Bulletin PV (Bratislava) Roéd. 24(4), 6. 2—3, s. 143—151, 1985

Analyza mykoflory sladovnickeho ja¢meiia a sladu
I. Polné mikromyecéty

JUDITA SEPITKOVA — ZDENKA JESENSKA

Suhrn. Préca prindsa vysledky vySetreni vnutornej mykofléry zfn sladovnickeho
ja¢mena a sladu. Pozornost sa zamerala najmé na vyskyt tzv. polnych vldknitych
hub, predovsetkym z rodu Fusarium sp. Vyskyt zfn, kontaminovanych polnymi
mikromycétami z urody obilia roku 1984 bol velmi nizky, ¢astejsie boli vzorky cel-
kom negativne. Navrhuje sa doplnit ukazovatele kvality sladovnickeho ja¢mena
a sladov o mykologické vySetrenie, perspektivne aj o analyzu tychto substratov
na mykotoxiny.

Zrné cerealii st bohaté na skrob a slizia na vyzivu ¢loveka a zvierat. Vo sve-
tovom meradle kryji 50—65 9, energetickych potrieb ¢loveka. Obilné zrna si
idedlnym prostredim pre rozvoj mikroorganizmov, pretoze okrem skrobu obsa-
huja aj vacsie mnozstvo bielkovin, mineralnych latok a vitaminov.

K prvej kontaminacii zfn mikroorganizmami dochadza na povrchu zfn pocas
rastu obilnin — je to tzv. epifytn4 alebo sprievodna mikrofléra. Zivnou pddou
tejto mikrofléry st prirodzené metabolity latkovej vymeny rastlinnych buniek
a povrchové znetistenie, napr. prach. Doélezitou castou tychto mikroorganiz-
mov st zarodky mikroskopickych vlaknitych hub, laicky sa tieto huby nazyva-
ja plesnami. Niektoré z nich saprofytuji na povrchu zrna, iné st viak parazitmi
a ich hyfy prerastajd viac alebo menej do vnitra zrna. Polné huby z rodu Alter-
naria invaduja iba povrchové vrstvy zrna, a to takmer vsetky zrna bez ohladu
na klimatické podmienky. Vysokopatogénne a invazivne kmene fuzirii napa-
daji v polnych podmienkach zna¢nu cast trody obilnych zfn najma za dazdi-
vého a chladného pocasia. Roku 1980 sa v uréitych oblastiach SSR pri nepriaz-
nivom pocasi podas dozrievania obilia vyskytlo az 80 9, zfn napadnutych kmen-
mi rodu Fusarium [1].
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Pri skladovani obilnych zfn dochédza postupne k dbytku Zivotaschopnych
zédrodkov polnych mikromycét, ale pomnozuji sa tzv. skladiskové mikrosko-
pické vliknité huby. Tieto huby pri nedodrZani zodpovedajicich technologic-
kych postupov pri skladovani obilnych zfn spésobuji plesnivenie a potuchnutie
zrna, rozklad stavebnych §truktir a v kone¢nom dosledku vedii k znehodnote-
niu trody.

Zo zdravotného hladiska je vSak délezité, Ze mikroskopické vidknité huby
st .vyznamnymi producentmi toxickych, rakovinotvornych, malformaénych
a teratogénnych metabolitov, tzv. mykotoxinov [2]. Tymto mykotoxinom sa
v celosvetovom meradle venuje znaénd pozornost [3]. Okrem inych mykotoxi-
nov boli v prirodzene kontaminovanych ceredlidch detegované najmi aflato-
xiny, ochratoxin A, citrininy, sterigmatocystin, zearalenoén a rézne trichotecény
(tab. 1) [4].

Zarodky polnych hiib kmetiov rodu Fusarium produkuji za uréitych pod-
mienok znac¢ne toxické mykotoxiny trichotecénovej Struktiiry, ako si napriklad
toxin T-2, diacetoxyscirpenol, nivalenol, vomitoxin, fuzarenén a estrogénne
posobiaci zearalenén (tab. 2) [1, 4]. Kmene rodu Alternaric st zndme ako pro-
ducenti kyseliny tenuazénovej, ktora sa vsak za experimentalnych podmienok
javi ako stredne toxické. Tdto kyselina bréni inkorporicii aminokyselin do no-
vovznikajicich proteinov na ribozémoch alebo interferuje s uvoltiovanim no-
vovznikajtcich bielkovin z ribozémov, ovplyviiuje teda do znaénej miery pro-
teosyntézu [5].

