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SAZETAK

Mikotoksini su sekundarni metaboliti plijesni te jedni od najraSirenijih prirodnih
kontaminanata sirovina za proizvodnju piva. Ovi termostabilni spojevi mogu iz sirovina
zavrsiti u konacnom proizvodu i utjecati na senzorski profil piva, Sto moze predstavljati
znacCajan problem za pivarsku industriju. Pivarska industrija koristi razne sirovine, ukljucujuéi
je€am, hmelj, kvasac 1 vodu od kojih svaki moZe biti kontaminiran mikotoksinima. Budu¢i da
je pivo Cesto konzumirani napitak diljem svijeta, razumijevanje prisutnosti mikotoksina u
pivarskim sirovinama i njihov transfer u pivo klju¢an je faktor zbog procjene rizika sigurnosti
zdravlju potrosaca.

Stoga je cilj ove disertacije bio multitoksinskom metodom dokazati prisutnost
mikotoksina u sirovinama i njihov transfer u craft pivo te staviti u korelaciju pojavnost
mikotoksina i njihovih metabolita u craft pivu sa senzorskim profilom piva.

Prema tome validiranom multitoksinskom metodom odredena je po prvi puta
koncentracija mikotoksina i u hmelju jer dosad nema nikakvih podataka o tome. Osim hmelja,
istrazeni su i drugi sastojci poput slada i kvasca. Osim utvrdivanja transfera mikotoksina iz
sirovina u kona¢ne proizvode utvrdeni su i osnovni fizikalno - kemijski parametri.

Primjenom kvantitativne deskriptivne analize (QDA) od strane stru¢nog panela
utvrden senzorski profil intenziteta pojedinih deskriptora piva te je njihov utjecaj stavljen u
korelaciju s udjelom pojedinih mikotoksina.

Ovo istrazivanje pruza sveobuhvatni pregled prisutnosti mikotoksina u pivarskim
sirovinama i njihov utjecaj na senzorski profil piva. Rezultati ukazuju na potrebu za nadzorom
1 regulacijom mikotoksina kako bi se osigurala sigurnost i kvaliteta piva. Takoder, rezultati
ovog istrazivanja mogu posluziti kao osnova za buduca istrazivanja i razvoj zakonskih okvira

za kontrolu mikotoksina u pivarskoj industriji.

Kljuéne rije¢i: craft pivo, hmelj, slad, mikotoksini, fizikalno-kemijska svojstva piva,
kvantitaivna deskriptivna analiza



ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites of molds and one of the most widespread
natural contaminants of raw materials for beer production. These thermostable compounds
can end up in the final product from the raw materials and affect the sensory profile of the
beer, which can be a significant problem for the brewing industry. The brewing industry uses
a variety of raw materials, including barley, hops, yeast, and water, all of which can be
contaminated with mycotoxins. Since beer is a widely consumed beverage around the world,
understi ing the occurrence of mycotoxins in raw materials for the brewing industry and their
transfer to beer is a key factor for the risk assessment of the safety for consumer health.

Therefore, the goal of this dissertation was to prove the presence of mycotoxins in raw
materials and their transfer to craft beer using the multitoxin method, and to correlate the
occurrence of mycotoxins andtheir metabolites in craft beer with the sensory profile of the
beer.

Accordingly, the concentration of mycotoxins in hops was determined for the first
time using the validated multitoxin method, as there is no data on this so far. In addition to
hops, other ingredients such as malt and yeast were also investigated. In addition to
determining the transfer of mycotoxins from raw materials to final products, the basic
physicochemical parameters were also determined.

The application of quantitative descriptive analysis (QDA) by an expert panel
determined the sensory profile of the intensity of individual beer descriptors andtheir
influence was correlated with the proportion of individual mycotoxins.

This research provides a comprehensive overview of the presence of mycotoxins in
brewing raw materials andtheir impact on the sensory profile of beer. The results indicate the
need for monitoring andregulation of mycotoxins in order to ensure the safety andquality of
beer. Also, the results of this research can serve as a basis for future research andthe

development of legal frameworks for the control of mycotoxins in the brewing industry.

Key words: craft beer, hops, malt, mycotoxins, physical-chemical properties of beer,

quantitative descriptive analysis
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1. UVOD



Pivo je stolje¢ima dio nase kulture joS od anti¢kog vremena pa do danas, ujedno i
jedno od najkonzumiranijih i najpopularnijih alkoholnih pi¢a na svijetu (Fangel i sur., 2018).
Posljednjih godina u Hrvatskoj primijecen je znatan porast potro$nje craft piva. PotroSaci su
sve vise zainteresirani za nove tipove piva zbog razli¢itih senzorskih karakteristika u odnosu
na industrijske proizvode (Aquilani i sur., 2015). Tijekom uzgoja, sladenja i/ili skladiStenja
sladene ili nesladne sirovine koje se koriste u proizvodnji piva mogu biti kontaminirane
plijesnima iz rodova, Aspergillus, Fusarium, Penicillium i Alternaria. Upravo su kvaliteta i
senzorska svojstva piva klju¢ni ¢imbenici za zadovoljstvo potroSaca stoga je vazno jamciti
kvalitetu piva i dosljednost izmedu serija. Medutim, kontaminacija piva mikotoksinima, koji
su nusproizvodi plijesni, zna¢ajno mogu utjecati na njegovu senzorsku percepciju i kona¢nu
kvalitetu (Anderson i sur., 2019).

Regulatorna ograni¢enja uvedena su samo za Zzitarice ili specifi¢ne preradevine, ne
razmatraju¢i njihovu upotrebu za proizvodnju piva, te trenutno na razini Europske unije ne
postoji legislativa o maksimalno dopustenim koncentracijama mikotoksina u pivu (Kovac i
sur., 2018). Ujedno prisutnost mikotoksina u hmelju, a koji je jedan od klju¢nih sastojaka koji
utjeCe na aromu piva nije dovoljno istrazena (Pascari i sur., 2022). U pivu je pronadeno vise
od 1000 spojeva; alkohola, estera, ketona, aldehida, organskih kiselina, sumpornih spojeva,
fenola itd. Glavni alat za procjenu kvalitete i prihvatljivosti piva medu potrosafima je
provodenje senzorske analize piva od strane educiranih stru¢njaka (Parker, 2012). Od
senzorskih metoda najceSce se provode deskriptivni testovi i hedonisticke ljestvice za
procjenu kvalitete, odnosno prihvatljivosti proizvoda (Gonzalez Viejo i sur., 2019).

Deskriptivni  senzorski testovi zahtjevni su jer uklju¢uju opis kvalitativnih i
kvantitativnih senzorskih svojstava proizvoda od strane educiranih panelista. Educirani
panelisti imaju bitnu ulogu u homogenizaciji ,,osjetilne* komunikacije i opisivanja proizvoda
kroz razvoj osjetilnog leksikona (da Costa Jardim i sur., 2018).

Prema svemu navedenom doktorski rad je multitioksinskom metodom dokazao
prisutnost mikotoksina u sirovinama i njihov tranfer u craft pivo. Na razli¢itim uzorcima craft
piva iz Republike Hrvatske utvrden je senzorski profil QDA (kvantitativna deskriptivne
analiza), kako bi se moglo staviti u korelaciju pojavnost mikotoksina i njihovih metabolita u
craft pivu sa senzorskim profilom piva. Te ujedno i istraziti udio pojavnosti mikotoksina u

craft pivu nuznih za izradu procjene rizika za potroSace.


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/aspergillus
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/fusarium
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/penicillium
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2.1. Sirovine za proizvodnju piva

Slad se dobiva iz zrna je¢ma (Hordeum vulgare). Za proizvodnju pivarskog slada najcesce
se koriste ozime i ozimo-jare sorte dvorednog je¢ma zbog dobrog prinosa i kvalitete zrna.
Postoji nekoliko nac¢ina postupka proizvodnje slada, a na slici 1 prikazana je shema tipi¢énog

postupaka sladovanja (Stewart, 2016).

&

Namakanje
(Hidratacija zrna)

Stvaranje enzima
(klijanje)

SusSenje u peci
(susenje)

Slika 1. Tipi¢an proces proizvodnje slada (Stewart, 2016)

Za proizvodnju piva postupak sladenja zrna je¢ma sastoji se od tri koraka; namakanja,
klijanja i suSenja. Mocenjem dolazi do stvaranja korjenja te se u je¢mu aktiviraju odredene
koli¢ine proteoliti¢kih i amiloliti¢kih enzima. Enzimi su vazni za hidrolizu ugljikohidrata
stani¢ne stijenke endosperma i proteinskog matriksa (Sari¢, 2020). Enzimatskom razgradnjom
skroba oslobadaju se aminokiseline, Seceri, lipidi, i ostali spojevi okusa u pivu (Habschied i
sur., 2020). Prema duzini korjenci¢a odreduje se kraj procesa klijanja. Proklijalo zrno naziva
se jo3 i “zeleni slad “(Sari¢, 2020).

Najvaznija kriticna kontrolna toCku u proizvodnji je faza suSenja jer omogucuje
proizvodnju razli¢itih vrsta slada ovisno o vremenu potrebnom za susenje, postignutoj
konac¢noj temperaturi, vlaznosti, protoku zraka i pH (Howe, 2020). Svrha susenja je da se
smanji sadrzaj vlage u sladu ispod 5%, da se na taj nacin osigura stabilnost sirovine za
skladiStenje, transport i da se sprijeci denaturacija enzima (Oser, 2015). SuSenjem se potice

stvaranje melanoidina putem neenzimske Maillardove reakcije izmedu aminokiselina i Secera
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(Howe, 2020). Postupnim podizanjem temperature sa 50 do 85 °C oko 21 sat razvija se
intenzivnija boja slada (Poutanen, 2020; Rani i Bhardwaj, 2021). Moze se posti¢i veliki
raspon boja slada od 3 jedinice Europske konvencije o pivarstvu (EBC) za lager slad i do
1000 EBC jedinica za ¢okoladni slad. U tablici 1, nalaze se neke vrste slada zajedno s

klju¢nim opisima okusa i raspona boja (Parker, 2012).

Tablica 1. Tipi¢ne vrste slada s opisima okusa i rasponom boja (Parker, 2012)

Slad Okus Boja SRM
Zeleni slad zeleni, travanti, zeleni grasak
Lager zeleno, sladno, orasasto, slatko 2do4
Ale sladno, orasasto, slatko, prepeceno 4do7

Karamelizirani
Karamalt slatko, karamala 10 do 30
Kristal slatko, karamela, pirjano voce, 75 do 750
toffee,crna melasa, spaljena

Peceno (suho)

Amber biskvitno, peceno, sladno, gorko 40 do 60

Cokoladni slad tamna Cokolada, spaljena, o$tra 800 do 1200
Crni slad zagorjela crna kava, ostra, pomalo trpka 1200 do 400
Peceni jecam zagorjela, oStra, suha, crna kava 1200 do 1500

Slad se moze podijeliti na lager i ale sladove. Bijeli ili enzimski slad daje pivo zlatne
boje sa slatkim i oraSastim okusima. Specijalni slad, proizveden na niskim temperaturama
susenja ima slatku, aromu karamele te narancasto-smedu boju. Sladovi koji su podvrgnuti
intenzivnjim temperaturama pecenja vrlo su tame boje te imaju zagoreni, dimljeni okus, na
cokoladu i crni slad (Parker, 2012). Maillardovom reakcijom dolazi do ugradnje dusika §to
omogucuje stvaranja spojeva klju¢nih nota okusa tamnih piva poput pirola (slatki, orasasti),
piridina (riba, kokice) i pirazina (przeni orasi, maslac od kikirikija, karamela, kava). Ugradnja
sumpora (metionin, cistein) stvara produkte poput tiofena i tiazola (orasasti, zeleni, klice
graha). Tijekom proizvodnje specijalnog slada, zrno se kuha na temperaturama iznad 129 °C
§to dovodi do karamelizacije odnosno stvaranja spojeva poput furana, furanona i piranona
koji imaju slatkasti, voéni i karamelni okus. Procesom pirolize iznad 250 °C dolazi do
stvaranja vrlo zagorjelih, pepeljastih i oporih okusa koji su povezani s tamnim przenim

sladom poput ¢okolade (Parker, 2017). Takoder se mogu proizvesti fenoli, koji imaju okus na



ljekove i dim. Tamni slad ima visu koncentraciju aldehida koji su nastali Streckerovom
razgradnjom aminokiselina tijekom suSenja i povezani su s ustajalim okusima piva (Parker,
2012).

U pivaraskoj industriji tijekom procesa proizvodnje piva koristi se velika koli¢ina
vode. Voda sluzi za ¢isc¢enja, hladenja i stvaranje pare za grijanje ali isto tako velika koli¢ina
vode se Kkoristi za proces kuhanja piva. Industrije recikliraju otpadne vode, kako bi se smanjili
ekonomski troskovi proizvodnje (Bamforth, 2003). Njenoj kvaliteti doprinose ¢imbenici
poput pH, sadrzaj iona i mikroba, kao i potencijalna prisutnost nusproizvoda dezinfekcije.
Odredena piva za svoj karakteristican okus ovise o vodi iz odredenih regija. Primjerice
Guinness® se izvorno kuha s tvrdom vodom iz Dublina, Irska i Pilsner Urquell potjecu iz
regije mekih voda u Plsenu, Ceska (Parker, 2012).

Tvrde vode koje imaju visoku razinu kalcija i magnezijevih sulfata, dobra su za
proizvodnju bitter pale-ale piva. Nepozeljan miris i okus piva moze prouzrokovati klor pa se
mora ukloniti filtracijom preko aktivnog ugljena. Kalcij ima utjecaj na pH sladovine, utjece
na talozenje i nakupljanje pivskog kamenca. Prije proizvodnje piva odreduje se omjer klorida
I sulfata jer utje¢u na okus piva, sulfati pojacavaju suhocu piva, a kloridi pridonose volumenu
i puno¢i okusa (Parker, 2012).

Vecinom pivovare za proizvodnju piva Koriste vodovodnu, mikrobioloski ispravnu
vodu jedino moraju prilagoditi ionski sastav vode. U vecini slucajeva dodaje se kiselina u
malim koli¢inama ili pak se provodi ionska izmjena demineralizacija i reverzna osmoza vode.
Ako pak se za proizvodnju piva koristi voda iz rijeke, jezera, bunara ili podzemnog izvora
takva voda se mora mikrobioloski testirati i po potrebi obraditi klorom, Klor-dioksidom,
ozonom, UV zrakama, sterilnom filtracijom (Parker, 2012).

Hmelj (Humulus lupulus L.) je dvodomna biljka, trajna penjacica iz porodice
Cannabaceae, rod Humulus, vrsta Lupulus L. (slika 2) (Srédl i sur., 2020). Postoje muske i
zenske biljke, dvospolna, visegodisnja biljka podrijetlom iz Azije, Sjeverne Amerike i
Europe. Sisarka hmelja koja se koristi u pivarstvu je produktivni Zenski cvijet (Almaguer i
sur., 2014).



Porodica Rosales

L] |
i Cannabaceae .
Obitelj
I |
Humulus Cannabis
Rod o E— a?
I 1 1
H. japonicus H. lupulus H. yunnanesis C.sativa

Vrsta L | L Ly | |

Slika 2 . Klasifikacija biljke hmelja (Almaguer i sur., 2014)

Veé 1888. godine utvrdeno je da hmelj doprinosi mikrobnoj stabilnosti piva te da ima
blaga antifungalna svojstva na odabrane vrste gljiva, pa samim time stiti pivo od infekcija. U
pivo se dodaje radi postizanja odredene gorcine te za dobivanje karakteristicne arome i okusa
(npr. vocna, cvjetna i sl.) Spojevi odgovorni za gorak okus su smole i esencijalna ulja.
Frakcija smole sastoji se od nekoliko komponenti od kojih su najznacajnije a-kiseline ili
humuloni. Tijekom vrenja sladovine kiseline se izomeriziraju do gorkih i topljivih spojeva
zvanih izo-o-kiseline §to utjee na promjenu organolepti¢kog profila okusa piva (Srédl i sur.,
2020).

Na temelju kemijskog sastava sorte hmelja mogu se podjeliti na: "gorki hmelj" i
"aroma hmelj". Uljni ekstrakti hmelja mogu biti procis¢ene frakcije arome hmelja, npr.
cvjetni, zacinski, voéni, biljni ili ekstrakti jedne sorte hmelja, npr. Golding, Saaz i Cascade.
Najcesce se u sladovinu dodaju nakon fermentacije jer ti spojevi mogu ishlapiti ventilacijom
ili apsorpcijom (Bamforth, 2002). Gorke sorte hmelja se u sladovinu dodaju na pocetku
kuhanja, a aromaticne na kraju da se sprijeci isparavanje lako hlapivih eteri¢nih ulja. Hmeljne
kiseline doprinose gor¢ini piva, ali i postizanju stvaranja i stabilnosti pivske pjene tako da se
hidrofobni spojevi koncentriraju u pjeni, ¢cime se povecava stabilnost pjene. Pjena je vazan
faktor kvalitete u procesu proizvodnje piva (Almaguer i sur., 2014).

Prirodna ili umjetno proizvedena svjetlost uzrokuje razgradnju izo-a-kiselih gorkih
tvari u 3-metil-2-buten-1-tiol (MBT) §to dovodi do stvaranja nepozeljne arome okusa piva na
lagani ili ,,skunky* okus. Pivo u ambalazi od smedeg stakla ima odredenu zastitu od svjetlosti
koja uzrokuje navedenu Stetu, ali zeleno i prozirno staklo nema svjetlosnu zastitu (Parker,
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2012). Spojevi koji utjeCu na gor¢inu su polifenoli npr. galna kiselina, vanilijeva kiselina,
kumarin, flavonoidi i tanin. Koncentracija se izrazava kao Medunarodna jedinica za gor¢inu
(eng. International bittering unit IBU) (Oladokun i sur., 2016). Mjesanjem dviju ili viSe sorti
hmelja moze se stvoriti jedna sinergija s ciljem stvaranja arome ili gor¢ine u svakom stilu
piva (Gonzalez-Salitre i sur., 2023).

Kvasac (Saccharomyces cerevisiae) ima vaznu ulogu u proizvodnji svih alkoholnih
pi¢a. Okus i aroma piva ovisi o sastavu, sladovini, te u konaénici upotrebljenom soju kvasca.
Vise od 800 spojeva prisutnih u pivu u razli¢itim koncentracijama utjecu na spektar okusa a
potjeCu od metabolizma kvasca. Za dobivanje piva Zeljenog okusa koriste se razliCiti sojevi
pivskog kvasca. Aktivni proizvodi iz metabolizma kvasca koji utje¢u na aromu su etanol i visi
alkoholi, glicerol, COg, estere, acetaldehid, masne kiseline, organske kiseline, fenole i niz

sumpornih spojeva (slika 3) (Didak Ljubas i sur., 2022; Peces-Pérez i sur., 2022).

Sulfati
H2S,S02 4—1
Seceri Amino kiseline
Piruvat < *  Keto kiseline
Organske l\-
kiseline
~ Acetil-CoA Acetil Vicinan
Idehid
aeen diketoni
v l
Etanol
Masni Acil-CoA Vi&i alkoholi
Masne /
kiseline +
s

Slika 3. Shema dijagrama okusa koje proizvodi kvasac tijekom fermentacije (Gagula, 2017)

Ovisno o temperaturi fermentacije kvasac se moze podijeliti u dvije skupine oni koji
fermentiraju na vi§im temperaturama i na nizim tempreturama (Parker, 2012). Kvasce koji
nisu Saccharomyces karakterizira pomak u metabolizmu prema proizvodnji sekundarnih
metabolita, za razliku od klasi¢nih Saccharomyces spp. koji proizvode biomasu i etanol
(Lodolo i sur., 2008). Kao produkti metabolizma kvasca nastaju esteri koji pivu daju vocne
note na bananu (izo-amil acetat), ananas, crvena jabuka-sjemenke anisa (etil heksanoat) i
esteri otapala (etil acetat). Najvazniji nusprodukt metabolizma aminokiselina je diacetil koji

ima intenzivan okus maslaca (Meilgaard, M. C.i sur., 1979). Tijekom vrenja kvasac proizvodi
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I spojeve sa sumporom, poput sumporovodika (jaje), sumpornog dioksida (SOz), dimetil sulfat
(DMS-a) (kukuruz Secerac) i dimetil disulfida (kuhano povrée, kupus) sa vrlo niskim pragom
okusa (ug L) u pivu. Takoder, jo§ jedan bitan spoj koji nastaje tijekom susenja slada,

gnjecenja i kuhanja sladovine je 3-metiltiopropionaldehid (metional) (Parker, 2012).

2.2. Podjela piva

Mnogo je razli¢itih vrsta i tipova piva koji sadrze vise od 1000 okusa i mirisa. Podjela
piva na tipove i vrste je definirana pravilnicima o kvaliteti piva. Razli¢iti su nacini
proizvodnje piva i to od same upotrebe razli¢itih vrsta zitarica, nacina suSenja nakon sladenja,
svojstva vode koja se koristi za kuhanje i sojeva kvasaca $to u konacnici pridonosi
tradicionalnim razlikama izmedu piva. Najéesc¢a podjela piva je prema procesu fermentacije

pa tako se dijele piva “gornjeg® i ,,donjeg® vrenja.

Podjela piva prema vrsti kvasca

Lager piva ili piva donjeg vrenja najvise su konzumirana i dobivaju se vrenjem pivske
sladovine pomoc¢u razli¢itih sojeva Ciste kulture kvasca vrste Saccharomyces uvarum. Vrenje
pivske sladovine zapocinje pri temperaturi od 6-8 °C i zato se naziva hladnim vrenjem, a
zavrSava na temperaturi od 9-18 °C. Mlado pivo se ohladi, a kvasac se istalozi na dnu posude
te se odvoji 1 odlezava pri 0-1 °C jedan do tri ili vi$e tjedana. Lager pivo tako ima izrazenu
gor¢inu i aromu po hmelju, bogatu i trajnu pjenu, punog je okusa zbog relativno velikog
udjela neprevrelog ekstrakta. Tamno lager pivo naziva se Dunkel ili Dunkles, dok neka
iznimno tamna piva tog tipa nose predikat Schwartz (crn). U mnogim se zemljama jako lager
pivo naziva Bock, a posebno jako Doppel Bock. Varijacijom u preradi, formulacijama i
sastavu sastojaka dobivaju se razliciti tipovi piva kao $to su pilsen (sti ardni americki lager),
bock, weizen, pale i brown ales, rauchbier i mnogi drugi (Mari¢, 2009).

Vrste lager piva se u osnovi razlikuju prema tvrdoc¢i vode te razgradenosti i boji slada
za pripremu sladovine. Tako se plzensko lager pivo (Pils) proizvodi od vrlo mekane vode
(ukupna tvrdo¢a do 4 nj°) i vrlo svijetlog slada, a dortmundsko od tamnog slada i vrlo tvrde
vode (preko 40 nj°). Upravo zbog tvrdo¢e vode i boje slada, vrste lager piva se medusobno
razlikuju po nijansi boje (od svjetlozute do crvenosmede), puno¢i okusa i aromi.

Drugi tip piva je pivo ,,gornjeg® vrenja ili ale, za alkoholno vrenje koristi se Cista
kultura pivskog kvasca vrste Saccharomyces cerevisiae, vrenje zapocinje pri viSoj temperaturi

sladovine od 10 °C i zavrSava na 25 °C, kada kvasac ispliva na povrS$inu mladog piva. Nakon
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izdvajanja kvasca, mlado pivo odlezava i dozrijeva pri temperaturi od 20 °C. Praznijeg je
okusa u usporedbi s lager pivom vise je sli¢nije vinu nego pivu.

Druga skupina ovih piva su crna britanska piva Porter i Stout, a imaju izuzetnu
punocu, sladnu aromu te gustu i stabilnu pjenu. Manje poznato je Africko pivo koje se
proizvodi s posebnom vrstom kvasaca Shizosaccharomyces pombe u ekstremnim klimatskim
uvjetima na 30-40 °C od prosenog, a ne jeCemnog slada.

Nedavno se pojavio 1 Cetvrti tip piva koji nastaje spontano uz pomocu divljih,
neselekcioniranih sojeva kvasaca. Kvasci u sladovinu dospijevaju iz zraka ili sa zidova
posuda i prostorija za vrenje. Neki industrijski proizvodaci piva u Belgiji (dolina rijeke
Zenne) koriste ovaj postupak za proizvodnju cuvenih Lambic piva, koja sadrze vise
neprevrelog ekstrakta i1 hlapljivih sastojaka Sto im daje poseban bouque okus (vinski, voéni,
ponekad fenolni) (Mari¢, 2009).

Podjela piva prema masenom udjelu ekstrakta u sladovini

Obzirom na maseni udio suhe tvari (ekstrakta) u sladovini prije pocetka vrenja, tipovi
piva se dijele na:

Slaba ili laka piva imaju malen udio alkohola i neprevrelog ekstrakta.

Sti ardna se proizvode od sladovine s 10,1-12 % ekstrakta, pa je udio alkohola u njima
od 3,5-5,5 vol.%.

Specijalna se piva proizvode iz sladovine s vise od 12 % ekstrakta, sadrze vise
neprevrela ekstrakta, pa se nazivaju puna piva.

Dvostruko sladna piva se proizvode od sladovine s 18-22 % ekstrakta i nazivaju se
jakim pivima, jer sadrze povecani udio alkohola i neprevrelog ekstrakta.

Jecmena piva sadrze volumni udio alkohola kao i vina od 7,5 do 10 vol.%. Zbog
velikog udjela neprevrelog ekstrakta izrazito su punog okusa, pa se konzumiraju u malim
koli¢inama (Mari¢, 2009).

Podjela piva prema glavnoj sirovini za proizvodnju sladovine

Je€meni slad je osnovna sirovina za vecinu lager i ale piva, ali u mnogim zemljama
moze se djelomi¢no zamijeniti “nesladenim® sirovinama. Zamjenom najmanje 50 %
je¢menog slada s pSeni¢nim dobiva se pSeni¢no, Bijelo pivo (Weizenbier). U Europi se moze
naci 1 razeno pivo proizvedeno od razenog slada koji pivu daje vrlo svojstven okus zbog
voénih, pomalo gorkih, pikantnih, uljastih, ponekad gotovo ljutih obiljezja paprene metvice.

Sladni sirak, proso i kukuruz se u velikom dijelu Afrike koriste za proizvodnju lokalnih piva
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kao Sto su bouza, burukutu, pito i tshwala. Tarahumara iz Meksika ukljucuje ispijanje

kukuruznog piva, tesquina za vrijeme vaznih drustvenih rituala (Young, 2021).

Podjela piva prema boji

U osnovi, piva mogu biti: svijetla, crvena, tamna i crna, ali se zapravo radi o razli¢itim
nijansama Zute, crvene, crvenosmede i crne boje. Cesko ili plzensko pivo je svjetlozute do
svjetlozlatne boje. BeCko je zlatnozuto, dortmundsko crvenkasto, a bavarsko smede. Tipicne
vrste vrlo tamnog piva su Porter i Stout. Nekada se Porter pivo dugo ¢uvalo u drvenim
bac¢vama gdje se razvijala specifi¢na mikroflora (Brettanomyces spp. npr.), sto mu je davalo
karakteristiénu aromu na miris deke za pokrivanje konja. Najpoznatije Stout pivo proizvodi
tvrtka Guinness. Crna su piva su prakti¢no neprozirna s okusom gorke ¢okolade ili “suhog”

karamela (Mari¢, 2009).

Podjela piva prema volumnom udjelu alkohola

Ova podjela uglavnom sluZzi za odredivanje posebnog poreza na pivo koji u svim
zemljama znacajno doprinosi drzavnom proracunu. Porez je visi §to je viSi volumni udio
alkohola u pivu koji moze biti od 0,5-10 % (vol.%). Bezalkoholna piva svugdje u svijetu
mogu sadrzavati do 0,5 vol.% alkohola, iznimka su islamske zemlje gdje bezalkoholno pivo
ne smije sadrzavati nimalo alkohola. Piva s malim udjelom alkohola sadrZe ispod 3,5 vol.%
alkohola. Sti ardna lager piva i piva gornjeg vrenja (ale) sadrze preko 3,5 vol.%. Jaka piva
imaju vise od 5,5 vol.% alkohola. Je¢mena piva pak imaju udjel alkohola kao vina (7,5-10
vol%). U svim europskim zemljama na etiketi piva mora biti naznacen udio alkohola u

volumnim % (Mari¢, 2009).

2.2.1. Industrijsko i craft pivo

Prema Pravilniku pivo se definira kao ,,proizvod dobiven alkoholnim vrenjem pivske
sladovine upotrebom ¢cistih kultura pivskih kvasaca Saccharomyces cerevisiae, a iznimno
spontanim vrenjem ili uporabom mjeSovitih mikrobnih kultura.” MoZe se razvrstavati U
sljedece kategorije: ,specijalno pivo®;,,jako pivo*;,,bezalkoholno pivo ,,pSeni¢no pivo*;,, pivo
proizvedeno s mjeSovitom mikrobnom kulturom®;, mutno pivo ,nefiltrirano pivo*;,,svijetlo
pivo“;,,crveno pivo“ ili ,,tamno pivo*;i ,,crno pivo “.

Ovisno o vrsti glavnog vrenja, pivo se moze oznaciti i kao:
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»ale“ili ,,alt bier* za pivo gornjeg vrenja;
,lager za pivo donjeg vrenja;
,,spontano prevrelo® za spontano prevrelo pivo (NN 142/2011, 2011).

Najveci porast prodaje piva posljednjih godina dolazi iz kategorije craft piva, koja je
znatno porasla za 10 % od 2015. do 2016. godine u odnosu na ukupnu kategoriju piva koja je
porasla samo za 1,3 %-3,5 %. Craft pivovare imaju manji obim i neovisnost, a njihova glavna
karakteristika je stavljanje naglaska na poseban okus i na tehnike kod kuhanja (Sanchez,
2017).

U Hrvatskoj je donesen Zakon o izmjenama i dopunama Zakona o troSarinama 100/15,
¢l. 66.a, u kojem su craft pivovare definirane kao ,,pivovara s godiSnjom proizvodnjom piva
do 125.000 hL, koja je pravno i ekonomski nezavisna od bilo koje druge pivovare, Kkoristi
proizvodne 1 skladiSne prostore fizicki odvojene od bilo koje druge pivovare i koja ne
proizvodi pivo prema licenciji* (NN 144/2021, 2021).

Osnovne sirovine koje se koriste u proizvodnji industrijskog tako i craft piva su: voda,
jecam, kvasac, hmelj i ostali dodaci. Slad je ujedno i glavni sastojak u samome procesu, a
piva (Jaeger i sur., 2020). Kvaliteta sirovine igra vaznu ulogu u senzorskim karakteristikama
piva i stoga se mora uzeti u obzir tijekom procesa kuhanja piva (Mastanjevi¢ i sur., 2018).
Vecina craft pivovara proizvodnju piva zapocinje sa ve¢ kupljenim sladom, a ne s jeémom.
Jer sam proces vlastite proizvodnje slada dovodi do vecih kapitalnih ulaganja, a i veca je
nesigurnost oko kvalitete kona¢nog proizvoda. Kvantitativno najvaznija sirovina je voda jer
ona takoder utjeCe na svojstva i kvalitetu piva u razli¢itim fazama prerade (Pascari, i sur.,
2018).

Hmelj daje pivu gorak okus i utjece na aromu piva. U craft pivovarama pivari dodaju
aromati¢ne pelete sorte hmelja u ve¢ gotovo pivo da se maceriraju odredeno vrijeme. U
modernoj pivarskoj praksi uopce se ne koriste nepreradene SiSarice ve¢ se zbog vise razloga
koriste razlic¢iti hmeljni peleti i ekstrakti hmelja (Sanchez, 2017). Kvasci su odgovorni za
fermentaciju, a craft piva se dobivaju pomoc¢u kvasca gornjeg vrenja (ale), i donjeg vrenja
(lager) ili spontanom fermentacijom (Pascari i sur., 2018).

Izgled i okus glavne su razlike izmedu craft i industrijskih piva na koje snazno utjece
proces proizvodnje piva. Uz razli¢ite sirovine koje se koriste u proizvodnji, zrelo glavno pivo
prolazi mikrofiltraciju, a pivo se zatim pasterizira u bocama kako bi se uklonili

mikroorganizmi prije pakiranja u boce (Pascari i sur., 2018). Craft pivo je obi¢no nefiltriran i
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nepasteriziran proizvod, a kvasac tada posljedi¢no zaostaje u craft pivu. Ova dva koraka ¢ine
glavne razlike izmedu industrijskih i obrtnic¢kih procesa kuhanja piva. Odsutnost ovih procesa
moze craft pivo uciniti podloznijim mikrobnoj kontaminaciji u usporedbi s industrijskim
pivom (slika 4). U konacnici to moze rezultirati kvarenjem piva poput zamucéenja,
zakiseljavanja 1 stvaranja nepozeljnih aromatskih spojeva. Mnogi spojevi poput Secera,
organskih kiselina, gorkih kiselina hmelja, polifenola i karbonilnih spojeva utjeu na
senzorska svojstva craft piva. PotroSaci craft piva upravo biraju zbog njihovih razlicitih

okusa, §to povecava vjerojatnost percipiranja da su craft piva viSe kvalitete (Giovenzana,
Beghi i Guidetti, 2014).

