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Povrchova saprofyticka mykofléra pivovarskych sladov

JUDITA SEPITKOVA - ZDENKA JESENSKA

Suhrn. Praca uvadza vysledky mykologického sledovania frekvencie vyskytu saprofy-
tickych vlaknitych mikromycét na povrchu pivovarskych sladov vysetrovanim oplachovej
vody. Mykologické analyzy ukazali, ze az 90 % vy3etrenych vzoriek bolo silne kontamino-
vanych mikroskopickymi vlaknitymi hubami.

Z nasich vysledkov vyplyva, ze v sti¢asnosti nemozno z aspektu mikrobidlnej kontami-
ndcie uvazovat o znovuvyuzivani macacich vod v sladovnickej technoldgii.

Niektoré kmene vlaknitych mikromycét si producentmi toxickych se-
kundarnych metabolitov — mykotoxinov, ktoré ohrozuji zdravie Cloveka i
zvierat. Obilné zrnd patria k substratom, ktoré za urcCitej teploty a vlhkosti
poskytuji mikromycétam takmer idedlne podmienky pre rast a produkciu
mykotoxinov. K najznamejS$im mykotoxinom, ktoré boli detegované v cerea-
liach, patria aflatoxiny, ochratoxin A, toxiny fuzarii a iné [1]. Tak ako obilné
zrna aj zrna sladovnickeho ja¢mena su este v klase alebo aj pocas skladovania
kolonizované tzv. ,,polnymi*“ a pocas skladovania ,,skladiskovymi* mikromy-
cétami. Z hladiska sladovnictva a pivovarnictva treba v tejto suvislosti vziat
do dvahy, Ze niektoré z mykotoxinov sa podarilo dokazat v pive, a to tak za
pokusnych, ako aj realnych podmienok v praxi [2-4].

Doteraz sa nepodarilo detegovat aflatoxin, ochratoxin ani citrinin v pive,
ktoré bolo vyrobené v Ceskoslovensku [S, 6], ale uZ to, Ze vzorky piva nasej
vyroby pre tento ucel analyzovali v Nemeckej spolkovej republike, naznalu-
je, Ze silna konkurencia na svetovych trhoch so sladovnickym ja¢mefiom, sla-
dom a pivom sa zostruje aj v tejto oblasti. V budicnosti sa da ocakavat, ze
nielen domdci trh, ale najméa zahrani¢ni zdkaznici mozu svoje poziadavky na
kvalitu pivovarskych surovin a piva rozsirit o limity mykotoxinov. Co sa tyka
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mikromycét, v zahranici sa v stcasnosti od subjektivnych metéd hodnotenia
surovin pivovarského priemyslu za¢ina pristupovat k vySetrovaniu a orientécii
na viac objektivne parametre stanovovania vyskytu frekvencie kontaminova-
nych zfn ja¢mena a pivovarského sladu pouzitim mikrobiologickych kultiva¢-
nych metdd [7].

V nasich predchadzajucich publikdciach [8, 9] sme sa zaoberali problemati-
kou vyskytu mikroskopickych vlaknitych mikromycét, ktorych zarodky para-
zituji vo vnutri zfn sladovnickeho ja¢mena a sladu v SSR.

Pivovarsky slad, spravne vysuseny a dobre uskladneny, je vyznamnou suro-
vinou pre tuzemsky pivovarsky priemysel, ale zaroven aj velmi vyznamnym
exportnym vyrobkom najmé do ZSSR, NSR, Svajciarska a do zdmorskych
Statov, ako je Kuba, Japonsko, Venezuela, Brazilia a Filipiny [10]. Pocas
skladovania, ale aj pocas prepravy, a to najmd namornej, moze byt slad s
hygroskopickymi vlastnostami vystaveny roznej vihkosti a teplote, pricom sa
zakonite mo6zu aktivizovat dormantné zarodky mikromycét, ktoré saprofytuju
na povrchu zin, moéze dojst k tvorbe mycélia a pripadne aj k produkcii myko-
toxinov.

V predkladanej préci sa venujeme sledovaniu vyskytu, frekvencii a identifi-
kacii vlaknitych mikromycét, ktoré tvorili sicast povrchovej saprofytujucej
mikroflory zfn pivovarského sladu v SSR. V odbornej literatiire sme vyhlada-
li udaje o hodnotach teplot a vhlkosti, ktoré umoziuji ozivenie dormantnych
spor a tvorbu mycélia.

Material a metoda

Pocas jesennych mesiacov roku 1985 a jarnych mesiacov roku 1986 sme z 8
sladovni v SSR dostali postupne 62 vzoriek pivovarského sladu. Vzorky do
nasho laboratdria zasielali poStou.