Predpokladd sa, Ze pocas 1I. svetovej vojny z toxinov fuzarii zapri¢inil najma
toxin T-2 mnohé pripady intoxikécie Iudi v ZSSR po dlhodobejsom pozivani
kontaminovanych ceredlif, tzv. toxicku alimentarnu aleukiu [6, 7].

V praxi zatial nepoznédme jednoduchy spdésob eliminécie mykotoxinov z kon-
taminovanych cereélif. Preto treba ststavne sledovat vyskyt mikroskopickych
vldknitych hib v tychto substrdtoch a usmerniovat polnohospodarsku velko-
vyrobu a skladovanie obilia tak, aby sa zabranilo pomnoZzovaniu plesni na obil-
nych zrnach a prenikaniu hubami napadnutych a poplesnivelych substratov
do potravinového retazca. Zatial iba tento jediny postup umoziltuje chranit
zdravie konzumentov pred toxickymi tGéinkami mykotoxinov.

Sledovanie mykofléry sladovnickeho ja¢mena a sladu mé znaéné dosledky
aj v ekonomickej oblasti, a to najméi v stvislosti s exportom nasho sladu na
svetové trhy. V stcasnosti uZ mnoho vyspelych krajin je schopnych, na zikla-
de analyz a stanovenych limitov pripustného mnozstva mykotoxinov v potra-
vinovych substratoch, zabranit potencidlnemu riziku ohrozenia zdravia svo-
jich obcanov toxickymi metabolitmi mikroskopickych vldknitych hub [8].

- Cielom nasej prace bolo urobit prvy raz v SSR monitorovanie mykofléry
sladovnickeho jacmena a sladu. V tejto ¢asti monitorovania sme sa zamerali
najmé na vnitorni polnt mykofléru a podmienky kultivicie sme prispdsobili
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izolacii polnych hib z rodu Fusarium. Okrem toho sme sledovali aj vyskyt zfn
kontaminovanych kmenimi rodu Alternaria, Aspergillus, Penicillium a inymi
mikromycétami.

Tabulka 1. Vyskyt mykotoxinov v ceredlidch (Spicher, 1981 — upravensé)

Table 1. Incidence of mycotoxins in cereals (Spicher, 1981 — adjusted)

Mykotoxin! Pienical?| Raz'3 Ig:'gh Ovos?® KI:EPGI | Ryza | Prosols
aflatoxin® ~+- = o E = + =+
citrinin® -+ + -+ +
kyselina kojovat +
luteoskyrin?® -+
ochratoxin AS -+ -+ -+ -+ -+
patulin? +
kyselina
peniciliova?® +
sterigmato-
cystin® -+ -
trichotecény!? + —+ -+ - -+
zearalenon't - + —+ - -+

Mycotoxin; 2Aflatoxin; *Citrinin ; *Kojic acid; *Luteoseyrin; *Ochratoxin A ; “Patulin; ®Penicillic
acid; °Sterigmatocystin; °Trichothecenes; 'Zearalenone; *Wheat; *Rye; Barley; °Oat;
16Maize ; 1"Rice ; 18Millet.

Tabulka 2. Najéastejsie sa vyskytujuce Fusarium sp. na cerealidch a ich schopnost produkovat
zearalenén a trichotecény (Spicher, 1981 — upravené)
Table 2. The most frequently occurring Fusarium sp. on cereals and their ability to produce
zearalenone and trichothecenes (Spicher, 1981 — adjusted)

Diacetoxy-

: Vomitoxin? ivalenol* | Z lenén’
scirpenol? n Niv: earalenén

Fusarium sp. T-toxin!

equisett +
moniliforme +
nivale
poae + +

. avenaceum

o

culmorum -+
graminearum
sporotrichioides
tricenctum
USArTUm Sp. -+ -+

++
o
ok

F
F
Vg
F
P
r
F
F
I
I

1T toxin ; 2Diacetoxyscirpenol ; 3Vomitoxin ; 4Nivalenol ; *Zearalenone.
E y
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Material a metodika

Od oktébra do konea decembra 1984 sme zo sladovni SSR obdrzali a expe-
rimentalne analyzovali 27 vzoriek sladovnickeho ja¢mena a 19 vzoriek sladu.
Celkove sme mykologicky vysetrili 9200 obilnych zfn.

Dalsie vzorky sladovnickeho jadmetia a sladu sa v nagom laboratériu konti-
nuilne spracuvaju a analyzuji na tzv. skladiskové huby.

Zrné jadmena a sladu sme povrchovo sterilizovali v 5 9%, vodnom roztoku
chlérnanu sodného 5 minut a potom trikrat za sebou preplichli sterilnou desti-
lovanou vodou.