HMELJ

)4 | v

NAMAKANJE KLIJANJE SUSENJE

SLADENJE —l\
SLAD VODA
2
PRISILNA
KARBONIZACIJA

FILTRACIA YR

9 KVASAC

MIKROFILTRACIJA
)

PUNJENJE

VRTOLOZENJE

2 »

FERMENTACIJA | MACERACIJA KUHANJE

PASTERIZACIJA OZNACITI EKSPEDICIJA

MARKETING | KONZUMACIJA

Slika 4. Razlika u koracima; komercijalno pivo sa mikrofiltracijom i pasterizacijom (zeleno)

od obrtnickog procesa kuhanja koje je bez tih koraka (Schabo i sur., 2021)

Tipovi piva takoder se mogu razlikovati U proizvodnji medu regijama ovisno o
kulturnim aspektima i dostupnosti sastojaka (Bamforth, 2003). Ovaj rastuc¢i sektor pivarstva

pruza raznolikost 1 odrzivost, dok podrzava lokalne zajednice i proizvodace (Aquilani i sur.,
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2015). Vecina craft pivovara proizvodi male serije razli¢itih tipova (npr. lager, ale, india pale
ale, porter, stout, pSeni¢na i kisela piva), u razli¢itim intenzitetima (visoki sadrzaj hmelja ili

slada) i ¢esto s viSim udjelom alkohola (Jaeger i sur., 2021).

2.3.  Mikotoksini

Unutar carstva gljiva velika skupina mikroorganizama su mikroskopske micelijske gljive
odnosno plijesni (Markov, 2022). Plijesni proizvode sekundarne metabolite koji djeluju kao
metabolicki odgovor na stres iz okolisa i mogu pruziti kemijsku obranu protiv svojih
antagonista. Ujedno dovode do mikrobioloskog kvarenja §to narusava estetski izgled i
prehrambenu vrijednost hrane. Poznato je vise od 100 000 vrsta plijesni. Vise od 400 vrsta se
smatra toksi¢nima, a za 5 % je poznato da proizvode mikotoksine koje imaju neZeljen u€inak
kako na zivotinje tako i na ¢ovjeka (Habschid, 2011).

Mikotoksini naziv dolazi od grcke rije¢i myces — gljiva, toxicum — otrov, toksi¢ni su
sekundarni metaboliti plijesni 1 od velike su vaznosti za sigurnost hrane kao i hrane za
Zivotinje. Stabilni su kemijski spojevi koji se ne uniStavaju tijekom procesiranja i toplinske
obrade. Nalaze se na poljoprivrednim proizvodima uglavnom su povezani sa Zzitaricama,
posebice kukuruzom, pSenicom, jeémom, razi, rizom i zobi (Goyarts i sur., 2007). Na taj
nacin mogu kontaminirati hranu 1 sto€nu hranu uzrokuju¢i Sirok spektar Stetnih u¢inaka kako
na ljude tako i na zivotinje (Arroyo-Manzanares i sur., 2021).

Osim §to su toksi¢ni za ljude i Zivotinje, mogu imati i fitotoksi¢ne ili antimikrobne uc¢inke
na zdravlje ljudi. Primjerice penicilin ili statini kao metaboliti plijesni koriste se u proizvodnji
lijekova, a toksi¢ni metaboliti plijesni su aflatoksini, trihoteceni i ostali, primjerice ergot
alkaloidi su toksi¢ni ali i farmaceutski korisni (Kochman i sur. 2021). Plijesni zive kao
parazitni organizmi na razli¢itim tvarima organskog podrijetla ¢ija boja moze biti od crne,
zelene, zute, sive ili crvene a potjece od njihovih spora.

Plijesni koje se najc¢es¢e mogu pronaci na je¢mu i pSenici na polju ukljucuju vrste rodova
Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Alternaria i Cladosporium, pri ¢emu najvece probleme u
sladarstvu i pivarstvu predstavljaju plijesni roda Fusarium (slika 5) (Papadopoulou-Bouraoui i
sur., 2007).
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Slika 5. Zrna kontaminirana plijesnima i potencijalnim mikotoksinima koje mogu

proizvesti toksigene vrste (Schabo i sur., 2021)

Sarza zrna je¢ma ili pSenice koja je prihvatljiva po svim drugim pokazateljima kakvoée, a

kontaminirana je plijesnima roda Fusarium smatra se nepogodnom za sladenje (Schwarz,

Casper i Beattie, 2018). Primjerice, jedna vrsta plijesni moze proizvoditi vise strukturno

razli¢itih mikotoksina i obrnuto jedan mikotoksin moze proizvoditi viSe razli¢itih vrsta i

rodova plijesni, kao $to je prikazano u tablici 2 (Frisvad, 2018).
Tablica 2. Najznacajniji mikotoksini i plijesni koje ih proizvode (Frisvad, 2018)

Mikotoksini PLIJESNI
Aflatoksini Aspergillus flavus, A. parasiticus
o Aspergillus terreus, A. carneus, Monascus ruber, M. purpureus, P.
Citrinin citrinum, P. expansum, P. odoratum, P. radicicola, P. verrucosum
Fusarium graminearum, F. culmorum, F. pseudograminearum
Fusarium verticillioides, F. proliferatum, F. nygamai, F. napiforme, F.

thapsinum, F. anthophilum, F. dlamini

Deoksinivalenol

Fumonizini
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Mikotoksini PLIJESNI
Aspergillus affinis, A. albertensis, A. alliaceus, A. welwitschiae, A.
carbonarius, A. cretensis, A. flocculosus, A. lacticoffeatus, A. niger, A.
Okratoksin A ochraceus, A. pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A. sclerotioniger, A.
sclerotiorum, A. steynii, A. sulphureus, A. westerdijkiae, Neopetromyces
muricatus, Penicillium nordicum, P. verrucosum
Aspergillus clavatus, A. giganteus, A. longivesica, Paecilomyces fulvus, P.
niveus, P. saturatus, Penicillium antarcticum, P. carneum. P.clavigerum, P.

compactum, P. concentricum, P. coprobium, P. dipodomyicola, P.

Patulin expansum, P. gladioli, P. gli icola, P. griseofulvum, P. marinum, P. novae-
zeeli iae, P. paneum, P. psychrosexualis, P. samsonianum, P.
sclerotigenum, P. vulpinum, Xylaria longiana
Zearalenon Fusarium graminearum, F. culmorum, F. equiseti, F. crookwellense
Ergot alkaloidi Claviceps purpurea, C. paspali
T-2i HT-2
T Fusarium sporotrichioides, F. langsethiae, F. poae, F. sambucinum

Primjena kontaminiranog slada u proizvodnji piva moZe uzrokovati razli€ite probleme,
kao §to su promjena u boji i sastavu sladovine, prisutnost mikotoksina i pojavu prekomjernog
pjenjenja piva. Sto naravno moze predstavljati ozbiljan zdravstveni rizik za potrosace (Azam i
sur., 2021). Nakon zetve, faktori koji utjeCu na infekciju plijesnima i naknadnu sintezu
mikotoksina su; sadrzaj vlage u zrnu, pravovremena Zetva, duljina mokrog ¢uvanja zrna prije
susenja, koli¢ina zrna i stranih materijala, koli¢ina prasine, vrsta i kvaliteta skladisnih
struktura, temperatura zrna, relativna vlaznost zraka u meduprostoru, kondenzacija u prostoru,
kretanje vlage u rasutom zrnu i zaraza kukcima (Channaiah i Maier, 2014).

Negativni zdravsteni ucenici na ljude mogu biti od akutne toksi¢nosti do kroni¢nih
simptoma kao §to su oSte¢enje bubrega, oSteCenje jetre i pojava karcinoma (WHO, 2017).
Kontaminacija mikotoksinima svjetski je problem, ozbiljniji u vlaznim i toplim uvjetima
okoliSa koji pogoduju rastu plijesni 1 proizvodnji mikotoksina. U nedavnom istrazivanju
utvrdeno je da 60% do 80% poljoprivrednih proizvoda je kontaminirano mikotoksinima
(Eskola i sur., 2020).

Najces¢i regulirani mikotoksini koji se mogu naci u Zitaricama, a posljedi¢no i u pivu su
aflatoksini (AFBy, B2, G1 i G2), okratoksin A (OTA), trihoteceni (deoksinivalenol (DON), T-2
I HT-2 toksin), fumonizini (FB), zearalenon (ZEN), ergot alkaloidi i alternaria toksini (slika
6) (Schabo i sur., 2021).
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Slika 6. Naj¢es¢i regulirani mikotoksini u raznim prehrambenim proizvodima a

posljedi¢no se mogu naci u pivu (autor)

Prisutnost mikotoksina u hmelju klju¢énom sastojku piva jo$ nije dovoljno istrazena
iako je potvrdena prisutnost mikotoksikogenih plijesni kao kontaminanata hmelja (Pascari i
sur., 2022). Regulatorna ograni¢enja uvedena su samo za Zzitarice ili specifi¢ne preradevine,
ne razmatrajuéi njihovu upotrebu za proizvodnju piva. Trenutno na razini Europske unije ne
postoji legislativa o maksimalno dopusStenim koncentracijama mikotoksina u pivu (Ostry,
2017).

Cilj i potreba svake zemlje je unaprijediti strategiju kontrole kvalitete i sigurnosti
hrane (Channaiah i Maier, 2014). Primjenom dobre tehnike, strategije obrade i same kontrole
mikotoksina koja pocinje ve¢ tokom zetve pri niskim razinama vlaznosti zrna kako bi se
sprijecio rast plijesni ili pak susenjem nakon zetve (Bullerman i Bianchini, 2014). U
konacnici sustavni pristup dobroj proizvodackoj praksi i primjena HACCP-a (eng. Hazard
Analysis and Critical Control Point) vazni su za smanjenje mikotoksina u zitaricama (Neme i
Mohammed, 2017).
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2.3.1. Mikotoksini u pivu

Za proizvodnja piva mogu se koristiti zrna je¢ma odnosno slada koja su mozda bila
kontaminirana mikotoksinima. Medu najc¢es¢im Fusarium mikotoksinima pronadenim u pivu
su: trihoteceni tipa A; diacetoksiscirpenol, T-2 i HT-2 toksini, od trihotecena tipa B: nivalenol
(NIV), deoksinivalenol (DON), 3- i 15-acetil-deoksinivalenol (3-Ac-DON i 15-Ac-DON) te
maskirani mikotoksin deoksinivalenol-3-glukozid (DON-3-Glc), zearalenon (ZEN),
aflatoksini (AF), okratoksin A (OTA) i fumonizini (Benesova i sur., 2012). Kontaminacija s
Fusarium ili drugim toksigenim ili ne-toksigenim plijesnima utje¢e na sigurnost kona¢nog
proizvoda ali moze ometati i metabolizam biljaka te promijeniti sastav Zitarica i enzima
vezanih uz proizvodnju piva (Bertuzzi i sur., 2018; Pascari, Ramos, i sur., 2018). Mikotoksini
koje proizvode vrste Aspergillus i Penicillium, poput okratoksin A i aflatoksina takoder su
tijekom istrazivanja pronadeni kod proizvodnje slada, u pSenici i u pivu (Schabo i sur., 2021).

Aflatoksini su prirodni toksini koje proizvode plijesni Aspergillus flavus i A.
parasiticus, glavne vrste aflatoksina su: Bl, B2, G1, G2 te M1 i M2. Zbog svoje
termostabilnosti, ne mogu se eliminirati tijekom obrade hrane (Marin i sur., 2013). Aflatoksin
istrazivanje raka (IARC; eng. International Agency for Research on Cancer) svrstala ga je u
karcinogene 1. skupine (IARAC, 2002). Spoj koji je izrazito teratogen, visokotoksic¢an i
karcenogen te u ljudskom i Zivotinjskom organizmu djeluje imunosupresijski, izaziva akutne i
kroniéne toksi¢ne ucinke (Eskola i sur., 2020). Cesto su otkriveni u kukuruznim pivima
(Marin i sur., 2013). Akutni simptomi koji se javljaju kod ljudi ukljuéuju bolove u trbuhu,
povracéanje, pluéne bolesti, ikterus, cerebralni edem, konvulzije, krvarenje, pa ¢ak i smrt. Kod
kroni¢ne aflatoksikoze dolazi do potiskivanja imunoloskog sustava samim time izaziva
tumore ili druga nepovoljna patoloska stanja. Kontinuirana izloZenost aflatoksinima je
znacajno povezana s kognitivnim o$tecenjem i inhibicijom rasta u djece (Wan, 2020).

Zearalenon (ZEN), poznat jos kao F-2 toksin, je fitoestrogenski mikotoksin kojeg
proizvode vrste Fusarium graminearum i F. culmorum. Cesto ga se pronalazi u kukuruzu i
proizvodima od kukuruza, p$eni¢nim mekinjama i biljnim uljima, rizi, ali i u pivu (Sarkanj i
sur., 2013), te u pivarskim proizvodima (Pascari, Ortiz-Sola, i sur., 2018). Pokazalo se da je

hepatotoksi¢an, hematotoksi¢an, imunotoksiCan 1 genotoksi¢an. Najznacajniji medu

.....

.....
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stanica spolnih organa. Inhibira stvaranje folikularno stimuliraju¢eg hormona pa ne dolazi do
ovulacije. Afinitet pokazuje prema zutom tijelu (luteotropan) S§to je posljedica porasta
koncentracije progesterona u Kkrvi i pojave “lazne” trudno¢e. Kod muskih osoba smanjuje
koncentraciju testosterona u plazmi te uzrokuje ginekomastiju (Zinedine i sur., 2007). Zene
koje su tijekom trudnoée konzumirale hranu kontaminiranu ZEN-om kod njihove djece se
oc¢ituju simptomi preuranjenog puberteta. Takoder prema istrazivanjima u Portoriku i
Madarskoj kod djevojCica sa preuranjenim spolnim sazrijevanjem u krvi je pronaden
zearalenon (Szuets i sur., 1997). Uzrokuje hiperestrogenizam utjecuci na reprodukciju, a neka
istrazivanja povezuju ZEN sa stimulacijom rasta stanica raka dojke kod ljudi (Tola i Kebede,
2016). Zbog dobre topljivosti u vodi i visoke toplinske stabilnosti moze se prenijeti iz slada u
pivo (Habschied i sur., 2011).

Fumonizini su kancerogeni sekundarni metaboliti koje sintetiziraju plijesni F.
verticillioides, F. proliferatum i F. moniliforme. Spadaju medu najvaznije toksine u hrani i
sto¢noj hrani, ovisno o broju i smjestaju hidroksilnih skupina razlikujemo fumozin B1, B2,
B3, B4 i B6. Fumonizin Bl je najzastupljeniji toksin koji ¢ini priblizno 75% infekcija.
Stabilni su na povisenim temperaturama tijekom procesiranja hrane i nisu fotosenzibilni.

Citotoksi¢ni su i kancerogeni za ljude i Zivotinje. U razli¢itim zemljama FB1 je
povezan s karcinomom jednjaka. Djelovanje fumonizina dovodi do poremecaja u rastu,
diferencijaciji 1 funkciji te u konacnici 1 smrti. Zbog drasti¢nih promjena na ziv€éanom sustavu
dolazi do razvoja progresivne neurotoksikoze koja se manifestira kroz depresiju, nemir,
ekscitaciju, sljepocu, ataksiju, besciljno lutanje, facijalnu paralizu, prisilne kretnje, komu i
smrt. Zbog premalo epidemioloSkih istrazivanja na ljudima a velikog broja dokaza
kancerogenosti na zivotinjama IARC je FB1 uvrstio u 2B skupinu kao moguce kancerogene
tvari za ljude (IARC, 1993).

Trihoteceni (TC) uglavnom proizvode plijesni roda Fusarium (Udovicki i sur., 2018).
Postoji samo nekoliko istrazivanja koja sadrze podatke o prisutnosti HT-2 i T-2 toksina u
pivu, a njihova je prisutnost povezana s kontaminiranom konzumacijom je¢ma, zobi i pSenice
(Pascari, Ramos, i sur., 2018). T-2 toksin se resorbira kroz kozu, lokalno uzrokuje upalu i
koagulacijsku nekrozu kod zivotinja. Svojim djelovanjem inhibira i sintezu nukleinskih
kiselina DNA i RNA. Citotoksican je, te dolazi do nastanka dermatitisa i ulceracije sluznice
dok imunosupresijsko djelovanje rezultira atrofijom limfnog tkiva. Uzro¢nik je akutne

intoksikacije i kroni¢nih bolesti kod ljudi i zivotinja (Creppy, 2002).
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Tijekom Drugog svjetskog rata medu stanovnistvom pojavila se bolest nazvana
alimentarna toksi¢na aleukija (ATA). Glavni klini¢ki simptomi su smetnje u hemopoeznom
sustavu s progresivnom leukopenijom, granulopenijom i limfocitozom. Istrazivanja na
mackama i majmunima kao pokusnim zivotinjama pokazala su da davanje T-2 toksina
izoliranog iz F. sporotrichioides uzrokuje nastanak ATA (Pleadin i sur., 2015).

Deoksinivalenol (DON) pripada tipu B trihotecenskih mikotoksina. Stabilan je tijekom
skladiStenja, mljevenja, prerade i toplinske obrade hrane. U buragu prezivaca metabolizira se
u deepoksideoksinivalenol koji je znatno manje toksi¢an od izvornog oblika, a kod ljudi se
izlu¢uje urinom u obliku deoksinivalenol -3 i 15- glukuronida. DON u kombinaciji s drugim
mikotoksinima naprimjer u kombinaciji s AFB1 ima izrazeno mutageno djelovanje. Akutni
gastrointestinalni simptomi koji nastaju zbog konzumacije hrane kontaminirane DON-om a
ukljucuju glavobolju, muéninu, vrtoglavicu, povracanje, bolove u trbuhu, hemoragicni proljev
I groznicu (Sobrova i sur., 2010). Predstavlja zabrinutost za javno zdravlje vezano i kod
konzumacije piva kao i kod procjene rizika za hrvatske potrosace kojima je pivo drugi
najznacajniji izvor DON-a (Piacentini, 2017).

Vazan problem kod prisutnosti DON-a u pivu je §to uzrokuje pretjerano pjenjenje
odnosno ,,Sikljanje i prelijevanje pri otvaranju boce, posljednjih godina se ¢esto javlja i moze
ozbiljno narusiti kvalitetu piva i ugled pivovare (Piacentini, 2017).

Glavni Alternaria mikotoksini su tenuazonska kiselina (TeA), alternariol (AOH) i
alternariol monometil eter (AME). Alternaria spp., uglavhom A. alternata, A. tenuissima i A.
arborescens. Mikotoksini alternarije su toksi¢ni, mutageni i karcinogeni te su odgovorni za
deformaciju spirale DNA, poremecaj metabolizma sfingolipida, inhibiciju sinteze proteina i
fotofosforilaciju (Ostry, 2008). Alternaria vrste su sveprisutne u okoliSu mnogi su saprotrofi
ili biljni patogeni koji utjecu na usjeve u polju pri tome uzrokujuci bolest pjegavosti stabljike 1
listova, odnosno kvarenje plodova biljke ili zrna u fazi nakon berbe. U stanju su akumulirati
toksi¢ne metabolite u jestive dijelove biljaka. Alternaria je izolirana iz Siroke palete
proizvoda hrane kao §to su Zitarice, oraSasti plodovi, plodovi raj¢ice, masline, paprike, jabuke,
bobicasto voce, agrumi kao i njezini derivati (Patriarca, 2016).

Okratoksin A (OTA) je mikotoksin koji proizvode uglavnom vrste Aspergillus i
Penicillium, osobito A. ochraceus i P. verrucosum. Pronaden je u razli¢itim koncentracijama
kao kontaminant Zitarica: raz, jeCam, pSenica, sirak, riza i kukuruz, a takoder je kontaminant u
kavi, zrnu kakaovca, zacinima, grozdu i suhom vocu (Wang i sur., 2018). Ovaj mikotoksin je

nefrotoksican, imunosupresivni, teratogeni i kancerogeni za zivotinje i klasificiran kao
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moguci karcinogen za ljude, a IARC ga je svrstao u skupinu 2B. Otkriven je u alkoholnim
pi¢ima poput vina (Haque i sur., 2020) i piva (Visconti i sur., 2008).

2.3.2. ,,Maskirani*“ mikotoksini

Prilikom odredivanja mikotoksina u sladovini i pivu moguce je dobiti prividno manje
pocetne koncentracije mikotoksina. Razlog tome je reakcija mikotoksina s drugim spojevima
poput secera, aminokiselina ili sulfatne grupe koji se mogu naci u Zitaricama, pri ¢emu nastaju
,maskirani‘ mikotoksini - DON-3-glukozid i ZEA-4-glukozid. Dio mikotoksina se takoder
moze vezati i za stani¢nu stijenku kvasaca koja se koristi u procesima detoksifikacije
mikotoksina (Sarkanj i sur. 2020).

Pojam "maskirani mikotoksin™ pojavio se sredinom 1980-ih, kao posljedica pojave
nekih slucajeva mikotoksikoze koji nisu bili u korelaciji s nekim mikotoksinima otkrivenim u
analiziranim uzorcima. Stoga se visoka toksi¢nost prepisuje pojavi neotkrivenim oblicima.

Maskirani mikotoksini prolaze kroz promjene u svojoj strukturi, polarnosti, topljivosti
i molekularnoj masi. Vecina ih je manje toksi¢na od svojih roditeljskih oblika, no enzimi u
probavnom sustavu mogli bi transformirati modificirane oblike u roditeljske oblike i imati
tesko predvidljive posljedice na ljudsko zdravlje (Berthiller i sur., 2013). Naziv koji se koristi
za toksine iz roda Fusarium kao §to su beauvericin, enniatins, fusaproliferin i moniliformin
kontaminanti su zitarica. Relevantnost i dopustene granice ovih mikotoksina jo§ nisu
definirane, njegova prisutnost u zitaricama i dokaz in vitro toksi¢nosti mogu promijeniti ovaj
scenarij u buduénosti (Gruber-Dorninger i sur., 2017).

Pojavnost ovih mikotoksina varira ovisno o regiji, klimatskim uvjetima, vrsti sirovine i
zetvi (Stanciu i sur., 2017). Osim mogucih aditivnih i/ili sinergisti¢kih ucinaka, neki od ovih
derivata mogu se pretvoriti u slobodni mikotoksin tijekom obrade i metabolizma kod Zivotinja
i ljudi, ¢ineéi ih ponovno bioraspolozivima. A neki pak se mogu dalje transformirati u druge
spojeve (Freire i sur., 2020).

Nedostatak podataka o toksi¢nosti i njihovoj izlozenosti u kombinaciji sa slobodnim
mikotoksinima ne daje zaklju¢ak o toksi¢nim ucincima. Dosadasnji dobiveni rezultati
pokazuju da izloZenost maskiranim mikotoksinima moze predstavljati dodatni rizik za
zdravlje ljudi i zivotinja. Preporuka je da 3-acetil-deoksinivalenol, 15-acetil-deoksinivalenol i
deoksinivalenol-3-glukozid induciraju toksi¢ne ucinke slicne DON-u zbog moguénosti

deacetilacije 3 i 5-acetil-deoksinivalenola, te hidrolize deoksinivalenol-3-glukozida tijekom
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metabolizma Zivotinja i ljudi. Medutim, za druge maskirane mikotoksine preporucena su
daljnja istrazivanja kako bi se izvrsila procjena rizika za zivotinje (Freire i Sant’ Ana, 2018).

Kona¢nu koncentraciju mikotoksina u craft pivu tesko je predvidjeti jer ovisi o
pocetnoj koncentraciji sadrzanoj u sirovini i samim uvjetima prerade. Trenuta¢ni nedostatak
ogranicenja mikotoksina u pivu iz obrtnicke proizvodnje podcjenjuje moguce rizike za
ljudsko zdravlje (Neme i Mohammed, 2017). Da bi doslo do proizvodnje mikotoksina,
toksigene vrste moraju nai¢i na povoljne uvjete u okoliSu, tijekom skladiStenja i obrade hrane
(Schabo i sur., 2021). Temperature obrtnickog kuhanja piva dosezu najvise 100 °C, §to nije
dovoljno za unistavanje nekih mikotoksina (Pascari, Ramos, i sur., 2018).

Medutim, kontaminacija mikotoksinima u craft pivu jo§ nije obradena kao pitanje
sigurnosti hrane (Pascari, Ramos, i sur., 2018). Dio mikotoksina prisutnih u Zitaricama moze
se transformirati u modificirane mikotoksine tijekom kuhanja piva, Sto se takoder moze

okarakterizirati kao potencijalna opasnost po zdravlje (Freire i sur., 2018).

2.3.3. Metode detekcije mikotoksina

Od njihova otkrica do danas validirano je nekoliko metoda za odredivanje
mikotoksina. Parametri za provedbu validacije definirani su i u odluci Komisije o provodenju
analitickih metoda 1 tumacenju rezultata (2002/657/EZ), a najznaCajniji parametri su:
linearnost, granica detekcije (LOD), granica kvantifikacije (LOQ), preciznost, tocnost,
selektivnost 1 mjerno podrucje. U analizi mikotoksina potrebno je zadovoljiti 1 uvijete koji su
propisani u Uredbi komisije br. 401/2006 o utvrdivanju metoda uzorkovanja i analize za
sluzbenu kontrolu razina mikotoksina u hrani, te u Uredbi Komisije (EU) 2023/915
utvrdivanju najvecéih dopustenih koli¢ina odredenih kontaminanata u hrani (EC, 2023). Svaki
od navedenih pravilnika donosi svoje upute o validacijskim parametrima koje je potrebno
postivati kako bi se mogle validirati metode za sluzbeno odredivanje mikotoksina u uzorcima
hrane (Gilbert and Anklam, 2002).

Za odredivanje mikotoksina u hrani koriste se razliite analiticke metode koje se
grupiraju na orijentacijske (screening) i potvrdne metode (slika 7). Od orijentacijskih metoda
za odredivanje mikotoksina najceS¢e se koristi imunoenzimska ELISA metoda. Prednosti
takve metode primarno se odnosi na brzinu izvedbe, mogu¢nost analize velikog broja uzoraka
u kratkom razdoblju, jednostavnost provedbe, nisku cijenu i upotrebu ne Stetnih reagensa.

Kao potvrdne metode koje udovoljavaju zadanim kriterijima i omogucéuju selektivno
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odredivanje mikotoksina u hrani je tekuéinska kromatografija viskoke ucinovitosti (HPLC)

(Pleadin i sur. 2018).

| Toksikogene gljive } Mikotoksini — hrana /okoli3

Uzorak za analizu- hrana/okoli§

‘ Molekularno Kromatografski “

Izolacija DNA/RNA Ekstrakcja ‘ Ekstrakcija mikotoksina i procis¢avanje ‘
toksikogenih gljiva ekstrakcija otapalom IAC, MIP,
u mediju za rast -SPE Ekstrakcija Ekstrakcija otapalom -
I I ﬁ otapalom IAC,-SPE SPE
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metode: = TLC

* PCR, mPCR «  HPTLC

* RT-PCR = GC-MS

* DNA *  GC-MS/MS
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* Hibridizacija . LC-MS
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* dr. metode i testovi

!

Identifikacija

Slika 7. Metode koje se koriste u analitici mikotoksina i plijesni kao njihovih
producenata (Pleadin i sur. 2018.)

U novijim istrazivanjima za analizu mikotoksina koristi se tekucinska kromatografija u
kombinaciji s ti emskom masenom spektrometrijom (LC-MS/MS) (Kadota i sur., 2011).
Postoji nekoliko metoda u kojima se pomo¢u LC-MS/MS-a kvantitativno odreduje vise od
500 mikotoksina, antibiotika i toksina biljaka (Sulyok i sur., 2020).

Prednosti upotrebe metode ultravisokotlaéne tekuéinske kromatografije (U-HPLC)
spojene na (ti em-) masenu spektrometriju je u tome $to daje vecu selektivnost, takoder
omogucuje odredivanje vise analita bez namjenskog pripremanja uzorka (Krska i sur. 2010).
Ujedno omoguéuje brze kromatografsko odvajanje, skracujuéi vrijeme rada uz povecanu
osjetljivost i poboljsanu razlucivost. U-HPLC spojen s trostrukim kvadrupolnim masenim
mikotoksina (Malachova i sur., 2014).

Nedostatak pristupa "razrijedi i mjeri" je taj da je potreban visokoprecizan uredaj koji
¢e moci detektirati mikotoksine i nakon Sto se ekstrakti razrijede. Kad nema prociS¢avanja
matrice ekstrakta, veca je mogucénost da ¢e do¢i do supresije ili pojacanja signala te time do
odstupanja od stvarnog rezultata uzrokovanog matricom. Zbog toga je kod racunanja uvijek

potrebno razlikovati prividno iskoriStenje od efikasnosti ekstrakcije koriStenjem certificiranih
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odnosno referentnih materijala. Mora se provesti obogacéivanje uzorka bez mikotoksina, te
odvojeno obogacivanje samo ekstrakta da se pripremi kalibracija u matrici ekstrakta kako bi
se moglo razlikovati efikasnost ekstrakcije 1 utjecaj matrice na supresiju ili pojacanje signala
pogotovo kod koriStenja ESI ionizatora (Frisvad J. C. i sur., 2004).

Kod maskiranih mikotoksina zbog promjena u njihovoj strukturi, ti spojevi obi¢no
ostaju neotkriveni tijekom ispitivanja mati¢nog mikotoksina, upravo LC-MS/MS pomaze u
istrazivanju istih (Freire and Sant’Ana, 2018). Spektroskopija nuklearne magnetske
rezonancije (NMR) takoder omoguéuje razjasnjenje strukture maskiranih mikotoksina
(Beltran i sur., 2009; Gholobova i sur., 2018).

2.3.3.1. Masena spektometrija

Ti em masena spektrometrija je analiticka metoda koja podrazumijeva spajanje dva ili
viSe kvadrupola sa svrhom povecanja sposobnosti analiziranja odredenih molekula. Najcesce
se u ti em masenoj spektrometriji koristi trostruki kvadrupol (eng.triple quadrupol, QQQ)
(slika 8), to su tri serijski povezana kvadrupola. U prvom kvadrupolu (Q:) dolazi do
probiranja prekursorskih iona koji imaju to¢no definiranu masu i naboj. Nakon toga ioni iz
prvog kvadrupola (Qi1) odlaze prema drugom kvadurpolu (Q2) odnosno prema kolizijskoj
¢eliji u kojoj dolazi do fragmentacije iona u produktne ione. U treCem kvadrupolu (Q3) se
provodi selekcija odredenih iona obzirom na njihov omjer mase i naboja. Na samom kraju
analize ioni dolaze do detektora gdje se kvantificiraju i identificiraju te se ispisuje maseni
spektar (de Hoffmann, 2007).
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Slika 8: Shematski prikaz trostrukog kvadrupola (Faktor J i sur., 2012)
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U LC-MS/MS sustavu ionizacija elektrosprejom (ESI) predstavlja najzastupljeniji
nacin ionizacije U kojem se analit ionizira u obliku otopine, a kao otapalo koriste se tvari koje
su hlapljivije od analita kako bi se one mogle odstraniti. Otopina analita se propusta kroz
kapilaru u vakuumu i kada otopina ude u komoru ona se rasprsuje u obliku sitnih kapljica gdje
otopina isparava, a ioni analita ostaju u komori. Koncentracija toksina i vidljiva infekcija ne
moraju nuzno biti u korelaciji i mikotoksini mogu biti prisutni u namirnicama bez mogucnosti
da se otkriju plijesni koje su povezane s toksinima i obrnuto. Primjer je upotreba pljesnive
raj¢ice za proizvodnju kecCapa (Andersen, Smedsgaard and Frisvad, 2004). Upotrebom
masenih spektrometara najnovije generacije omogucuje Se kvantitativno odredivanje
mikotoksina u sirovim ekstraktima hrane, pod uvjetom da ekstrakcija ucinkovitosti kao i
ucinci matrice dovoljno su karakterizirani za sve ispitivane kombinacije analita (Sulyok i sur.
2007).