10 g kazdej vzorky sme nasypali do sterilnej Erlenmaverovej banky, zaliali
50 ml sterilného fyziologického roztoku a 10 minut trepali na laboratorne;j tre-
packe. Fyziologicky roztok, t.j. oplachovani vodu zo zfn, sme potom riedili
dilu¢nou metédou sterilnym fyziologickym roztokom v pomere 1:10 a 1:100.

»Oplachovani vodu* a jednotlivé riedenia sme potom v Petriho miskach
ockovali po 0,5 ml na povrch Sabouraudovho agaru s chloramfenikolom a aj
na povrch Sabouradovho agaru so 7.5 % NaCl. Kazdua vzorku oplachovej
vody a jej riedenia sme ockovali na celkovy pocet 24 Petriho misiek. Polovicu
z naoc¢kovanych Petriho misiek sme inkubovali pri teplote 37 °C a druhu polo-
vicu pri teplote 28 °C. Po 5 az 7 diioch inkubdcie sme spocitali kolonie mikros-
kopickych vlaknitych hib a kmene identifikovali ¢o do rodu, pripadne druhu
na zaklade ich makromorfoldgie a mikromorfologie.
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Sabouraudov agar s chloramfenikolom: Sabouraudovagar IMUNA 1000,0 ml.
Chloramphenicol pro ing., SPOFA 0,05 g.

Vysledky

Z vysetrovanych vzoriek ,,oplachovej vody* sme izolovali a identifikovali cel-
kove 6171 kolénii mikromycét rodu Moniliales, okrem kmenov roku Muco-
rales, ktoré sa nedali spocitat, pretoze vdcSinou prerastali celd naockovanu
misku so Sabouraudovym agarom s chloramfenikolom, ktory bol inkubovany
pri teplote 28 °C.

Povrch pivovarskych sladov bol kontaminovany zarodkami Rhizopus, az
90 % zo 62 vzoriek, 67 % zarodkami Penicillium sp., 61 % zarodkami asper-
gilov skupiny Aspergillus glaucus a 40 % vzoriek zarodkami kmenov A. fla-
vus. Zarodky inych druhov, ako st Alternaria sp., Aspergillus wentii, Absidia
sp., Geotrichum candidum, Cladosporium sp., Fusarium oxysporum, zarodky
aspergilov skupiny A. niger, A. versicolor, A, clavatus, A. fumigatus, A. can-

Tabulka I. Mikroskopické vldknité huby saprofytujice na povrchu pivovarskych sladov
Table 1. Microscopic filamenstous fungi living like saprophytes at surfaces of brewer’s malts

Pocet pozitivnych vzoriek?
Huby! absoldtny’ relativny?

(%]

Rhizopus sp. 56 90,3
Penicillium sp. 42 67,7
Mucor sp. 40 64.5
aspergily sk. A. glaucus 38 61,2
Aspergillus flavus 25 40,3
Alternaria sp. 12 193
Aspergillus wentii 12 19,3
Absidia sp. 8 12,9
Geotrichum candidum 8 12,9
Cladosporium sp. 7 11,2
Fusarium oxysporum 7 11,2
spergily sk. A. niger 4 6.4
Aspergillus versicolor 4 6.4
Aspergillus clavatus 3 4.8
Aspergillus fumigatus 3 4.8
Aspergillus candidus 2 3,2
Aspergillus nidulans i 1.6

| Aureobasidium sp. 1 1.6
| Paecilomyces varioti 1 1,6
| Syncephalastrum sp 1 1.6

100 % = 62 vzoriek: 100 % = 62 samples.
'Fungi; Number of positive samples: *Absolute number; *Relative number.
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Tabulka 2. Vliknité mikromycéty parazitujice vo vniitri zfn sladovnickeho ja¢mena a pivo-
varského sladu (A) a saprofytujiice na povrchu zin pivovarského sladu (B)
Table 2. Filamentous mycromycetes parasitizing within the corns of malting barley and bre-
wer’s malt (A) and living like saprophytes at the corn surface of malting barley (B)

A | B
Poradiel Mikromycéty (vyskyt kontaminovanych vzoriek)? [%]
viskytu sladovnicky ja¢men*! pivovarsky slad® pivovarsky slad*
1 aspergily sk. A. glaucus | aspergily sk. A. glaucus | Rhizopus sp. (90 %)
(96 %) (100 %)
2 Penicillium sp. (94 %) Penicillium sp. (98 %) Penicillium sp. (67 %)
3 Alternaria sp. (83 %) A. flavus (74 %) Mucor sp. (64 %)
4 A. flavus (49 %) Rhizopus sp. (58 %) aspergily sk. A. glaucus
(61 %)
5 A. versicolor (41 %) Alternaria sp. (54 %) A. flavus (40 %)

“Podla [15]. upravené. P100 % = 51 vzoriek, ‘100 % = 62 vzoriek oplachovej vody (priemy-
selné mycie vody).

