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K problematike vyskytu mikromycét a aflatoxinu B,
v sladovnickom jaémeni a slade zo Zatvy roku 1985

JUDITA SEPITKOVA — ALAN MARKO — ZDENKA JESENSKA

Sthrn. Préca prindsa subor vysledkov Studia a monitoringu vnutornej mykoflé-
ry zin sladovnickeho ja¢mena a sladu. Pozornost sa zamerala na vyskyt a izoldciu
mikromyeét ako potencidlnych producentov aflatoxinov. Aflatoxin B, sme stano-
vovali rddioimunoanalytickou (RIA) metédou.

Vysledky studia zo zatvy roku 1985 dokézali pomerne bohaty vyskyt kontami-
novanych zfn polnymi i skladiskovymi mikromycétami v bohatom zastupeni bez-
nymi rodmi.

Vyskyt aflatoxinu B, vo vSetkych vzorkach bol pod hranicou najvyssieho pri-
pustného mnozstva, t. j. pod hodnotou 0,005 mg.kg-1.

Tak ako iné ceredlie, aj sladovnicky ja¢men a slad st kolonizované mnohy-
mi druhmi mikroorganizmov. Pepper a Kiesling [1] vo svojej kompilacnej praci
zhrnuli poznatky z viac ako 200 odbornych publikécii a uvadzajd, zZe na kolo-
nizacii zfn jaémena sa moze ziacastiiovat az 210 druhov réznych mikroorgziniz-
mov. Vyznamni skupinu medzi tymito mikroorganizmami tvoria mikromycéty.

Mikromycétam sa v stucasnosti venuje velkd pozornost zo strany potravi-
narskeho priemyslu i zdravotnictva, a to v stivislosti s poznanim, Ze niektoré
kmene mnohych druhov mikromyeét st potencidlnymi producentmi toxic-
kych metabolitov — mykotoxinov.

Toxickym a karcinogénnym metabolitom niektorych kmetiov Adspergillus
flavus a A. parasiticus je aflatoxin, kmenov niektorych druhov Penicillium
sp. a Aspergillus sp. je nefrotoxicky pdsobiaci ochratoxin A a kmenov niekto-
rych druhov rodu Fusarium je zearalendén a trichotecény a pod. [2].
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Za experimentélnych podmienok sa zistilo, Ze ak by boli suroviny na vyrobu
piva kontaminované mykotoxinmi, holo by mozné tieto za uréitych podmie-
nok detegovat aj v pive [3—5].

Sladovnicky ja¢met a slad st pre CSSR vyznamnou potravinirskou surovi-
nou nielen pre doméei trh, ale aj ako vyznamny exportny artikel [6]. Tieto
suroviny musia vyhovovat svojou kvalitou mnohym analytickym ukazova-
telom, medzi ktorymi vyznamnt skupinu tvoria cudzorodé litky a konta-
minanty. V silade s novymi poznatkami o mikromyecétach by bolo potrebné
v tychto surovinach mikrobiologickymi metédami sledovat vyskyt mikromy-
cétami kontaminovanych zfn a chemicky detegovat pritomnost vybranych
mykotoxinov.

Na stanovenie uréitych zavaznych a limitujicich hodnét treba viak ziskat
poznatky o prirodzenej kontaminacii nasich sladovnickych jaémenov a sladov,
a to pocas dlhsieho obdobia. V nasich predchadzajicich publik4cidch sme sa
zaoberali vyskytom polnych a skladiskovych mikromycét v tychto substra-
toch zo zatvy roku 1984 [7—9].

Cielom tejto prace bolo sledovat vyskyt mikromycét a chemicky detegovat
pritomnost aflatoxinu B, v sladovnickom ja¢meni a slade zo Zatvy roku 1985.

Zamerali sme sa na Stidium a monitoring potencialne toxinogénnych mikro-
skopickych vldknitych hiub. Sledovali sme najmé najzavaznejsie druhy rodu
Aspergillus (A. flavus, A. ochraceus, A. clavatus), Fusarium (F. culmorum,
F. tricinctum, F. poae, I'. graminearum, F. oxysporum ), Penicillium sp. a Alter-
narie sp. Monitorovali sme polnt i skladiskovid mykofiéru.