Sulyok i suradnici razvili su metodu koja je temeljena na HPLC-MS/MS za
kvantitativno odredivanje 39 mikotoksina u pSenici 1 kukuruzu. Priprema uzorka svedena je
na jedan korak ekstrakcije nakon ¢ega je slijedila analiza razrjedivanja sirovih ekstrakata i to
zbog kemijske raznolikosti analita. Svi gubici koji su bili uzrokovani nepotpunom
ekstrakcijom i potiskivanjem signala izazvanim matriksom bili su ponovljivi na svim
razinama koncentracije za dati uzorak, pokazujuéi da je takav pristup "razrijedi i mjeri"
primjenjiv u analizi viSe mikotoksina pomocu LC-MS/MS. Metoda je proSirena za jo§ 48
analita, ukljuc¢ujuci veéinu mikotoksina s ciljem da se dokaze izvedivost takve metode na
temelju uzorka modela s viSe toksina koji je obogacen na viSe razina kako bi se odredili
parametri izvedbe metode i istrazili uc¢inci matrice i povrati koraka ekstrakcije. Metoda je
primijenjena na mali skup prirodno pljesnivih uzoraka kako bi se pokazala njezina pogodnost
za buduca istrazivanja o pojavi toksi¢nih gljivi¢nih metabolita koji do sada nisu dovoljno
obradeni kvantitativnom analizom (Sulyok i sur. 2007).

Nakon toga metoda je nadogradena na 295 analita (uglavnom mikotoksina)
(Malachova i sur., 2014), te na >500 analita (Sulyok i sur., 2020), trenuta metoda je sa vise od
1000 analita (miktotoksina, pesticida preko ostataka veterinarskih lijekova, toksina bilja i

slicnih kontaminanata hrane) (Steiner i sur., 2021).
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2.4. Senzorska analiza

Pivarima je u interesu da oduseve kupce svojim "tajnim sastavom" pozitivnih okusa U
pivu. Osim kvalitetnih sirovina, provjerenih receptura, dobro projektirane opreme, dobre
pivarske prakse i instinkta, jedna od klju¢nih vjestina je upravo kuSanje piva. Glavni alat za
procjenu kvalitete 1 prihvatljivosti piva medu potrosa¢ima je provodenje senzorske analize
piva od strane educiranih stru¢njaka (O’ Sullivan, 2011).

Senzorska analiza definirana je kao znanstvena disciplina koja se Kkoristi za mjerenje,
analizu, interpretaciju i tumacdenje odgovora na prehrambene proizvode koji su dobiveni
pomocu ljudskih osjetia (Sidel i Stone, 1993). Ovu su definiciju prihvatili odbori za senzorsku
procjenu Instituta prehrambenih tehnologa i Americkog druStva za ispitivanje i1 materijale.
Senzorske analize provodi voditelj panela koji odabire metodu, skale, kontrolira rad panelista,
provodi statisticku obradu i prezentiranje rezultata.

Objekti u kojima se prvodi senzorska analiza definirani su prema (ISO 8589:2007).
Idealna prostorija trebala bi imati odjeljenja za degustaciju za svakog panelista, sa dobrom
prirodnom ili umjetnom rasvjetom. Prostorija mora biti bez jakih mirisa, buke, Cista i svijetlije
boje. Potrebno je imati kuhinju sa dobrom ventilacijom u kojoj se pripremaju uzorci.

Dodatni zahtjevi koji moraju biti ispunjeni za prostor su: stabilna temperatura zraka 21 °C
i vlaznost zraka oko 80 %. Prikupljeni uzorci za senzorsku analizu moraju biti pravilno
skladisteni. Idealno je da se uzorci piva ¢uvaju na temperaturi oko 4 °C, ali se posluzuju
panelistima pri  sobnoj temperaturi. Uzorci su anonimi 0dnosno oznafavaju Se
troznamenkastim brojevima da se izbjegne subjektivana reakcija panelista prilikom
posluzivanja. ldentifikacija uzorka se moze izvrsiti nakon testiranja. Prije svakog kusanja
svakog sljede¢eg uzorka panelist mora neutralizirati nepce sa vodom ili kruhom (Parker,
2012).

Mjerni instrument je senzorski panel koji ¢ini skup ljudi odabrani i trenirani za provodenje
senzorske analize na prehrambenim proizvodima prema (ISO 8586:2023). Odabrani su na
temelju njihove oS$trine prepoznavanja okusa, prepoznavanju osnovnih okusa i drugih
specifi¢nih svojstava ovisno o ciljanoj kategoriji proizvoda. Ovisno o senzorskim svojstvima
proizvoda, trening moze varirati izmedu 10 i 120 sati (Pineau i sur., 2022).

Vazno da se treningom minimalizira moguc¢nost subjektivnog utjecaja pojedinog panelista
na rezultate same analize. Ovisno o0 metodi i vrsti uzorka broj panelista varira od 5 do 10.

Ocjenjivac je osoba koja prisustvuje u senzorskoj analizi uzoraka nekog proizvoda, a moze
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biti trenirani ocjenjiva¢ sa prethodnim iskustvom ili osoba koja se po prvi puta susreée Sa
senzorskom analizom. Trening mora biti kratak ali u¢inkovit, kako ne bi izazvao otpor
panelista. Cilj svake obuke je prepoznati moguénosti svakog pivskog senzorskog panelista i

pomoc¢i mu da postigne svoj maksimum u razlikovanju §to je moguce viSe okusa i mirisa

(Parker, 2012).

2.4.1. Metode u senzorskoj analizi

Senzorske metode su se pocele intenzivnije razvijati 1940-ih i 1950-ih, nakon $to je za
vrijeme Drugog svjetskog rata otkrivena vaznost prehrane i razvoj novih proizvoda (Su i sur.,
2022). Mogu se podijeliti na analiticke ili metode sklonosti. U analiticke metode spadaju
analize diskriminacije odnosno razlike i deskriptivni testovi, dok metode sklonosti ukljucuju
hedonisticke i preferencijske testove. Izbor metode ovisi o cilju ispitivanja (Stone, 2018).

Za provodenje senzorske analize pica najcesce se koristi QDA (kvantitativna deskriptivna
analiza) ¢iji je pristup prepoznat i proucavan od Stonea i Sidela 2008. godine (Stone i sur.,
2008; Puri i sur., 2016; Marques i sur., 2022). Metoda ukljucuje obuku sudionika senzorskog
panela za kvantificiranje specificnih senzorskih svojstava proizvoda, te se kvantitativni
deskriptori proizvoda dalje mogu statisticki analizirati i prikazati graficki paukovom mrezom.

Metode ispitivanja preferencija pripadaju domeni potrosackog testiranja i one bi se trebale
provoditi izvan pivovara. Sve ostale metode mogu se koristiti u pivovari za rjeSavanje

specifi¢nih problema testiranja (slika 9).
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=npr. test viemenskog intenziteta, vremenska dominacija osjeta
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Slika 9. Senzorski testovi koji se koriste u industriji pic¢a (Simpson, 2016)

Testovi razlika mogu se podijeliti na: opce testove razlika i testove razlike obzirom na
neko obiljezje. Cilj je da se prepoznaju razlike izmedu uzoraka i da se prepoznaju razlike u
intenzitetu ili pak jacini nekog obiljezja. Testovi iz skupine opcih testova razlika su: test
usporedenja u paru, duo-trio test, test trokuta (Triangle test), test dva od pet, jednostavni test
razlika i test ,, A", nije A“.

U industriji pi¢a naj¢eS¢e koriSten senzorni test razlike je Triangle test, odnosno test
trokuta koji je 1943. godine prvi puta proveden u Danskoj ,,Carlsberg* pivovari (Stone i sur.,
2008). Pozeljan je sto veci broj ispitanika od 20 do 40, no moze biti i 12 ukoliko su razlike
lako uocljive i velike medu uzorcima. Na kraju se broji broj ispitanika koji su tocno odabrali
uzorak (Sinkinson, 2017).

Tetrad test je relativno novi test koji je uveden s ciljem da se minimiziraju problemi
trokutastog testa. Pokusava se utvrditi postoji li uocljiva razlika izmedu dva proizvoda, ali s 4
uzorka, dva piva A i dva piva B. Broji se broj ispitanika koji su ispravno grupirali uzorke a
donosi se zakljucak ovisno o broju kusaca i razini pouzdanosti za proveden test (Lawless and
Heymann, 2010). Glavni nedostatak je Sto zahtijeva 4 uzorka umjesto 3, sto komplicira
postupak i moze izazvati zabunu za ispitanike narocito kod pocetnika (Habschied i sur.2022).

Testovi razlika u obiljezjima Koriste se za odredivanje ima li ili nema razlike u
intenzitetu karakteristike po kojem se dva ili vise uzoraka medusobno razlikuju. Vrste testova
koji se koriste iz skupine testova razlike s obzirom na obiljezje su: test nizanja parova,
jednostavni test nizanja, test usporedenja u paru, test visestrukog usporedenja u paru i testovi
razlika na vise uzoraka (Stone i Sidel, 2004).

Testovi sklonosti (afektivni testovi) za cilj imaju prikupiti misljenja potrosaca u
svrhu razvoja novih proizvoda, ispitivanja trziSta, poboljSanja arome, teksture, okusa i
optimizacije proizvoda. Lokacija na kojoj se provode testovi sklonosti moze biti razli¢ita kao
Sto je laboratorij, sajmovi, robna kuca, iznajmljeni prostori. Testovi sklonosti dijele se na
kvalitativne i kvantitativne.

Kvalitativni testovi mjere subjektivan odgovor potrosaca na senzorska obiljezja uzorka
putem intervjua ili u manjim skupinama. Tipovi kvalitatitivnih testova su:

Fokus grupe u kojoj je 10 do 12 potosaca koji su odabrani po nekom kriteriju, te imaju
tri (3) puta jedan do dva sata zasjedanje.

Fokus paneli, sli¢na varijanta kako kod fokus grupe samo se ima puno viSe vremena.
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Intervju gdje se radi razgovor sa potroSac¢ima jedan na jedan.

Kvantitativni testovi prikupljaju pojedinacne odgovore velike grupe potrosaca (50-
400) na pitanja preferencije, dopadanja, senzorskih obiljezja itd. Koriste se zbog odredivanja
sveukupne preferencije ili dopadanja proizvoda potroSacu, odredivanja potrosacke
preferencije ili dopadanja pojedinog senzorskog obiljezja ili skupine obiljezja, te mjerenju
odgovora potroSaca za odredeno senzorsko obiljezje. Tipovi kvantitativnih testova sklonosti
su: testovi preferencije koji se koriste u situacijama kada se jedan proizvod suprotstavlja
drugom kao poboljSan proizvod ili kao konkurencija. PotroSa¢ odabire uzorak koji vise
preferira ili koji mu se viSe svida. Neki od testova koji se koriste su: preferencija u paru,
nizanje preferencije, visestruka preferencija u paru (3 ili viSe uzoraka) ili viSestruka
preferencija uparu sa odabranim uzorcima.

Testovi prihvaéanja su slicni testovima razlika u obiljezjima, a ovdje je obiljezje
dopadanije ili prihvacanje. Za testove prihvacanja se Koriste razne hedonisticke ljestvice jer se
njima najbolje izrazava ne prihvatljivost do prihvatljivosti, tj. ne svidanje do svidanja
(Lawless and Heymann, 2010).

Osim hedonistickih ljestvica koriste se i linijske ljestvice za procjenu jacine (veli¢ine)
svidanja i kategorijske (slika 10) (Vilela i sur., 2019).

Nestrukturirana | ® I
linijska skala ) .
nikakav vrlo jako
Kategorijska [ * | | |
skala . .
nikakav neznatno umjereno jako vrlo jako

sicmsas G QOOQ000000

»just about | | | | I
e "
r|ght skala vilo slabo neznatno u pravom neznatno vrlo iako
slabo mijerilu jako !

Slika 10. Razli¢iti tipovi skala koji se koriste u senzorskim istrazivanjima (Simpson,

2016)
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Opisne senzorske analize ukljucuju prepoznavanje i opis svih kvalitativnin i
kvantitaitvnih Kkarakteristika hrane od strane treniranih panelista. Deskriptivne metode
omogucuju karakterizaciju razliCitih osjetilnih podrazaja opazenih tijekom dozivljaja hrane
putem vida, mirisa (ortonazalna percepcija arome), percepcije arome u ustima (retronazalna
percepcija arome), okusa, teksture i percepcije zvuka (Pineau i sur., 2022). Kvalitativni
elementi deskriptivne analize opisuju vanjski izgled proizvoda, karakteristiku arome i okusa,
teksturu u ustima dok kvantitavni elementi mjere intenzitet kvalitativnih elemenata raznim
ljestvicama. Ljestvice mogu biti kategorijske (0-9), linijske (cm) i ljestvice procjene jadine
odnosno volumena (Lawless and Heymann, 2010; da Costa Jardim i sur., 2018).

QDA se koriste se za usporedbu prototipova proizvoda da se dobije informacija potroSaca
u odnosu na senzorska svojstva proizvoda, te za senzorsko mapiranje i uskladivanje proizvoda
(Murray i sur. 2001).Takoder se koristi i za pradenje promjena na proizvodu tijekom vremena
s obzirom na rok trajanja i uc¢inak pakiranja, za istrazivanje uc¢inaka parametara proizvodnje
za konacnu senzorsku kvalitetu proizvoda te za istrazivanje percepcije potrosaca o
proizvodima. Za procjenu kvalitete odnosno prihvatljivosti proizvoda provode se deskriptivni
testovi i hedonisti¢ke ljestvice (Gonzalez Viejo i sur., 2019).

Postoji nekoliko razli¢itih metoda deskriptivne analize: metoda profila okusa, metoda
profila teksture, kvantitativna deskriptivna analiza™, Spectrum™ metoda, kvantitativno
profiliranje okusa, profiliranje slobodnog izbora i generi¢ka deskriptivna analiza. Deskriptivni
testovi oslanjaju se na: profiliranje slobodnog izbora (FCR eng. Free-choice profiling) i
kvantitativnu deskriptivnu analizu, QDA® (eng. Qualitiy descriptive analysis) (da Costa
Jardim i sur., 2018).

Kvantitativna deskriptivna analiza (QDA) najcesce koristi kvantitativni deskriptivni
test. Cilj analize nije samo identificirati prisutne okuse u pivu, nego i kvantificirati njihov
intenzitet. QDA ® se oslanja na identifikaciju okusa prisutnih u pivu, ali i na kvantificiranje
njihovog intenziteta. Prilikom ocjenjivanja nije lako dati broj osjetilnoj percepciji, zato neki
voditelji panela koriste rije¢i (gotovo neprimjetno, jasno uoéljivo, preintenzivno) ali najcesce
se koriste numericke ljestvice (npr. ljestvica 1 do 5, ljestvica 0 do 9, 1 do 10 mjerilo). lako se
QDA uvelike koristio za opisivanje piva, ali izvorno je bio dizajniran za upotrebu uzorka s
jednostavnim senzorskim profilima i smanjenim skupom deskriptora. Ova metoda zahtijeva
intenzivnu i kontinuiranu obuku najmanje 8-10 panelista koja bi mogla identificirati 20-50
deskriptora piva. A za sve to je potrebno uloziti puno vremena, truda i novaca. Dobiveni

podaci se prikazuju pomocu paukovog dijagrama (slika 11). Za odredivanje statistike koriste
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se grafikoni Pareto ili Waterfall koji omogucéuju usporediti uzorke, dok je najkorisniji
grafikon za analizu glavnih komponenti (PCA eng. principal component analysis) (Habschied
i sur. 2022).

gorak
intenzitet kiselo
trajanje slatko
umjetna voéno

tijelo sladié

Slika 11. Graficki prikaz deskriptora piva ,,paukovom mrezom“(Habschied i sur.
2022)

Profiliranje po slobodnom izboru (FCP) moze se provesti bez prethodne obuke
panelista. Prilikom kusanja piva potrosace se zamoli da daju vlastiti opis dojma. Te se moze
dobiti vrlo detaljan profil okusa piva koji ponekad moze biti primjenjiv samo za vlastitu
pivovaru (Habschied i sur. 2022).

Test pitkosti sastoji se od prezentiranja nekoliko vrsta piva sa razli¢itim omjerom slada
i dodataka samim potrosac¢ima. Pivo S najve¢im popijenim volumenom oznacava Se kao vrlo
pitko, mogu se pratiti i drugi faktori, poput punoce Zeluca ili okusa. Cilj senzorske procjene je
dobiti pojedinosti o organoleptickim svojstvima piva putem treniranih panelista, dok se
pitkost moze provesti s posve¢enim potroSacima (Habschied i sur. 2022). U senzorskoj analizi
piva primjenjuju se i druge dinamic¢ke metode mjerene tijekom vremena.

Jedna od dinamickih metoda koja se jo§ koristi u senzorici pica je TDS (eng.
Temporal Dominance of Sensations) usmjerena je na deskriptore okusa i odnosi se na

interakcije atributa. Omogucuje dopunske vremenske informacije, percipirane tijekom
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procesa pijenja i povezuje ih s kvalitativnim promjenama koje nisu mjerljive uobicajenim
metodama analize senzorskog profila (Habschied i sur. 2022).

Projektivno mapiranje (PM) je metoda procjene i opisivanja razlika medu uzorcima.
Sli¢ni uzorci se stave blize jedan drugome, a oni razliciti se smjeste dalje. PM cesto se Koristi
s ultra-flash profiliranjem (UFP) koje trazi od sudionika da identificiraju vlastiti skup
deskriptora (Hayward i sur., 2020). Pokazala se kao ucinkovita metoda za istraZivanje
uparivanja hrane i pica. Afektivni pristup potkrepljuje kategorizaciju proizvoda na temelju
izbora ili preferencija potrosaca (Marques i sur., 2022).

Metodologija provjeri ih sve (check-all-that-apply) (CATA) i ocijeni ih sve (Rate-
all-that-apply) (RATA) temelji se na principima ve¢ unaprijed odabranih pojmova, a mogu
sudjelovati ispitivaci bez prethodne obuke. Brza i jednostavna metoda koju je lako spojiti s
afektivnim mjerenjima, kao Sto su primjerice hedonisticki testovi (Alexi i sur., 2018). CATA
pitanja su primijenjena na senzorsku karakterizaciju Sirokog spektra proizvoda razlicite
slozenosti. Sto se ti¢e pica, njegova upotreba je za sok od jabuke, ledeni ¢aj, vino, pivo i
mlije¢nu ¢okoladu (Sara R. Jaeger i sur., 2020). RATA je jos§ jedna alternativa CATA metodi
gdje potroSaci ne samo da provjeravaju, ve¢ i ocjenjuju intenzitet svih svojstava proizvoda
koje pronadu U ocjenjivanom proizvodu (Jaeger i sur., 2018).

Metoda preferiranih atributa (PAE) ispitivac¢i odreduju nekoliko opisnih pojmova
za proizvode, nakon dogovora o tim svojstvima proizvoda oni rangiraju svoj intenzitet
svidanja istih. Ova nova senzorska metoda moZe se koristiti s neobu¢enim panelom u samo
jednoj sesiji. Definiranje najrelevantnijin deskriptora proizvoda za potrosace omogucuje
industrijama da dizajniraju nove prehrambene proizvode koji zadovoljavaju preferencije
potrosaca (Himmler i sur., 2021).

Metoda diskretnog izbora (DCE) i najbolje-najgore skaliranje (BWS) u DCE-
ovima bira se izmedu dvije ili visSe moguénosti. BWS se moze provoditi putem tri razli¢ita
pristupa: predmetni slucajevi, profilni slucajevi 1 viSe profilni slucajevi. U slucajevima profila,
ispitanici biraju najbolje i najgore alternative s popisa razina dimenzija ili stavki ( Silva i sur.,
2020).

Polarizirano senzorsko pozicioniranje (PSP) je brza senzorska metoda koja se
temelji na procjeni globalnih razlika izmedu uzoraka i fiksnog skupa referentnih proizvoda,
nazvanih polovi. Dvije su vrste PSP s razli¢itim vrstama evaluacije: polarizirano senzorsko
pozicioniranje na temelju stupnja razlic¢itih ljestvica i trijadno polarizirano senzorno

pozicioniranje. U prvom, ljestvica se kre¢e od "potpuno isto" do "potpuno drugacije". U
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2.4.2. Senzorska procjena piva

Najcesca svojstva piva koja zahtijevaju stalnu procjenu su svjezina, kvaliteta,
uravnotezenost, uskladenost sa tipom ili markom i pitkost. Okus i miris piva procjenjuje se
radi dobivanja informacija o tome kako razli¢iti ljudi reagiraju na razlicite proizvode, te da bi
se utvrdilo koja skupina ljudi voli odredenu vrstu piva. Unato¢ postignutoj stabilnosti piva,
sva su piva podlozna promjenama senzorskih svojstava tijekom nekog vremena. Nepravilno
skladistenje, transport i posluzivanje piva utjece ili pak moze narustiti njegova karakteristicna
senzorska svojstva. Da bi se osigurala kvaliteta piva na trziStu u pivovari se uobicajno provodi
kontrola kvalitete prije i poslije pakiranja proizvoda, kod provjere piva prije puStanja na
trziSte i kod ocjenjivanja uzoraka s trzista.

Senzorska procjena koristi pet osnovnih osjetila: olfaktometrijski (miris); okus (okus);
haptic (dodir); opticki (vid); akustik (sluh). Osnovna svojstva okusa su: slatko, kiselo, slano,
gorko, umami. Pojam "osjecaj u ustima" podrazumijeva percepciju prehrambenog proizvoda
na povrsini usne Supljine, primjerice uéinak zagrijavanja alkohola, pjenusavost uglji¢nog
dioksida, masnocu i trpkost. Okus se moze detektirati kada se uzorak stavi u usta te kad je
pokrivena cijela unutrasnjost usne Supljine jer se okusni pupoljci za razli¢ite okuse nalaze se
na razli¢itim dijelovima jezika. Gor¢ina se moze osjetiti prema straznjoj strani jezika i tek
nakon gutanja. Naknadni okus se moze prepoznati nakon gutanja (Habschied i sur. 2022).

Pocetni proces identificiranja mirisa pocinje u straznjem dijelu nosa, kada hlapljive
molekule udu u nosnu Supljinu povezujuéi se izravno ili preko proteina koji vezu mirise, na
receptore na vanjskoj povrsini resica i aktiviraju receptore na mirisni epitel (Mori and Sakano,
2011). Aroma je organolepticka karakteristika koja se percipira organom njuha preko
hipofarinksa. Dinamika i mehanizam otpustanja arome iz modelnih otopina pokazuju da je
otpustanje arome u alkoholnim pi¢ima mnogo slozenije nego u drugim pi¢ima (Schmelzle,
2009).

Olfaktorni, okusni i taktilni osjeti su medusobno povezani i percipirani "okus" je
rezultat vrlo slozenih interakcija izmedu osjetila. Povecana koncentracija uglji¢nog dioksida u
pivu povecava kiselost i smanjuju trpkost, dok visa koncentracija etanola i vi§i pH piva

povecavaju percepciju gorcine. Prisutnost jedne tvari moze pojacati ili umanjiti intenzitet
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percepcije druge tvari. Na taj nacin, intenzitet mjeSavine komponenata moze biti veci ili nizi
od zbroja pojedinacnih intenziteta, koji se nazivaju "sinergija" (Meilgaard i sur., 2012).

Dodatak okusnim 1 mirisnim osjetima na kemijske dozivljaje u nosu i ustima
posredovan je trigeminalnim zivcima. Velik raspon svakodnevnih okusa proizlazi iz
trigeminalnih podrazaja kao S§to su ,Stipanje” mjehuri¢a ugljikovog dioksida u gaziranim
napitcima, ,,pecenje” ljutih papricica, jetkost papra. Trigeminalni osjeti izazivaju ostrinu i
suhoc¢u u ustima, uzrokuju dozivljaj stezanja obraza ili misi¢a na licu. Mehanizimi kojima
nastaju ti podrazaji nisu u potpunosti razjasnjeni, ali postoji teorija da se tanini veZzu na
proteine sline i mukopolisaharide koji su sastojci sline. Zbog toga se govori o jednom
»paradoksu‘ jer dolazi do nakupljanja i talozenja sline a ujedno se smanjuje sposobnost sline
da obavija 1 vlazi oralna tkiva. To u konacnici rezultira dozivljajima oStrine i suhoce u ustim
¢ak i onda kada se u ustima nalazi tekuc¢ina (Lawless and Heymann, 2010).

Vazne komponente koje utje¢u na ocjenu kvalitete piva su vizualna svojstva proizvoda
boja, bistrina, volumen pjene i postojanost pjene. U korelaciji su sa prvim dojmom potrosaca
§to ujedno dovodi do reakcije svidanja ili nesvidanja proizvoda. Sadrzaj alkohola u korelaciji
je sa slatkocom, sadrzaj uglji¢nog dioksida povezan je sa vizualnim svojstvima proizvoda,
osjecajem u ustima, otpusStanjem aroma. Ujedno odsutnost neugodnih okusa uvelike utjece na
prihvacanje proizvoda medu potrosacima. ObiljeZja kvalitete piva ovise o tipu piva, ali neka
osnovna svojstva proizvoda ukljucuju: ugodan, karakteristican miris; visok osjecaj u ustima;
dobru punocu (tijela); gor¢ina dobre kvalitete (nije opora) i bez neugodnih okusa. Kod
procjene izgleda treba procijeniti dubinu pivske pjene, veli¢inu i boju mjehuriéa pjene, koja se
lijepi za €asu tijekom konzumiranja, boju 1 bistrinu piva.

Neke metode senzorske procjene ne uzimaju u obzir izgled jer se on moze odrediti
upotrebom fizikalno-kemijskih metoda u laboratoriju. Danas postoje dvije glavne metode za
mjerenje boje piva, SRM i EBC. EBC (European Brewery Convention) je jedna od
najraSirenijih u Europi, a SRM (Sti ard Reference Method) se ¢eSc¢e koristi u Sjedinjenim
Americkim Drzavama. Numericke vrijednosti za boju piva ne podudaraju se uvijek s
vizualnom percepcijom boje za svjetle i tamne nijanse piva. U tablici 3 su prikazane razlicite
nijase boje piva od najsvjetlijeg deskriptora prema najtamnijem deskriptoru prema vrijednosti
za SRM.

Tablica 3. Prikaz deskriptora piva od najsvijetlijeg prema najtamnijem (Parker, 2012)
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BOJA DESKRIPTORA SRM

Jako svjetlo 1-1,5
Slama 2-3
Pale 4
Zlatno 5-6
Amber lagano 7
Amber 8
Srednje amber 9
Bakar/ 10-12
Svjetlo smede 13-15
Smede/crveno smede/kesten smeda 16-17
Tamno smede 18-24
Jako crno 25-39
Crno 40+

Kvaliteta okusa i stabilnost piva vrlo je vazna za potroSaca jer to utjeCe na naviku
kupnje istog proizvoda i samim time se preferira pojedina marka piva. Kada mikotoksini
kontaminiraju sirovine koje se koriste u pivarstvu, u konacnici mogu utjecati na proces
fermentacije i konac¢ne karakteristike piva. Neki od glavnih u¢inaka mikotoksina na senzorska
svojstva piva mogu imati gorak ili metalni okus koji narusava uobi¢ajeni okus piva. Takoder,
mogu utjecati na aromu piva, dajuéi mu nepozeljne mirise koji nisu karakteristi¢ni za
odredeni stil piva. Odredeni mikotoksini mogu izazvati promjene u boji piva, kao i smanjenje
bistrine, $to moze negativno utjecati na njegovu Vvizualnu privla¢nost. Mikotoksini mogu
utjecati na stabilnost pjene piva, $to je vaZan faktor u njegovoj senzorskoj ocjeni.

Jedan od parametara koji takoder utje¢e na proizvodnju hlapljivih spojeva poput estera
je kontaminacija mikotoksinima, koja se moze pojaviti u razli¢itim fazama proizvodnje piva.
Polarni mikotoksini se zbog svoje bolje topljivosti u vodi i termostabilnosti mogu se prenijeti
iz zrna zitarica u slad, a zatim u pivo (Humia i sur.,, 2019). Istrazivanja o ucinku
kontaminacije sladovine mikotoksinima na hlapljive spojeve alkoholne fermentacije otkrile su
da neki mikotoksini (uglavnhom AFB1 i DON) mogu inhibirati alkohol dehidrogenazu.
Rezultat je povecanje koncentracije acetaldehida i drugih nepozeljnih hlapljivih spojeva
sintetiziranih tijekom alkoholne fermentacije ali to nema utjecaja na ukupni sadrzaj estera
(Gomez-Lopez, 2020). Na temelju svih dosadasnjih relevantna istrazivanja, uzimajuéi u obzir
sve navedene ¢imbenike o mikotoksinima u sirovinama koje se koriste za proizvodnju craft
piva, pruzaju informacije o nastanku i sudbini spojeva tijekom procesa kuhanja piva koji

utjecu na senzorska svojstva piva (Mastanjevié i sur., 2018)
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Mnogi prehrambeni proizvodi, ukljucuju¢i 1 pivo, mogu se ocjenjivati putem
elektronskog nosa ili jezika. Senzorsko ocjenjivanje gdje je mjerni instrument ¢ovjek bolji je
izbor jer panelisti mogu uzeti u obzir i pruziti holisti¢ki dozivljaj kuSanog piva. Odredivanje
kvalitete u prehrambenoj industriji, posebice u pivarstvu, vrlo je teSko jer potroSaci imaju
razlicito stajaliSte o tome §to za njih znaci kvalitetan proizvod. Za neke je kvaliteta povezana s
ekskluzivnoscu i visokom cijenom. Drugi pak vide kvalitetu kao pristupacnu, a ne skupu ili
proizvode koje tradicionalno kupuju godinama. Da bi se imao zadovoljni potrosaé¢, vazno je
isporuciti proizvod bez gresaka, konzistentan sa svim prethodnim serijama S odgovaraju¢im

senzorskim profilom (Schabo i sur., 2021).

2.4.3. Kotaé okusa piva

Za provodenje senzorske analize i dobivanje pouzdanih podataka potrebno je formirati
I dobro educirati panel. Najvazniji dio obuke za senzorsko ocjenjivanje piva je koristenje sti
ardizirane, medunarodno priznate terminologije. Zajednickim naporima Europske konvencije
o pivarstvu, Ameri¢ke udruge kemicara pivara i Master Brewers of America rezultirali su sti
ardiziranom terminologijom graficki izrazenom kotacem okusa piva (slika 12) (Simpson,
2016). Kota¢ okusa moze se vidjeti u razli¢itoj literaturi uz dopustenje Americkog drustva
kemicara piva, St. Paul, MN, SAD (Langstaff i sur. 2018). Kota¢ okusa sastoji se od 14
razli¢itih osnovnih pojmova okusa koji su uobicajeni u tehnologiji proizvodnje piva kao
aromati¢ni, zitarice, osje¢aj u ustima itd.. Kako bi se usko opisao okus, pojmovi su podijeljeni
na izraze 1. razine (alkoholno, slicno otapalu, itd.) i pojmove 2. razine (ljuto, drvenasto, orah,
itd.). Postoje 44 objektivha pojma prve razine i 78 uvjeta druge razine. (Habschied i sur.
2022).

Aroma kotaci daju terminologiju za laksi senzorski opis proizvoda. Razvijeni su kako
bi pomogli ljudima koji su odgovorni za kontrolu kvalitete i razvoj proizvoda, te za laksu
medusobnu komunikaciju upravo koristenjem nedvosmislene terminologije iz kotaca okusa.
Meilgaard je prije 30 godina razvio kota¢ okusa piva. Njegov razvoj bio je vazna prekretnica
u uspostavljanju prihvacene terminologije za senzorsku znanost o pivu. Ona i dalje sluzi kao
osnova za izbor opisnih pojmova testova profiliranja. Kako bi se zajamcila dosljedna uporaba

jezika, potrebno je revidirati postojecu terminologiju piva. U Meilgaardovom kotacu okusa,
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mirisna, okusna i hapticka osjetilna percepcija se preklapaju i nekoliko pojmova nije jasno
uskladeno s osjetilnim opazajima. Za komunikaciju s panelistima vazno je da i oni razumiju
terminologiju. Kota¢ arome piva predstavlja kota¢ Kkoji je strukturiran prema senzorskim
standardima. Cak i ljudi koji nemaju poznavanje na koji se nacin razvijaju okusi u pivu mogu
ga koristiti za opisivanje osjetilnih percepcija. Kota¢ pomaZze ocjenjiva¢ima u opisu pozitivnih
i pozeljnih karakteristika piva (Schmelzle, 2009).

