-
log ekstrakta, niskom koncentracijom hmelja te viso-
kim sadrzajem kisika i relativno visokom pH-vrijednoséu
4,7 — 4,8).11315

2.1.5. Obligatno Stetni mikroorganizmi

Obligatno stetni mikroorganizmi su najopasniji kvaritelji
piva. To su anaerobni i fakultativno anaerobni mikroorga-
nizmi koji rastu i razmnoZzavaju se bez prisutnosti kisika,
ali i pri niskim koncentracijama kisika. Odgovara im niska
pH-vrijednost piva te bez duge prilagodbe imaju izravan
negativan utjecaj na mikrobiolosku kakvocu piva koja se
ocituje neodgovaraju¢im senzorskim profilom uz pojavu
zamucenja i/ili taloga."*">19 Referiraju¢i se na autorice
E. Storgdrds™ i K. Mastanjevi¢," u tu skupinu spadaju: La-
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ctobacillus brevis, L. lindneri, L. brevisimilis, L. frigidus, L.
coryniformis, L. casei, Pediococcus damnosus, Pectinatus
cerevisiiphilus, P frisingensis i Megasphaera cerevisiae.

Odredene vrste divljih kvasca takoder mogu imati izravan
Stetan ucinak na fizikalno-kemijska i senzorska svojstva
piva uzrokujuéi nezeljenu sekundarnu fermentaciju.''*"
To su najcesce sojevi iz roda Saccharomyces cerevisiae (Sa-
ccharomyces diastaticus, Saccharomyces pastorianus i Sa-
ccharomyces ellipsoideus).” Takoder, postoje i druge vrste
divljih kvasaca koje se smatraju obligatno Stetnim mikroor-
ganizmima, a ne pripadaju rodu Saccharomyces sp. U tu
skupinu ubrajaju se kvasci iz roda Brettanomyces, Torulop-
sis, Hansenula i Candida.’"

3. Najznacajniji mikrobni kontaminanti,
uzrocnici kvarenja piva

Odredene vrste mikroorganizama kvare pivo te uspjesno
rastu u pivu i sladovini kao hranjivim podlogama, a nazi-
vaju se pivski kontaminanti. Medu bakterijskim kulturama
koje kvare pivo, Cetiri roda, Lactobacillus, Pediococcus,
Pectinatus i Megasphaera, smatraju se posebno Stetnima
za proizvodace piva s obzirom na ucestalost incidenta i
negativne ucinke na fizikalno-kemijska i senzorska svojstva
piva.1,13—15,18

3.1. Bakterije iz roda Lactobacillus

Laktobacili su gram-pozitivne Stapicaste bakterije, a pripa-
daju skupini obligatno stetnih mikroorganizma.™ Mogu se
klasificirati u tri skupine:?'-%3

* obvezno homofermentativne bakterije,
e fakultativno heterofermentativne bakterije,
* obvezno heterofermentativne bakterije.

3.1.1. Obvezno homofermentativne bakterije
iz roda Lactobacilus

Obvezno homofermentativne bakterije iz roda Lactobaci-
lus fermentiraju glukozu u mlijecnu kiselinu i ne fermenti-
raju pentoze i glukonat. Neki od predstavnika su Lactoba-
cillus acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus, L. gasseri, L.
ruminis. 2>

3.1.2. Fakultativno heterofermentativne bakterije
iz roda Lactobacilus

Fakultativno heterofermentativne bakterije iz roda Lacto-
bacilus fermentiraju heksozu u mlije¢nu kiselinu i mogu
proizvesti plin iz glukonata, ali ne iz glukoze, i fermentiraju
pentoze u mlije¢nu i octenu kiselinu.?* Neki od predstav-
nika su: L. casei, L. plantarum, L. curvatus, L. paracasei, L.
pentosus, L. plantarum, L. rhamnosus i L. sakei.**2°
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3.1.3. Obvezno heterofermentativne bakterije
iz roda Lactobacilus

Obvezno heterofermentativne bakterije iz roda Lactoba-
cilus, poput L. kefir, L. brevis, L. fermentum i L. reuteri,
fermentiraju heksoze u mlije¢nu kiselinu, octenu kiselinu,
etanol i CO,."** Ove bakterije imaju negativan utjecaj na
kvalitetu piva, a mogu se naci u razli¢itim fazama proizvod-
nje i skladistenja piva, posebno u pivskoj sladovini, tropu,
tankovima za fermentaciju i maturaciju kao i napunjenoj
ambalazi (boce, limenke, bacve).'® Opcenito se dijele na
dvije skupine prema njihovoj toleranciji na etanol: nisko-
alkoholne i visokoalkoholne. Niskoalkoholne bakterije su
one koje rastu pri koncentraciji etanola do 4 %, dok viso-
koalkoholne bakterije mogu rasti pri koncentraciji etanola
iznad 12 %."%27

Obvezno heterofermentativne bakterije u pivu mogu biti
korisne ili Stetne za kvalitetu i sigurnost piva, ovisno o vrsti
i uvjetima.?® Djelovanje stetnih vrsta obvezno heterofer-
mentativnih bakterija iz roda Lactobacillus ima za posljedi-
cu smanjenje pH-vrijednosti i stabilnosti pjene te promje-
nu senzorskih svojstava piva. Nakon odredenog vremena,
ovisno o stupnju kontaminacije, moze se pojaviti i talog, te
pivo postaje mutno.141518:29,30

Od brojnih bakterijskih vrsta iz roda Lactobacillus za pi-
varsku industriju po broju prijavljenih incidenata najzna-
cajniji je Lactobacillus brevis. L. brevis je gram pozitivna
heterofermentativna bakterija koja raste pri temperaturi
130 °C u pH podrucju 3,5 - 5,0 te je opéenito otporna
na spojeve hmelja.'*3