Pricu sme zamerali na stidium vnitornej mykofléry, ktort pokladdme z hy-
gienického i mykotoxikologického hladiska za zdvaznejsiu, pretoZze mikromy-
céty sa tu vyskytuji v mycelidarnej forme, ¢o méa bezprostredny vplyv aj na
technologické postupy samého skladovania. Vniatorni mykofléru tvoria totiz
nielen saprofytické, ale aj parazitické a semiparazitické druhy mikromycét,
preto ich elimindcia v procese potravinirskych technoldgii je velmi obtazna
a zdlhavé.

Material a metodika

Od oktdébra 1985 do konca augusta 1986 sme zo sladovni v SSR postupne
obdrzali celkom 85 vzoriek sladovnickeho ja¢mena a 95 vzoriek sladu.

Zrnké jaémena a sladu sme povrchovo sterilizovali v 5 9%, vodnom roztoku
chlérnanu sodného 10 mintit a potom trikrat za sebou preplachli sterilnou desti-
lovanou vodou.
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7 kazdej vzorky sme oddelili dvesto zrniek a po 20 zrnkéch rozlozili na povreh
Sabouraudovho agaru (Imuna) s pridavkom 7.5 %, NaCl v 10 Petriho miskach.
S cielom eliminovat nérast baktérii sme do uvedenej zivnej pody pridivali
chloramfenikol (0,05 g Chloramphenicol pro inj. Spofa.l-?).

Naockované ststavy sme inkubovali 10—14 dni pri laboratdrnej teplote,
potom uréili pocet vldknitymi mikromycétami kontaminovanych zfn. Repre-
zentativne koldnie mikroskopickych vlaknitych hib sme preockivali na dalsie
diagnostické pddy a na zéklade ich makremorfoldgie a mikromorfolégie sme
ich identifikovali do druhu, resp. do rodu.

Potet mikromycétami kontaminovenych zfn sme prepocitali na relativne
hodnoty v percentéch.

Metodika stenovenia pritomnosti aflatoxinu By. Na pritomnost aflatoxinu B,
sa, vySetrilo 30 (35 9,) z 85 vzoriek sladovnickeho ja¢metia a 53 (56 %)) z 95
vzoriek sladu. Na chemicku analyzu boli cielene vybrané vsetky vzorky. kto-
rych zrnd boli vnitorne kontaminované zérodkami 4. flavus.

Aflatoxin B, sa stanovil rédioimunoanalyticky za pouzitia sipravy RIA-test
AFLATOXIN B, z Ustavu rddioekolégie a vyuzitia jadrovej techniky v Ko-
giciach, podla postupu odporicaného vyrobcom. Podla tohto postupu sa 2 g
homogenizovanej vzorky extrahovali dvakrit po sebe 25 ml chloroformu 30
mintt a po prefiltroveni se extrakt odparil do sucha. Odparok se rozpustil
v 2 ml aceténu a z neho sa pipetovalo 100 ul do 1 ml veronalového tlmivého
roztoku. Z tohto roztoku sa priamo do stanovenia bralo 100 pl. Po pridani
100 pl roztoku antiséra a 100 pl roztoku rédioindikatora sa skimavky inkubo-
vali 2 hodiny pri 37 °C. Po odstredeni a odsati supernatantu sa radicaktivita
zrazenin premeriavala na jednokanilovom gamapoditaci typu 20 046 Robotron
scintila¢nou meracou sondou typu 27 000 so studnicovym scintilaénym krys-
talom SKW 1SN 04.

Vysledky

Pri mykologickom vysetreni zameranom na stanovenie vnitornej kontami-
nécie mikromycétami zfn sladovnickeho ja¢menia a sladu z trody roku 1985
sme zistili, Ze kmene Alternaria sp. kontaminovalo 97,6 9, kmene aspergilov
skupiny Aspergillus glavcus 76,4 %, Mucorales sp. 50,0 9%, Penicillium sp.
54,1 9%, A. flavus 35,2 %, a Fusarium graminearum 12,0 %, z 85 vzoriek sladov-
nickeho ja¢mernia. Iné druhy mikroskopickych vldknitych hub sa vo vzorkach
vyskytovali zriedkavejsie, az ojedinele. Ako vyplyva z tabelirnych tddajov
(tab. 1), 27 9, vysSetrenych vzoriek sladovnickeho ja¢mena malo 1—10 9,
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Tabulka 1. Vzorky sladovnickeho jacmena zo zatvy roku 1985 s pozitivnym nélezom vladknitych
mikromyecét (85 vzoriek = 100 %)
Table 1. Samples of the malting barley, harvested in 1985, with the positive cultivation test
to filamentous micromyecetes (85 samples %, =100)