Slika 12. Kota¢ arome piva za komunikaciju s potrosac¢ima (Schmelzle, 2009)
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31 MATERIJALI

3.1.1. Sirovine (hmelj, slad, kvasac, voda) i craft piva

U istrazivanju je obuhvaceno 20 Zupanija Republike Hrvatske zajedno sa Gradom
Zagrebom. Iz svake Zupanije sudjelovalo je od jedne do tri craft pivovare odrzavajuci
reprezentativnost unutar Zupanije.

Prikupljeno je 60 uzoraka craft piva kao i sirovine koje se koriste za proizvodnju piva od
toga: 86 uzoraka slada, 62 uzorka hmelja, 31 uzorak kvasca i 30 uzoraka vode, te Sest

komercijalnih piva koja su posluzila kao referentni uzorak za usporedbu sa craft pivama (slika
13).

Slika 13. Ukupna distribucija prikupljenih sirovina i craft piva po zupanijama (autor)
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Tipovi craft piva koji su uzorkovani: lager, pilsner, pale ale, ale, amber ale, indijski pale

ale (IPA), americki blond ale (ABA), blond ale i porter, stout. Odabrani tipovi piva za svako

specificno pivo pokazuju razliite razine boje, ekstrakta i sadrzaja etanola. Uzorci piva

prikupljeni su direktno od craft proizvodaca i kuhani na istim ili pak razli¢itim mjestima.

Tablica 4. Popis tipova i broj uzoraka craft i industrijskih piva (autor)

Tipovi piva

Lager

Pilsner

Pale ale

Ale

IPA

Amber ale

American blonde
ale

Blonde ale
Porter
Stout

Industrijska piva

Broj
Oznake uzoraka
uzoraka
@ BO1, B13, B14, B16, B17, B32-B38, B40, B42, B43,
B45, B46, B48, B54
3 B41, B44, B47
9 B39, B50 — B53, B56 - B59
g B03, B15, B19,
B20 - B23, B55
7 B07 - B12, B24
2 B49, B60
3 B02, B29, B30
5 B25 - B28, B31
2 B04, B05
2 B06, B18
6 Bl105-BI10
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3.1.2. Hranjive podloge

Selektivne hranjive podloge za mikrobiolosku analizu hmelja i slada:

o PDA (Potato Dextrose Agar), Liofilchem i DG 18 agar, Liofilchem

3.1.3. Kemikalije

Kemikalija Stupanyj distoée
acetonitril >99%
bakrov sulfat pentahidrat 99%
cinkov sulfat heptahidrat 99%
octena kiselina 99,50%
sumporna kiselina 96%
HiPerSolv Chromanorm HPLC >99%
gradijent acetonitrila
Metanol LC-MS Chromasolv >99%
amonijev acetat >97 %
glacijalna octena kiselina (p.a.) 99,80%
Referentni sti ardi mikotoksina i /

gljiviénih metabolita

Kloramfenikol

3.1.4. Laboratorijski probor

o Automatske pipete

o Nastavci za automatske pipete (0,1-1000 uL)
o Staklena ¢asa (50 mL, 250 mL, 1000 mL)

o Stapié po Drigalskom

o Sterline staklene boce s navojem od 250 mL
o Plasti¢ne sterilne Petrijeve zdjelice

o Plasti¢ne epruvete, sterilne (50 mL, Falcon)
o Plasti¢ne tubice (2 mL, Eppendorf)

o Stalak za plasti¢ne tubice

o Kivete za spektrofotometar

Proizvodac
Sigma-Aldrich, SAD
Honeywell, SAD
Merck KgaA, Njemacka
Avantor, SAD
Merck KgaA, Njemacka
VWR Chemicals (Bec, Austrija)

Honeywella (Seelze, Njemacka)

Sigma-Aldricha (Bec, Austrija)

Sigma-Aldricha (Bec, Austrija)
(Sulyok i sur.2020)

Carl Roth (Njemacka)
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3.1.5. Uredaji i ostala oprema

a. Uredaj za odredivanje mikotoksina; Agilent 1290 UHPLC-u s binarnom pumpom,
1290 infinity
= autosampler spojeni sa Sciex® QTRAP 5500 MS/MS detektorom s
elektrosprejnim izvorom ionizacije
=  Kolona Gemini C18, 150 x 4,6 mm Phenomenex, Torrance, CA, SAD

b. Uredaj za tekuc¢insku kromatografiju ultra visoke djelotvornosti (UHPLC): Agilent
Technologies 1290 Infinity 11, Santa Clara, SAD; i pripadaju¢im djelovima:
= crpka (G7104A 1290 Flexible Pump);
» injektor (G7129B 1290 Vialsampler) i pe¢nica,
» analiticka kolona (Rezex ROA-Organic Acid H+, Phenomenex) dimenzija
150%7,8 mm s odgovarajué¢im pretkolonama,
= detektor indeksa loma (G7162A 1260 RID) i
= racunalni program za kromatografiju (OpenLAB CDS)
c. Ostala oprema

Uredaj za Cetvrtanje Zitarica RETSCH Riffelteiler 12.5
Laboratorisjki mlin Perten 3610
spektofotometar ONDA TOUCH UV-21, Prag
Vortex, Witeg VM -10, Witeg, Wertheim, Njemacka
Centifuga, Witeg CF-10 Witeg, Wertheim, Njemacka
Refraktometar ORA 3AA, KERN

pH metar EC-30-pH, Phoenix
Tresilica GFL 3017 Gemini, NL

Tehnicka vaga, Kern T572 Kern and Sohn Gmbh, Belingen
Analiticka vaga, SOLIS ADAM SAAB 225i Adam Equipment , UK
Oprema za filtraciju otopina (0,20 um, 0,47 um); Magna, GE
Najlonski filteri Water i Process Technologies, Michigan, SAD
Autoklav BIOBASE, Kina
Hadnjak, 1A60404B1VN Koncar

Zamrzivac, RFNE312E43WN Beko

Ultazvucna kupelj, DU-100 Agro Lab
Laboratorijski mikrosop, TENSION B1-252 Labena

Kabinet s laminarnim strujanjem zraka, BSC- Kina

200011 A2-X

Inkubator, POL-EKO-SP.J. ST 2B SMART POL-EKO,Poljska



3.1.6. Trenirani panelisti iz Carlsberg Croatia pivovare, Koprivnica

Za kvalitetno i pouzdano provodenje kvantitative deskriptivene analize (QDA) na
uzorcima craft piva, potrebno je imati pouzane i dobro trenirane paneliste. Da bi se dobili $to
pouzdaniji i relevantniji rezultati za ovaj doktorski rad senzorsko ocjenjivanje craft piva QDA
metodom proveli su trenirani panelisti iz Carlsberg Croatia, Koprivnica. Cilj je bio imati
panel koji je u mogucénosti identificirati uobiCajene okuse piva od neugodnih okusa i
kontaminanata niske koncentracije i samim time osigurati dosljedno ocjenjivanje intenziteta u

Sirkom rasponu okusa prema dobivenim uputama.

32. METODE
3.2.1. Uzorkovanje sirovina i uzoraka craft piva

Uzorci slada, hmelja, kvasaca, vode i piva uzorkovani su sukladno uputama Europske
komisije (EZ) br. 401/2006 o utvrdivanju metoda uzorkovanja i1 analize za sluZzbenu kontrolu
razina mikotoksina u hrani (EC, 2006). Kod uzoraka hmelja i slada odvojio se poduzorak za
mikolosku analizu. Uzorci slada i hmelja reducirali su se do laboratorijskog poduzorka
Cetvrtanjem pomocu uredaja RETSCH Riffelteiler 12.5, a ostatak slada se usitnito pomocu
mlina Perten 3610. Tako samljeveni uzorci slada i hmelja ¢uvali su se na -22 °C, a pivo na 4

°C do provodenja analize mikotoksina i fizikalno-kemijske analize.

3.2.2. Mikoloska analiza hmelja i slada

Mikoloska analiza hmelja i slada provodila se u mikrobioloskom laboratoriju uzgojem
plijesni na selektivnim hranjivim podlogama kroz 7 dana na 25 °C, a makroskopskim i
mikroskopskim pretrazivanjem odredile su se plijesni do razine roda. Rezultati su posluzili u
koreliranju izmedu pojavnosti rodova plijesni 1 mikotoksina u navedenim uzorcima te radi

usporedbe s rezultatima ostalih istrazivanja.
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3.2.3. Fizikalno- kemijske analize uzoraka craft piva

Za odredivanje parametara fizkalno-kemijske analize svi uzorci craft piva prethodno
su bili dekarbonizirani u ultrazvuénoj kupelji 30 min do nestanka pjene, $to je pokazatelj da

pivo ne sadrzi CO». Iz dekarboniziranih uzoraka craft piva izravno se analiziralo:
3.2.3.1.  Odredivanje pH
pH vrijednosti uzoraka izmjerena je na prethodno dekarboniziranim uzorcima pomocéu
pH-metra (da Costa Jardim i sur., 2018).
3.2.3.2.  Odredivanje ukupnog ekstrakta

Ukupni ekstrakt ¢ija je vrijednost izrazena kao °Brix, izmjeren je uz pomo¢ digitalnog
rué¢nog uredaja (ORA 3AA, KERN) uz prethodno kalibriranje destilaranom vodom (Humia i
sur., 2020).

3.2.3.3.  Odredivanje boje craft piva

Boja piva odredena je spektrofotometrijskim mjerenjem apsorbancije craft piva u
kvarcnim kivetama na 430 nm pomocu spektrofotometra ONDA TOUCH UV-21 kako bi se
dobila EBC boja. Uzorci piva su prethodno bili dekarbonizirani na ultrazvucnoj kupelji zatim
se ocitavala vrijednost apsorbance. Ukoliko vrijednost apsorbancije nije bila u linearnom
podru¢ju spektrofotometra, uzorak je bilo potrebno razrijediti (deLange, 2008; da Costa
Jardim i sur., 2018). Ovom metodom ocitana apsorbancija je mnozena s faktorom 12,7 za
SRM ili 25 (1) za odredivanje boje u EBC jedinicama (2), pri cemu D predstavlja razrjedenje

uzorka:
A430nm D 12,7 =SRM [1
A430nm D -25=EBC [2]

Na slici 14 je prikazan raspon EBC vrijednosti za odredene vrste piva
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SRM/Lovibond Primjer Boja piva EBC

2 Svijetli lager 4
3 Pilsner 6
4 Pilsner Urguell 8
6 12
8 Pienicno 16

10 Svijetli ale

17 Tamni lager

29 Porter

s Stout

40

~
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N p " Py

70 Vrhunski Stout

Slika 14. Prikazuje pripadajuce boje za razlicite vrste piva odnosno vrijednost boje u

EBC jedinicama (prilagodeno iz deLange, 2008)

3.2.3.4.  Odredivanje Seéera, masnih kiselina i etanola u uzorcima craft piva
tekucinskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti (UHPLC)

Prije same analize, dekarbonizirani uzorci craft piva su centrifugirani kako bi se
izdvojio supernatant. Nakon toga, supernatant dobro je pomijeSan u omjeru 1:1 (vol/vol) s
10% vodenom otopinom ZnSO4 X 7 H20 kako bi se istalozili proteini. Talozenje proteina se
provodilo 20 min, zatim su se istaloZeni proteini uklonili ponovnim centrifugiranjem 10
minuta na 4000 okr mint. Nakon centrifugiranja u obiljeZene epice otpipetira se 1 mL
razrijedenog uzorka te se doda 1 mL demineralizirane vode. Naposljetku, uzorak se profiltrira
u vijale kroz najlonski filter za Sprice promjera pora 0,2 «m. Pripremljeni uzorci su se zatim
analizirali teku¢inskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti (UHPLC).

Za kvantificiranje koncentracije Secera (glukoze, frultoze, maltoze, maltotroze),
masnih kiselina, glicerola i etanola koriStena je analiticka kolona Rezex ROA-Organic Acid
H+ (15 cm x 7,2 mm, Phenomenex, SAD), a kao mobilna faza tijekom analize koriStena je

otopina sumporne Kkiseline u vodi 0,0025 M, temperatura peénice iznosila je 60 °C,
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temperatura RID detektora 40 °C, a volumen injekiranog uzorka je 10 xL uz brzinu protoka
mobilne faze od 0,6 mL mins vremenom rada od 15 minuta . Rezultati su izrazeni kao g L.
Obrada rezultata dobivenih kromatografskom analizom napravljena je pomocu racunalnog
programa za kromatografiju (OpenLAB CDS). Pripadajuce vrijednosti o¢itane su iz bazdarnih
pravaca (Mardetko, 2022).

3.2.4. Odredivanje mikotoksina u hmelju, sladu, craft pivu, kvascu i vodi

Odredivanje mikotoksina i njihovih metabolita u uzorcima slada, hmelja, kvasca, vode
i piva provodilo se prema validiranoj metodi koju su objavili Sulyok i sur. (2020) na QTrap
5500 MS / MS sustav (Sciex, Foster City, CA, SAD) koji je opremljen s TurboV izvorom
ionizacije elektrospreja (ESI) te je spojen na UHPLC sustav serije 1290 (Agilent
Technologies, Waldbronn, Njemacka). Kromatografsko odvajanje provedeno je na 25 °C na
Gemini kolonama C18, 150 x 4,6 mm i.d., veli¢ine Cestica od 5 um, opremljenog zastitnim
uloskom C18, 4 x 3 mm i.d. (oba Phenomenex, Torrance, CA, SAD). Elucija je provedena u
binarnom gradijentnom nadinu rada s protokom od 1000 puLmin. Obje mobilne faze
sadrzavale su amonijev acetat od 5 mM 1 sastojale su se od metanola/vode/octene kiseline
10:89:1 (v/v/v; eluent A) odnosno 97:2:1 (v/v/v; eluent B). Nakon pocetnog vremena od 2
min na 100 % A, udio B je linearno povecan na 50 % u roku od 3 minute. Nakon daljnjeg
linearnog povecanja od B do 100 % unutar 9 min slijedilo je vrijeme zadrzavanja od 4 min pri
100 % B i ponovna ravnoteza stupca od 2,5 min na 100 % A. Volumen ubrizgavanja bio je 5
pL. ESI-MS/MS je izveden u planiranom nac¢inu visestrukog pracenja reakcija (sSMRM) u
pozitivnom i negativnom polaritetu u dva odvojena kromatografska ciklusa. Vrijeme ciljanog
ciklusa bilo je 1000 ms, vrijeme pauze MS-a 3 ms, a §irina prozora za otkrivanje bila je 40,

odnosno 52 s u pozitivnom i negativnom ESI nac¢inu rada (Sulyok i sur., 2020).

3.2.5. Senzorska analiza craft piva kvantitaivnom deskriptivnom metodom (QDA)

Kvantitativnom deskriptivnom analizom (QDA) odredio se senzorski profil na 60
uzoraka craft piva od toga je Sest komercijalnih piva koja su dostupna u trgovinama kroz
cijelu godinu na podru¢ju Republike Hrvatske. QDA analiza na uzorcima craft piva
provedena na SveuciliStu Sjever od strane stru¢nog panela iz pivovare ,,Carlsberg Croatia“ u

Koprivnici. Skupinu ocjenjivaca je ¢inilo sedam educiranih panelista, tri muskaraca i Cetiri
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zene izmedu 25 1 50 godina starosti, u zdravom stanju. Panelisti unutar svoje kompanije
provode redovite treninge upotrebom testova za prepoznavanje i skaliranje intenziteta
pojedina¢nih nota okusa piva uz pomo¢ Aroxa certificiranih sti arda okusa. Raspon
certificiranih sti arda okusa sadrzi preciznu koli¢inu praskastog senzorski Cistog materijala
okusa i nano-inkapsuliranog za stabilnost proizvedenog u njihovom laboratoriju Pharma-
GMP (Aroxa, 2024).

Prije same provedbe deksriptivnog testa panelisti su dobili sve upute ocjenjivanja,
upoznati su sa kotaéem okusa (Schmelzle, 2009) i pripadaju¢im deskriptorima ,,flavore® i
,,offlavore* piva koji se mogu pronaéi u pivu a nalaze se na obrascu A (Prilog 8). Panelisti su
morali oznaciti intenzitet prepoznatog deskriptora piva na skali od 0 do 9. Te intenzitet dojma

senzorskog profil okusa na skali od 0 do 100 obzirom na prepoznati deskriptor (tablica 5).

Tablica 5. Prikaz raspona skale intenziteta okusa opéeg dojma piva (autor)

Senzorski ) o ) )
) Opis osobine piva Skala intenziteta
profil okusa
Nepitko pice /i sa nekoliko intenzivnihijih neugodnih
lose 0-25

okusa i mirisa

Ni loSe ni dobro . . ] 25-50
nejednakim osobinama okusa

Svjeze pice koje ima karakteristi¢nu osobinu
dobro o ) o 50-75
okusa/mirisa na blago povisenoj razini

vrlo dobro Savr$en primjer pi¢a 75-100

Ocjenjivanje uzorka je obavljeno u odgovarajucoj osvijetljenoj prostoriji bez neugodnih
mirisa 1 buke, temperatura prostorije je bila 22 °C. Uzorci piva su prije provodenja testa
¢uvani u hladnjaku na 4 °C, te su prije degustiranja drzani na sobnoj temperaturi 10 minuta.
Svakom ki idatu se posluzilo oko 30 mL svakog piva u plastiénim ¢aSama koje su bile
kodirane troznamenkstim brojem bez prethodnog znanja ocjenjivaca o proizvodacu piva koje
se ocjenjuje. Tijekom provedbe senzorske procjene panelisti su izmedu svakog uzoraka dobili

vodu i suhe neslane grisine za neutaliziranje nepca.
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3.2.6. Statisticka analiza

Statisticka analiza podataka provedena je upotrebom Microsoft Excel 2016, Statistica
13.3, Tableu 2023.1.1. te Minitab 20.4. softverskog paketa. Rezultati dobiveni QDA metodom
graficki su prikazani ,,paukovim mrezama®. Osnovna deskriptivna statistika pripremljena je
koriStenjem Statistica 13.3. paketa. Ispitana je normalnost distribucije podataka pomocu
Shapiro-Wilksovog W testa, te homogenost varijance pomocu Levenovog testa. Temeljem tih
rezultata odabrani su daljnji testovi koji se smiju koristiti za usporedbu izmedu pojedinih
skupina podataka (ANOVA ili Kruskal-Wallis ANOVA), odnosno kod usporedbe izmedu
dvije varijable (T-test ili Mann Whitney U test). Provjerena je Kkorelacija koristenjem
Pearsonovog i/ili Spearmanovog koeficijenta. U Tableu 2023.1.1. napravljene su toplinske
mape prosjeka pojavnosti mikotoksina u pivima s obzirom na Zupanije iz koje dolaze. Za
provjeru povezanosti varijabli koristen je Minitab 20.4. softver gdje su sve varijable
usporedene pomocu PCA testa, te su prema potrebi grupirane u pojedine skupine kako bi se
lakSe utvrdila povezanost. Razlika u distribuciji podataka smatrat ¢e se statisticki zna¢ajnom

ukoliko je p < 0,05.
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4. REZULTATI



4.1. Uzorkovanje sirovina i uzoraka craft piva

Uzorci slada, hmelja, kvasaca, vode i piva uzrokovani su sukladno uputama Europske
komisije (EZ) br. 401/2006 o utvrdivanju metoda uzorkovanja i analize za sluzbenu kontrolu
razina mikotoksina u hrani (EC, 2006). U nastavku na slici 15 moze se vidjeti distribucija za

sve sirovine i craft piva po Zupanijama.

a) hmelj : b) slad

c) kvasac \ d) voda

Slika 15. Distribucija uzorkovanja sirovina po Zupanijama: a) hmelj, b) slad, ¢) kvasac i d)
voda. Vecéi broj uzoraka je tamno zelene boje, a manji broj uzoraka je svjetlije zelene boje
(autor)
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Slika 16. Distribucija uzorkovanja craft piva po zupanijama. Veci broj uzoraka je tamno
zelene boje, a manji broj uzoraka je svjetlije zelene boje (autor)

4.2.  MikoloSka analiza hmelja i slada

Mikoloska analiza uzoraka slada i hmelja provedena je na selektivnim hranjivim
podlogama PDA i DG 18 kroz 7 dana na 25 °C, a rezultati stupanj onec¢is¢enja slada i hmelja

plijesnima su prikazani u tablici 6 i slici 17.

Tablica 6. Stupanj oneciséenja slada i hmelja plijesnima (autor)

Broj pozitivnih uzoraka

o Slad Hmelj
Plijesni
n/86 % n/62 %
Aspergillus sp. 86/86 100 n/d 0
Penicillium sp. 75/86 87 n/d 0
Alternaria sp. 86/86 100 62/62 100
Fusarium sp. 86/86 100 61/62 98
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Slika 17. Alternaria () i Penicillium (b) - kolonije plijesni na PDA podlozi nakon 7 dana

pri 25 °C 1 mikroskopska slika plijesni pri povecanju 400x a) Fusarium; b) Aspergillus; c)

Alternaria; d) Penicillium (autor)

4.3.  Fizikalno - kemijske analize uzoraka craft piva

Svi uzorci craft piva prije same analize prethodno su bili dekarbnoizirani, a u
tablicama 7 do 17 prikazane su vrijednosti fizikalno — kemijskih analiza uzoraka prema tipu

craft i industrijskih piva.
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Tablica 7. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara u tipa lager craft piva (autor)

[0 -
1.Tip piva: = SN .5_'.—' S S — S_u—' ELT‘ o - = —
LApGpER T 2 Q ©E €8 5L 2L g1 gL L §4L 2%

e n L L 8° 2 S S Do 3o S o o D L o 82
X2 B B2 E— 5= 2= = T2 ©
srednja a5 1450 2900 596 103 301 283 057 036 119 197 487
vrijednost
standardna 540 1518 3535 (078 004 160 123 08 017 112 092 098
devijacija
Min. 410 349 687 500 1,021 1,30 089 001 004 011 042 3,61
vrijednost
Maks. 53y 6686 1337 8 1029 445 635 224 075 455 403 7,22
vrijednost
*>LOD 19 19 19 19 19 3 19 15 19 19 19 19
postotak 15y 950 100 100 100 16 100 79 100 100 100 100

(%)

*>L.OD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije

Tablica 8. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara u tipu pilsner craft piva

© -
) p— N © [22]
2. Tip piva: = 82 25 8 85 N~ ¥ T 35—
PILSNER z = Q EE£ E8 5L 2L gL 2L 2l gL ER
B 72 w S8 £ 2z Tz 2z T2 g2 =S §—
= 83 39 £2 5% §¥ £2 5
srednja vrijednost 507 495 990 560 1,02 000 282 004 039 092 196 482
stand.devijacija 0,12 1,05 209 060 000 000 076 003 003 050 010 0,14
i 500 428 855 500 102 0 203 000 036 037 186 467
vrijednost
maks. 52 615 1231 62 103 0 353 006 041 133 206 4,94
vrijednost
*>LOD 3 3 3 3 3 0 3 3 3 3 3 3
postotak (%) 100 100 100 100 100 O 100 100 100 100 100 100

* >LOD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije

Tablica 9. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara u tipu pale ale craft piva

53



3.Tip Piva: p o +F £% 'gﬁ'_' S5 S+ SN S 5 Ela
. . T CgT gaQ s =} o = o | > o
PALE ALE s X B 58 g S5 Eo 3o o oS3 82
s — B < — E— o— [— &= o— ¢
= e
srednja 487 827 1654 536 102 275 371 023 043 121 189 4,69
vrijednost
stand.devijacija 0,20 324 647 067 000 468 297 041 019 062 022 052
min. 450 2,76 553 420 1,02 037 127 000 006 076 158 391
vrijednost
maks. vrijednost 5,1 13,64 2728 62 1,02 976 852 131 062 277 226 559
*>|_OD 9 9 9 9 9 4 9 9 9 9 9 9

postotak (%0) 100 100 100 100 100 44 100 100 100 100 100 100

* >LOD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije

Tablica 10. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara u tipu ale craft piva

¢} -

4. Tip piva: T = Q %? ‘§§ 'Er gr' g“'_' gr' ﬁ;—- 25 S

: ; S 28 & S e v 5 c 9

ALE = & @ 3£ %z Sz ETn Zz iz gz im 82

srednja 485 1550 3100 613 105 518 224 010 041 092 238 494
vrijednost

stand.devijacija 0,30 14,82 2965 1,10 0,06 094 211 015 015 066 053 1,13

min. 450 325 650 500 102 451 040 001 027 011 151 326
vrijednost

maks. vrijednost 5,3 4848 9698 82 120 584 653 043 061 2,10 330 7,11

*>_OD 8 8 8 8 8 2 8 8 5 8 8 8

postotak (%0) 100 10 100 100 100 25 100 100 63 100 100 100

* >L.OD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije

Tablica 11. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara u tipu amber ale craft piva
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© -
— — N © %)
5. Tip piva: = 82 25 85 8- Noo ¥5 B 55—
AMBER ALE 5 2 2 §'§ §§ EL 2L 2L 2L el §L £¥
2 w g5 25 =23 =2 22 22 g2 == -
> — XSS g IS > o = >
srednja
vrijednost 495 1530 3059 640 103 000 360 002 038 0,71 220 5,71
stand.devijacija 0,07 2,60 521 057 000 000 28 002 0,24 0,77 032 042
min. vrijednost 4,90 13,46 26,91 6,00 1,02 0 158 000 021 017 198 542
maks. 5 1713 3427 68 102 0 560 003 054 125 243 6,01
vrijednost
*>LOD 2 2 2 2 2 0 2 2 2 2 2 2
postotak (%o) 100 100 100 100 100 0 100 100 100 100 100 100
* >L.OD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije
Tablica 12. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara u tipu american blonde ale craft piva
6.Tip piva: £ — ~ g @ « © %) —
AMERICAN r S Q sE 88 =7 8% 8% g7 2 £7 2w
BLONDEALE = & i §€ %2 85 S5 32 T3 oo 2o g2
5 = g s— E— >— - c = o= @
e e
e 497 817 1633 520 102 087 247 084 026 080 1,99 443
vrijednost
stand.devijacija 0,15 2,61 521 03 0,00 000 141 145 0,15 032 031 124
min. vrijednost 4,80 553 11,05 500 1,02 0,87 153 0,00 0,09 057 1,73 311
maks. 51 1074 2148 56 102 086 409 252 039 118 233 556
vrijednost
*>L.OD 3 3 3 3 3 1 3 3 3 3 3 3
postotak (%0) 100 100 100 100 100 33 100 100 100 100 100 100

* >LOD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije
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Tablica 13. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara u tipu blonde ale craft piva

© -
- —_ N © %)
7.Tip piva: X% §2 25 8+ 8- Ny ¥+ B 35—
BLONDE ALE T 2 @ E£ g &L 2L gL 2L el gl EX
s w 28 2& S F= = S22 g2 52 -
> TES) g =) o £
srednja vrijednost 4,90 5,23 1047 6,00 1,02 0,00 126 0,06 035 102 161 4,82
stand.devijacija 0,14 2,58 5,17 049 0,00 0,00 024 007 013 0,24 0,65 0,55
min. 480 249 499 520 102 O 1,02 000 0,13 0,74 046 431
vrijednost
maks. 51 92 184 64 102 0 159 011 048 139 196 573
vrijednost
*>L.OD 4 5 5 5 5 0 5 2 5 5 5 5
postotak (%0) 80 100 100 100 100 0 100 40 100 100 100 100
* >L.OD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije
Tablica 14. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara u tipu IPA craft piva
8.Tip piva < s o g © © < ] —
. : = S L/ N N N/ X o 5§ —
IPA I 2 & Sf 25 5L BL 8L gL L gL EX
T o W g8 2& S Eo Z= B2 g2 £= g
> ES) g [S)) L e
srednja
vrijednost 514 12,12 24,08 7,31 103 10,07 500 0,10 059 1,71 213 6,06
stand.devijacija 0,25 5,12 10,12 1,02 0,00 551 423 009 0,19 158 086 0,93
min. 460 377 742 560 102 284 118 000 030 054 048 4,56
vrijednost
maks. 53 1831 3608 88 103 1561 1337 024 085 489 299 7,35
vrijednost
*>L.OD 7 7 7 7 7 4 7 6 7 7 7 7
postotak (%0) 100 100 100 100 100 57 100 86 100 100 100 100

* >L.OD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije
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Tablica 15. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara u tipu porter craft piva

© -
— —_ N © %)
9. Tip piva: B <% $& &~ g~ 8= J& X5 Br 3=
rorTeR L F g FE fS BQsEg £ ¥ gy g3 %
X O Y © = =i o © — 5 — <3}
[ — £ L =
srednja 470 7344 14569 750 103 O 163 007 054 084 035 508
vrijednost
standardna 5, g8y 1592 156 000 O 116 009 003 103 021 021
devijacija
I 470 6722 13444 640 103 0 08L 000 053 011 020 583
vrijednost
maks. 470 7966 15694 86 102 0 245 012 056 157 049 6,12
vrijednost
*>_OD 2 2 2 2 2 0 2 2 2 2 2 2
postotak (%) 100 100 100 100 100 O 100 100 100 100 100 100
* >L.OD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije
Tablica 16. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara u tipu stout craft piva
. © -
10.Tip g — < o S — o o _ S __ g,_, S— =
piva: T S Q < A 2 S =%, 287 g7, g~ WoEY 2%
foor  E 0§ B 3E 55 2 fziziziziz fE
) Sl g o L = o
srednja 90 14132 27946 1270 105 1685 489 066 090 011 384 717
vrijednost
stand. 9, 9952 10454 948 004 1457 647 079 055 000 169 414
devijacija
min. 480 70,95 141,90 600 102 655 032 010 051 011 264 4724
vrijednost
maks. 5 21168 417,02 194 1,08 2715 946 121 129 011 503 10,09
vrijednost
*>|_OD 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
pofcf/‘;;ak 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

* >LOD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije
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Tablica 17. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara u industrijskim pivama

©

2

o

g

0 I
%

>

©

=

Lager 4.7
Stout 4.3
Ipa 4.9
Stout 4.8

Blonde ale 4.8
Pale ale 5.1

SRM

3.93

53.36

17.78

57.48

6.96

11.22

EBC

7.73

105.1

35.02

113.2

13.73

22.10

ekstrakt [°Brix]

e
[}

9.8

8.4

gustoca [20°/20°]

1.025

1.020

1.039

1.034

1.037

1.033

maltotrioza [g L]

=
©
©

maltoza
[gL7]

3.09

351

5.62

4.37

4.22
0.66

glukoza
[gL]

0.004

0.321

0.656

1.434

0.139

fruktoza
[gL7]

0.299

0.333

0.510

0.397

1.766

0.583

masne Kis.
[gL7]

0.111

0.918

1.158

1.554

0.525

0.533

glicerol
[gL

1.29

1.75

1.83

2.01
1.56

etanol

4.85

4.40

6.67

6.61

0.65
5.36

[ %6]

4.4. Odredivanje mikotoksina u hmelju, sladu, craft pivu, kvascu i vodi UHPLC/MS/MS

uredajem

U ovome poglavlju prikazane su vrijednosti za pojavnost mikotoksina u uzorcima hmelja,

slada, craft piva, kvasca koji su analizirani UHPLC/MS/MS uredajem metodom prema

Suylok i sur. (2020b) prema gore spomenutom poglavlju 3.2.3. Na slici 18 prikazani su

primjeri ukupnog kromatograma iona pozitivnog i negativnog moda za uzorak piva.
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Slika 18. Prikaz ukupnog kromatograma iona a) pozitivnog moda i b) negativhog moda

za uzorak piva (autor)

Rezultati za odredivanje mikotoksina provednih na uzorcima vode nisu prikazani jer
vrijednosti za navedeno bile su ispod limita detekcije.