Vzorky ja¢meria a sladu — po 200 zrniek z kazdej vzorky — sme po 20 zrn-
kéch rozlozili na povrch zemiakového agaru s glukézou a chloramfenikolom
(potato-dextrose agar Oxoid 1000 ml, Chloramphenicol pro inj. SPOFA 0,05 g)
v 10 Petriho miskach.

Vzorky sladu — po 200 zrniek z kazdej vzorky — sme po 20 zrnkich rozlo-
zili na povrch Sabouraudového agaru (IMUNA) so 7,5 9% NaCl v 10 Petriho
miskéch.

Naockované stistavy sme inkubovali 10—14 dni pri laboratérnej teplote,
potom stanovili pocet kontaminovanych zfn a reprezentativne kolénie mikro-
skopickych vlaknitych hib sme identifikovali na zaklade ich morfolégie. Pocet
kontaminovanych zfn sme prepocitali na relativne hodnoty (9%,).

Vysledky a diskusia

Hlavnym zameranim naSej experimentalnej prace bolo sledovat vyskyt rodu
Fusariwm v sladovnickom ja¢meni a slade z drody roku 1984. Vyskyt zfn kon-
taminovanych tymto rodom bol velmi nizky. Pri va¢Sine vzoriek boli vysledky
izolacie negativne. Fusarium graminearum kontaminovalo najviac 6 %, zfn vo
vzorke sladovnickeho jatmena 6 a 4 9 zfn vo vzorke 2, F. oxysporum, ale
najviac 55 9%, zfn sladu vo vzorke 3. Okrem tychto druhov fuzérii boli ojedinele
izolované kmene F. culmorum a I'. poae. Kmene Allernaria sp. kontaminovali
priemerne 78, 2 9, zfn sladovnickeho ja¢mena, ale priemerne iba 7,7 9%, z vy-
Setrenych zfn sladu. Pri kmenoch rodu Penicillium sp. mal tento vztah opaény
charakter, penicilia sladovnickeho ja¢meria kontaminovali priemerne 6,0 %, zfn
a sladu priemerne 25,2 9, zfn. Vietky zrné sladovnickeho jac¢mena vzorky 22
boli kontaminované spolu s alterniriami tiez peniciliami, zo 4 zfn sme eSte
naviac izolovali kmene F. graminearum a z 1 zrna aj F. oxysporum. Bol to na-
zorny priklad toho, Ze zrno moéze byt sicéasne napadnuté viacerymi druhmi
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mikromycét. Aspergillus flavus invadoval az 46 9, zfn sladu vzorky 18. Pri
inych vzorkach bol jeho vyskyt pomerne zriedkavy. Zo 4 vzoriek sladu sme
velmi Casto izolovali 4. clavatus (26—55 9, kontaminovanych zfn). Menej ¢as-
ty, az ojedinely bol vyskyt kmenov Geotrichum candidum, Epicoccum sp.,
Trichoderma sp., Aureobasidium sp., Aspergillus janus, A. wentii, 4. versicolor,
aspergily skupiny 4. niger a Drechslera sp. Neprijemne sa na zivnych podach
rozrastali kmene Rhizopus sp., pri niektorych vzorkach celkom zabranili moz-
nosti stanovit pomalsie rastiice mikromycéty (tab. 3, 4).

Tabulka 3. Vnatornd mykofléra sladového jaémena (Zatva roku 1984)
Table 3. Internal mycoflora of malt barley (harvest of 1984)

Mikroskopické vidknité huby?
Vzorkal A PNC | FC | FG FP | FO | AF
% kontaminovanych zfn?3

1 100 1,5

2 91,5 4 1,5

3 94 4,5

4 88,5 2

5 82 0,5

6 88,5 2,5

7 96 3,5

8 93 1

9 93,5 2,5 0,5

10 43,5 3 1

11 39 6 1

12 60 2

13 74,5

14 96 1 0,5
15 91 1

16 74 2

17 94

18 38 23 1 0,5
19 3 7 1 il 3 2
20 76 2

21 52 1,5 1
22 100 100 2 0,5

23 44 4
24 87 3,5 1 5
25 99 0,5 0,5 1
26 3 2
27 99 2 0,5
T 78,2 6,0 0,6 0,3 0,6

|

A — Alternaria sp., PNC — Penicillium sp., FC — Fusarium culmorum, FG — F. graminearum,
FP — F. Poae, FO — I'. oxysporum, AF — Aspergillus flavus.

Ojedinely vyskyt kmeniov — Sporadic incidence of the strains: Trichoderma sp., Epicoccum sp.,
Aspergillus clovatus, Aspergillus skupiny — of the group A. niger, Drechslera sp.
NespocitateIné mnozstvo — Countless number of : Rhizopus sp.