3.2. Pedicoccus sp.

Bakterije iz roda Pediococcus su gram-pozitivne, homo-
fermentativne, fakultativno anaerobne bakterije koje ne
proizvode katalazu, a pripadaju skupini bakterija mlije¢ne
kiseline (BMK). Morfoloski se po obliku svrstavaju u skupi-
nu koka, a kao rezultat diobe stanica duz dvije simetri¢ne
ravnine pojavljuju se u obliku parova ili tetrada te su u
pivarstvu poznati pod imenom sarcina.'*'>+31-33 Razliciti
sojevi bakterija iz roda Pediococcus razlikuju se po svojoj
toleranciji na kisik, pH vrijednosti i temperaturi. Neke bak-
terijske vrste Pediococcus sp. mogu fermentirati ugljikohi-
drate, tj. glukozu do mlijecne kiseline, sto je popraceno

snizenjem pH vrijednosti i promjenom senzorskih svojsta-
va,31415,29,30,33

Najces¢i pediokok pronaden u pivu tijekom procesa matu-
racije i u ambalaZi je Pediococcus damnosus. P damnosus
raste i razmnozava se pri niskim temperaturama izmedu 22
i 25 °C, tolerira niske pH-vrijednosti i visoku koncentraci-
ju alkohola (etanola) te je otporan na antisepticka svojstva
hmelja."*'53132 Samim time, uzrocnik je mikrobioloskih
kontaminacija, sto dovodi i do promjene fizikalno-kemij-
skih te senzorskih svojstava.
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3.3. Pectinatus sp.

Bakterija Pectinatus je rod strogo anaerobnih, gram-ne-
gativnih, sfernih bakterija koje pripadaju podgrani Sporo-
musa unutar razreda Clostridium, Sto ukazuje na moguce
gram-pozitivne pretke.***¢ Prema Rodriguez-Saavedra i
sur.,* bakterije iz roda Pectinatus su 2010. prekvalificirane
u razred Negativicutes, red Selenomonadales i obitelj Vei-
llonellaceae. Dosad je identificirano Sest vrsta bakterija iz
roda Pectinatus: P cerevisiiphilus, P frisingensis, P haikarae,
P brassicae, R portalensis, P sottacetonis koje se razlikuju
po svojim genetickim, fenotipskim i metabolickim karak-
teristikama.*

Bakterije iz roda Pectinatus mikrobioloski razlikujemo pre-
ma obliku stanica, veli¢ini, pokretljivosti, otpornosti na an-
tibiotike te s obzirom na spektar fermentacije i otpornost
na hmelj. Te bakterije imaju sposobnost razgradnje Sece-
ra, alkohola i organskih kiselina uz proizvodnju acetoina
i razvoj sumporovodika (H.S), sto se ogleda u senzorskoj
olfaktornoj analizi, te zamucenjem piva sto se ogleda u of-
talmoloskoj senzorskoj analizi.?*3637,39-41

Bakterije P cerevisiiphilus, P frisingensis, P haikarae izoli-
rane su iz pokvarenog piva, no njihovo prirodno staniste
jo$ uvijek nije poznato, te nije utvrden nacin prijenosa.
Prema istrazivanjima, one mogu kontaminirati podrucja
pivarske industrije kao i proizvode putem sirovina (je¢me-
ni slad, kukuruzna krupica, riza, hmelj) te putem necistih
boca vracenih s trzista, kao i operativnim putem od radnog
osoblja.’”

3.4. Megasphaera sp.

Bakterije iz roda Megasphaera su gram-negativne, ob-
vezno anaerobne bakterije koje pripadaju obitelji Veillo-
nellaceae, podgrani Sporomusa, razredu Clostridia, ko-
lienu Firmicutes.**** Postoji pet bakterijskih vrsta iz roda
Megasphaera, a to su: M. cerevisiae, M. elsdenii, M. mi-
cronuciformis, M. paucivorans i M. sueciensis.**** Na te-
melju analize sekvencije gena dokazana je sli¢cnost medu
vrstama u rasponu 88,0 — 94,5 %,** a morfoloski se po
obliku svrstavaju u skupinu koka, imaju prosjecni promjer
0,4 - 2,0 um te su nepokretne i ne stvaraju spore.*>*> Po-
javljuju se u parovima, a povremeno i u kratkim lancima te
se smatraju pravim i opasnim zagadivacem piva, pri cemu
su bakterijske vrste M. cerevisiae, M. paucivorans i M. sue-
ciensis najcesce izolirane i to uglavnhom u nepasteriziranim
gotovim proizvodima s niskim udjelom alkohola.*® Bakte-
rije iz roda Megasphaera striktno su anaerobne bakterije te
mogu rasti u pivu s manje od 0,3 mgl~" otopljenog kisika
i otporne su na antisepticka svojstva hmelja, a optimalna
temperatura rasta im je izmedu 15 i 37 °C. Sposobne su
fermentirati glukozu, fruktozu i laktat kao i proizvoditi plin,
te kao krajnji metabolicki produkti nastaju: H,S, octena,
propionska, maslacna i valericna kiselina, sto se ogleda
u senzorskoj olfaktornoj analizi, a dolazi i do zamucenja

piva, sto se takoder ogleda u oftalmoloskoj senzorskoj ana-
]iZi.15’34’36’40’42’44’46
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4. Izvori mikrobne kontaminacije

[zvori mikrobne kontaminacije u pivskoj industriji dijele se
na primarnu i sekundarnu kontaminaciju. Primarna konta-
minacija potjece od mikrobioloskog oneciscenja sirovina
te se javlja u procesima kuhanja sladovine, fermentacije
i maturacije, a sekundarna kontaminacija nastaje tijekom
procesa punjenja piva. Dok se sekundarna kontamina-
cija uglavhom povezuje s neodgovaraju¢om higijenom
opreme tijekom punjenja proizvoda u boce, limenke ili
bacve, do incidenta kvalitete povezanog s mikrobiolos-
kim onecis¢enjem opreme moze doci i tijekom procesa
proizvodnje.*-'* Mikrobna kontaminacija, bilo da potjece
od primarnog ili sekundarnog izvora, dovodi do promjene
fizikalno-kemijskih i senzorskih svojstava piva, a mogu je
uzrokovati razlicite vrste mikroorganizma (bakterije, kvasci
i plijesni), pri cemu se bakterije mlijecne kiseline (Lactoba-
cillus sp. i Pediococcus sp.) te bakterije iz roda Pectinatus i
Megaspaera smatraju najznacajnijim mikrobnim kontami-
nantima u procesu proizvodnje i punjenja piva.>*”~? Clav-
ne mikrobne vrste koje kontaminiraju pivo tijekom razlici-
tih faza tehnoloskog procesa proizvodnje i punjenja piva
prikazane su u tablici 1.