Pojavnost dokazanih mikotoksina i njihova koncentracija u sladu, hmelju, kvascu i
uzorcima craft piva te za industrijska piva prikazne su u prilozima, zbirni podaci za navedeno
prikazani su tablicama od 18 do 30 sa srednjom vrijednosti, standardnom devijacijom,
rasponom kvantificiranih podataka, brojem uzoraka iznad limita detekcije te udjelom

pojavnosti.
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Tablica 18. Zbirne vrijednosti pojavnosti mikotoksina i ostalih metabolita u uzorcima lager

craft piva (autor)

Tip piva: <
1% < % £ =
LAGER 8 3 < = € [ E =
= 37 g£gr7 Er €7 g £7 Eg7  Es&F
S 3 S5 4 S S 2 - =3 25
<E 2E <8 E SE TE £=§ SE §EE ZEE
< 2 c & =22 =2 s 2 z2 g2 ELE =22
ElEa g = c £ & © — ] OE e — S E & c £ 5
2 > g = 2 © > ’ =
» > S IS ” 3
« >
(%2}
srednja 51,68 4583 2,34 0,24 2580 0,63 10,99 2520,64 2288,47
vrijednost

stand.devijacija 33,75 32,77 0,00 0,17 1721 084 4,69  2348,36 1896,66
min. vrijednost 6,44 18,74 2,34 0,12 915 0,09 489 23,63 801,43

maks. 123,25 128,04 2,33 0,35 58,75 259 19,89 9082,31 6089,25
vrijednost
*>LOD 19 19 1 2 19 9 19 19 19
postotak (%) 100 100 5 11 100 47 100 100 100

* >L.OD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije

Tablica 19. Zbirne vrijednosti pojavnosti mikotoksina i ostalih metabolita u uzorcima pilsner

piva (autor)

®©
PR, < Q < ,'S E = e =
. 'L S £_ £8 25 f£gr 2o~
PILSNER £t 5E £ 88 8. 8E SE E28% Z8°F
c2 T2 Sz2 52 LE £E T2 gg2 oo
e = g = gEI—I © — © u:))‘_ﬁ e — U:))EI—I ©c £ =
2 2 3z 5 5 c 2 :
srednja 6735 2130 061 067 2300 003 1064 214104 120832
vrijednost
stand.
and. 5002 765 000 000 723 000 528 101241 23574
devijacija
min. 2272 1446 061 067 16,68 003 540 102560 1028,95
vrijednost
maks. 12142 2956 061 067 30,87 003 1596 300178 147533
vrijednost
*>1_OD 3 3 1 1 3 1 3 3 3
postotak (%) 100 100 33 33 100 33 100 100 100

* >LOD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije
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Tablica 20. Zbirne vrijednosti pojavnosti mikotoksina i ostalih metabolita u uzorcima amber

ale piva (autor)

S 8 3 £ E
Tip piva: §=—= == S8 B8 — 2= £, 2= Eg=- =g
5L 5o g25L ESL 8L FETEL £8L g2%55
AMBER ALE gg ?E %Ege s S E I E 3%??@5 }?;:%E 55:‘35
s2 g £82 ESge2 E5 2 c£%?® gz 2
E= g- 8= o = E= 3 ET 357 ==
srednja vrijednost 65,91 31,82 0,00 0,01 36,93 0,00 6,49 3238,26 2781,34
stand.devijacija 40,94 7,49 0,00 0,00 41,00 0,00 2,23 1624,84 2420,07
min. vrijednost 36,97 26,52 0 001 794 0 491 208932 1070,09
maks. vrijednost 94,86 37,12 0 0,008 6592 0 8,06 4387,28 4492,58
*>L.OD 2 2 0 1 2 0 2 2 2
postotak (%) 100 100 0 50 100 0 100 100 100
Tablica 21. Zbirne vrijednosti pojavnosti mikotoksina i ostalih metabolita u uzorcima
american blonde ale piva (autor)
- 1] [} g =
. . 3 = E =% —= = =
Tip piva: .gr = = égr £ = 1S %g 2 — %Sr Ef_f’g_—
AMERICAN 5. g . 3. <! 2T 23 5! =3 FE-
ALE = E = gES g& < éE g SES EE.E.
srednja — gea4 2577 000 011 2695 018 740 137603 3082,70
vrijednost
stand.
C . 19,21 3,51 0,00 0,03 9,56 0,15 2,40 1093,67 1816,60
devijacija
min. 3589 2255 000 009 1594 007 575 234,99 105332
vrijednost
maks. 7398 2050 0,004 0125 3314 0290 10,149 24152 455701
vrijednost
*>L.OD 3 3 1 2 3 2 3 3 3
postotak (%) 100 100 33 67 100 67 100 100 100

* >L.OD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije
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Tablica 22. Zbirne vrijednosti pojavnosti mikotoksina i ostalih metabolita u uzorcima blonde

ale piva (autor)

< g
© c = =]
2] < g = = o =]
IE—— z = és:&“.— .§,~— %9 = — %_— ;ES_—
Tip piva: §4 84 §s_-°SL g2 2% 2,  E 23 .
BLONDEALE <5 <5 25f8f 25 58 &5 E5  E:SS
ES ES& gESEGSE £= BE g FE s £ S
3 3 S E 3 © =} [+ E
) a 2 g « g 3
Sl 59,93 32,77 000 035 3939 026 890 327873 124867
vrijednost
stand.devijacija 26,3¢ 10,51 000 023 33,60 016 4,50 205558 418,63
min. vrijednost 17,75 2045 0 017 13,19 015 420 2444 816,89
maks. 80,81 4580 0 061 97,83 038 1585 5041,77 189047
vrijednost
*>LOD 5 5 o 3 5 2 5 5 5
postotak (%) 100 100 O 60 100 40 100 100 100

Tablica 23. Zbirne vrijednosti pojavnosti mikotoksina i ostalih metabolita u uzorcima IPA

piva (autor)

. . = (1+] o> 8 =
Tip piva: = 3 S 2 = 3 € E
g =— Z=  2go g = £ ':::6'(?5 = - =g E 8=
5 2 g€3a 2. £ET 5 5. =5 £5.
IPA 2T BT 8t 5T &L 2E ST ZSE  GEE
g2 s2 g2 22 . EE c2 EZgZ2 =gz2
5 T £ £ E =B ? 5
srednja 2/ 96 4090 000 026 4057 028 618 174430 160178
vrijednost
stand.
and. 5355 1292 000 042 1033 032 192 110539 998,90
devijacija
min. 3667 2946 0 004 2289 005 416 27280 92887
vrijednost
maks. 19084 .o 101 5239 050 959 384824 377735
vrijednost 78
*>LOD 7 0 5 7 2 7 7 7
postotak 100 100 g 71 100 29 100 100 100
(%)

* >LOD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije
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Tablica 24. Zbirne vrijednosti pojavnosti mikotoksina i ostalih metabolita u uzorcima pale ale

piva (autor)

T' H . %) o % g c =
P piva: 'ér fi;r éﬂr Er § = -:f—cé E-— %Sr if:’g_—
= 1 ah) 1 E — 1 (_U 1 8 1 “(7; 45 :§ 1 E: 1 'g — I
PALE ALE £ §F Y8 5T 7 E &t ST ESE :8°F
S2 FE GEE 3E § E EE §E EEE JEE
3 3 > E e g 3 £
n E n
srednja vrijednost 86,54 100,95 0,00 0,20 4543 0,78 9,37 3531,07 2387,65
stand.devijacija 30,18 17356 0,00 0,09 2519 103 250 2372,46 2075,74
min. vrijednost 47,80 25,48 0 0,12 1855 0,02 590 11340 863,40
maks. vrijednost 128,88 559,64 0 0,35 103,58 2,33 13,17 6960,74 5967,19
*>LOD 9 9 0 5 9 7 9 9 9
postotak (%) 100 100 0 56 100 78 100 100 100
* >LOD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije
Tablica 25. Zbirne vrijednosti pojavnosti mikotoksina i ostalih metabolita u uzorcima ale piva
(autor)
< 3]
H H - @ %) < S = e =
= qh) q;_) o— 1 < 1 g 1 8 40—5 § 1 E‘ — 1 8 — 1
ALE 5 ¢ 52 282 g2 ¢ 8f g2 E32 f3¢
< E :2 sEg g gE Bt 2 EEe Sig
srednja 59,74 32,36 0 0,18 40,28 060 9,02 4199,87 335458
vrijednost
stand. 23,42 16,91 0 0,13 12,45 083 3,08 2667,65 139255
devijacija
min. 40,20 15,01 0 0,03 24,07 0,03 4,01 780,82 887,66
vrijednost
maks. 114,80 68,52 0 0,32 53,78 1,72 12,74 9022,6  4891,68
vrijednost
*>LOD 8 8 0 4 8 6 8 8 8
postotak 100 100 0 50 100 75 100 100 100
(%)

*>L.OD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije
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Tablica 26. Zbirne vrijednosti pojavnosti mikotoksina i ostalih metabolita u uzorcima porter

piva (autor)

. . = < 8 =
Tip piva: o = 2 = £ S € E
s = S2gr £+ 2= £§ £ Eg- Egg
5 5 ss, =, &8, £@r 2, £33, &35!
PORTER 2t St 8t 8T JE SE SE 28 Z8°F
£2 = <gE %E g2 EE 2 EEE ZEE
2 g £ £ 2 »% & 2 £
srednja vrijednost 63,58 61,24 0,00 0,31 1551 0,11 10,30 3010,83 3863,08
stand.devijacija 3,89 23,08 0,00 0,21 060 0,00 595 279,39 1430,42
min. vrijednost 60,83 44,92 0 0,16 15,09 0,11 6,09 2813,26 2851,62
maks. vrijednost 66,32 77,56 0 0,45 1594 0,105 14,50 3208,38 4874,53
*>L.OD 2 2 0 2 2 1 2 2 2
postotak (%) 100 100 0 100 100 50 100 100 100

* >LOD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije

Tablica 27. Zbirne vrijednosti pojavnosti mikotoksina i ostalih metabolita u uzorcima stout

piva (autor)

Tip piva:

© £
o 3 i =2 £ s E E
S ZF= 2g= = 2= £8€§ == LT &g
STOUT £ oF TE =7 ST ®g zT  EZi FET

o L 4 €384 = @ 2 c £ Z 8 239

< E QE -:‘USE SE IE&E o &E s 8 E s E

s2 <2 Zef c2 =2 EE 2 EZ2E2 cgB

A3 3 5 7 g 3 E
srednja vrijednost 52,55 53,25 0,00 0,06 30,58 0,66 1825 1964,29 4176,43

stand.devijacija 11,28 29,80 0,00 0,00 29,36 0,00 5,36 2064,17 1256,86
min. vrijednost 44,57 32,18 0 0,06 982 066 14,46 504,70 3287,70
maks. vrijednost 60,53 74,32 0 0,06 51,34 0,66 22,03 3423,87 5065,16
*>LOD 2 2 0 1 2 1 2 2 2
postotak (%) 100 100 0 50 100 50 100 100 100

* >L.OD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije

Tablica 28. Prikaz vrijednosti za pojavnosti mikotoksina i ostalih metabolita u industrijskim

pivama
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INDUSTRIJSKA PIVA

= < =

£ 2_ 3..%- E_ s£_.5_ =,_&
@ = = =0 - ¥ = = = c & == =08 - g 8-
ci 2 $E'EI S ! SEEE' _E.E' T E
£2 37 28zse 27 ggEiz 537 43¢

< < 8 > L c @8 4 g S o S

52 g2 C2ET2 S ESE g ELP ceg?
e = g = mEl—ml—l E = S+ £ g — S €= c €=

2 S % IS > @ =] @ S
LAGER 66,24 39,11 <LOD <LOD 41,26 <LOD 8,05 1435,68 3093,23
STOUT 28,99 20,72 <LOD <LOD 10,46 43,35 6,23 281,96  2243,10
IPA 80,29 4856 <LOD 2,17 34,37 0,49 8,13  3423,69 990,93
STOUT 39,72 20,79 <LOD 0,31 24,18 <LOD 5,06 1298,28 1158,75
BLONDE ALE 67,68 26,52 <LOD 0,06 27,31 0,21 7,26 3644,57 1760,46
PALE ALE 59,12 12,30 <LOD 1,07 17,76 549,6 9,24 7153,72 1179,19

U nastavku slijede zbirni podaci o pojavanoti mikotoksina te biljnih, bakterijskih i ostalih

fungalnih metabolita u sirovinama: hmelj, slad i kvasac (tablice 29 — 31).

Tablica 29. Prikaz zbirnih vrijednosti o pojavnosti mikotoksina i ostalih metabolita u hmelju

(autor)
HMELJ - e
% - 2 — E © "E © —
e =~ SET =
T @ = 0o _ = S
ZE T E 28 E g ZEE
gE g2 Egg e 2
> > v =
wn w
srednja vrijednost 196,78 203,72 3037,17 28,08
stand.devijacija 270,79 258,28 779,05 18,12
min. vrijednost 5,28 0,0003 2,65 0,48
maks. vrijednost 1173,97 1495,24 4888 88,09
*>LOD 62 62 62 62
postotak (%) 100 100 100 100

* >L.OD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije
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Tablica 30. Prikaz zbirnih vrijednosti o pojavnosti mikotoksina i ostalih metabolita u sladu
(autor)
A ., £ £ g £
.3 S = =
g =r 23 f- - £§f 25 fsr gzt
& S 85,3 8 1 72 2, =384 &35
£E E ¥§ B8E OLE SE S5E S8E ggE
g 2 < £ T2 52 s 2 € < s E22 c22
2 2 > £ 3 g 3 5
srednja 365,92 1356,42 0,57 1364,1 2407,44 6753,16 120,68 5,17 8580,63
vrijednost 9
stand. 365,92 1356,42 0,57 1364,1 2407,44 6753,16 120,68 5,17 8580,63
devijacija 9
min. 2,55 5,59 0,04 5,59 33,52 0,096 0,068 6,64 44,40
vrijednost
maks. 2407,61 4671,22 153 46712 18619,74 31088 634,80 13,96 45924.,8
vrijednost 2
*>L.OD 86 86 10 85 86 77 75 2 86
postotak (%0) 100 100 12 99 100 90 87 2 100

* >LOD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije

Tablica 31. Prikaz zbirnih vrijednosti o pojavnosti mikotoksina i ostalih metabolita za kvasac

(autor)
KVASAC
o = = = =
s— F=—= 2= =Zcg == T8 EST
c [ EI SE: D! == Cd)gzl
o d @ 0 N = O = = o s o
SE FE IE ZSBE BE SEE SEEE
s 2 g2 g2 E32 ce E22 T g2
- S > w 5 n =
72} 7] w >
srednja vrijednost 8,39 11,79 293,89 0,26 10,23 19,31 5,39
stand. devijacija 1,12 7,78 25,04 0,02 0,48 4,63 0,48
min. vrijednost 7,23 4,61 256 0,23 9,8 2,64 4,61
max. vrijednost 11,7 23,7 329 0,29 10,82 23,7 6,15
*>LOD 15 31 18 18 4 31 31
postotak (%) 48% 100% 58% 58% 13% 100% 100%

*>L.OD - broj izmjerenih podataka iznad limita detekcije
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U nastavku slijedi prikaz toplinskih mapa presjeka pojavnosti mikotoksina u pojedinim
zupanijama (slike 19 —20).

G\

HErtegoana
\ { »
X \ N\ 4 N
. ) N N

na A ™y

N 4 3

5 Y — D

\. \ \& ¢ "‘\‘
¥\ M . Y 4
a) Alternaria b) Aspergillus 7~ P.k;(‘(«x(-g“;c

BicsKisku

Somagy

Bospiaand
Herzegovina

~

¢) Fusarium

Montenégro”
d) Penicillium =] =\

Slika 19. Toplinska mapa presjeka pojavnosti mikotoksina po zupanijama iz kojih su
prikupljeni analizirani uzorci piva gdje je tamnom bojom oznacena najvi$a koncentracija:

Alternaria, b) Aspergillus, ¢) Fusarium, d) Penicillium (autor)
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o483

a) Ergot alkaloidi b) biljni metaboliti R

¢) bakterijski metaboliti d) nespecificni metaboliti

Slika 20. Toplinska mapa presjeka pojavnosti mikotoksina po zupanijama iz kojih su
prikupljeni analizirani uzorci piva gdje je tamnom bojom oznacena najvisa koncentracija: a)
ergot alkaloidi, b) biljni metaboliti, c) bakterijski metaboliti i ostali fungalni metaboliti d)

nespecifi¢ni metaboliti (autor)

Iz slike 19 i 20 moze se uociti da je najveca pojavanost Alternaria mikotoksina u

......

te zupanije iznosi 97,31 ng mL™. U Zagrebackoj Zupaniji je najveéa pojavanost Aspergillus

mikotoksina ¢ija prosje¢na koncentracija svih analiziranih uzoraka piva iz te Zupanije iznosi
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152,5 ng mL™. Najveéa pojavanost Fusarium mikotoksina je u gradu Zagrebu s prosje¢nom
koncentracijom svih analiziranih uzoraka piva od 59,58 ng mL™. U Brodsko—posavskoj
Zupaniji je pojavnost Penicillium mikotoksina s prosjecnom koncentracijom od 16,54 ng mL"
0,483 ng mL™,dok najveéa pojavanost biljnih i bakterijskih metabolita je u Varazdinskoj
Zupaniji, a ostalih fungalnih metabolita u Karlovackoj zupaniji s koncentracijom od 0,7797 ng
mL* odnosnol,6 ng mL™. Najveéa pojavanost ostalih nespecifiénih metabolita u pivu je u

Sisatko-moslavackoj Zupaniji (5,967 ng mL™).

Rezultati istoga se ne mogu usporediti sa rezultatima drugih istrazivanja jer nema

nikakvih podataka o pojavanoti mikotoksina po Zupanijama u Republici Hrvatskoj.

4.5.  Senzorska analiza craft piva kvantitativnom deskriptivnom metodom (QDA)

Prema cilju istrazivanja za provodenje senzorske analize na svim prikupljenim
uzorcima craft piva koristena je QDA metoda. Metoda ukljucuje educirane paneliste kako bi
se utvrdilo senzorski profil craft piva. Dobiveni rezultati QDA metode ocjenjeni od strane

panelista graficki su prikazani ,,paukovim mrezama“ (slika 21— 30).
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Lager

==X === min

Aromati¢no, esterno, voéno,
cvjetno
7,0
6,0 Karamelizirano, peceno

5,0

Kiselo, gorko

Oraast, zelen, travnat

Sapunasto, masno,

. . . Osjecaj u ustima
diacetilno, uZeglo jeca)

Punoca Papreno/ljuto

Slika 21. Dijagram ,,paukove mreze* senzorskih deskriptora za lager craft piva (autor)

Pilsner

e el LI ]

Aromaticno, esterno, voéno,

cvjetno
7,0
6,0
Sapunasto, masno, . M
diacetilno, uzeglo 5,0 Karamelizirano, peceno

Punoca Kiselo, gorko

Orasast, zelen, travnat

Osjecaj u ustima
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Slika 22. Dijagram ,,paukove mreze* senzorskih deskriptora za pilsner craft piva

(autor)

Pale ale

el 113X min

Aromati¢no, esterno, vocno,
cvjietno

7,0 Karamelizirano, peceno

Kiselo, gorko

Orasast, zelen, travnat

Sapunasto, masno,

. . . Osjecéaj u ustima
diacetilno, uZeglo jeca)

Punoca Papreno/ljuto

Slika 23. Dijagram ,,paukove mreze* senzorskih deskriptora za pale ale craft piva

(autor)

Amber ale

= max min

Aromati¢no, esterno, voéno,
cvjetno
7,0

6,0 Karamelizirano, peteno
5,0
4,0

Kiselo, gorko

Sapunasto, masno,
diacetilno, uZeglo

QOrasast, zelen, travnat

[

Punoca Osjecaj u ustima
L J
Papreno/ljuto

Slika 24. Dijagram ,,paukove mreze* senzorskih deskriptora za amber ale craft piva

(autor)
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Ale

1K min

Aromaticno, esterno, voéno,
cvjetno
8,0
Zitarica 7,0 Karamelizirano, peéeno
6,0
50

Sumporast Kiselo, gorko

Sapunasto, masno,

) . . Orasast, zelen, travnat
diacetilno, ufeglo

Punoca Osjecaj u ustima

Papreno/ljuto Ostali okusi

Slika 25. Dijagram ,,paukove mreze* senzorskih deskriptora za ale craft piva (autor)

Blonde ale

== 113X min

Aromatiéno, esterno, voéno,
cvjietno
9,0

Karamelizirano, peceno

Kiselo, gorko

Sapunasto, masno,

. . . Orasast, zelen, travnat
diacetilno, ufeglo ! !

Punoca Osjecaj u ustima

Papreno/ljuto

Slika 26. Dijagram‘ paukove mreze* senzorskih deskriptora za blonde ale craft piva

(autor)
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American blonde ale

e 113X min

Aromati¢no, esterno, voéno,
cvjetno
7,0
5,0

Sapunasto, masno . .
’ ! 50 Karamelizirano, peceno
,

diacetilno, uZeglo

4,0

Punoca Kiselo, gorko

=~

Papreno/ljuto Oragast, zelen, travnat

Osjecaj u ustima

Slika 27. Dijagram ,,paukove mreze* senzorskih deskriptora za american blonde ale

craft piva (autor)

IPA
e 1aX min
Aromaticno, esterno, vocno,
cvjetno
9,0
8,0

Karamelizirano, peteno

Kiselo, gorko

Sapunasto, masno,

. . . OrasZast, zelen, travnat
diacetilno, uZeglo ' '

Osjecaj u ustima

Papreno/ljuto

Slika 28. Dijagram ,,paukove mreze* senzorskih deskriptora za indian pale ale craft

piva (autor)
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Porter

=== max min

Aromati¢no, esterno, voéno,
cvjetno
8,0

Zitarica 7,0 Karamelizirano, pe¢eno

Sumporast Kiselo, gorko

Sapunasto, masno,

. . . Orasast, zelen, travnat
diacetilno, uZeglo ! !

Osjecaj u ustima

Papreno/ljuto

Slika 29. Dijagram ,,paukove mreze* senzorskih deskriptora za porter craft piva

(autor)

Stout

e 13X min

Aromati¢no, esterno, vocno,

cvijetno
7,0
Zitarica 6,0 Karamelizirano, peteno
5,0
4,0
3,0
Sumporast 2 O/ Kiselo, gorko
,
0,0
Sapunasto, masno, .
. . - Orasast, zelen, travnat
diacetilno, ufeglo
Punoca Osjecaj u ustima

Papreno/ljuto

Slika 30. Dijagram ,,paukove mreze* senzorskih deskriptora za stout craft piva (autor)
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4.6.  Statisticka analiza dobivenih rezultata podataka

U tablicama 32 i 33 prikazani su rezultati testa normalnosti distribucije podataka pomoc¢u

Mann Whitney —im U testa, te prikaz koeficijenta korelacije sa statisticki znacajnim

koeficijentima. Dok je provjera povezanosti varijabli provedena je PCA testom (slika 31)

Score Plot of Aromatiéno, esterno, voéno, cvj; ...; lzoamil acetat

751

507

second Component

-2.5-

-5.01

257

0.0

B baoja piva
Crveno
svijetlo
tamnao

+H

3 4 £ ] 7

First Component

Slika 31. PCA analiza aromatskog profila okusa ispitivanog piva grupirana prema boji

piva (autor)

Tablica 32. Prikaz koeficijenta korelacije sa statisti¢ki znac¢ajnim koeficijentima (autor)

Varijabla srednja ocjena

uzorka profila

okusa svih craft

piva

pH -0,048
SRM 0,287
EBC 0,286
ekstrakt [°Brix | -0,114
gustoca [20°/20°] -0,106
maltotrioza [g L™] -0,132
maltoza [g L] -0,246
glukoza [g L] 0,118
fruktoza [g L™ ] -0,007
masne kiseline [g L] -0,795
glicerol [g L] -0,216
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Varijabla  srednja ocjena
uzorka profila
okusa svih craft

piva
etanol [ %] -0,434
Kotanin A [ppb] -0,700
suma Aspergillus metabolita [ppb] -0,052
suma Ergot alkaloida [ppb] -0,050
Bovericin [ppb] -0,656
Bikaverin [ppb] -0,700
Enniatin B1 [ppb] -0,739
Fumonizin B1 [ppb] 0,704
Zearalenon-4-sulfat [ppb] 0,683
suma Fusarium metabolita [ppb] -0,186
suma ostalih fungalnih metabolita [ppb] -0,051
Felutanin A [ppb] -0,632
Kvestomicin [ppb] -0,693
suma Penicillium metabolita [ppb] -0,081
suma biljnih metabolita [ppb] 0,051
Asperfenamat [ppb] -0,713
Brevianamid F [ppb] -0,794
ciklo(L-Ala-L-Pro) [ppb] -0,642
suma nespecificnih metabolita [ppb] 0,568

crveno oznaceni-statisticki znacajni koeficijenti

Tablica 33. Prikaz rezultata usporedbe distribucije podataka Mann Whitney —im U testom

(autor)
Varijabla Rank Rank suma p-
suma (industrijska)  vrijednost
(craft)
srednja ocjena uzorka piva (0-100) 18626 1075 0,00
pH 2003 143 0,21
SRM 1962 249 0,29
EBC 1963 248 0,30
ekstrakt [°Brix | 1914 297 0,03
gustoéa [20°/20°] 1919 293 0,04
maltoza [g L] 1954 257 0,22
glukoza [g L] 1490 221 0,27
fruktoza [g L] 1792 224 0,46
masne kiseline [g L] 2044 168 0,46
glicerol [g L] 1995 150 0,28
etanol [ %] 1906 239 0,36
suma Alternaria toksina [ppb] 28491 1644 0,76
Kojicna kiselina [ppb] 27604 2532 0,00
suma Aspergillus metabolita [ppb] 28513 1622 0,70
suma bakterijskih metabolita [ppb] 28504 1631 0,73
suma ergot alkaloida [ppb] 28236 1899 0,49
Kulmorin [ppb] 28942 1193 0,04
suma Fusarium metabolita [ppb] 28628 1507 0,40
suma ostalih fungalnih metabolita [ppb] 28062 2073 0,17



Varijabla Rank Rank suma p-
suma  (industrijska)  vrijednost

(craft)
suma Penicillium metabolita [ppb] 28377 1758 0,89
Apscizinska kiselina [ppb] 28927 1208 0,05
Epiheterodendrin [ppb] 27740 2395 0,01
Lotaustralin [ppb] 27651 2484 0,00
suma biljnih metabolita [ppb] 28239 1896 0,50
Brevianamid F [ppb] 27559 2576 0,00
Rugulusovin [ppb] 27306 2829 0,00
suma nespecificnih metabolita [ppb] 28045 2090 0,15

crveno oznaceni-statisticki znacajni koeficijenti

Slijede prikazi kutijastih dijagrama relevantnih statisti¢ki znacajno razli¢ito distribuiranih

podataka (slike 32 — 40).
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srednja ocjena uzorka (0-100)
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O 25%-75%
tip piva T Min-Max

craft commercial

Slika 32. Kutijasti dijagram prosje¢ne ocjene craft i industrijskog piva (autor)
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Slika 33. Kutijasti dijagram udjela ekstrakta u craft i industrijskom pivu (autor)

gustoéa [20°/20°]
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Slika 34. Kutijasti dijagram gustoce, craft i industrijskog piva (autor)
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5000 t

2500 t

750 t
500 r

250 t+

Koji€na kiselina [ppb]

75
50
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i N

craft commercial

O Median
[ 25%-75%
tip piva T Min-Max

Slika 35. Kutijasti dijagram udjela koji¢ne kiseline u craft i industrijskom pivu (autor)
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Kulmorin [ppb]
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0 Median
[ 25%-75%
tip piva T Min-Max

Slika 36. Kutijasti dijagram udjela kulmorina u craft i industrijskom pivu (autor)
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Slika 37. Kutijasti dijagram udjela fumonizina B1 u craft i industrijskom pivu (autor)

5.0E+01 |
5.0E+00 |
= m]
Q.
A=
©
o
<
g
Z 5.0E-01 |
5.0E-02 |
. o Median
craft commercial [ 25%-75%
tip piva T Min-Max

Slika 38. Kutijasti dijagram udjela nivalenola u craft i industrijskom pivu (autor)
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Slika 39. Kutijasti dijagram udjela epiheterodendrina u craft i industrijskom pivu (autor)
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Slika 40. Kutijasti dijagram udjela lotaustralina u craft i industrijskom pivu (autor)
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400 |
200 |
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30 |

Rugulusovin [ppb]

craft commercial

tip piva

0O Median
[ 25%-75%
T Min-Max

Slika 41. Kutijasti dijagram udjela rugulusolvina u craft i industrijskom pivu (autor)

U nastavku su prikazani odabrani statisti¢ki znacajno rezultati dobiveni Kruskal- Wallis

ANOVOM (slike 42-49).
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suma Alternaria toksina [ppb]: KW-H(3;245) = 115,.6586; p = 0.0000
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T Min-Max

slad
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Slika 42. Kutijasti dijagram usporedbe sume Alternaria mikotoksina u analiziranim
sirovinama hemlja, kvasca, piva i slada (autor)
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hmelj kvasac pivo slad

Slika 43. Kutijasti dijagram sume Aspergillus mikotoksina u analiziranim sirovinama hemlja,
kvasca, piva i slada (autor)

suma ergot alkaloida [ppb]
N

ol L _ 1
1 : - — Median
hmelj kvasac pivo slad O 25%-75%
| suma ergot alkaloida [ppb]: KW-H(3;245) = 48,.2493; p = 0-0000| T Min-Max

Slika 44. Kutijasti dijagram sume Ergot alkaloida u analiziranim sirovinama hemlja, kvasca,
piva i slada (autor)
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suma Fusarium metabolita [ppb]

5.0E-03
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hmelj kvasac pivo slad O 25%-75%

| suma Fusarium metabolita [ppb]: KW-H(3;245) = 108,.7786; p = 0.0000| T Min-Max

Slika 45. Kutijasti dijagram sume Fusarium mikotoksina u analiziranim sirovinama hemlja,
kvasca, piva i slada (autor)
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5.0E+00

suma ostalih fungalnih metabolita [ppb]

5.0E-01

5.0E-02 |

— Median
[0 25%-75%
| suma ostalih fungalnih metabolita [ppb]: KW-H(3;245) = 153,.6332; p = 0.0000| T Min-max

hmelj kvasac pivo slad

Slika 46. Kutijasti dijagram sume ostalih fungalnih metabolita u analiziranim sirovinama
hemlja, kvasca, piva i slada (autor)
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| suma Penicillium metabolita [ppb]: KW-H(3;245) = 144,.3161; p = 0.0000] I Min-Max
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Slika 47. Kutijasti dijagram sume Penicillium mikotoksina u analiziranim sirovinama hemlja,
kvasca, piva i slada (autor)
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Slika 48. Kutijasti dijagram sume biljnih metabolita u analiziranim sirovinama hemlja,
kvasca, piva i slada (autor)
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Slika 49. Kutijasti dijagram sume nespecificnih metabolita u analiziranim sirovinama hemilja,
kvasca, piva i slada (autor)
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5. RASPRAVA



U pivarskoj industriji koriste se sirovine poput jecama, hmelja, kvasca i vode, pri ¢emu
vec¢ina njih je izlozena kontaminaciji plijesnima te njihovim mikotoksinima. Obzirom na
globalnu popularnost piva kao napitka, vazno je razumijevanje prisutnosti mikotoksina i
njihovih derivata. Kako u sirovinama te u gotovom proizvodu zbog njihovog potencijalnog
utjecaja na sigurnost potrosaca. Stoga je ovo istrazivanje dalo uvid u prisutnost plijesni i
mikotoksina u sirovinama kao i mikotoksina u kona¢nom proizvodu. Na temelju toga je
utvrdena povezanosti izmedu senzorskih svojstava piva i prisutnosti mikotoksina u craft pivu
te kako prisutnost klju¢nih mikotoksina moze utjecati na percepciju piva. Rezultati pokazuju
da mikotoksini mogu znacajno utjecati na senzorske karakteristike piva, ukljucujuci okus i

aromu.

5.1.  MikoloSka analiza hmelja i slada

Sirovine koje se koriste u proizvodnji piva mogu biti kontaminirane plijesnima
tijekom uzgoja, sladenja i/ili skladistenja. Stoga je jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio
izolacija i identifikacija plijesni u sirovinama, sladu i hmelju, te ih dovesti u vezu s
kontaminacijom mikotoksinima u navedenim uzorcima.

U ispitivanim uzorcima slada (tablica 6 i slika 19) su identificirani rodovi plijesni
Aspergillus, Alternaria, Fusarium i Penicillium, najznacajniji producenti mikotoksina.
Dobiveni rezultati su u suglasju s rezultatima drugih autora. Tako su Krstanovic¢ i sur. (2005)
potvrdili kontaminaciju jeCemenog i pSeni¢nog slada s F. graminearum i F. culmorum na
podrudju isto¢ne Hrvatske (Krstanovi¢ i sur., 2005). Felsociova i sur. (2021) su nakon devet
mjeseci skladiStenja u uzorcima slada dokazali prisutnost plijesni iz rodova Alternaria,
Arthrinium, Cladosporium, Epicoccum i Penicillium. Takoder i u drugim istrazivanjima slad
je bio kontaminiran plijesnima roda Aspergillus, Penicillium i Rhizopus te je uzrokovao
Sikljanje piva (Gyllang i sur., 1976; Felsociova i sur., 2021). Na provedenim istrazivanjima u
razdoblja od 2012. do 2014. godine utvrdena je kontaminacija uzoraka zrna pivarskog je¢ma
rodovima plijesni Aspergillus, Penicillium i Fusarium. Uzorci su uzeti izravno s polja prije
zetve 1 1z skladiSnog silosa. Plijesni su izolirane 1 identificirane u zrnu je¢ma prije proizvodnje
slada te nakon namakanja i klijanja tijekom procesa proizvodnje slada. (Krasauskas, 2017).