1Sample ; 2Microscopic filamentous fungi ; *Contaminated grainsin %.
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Tabulka 4. Vnutornd mykofléra sladov (Zatva roku 1984)
Table 4. Internal mycoflora of malts (harvest of 1984)

Mikroskopické vidknité huby?
Vzorkal A PNC | FO | FG AF AC
% kontaminovanych zfn?
1 19,5
2 8
3 23 55
4 46 0,5
5 100
6 60
7 45 26
8 34 40
9 30 20,5 1 38
10 8 /] 2 2
11 67 88.5 1
12 9 55
13 19 20
14a
15a
16a
17a
18 23 5 46
19a
z 7,7 25,56 2,5 8,5

A — Alternaria sp., PNC — Penicillium sp., FO — Fusarium oxysporum, FG — F. graminearum,
AF — Aspergillus flavus, AC — A. clavatus.

a— misky boli celkom prerastené kmenimi Rhizopus sp.

a — the strains Rhizopus sp. have spread all over the dishes.

Ojedinely vyskyt kmenov — Sporadic incidence of the strains: Geotrichum candidum, Hpicoccum
sp., Irichoderma sp., Aspergillus janus, Aureobasidivm sp.

1—38ee Table 3.

Celkove sa da na zéklade vysetrenych vzoriek rekapitulovat, ze kvalita sla-
dovnickeho ja¢mena a sladov ziskanych z jednotlivych sladovni SSR zo zatvy
roku 1984 po stranke mykologickej bola vyhovujtca, a to z aspektu potencial-
neho rizika ohrozenia zdravia konzumentov vyrobkov z tohto substratu toxic-
kymi metabolitmi tzv. polnych mikroskopickych vliknitych hib z rodu Fau-
sarium.

Co sa tyka sladov, oproti sladovnickemu jaémeiiu zretelne vidiet narast kon-
tamindcie zrniek najmé kmenmi rodu Penicillium sp., t. j. skladiskovymi mik-
romycétami, ¢o si bude vyzadovat dalie sledovanie najmé z hladiska potencidl-
nej pritomnosti ochratoxinu A.

Obilné zrna st pre ¢loveka zakladnou potravinirskou surovinou. Ako sme
uviedli, vyznamnu stcast mikrofléry zin tvoria mikroskopické huby. Zastipe-
nie jednotlivych druhov a rodov ovplyviiujt uréité zdkonitosti. Ako najdolezi-
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tejsie sa rozlisuju dve hlavné skupiny mikromycét, a to mikromycéty polné
a mikromycéty skladiskové. Pretoze toxické metabolity mikroskopickych hub
ohrozuju zdravie ¢loveka, zac¢ina sa venovat tymto problémom pozornost aj
z aspektu vyskumu kvality sladovnickeho jaémeria a z neho vyrobeného sladu.
Z technologického hladiska ohrozuje nadmerné pomnozenie mikromycét okrem
iného aj vysledky pracovného postupu v sladovnickom priemysle [9]. Hlavny
podiel na nadmernom pomnozeni hib na sladovnickom ja¢meni maji dva
zakladné faktory, a to st vlhkost a teplota. Rozne druhy mikromycét pocas
skladovania reaguji znaéne na zdanlivo malé rozdiely napriklad v hodnotach
aktivity vody (a,). Pri hodnote a, = 0,65 az 0,7 sa na skladovanom jac¢meni
pomnozuji napriklad zarodky druhu Aspergillus restrictus, pria, = 0,75 asper-
gily skupiny A. glaucus, pri hodnote a, = 0,85 doch4ddza k samozohrievaniu
zfn a pomnozuji sa termotolerantné a termofilné zarodky réznych druhov as-
pergilov, penicilii, ako aj absidie. Pria, = 0,95 a teplote 65 °C st v jaémennych
zrndch pritomné najmé zarodky kmenov Humicola lanuginosa a Rhizopus pussi-
lus a pod. [10].

V nasej praci sme prvykrat v SSR sledovali v sladovnickom ja¢meni a slade
vyskyt tzv. polnych mikromycét, s hlavnym zameranim na rod Fusarium.
Sttidium sa bude kontinualne v dalsej praci zameriavat aj na tzv. skladiskové
mikromycéty. Nadviazali sme na poznatky o vyskyte fuzarii v obilnych zrnach
v SSR v rokoch 1980 a 1981 [1, 11].