4.1. Primarna kontaminacija

Primarna kontaminacija u procesu proizvodnje piva odno-
si se na sve postupke od zaprimanja sirovina do punjenja
i pakiranja proizvoda te obuhvaca cijelu Sarzu proizvoda,’
Sto predstavlja izuzetnu opasnost za kvalitetu, zdravstvenu
sigurnost i stabilnost proizvoda tijekom roka trajanja.

Je¢meni slad dobiva se tehnoloskim procesom obrade jec-
ma, Sto obuhvaca procese mocenja, klijanja i susenja, a
tijekom procesa moze biti kontaminiran razlicitim vrstama
mikroorganizama. Mikrofloru je¢ma ¢ine razne mikrobne
vrste (bakterije, kvasci i filamentozne gljive) koje mogu
imati pozitivne, ali i negativne ucinke na kakvocu slada
i piva. Negativni ucinci mikroflore su slabija nalivenost i
smanjenje klijavosti zrna te sinteza mikotoksina koja ima
posljedicu prekomjernog pjenjenja piva, te nastaje tzv.
“divlje pivo” (engl. gushing effect). Prisutnost mikotoksina
takoder predstavlja opasnost po zdravlje potrosaca, a naj-
Cesce se ogleda u losem vizualnom izgledu zrna i nepozelj-
noj aromi.*>*¢

Voda je glavni sastojak piva, a njezin udio u pivu iznosi
89 — 93 %."™ Za proces proizvodnje piva voda se obra-
duje raznim tehnoloskim postupcima s ciljem uklanjanja
kamenca i nezeljenih organskih i anorganskih tvari, no sa-
mim time povecava se i rizik od mikrobioloske kontami-
nacije.' 48

Hmelj se u pivarstvu ponajprije upotrebljava za postizanje
Zeljene gorcine piva, no takoder djeluje kao antibakterijski
i antioksidativni agens te pozitivno utjeCe na stabilizaciju
piva.'#%4 Unato¢ tome, hmelj moze biti izvor mikrobi-
oloske kontaminacije piva koja najces¢e nastaje tijekom
procesa proizvodnje i obrade hmelja te tijekom skladiste-
nja.3,48
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Slika 1 — Tehnoloski proces proizvodnje piva s pripadaju¢im mogucéim izvorima () mikrobne kon-

taminacije*’

Fig. 1 — Beer production associated with possible sources () of microbial contamination*”

Uslijed neodgovarajuceg odrzavanja, i s tehnickog i s higi-
jenskog aspekta, do kontaminacije moze do¢i tijekom pro-
cesa hladenja vruce sladovine u plocastom izmjenjivacu
topline.™

Da bi se proveo proces fermentacije, neizostavna je upo-
treba pivskog kvasca koji se upotrebljava tijekom procesa
fermentacije, pri cemu dolazi do konverzije Secera dobive-
nih procesom sladenja u alkohol i CO,."" Medutim, kva-
sac moze biti i izvor kontaminacije u pivu koji negativno
utjeCe na kvalitetu i sigurnost piva. To se najces¢e dogada
tijekom postupka obnavljanja, tj. regeneracije upotrijeblje-
nog kvasca s ciljem ponovne upotrebe.>'3 Mikrobioloska
stabilnost kvasca je klju¢na za cijeli proces proizvodnje
piva, s obzirom na to da se u kasnijim fazama proizvod-
nje, maturacije (odlezavanja) i punjenja mogu pojaviti tzv.
divlji kvasci, koji se takoder smatraju pivskim kontaminan-
tima.1,6,13715,18

Uz opremu, koja je uslijed neodgovarajuce provedbe hi-
gijenskih postupaka cesto izvor kontaminacije u pivova-
rama, rizike izvora mikrobioloske kontaminacije takoder
predstavljaju mjerni instrumenti kao Sto su termometri,
manometri, ventili te dijelovi opreme s tzv. “slijepim uli-
cama” koje su teze dostupne tijekom provedbe postupaka
cis¢enja i dezinfekcije (CIP)."

U procesu maturacije takoder su moguce kontaminacije
najcesce uzrokovane neodgovaraju¢om higijenom tanka,
a izvori mogu biti i curenja na pripadaju¢im ventilima, ci-
jevima i sl. Po zavrsetku procesa maturacije slijedi proces
filtracije, pri cemu se upotrebljavaju razna filtracijska sred-
stva, koja takoder mogu biti izvor kontaminacije.*"?

4.2. Sekundarna kontaminacija

Prema dostupnoj literaturi, vise od 50 % incidenata kvalite-
te povezanih s mikrobioloskom kontaminacijom pripisuje
se procesima punjenja u boce, limenke ili bacve, tj. se-
kundarnoj kontaminaciji.>*-""""* Stoga, svi dijelovi proce-
sne opreme koji su u izravnom ili neizravnom kontaktu
s praznim bocama namijenjenim za punjenje, kao i s na-
punjenim nezatvorenim bocama, limenkama ili bacvama
mogudi su izvori oneéléc’enja Najces¢i dijelovi procesne
opreme, detektirani kao izvor sekundarnog oneciséenja
su: brtve, peracica povratne ambalaze (boce), inspektor
praznih boca, punjac i podrucje oko punjaca te vodilica
Cepova i Cepilica.>"® U podrucju od peracice boca do in-
spektora praznih boca kontaminacija se najces¢e dogada
tijekom transporta praznih opranih boca zbog prisutnosti
mikroorganizama u zraku. Prisutnost mikroorganizma u
zraku ovisi ponajprije o higijenskim uvjetima, temperaturi
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Tablica 7 — Mikrobni kontaminanti tijekom razlicitih faza tehnoloskog procesa proizvodnje i punjenja piva®

Table T - Spoilage microorganisms during different stages of beer production and bottling®
Procesni korak Bakterije Kvasci Plijesni
Process stage Bacteria Yeast Mold
Absidia sp.
Acetobacteriaceae sp. Candida sp. Aspergillus sp.