“According to [15], adjusted. ®100 % = 51 samples, €100 % = 62 samples of rinse water (in-
dustrial washing waters).

'Sequence of occurrence; *Micromycetes (occurrence of contaminated samples); *Malting bar
ley; ‘Brewer’s malt. -

didus, A. nidulans, Aureobasidium pullulans, Paecilomyces varioti a Syncel-
phalastrum sp., sa vyskytovali v ,oplachovej vode“ zriedkavejsie az ojedi-
nele (tab. 1 a 2).

Diskusia

Sladovnictvo a pivovarnictvo su dolezitymi rezortmi nasho potravinarskeho
priemyslu. Neustdle sa zvySujui naroky na kvalitu surovin, ktoré si potrebné
na vyrobu piva, a sicasne s tym kladie velky doraz aj na moznosti tradi¢ného
exportu nasho kvalitného pivovarského sladu do mnohych krajin sveta [10].

Velmi naro¢né podmienky ndkupu sladovnickeho jaémena, vyroby a skla-
dovania sladu a vyroby piva treba zostladit aj s najnovsimi poznatkami o tlo-
he vldknitych mikromycét a ich toxickych sekunddrnych metabolitov.

V nasej praci. ktori sme rozdelili na niekolko etdp, sme roku 1984 a 1985
sledovali vyskyt mikroskopickych vlaknitych huib, ktoré parazitovali vo vnutri
zin sladovnickeho ja¢mena a sladu v SSR [8, 9].

V tabulke 2, ktora je zostavena skratene z naSich predchadzajuicich vysled-
kov a terajSich nalezov, mozno zretelne vidiet urc¢itd dynamiku vo vyskyte
vlaknitych mikromycét v parazitickej a saprofytickej faze. Ukazuje sa, Ze za-
rodky aspergilov skupiny A. glaucus su vyznamnymi parazitmi skladovaného
sladovnickeho ja¢mena aj sladu, zriedkavejsie v8ak saprofytuji na povrchu
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zin sladu. Zarodky Alternaria sp. boli najcastejsie izolované z rastlinného tka-
niva zfn sladovnickeho ja¢mena, zriedkavejsie zo zfn sladu, na povrchu sladu
saprofytuju iba ojedinele. Vyznamnymi predstavitemi kolonizicie vietkych
vySetrovanych vzoriek si kmene Penicillium sp. a Aspergillus flavus. Sicastou
povrchovej mykoflory sladov s predovsetkym zarodky fykomycét — Rhizo-
pus sp. a Mucor sp.

Vyskyt a mnozstvo jednotlivych zdrodkov mikromycét na obilninach je za-
visly od podmienok skladovania, od hodndt aktivity vody (a), od moZznosti
spontanneho samozohrievania, od prevzdusiiovania skladky zfn a pod. Asper-
gillus restrictus sa na zrnach ja¢mena rozrastd pri a, = 0,65-0,70. Aspergily
skupiny A. glaucus pri a, = 0,75-0,93. Nad hodnotou a, = 0,85 zadina v
skladovanom ja¢meni proces samozohrievania a pri teplote ¢ = 35 °C domi-
nuji v tychto vzorkach zarodky druhov Penicillium verrucosum var. verruco-
sum, A. versicolor a A. candidus. pria, = 0,90-0,95 a teplote t = 50 °C ter-
motolerantné druhy P. funiculosum, P. capsulatum, P. picum, A. candidus,
A. flavus, A. nidulans, A. fumigatus a Absidia corymbifera. Nad hodnotou a
= 0,85 a pri teplote ¢ = 65 °C prevlddaji druhy Humicola lanuginosa a Rhi-
zomucor pusillus.

Fykomycéty rodov Mucor sp. a Rhizopus sp. st v zrnach pritomné vtedy,
ak je zivotaschopnost zfn zniZena alebo celkom zredukovand, niektoré druhy
tychto rodov si pre svoj rast vyZaduji pomerne vysoké hodnoty a, (0,90-
0.95). Dormantné ziarodky mikromycét maji pre svoju aktivizaciu osobitné
poziadavky. Tak napr. pri teplote 20 °C a pH 6,5 kli¢ia spory A. repens pri
hodnote a, = 0,72 A. versicolor pria, = 0,77, A. amstelodami pria , = 0,73,
A. candidus pri A, = 0,76. Penicillium brevicompactum a P. verrucosum var.
verrucosum pria, = 0,80, P. hordei a A.nidulans pria, = 0,82, P. roqueforti
pri a, = 0,83, P., piceum pri a, = 0,84, Alternaria alternata, Cladosporium
cladosporioides a Cladosporium herbarum pria, = 0,86, Fusarium culmorum
pria, = 0,87 a A. fumigatus pri a, = 0,96 [11-15].