Alternaria, Fusarium, Cladosporium ili Helminthosporium (Bipolaris/Deschlera) vrlo

su &este poljske plijesni na usjevima. Stete od poljskih plijesni obi¢no nastaju prije Zetve i ne
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povecavaju se tijekom skladistenja. One mogu promijeniti boju sjemena, uzrokovati slabljenje
ili smrt embrija i stvarati spojeve toksi¢ne za ljude i zivotinje. Skladisne plijesni napadaju
sjeme tijekom skladiStenja i obi¢no nisu prisutne u vecoj mjeri prije Zetve. Najcesce skladisne
plijesni pripadaju rodovima Aspergillus i Penicillium i rastu pri vlaZnosti sjemena u ravnotezi
s relativnom vlagom od 65 do 90%. Druge manje relevantne vrste koje mogu napasti
uskladistene Zitarice su Rhizopus, Mucor ili Chaetomium (Martin i sur., 2022).

Stoga se moze zakljuéiti da prisutnost rodova Penicillium. i Aspergillus u uzorcima
slada pokazuje najvjerojatnije kontaminaciju plijesnima prije i tijekom skladisStenja Zitarica
i/ili slada. Dok su plijesni rodova Fusarium i Alternaria dospijele u zitarice na polju ili
tijekom postupka sladenja.

Analiza mikotoksikogenih plijesni na uzorcima hmelja dokazala je prisutnost plijesni
iz rodova Alternaria i Fusarium (tablica 6 i slika 19) koji su relevantni producenti
mikotoksina. Postoji nekoliko izvje$¢a o infekcijama hmelja s plijesni Alternaria alternata
poznatom proizvodacu Alternaria toksina, koji je nedavno reguliran u Uredbi (EC 553/2022).

Aspergillus je jedan od rodova plijesni koji jo§ uvijek nije izoliran u prirodno
zarazenom hmelju (Phalip i sur., 2006). Ekstrakti hmelja pokazali su izvrsna antifungalna
svojstva protiv Aspergillus spp. (Ignacio Alonso-Esteban i sur., 2019). U ovom istrazivanju
takoder nisu dokazane vrste iz roda Aspergillus u hmelju, najvjerojatnije iz razloga jer je
Aspergillus skladisna vrsta plijesni, a hmelj se drzi u zamrzivacu zbog Cega nije tipican
kontaminat istog.

Ovim istrazivanjem utvrdena je prisutnost mikotoksikogenih vrsta plijesni na

uzorcima hmelja kao i kod istrazivanaja Ignacio Alonso-Esteban i sur.( 2019).

5.2.  Fizikalno- kemijska analiza piva

Podjela piva u razlicite tipove temelji se na svojstvima poput sadrzaja alkohola, boje,
gorcine, bistrine, okusa i dr. Za lager piva koja su proizvedena od je¢menog slada pH se krece
u rasponu 4,00-5,00 (Spedding, 2024). U sli¢nom rasponu krecu se vrijednosti dobivene ovim
istrazivanjem za craft lager piva i industrijskog lager piva (tablica 7-17). Za Ale piva obi¢no
se krecu u rasponu od 3,00-6,00. pH vrijednosti za sve tipove ale craft piva u ovom
istrazivanju kre¢u se u rasponu od 4,7 do 5,14 (tablica 9-16). Tipovi kiselog piva kao §to su

belgijski lambic, Berliner Weisse i nova generacija craft kuhanog kiselog piva mogu imati pH
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¢ak 3,30 (Spedding, 2024). Prema Prilogu 1 prosjecna pH vrijednost svih analiziranih uzoraka
piva iznosi 4,9. U jednom uzorku piva vrste Blond ale (BA) pH vrijednost iznosila je 6,4
vjerojatno zbog vrste vode koja ima veé¢i udio CaCOs. Takvo pivo imalo je najnizi pH ali i svi
ostali paramteri odstupaju u vrijednostima od svih analiziranih uzoraka. Dobiveni rezultati su
slicni pH vrijednostima koje su prijavili Granato i sur. (2010) ¢ija se pH vrijednost za uzorke
craft piva kretala od 4,13 do 4,97. Prema istrazivanjima, piva iz Tanzanije imaju pH u
rasponu od 3,9-5,5 (Tiisekwa i sur., 2000). U pivarskoj se industriji pH vrijednost smatra
jednim od vaznih kriterija jer utjeCe na higijenske uvjete 1 druge fizioloSke parametre poput
boje, mirisa, okusa, biolosku kao i na kemijsku stabilnost. Obi¢no su za svijetla lager piva pH
vrijednosti u rasponu od 3,90-4,20. To ima vaznu ulogu tijekom procesa proizvodnje piva jer
to ukljucuje enzimatsku ucinkovitost, iskoristivost hmelja, koagulaciju proteina i pracenje
aktivnosti kvasca u ¢istoj fermentaciji piva (Pai, T. i sur., 2015).

Iz rezultata prikazanih u (tablicama 7-17) vidljivo je da se u analiziranim uzorcima
craft piva srednja vrijednost ekstrakta dobivenih refraktometrijskom metodom krece od 5,2 -
12,7° Brixa. U prilog 1 najveéa vrijednost u jednom uzorku piva od 19,4 °Brixa sto
proporcionalno dovodi do povecanja parametara etanola, EBC vrijednosti te ugljikohidarata.
Prosjecna vrijednost ukupnog ekstrakta u svim analiziranim uzorcima iznosila je 6,4° Brixa
Podaci analiziranih uzoraka sli¢nicu podacima istrazivanja rada (Castro Marin i sur., 2021).

Prema istrazivanju na Tanzanijskim pivima dobivene su sli¢ne vrijednosti za ukupni
ekstrakt ¢ija se vrijednost kretala izmedu 7,0 i 12,8° Brixa (Tisekwa i sur., 2000). U
istrazivanju da Costa Jardim i sur. (2018) koncentracija za lager piva bila je 5,75 °Brixa.
Sli¢na vrijednost je dobivena u analiziranim uzorcima lager craft piva te je iznosila 5,96
°Brixa dok je u industrijskom iznosila 6,2 °Brixa (tablica 17, Prilogl).

EBC metoda je kvantitativna i ukljucuje spektorfotometrisjko mjerenje boje uzorka
piva u kiveti na valnoj duljini od 430 nm. Ovisno o koristenju sladne ili nesladne pSenice $to u
konacnici moze utjecati na boju piva. Sto se ti¢e dobivenih rezultata za boju piva, srednja
vrijednost za EBC iznosi 9,9 kod pilsnera. Najvisa vrijednost je bila detektirana 279 EBC kod
staout piva. Prema prilogu 1 prosjecna vrijednost na ljestvici EBC iznosila je 37,2 a za SRM
18,7. Najvisa vrijednost za piva Stout na EBC ljestvici iznosi 438. Prema Baxter i Hughes
(2001) EBC ljestvica se kre¢e od 4,5 do 1550. U njihovom istrazivanju za piva Stout i jedno
Oatmeal Stout utvrdene su vece vrijednosti za boje piva 122, 130 i 123 izrazene u EBC, a

predstavljaju tamna piva. Takoder u istrazivanjima Polshin i sur. (2010) prijavljene vrijednosti
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za EBC bile su nize za svijetlo pivo u odnosu na tamno pivo. Za svijetla piva EBC vrijednost
je iznosila 8,58 -27,3 a za tamno pivo izmedu 40,6 i 113,5 EBC-a (Polshin i sur., 2010).

Prema istrazivanju Mastanjevi¢ i sur. (2018) glicerol je iznosio takoder 2,0 g L™ kao i
u ovom istrazivanju (tablica 7-17, Prilogl), a njegova uloga je da daje punocu okusa i
slatko¢u pivu te takoder utjece na viskoznost. Vecina glicerola koji se nalazi u pivu nastaje iz
metabolizma kvasca, a manji dio potjeCe iz same zitarice. Pai i sur. (2015) predstavili su
reducirajuéi sadrzaj Seéera u ispitivanim uzorcima piva u rasponu od 0,469 mg mL ! do 2,682
mg mL? U ovom istrazivanju srednja vrijednost za glicerol u analiziranim uzorcima piva
kretala se od 0,35 mg mL* do 3,84 mg mL™ (tablica 7-17, Prilog1).

Pivo je veoma slozen matriks koji je sastavljen od ugljikohidrata, masnih kiselina,
etanola, estera, vitamina, minerala, anorganskih iona i polifenola. Koncentracija reduciraju¢eg
SeCera vazan je parametar U fermentaciji piva naro¢ito za mikropivovare, jer im daje
informaciju o optimizaciji i regulaciji procesa fermentacije za povecanjem prinosa i kvalitete
konac¢nog proizvoda. Kvasac moze koristiti samo odredene $ecere nize molekularne teZine,
kao $to su fruktoza, glukoza, maltoza, saharoza i maltotrioza (Silva i sur., 2020).

Glavninu $ecera sladovine Cine fermentabilni Seceri: maltoza, maltotrioza, glukoza,
fruktoza i saharoza koji imaju vaznu ulogu u proizvodnji pivskog “tijela” (Stewart, 2016).
Prema rezultatima u analiziranim uzorcima za porter, blond ale, pilsner te amber ale pivu
nema prisutnosti maltotrioze (tablica 8,11,13,15 Prilogl). Najvjerojatnije su dobiveni podaci
rezultat sojevia kvasaca koji bolje iskoriStavaju maltotriozu kao primarni izvor energije
(Catallo i sur., 2020). Najvisa srednja vrijednost za glukozu iznosi 0,84 g L™* kod american
blonde ale, a za fruktozu najvisa je srednja vrijednost od 0,9 g L™ u staoutu analiziranim
uzorcima piva. Za maltozu najvisa srednja koncentracija u IPA uzorcima piva iznosi 5 g L*-.
Utvrdena najvisa srednja vrijednost koncentracije za masne kiseline iznosi 1,71 g L.

Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem za srednju specifi¢nu tezinu u analiziranim
uzorcima craft piva krec¢u se od 1,02 do 1,05 (tablica 7-16, Prilogl). Prema istrazivanjima
rezultati specifi¢ne tezine craft piva iz razlicitih stilova varirali su od 1,004 za lager do 1,020
Oatmeal Stout (Meza-Marquez i sur., 2024). Vrijednosti specificne tezine bile su i unutar
prihvatljivog raspona od 1,001-1,040 prema Beer Judge Certification Program.

Pivo je izvor alkohola, a njegov sadrzaj varira ovisno o vrsti piva, sastojcima narocito
Secera i fermentaciji.VVolumni udio alkohola u pivu obi¢no se kre¢e od 3 - 14 % kada se

provodi normalna fermentacija. No, veéina piva ima udio alkohola u rasponu od 3- 6%
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(Bamforth, 2002). Rezultati udjela alkohola razli¢itih tipova craft piva varirala su od 4,43 do
7,17 % (tablica 7-16, Prilogl). Postoci alkohola bili su unutar onih navedenih u literaturi za
craft pivo (Gordon i sur., 2018). Udio alkohola u industrijskim pivama se kretao od 4,41-6,68
% (Bamfortih 2002; Silva i sur. 2022). Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima Bortoleto i
sur. (2022.), koji su uocili da se sadrzaj alkohola u uzorcima industrijskog piva kre¢e od 4,5
do 5,3%. U uzorcima crafta varijacija bila od 4,4 do 9,1% $to ukazuje da sadrzaj alkohola ima
tendenciju biti veci u craft pivu (Bortoleto i sur., 2022). Udio alkohola za rumunjsko svijetlo
pivo kretao se od 3,4 do 3,9%, za tamno pivo od 3,7 do 4,6% . Za belgijska i nizozemska piva
vrijednosti alkohola se kre¢u od 5,02 do 11,21% i za tamna piva od 5,98 do 11,9%. U pivu iz
Belgije, Italije, Njemacke, Japana, Nizozemske, Ceske, Kube, Meksika, Danske i Engleske,
vrijednosti alkohola kre¢u se izmedu 0,5 i 9,5% . Kod $panjolskog piva vrijednosti alkohola
kre¢u se od 1,31 do 5,55, koje su pak vrijednosti usporedive s rumunjskim pivama (Popescu i
sur., 2013).

5.3.  Odredivanje mikotoksina u hmelju, sladu i kvascu

Mikotoksini kao toksi¢ni sekundarni metaboliti plijesni obi¢no nastaju u fazi
intenzivnog rasta plijesni na razli¢itim supstratima ali nisu nuzni za rast plijesni, a plijesan ih
sintetizira kao reakciju na okolinu. Budué¢i da su kemijski i toplinski vrlo stabilni spojevi
Cesto se nalaze i u gotovom proizvodu ali je potrebno istaknuti da tijekom konzumacije hrane
koja sadrzi mikotoksine nema nikakvog senzorskog upozorenja. Posebno su opasni i zbog
toga §to odsutnost vidljivih plijesni u sirovini odnosno hrani ne isklju¢uje njihovu pojavnost.
S obzirom na navedeno, jedan od ciljeva ove disertacije bio je dokazati prisutnost
mikotoksina u sirovinama za proizvodnju craft piva (hmelj, slad, kvasac) i njihov moguci

transfer u konac¢an proizvod.

Rezultati sume mikotoksina te biljnih, fungalnih i nespecifi¢nih metabolita prisutnih u

sirovinama za proizvodnju piva prikazani su u tablicama 18-27 i u prilozima 5.

Tablica 28 prikazuje rezultate sume mikotoksina i biljnih, fungalnih i nespecificnih
metabolita prisutnih u hmelju dok su svi podaci za isto prikazani u prilog 2. U prosjeku ima
vise Fusarium mikotoksina nego Alternaria mikotoksina. Najveca detektirana koncetracija je

za sumu biljnih metabolita, a najniza za sumu nespecifi¢nih metabolita.
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No, ovim istrazivanjem je po prvi puta potvrdeno da postoje mikotoksini koji dolaze iz
rodova Fusarium i Alternaria dok ostalih mikotoksina u analiziranim uzorcima nema.
Primjerice Ignacio Alonso-Esteban i sur. (2019) utvrdili su prisutnost mikotoksikogenih vrsta
plijesni na uzorcima hmelja no nema dokumentiranih rezultata za pojavnost mikotoksina u
hmelju. Postoji samo jedan rad u kojem je po prvi puta potvrdena pojavnost mikotoksikogenih
vrsta plijesni iz rodova Fusarium i Alternaria u hemlju (Dodlek Sarkanj i sur., 2024)

Rod Fusarium jedan je od naj¢es¢e dokazanih u hmelju, poznato je da uzrokuje fuzariozu
hmelja (HF) (Kuzdralinski i sur. 2013), pjegavost, folijarnu nekrozu i uginuce zarazenih
biljaka i uvenuée hmelja (HW) (Sabo i sur. 2002). Zbog relativno ucestale visoke infekcije
razvijeni su kvalitativni i kvantitativni PCR testovi za detekciju roda Fusarium u hmelju
(Thomas i sur., 2022). Alternaria alternata koja je poznati proizvoda¢ Alternaria toksina
(Kovac i sur., 2018; Sarkanj i sur. 2020) jedna je od plijesni koja inficira biljku hmelja.
Dobiveni rezultati ovim istrazivanjem potvrduju kontaminaciju hmelja sa Alternaria
toksinima.

U svim testiranim uzorcima potvrdena je prisutnost najmanje jednog Alternaria toksina,
pri ¢emu je najveca zastupljenost tenuazonske kiseline (TeA) u 100% uzoraka, zatim
altersetina (ALT) 98% uzoraka, te alternariolmonometil etera (AME) u 82% uzoraka. Ostali
Alternaria toksini kao sto su infektopiron, altenusin, TTX i AOH bili su prisutni u manje od
5% uzoraka. Pojava TTX-a bila je niska u usporedbi s drugim matricama izmjerenih
koncentracija AOH, AME ili TeA. TeA je uvijek veca u koncentraciji i pojavi u usporedbi s
drugim toksinima Alternaria vrsta.

Ukupni podaci o njihovoj pojavnosti dobro su sazeti u EFSA-inoj procjeni izlozenosti
prehrane Alternaria toksinima. Dobro je dokumentirano da Alternaria spp. proizvodi
mikotoksine specificne za domacina (Meena and Samal, 2019), tako da ¢e svaka matrica imati
svoju specifi¢nu distribuciju razli¢itih Alternaria toksina. Budu¢i da je ovo prvo izvjesce, nije
moguce usporediti rezultate s drugim objavljenim rezultatima.

Tri Alternaria mikotoksina preporucuju se za pracenje prema (EC 553/2022), ali ne u
uzorcima poput hmelja, vjerojatno zbog nedostatka podataka o njegovoj pojavnosti. S ovim
novim podacima, mogao bi biti ukljucen u plan pracenja, procjenu rizika od strane EFSA-e ili
zakonodavstva zbog relativno visoke maksimalne koncentracije TeA (1174 pg kg?), koja
premasuje veéinu predlozenih ograni¢enja prema preporukama (EC 553/2022) o pracenju

prisutnosti toksina Alternaria vrsta u hrani.
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Koncentracije druga dva spomenuta Alternaria toksina u zakonodavstvu ne prelaze
predlozene granice iako ih ne treba iskljuciti iz pracenja zbog njihove toksi¢nosti (Louro i
sur., 2024). Usporedbom mjesta uzorkovanja najve¢a prosjecna koli¢ina svih Alternaria
toksina je u Zagrebackoj 1 Sisacko-moslavackoj zupaniji, dok je najmanja prosjecna koli¢ina
svih Alternaria toksina izmjerena u uzorcima prikupljenim u gradu Zagrebu i Vukovarsko-
srijemskoj zupaniji slika 19. Usporedbom rezultata utvrdena je statisticki znacajna razlika u
pojedina¢noj i zbirnoj distribuciji svih Alternaria toksina izmedu razli¢itih hrvatskih Zupanija
(p <0,01) (slika 42).

Rast roda Penicillium rijetko je zabiljezen na hmelju. I rezultati ovog istrazivanja to
potvrduju, jer nije dokazana prisutnost Penicillium vrsta (tablica 6). Dokazano je da ekstrakti
hmelja inhibiraju rast nekoliko Penicillium vrsta (Nionelli i sur., 2018; Ignacio Alonso-
Esteban i sur., 2019) ali s druge strane, Penicillium spp. je dokazan u hmelju najvjerojatnije
kao izvor enzima dijastaze koji pokrecu "Hop Creep" u suho hmeljenom pivu (Cottrell, 2022;
Young, Oakley and Fox, 2023). Nakon identifikacije prisutnosti Penicillium spp. nije bilo
podataka o prisutnosti njihovih mikotoksina u hmelju.

Pomalo su iznenadujuce Ceste prijave kontaminacije plijesnima roda Fusarium i
nepostojanje podataka o pojavi mikotoksina u hemlju. U ovom istraZivanju potvrdena je
prisutnost 15 razli¢itih Fusarium toksina, a u prosjeku je 100% uzoraka bilo kontaminirano
barem jednim od Fusarium mikotoksina (tablica 29, Prilog 2).

Od kvantificiranih mikotoksina, neki su regulirani u Uredbom Komisije EC 915/2023;
kao sto su DON, FB1; a neki pak su regulirani preporukama Komisije o prisutnosti;T-2 i HT-
2 toksina u zitaricama i proizvodima od Zitarica prema (EC 165/2013). Iz poziva EFSA-e za
kontinuirano prikupljanje podataka o pojavi kemijskih kontaminanata u hrani i hrani za
zivotinje detektirani su BEA, ENNB, ENNB1, ENNB2, ENNB3, MON, NIV i drugi koji se
ne spominju u legislativi (prilog 2).

No, zanimljivo je da nisu pronadeni modificirani ili maskirani oblici mikotoksina,
vjerojatno zbog relativno niske kontaminacije specifi¢nih metabolickih putova u hmelju koji
ne ukljucuju glukuronidaciju i sulfataciju. Uridifosfaglukoziltransferaza (UGT) se koristi u
biljkama za maskiranje mikotoksina, ali u hmelju takoder moze modificirati aromu koju hmel;
ima stvaranjem glukozida terpenoida bez okusa (Holt i sur., 2019). Stoga su sorte hmelja koje
se koriste u pivarstvu obi¢no one s nizom UGT aktivno$c¢u, $to smanjuje njithovu sposobnost

obrane od mikotoksina stvaranjem maskiranih oblika. lako su analizirane i Cetiri lokalne
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divlje sorte, one takoder nisu pokazale nikakvu sposobnost maskiranja mikotoksina u
usporedbi s komercijalnim sortama.

Od nereguliranih Fusarium mikotoksina potvrdena je prisutnost bikaverina (BKV), bu-
tenolida (BUT), kulmorina (CUL) i sikanola (SIC). Usporeduju¢i regulirane mikotoksine s
njihovim zakonskim granicama, najvisa otkrivena razina DON-a (768 ug kg?) (prilog 2)
prelazi granice za dje¢ju hranu i preradenu hranu na bazi Zzitarica za dojencad i malu djecu,
kruh, peciva, kekse, grickalice od Zitarica 1 Zitarice za dorucak, zitarice stavljene u promet za
krajnjeg potroSaca, brasno od Zitarica, krupica, posije i klice kao finalni proizvod stavljeni u
promet za krajnjeg potroSaca te ostali proizvodi od mljevenja kukuruza koji nisu stavljeni u
promet za krajnjeg potrosaca.

S ovom otkrivenom razinom preporucljivo je izvrSiti Siroki probir i dodatnu procjenu
rizika, zbog upotrebe hmelja u proizvodima koji su uglavnom topivi u vodi kao $to su pivo ili
farmaceutski proizvodi. Usporedujuci razine T-2 i HT-2 sa zakonskim propisima, svi uzorci s
utvrdenim HT-2 toksinom premasili su indikativne razine za hranu na bazi zitarica za
dojencad 1 malu djecu.

Razine FBI prili¢no su niske u usporedbi sa zakonskim granicama, dok je u ispitivanim
uzorcima detektirana visoka koncentracija CUL od 1053 pg kg kao i njegova visoka
pojavnost u 55 % uzoraka $to je zabrnjavajuce zbog smanjenja kapaciteta detoksikacije prema
DON-u za potrosace takve hrane.

Druga dva neregulirana, ali vrlo ¢esta mikotoksina su SIC i BUT u ispitanim uzorcima ali
budu¢i da o utvrdenim koncentracijama nema dovoljno toksikoloskih podataka, njihovu

toksikoloSku vaznost tek treba istraziti.

Tablica 30. prikazuje rezultate pojavnosti sume mikotoksina, biljnih, fungalnih i
nespecificnih metabolita prisutnih u sladu dok su svi rezultati za isto prikazani u Prilogu 3.
Rezultati su sukladni dobivenim rezultatima mikoloske analize u kojoj je potvrdena 100%
prisutnost vrsta iz rodova Alternaria, Aspergillus i Fusarium, a rod Penicillium je zastupljen
sa 87% u sladu (tablica 6).

U uzorcima slada dokazana je najveca pojavnost Fusarium i Aspergillus mikotoksina,
EA, a zatim Alternaria i Penicillium mikotoksina. Dok od ostalih metabolita najviSe ima
nespecifiénih metabolita, ostalih fungalnih, biljnih i bakterijskih metabolita.

U uzorcima su pronadeni Alternaria toksini koji su regulirani prema preporukama (EC

553/2022), za AOH, AME detektirani su iznad limita detekcije u 33 % uzoraka i TeA. Uz njih
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su detektirani i mikotoksini s EFSA-ina popisa poziva za kontinuirano skupljanje podataka o
pojavnosti kemijskih kontaminanata u hrani i krmivu poput TTX toksina te maskiranih oblika
alternariol-9-glukozid i alternariolmonometileter- 9 - glukozid.

Detektirani Alternaria mikotoksini koji trenutno nisu regulirani ili su pod posebnim
monitoringom su: altersetin u 86% uzoraka, infektopirona (92%), radikinina, zinndiola i
zinniamida. Nakon njih sljedi TTX u 76% uzoraka koji spada u regulirane mikotoksine ali
zakonska legislativa se joS uvijek ne odnosi na slad ili jeCam. Utvrdene vrijednosti ne prelaze
maksimalno dozvoljene koncentracije za zacinsku papriku, ali prelaze maksimalno dozvoljene
koncentracije hrane za dojencad i malu djecu te se takvi sladovi ne mogu koristiti u svrhu
proizvodnje djecje hrane.

U preporukama (EC 553/2022) maksimalne pronadene koncentracije premasuju
vrijednosti hrane za dojencad i malu djecu na bazi zitarica gdje je propisano maksimalno 2 ng
g!za AOH i AME. AOH i AME jedini su Alternaria mikotoksini ¢iji maskirani metaboliti su
detektirani u ovom istrazivanju iako je njihova pojavnost vrlo niska za AOH- 9-Glc (2%)
uzorka, i AME-9- Glc u 7 % uzorka (Prilog 3).

Biljke najce$¢e maskiraju mikotoksine tako da veZzu glukozu na aktivno mjesto
molekule mikotoksina u biljci te ih tako spremaju u vakoulu 1 to ih ¢ini opasnima prema
biljci. Nakon konzumacije biljke ili ekstrakta biljke koja sadrzi maskirani mikotoksin
mikororganizmi crijevne mikroflore mogu svojim glikolitickim enzimama odvojiti glukozu
od molekula mikotoksina ¢ime mikroorganizmi dobivaju glukozu za svoj rast i razvoj a
domacin je izloZzen povecanoj koncentraciji nativnog mikotoksina (Berthiller i sur., 2013).
Kod AME - 9- Glc to moZe biti problemati¢no jer su utvrdene relativno visoke srednje
vrijednosti.

U svim uzorcima slada potvrdena je prisutnost Aspergillus mikotoksina (Prilog 3).
Detekirani su AFB1 i AFB2 koji su regulirani u Uredbi (EC 915/2023) te sterigmatocistin
(STC) kao mikotoksin s EFSA-ina popisa poziva za kontinurano skupljanje podataka o
pojavnosti kemijskih kontaminata u hrani 1 krmivu. S najveCom pojavnosti detektiran je
fenopirozin, koji¢na kiselina, triptostatin A, dok je STC detektiran u 10 % uzoraka

AFBL1 i AFB2 koji su detektirani samo u jednom uzorku u koncentracijama od 2,43 ng
g?, odnosno 0,68 ng g te prelaze maksimalno dozvoljene koncentracije za Zitarice i
proizvode dobivene od Zitarica u kojem je najveéa dopustetna koli¢na za AFBI 2 ng g*
odnosno suma AFB1, AFB2 AFG1 i AFG2 iznosi 4 ng g. Pojavnost samo AF skupine B,

upucuje na infekciju slada tijekom skladistenja s plijesni Aspergillus flavus.
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Abebele (2020) je mjerio sumu AF pomoc¢u ELISA, a 34 % uzoraka je bilo pozitivno
sa rasponom detektiranih ukupnih AF izmedu 0,0005 do 0,004 ng g™.

Nafuka i sur. (2019) potvrdili su prisutnost AB1 i AB2 u sirkovom sladu gdje je
pojavnost bila 44% uzoraka S$to je viSe u odnosu na ovo istrazivanje. Takoder detektiran je
STC u 89 % uzoraka, znacajno vise koncentracije u odnosu na ovo istrazivanje takvi rezultati
su ocekivani u africkim uzorcima budu¢i da imaju puno vecu kontaminaciju s Aspergillus
vrstama u odnosu na Europske uzorke (Nafuka i sur., 2019).

Rezultati ukazuju da od reguliranih fuzarijskih mikotoksina Uredbom (EC 915/2023)
detektirani su: DON u 70 % uzoraka, slijedi T-2 toksin u 41% uzoraka, ZEN u 34%, HT-2 u
31%, dok su FB1 i FB2 detektirani u samo Sest odnosno osam uzoraka. Od Fusarium
mikotoksina s popisa EFSA-inog poziva detekirani su metaboliti DON-a: 15-Ac- DON u 50%
i 3 -Ac- DON u 13 % uzoraka. Detekiran je DON -3 Glc u 78% uzoraka c¢ija je prosjec¢na
vrijednost 159 ng g*,visa nego sto je dokazano za sami DON od 3,56 ng g u 21% uzoraka
(Prilog 3). To je specifi¢nost koja se dogada u sladu kao obrambeni mehanizam biljke koja
tijekom klijanja razgraduje $krob te novonastale glukozne jedinice koristi za specifi¢no
vezanje mikotoksina ¢ine¢i ih metaboli¢ki inaktivnim u biljkama. Kad se konzumiraju takve
biljke crijevna mikoroflora cijepa glukozidnu vezu te su konzumenti tada izlozeni viSim
koncentracijama mikotoksina od onih koji su bili detektirani kao nativni mikotoksini (Kovag i
sur., 2018).

To je jos jedna od opasnosti koje je EFSA prepoznala zbog ¢ega je trazila dodatni
monitoring maskiranih mikotoksina. U sladu je detektiran HT-2 glukozid u 37% ispitivanih
uzorka i ZEN — 14 sulfat prisutan u 43 % uzoraka, pronadena pojavnost maskiranog oblika je
visa nego nativnog oblika dok je maksimalna izmjerena koncentracija nesto niza nego U
nativnom obliku dok je srednja vrijenost neznacajno visa (1ng).

U ispitivanim uzorcima detekiran je i a — ZOL u 8% uzoraka, EFSA je u svom
se zbog svoje male pojavnosti ne nalazi u legislativi.

Sljedeca skupina Fusarium mikotoksina s EFSA-inog popisa su ENN toksini, a
detektirani su svi koji imaju vrlo visoku pojavnost u ispitivanim uzorcima: BEA, BEA A,
ENNA, ENN1, ENNB, ENNB1 ENNB2, ENNB3 (Prilog 3). BEA je detektiran u svim
ispitivanim uzorcima s rasponom vrijednosti od 0,20 do 15,3 ng g, BEA A u 23 % uzoraka,
dok su ENNA, ENN1, ENNB i ENNB1 detktirani su u svim ispitivanim uzorcima, ENNB2 u

90 %, a ENNB3 u 50% uzoraka. Uz regulirane FB1 i FB2 mikotoksine detektiran je i FB3 u
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jednom uzorku. Na EFSA-inom popisu se takoder nalazi moniliformin koji je detektiran u
84% ispitivananih uzorka, a detektirani su takoder i MAS i DAS u 29 odnosno 21% uzorka.

Zadanji detektirani Fusarium mikotoksin s EFSA -inog popisa je NIV detektiran u 56
% uzoraka, CUL (79%) i njegovi metaboliti 15- hidroksi kulmurin (62%) i 5-hidroksi
kulmurin (5%).

Ucestalo je dokazan i aurofuzarin te rubrofuzarin pigmenti koje Fusarium vrste mogu
lu¢iti a detektirani su u 92 % odnosno 5 %. Bikaverin je takoder jedan od Fusarium
mikotoksina koji se udestalo pronalazi u hrani (Kifer i sur., 2021), a u ovom 6,60 ng g*
istrazivanju je bio prisutan u 84 % uzoraka. Sljede¢i su od nereguliranih Fusarium
mikotoksina koji se pojavljuju u sladu dokazani su: krisogin (83 %), ekvisetin i epi-ekvisetin
(55 % odnosno 10 %), apsicidin ,( 52 %).

Sikanol i giberelinska kiselina dokazani su u oko 50% uzorka. Giberelinska kiselina je
biljni hormon rasta koji potice rast i rano sazrijevanje biljke, a kojeg je Fusarium plijesan
evolucijom uspjesno sintetizirala kako bi natjerala biljku na brzi rast ¢ime joj pada imunitet te
je tada laksi napad plijesni na same biljke (Berthiller i sur., 2013; Kovac i sur., 2018).

Prisutnost ostalih Fusarium mikotoksina butenolid, klamidosprol i klamidosporodiol
antibiotik Y, butoksin fungerin i fuzarenska kiselina dokazani su u rasponu od 12 do 49 %
uzoraka, dok je fuzaroproliferin dokazan u samo 3% uzoraka (Prilog 3).

Beccari i sur. (2018.) ispitavali su pojavnost fuzarijske palezi klasa u pivskom je¢mu
na pojavnost mikotoksina te utvrdili da su u sladu iz talijanskog je¢ma poZnjetog 2014.
godine bili prisutni sljede¢i mikotoksini: DON u 15 % uzoraka, ¢ije su koncentracije znac¢ajno
nize od rezultata dobivenim ovim istrazivanjem. Nadalje DON-3- GLc potvrden u 19 %, DAS
u 40% uzoraka za razliku od 21 % pozitivnih uzoraka u ovom istrazivanju (prilog 3).