Od je¢ma do slada
From barley to malt

Alcaligenes sp.
Bacillus sp.
Enterobacteriaceae sp.
Flavobacterium sp.
Lactobacillus sp.
Pseudomonas sp.

Debaromyces sp.
Hansenula sp.
Hanseniaspora sp.
Rhodotorula sp.

Sporobolomyces sp.

Trichosporon sp.

Alternaria sp.
Aureobasidium sp.
Fusarium sp.
Botrytis sp.
Cladosporium sp.
Epicoccum sp.
Penicillium sp.

Sladovina
Wort

Enterobacteriaceae sp.

Saccharomyces sp.

Inokulacija sladovine
Wort inoculation

Obesumbacterium sp.
Rhanella aquatilis

Saccharomyces sp.

Lactobacillus sp.
Pediococcus sp.

Proces fermentacije
Fermentation process

Saccharomyces sp.

Acetobacter sp.
Gluconobacter sp.
Lactobacillus sp.

Maturacija (odlezavanje) i Megaspaera sp.

pakiranje Micrococcus sp.
Maturation and packaging Pectinatus sp.
process Pediococcus sp.

Selenomonas sp.
Zymomonas sp.
Zymophilus sp.

Saccharomyces sp.
Bretanomyces sp.
Candida sp.
Hansenula sp.
Hanseniaspora sp.
Pichia sp.
Schizosaccharomyces sp.
Torulopsis sp.

i vlaznosti prostorije kao i o protoku zraka. Najveci broj
incidenata kvalitete povezan s mikrobioloskom kontami-
nacijom obligatno stetnih mikroorganizama koji kvare pivo
zabiljezen je na podrucju punjaca i epilice."

Do sekundarnih kontaminacija koje uzrokuju kvarenje
piva ne dolazi iznenadno, ve¢ su one posljedica sekven-
cijalnog rasta mikrobioloskih kultura koje se ne smatraju
pivskim kontaminantima, tj. nemaju posljedicu kvarenja
proizvoda. Najcesce su to bakterije octene kiseline i neke
enterobakterije koje se “zavuku” u brtve, ventile ili dije-
love opreme koji su teze dostupni za ¢is¢enje i odrzava-
nje.>" To su aerobni mikroorganizmi koji nemaju sposob-
nost rasta i razmnozavanja u pivu s obzirom na to da su
zahtjevi za kisikom sve strozi i da je pivo proizvod s niskim
udjelom kisika. Medutim, zbog sposobnosti stvaranja sluzi
i u dotoku novih organskih tvari prisutni mikroorganizmi
se hrane, rastu i razmnozavaju te se mikrobnoj zajedni-
ci pridruzuju i druge vrste mikroorganizama®"* koje po-
ticu rast bakterija mlijecne kiseline. U konacnici najo-
pasniji pivski kontaminanti (Pectinatus sp. i Megasphera
sp.) mogu metabolizirati mlijecnu kiselinu u propionsku
kiselinu®134244 rezultiraju¢i znacajnom mikrobioloskom
kontaminacijom koja se ogleda u senzorskoj olfaktornoj
analizi te u zamucenju piva sto se ogleda u oftalmoloskoj
senzorskoj analizi.

5. Utjecaj mikrobne kontaminacije na
senzorska svojstva piva

Prisutnost mikroorganizama u pivu svojim rastom i me-
tabolickom aktivnos¢u utjece na senzorska svojstva piva
te ga ovisno o stupnju kontaminacije mogu ciniti i ne-
prihvatljivim za konzumaciju. Divlji kvasci i (fakultativno)
anaerobne bakterije koje imaju sposobnost rasta i razmno-
Zavanja u pivu povecavaju svoju biomasu, a to rezultira
pojavom mutnoce, te u stadiju izrazenijeg kvarenja sedi-
mentiraju. Takoder, metabolicka aktivnost bakterija moze
rezultirati snizenjem pH-vrijednosti piva, Sto se ocituje u
organoleptic¢koj analizi. Pivo je tada kiselije u odnosu na
njegov standardni senzorski profil. Uz kiselu aromu, uslijed
metabolickih procesa prisutnih mikroorganizama u pivu,
postoji niz negativnih aroma koje se javljaju kao poslje-
dica mikrobioloske kontaminacije kako je prikazano u
tab|IC| 2.3,14,‘15,18,21,29,30,33,34,36,37,39742,44

Bakterije mlijecne kiseline iz roda Lactobacillus i Pedioco-
ccus uzrokuju visok stupanj zamucenja uz pojavu taloga, a
glavni produkt njihova metabolizma je mlije¢na kiselina uz
koju moze nastati i octena kiselina sto daje pivu kiseli okus.
Uz navedeno, pivo moZe imati i okus i miris na uzegnuti
maslac, kao posljedica nastalog organskog spoja 2,3-butan-
dion, poznatog pod imenom Diacetil.'>29:3
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Tablica 2 — Mikrobni kontaminanti piva, proizvodi njihovog metabolizma i senzorske promjene piva

Table 2

— Spoilage microorganisms, products of their metabolism, and influence on sensory beer profile

Mikroorganizam pivski kontaminant
Beer spoilage microorganism

Produkti metabolizma
Product of metabolism

Nepozeljna
aroma/okus/izgled piva
Off flavour and visual
appearance of beer

Izvor
Source

Mlije¢na kiselina kiselo
. o Lactic acid, sour,
Bakterije mlijecne Lactobacillus s Octena kiselina okus po maslacu
kiseline . p- 3 KISE P 3,14,15,18,21,29,30,33,50
L .| Pediococcus sp. Acetic acid, buttery taste,
Lactic acid bacteria . . f
Diacetil zamucenost
Diacetyl turbidity
Octena kiselna
Acetic acid,
P cerevisiiohilus Propionska kiselina zamucenost
' P ’ Propionic acid, turbidity,