Z uvedeného vyplyva, Ze sa da takmer objektivnymi mikrobiologickymi
metddami objasnit, ako sa s ja¢menom a sladom nardbalo pri zbere a po fiom,
akd starostlivost sa venovala skladovaniu tychto obilnych zfn a v neposled-
nom rade sa dad takmer s istotou predpokladat, ktoré z toxickych sekundar-
nych metabolitov mikromycét by sa mohli v tychto substratoch vyskytovat.

Ak ma slad, ktory ma iné zloZenie ako zrnd ja¢mena, moznost adsorbovat
z ovzdusia vihkost, zacinaji sa pomnoZzovat predovsetkym aspergily zo sku-
piny A. glaucus, neskor zarodky druhov A. candidus, A. versicolor, potom
Penicillium sp. [7]. Zistilo sa, Ze vzorky sladov z Danska, Anglicka a Finska
si kontaminované kmenmi Aspergillus sp., Penicillium sp., Rhizopus sp.,
A. fumigatus a A. amstelodami, A. flavus sa vyskytovali sporadicky [12].

Z vysledkov nasich mykologickych analyz vyplyva, Ze na povrchu zfn tu-
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zemskych pivovarskych sladov saprofytuji rézne druhy zarodkov mikrosko-
pickych vldknitych hub. Ak st vSak slady skladované za podmienok, ze
vlhkost zrna neprekro¢i viac ako 7 % (CSN 56 6610), mali by vietky slady
zachovat, ¢o de potencidlneho vyskytu mykotoxinov, takua kvalitu, ako mala
zakladnd surovina - sladovnicky ja¢men, pripadne jacmen pocas technologic-
kého procesu sladovania. K plesniveniu zfn pivovarského sladu by nemalo vo-
bec dochddzat. CSN 56 6610 uvadza viak dalsie analytické znaky, napr. pocet
povolenych plesnivych zin pri pivovarskych sladoch. Tieto uréené limity ne-
zodpovedaju skutocnému stavu kontamindcie pivovarskych sladov zarodkami
mikroskopickych vlaknitych hub. V zdujme domaceho trhu, ale aj exportu
kvalitnych pivovarskych sladov, bude treba v blizkej budicnosti hladat spo-
sob inkorpordcie novych vedeckych poznatkov aj o problematike mikrosko-
pickych vlaknitych hib a mykotoxinov do praxe i §tatnych noriem. Nasa pra-
ca, v ktorej sme sa venovali saprofytickej mykoflére pivovarskvch sladov, je
iba prvym stupnom tohto potrebného procesu.
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[losepxnoctHas canpohuTHaAn MHKO(IOPa NHBOBAPEHHLIX COTONOB
Pezwowme

B pafote npuBefeHBI pe3yJbTaThl MMKOJIOTMYECKOTO MCCIef0BaHNA Konebannsa BeTpe-
YaeMOCTU CATPOPUTHBIX BOJOKHMCTLIX MUKPOMMIETOB Ha MMOBEPXHCCTY IMMBOBAPEHHbIX
COJIOAOB C MIOMOLIIBI0 06CIeIORAHK A ITPOMEIRHOM BOABI. MUKOJIOTUYECKME aHAJM3EI ITOKA~
samm, 9To ueanix 90 % obcremoBaHHBIX TPod HBIIO 3arPA3HEHO MUKPOCKOMIMYECKUMY BO-
TOKHUCTEIMU rpubamu.

M3 galmx pe3yJabTaTOB BLITEKAET, YTO B HbIHELIHee BPeMA HeMBICIMMO ¢ TOYKMU 3PEHMUT

.\IHKpO6Ma.TH>HOFO 3arpA3HCHUA paCCyXaaTh O BO30OHOBIIEHUT NPpUMEHeHA ﬂpOMbIBHOI:‘!
BOZB!I B TeXHOJIOTMM ITPOMU3BOJACTBA COJIOAA.

Surface saprophytic mycoflora of brewer’s mait .
Summary

The investigation of the frequency of saprophytic filamentous mycromycete at the surface
of brewer’s malt is described in this paper. Properties of rinse water were studied. Mycological
assays have shown that as many as 90 % of the investigated samples were highly contaminated
with microscopic filamentous fungi.

Our results lead to the conclusion that it is not possible to count with reutilization of steep
aaters in malt technelogy.
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