) Poéet pozitivnych vzoriek?®
Mikromycéty* - - -
l absolatny?® relativny?* [ %]
Alternaria sp. 83 97,6
Aspergillus candidus 1 1,1
Aspergillus clavatus 6 7,0
Aspergillus flavus 30 35,2
Aspergillus sk. A. glaucus 65 76,4
Aspergillus sk. A. niger 3 3,5
Aspergillus ochraceus 2 2,3
Aspergillus versicolor 7 8,2
Aspergillus wentii 6 7,0
Botrytis sp. 1 1,1
Cladosporium sp. S 9.4
Fusarium sp. 3 3,5
Fusarium culmorum 5 5,8
Fusarium graminearim 11 12,0
Fusarium oxysporum 8 9,4
Fusarium poae 5 5,8
Fusarium solani 1 1,1
Fusarium sporotrichioides 2 2,3
Mucorales sp. 54 50,0
Penicillium sp. 46 54,1

sk. — group.
IMicromycetes ; 2Number of positive samples: *Absolute ; *Relative.

5,8 9%, vzoriek malo 11-—20 9 a 1 vzorka az 31 9, zfn vnatorne kontamino-
vanych zdrodkami 4. flavus. 41,1 °; vzoriek malo 1—10 9%, , 7 %, vzoriek malo
11—20 9, a 5,8 9, vzoriek malo 21 ©,. ale najviac az 29 %, zfn kontaminova-
nych zarodkami Penicillium sp.

Kmene Fusarium sp., na ktoré sme sa v nasej praci najviac zamerali, najma
z mykologického aspektu, kontaminovali vo vzorkidch najviac iba 5 9, zfn.
Prevazne sa vyskytovali negativne vzorky (tab. 2).

Zistilo sa, ze 29 z 30 vzoriek sladovnickeho jaémenia, ktoré obsahovali 1—31
% zfn kontaminovanych zarodkami 4. flavus, obsahovali detegovatelné mnoz-
stvo aflatoxinu By pod hranicu 1 ug.kg* a iba 1 vzorka obsahovala aflatoxin B,
v hraniciod 1 do 5 pg. kg

Vzorky sladu boli najviac kontaminované zirodkami mikromycét rodu
Mucorales (71,5 9, kontaminovanych vzoriek), Penicillivm sp. (69,4 %, vzo-
riek), 4. flavus (42,1 9, vzoriek), Alternaria sp. (46,3 9, vzoriek) a zdrodkami
aspergilov skupiny A4. glaucus (56,8 %, vzoriek). Iné vlaknité mikromycéty
boli zriedkavejsie zastipené, pripadne sa vyskytovali iba ojedinele (tab. 3).

Experimentélne vysledky ukazujua, ze 35,7 %, vzoriek malo 1—10 9, 2,0 9%,
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Tabulka 2. Castost vyskytu vattorne kontaminovanych zitn mikromyecedtami Aspergellis flavus, Fausarium sp. a Penicillivm sp. v sladovnickom
Y ) h

jacmeni zo zatvy roku 1985 (85 vzoriek = 100 %)

Table 2. The frequency of internally contaminated grains with micromycetes Aspergillus flavus, Fusarium sp. and Penivillium sp. in the malting

barley harvested in 1985 (85 samples 100%)
AF F. sp. FC FG FO FP IS FSp PNC
% kontaminovanych zin vo vzorke!
Podet vzoriek v 9,2
0 64,7 96,4 91,4 87,0 90,56 94,1 98,8 97,6 45,4
1—10 27.0 3.5 5,8 12,9 9,4 5.8 1,1 2,3 41,1
11—20 5.8 7,0
21-—30 5,8
31—40 1.1
Tmax (NAjviiesi pocet kontaminovanych
zin)? 31 9% 49 39% 5% 29% 1% 19 3% 29 %