Pectinatus sp. P frisingensis,

P haikarae Acetoin

Acetoin,
H,S
H,S

iy - 34,36,37,39-41,50
miris na pokvarena jaja

odour of rotten eggs

Maslac¢na, octena
Butyric acid,
Propionska kiselina
Propionic acid,
Kapronska kiselina
Kaprioc acid,

Megasphaera sp. M. cerevisiae

Isovaleric acid,
Valerijanska kiselina
Valeric acid,
Acetoin
Acetoin,

H,S
H,S

Izovalerijanska kiselina

zamucenost
turbidity,
miris na pokvarena jaja
odour of rotten eggs

15,34,36,40,42,44,50

Kvarenje piva s bakterijama Pectinatus sp. manifestira se
pojavom mutnoce, izrazenim kiselim okusom zbog nastan-
ka octene, propionske i drugih organskih kiselina. Takoder,
pivo dobiva miris na pokvarena jaja zbog nastanka suporo-
VOdika.34'36’37'40'41

Bakterije iz roda Megasphaera takoder uzrokuju zamuce-
nost piva te proizvode sumporovodik. No za te bakterije je
svojstveno da proizvode masne kiseline te maslacnu, vale-
rijansku, kapronsku te propionsku kiselinu, koje pivu daju
nepozeljnu aromu. 336414244

6. Kontrola kvalitete procesa proizvodnje i
punjenja piva s mikrobioloskog aspekta

Mikrobiolosku kontrolu potrebno je provoditi tijekom cije-
log procesa proizvodnje od zaprimanja sirovina do isporuke
gotovog proizvoda (tablica 3). Cilj kontrole je u $to ranijoj
fazi procesa proizvodnje detektirati prisutnost nezeljenih
mikroorganizama te otkriti njihove izvore i sprijeciti daljnji
rast i razmnozavanje. Uobicajena metoda odredivanja Stet-

nih mikroorganizama je nacjepljivanje istrazivanog uzorka
na hranjive podloge. Podloge mogu biti selektivne ili nese-
lektivne, nakon cega slijedi inkubacija u strogo definiranim
uvjetima (Zeljena temperatura, aerobni ili anaerobni uvjeti)
tijekom to¢no odredenog vremena."'*-'® Ako uzorci sadrze
mali broj mikrobnih stanica, potrebno ih je koncentrirati
metodom membranske filtracije. Membranska filtracija je
Cesta metoda uzorkovanja za mikrobiolosku kontrolu jer
se organizmi zadrzani na membrani mogu izravno obojiti i
mikroskopirati ili kultivirati tako Sto se membrana polozi na
¢vrstu podlogu u Petrijevoj zdjelici.’>*

Kontrola higijene opreme, dijelova strojeva, posuda i cje-
vovoda provodi se uzimanjem zadnje ispirne vode (nakon
CIP-a) te pomocu mikrobioloskih briseva.''>

Kontrola se provodi za sve vrste mikroorganizama koje
kontaminiraju pivo (latentni, neskodljivi, indirektno Stetni,
potencijalno Stetni i obligatno Stetni mikroorganizmi).'#-1¢

Uzorci se uzimaju sukladno propisanom planu uzorkova-
nja kako je prikazano u tablici 3. Plan uzorkovanja uspo-
stavljen je za svaku pivovaru zasebno na temelju procjene
rizika od mikrobioloske kontaminacije.'>
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Table 3 — Sampling plan and microbiological criteria during different stages of beer production and bottling process'**2
VRSTA VRSTA
SIS MIKROORGANIZMA KRITERI) SAYESIIO) MIKROORGANIZMA KRITERI)
SLAK/I?JLRIIEIOGVPA&J&A\E TYPE OF CRITERIA SLA%A?’LRIIL%VPA&JCAE TYPE OF CRITERIA
MICROORGANISM MICROORGANISM
ukupan broj aerobnih | 1 kolonija/ K .. | ukupan broj aerobnih | 1 kolonija/
Linija proizvodnje mikroorganizama 100 ml Tan dzlavmatu.rac.lju mikroorganizama 100 ml
sladovine: total number of aerobic| 1 organism/ (0 _eza\;‘e}nJ_e). total number of aerobic| 1 organism/
provjera higijene microorganisms 100 ml prol\\;;aetrsrat'ig(;fne microorganisms 100 ml
. Wort line: bakterije mlijecne 0 bakterija (storage) tank: bakterije mlijecne 0 bakterija
<, hygiene check kiseline 0 bacteria hygiene check kiseline 0 bacteria
5 DO< lactic acid bacteria lactic acid bacteria
0= ukupan broj aerobnih | 1 kolonija/ i—:% ukupan broj aerobnih
; mikroorganizama 25 ml 9= bakterija 1 kolonija/ml
| . total number of aerobic| 1 organism/ = S o total number of 1 organism/ml
Sladovina microorganisms 25 ml £ Pivotijekom aerobic bacteria
Wort T = procesa e .
bakterije mlijecne - == . divlji kvasci 0 kvasaca
Kiseline 0 bakterija maturacije Id veast 0 veast
Jactic acid b . 0 bacteria (odlezavanja) wild yed Y
actic aci acteria Maturation bakterije mlijeéne
ukupan broj aerobnih 1 kolonija/ (storage) process: Kiseline, Pectinatus sp. i
Tank za mikroorganizama 100 ml beer analyses Megasphaera sp. 0 bakterija
pohranu kvasca: total number of aerobic| 1 organism/ lactic acid bacteria, 0 bacteria
provjera higijene = microorganisms 100 ml Pectinatus sp. and
Yeast storage tank:|  bakterije mlijecne . Megasphaera sp.
hygiene check kiseline 0 bakterija ukupan broj aerobnih .
Co : 0 bacteria p ) & 1 kolonija/
lactic acid bacteria Tank gotovog mikroorganizama 100 ml
ukupan broj aerobnih (bistrog) piva: the total number 1 organism/
bakterija 1 kolonija/ml provjera higijene of aerobic 100 ml
O total number of aerobic 1 organism/ml § Bright beer microorganisms
S Q bacteria = tank (BBT): bakterije 0 bakterii
§ - 1 kolonija/ 8 ]é hygiene check mlijecne kiseline 0 bictii;lljeza
~ - . 10° procesno, &> lactic acid bacteria
divlji kvasci ll?vasca & 5= K broi 10 koloniia/
Analiza kvasca wild yeast " /106 o < uxupan broj oonya
Yeast analvses organism/10 == aerobnih bakterija 100 ml
Y process yeast 8 ;ﬁ_‘ total number of 10 organisms/
bakterije m|ijeéne 5 E Analiza piva iz aerobic bacteria 100 ml
kiseline, Pectinatus sp. i . 5 5 tanka gotovog divlji kvasci 0 kvasaca
Megasphaera sp. 0 bakterija Oz (bistrog) piva wild yeast 0 yeast
lactic acid bacteria, 0 bacteria 2 B Beer analyses from S
Pectinatus sp. and E bright  bakterije mlijecne
Megasphaera sp. = beer tank (BBT) kiseline, Pectinatus sp. i )
. : - Megasphaera sp. 0 bakterija
ukupan broj aerobnih 1 kolonija/ ok : )
; . lactic acid bacteria, 0 bacteria
Tank za mikroorganizama 100 ml .
.. . : Pectinatus sp. and
fermentaciju: |total number of aerobic| 1 organism/ Megcasphaera s
provjera higijene microorganisms 100 ml 5P p-
Fermentation tank:  bakterije mlijecne 0 bakterii
hygiene check kiseline aKteryja
S . 0 bacteria
lactic acid bacteria
<Z .
=9 ukupan broj
< = aerobnih bakterija | 1 kolonija/ml
zE total number of aerobic 1 organism/ml
(W] .
SS  Pivo tijekom bacteria
e procesa divlji kvasci 0 kvasaca
fermentacije wild yeast 0 yeast
Fermentatl.on bakterije mlijecne
b procesls. kiseline, Pectinatus sp. i
cer analyses Megasphaera sp. 0 bakterija
lactic acid bacteria, 0 bacteria
Pectinatus sp. and
Megasphaera sp.
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Tablica 3 — (nastavak)