HT-2 toksin i HT-2 glukozid takoder su detektirani u njihovom istrazivanju u visoj
pojavnosti od 60 odnosno 54 % uzoraka dok je MAS bio detektiran u 62% uzoraka cija je
prosjecna koncentracija bila visa nego u ovom istrazivanju

Isti autori su detektirali neosolaniol koji nije bio detektiran u ovom istrazivanju
najvjerojtnije zbog specificnih Fusarium vrsta koje su prisutne na talijanskom tlu gdje se
takve Zitarice uzgajaju. Njihovim istrazivanjem detektirana je neobi¢no visoka pojavnost NIV
od 83% iako su izmjerene koncentracije sli¢ne kao i u ovome istrazivanju i iznosile su
prosje¢no 25,9 ng gL,

T-2 toksin bio je detektiran u 65 % uzoraka Sto je viSe nego u ovom istrazivanju kao i

prosje¢ne i maksimalne koncentracije koje su iznosile 14,9 i 102 ng g. U istraZivanju su
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takoder kvantificirali depsipeptide (ENN) sa podjedanko visokom pojavnoséu ENNB (100%),
ENNBL1 (94%), ENNA1 (81%), BEA (79%) i ENNA (60%). Od ostalih Fusarium metabolita
pronadeni su 15-hidroksikulmurin u 40% uzoraka S$to je znacajno niZze nego u ovom
istrazivanju od 62%. AntbiotikY bio je detektiran u 29%, apsicidin u 81% uzoraka, a sli¢ni
rezultati dobiveni su i u ovom istrazivanju.

U istrazivanju Beccari i sur. (2018) ostali fuzarijski metaboliti (aurofuzarin, butenolid,
krisogin, kulmurin, epiekvisetin i ekvisetin) detektirani su u koncentracijama koje su bile
nac¢ajno nize u odnosu na rezultate u ovom istrazivanju. Nadalje, isti autori su u svojim
istrazivanjima dokazali i prisutnost moniliformina u 23 % uzoraka i ZEN-a u 4 % uzoraka §to
je znacajno niZe u odnosu na rezultate dobivene u ovom istrazivanju.

Ovakvi rezultati ukazuju na potrebu za redovitom kontrolom salda koji se Kkoristi u
pivarskoj industriiji odnosno moguc¢om potrebom za kontrolom mikotoksina u uzorcima piva
kako bi se osiguralo zadravlje potrosaca.

Pojavnost Penicillium mikotoksina u sladu detektirana je u 87% uzoraka slada. Od
reguliranih mikotoksina Uredbom (EC 915/2023) detektirani su citrinin u 62% uzoraka i OTA
u 5% uzoraka. A s EFSA-ina popisa za kontinuirano skupljanje podataka o pojavnosti
kemijskih kontaminanata u hrani i krmivu detektrana je mikofenolna kiselina u 16% uzoraka.
Dobiveni rezultati su u suglasju s istrazivanjima drugih autora, pa su tako Culig i sur. (2017)
dokazali prisutnosti citrinina u hrvatskim zitaricama, a najveca kontaminacija citrininom
zabiljezna je U Osjecko-baranjskoj Zupaniji (slika 19) sa odredenom maksimalnom
koncentracijom 70 ng g*(Prilog 3).

Mastanjevi¢ 1 sur. (2019) su u preglednom radu opisali mikotoksine koji se pojavljuju
u sladu te kao najznacajnije naveli OTA i citrinin. Xiao i sur. (2016) razvili su brzu metodu za
otkrivanje OTA u sladu gdje su potvrdili pojavnost OTA u 12,5% uzoraka. Od ostalih
detektiranih Penicillium mikotoksina kao relevantne mogu se izdvojiti pirenocin A prisutan u
57% uzoraka, ciklopenin u 36% uzoraka, i restin A u 19 % uzoraka ali s relativno visoko
detektiranom koncentracijom od 584 ng g te penicilinska kiselina u 17 % uzoraka s
maksimalnom koncentracijom od 331 ng g*. Grizeofulvin i dihidrogrizeofulvin bili su
prisutni u 12% odnosno 14% uzoraka, aurantiamin A u 12% uzoraka dok su ostali dektirani
mikotoksini ove vrste bili prisutni su manje od 10% uzoraka (Prilog 3)

Europska Unija 2022. godine je donijela ami man o regulaciji OTA u sladu (EC
1370/2022) (EU, 2022) gdje u clanku cetiri specificno navodi da treba dodatne podatke o
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transferu OTA iz slada u bezalkoholna i alkoholna pic¢a, kako bi se mogla kasnije postaviti
pravilna legislativa za maksimalno dozvoljene koncentracije u sladu i pivu.

Medutim do danas nema EU legislative §to upucuje na nedostatak znanstvenih
rezultata koji su nuzni za pravilnu procjenu rizika potroSaca zbog Cega su vazna ovakva
istrazivanja.

Rezultati pojavnosti ergot alkaloida (EA) u uzorcima slada prikazani su u tablici 30 i
Prilogu 3. Postoji vise od 80 poznatih EA, najcesc¢e iz Claviceps vrste: ergometrin (Em),
ergotamin (Et), ergokristin (Ecr), ergokriptin (Ekr), ergozin (ES) i ergokornin (Eco) i njihovi
inin-epimerni oblici ergotaminin (Etn), egometrinin (Emn), egokristinin (Ecrn), ergokriptinin
(Ekrn), ergokroninin (Econ) i ergosinin (Esn). Ergotamin i ergozin su vrlo stabilni alkaloidi i
zagrijavanje ne utjeCe na njihovu koncentraciju. Dok na ergokristin, ergokriptin, ergokornin i
ergometrin zagrijavanjem se moze smanjiti koncentracija ovih alkaloida. Ergopeptini i
ergopeptinini su razliciti u pogledu toksic¢nosti te bioloskih i fizikalno-kemijskih svojstava.
Ergopeptini su bioloski aktivni, a ergopeptinini SU manje bioloski aktivni. Kisele otopine ili
alkalne otopine ubrzavaju pretvorbu ergopeptina u ergopeptinine. Ergopeptinini se takoder
mogu pretvoriti u ergopeptine u metanolu, vodenom organskom otapalu i Kiselinama
(Agriopoulou i sur.2021).

Schwarz i sur. (2007) pratili su sudbinu EA tijekom sladenja i kuhanja piva, te su dosli
do sljede¢ih zakljucaka: tijekom sladenja dolazi do 30%- tne redukcije EA zbog uklanjanja
vodotopljivih alkalodida, dok nakon kuhanja u pivu zaostaje izmedu 2 do 32% EA. U
njithovom istrazivanju dominantni EA bio je ergokristin dok je u ovom istrazivanju bio
dominantniji ergometrin u 19% uzoraka, a ergokristin samo u 2 % uzorka (Prilog 3).

U je¢menom sladu u istrazivanju Schwarz i sur. (2007) uz ergokristin bili su prisutni i
ergokornin ergotamin, ergozin te ergokriptin u zna¢jno vise koncentracijskih vrijednosti od
detektiranih EA u ovom istrazivanju.

Prema znanstvenom misljenju EFSA (2012) utvrdena je akutna referentna doza
(ARfD) od 1 pg kg™ tjelesne mase za EA u hrani i hrani za Zivotinje. Kanada i Sjedinjene
Drzave za EA postavile su 300 mg kg™ kao maksimalnu dopustenu razinu u zrnu, a Kina je
utvrdila 0,01% ukupnog sadrzaja EA u zrnu.

EFSA je preporucila nastavak prikupljanja detaljnih podataka o EA u hrani i sto¢noj

hrani zbog njihovih visokih toksi¢nih u¢inaka. Dostupni analiticki rezultati iz uzoraka hrane
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prikupljenih izmedu 2011. i 2016. u 15 razli¢itih europskih zemalja omogucili su EFSA-i da
izrazi svoje znanstveno misljenje o izlozenosti EA u prehrani ljudi i zivotinja.

Sto se ti¢e pojavnosti bakterijskih matabolita, ostalih fungalnih metabolita i fitotoksina
u sladu; od bakterijskih metabolita pronadeni su cikli¢ki ionofori poznati kao makrotetrolidni
antibiotici koje proizvode bakterije roda Streptomyces u koncentracijama iznad limita
detekcije u 12% uzoraka. Fitoestrogeni su nadeni u 2% uzoraka iznad limita detekcije od
kojih u paru dolaze kumestrol i daidzein, te u jednom uzorku prisutan je biokanin. Od ostalih
fungalnih metabolita najveca je pojavnost teragina koji je prisutan u 80% uzoraka, zatim
slijedi rubelin D u 69% uzoraka, monocerin u 40 % uzoraka te citohalasin E koji je prisutan u
29 % uzoraka (Prilog 3).

Habschhid i suradnici (2019) su takoder detektirali metabolite ostalih funganih vrsta
gdje je prednjacio rubelin D koji je bio pozitivno koreliran sa kontaminacijom plijesni
Fusarium graminarum, dok su Penagos-Tabares i suradnici (2022) detektirali fungalne
metabolite; monocerin u 5%, a rubelina D u 90% uzoraka u komini od proizvodnje piva.

Nafuka i suradnici (2019) istrazivali su pojavnost multitoksina u sladu od slanutka te
su potvrdili pojavnost monaktina u 40 % uzoraka, dok je monocerin bio prisutan u 100%
uzoraka u koncentraciji od 293-1120 ng g.

Drakopolous i suradnici (2021) u Svicarskom jeému takoder su potvrdili visoku
pojavnost rubelina D u 99 % uzoraka, a monocerina u 77 % uzoraka.

Rezultati pojavnosti biljnih metabolita i nespecifi¢nih metabolita u sladu bili su
prisutni u 100% uzoraka (tablica 30). Od biljnih metabolita najvecu pojavnost imao je
epiheterodendrin 1 linamarin 1 lotaustralin koji su bili potvrdeni u svim uzorcima oni su iz
skupine cijanogenih glukozida a bili su prisutni u 94% odnosno 6% uzoraka iznad limita
detekcije (Prilog 3) Rezultati ovih istrazivanja u suglasju su s rezultatima drugih znanstvenika
koji su potvrdili pojavnost cijanogeniih glukozida u sladu (Garda i sur., 2005; Mastanjevi¢ |
sur., 2018; Habschied i sur., 2019).

Pojavnost cijanogenih glukozida je poznata u jeCmu i zitaricama iako Nielsen i
suradnici (2002) nisu pokazali cijanogenezu u je¢mu. Tijekom fungalnog napada neke biljke
pomocu cijanogenih glukozida bore se protiv napada plijesni dok kod je¢ma ta aktivnost nije
potvrdena. S druge strane cijanogenu aktivnost (otpuStanje cijanida) bilo je moguce [-
glukozidazama iz kvasca S. cerevisiae tijekom proizvodnje piva i viskija. Poznata je
toksi¢nost cijanida na aerobne organizme zbog Cega se vjeruje da je to evolucijski korak

jeCma prema prirodnoj obrani od plijesni. Ksantotoksin pisutan je u 12 % uzoraka, dok je
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kakonin bio prisutan u 3% uzoraka (Prilog 3 )Wu i sur. (2022) napravili su pregled bioloskog
djelovanja ksantotoksina prirodnog furanokumarina odnosno bioaktivnog psoralena
izoliranog iz bilja koji pokazuje znacajne aktivnosti u tretiranju bolesti koze, a pokazuje i
neuroprotektivno,  osteoprotektivno, organoprotektivno, protuupalno  antibakterijsko
antioksidirajuce djelovanje protiv karcinoma dojke (Wu i sur., 2022).

Od nespecificnih metabolita najve¢u pojavnost imaju triptofol, rugulusolvin,
brevianamid F, koji su bili prisutni u 100 % uzoraka zatim emodin prisutan u 77 % uzoraka te
citrerozein u 76 %. Ostali nespecifi¢ni metaboliti bili su dokazani u 2 — 34 % uzoraka (tablica
30, prilog 3)

Sli¢nu pojavnost nespecificnih metabolita u sladu detektirali su i ostali autori koji su
ispitivali sladove multitoksicnom metodom. Triptofol osim §to je jedan od nespecificnih
metabolita sluzi kao za signaliziranje kvoruma kod kvasaca i za medustani¢énu komunikaciju
(Liisur., 2023).

U tablici 31 prikazani su rezultati pojavnosti metabolita u uzorcima kvasaca, dok su
ostale vrijednosti prikazne u Prilogu 4. Detektirana je prosje¢no niza koncentracija metabolita
u odnosu na ostale sirovine za proivodnju piva (hmelj, slad) izuzev triptofola koji je u ovim
uzorcima statisticki znacajno visi u odnosu na koncentracije ostalih metabolita (p<0,05).

Ocekuje sa da mikotoksini koji su detektirani u uzorcima kvasca dolaze iz podloga na
kojima su se ti kvasci uzgajali a koje mogu sadrZavati mikotoksine. U svim uzorcima
detektirana je koji¢na kiselina. Fuzarijski mikotoksini su detekirani u 58% uzoraka s
najve¢om koncentracijom fuzari¢ne kiseline, zatim CUL i klamidosoprola dok su ostali
detektirani mikotoksini bili ispod 1 ppb.

Od Penicillium metabolita detektiran je samo citrinin u 13% uzoraka. Alternaria
tokisni su detektirani u 48% uzoraka uz najvecu pojavnost regulirane tenozoi¢ne kisline. Od
ostalih fungalni metabolita monocerin je prisutan u 58 % uzoraka. Od fitoestrogena u svim
uzorcima detektiran je biokannin, a od biljnih metabolita kakonin.

Od nespecificnih metabolita najznacajniji pronadeni su triptofol i brevianamid F
detektiran u 100 % uzoraka dok su ostali pronadeni u 35 % uzoraka.

Wall - Martinez i suradnci (2019) istrazivali su utjecaj Fusarium mikotoksina na
fermantaciju sladovine pomoc¢i Saccharomyces kvasaca te su zakljucili da prisutnost DON-a i
ZEN-a nema statisticki znacajnji utjecaj na produkaciju alkohola. Te da se u prosjeku
adsorbira 3,11 % DON- a, 18,9 % ZEN-a na stani¢nu stjenku kvasca S. cerevisiae.
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S druge strane Inoue i suradnici (2013) ispitavali su sudbinu mikotoksina tijekom
kuhanja i fermentacije piva te su zakljucili da od 14 ispitivanih mikotoksina koncentracija
OTA, AFB2, AFB1, AFG1, FB2, ZEN, i PAT su reducirani na manje od 20% tijekom
fermentacije od pocetne koncentracije u zitracima najverojatnije zbog vezanja na trop zitarica
i stani¢nu stijeku kvasca (Inoue i sur., 2013).

Pascari i1 sur. (2018) napravili su pregled utjecaja procesa proizvodnje piva na
kontaminaciju mikotoksinima te su o utjecaju fermentacije dali nekoliko primjera vezanja
mikotoksina za stani¢nu stjenku kvasaca gdje je najveci stupanj adsorbcije zabiljezen za ZEN
75,1%, zatim OTA 59,4%, odnosno AFB1 48,1%. Pretpostavljaju da se nepolarni mikotoksini
vezu za betaglukane iz stani¢ne stjenke kvasca pomocu vodikovih veza i Vi erwalsovih sila
(Pascari, Ramos, i sur., 2018).

Pflieger i sur. (2015) napravili su pregledni ¢lanak o dekomntaminaciji mikotoksina
pomocu kvasaca gdje su pokazali na koje sve nacine stanica kvasca moze vezati ili razgradititi
odredene mikotoksine, a takoder su pokazali i da je moguéi transfer mikotoksina iz
mikrobioloske podloge preko staniéne stijenke kvasaca $to je vjerojatno i razlog dobivenih

rezultata ovog istraZzivanja (Pfliegler, Pusztahelyi and Pocsi, 2015).

5.4.  Odredivanje mikotoksina u craft pivu

U tablicama 18 do 28 prikazani su sumarni podaci pojavanosti mikotoksina, biljnih,
fungalnih te nespecificnih bakterijskih metabolita u razlic¢itim tipovima craft piva kao i
industrijskom pivu. Dobiveni rezultati pokazuju da su u svim ispitivanim tipovima craft piva
pronadeni Alternaria, Aspegillus, Fusarium i Penicillium mikotoksini, biljni metaboliti i
nespecificni metaboliti.

U uzorcima lager piva, uz Alternaria, Aspegillus, Fusarium i Penicillium mikotoksine
ostali fungalni metaboliti detektirani su u 47% uzoraka, EA u 11%, a bakterijski metaboliti u
5% uzoraka. Za razliku od industrijskog uzorka lager piva kod kojeg nisu bili detektirani
bakterijski metaboliti, EA niti ostali fungalni metaboliti ali je bila visa koncentracija
Alternaria i Fusarium mikotoksina, te nespecifi¢nih metabolita (tablical8, Prilog 5)

U pilsner craft pivu prisutnost ostalih fungalnih metabolita, EA te ostalih bakterijskih
metabolita je utvrdena u 33% uzoraka (tablica 19, Prilog 5). Kod amber ale piva u 50%
uzoraka detektirani su EA i ostali fungalni metaboliti dok bakterijski metaboliti nisu

pronadeni (tablica 20, Prilog 5). Prisutnost EA i ostalih fungalnih metabolita detektirana je u
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67% uzoraka american blonde ale piva, a bakterijskih metabolita u 33% (tablica 21, Prilog 5),
dok kod blonde ale piva, EA su detektirani u 60% uzoraka, ostali fungalni metaboliti u 40% ,
a bakterijskih metabolita nije utvrdeno ni u jednom uzorku (tablica 22, Prilog 5). U usporedbi
sa industrijskim blonde ale pivom kod kojeg je utvrdena visa pojavnost EA i ostalih fungalnih
metabolita u odnosu na craft piva. Koncentracija svih mikotoksina, bakterijskih metabolita i
ostalih fungalnih metabolita bila je niZa u industrijskom pivu u odnosu na craft piva. Jedino je
detektirana poviSena koncentracija biljnih metabolita te ostalih nespecifi¢énih metabolita
(tablica 27, Prilog 5).

U uzorcima IPA piva zabiljeZen je slican trend gdje su EA detektirani u 71% uzoraka,
ostali fungalni metaboliti u 29% uzoraka, a bakterijski metaboliti nisu pronadeni ni ujednom
uzorku. Industrijski uzorak IPA piva imao je vise koncentracije EA, Aspergillus i Penicillium
mikotokisna, ostalih fungalnih metabolita te biljnih metabolita. Dok je u craft pivu zabiljeZena
visa koncentracija Fusarium mikotoksina te nesepcifi¢nih metabolita (tablica 23, Prilog 5).

Drugacija situacija utvrdena je kod pale ale craft piva gdje su ostali fungalni metaboliti
detektirani u 78% uzoraka, EA u 56% uzoraka, a bakterijski metaboliti nisu detektrani. U
industrijskom pale ale pivu utvrdena je viSa koncentracija sume EA, ostalih fungalnih
metabolita te biljnih metabolita (tablica 24, Prilog 5). U Ale craft pivu (tablica 25) suma
ostalih fungalnih metabolita detektirana je u 75% uzoraka, EA 50%, dok bakterijski
metaboliti nisu bili detektirani. Prosje¢na vrijednost sume biljnih metabolita je najvisa te je
iznosila 4199,87 ng mL™.

Svi ispitivani uzorci porter craft piva bili su kontaminirani sa EA, 50% uzoraka sa
ostalim fungalnim metabolitima dok bakterijskih metabolita nije utvrdeno. U poslijednjem
staout tipu piva, EA i ostali fungalni metaboliti detektirani su u 50% uzoraka ali zato
bakterijski metaboliti nisu bili detektirani. U staout pivu je zabiljezena e najveca srednja
vrijednost (4176 ng mL™) nespecifiénih metabolita. Kod stout industrijskog piva zabiljezene
su vise koncentracije EA i ostalih fungalnih metabolita. Dok je za sve detektirane mikotoksine
visa koncentracija bila utvrdena u craft uzorcima piva (tablica 26-27, Prilog 5).

U prosjeku se najvise Alternaria, Aspergillus i Fusarium mikotoksina, suma ostalih
fungalnih metabolita i suma biljnih metabolita nalazi u pale ale craft pivu, dok je suma
bakterijskih metabolita najvisa u lager craft pivu. Najveca koncentracija EA je u pilsner craft
pivu, a Penicillium mikotoksina i nespecifiénih metabolita u staout craft pivu (tablica 19 i 27,
Prilog 5).
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Sto se ti¢e Alternaria mikotoksina njihova prisutnost dokazna je u svim ispitivanim
uzorcima craft piva ¢ije su vrijednosti prikazne u Prilogu 11. No, najveca pojavnost zabiljezna
je za tenuazoni¢nu Kiselinu koja je regulirana prema Uredbi (EC 553/2022). Od ostalih
reguliranih Alternaria toksina bili su prisutni alternariol (AOE) u 15% svih uzoraka i
alternariolmetileter (AME) sa 35% uzoraka. Tentokisn jedan od mikotoksina koji je spomenut
u EFSA-inom popisu mikotoksina poziva za kontinuirano skupljanje podataka o pojavnosti
kemijskih kontaminanata u hrani i krmivu dokazan je u 58% uzoraka prosje¢ne koncentracije
0,10 ng mL?. Zanimljiva je detekcija maskiranog oblika Alternaria mikotoksina,
alternariolmonometletileter-glukozid koji je detektiran u 15% uzoraka.

Prusova i suradnici (2022) su pratili transfer slobodnih i konjugiranih Alternaria i
Fusarium mikotoksina tijekom proizvodnje slada i kuhanja piva i utvrdili su da se kod
konvencionalnog sladenja reducira koncentracija Alternaria mikotoksina ali su najvece
koncentracije i dalje zadrzane u sladu dok su nize koncentacije utvrdene u korjenc¢i¢ima za
vrijeme klijanja slada u vodi.

Tijekom kuhanja piva koncentracija AOE i AME i TTX-a je padala dok je
koncentracija tenuazoni¢ne kiseline porasla u odnosu na slad s kojim se pivo pripremalo. S
druge strane kod ubrzanog sladenja doslo je do porasta koncentacije AOH, AME i
tenuazoni¢ne kiseline dok je koncentacija TTX pala na 74% od pocetne koncentracije
(Prusova i sur., 2022). Siegl i sur. (2010) napravili su skrining Alternira mikotoksina
tenuazonicne kiseline u pivu s njemackog trziSta ¢ija je najveca koncentracija nadena u Bock
pivu a koncentracije su nize od koncentracija utvrdene ovim istrazivanjem S$to potvrduje
sezonski karakter infekcije Alternaria plijesnima sirovina za proizvodnju piva te potrebu za
redovitim monotoringom i procjenom rizika od istih (Siegel i sur., 2010).

Scheibenzuber i sur. (2021) napravili su analizu 13 razlicitih Alternaria mikotoksina u
50 uzorka njemackog piva te njihovih modificiranih oblika. Utvrdili su prisutnost samo
tenzoi¢ne kiseline u Bock pivu, dok u ovom istrazivanju najveca koncentracije tenzoicne
kiseline bila je u pale ale pivu znacajno visa od detektiranih u ovom istrazivanju
(Scheibenzuber i sur., 2021).

Prelle i sur. (2013) su detektirali AOE u talijanskim uzorcima piva sa maksimalno
uvrdenim koncentacijama Koje su znacajno vise od maksimalne koncentracije utvrdene ovim
istrazivanjem(Prelle i sur., 2013). Rezultati ovog istrazivanja sli¢ni su rezultatima istrazivanja
Bauer i sur (2016).
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Dobiveni rezultati utvrduju 100% prisutnost Aspergillus mikotoksina u svim uzorcima
¢ije su vrijednosti prikazne u tablici 18-28 i Prilogu 5. Sre¢om za potro$ace u uzorcima piva
nema potvrdenenih reguliranih mikotoksina ove vrste. Od ostalih relevantnih visoko
pojavljuju¢ih mikotoksina je fenopirozin koji je bio prisutan u 55% uzoraka, slijedi
dekostriotkvalin A (24%) i kinadolin A (12%) ispitivanih uzorka. Pojavnost Aspergillus
mikotoksina najcescée je povezana sa nepravilnim skladiStenjem sirovina za proizvodnju piva.
Takoder pojavnost Aspergillus mikotoksina nije prijavljena kod ostalih istrazivanja koja su se
foksirala na regulirane mikotoksine.

Fusarium mikotoksini bili su prisutni u svim ispitivanim uzorcima craft piva tablica 1-
27, Prilog 5 Najvecéa pojavnost od 94 % bila je zabiljezena za mikotoksin kulmorin (CUL), 15
- hidroskikulmurin 89%, beauvericin (BEA) 91% ispitivanih uzoraka uz napomenu da je
detektiran u svim craft uzorcima i ni u jednom industrijskom pivu. No, detektiran je FB3
(18%) koji nije reguliran ali je EFSA zatrazila podatke o njegovoj pojavnosti sa ¢ak nesto
ve¢om maksimalnom vrijednos¢u od FB2. Moniliformin detektiran je u 86% uzoraka ista
pojavnost utvrdena je kod ENNB sa zna¢ajno manjom utvrdenom koncentracijom.

Dva regulirana mikotokisna prema (EC 915/2023), FB1 i FB2 detektirani su u 80%
uzoraka. Od reguliranih mikotoksina DON je prisutan u 20% uzoraka uz napomenu da je
pronaden u svim industrijskim pivima i u 7 uzoraka craft piva (B55,B56, B33, B09-B12).
ZEN je detektiran u 9% svih uzoraka craft piva (B02,B08;B12;B23,B27) sa relativno niskim
koncentracijama.

Varga i suradnici (2013) napravili su ispitivnanje pojavnosti DON-a i njegovih
konjugata DON-3-Glc, i 3-Ac- DON-a u 374 uzoraka piva medu kojima 11 uzoraka
industrijskih piva iz Republike Hrvatske. U svim ispitivanim uzorcima bila je potvrdena
pojavnost DON-3-Glc, dok je DON bio potvrden u 82 % uzoraka (Varga i sur., 2013).

U usporedbi sa ovim istrazivanjem utvrdena pojavnost DON-a i DON-3-Glc bila je
niza za DON i iznosila je 20% od ispitivanih uzoraka, a za DON-3-Glc je iznosila 39%. Uz
napomenu da je u svim industrijskim uzorcima piva utvrden DON, dok DON-3-Glc nije bio
potvrden ni U jednom od uzorka. Utvrdena prosjecna koncentracija u ovom istrazivanju bila je
nesto visa za DON od 12,0 ng mL! u rasponu od 5,2 do 31,2 ng L. Dok je za DON-3-Glc
prosjeéna vrijednost bila nesto niza 8,13 ng mL* u rasponu od 3,04 do 17,1 ng mL*. Utvrdili
su da nije bio prisutan 3-Ac-DON ni u jednom od ispitivanih uzoraka $to je dokazno i u ovom

istrazivanju (tablica 18-27, Prilog 5).
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Od modificiranih mikotoksina s EFSA-inog popisa detektrani su sljede¢i: modificirani
oblici DON-a; 15-AC — DON koji je utvrden u 11% uzoraka, a maksirani oblik DON-3- Glc u
39% uzoraka §to je viSe nego nemaskirani oblik DON- a. Uz njega je detektiran NIV i
nivalenol -3 - glukozid u 27% svih uzoraka. Takoder je pronaden modificirani oblik ZEN-a ,
ZEN -14- sulfat u 29% uzoraka ces¢e nego ZEN u 9%. Detektiran je takoder maskirani oblik;
metabolit B-zeralenol u 3 % uzoraka (Prilog 5).

Od skupine enniatina za koje je EFSA trazila posebno prac¢enje prema pojavnosti
najc¢esce je detekitran BEA 91%, ENNB 86%, ENNB1 67%, ENNA1 15% , ENNB2 11%,
ENNB13 15% te ENNA 2%, maksimalne koncentracije svih enniatina bile su redovito ispod 1
ng mL* (Prilog 5).

T-2 i HT-2 toksini koji su regulirani pravilnikom (EC 165/2013) kao i HT-2- glukozid
kao maskirani oblik HT-2 toksina najveéu pojavnost imao je HT-2 toksin koji je bio detektiran
u 32 % uzoraka, slijedi njegov glukozid u 26 % uzoraka, te T- 2 toksin koji je bio detektiran u
21% svih uzoraka craft piva . Uz navedene iz EFSA liste detektiran je i diacetoksiscirpenol
(DAS) u 5% uzoraka i monoacetoksiscirpenol (MAS) u 8% uzoraka.

Od ostalih nereguliranih Fusarium mikotoksina koji nisu posebno spomenuti u
pravilnicima ili EFSA uputi za monitoring pronadeni su: 15-hidroksi kulmurin (89%)
bikaverin (8%), butenolid (30%), klamidosporol (14%), krisogin (78%), dihidroklonektrin (32
%) i fungerin (42 % ) i fuzarinska kiselina detektirana u 18% uzoraka (Prilog 5).

Mastanjevic¢ i sur. (2018) napravili su istrazivanje prijenosa mikotokisna iz sirovina u
pivo gdje je u dva ispitivana uzorka provjeravan sadrzaj Fusarium mikotoksina nakon §to je
jedan uzorak bio kontaminiran sa sporama plijesni Fusarium culmorum. Drugi uzorak pS$enice
je bio prirodno kontaminiran u polju ali nije sadrzavao kvantificiraju¢e koncentracije
Fusarium mikotoksina. Dok uzorak koji je bio namjerno kontaminiran sadrzavao je Siroki
spektar i visoke koncentracije Fusarium mikotoksina u pivu koje je bilo proizvedno od
kontaminirane pSenice. U takvom pivu je detektiran i ZEN u koncentraciji vece vrijednosti od
dobivenih rezultata u ovom strazivanju. Takoder je u uzorku detektiran BEA u koncentraciji
Sto je nize i od minimalno odredne koncentracije u ovom istrazivanju §to potvrduje sezonsku
pojavnost ENN (Mastanjevic i sur., 2018). Detektirani su CUL i 15-hidroksi kulmurin u ve¢im
koncentracijama od nadenih u ovom istrazivanju. Iako su pronadeni i neki drugi Fusarium
mikotoksini u pSeni¢nom sladu kao NIV, NIV-3 Glc, aurofuzarin isti nisu nadeni u kona¢nom

uzorku piva koje je bilo proizvedeno od takvog slada (Mastanjevic i sur., 2018).
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Mbugua i Gathumbi (2004) proveli su istrazivanje o kontaminaciji lager piva sa
Fusarium mikotoksinima gdje su na uzorku od 75 komercijalnih industrijskih piva pomoc¢u
ELISE odredivali Fusarium mikotoksine DON, ZEN i FB1. U njihovm istraZivanju u 100%
uzoraka bila je utvrdena prisutnost DON-a i ZEN-a te FB1 (72%). Srednja vrijednost DON-a
bila je nize koncentracije od utvrdenih koncentracija ovim istrazivanjem (tablica 18, Prilog 5)
(Mbugua and Gathumbi, 2004). Koncentracija ZEN-a i FB1 bile su nizih vrijednosti nego
utvrdene ovim istrazivanjem. Moguci razlozi zbog nizih vrijednosti u njihovom istrazivanju
su zbog utjecaja matrice na ELISA test koji je bio koriSten ali ne 1 predviden za mjernje
mikotoksina u pivu ili zbog sezonske promjene pojavnosti mikotoksina u sirovinama iz kojih
je isto proizvedeno (Mbugua and Gathumbi, 2004).

Peters i sur. (2017) napravili su skrining mikotoksina na 1000 uzoraka craft piva. Od
Fusarium mikotoksina utvrdeni su bili DON, ZEN, FB, T-2 i HT- 2 toksini. Koncentracije za
DON su bile potvrdene u 40,6% od ukupno ispitivanih uzoraka piva. Najveca utvrdena
koncentracija za FB iznosila je 69 ng mL? $to je znacajno vise od koncentracija dobivene
ovim istrazivanjem uz napomenu da se usporeduje suma svih FB. Razlika u dobivenim
rezultatima moze se objasniti i ¢injenicom da su koristili ELISU koja ne razlikuje kemijski
srodne mikotoksine. Usporedbom rezultata dobivenih ELISA-om te LC/MSMS metode
utvrdeno je znacajno odstupanje u rezultatima zbog moguée detekcije strukturno sli¢nih
modificiranih mikotoksina pomoc¢u njihovog mikrosfernog imunotesta provedenog na
proto¢noj citometriji (Peters i sur., 2017).