Tabulka 3. Vzorky sladu zo sladovnickeho ja¢mena zo Zatvy roku 1985 s pozitivnym kultivac-
nym nalezom vléknitych mikromycét (95 vzoriek = 100 9,)
Table 3. Malt samples of the malting barley harvested in 1985 with the positive cultivation

test of filamentous micromycetes (95 samples = 1009,)
) Pocet pozitivnych vzoriek!
Mikromycéty?! -
absolutny® l relativny? [9%]

Alternaria sp. 44 46,3 9%
Aspergillus clavatus 14 14.7
Aspergillus sk. A. glaucus 54 56,8
Aspergillus flavus 40 42,1 9%
Aspergillus sk. A. niger 9 9,4
Aspergillus ochraceus 1 1,0 %
Aspergillus tamarii I 1,0
Aspergillus versicolor 2 2,0
Aspergillus wentiv 2 2,0
Cladosporiwm sp. 6 6,3
Fusarium sp. 1 1.0
Fusarium graminearum 2 2,0
Fusarium oxysporum 1 1.4
Fusarium poae 2 2.0
Geotrichum candidum 4 4,2
Mucorales sp. 68 71,5
Penicillium sp. 66 69.4

For 1-—4 see Table 1. sk. — group.

Tabulka 4. Castost vyskytu vnitorne kontaminovanych zin mikromycétami Aspergillus flavus
Fusarium sp. a Penicillivm sp. v slade zo sladovnickeho jac¢mena zo zatvy roku 1985 (95 vzoriek —=
= 100 %

Table 4. The frequency of internally contaminated grains with micromycetes Aspergillus flavus,
Fusarium sp. and Penicillium sp. in malt of malting barley harvested in 1985 (95 samples =

= 1009%,)
9% kontaminovanych AF . sp. FG ro ¥P PNC
zin vo vzorke!
Pocet vzoriek v 9,2
0 57,8 98,1 97,8 98,1 97,8 30,5
1—10 35,7 1,0 2,0 1,0 2,0 50,5
11—20 2,0 5,2
21—30 3.1
31—40 1,0
41—50 3.1
51—60 1.0 ‘
71—80 1.0
81—90 1,0
91—100 7.3
Tmax (najvacsi pocet
kontaminovanych zfn)? 60 % 29, 19 19 1% 100 9,

For explanations and 1—3 see Table 2.
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vzoriek malo 11—20 9, 3,1 9, vzoriek malo 21—30 9, a 1 z vySetrenych vzo-
riek az 60 9, zfn kontaminovanych zarodkami 4. flavus. Pri sledovani vyskytu
dal$ich rodov mikromycét sme zistili, Ze 50,5 9, vzoriek obsahovalo 1—10 Y/,
5,2 9, vzoriek 11—20 9, atd. a 7 vzoriek sladu malo vsetkych 200 vySetrenych
zrniek kontaminovanych zarodkami Penicillium sp. (tab. 4).

Radioimunoanalyticky sme zistili, Ze z 53 vzoriek sladu, ktoré mali 1—60 Y,
zfn kontaminovanych mikromycétami druhu 4. flavus, v dvoch vzorkach bolo
detegovatelné mnozstvo aflatoxinu B; v rozmedzi 1—5 ug. kg, v 51 vzorkdch
bolo mnozstvo aflatoxinu pod hranicou 1 pg.kg™t.

Diskusia

Zrné sladovnickeho jatmena a sladu podliehaji rovnakym zékonitostiam
osidlenia mikromycétami ako zrna inych druhov obilnin, aj ked jacmenné
zrno mé pevnejsie obaly, ako napr. zrno pSenice. Za polnych podmienok st
zrnd ja¢metla osidlované tzv. pelnymi mikromycétmi, z nich najvacsi techno-
logicky izdravotny vyznam maji mikromycéty rodu Fusarium. Zacberali sme sa
nimi v nasej predchadzajicej praci [8]. Ak porovnavame vysledky vysetrovania
zfn z Grody roku 1984 s vysledkami z roku 1985, je zrejmé, ze rod fusarivm
parazitoval iba na velmi malom poéte zfn ja¢mena a sladu. Preto nebelo
potrebné obavat sa pripadného rizika prenikania toxickych metabolitov fuzarii
do piva.