Table 3 — (continued)
VRSTA
SISO MIKROORGANIZMA KRITERI)
SOOI TYPE OF CRITERIA
SAMPLING PLACE
MICROORGCANISM
ukupan broj aerobnih 1 kolonija/
Punjac mikroorganizama 100 ml
(boce, limenke, total number of aerobic| 1 organism/
bacve): microorganisms 100 ml
provjera higijene | bakterije mlijecne
Filler kiseline, Pectinatus sp. i
(bottles, cans, Megasphaera sp. 0 bakterija
S kegs): lactic acid bacteria, 0 bacteria
< hygiene check Pectinatus sp. and
s Megasphaera sp.
<§( & Brisevi na aerobne i anaerobne deE:izrrZr?im
< & podrucju punjaca | vrste mikroorganizama L
zxQ . . kriterijima
| Swabs atthe |aerobic and anaerobic !
z3 filler area microorganisms according to
2 g defined criteria
=9 ukupan broj aerobnih 1 kolonija/
== mikroorganizama 100 ml
<9 balaz total number of aerobic, 1 organism/
a <Z< Prazna ambalaZa microorganisms 100 ml
w < | Empty container " -
oy bakterije mlijecne 0 bakteriia
Z< kiseline 0 bacterija
Qu lactic acid bacteria
< 0 bakteri
2 3 ukupan broj aerobnih kvzsaira”ia/
W mikroorganizama lirosni
= total number of aerobic . P!
2 . . 0 bacteria,
microorganisms
a yeast, mould
2 Napunjena divlji kvasci 0 kvasaca
ambalaza wild yeast 0 yeast
filled container bakterije mlije¢ne
kiseline, Pectinatus sp. i
Megasphaera sp. 0 bakterija
lactic acid bacteria, 0 bacteria

Pectinatus sp. and
Megasphaera sp.

6.1. Hranjive podloge za detekciju mikroorganizama u

pivarskoj industriji

Hranjive podloge su otopine tvari koje mikroorganizmi-
ma u laboratorijskim uvjetima omogucuju rast i razmno-
Zavanje. Mogu se pripremati u laboratoriju od pojedinih
sastojaka prema postojecoj recepturi, no danas je na ras-
polaganju mnogo komercijalnih dehidriranih podloga u
prahu koje su znatno jednostavnije za upotrebu. Wallerste-
in Laboratory Nutrient medij (WLN agar) je komercijalno
dostupna hranjiva podloga koja sadrzi sve potrebne izvore
kemijskih elemenata i energije za rast i razmnozavanje ae-
robnih bakterija, kvasaca i plijesni specifi¢nih za pivarsku
industriju. Posebna paznja posvecuje se mikrobioloskoj
Cistoci kulture kvasca koja se upotrebljava u procesu fer-
mentacije. U tu svrhu primjenjuju se inhibicijske podloge
na kojima ne raste kultivirani kvasac, ve¢ rastu samo neke
vrste nepozeljnih divljih kvasaca. Najc¢es¢e upotrebljavana
inhibicijska podloga s tom svrhom je WLN agar uz doda-
tak cikloheksimida, poznatog pod imenom aktidion. Akti-
dion (cikloheksimid) je antifugalni antibiotik koji inhibira
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rast vecine kultiviranih kvasaca ve¢ pri koncentraciji ma-
njoj od 10 ugml~', dok je za divlje kvasce prag tolerancije
100 pgml~'. Dodatak bakrova sulfata takoder ce inhibirati
rast kultiviranih vrsta procesnog kvasca, a omoguciti rast
i razmnozavanje za divlje kvasce.'*'> Lizin agar je najpo-
znatija selektivna podloga za rast i razmnozavanje divljih
kvasca koji raste na aminokiselini lizinu kao jedinom izvoru
dusika. Za kvasce koji se za rast i razmnozavanje koriste
izvorima ugljika upotrebljavaju se jos i dekstrin ili skrobni
agar te citratni ili ksiloza agar."