Detailnt stadiu bolo treba vykonat v stvislosti so zistenim, Ze v zahraniéi
analyzovali ¢eskoslovenské vzorky a vyrobky pivovarnickeho priemyslu, a to
zatial na pritomnost aflatoxinu, ochratoxinu a citrininu. Vysledky boli zatial
negativne [12, 13]. Pri vySetreni vzoriek piva iného pévodu sa vSak v tekutine
zistil ochratoxin A (110, 75, 35 a 5 pug.kg™1), diacetoxyscirpenol (10 a 10 pg.
.kg-1) a toxin T-2 (42 a 10 ug.kg!) [14]. Na zaklade uvedenych vysledkov auto-
ri usudzujd, Ze mnozstvo mylkotoxinov v pive neohrozuje zdravie konzumentov.
Zo zahraniénych informécii je vsak zretelné, Ze rozsah potravin, sledovanych
na pritomnost mykotoxinov, rozsiril sa aj o pivo, a preto treba v tejto stvislosti
zamerat pozornost aj na mykofléru a mykotoxiny v sladovnickom jaémeni
a slade.

Uviédza sa, ze vo Velkej Britanii pracovnici sladovni doteraz hodnotili kva-
litu ja¢mena a sladu ¢o do vyskytu plesni iba vizudlne, ale od roku 1981 je uz
vypracovand a odporicand metdda stanovenia tzv. METL (mould frequency in-
dex — index plesniami kontaminovanych zfn). Na stanovenie tohto indexu
treba kultivovat povrchovo sterilizované zrnka na mykologickych zivnych po-
dach [15—17]. K tejto hodnote MFI mozno vsSak maf urcité pripomienky,
napr., ze zo zdravotného hladiska nie je zanedbatelné, ¢i st zrnké kontamino-
vané polnymi mykromycétami rodu Alternaric alebo rodom Fusarium, o sa
z hodnoty tohto indexu ned4 zistit.
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V siivislosti s celosvetovym trendom ochrany komponentov stravy a napo-
jov ¢loveka pred kontaminéciou metabolitmi mikroskopickych vldknitych hib
bude treba aj u nas perspektivne uvazovat o doplneni, resp. stanoveni novych
ukazovatelov kvality sladovnickeho ja¢mena a sladov, o vysledok odborného
mykologického vysetrenia, v dalfom stupni aj o analyzu na pritomnost myko-
toxinov. Tento postup je dolezity nielen z hladiska doméceho trhu, ale je mimo-
riadne dolezity aj pri exporte, najmé do vyspelych §tatov, kde je troven sle-
dovania nezdvadnosti potravin na vysokom stupni, vritane mykotoxinov
a stanovenia limitov pre mykotoxiny [8].

Z technologického hladiska je délezité uviest poznatok, Ze pritomnost my-
kotoxinov sa u kvasiniek neodrzkadluje na produkeii alkoholu. Na tento proces
nemaji negativny vplyv ani aflatoxin, ochratoxin A, ale ani zearalenén [18].
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ABann3 MEKO(IOPH! COJOXOBOrO AYMEHA H CONOJIA

I. TloneBble MMKpOMHLETHI

Pesome

B paGore mpuBoAATCA Pe3ymbTATH 00CIEOBAHAA BHYTPEHHEH MHKO(IOPH 3€PeH COIO-
TOBOTO sUMeHS U coJiofla. BHuManme Obl10 HANPABICHO B OCHOBHOM HA HAJMulie TAK HAa3.
MOJIEBLIX BOJOKHUCTHIX IPHOOB, Ipesue Beero ms poma Fusariwm sp. Hamuuuwe sepem,
KOHTaMIHIPOBAHHELIX MOJIEBLIMH MUKPOMHIETaMI U3 yposkas sepHa 1984 roya, Gbu1o oueHh
HUSKEM, Yame 00passl ORI HOIHOCTHIO HeTaTHBHEIMA. BHOCHTCS IpEIIIokenne JONOIHATE
MOKAa3aTesIn KauecTBa COI00BOTO AUMEHA MEKOJIOTHYCCKNM 00C/IeJOBAHIEeM, a B MEePCIIeKTHBE
¥ aHAJIN30M ITHX CYOCTPATOB HA MHKOTOKCUHEI.

Analysis of the myeoflora of malt barley and malt
I. Field miecromycetes

Summary

In this contribution results are presented of the investigated internal mycoflora
of the grains of malt barley and malt. Special attention was paid in this respect to the
incidence of the so-called field filamentous fungi, mainly those of the genus Fusarium sp.
The incidence of grains contaminated by field micromycetes (crop from the harvest 1984)
was very small; more frequently the samples were quite negative. Consequently, the au-
thors recommend the quality parameters of malt barley be supplemented by mycologic
studies and by an analysis of these substrates for mycotoxins in the future.
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