Z technologického aspektu treba vediet, zZe 4. flavus, ktory sa zaraduje k tzv.
skladiskovym mikromycétam [9], je schopny pri 85 9, relativnej vlhkosti
a teplote 30 °C zastavit celkom klitivost zfn jaémeria pocas 6 mesiacov sklado-
vania. Nemenej dolezité je aj to, ze 4. flavus patri k tzv. termotolerantnym
druhom mikroorganizmov, ktoré sa spoluzucastiiuji na samozohrievani obil-
nych zfn v sildch, kde nie je dodrzany technologicky postup skladovania [10.
11].

V Australii bol 4. flavus izolovany z 1 %, zfn vySetrovaného ja¢mena, v USA
v 2 9, zfn [12]. Uvedeny druh kontaminoval menej ako 10 %, z vysetrenych
vzoriek jaémena v Anglicku [10], 17 %, vzoriek jatmena v Skétsku [1], ale az
45 %, vzoriek ja¢menia v Egypte [13].

Slad z Danska mal najviac 4 %, slad z Anglicka najviac 5 %, a slad z Finska
najviac ak 2 9, zfn kontaminovanych zarodkami kmetov Aspergillus flavus
[14]. Prevazné vacsina nasich vzoriek sladovnickeho jatmena zo zatvy roku
1984 a 1985 malo 0—20 9, zfn kontaminovanych zarodkami A. flavus. iba
1 vzorka mala az 86 9, kontaminovanych zfn (tab. 5).
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Tabulka 5. Castost vyskytu vnatorne kontaminovanych zin sladovnickeho jaémena a sladu zo Zatvy roku 1984 a 1985 mikromycétami
Aspergillus flavus (AF) a Penicillium sp. (PNC)
Table 5. The frequency of internally contaminated grains with the micromycetes Aspergillus flavus (AF) and Penicillium sp. (PNC) of malt
and malting barley harvested in 1984 and 1985

0/, konta.- Sladovnicky ja¢men? Slad?
minova- AF PNC AT PNC
nych zfn - —
[ — 1984 1985 @ 1984 1985 x 1984 ‘ 1985 z 1984 1985 7
ket Pocet vzoriek v 9,4
0 50,9 64,7 57,8 5.8 45,4 25,6 25,4 57,8 41,1 1,9 30,5 16,2
1—20 43,1 32.8 37,9 64,7 48,1 5,64 75,4 37,7 56,1 39,2 55,7 47,4
21—40 1,9 1,1 1,5 19,6 5.8 12,7 3.1 1.5 27,4 1,0 14,2
41-—60 1.6 0.8 5,8 2,7 1.0 0.5 7,8 3,1 5,4
61-—80 5,8 1,0 3,4
81-—100 1.9 0.9 3.9 1,9 17,6 8,3 12,9

aUpravené nodla publikacie ~ .. ., . J



Preto sme sa roku 1985 zamerali, okrem mykologického vysetrovania, aj
na chemické stanovovanie aflatoxinu B, v kontaminovanych vzorkéich. Pod-
mienky pre produkeciu aflatoxinu B; v ceredlnych produktoch si znaéne kom-
plikované, ale rozhodujica je pritomnost kmetiov produkujicich aflatoxin B,.
Aflatoxin B, sa doteraz zistil v jaémeni v pestovatelskych oblastiach s vyS$$imi
teplotami, ako napr. v centrilnej oblasti USA, v Grécku a v niektorych oblas-
tiach ZSSR [15—18]. Ak by vSak ja¢men ako zakladnd surovina na vyrobu piva
obsahoval 10 ug aflatoxinu B;.g™, pivo by v tom pripade obsahovalo 25 %,
rezidui aflatoxinu B; — ako to dokézali laboratérne pokusy. Nie je viak doteraz
zndme, éi by sa aflatoxin B, pri vyrobe piva nerozkladal na toxické medzi-
produkty [3].

Produkéné kmene aflatoxinu By 4. flavus st v8ak v potravinich a potravi-
narskych surovinach doméaceho povodu v CSSR velmi zriedkavé [19]. Pravde-
podobne preto obsahovali nami analyzované vzorky ja¢menia a sladu iba velmi
nizke koncentracie aflatoxinu B;. Potencidlny vyskyt aflatoxinu B, v pive je
preto podla nasich vysledkov priaznivy. Vysledky analyz na urtenie pritom-
nosti aflatoxinu B, vo vzorkéch Ceskoslovenskych, ako aj domécich piv v NSR,
boli negativne [20]. Negativne boli aj vzorky franctizskeho piva [5].