Za selektivnu izolaciju i detekciju bakterija mlijecne kise-
line kao standardna hranjiva podloga najcesce se upotre-
blijava MRS bujon. Preporucuju se takoder brojne druge
hranjive podloge od kojih su iznimno bogate i komercijal-
no dostupne Raka Ray No.3 i NBB®.

Obligatno Stetni mikroorganizmi, Pectinatus sp. i Megasp-
haera sp. detektiraju se upotrebljavajuci posebno osjetljive
selektivne hranjive podloge koje sadrze redukcijske tvari za
poticanje rasta striktno anaerobnih bakterija.’*!

6.2. Metode brzog odredivanja mikroorganizama koje
uzrokuju kvarenje piva

U pivarstvu se primjenjuju brojne brze metode za detek-
ciju i identifikaciju mikroorganizama koji su uzrocnici kva-
renja piva, kako je prikazano u tablici 4. Tome doprinose
ostri zakonski propisi, zahtjevi potrosaca, velika ponuda
konkurentnih piva na trzistu, povecan trend izbjegavanja
pasterizacije piva i tehnoloska unaprijedenja.’*

Od svih navedenih tehnika prikazanih u tablici 4, prema
brzini detekcije i reproducibilnosti rezultata te troskovima
analize, u pivarskoj industriji najéesée se primjenjuju ATP
bioluminiscencija i lanc¢ana reakcija polimerazom (PCR).

Adenozin trifosfat (ATP) molekula je vrlo vazna za organi-
zam, a ATP bioluminiscencija je metoda kojom se provodi
mjerenje ucinkovitosti higijenskih postupaka u raznim in-
dustrijskim pogonima, pa tako i u industriji piva. To je brz,
jednostavan i visoko osjetljiv proces koji daje uvid u koli-
¢inu svjetla koju produciraju bakterije zahvaljujuci reakciji
ATP-a s enzimom luciferazom. Skupina enzima luciferaze
zajedno s kofaktorima D-luciferinom i kisikom producira
svjetlo'95 prema sljedecoj reakciji:>*>>

luciferaza

D-luciferin + O, + ATP
oksiluciferin + CO, + AMP + PPi + svjetlo

(1)

Do emisije svjetla dolazi jer se u reakciji formira oksilucife-
rin u elektronski pobudenom stanju te otpusta foton svje-
tlosti. Koli¢ina emitiranog svjetla mjeri se luminometrom,
a izrazava se RLU jedinicama (engl. Relative Light Units).
RLU vrijednost proporcionalna je kolicini ATP-a koji se na-
lazio na testnoj povrsini s koje je bris za ispitivanje higijene
uziman.'#>4>

Lancana reakcija polimerazom (PCR) je metoda koja na
vrlo specifi¢an nacin omogucuje umnazanje DNA fragme-
nata pomoc¢u enzima polimeraze. Postupak podrazumije-
va da znamo rubne sekvencije DNA fragmenta koji zeli-
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Tablica 4 — Tehnike brze detekcije i identifikacije mikroorganiza-
ma’415,50,53 54

Table 4 - Techniques for rapid detection and identification of

microorganisms'413:50:33,54

METODA
METHOD

TEHNIKE
TECHNIQUES

Mijerenje vodljivosti
Conductivity measurement

Mikrokalorimetrija

Fizikalno kemijske Microcalorimetry

metode
Physicochemical
methods

Turbidometrija
Turbidometry

Protoc¢na citometrija
Flow cytometry

ATP bioluminiscencija
ATP bioluminescence

Direktna epifluorescentna mikrskopija

Biokemijske metode Direct epifluorescence microscopy

Biochemical methods

Uzimanje proteinskih otisaka
Protein fingerprinting

Imunoanaliza (ELISA)
Immunoassay (ELISA)

Molekularne probe (DNK/RNK)
Molecular trials (DNA/RNA)

Molekularne metode
Molecular methods

Kariotipija
Karyotyping

Lancana reakcija polimerazom (PCR)
Polymerase chain reaction (PCR)

Imunoloske metode
Immunological
methods

Tehnike monoklonskih antitijela
Monoclonal antibody techniques

mo umnoziti da bismo mogli sintetizirati oligonukleotidne
pocetnice, koje ¢e omoguditi pocetak sinteze odredenog
DNA fragmenta. Reakcija se odvija u lancu, odnosno po-
navljanjem u nekoliko ciklusa, a sa svakim ponavljanjem
broj DNA fragmenata se eksponencijalno povecava.

PCR metoda omogucuje kvalitativnu i kvantitativnu analizu
ispitivanog uzorka te je u vrlo kratkom vremenu moguce is-
pitati mikrobiolosku ispravnost uzorka piva. Testovi su gru-
pirani na temelju fizioloskih i biokemijskih karakteristika
skupine mikroorganizama (bakterije, kvasci, divlji kvasci),
zbog Cega je moguce jednim testom identificirati nekoliko
vrsta mikroorganizama pojedine skupine.’#20:5354

Odabir odgovaraju¢e metode za testiranje i utvrdivanje
kontaminacije ponajprije ovisi o financijskim mogu¢no-
stima pivovare, ali i strucnosti laboratorijskog osoblja. Uz
odgovarajucu stru¢nost laboratorijskog osoblja tradicional-
ne mikrobioloske metode, pored brojnih ogranicenja u us-
poredbi s instrumentalnim metodama (tablica 5) prikladne
su za svakodnevnu mikrobiolosku kontrolu. To je posebno
izrazeno kod velikih proizvodnih pogona koji kontinuirano
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educiraju laboratorijsko osoblje. Uz svakodnevnu primje-
nu tradicionalnih metoda prema potrebi primjenjuju se i
brze (suvremene) metoda. Manji industrijski pogoni (craft
pivovare) Cesto imaju nedostatak stru¢nog laboratorijskog
osoblja kao i ogranicena financijska sredstva, Sto im ote-
zava mikrobiolosku kontrolu proizvodnog pogona i piva.
U svakom slucaju, s ciljem smanjenja rizika na najmanju
mogucu razinu, svi industrijski pogoni, bilo da je rije¢ o
velikim industrijama ili malim (craft) pivovarama, moraju
biti u mogucnosti brzo otkriti i identificirati mikrobne kon-
taminante tijekom cijelog procesa proizvodnje, punjenja i
pakiranja piva.! 14155053