Bertuzzi i sur. (2011) su analizirali 106 piva iz nekoliko europskih drzava od ¢ega 11
iz RH te utvrdili pojavanost DON-a u 66% ispitivanih uzoraka odnosno 54 % uzoraka iz RH.
Utvrdena pojavanost DON-a u njihovim uzorcima je nesto visa od dobivenih rezultata u ovog
istrazivanja, ako pak se usporeduju samo industrijska piva pojavnost je i veca. Dok
Maksimalno detektirana koncentracija bila je nesto visa u ovom istrazivanju ali kad se
usporede samo industrijska piva oba istrazivanja maksimalno odredena koncentracija gotovo
je jednaka a u ovom istrazivanju je iznosila 18,8%.

Isti autori odredivali su i pojavnost FB-a u odredenim uzorcima piva gdje je FB1
utvrden u 97% ispitivanih uzoraka dok je FB2 utvrden u 58% uzoraka. Pojavnost u ovom
istrazivanju za FB1 iznosila je 83% dok je za FB2 80% jer metoda ima nizi limit detekcije za
FB2 sto se ocituje i po rasponu detektiranih koncentracija (Bertuzzi i sur., 2011).

Prusova i sur. (2022) odredili su Fusarium mikotoksine u pivu gdje su potvrdili NIV

Cija je prisutnost bila utvrdena u svih pet uzoraka §to je viSe u odnosu na rezultate ovog
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istrazivanja. Potvrdeni su bili T-2 i HT-2 toksini sa znacajno visom srednjom vrijednosti od
ovog istrazivanja .

U svim uzorcima craft piva utvrdeno je povecanje pojavnosti Penicillium mikotoksina
u iznosu od 10 % u odnosu na slad (Prilog 5). Najvjerojantnije zbog nepravilnog skladistenja
sirovina u pivovarama ili ¢ak lose higijene prostora u kojem se pivo kuha te putem prasine
mikotoksini mogu dospjeti u pivo. Od mikotoksina koji su regulirani Uredbom (EC 915/2023)
u jednom uzorku detektiran je OTA, citrinin u 64%, mikofenolna kiselina u 45%, kurvulin
92% i hidroksikurvulin 27%, a bilaid A u 56 % uzoraka sa relativno niskim prosje¢nim
koncentracijma 0,06 ng mL* (Prilog 5). Slijedi grizeofulvin (24%), dihidrogrizefulvin (11%),
I deklorogrizeofulvin (3%), zatim citreohibridinol (23%), kinolaktin B i kinolaktin A (38%)
odnosno 5% uzoraka. Felutanin A bio je detektiran u svim ispitivanim uzorcima, ostali
mikotoksini bili su prisutni u manje od 15% svih ispitivanih uzoraka (Prilog 5).

Avraguas i sur. (2005) analizirali su pojavnost OTA u 31 uzorku piva iz Spanjolske u
kojem je u 77% uzoraka utvrdena OTA ¢ija je koncentracija sli¢éna s dobivenim rezultatima
analizranih uzorka piva u ovim istrazivanju (Araguas i sur. 2005).Prado i sur. (2003) napravili
su analizu na 30 uzoraka piva u Brazilu gdje su potvrdili pojavnost OTA u 23,1 % uzoraka.

Prelle i sur (2013) napravili su istrazivanje u 30 europskih piva gdje je OTA bio
prisutan u 16,7% uzoraka (Prelle i sur., 2013). Dasko i sur. (2005) utvrdili su OTA u 20
uzorka piva iz Slovacke i 4 strana uzorka piva , gdje je OTA bio prisutan u 70%.

Ikalafeng i sur. (2013) utvrdili su sezonsku varijaciju pojavnosti citrinina u
tradicionalno kuhanom africkom pivu. U 100 % ispitivanih uzoraka dokazano je znacajno
viSe citrinina nego §to je dobiveno ovoim istrazivanjem. Medutim treba napomenuti da je u
istrazivanju koriStena ELISA koja tvornicki nije validirana za mjernje citrinina u pivu ve¢ su
istrazivaCi proveli internu validaciju. Lhotska i sur.(2016) razvili su brzu metodu za
odredivanje OTA i citrinina u lager pivima te su proveli mjerenje na 49 uzoraka piva iz Ceske
gdje je u 8% svijetlih lager piva potvrden citrnin. U pSeni¢nim pivima veca je pojavnost
(17%) ali su detektirane koncentracije nize.

Pojavnost ostalih Penicillium mikotoksina koji su utvrdeni ovim istrazivanjem nisu
bili zabiljeZeni u znanstvenoj literaturi te su ujedno i znanstveni doprinos ovog istraZivanja.

Ergot alkalodi i njhova pojavnost utvrdena je u 45% svih uzoraka craft piva sa
relativno niskom prosje¢nom sumarnom koncentracijom 0,15 ng mL™* (tablice 18- 28, Prilog
5). Najcesce detektiran bio je ergometrin U 41% ispitivanih uzoraka. Svi ostali detektirani EA

(ergin, ergokriptn, ergometrinin, ergozin, ergozinin) bili su prisutni s maksimalnom
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vrijednosti manjom od 0,13 ng mL? uz napomenu da su bile pronadene statisti¢ki zna¢jano
vece koncentracije u industrijskim pivama u odnosu na craft piva.

EFSA je 2012. godine propisala podnosljivi dnevni unos (Tolerable Daily Intake)
(TDI) za sumu EA od 0,6 pg kg™ tjelesne mase. 1zmjerne koncentracije ukupnih EA u pivu ne
predstavlja znacajan rizik za potroSace jer bi osoba prosjecne tjelesne mase od 70 kg trebala
popiti 19,27 litara piva da bi presla TDI od 0,6 pg kg™ tjelesne mase.

Bauer i sur. (2016) istrazivali su pojavnost EA u 44 uzorka piva s njemackog trzista
gdje je 93% uzoraka pozitivno na ergometin. U ovom istrazivanju prosjeéne vrijednosti za
ergometin bile su sli¢ne rezultatima Bauer i suranicima.

Schwarz i sur. (2007 ) pratili su transfer EA iz Zitarica u pivo te su utvrdili da se EA
tranferiraju iz zitarica u pivo od 2 % do 14 %.

Dobiveni rezultati o pojavnosti biljnih, bakterijskih i ostalih fungalnih metabolita u
svim uzorcima craft piva, ukazuju da su biljni metaboliti detektirani u 100% uzoraka dok su
bakterijski metaboliti bili detektirani u samo 5% uzorka a ostali fungalni metaboliti
detektirani su u 53% uzorka.

Drugi istrazivaci nisu pratili detektirane metabolite u pivu, detektirali su cijenogene
glukozide u pivu, linamarin i lotaustralin (Mastanjevic i sur., 2018).

Pojavnost ostalih nespecificnih metabolita u pivu utvrdenena je u svim ispitivanim
uzorcima piva (Prilog 17, tablica X). Najvecu pojavnost pokazali su triptofol, ruguluslovin,
ciklicki dipeptidi ciklo (L-Pro-L-Val), ciklo (L- Pro-L-Tyr), ciklo (L-Leu-L-Pro), ciklo (L-
Ala-L-Pro) te brevianamid F koji su bili prisutni u svim uzorcima piva. Ostali nespecifi¢ni
metaboliti su bili prisutni od 18 % do 91 % (tablica 18-27, Prilog 5).

Mastanjevi¢ 1 suradnci potvrdili su sli€ne koncentracije nespecificnih metabolita u

uzorcima piva (Mastanjevic i sur., 2018).

5.5.  Senzorska analiza craft piva kvantitaivnom deskriptivnom metodom (QDA)

U ovom istrazivanju uzorci piva bili su senzorski procijenjeni koristenjem QDA metode
deskriptivne analize. Mjernje su provodili educirani panelisti iz Carlsberg Croatia.
Deskriptivna analiza ukljucivala je odredivanje kvalitativnih i kvantitaivnih svojstva razli¢itih

tipova craft piva i industrijskih piva putem osjetila panelista.
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Kvalitativna faza ukljucivala je kusanje piva kako bi se odredili deskriptori za svaki tip
piva. U kvantitativnoj fazi panelisti su procjenili intenzitet deskriptora ocjenom od 0 do 9, te
konacni intenzitet senzorskog profila na stvaranje op¢eg dojma okusa piva od 0 do 100 za
svaki tip piva. Svi uzorci piva bili su kodirani troznamenkastim brojem. Piva su ohladena i
servirana panelistima prema tipu piva dok se izmedu svake serije piva provodila stanka.

Prema dobivenim rezultatima QDA analize rezultati za senzorski profil pojedinog tipa
(lager, pilsner, ale, pale ale, indian pale ale, blond ale, american blond ale, amber ale, porter i
stout) prepoznat je od panelista i ocjenjen prema Obrascu A, prilog 8. A rezultati su prikazani
,»paukovim mrezama“ na slikama 23 do 32.

Senzorski profil lager panelisti su okarakterizirali kao gorka, kisela te da imaju okus
Zitarica odnosno na biskvit/kruh. Od osje¢aja u ustima izrazen im je bio metalni okus sto
moze utjecati na kvalitetu pjene i poti¢e stvaranje ustajalog i sumporastog okusa. Punocu piva
ocjenili su lagano vodenastijom.

Pilsner piva u pravilu su okarakrizirana kao kisela te da imaju uzegli okus, diacetil moze
dati pivu okus maslaca/otapala i uzegli osjecaj u ustima. Za neke tipove piva, kao §to su stout,
scotch ale i pilsneri, prihvatljiva koncentracija diacetila malo iznad praga, i donosi opisani
okus poput karamele (Humia i sur., 2019). Kod aromati¢nih nota prevlado je etil-heksanoat
koji se smatra “Off-flavour* u visokim koncentracijma te okus na ulje od hmelja (FlavorAct,
2019).

Pale ale tip piva okarakterizirana su kao aromati¢na sa cvjetnim i karameliziranim
notama, te da im je okus gorak, te okusom na orasasto i biljnim notama i puno¢om u ustima,
te sumporast okus.

Amber ale piva okaratkterizirana su kao gorka piva sa aromom na karamelu i zrnatim
karakterom. Prisutnost biljnih nota je umjeren. Od ostalih okusa izdvaja se zemljani po pljesni
I sumporast.

Ale stil piva okarakteritirana su kao gorka, aromati¢na sa hmeljnim i cvjetnim notama,
aromom na karamelu, aromati¢inim notama na ulje od hmelja, gorkog okusa i sumporasta. U
ustima se osjeca okus na oksidirano i pljesnivom.

Blond ale piva pak su okarakterizirana kao aromati¢na na okus po Zitaricama, aromati¢an,
karamelizirana te da imaju lagano gorak i sumporat okus. Ta piva imaju butiric¢an okus

Osjecaja u ustima.
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American blond ale piva panelisti su okaraterizirali kao pivo koje ima aromu po
Zitaricama, te da je lagano aromati¢no, lagano gorkog i sumporstog te sa prisutnim biljim i
oraSastim notama okusa.

Indian pale ale (IPA) panelisti su ovaj tip piva okratktrizirali kao ima lagano gorak okus,
aromom na zitarice sa karamelnim i voénim notama ali 1 izraZzenu punocu tijela. Te da im je
osjecaj u ustima po pljesnivom.

Porter piva su okaraterizirana kao piva sa okusom izrazenim aromom na zitarice, sa
karemeliziranim okusom, i na aromu kave. Okus im je oksidiran, po ustajalom, te da im je
osjecaj u ustima po pljesnivom.

Stout piva su od panelsita okarakterizirana sa srednje gorkim okusom, izrazenom aromom
na biskvit i karamelu, Te osjecaj u ustima ima na ¢okoladu, kavu, dim i med.

Analizirana craft piva dobivena su promjenama recepata klasi¢nih tipova bilo da se
dodaju razliciti novi sastojci. lli pak razvojem metode alternativnog kuhanja piva prema
uputama na web stranicama Certifikacijskog programa Beer Judge (Anonymous, 2023b) ili
pak se koriste smjernice za odredeni tip piva od udruge pivara 2023 (Anonymous, 2023a).

Primjerice panelisti su od ostalih okusa ili osjecaja u ustima utvrdili ustajali okus i okus
,»po pljesnivom*®. Plijesni ne rastu u sladovini ili pivu, njihova prisutnost u jecmu moze imati
negativan utjecaj na kvalitetu slada, sladovine i u konacnici piva. Brojne plijesni mogu
zaraziti jeCam i uskladiSteni slad, a neke vrste plijesni iz roda Fusarium povezane su sa
Sikljanjem piva (Vaughan, O’Sullivan and Van Sinderen, 2005). Ujedno prema istrazivanju
pivo koje je bilo kuhano kontaminiranim sladom s Aspergillus fumigatus imalo je izrazenu
,hrapavost“ i ustajali okus. Metaboliti plijesni se mogu prenijeti u pivo i okarakterizirati u

obliku niza neugodnih okusa i mirisa (Vaughan, O’Sullivan and Van Sinderen, 2005).

5.6.  Rezultati statisti¢ke analize

Dio statisticke analize podataka proveden je koriStenjem Microsoft Excela 2016.
Senzorski profil okusa piva evaluiran je QDA metodom, a rezultati su u nastavku graficki
prikazani putem ,,paukovih mreza“. Osnovna deskriptivna statistika izradena je u softverskom
paketu Statistica 13.3., gdje su izraCunati podaci poput srednje vrijednosti, medijana,
minimuma i maksimuma te standardne devijacije. Nakon toga, provedeno je ispitivanje
normalnosti distribucije podataka koristenjem Shapiro-Wilksovog W testa, dok je

homogenost varijanci ispitana Leveneovim testom. Rezultati testa normalnosti pokazali su da
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nijedna varijabla nije imala normalnu distribuciju niti homogenu varijancu. Zbog ¢ega su
daljnje analize provedene koriste¢i neparametrijske testove kao §to su Mann-Whitney U test,
Kruskal-Wallis ANOVA i Spearmanov rang korelacije. Toplinske mape prosjecne pojavnosti
mikotoksina u pivima prema Zupanijama izradene su u Tableu 2023.1.1. Za ispitivanje
povezanosti varijabli koristen je softver Minitab 20.4., gdje su sve varijable analizirane
pomoc¢u PCA (analize glavnih komponenata) testa, pri ¢emu su, prema potrebi, grupirane u
pojedine skupine radi lakSeg utvrdivanja povezanosti. Razlike u distribuciji podataka
smatrane su statisti¢ki zna¢ajnima ako je p < 0,05. Nakon provedene PCA analize, moglo se
jasno izdvojiti komponente aromatskog profila izmedu svijetlog i tamnog piva, §to je
vizualizirano obojenim elipsama na slici 33.

U tablici 32. Koeficijenti korelcije crveno oznaceni pokazuju statisticki znacajnu
korelaciju izmedu srednje ocjene uzorka svih craft piva i sa crveno oznaéenim varijablama.
Od svih statisti¢ki znacajnih korelacija samo su korelacije izmedu srednjih ocjena profila
okusa svih craft piva te FB1 i ZEN-4 -sulfata, dok su ostali bili statistcki negativno korelirani.
Srednja ocjena ispitivanog uzorka svih craft piva bila je statisticki znacajno negativno
korelirana sa koncentracijama masnih kiselina u ispitivanim uzorcima piva (r=-0,0795), sto
ukazuje da veca prisutnost masnih kiselina negativno utjece na ukupnu srednju ocjenu uzorka
piva. Masne kiseline povezane su sa aromatskim profilom i kvalitetom piva $to je utvrdeno i
ovim istrazivanjem. Takoder u nekim istrazivanjima je utvrdeno da postoji negativna korelcija
izmedu koncentracije masnih kiselina i op¢eg dojma senzorskog profila piva, a koja je
statisticki znacajna, jer kod vecine ispitivaca senzorski profil piva bio je povezan sa okusom
na ulje od hmelja (Gordon i sur., 2018). Ujedno su utvrdene statisticki znacajne negativne
korelcije kod panelista i pojavnosti mikotoksina BEA, ENNB, ENNB1, BIK, lotaustralina,
kotanina A, 15- hidrokikulmirina, dihidroksikalonektin, bilaid A, felutanina A, kvestomicina,
asperfenamat, brevianamid F te ciklo (L-ala- L-Pro).

Od zanimljivih rezultata koji se nalaze u Prilogu 7, moze se izdvojiti panelist 1 kod kojeg
je utvrdena statisticki znacajna negativna korelacija izmedu izmjernih koncentracija DON-a i
srednje ocjene senzorskog profila okusa piva. Da bi se ovakve korelacije potvrdile potrebno bi
bilo ponoviti istrazivanje na ve¢em broju uzorku.

U tablici 33. prikazani su rezultati usporedbe Mann Whitney U testa. U varijablama
izmedu craft i industrijskog piva potvrdena je statisticki znaCajna razlika u distribuciji
podataka i to u sljede¢im varijablama: srednja ocjena intenziteta okusa senzorskog profila

piva i ekstrakta, gustoce, kojicne kiseline, kulmurina, apsicinske kiseline, epiheterodendrina,
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lotaustralina, brevianamida F, rugulusolvina dok je kod ostalih varijabli nije primjecena
statisticki znacajna razlika.

Na slikama 32 do 41 prikazani su kutijasti dijagrami sa statisticki znacajno razli¢itim
distribucijama podataka medu varijablama. 1z prikazanih rezultata vidljivo je da postoji
statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji srednjih ocjena profila okusa uzoraka izmedu craft i
industrijskog piva (p=0,000551) gdje industrijska piva imaju statisti¢ki znacajno bolje srednje
ocjene profila okusa piva. lako se ovim dijagramom preklapaju maksimalne vrijednosti
ocjenjivanja craft piva sa medijanom odnosno interkvartalnim rasponom ocjena profila okusa
industrijskog piva i dalje postoji statisticki znacajna razlika u ocjenama istih (Slika 32). Na
slikama 33, 34 i 35 prikazana je distribucija podataka za ekstrakt (°Brix), gustoce i koji¢ne
Kiseline izmedu uzoraka craft i industrijskog piva koji pokazuje da postoji statisticki znacajna
razlika izmedu industrijskih i craft piva (p= 0,033) gdje industrijska piva imaju viSu medijalnu
vrijednost ekstrakata u odnosu na craft piva iako craft piva imaju visu maksimalno izmjerenu
vrijednost.

Slika 36-38 prikazuje kutijaste dijagrame distribucije podataka o pojavnosti izmjerenih
koncentracija mikotoksina u uzorcima piva. Sto ukazuje da je Fusarium mikotoksin
(kulmorin) statisticki znaajno viSe prisutan u craft pivu (p=0,0384) kao i FB1 koji se
statisticki znacjano ¢e$¢e i u viSim koncentracijma pojavljuje u craft pivu (p=0,044). Za
razliku od ova dva mikotoksina prisutnost NIV-a u industrijskom pivama (p=0,023) je
statisti¢ki znacajno visa u odnosu na craft piva.

Distribucija podatka izmjerenih koncentracija epihetrondendrina, te cijnogenoglukozida
izmedu craft i industrijskih piva prikazana je na slikama 39 i 40. lako se na slikama vide
znacajna preklapanja interkvartalnih vrijednosti kao i raspona, medijalna vrijednost
industrijskog piva je statisticki znacajno visa u odnosu na craft piva (p=0,007). Za vrijednosti
cijanogenoglukozid; lotaustralina izmedu craft i industrijskih piva postoji statisticki znacajna
razlika u distribuciji utvrdenih koncentracija gdje industrijske vrste piva imaju statistcki
znacajno visu medijalnu vrijednost u odnosu na craft piva (p= 0,0022). Distribucija podataka
koncentracija rugulslovina izmedu craft i industrijskih vrsta piva prikazna je na slici 41, pri
¢emu industrijska piva pokazuju vecu medijalnu vrijednost te interkvartalni raspon. lako craft
piva imaju viSu zabiljeZenu maksimalnu vrijednost te se vidi da postoji statisticki znacajna
razlika u distribuciji podatka izmedu te dvije vrste piva (p=0,000012).

Usporedbom distribucije izmjerenih koncentracija sume Altenaria mikotoksina u

analiziranim uzorcima hmelja, kvasca, piva i slada utvrdeno je da postoji statisticki znacajna
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razlika izmedu pojedinih vrsta sirovina prikazne na slici 42. Uz napomenu da u kvascu nije
bilo zabiljeznih relevantnih Alternaria toksina, dok su najvise medijalne vrijednosti i najvisi
raspon bili zabiljezeni u sladu.

Usporedbom distribucije podatka Kruskal-Wallis ANOVA utvrdeno je da postoji
statisticki znacajna razlika u distribuciji sume Aspergillus mikotoksina i izmedu pojedinih
sirovina. Vidi se da je najvisa koncentracija istih u sladu, a zatim slijedi pivo pa kvasac dok u
hmelju nisu detektirani (slika 43). Kod izmjernih koncentracija sume EA vidljivo je da postoji
statistcki znacajna razlika u distribuciji podataka izmedu ispitivanih vrsta uzorka. Pivo ima
najvise interkvartalne rezultate sume EA, slad ima najvisu izmjernu koncentraciju sume EA
(slika 44), dok kvasac i hemlj nemaju detektirane EA.

Suma Fusarium mikotoksina najvisa koncentracija i najve¢a medijalna vrijednost
utvrdena je u uzorcima slada, zbog ¢ega postoji statisticki znacajna razliita distribucija
podataka sume Fusarium mikotoksina izmedu ispitivanih uzoraka (slika 45). Dok kod sume
ostalih fungalnih metabolita u ispitivanim uzorcima najvise su izmjerene koncentracije u
uzorcima slada. Postoji statistiCki znacajna razlika u distribuciji podataka izmjerenih
koncentracija sume ostalih fungalnih metabolita i izmedu ispitivanih uzoraka hmelja, kvasca,
piva i slada (slika 46).

Kod sume Penicilium mikotoksina u analiziranim uzorcima moze se vidjeti da u
uzorcima hmelja i kvasca nema izmjerenih mikotoksina. Najvjerojatnije zbog nacina ¢uvanja
istih (hladnjak ili hermeti¢ki zatvorenim pakiranjima) dok su najvise koncentracije utvrdene u
sladu koji se ¢uva u skladistima. Isti se zatim transferiraju u pivo u kojem su takoder
potvrdeni. Ovakva distribucija podataka jasno daje do znanja da postoji statisti¢ki znacajna
razlika u pojavnosti izmjenih koncentracija sume Penicillium mikotoksina izmedu uzoraka
hmelja, kvasca, pive i slada (slika 47).

Izmjerene koncentracije sume biljnih metabolita izmedu ispitivanih uzorka hmelja,
kvasca, piva i slada ukazuju da su ocekivano najnize koncentracije istih detektirane u
uzorcima kvasca. S druge strane najviSe vrijednosti detektirane su u uzorcima slada (slika 48)

Najveca detektirana medijalna koncentracija nespecificnih metabolita je u uzorcima
kvasca ¢emu najvise doprinosi kvascev metabolit triptofol koji nastaje tijekom fermentacije
piva, a najviSa interkvartalna i maksimalno detektirana vrijednost je u uzorcima piva (slika

49), sli¢ne rezultate dobili su Matanjevic i sur. (2019).
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6. ZAKLJUCCI



Multitoksinskom metodom dokazana je prisutnost Sirokog spektra mikoto
sirovinama i u craft pivama. Od utvrdenih mikotoksina detektirani su oni regulirani
pravilnicima u EC 553/2022, EC 915/2023, EC 165/2022 i mikotokisni s popisa
EFSA-inog poziva za kontinuirano skupljanje podataka o pojavnosti kemijskih
kontaminanata u hrani i krmivu i nergulirani mikotoksini, biljni metaboliti
(cijnogeniglukozidi) i ostali fungalni, bakterijski i nespecifi¢ni metaboliti.

. U hemlju je po prvi puta potvrdena pojavnost mikotoksina koji se mogu naci i u
craft pivima. Samim time je utvrdena je visoka prevalencija Alternaria i Fusarium
toksina od kojih su najvise koncentracije i u€estalost tenozoi¢ne kiseline i DON-3,
oboje regulirani mikotoksini.

Od svih sirovina za proizvodnju piva, slad se pokazao kao najveci izvor
kontaminacije mikotoksinima te se ujedno smatra najveéim rizikom transfera
mikotoksina iz sirovina u craft pivo.

Odredena je detaljna pojavnost mikotoksina u craft pivima pomocu kojih se moze
dalje napraviti procjena rizika za hrvatske potroSace.

U svim craft i industrijskim pivama QDA metodom je utvrden senzorski profil craft
i industrijskog piva. Industrijska piva su bolje ocjenjena od craft piva.

Ocjenjivaci su okarakterizirali craft piva kao gorka, sa aromati¢nim notama na ulje
od hemlja, okusa na zitarce, biskvitni okus, sumporasti okus i okusa po pljesnivom
ili ustajalom. Piva su srednjeg tijela im je osje¢aj u ustima alkalan, metalno ili
bezkarakterna.

Izmedu craft i industrijskog piva potvrdila se statisticki znacajna razlika u
distribuciji podataka i to u sljede¢im varijablama: intenziteta okusa senzorskog
profila piva i ocjenjivaca. Te za varijable ekstrakt, gusto¢a, koji¢na kiselina,
kulmurin, apsicinska kiselina, epiheterodendrin, lotaustralin, brevianamid F,
rugulusolvin dok je kod ostalih varijabli primjec¢ena razlika koja nije bila statisticki
znacajna.

ZabiljeZzene su statisticki znacajne negativne korelcije kod ispitivaca i pojavnosti
BEA, BIK, ENNB, ENNBL1, kotanina A, 15- hidrokikulmirina, dihidroksikalonektin,
Bilaid A, felutanina A, kvestomicina, lotaustralina, Asperfenamat, brevianamid F te

ciklo (L-ala- L-Pro), rugulusolvin , ciklo (I- Pro-I- Val). lznenadujuée statisticki
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znaCajne pozitivne korelacije zabiljezne izmedu pravilnikom reguliranog FB1,
AME, AME -3-Glc, butirilakton 1, moniliformin, ZEN, ZEN-14- sulfata, anacin,
hidroksikurvularin, cilo (L-Leu-L-Pro), triptofol, te suma nespecifi¢énih metabolita.

Statisticki znaCajne negativne korelacije su izmedu ocjena senzorskog profila okusa
piva i sljede¢ih mikotoksina: koji¢na kiselina, kulmurin, apsicinska kiselina,
epiheterodendrin, lotaustralin, brevianamid F, rugulusolvin. Sto zna¢i da se navedeni

mikotoksini mogu povezeti sa senzorskom procjenom okusa piva.
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EC 553/2022

irani u

isni s popisa

ini regu

**mikotok

kemijskih kontaminanata u hrani i krmivu

*mikotoks

inuirano s

i kont

-inog poziva za

isa EFSA

EC 915/2023

irani u

Ini regu

Ini regu

***mikotoks

EC 165/2022

irani u

**** mikotoks



AF
AFB1
AME
AOH

ASTM

ATA
BWS
CATA
DCE
DNA
DON
EBC
ESI
FB
FB1
FCR

HACCP

HT-2
IBU

IRAC

LC-MS/MS

LOD
LOQ
MS
NMR
OTA
PAE
PCA

Popis oznaka, kratica i simbola

aflatoksini

aflatoksini AFB:

alternariol monometil eter

alternariol

Ameri¢ko drustvo za ispitivanje i materijale, (eng. American Society for Testing
and Materials)

alimentarna toksi¢na aleukija

Metoda najbolje-najgore skaliranje

Metodologija check-all-that-apply (CATA)

Metoda diskretnog izbora

deoksiribonukleinska kiselina

deoksinivalenol

Europska konvencije o pivarstvu

ionizacija elektrosprejom

fumonizini

fumonizin B1

profiliranje po slobonom izboru (eng. Free-choice profiling)

Analiza opasnosti i kriti¢nih kontrolnih to¢aka (eng. Hazard Analysis and
Critical Control Point)

HT-2 tokisn

Medunarodna jedinica za gor¢inu (eng. International bittering unit IBU)
Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC; eng. International Agency
for Research on Cancer)

tekucinska kromatografija u kombinaciji s tandemskom masenom
spektrometrijom

granica detekcije (eng. limit of detection)

granica kvantifikacije (eng. limit of quantification)

maseni spektometar

nuklearne magnetske rezonancije

okratoksin A

Metoda preferiranih atributa

analiza glavnih komponenata
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PM
PSP
QDA
RATA
T-2
TC
TDS
TeA
UFP
U-HPLC
ZEN

Projektivno mpiranje (PM)

Polarizirano senzorsko pozicioniranje

kvantitativna deskriptivna analiza ( eng. Qualitiy descriptive analysis)
Rate-all-that-apply (RATA)

T2 toksin

trihoteceni

vremenska domainacija osjeta (eng. Temporal Dominance of Sensations)
tenuazonska kiselina alternariol

ultra-flash profiliranjem

ultravisokotlacne tekuc¢inske kromatografije

zearalenon
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9. ZIVOTOPIS

Ivana Dodlek Sarkanj rodena je 14. prosinca 1984. godine u Cakovcu. Nakon zavriene
srednje Medicinske $kole u Varazdinu, 2003. upisuje Prehrambeno-tehnoloski fakultet u
Osijeku, smjer Prehrambeno inZenjerstvo.

Diplomira 2008. godine te stjeCe stru¢no zvanje diplomirani inZenjer prehrambene
tehnologije i procesnog inzenjerstva. Od veljace 2015. godine zaposljava se na Prehrambeno-
tehnoloSkom fakultetu u Osijeku kao tehnicki suradnik na Katedri za kakvocu hrane, Katedri
za prehranu u sklopu Zavoda za ispitivanje hrane i prehrane.

Na Sveucilistu Sjever pocinje raditi 2019. godine kao stru¢ni suradnik, dok 2020. godine
pa sve do danas radi u svojstvu predavaca na Odjelu za prehrambenu tehnologiju, Sveucilista
Sjever Koprivnica. Iste godine na Fakultetu organizacije i informatike u Zagrebu stjece
pedagoske kompetencije.

Godine 2021/2022. upisuje poslijediplomski studij na Prehrambeno-biotehnoloskom
fakultetu u Zagrebu prehrambeno inZenjerstvo.

Svojom predanoS¢u, odgovornosti u nastavi u svojstvu predavaca te odnosu prema
studentima od rektora dobiva priznanje za izvrnost u nastavi i radu sa studentima u
akademskoj godini 2022./2023. na prijediplomskom studiju Prehrambena tehnologija,
Sveucilista Sjever.

Svojim doprinosom u znanosti doprinjela je objavom tri znanstvena rada iz skupine al,
jedan iz skupine a2, jedan iz skupine a3 te sudjelovala na medunarodnim i domacim

znanstvenim skupovima.

Objavljeni znanstevni radovi:
Al radovi
Dodlek Sarkanj,l.; Vah¢i¢, N.; Markov, K.; Haramija, J.; Ursulin-Trstenjak, N.; Hajdek, K.;

Sulyok, M.; Krska, R.; Sarkanj, B. First Report on Mycotoxin Contamination of Hops
(Humulus lupulus L.). Toxins, 16 (2024), 7; 293-307. doi: 10.3390/toxins16070293 1F=3,9

(Q1)
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Urdulin-Trstenjak, N.; Dodlek Sarkanj, L; Sajko, M.; Vitez, D.; Zivoder, L. (2021, 9.
listopada) Determination of the Personal Nutritional Status of Elderly Populations Based on
Basic Foodomics Elements. Foods, 10(10); 2391, doi:10.3390/foods10102391. IF=5,2 (Q1)

Iv(ovaé, M.; Bulai¢, M.; Jakovljevi¢, J.; Nevisti¢, A.; Rot, T.; Kovac, T.; Dodlek §arkanj, l.;
Sarkanj, B.(2021, 21. sije¢nja) Mycotoxins, Pesticide Residues, and Heavy Metals Analysis
of Croatian Cereals. Microorganisms, 9 (2); 216, doi:10.3390/microorganisms9020216.
IF=4,5 (Q2)

A2 rad

Knezevié, N., Palfi, M., Vrandegi¢, K., Dodlek Sarkanj, |., & Cosi¢, J. (2021). Oznake
zemljopisnog porijekla poljoprivrednih i prehrambenih proizvoda. Meso. 23(5), 420-429
CROSBI ID:1151735

A3 rad

Sarkanj, B., Dodlek Sarkanj, I., Shamtsyan, M. Mycotoxins in food — how to prevent and
whatto do when things go bad. E3S Web of Conf. Volume 215, 2020 International Scientific
Conference on Biotechnology and Food Technology (BFT-2020) / M. Shamtsyan, S. Ignateva
(ur.). Saint Petersburg Russia 27-29. listopad 2020. ISSN 2267-1242.
WOS:000659677100004
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