Kmene rodu Penicillium st dalsie vyznamné skladiskové a potencidlue toxi-
nogénne zarodky mikromycét, ktoré kontaminuji sladovnicky jacmen a slad
[9]. Ako vyplyva zo sthrnu vysledkov z roku 1984 a 1985 uvedenych v tabul-
ke 5, st Gastymi kontaminantmi sladovnickeho ja¢meiia, ¢astejsie sa ale vysky-
tuji v slade. Chelkowski a kol. [21] detegovali ochratoxin A takmer vzdy
v tych vzorkéch obilnych zfn, ktoré mali viac ako 30 %, zfn kontaminovanych
zdrodkami Penicillium sp. Zdé sa, Ze tento mykotoxin by mohol mat pri vyrobe
piva vyznamnt tlohu. V niektorych vzorkach franctzskeho piva sa dokazal
ochratoxin A v mnozstve 5—110 pg.kg™ [5].

V budicnosti bude preto potrebné aj v nasich pivovarskych surovindch za-
merat sa na problematiku pritomnosti mykotoxinov penicilii. Kym v8ak nebu-
da k dispozicii potrebné chemické analytické postupy a najmé standardy
tychto mykotoxinov, bude treba postupovat metédou vysetrovania vnitornej
mykofléry zfn. Podla Rehdka [6] rozsah pestovania sladovnickeho jadmena
v CSSR prevysuje asi o polovicu az dve tretiny potreby nafich sladovni. Preto
by bolo potrebné zvazit, aby sa peniciliami nadmerne kontaminovany ja¢men
a slad nepouzivali na dalsiu vyrobu. V tomto zmysle by vsak bolo potrebné
stanovit uréité zavazné limity. Nase vysledky poskytuja na to reilne podkladsy.
Mali by podnietit ku kontrole sanitacnej tirovne pocas jednotlivych vyrobnych
etdp a skladovania zfn sladovnickeho ja¢mena a sladu.
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HPOGICMATHRE HAMIYIL MHKRpoMHIeToB 1 adaaroxcnna B, B colooBenHoM suvene
u B coiofe ¢ ypokaa 1985 r.

Peswome

B pabore mpuBejeHbl pesyibTaThl H3YUCHHS 1 MOHHTOPUHIG BHYTPEHHE MHRO(IOPHL

3€PeH CO0JI00BCHHOTO SIUMEHH 11 COJI0JA, ¢ VCTAHOBROI Ha HAJITUIE 1 H30JISAIII0 MIKPOMI-
LeTOB, KOTOPbHIC SBIAIOTCH MOTCHIHAILHBIMIL HPOIBBOITETIAMI  a)TaTOKCHHOB. AQraTok-
cHH B MBI onpejienisaunt no pa;uoMMMYHOTOTHUeC ROMY aHaiuTideckoMy Meroxy (PIA).

PQ-’%.V.‘JLT;\T[)I pﬂﬁOTI)I MORA3AII, 9TO HAJIAYNC 3epeH, 3arpsI3HCHHBLIX TOJEBbIMA M CRJIQJ(-

CRIIMH MIKPOMUIIETAMIT ¢ Yposas 198D 1. mrpejierasiis,10 Goraryio BeTpeuaeMocTh OTAC/ I bIbIX
POJIOB.

Hazmune agaarorcnna By Bo BeexX npodax Gbii10 HIZKC HPEIea ONYCRACMOr0 KOJIUUCCTBA ,

1. ¢. Hiske 0,005 Mr.wr. -t
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The occurrence of micromyecetes and aflatoxin B, in malting barley and malt obtained
from the 1985 harvest

Summary

The monitoring results of an internal mycoflora of grains of malting barley and malt
are presented, in this paper. Attention was directed on the occurrence and isolation of
micromycetes which become known as the potential producers of aflatoxins. Aflatoxin B,
was determined by radio-immunoanalytical (RIA) method.

The analysis of grains harvested in 1985 shows the rich occurrence of grains contami-
nated with field and store micromycetes. They were represented with a lot of current
genera.

All investigated samples contained aflatoxin B, under the level of maximum tolerable
quantity (under 0,005 mg/kg of aflatoxin B; in one sample).
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