Tablica 5 — Usporedba tradicionalnih i brzih instrumentalnih me-
toda za mikrobiolosku analizu piva' 15505354

— Comparison of traditional and rapid instrumental
methods for microbiological analyses of beer'+1>50:53,54

Table 5

Brze metode (suvremene)
Rapid methods
(contemporary methods)

Tradicionalne metode
Traditional methods

Intenzivan i naporan rad
laboratorijskog osoblja
Intensive and strenuous work
of laboratory staff

Automatizirane i lake
za upotrebu
Automated and user-friendly

Dugo vremensko razdoblje
do rezultata
Extended waiting period
for results

Brzo dobivanje rezultata
Fast obtaining of results

Mala ulaganja
Low investments

Skupi analiticki uredaji i
kemikalije
Expensive analytical devices
and chemicals

Subjektivna obrada podataka
Subjective data processing

Objektivna obrada podataka
Objective data processing

Ogranic¢ena reproducibilnost
rezultata
Limited reproducibility of
results

Dobra reproducibilnost
rezultata
Good reproducibility of results

Ponovljivost rezultata ovisi o
kvaliteti laboratorija i iskustvu
laboratorijskog osoblja.
Repeatability of results depends
on the quality of the laboratory
and experience of laboratory
staff.

Ponovljivost rezultata ne
ovisi o kvaliteti laboratorija
i iskustvu laboratorijskog
osoblja. Standardni protokoli
rada.
Reproducibility of results is not
dependent on the quality of
the laboratory and experience
of laboratory staff.
Standard operating protocols.

7. Zakljucak

Mikrobna kontaminacija moze znatno utjecati na fizikal-
no-kemijska i senzorska svojstva piva, ¢inec¢i ga neprihvat-
ljivim za konzumaciju te pivovari stvoriti proizvodne i fi-
nancijske gubitke. Prisutnost bakterija u pivu ocituje se u
povecanju biomase i pojavi mutnoce, a kod izrazajnijeg
kvarenja i nastajanju taloga. Metabolicka aktivnost bakte-
rija mlijecne kiseline (Lactobacillus sp. i Pediococcus sp.)
najcesce rezultira promjenom pH-vrijednosti, Sto ima kao
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posljedicu promjenu senzorskog profila piva koja se mani-
festira kiselim okusom uslijed nastanka mlijecne i octene
kiseline. Striktno anaerobne bakterije Pectinatus sp. i Me-
gasphaera sp. smatraju se iznimno opasnim pivskim kon-
taminantima za koje je svojstveno da proizvode octenu,
propionsku, maslacnu, valerijansku, izovalerijansku te ka-
pronsku kiselinu uz nastajanje acetoina i H,S $to pivu daje
nepozeljnu aromu na pokvarena jaja te ga ¢ini zamucenim
uz pojavu taloga. Higijena pogona i tehnoloske opreme
klju¢na je za sprjecavanje mikrobnog oneciséenja te je
optimizacija postupaka cis¢enja i dezinfekcije klju¢na za
smanjenje rizika od kontaminacije u svim fazama procesa
proizvodnje. Ucinkovitost postupaka cis¢enja i dezinfek-
cije te cijeli tehnoloski proces proizvodnje i punjenja piva
mora biti popracen propisanim mikrobioloskim analizama
sukladno planu uzorkovanja. U tu svrhu, pivovare provode
mikrobiolosku analizu uzoraka primjenjujudi tradicional-
ne, ali i suvremene metode detekcije i identifikacije, ovi-
sno o financijskim mogucnostima pivovare, ali i strucnosti
laboratorijskog osoblja. Na taj nacin se osigurava mikrobi-
oloska ispravnost proizvoda, sprjecavajuci tako proizvodne
i financijske gubitke. Pivovare moraju biti u moguc¢nosti
brzo detektirati i identificirati mikrobne kontaminante ti-
jekom cijelog procesa proizvodnje, punjenja i pakiranja
piva, ¢ime se osigurava kvaliteta i sigurnost proizvoda te
smanjuje rizik od reklamacija kupaca i potrosaca i cuva
ugled proizvoda te tvrtke koja ga proizvodi i puni.
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SUMMARY

Microbiological Risks in Beer Production — Safety and Quality Aspects

Ivana Cosic® and Bojan Matijevic®

Beer is considered as a relatively stable product with regard to microbial spoilage. Its chemical
composition does not favour the growth of most microorganisms, due to its low pH and content of
fermentable carbohydrates, alcohol, hop ingredients, and the anaerobic conditions generated by
CO,. However, certain bacterial species can grow in beer, leading to metabolic activity that alters
its physicochemical and sensory characteristics, rendering the beer unacceptable for consump-
tion. Bacterial growth in beer can manifest as biomass and turbidity, and in severe cases, sediment
formation. The microbial population within the brewery changes throughout the beer production
process. Particularly harmful spoilage bacteria for beer production belong to the genera Lactoba-
cillus, Pediococcus, Pectinatus and Megasphaera. To minimise the risk to the lowest possible level,
all industrial facilities, whether large-scale or small craft breweries, must be able to quickly detect
and identify microbial contaminants throughout the entire technological process. Microbiological
analysis during production, filling, and packaging is crucial for ensuring the quality and safety com-
pliance of the product for consumption. Therefore, breweries conduct microbiological analysis
of samples using both traditional and modern detection and identification methods. This review
explores the impact of microbial contamination on the physicochemical and sensory properties of
beer, highlighting the challenges that breweries face in ensuring the microbiological integrity of the
product. The article emphasizes the importance of maintaining product quality and safety, as well
as preventing production and financial losses.

Keywords
Beer, microbial contamination, sensory properties of beer, microbiological safety assurance,
traditional and modern microbiological methods
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