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TADEUSZ TUSZYNSKI, MALGORZATA MAKAREWICZ

DROZDZE DZIKIE W PRZEMYSLE PIWOWARSKIM -
ZAGROZENIA I WYBRANE METODY WYKRYWANIA

Streszczenie

W pracy przedstawiono zagrozenia jakosci oraz stabilnosci fizycznej, chemicznej i biologicznej, wy-
nikajace z obecnosci obcych szczepow drozdzy w procesie produkeji piwa. Dokonano réwniez przegladu
wazniejszych metod wykrywania, liczenia i identyfikacji drozdzy dzikich.

Wprowadzenie

Piwo jest produktem biochemicznej aktywnosci komoérek drozdzy, ktore prze-
prowadzaja cykl przemian metabolicznych w chmielonej brzeczce stodowej lub tez
w brzeczce otrzymanej ze stodu i surowcow niestodowanych. Drozdze i inne mikroor-
ganizmy moga by¢ odpowiedzialne za brak stabilnosci fizycznej, chemicznej i biolo-
gicznej piwa, a szczegdlnie za niestabilno§¢ smaku i aromatu. Wlasciwa pasteryzacja
powinna zapewnia¢ biologiczna trwaltos¢, ale rdwnoczesnie przyspiesza reakcje mig-
dzy skladnikami piwa i zmniejsza jego charakterystyczng $wiezos$¢. Biologiczna sta-
bilno$¢ mozna osiagnaé takze w procesie sterylnej filtracji, ktéra usuwa mikroorgani-
zmy, jednak metody takie nie sa catkowicie obojetne dla zachowania oryginalnosci
smakowej i odzywczej piwa. W rzeczywistosci zakazenia sa wcigz mozliwe, szczegdl-
nie podczas filtracji oraz napetniania butelek i kegdw.

Najwazniejsza grupe drobnoustrojéw w procesach produkcji piwa i innych na-
pojow alkoholowych stanowia drozdze. Znaczenie komoérek drozdzy w procesach fer-
mentacji idojrzewania napojéow, a szczegdlnie ich wplyw na powstawanie
i modyfikacje sktadnikéw zapachu i smaku, byt przedmiotem wielu badan [22, 24, 28,
33]. Obecne mozliwosci selekeji i ulepszania cech drozdzy piwnych, poprzez stosowa-
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nie metod genetycznych oraz techniki immobilizacji i koimmobilizacji stwarzaja nowe
perspektywy dla piwowarstwa i innych branz przemystu fermentacyjnego. Modyfika-
cje genetyczne pozwalaja migdzy innymi zwigkszy¢ aktywnos$¢ enzyméw amylolitycz-
nych oraz uzyska¢ w drozdzach charakterystyczna ceche typu ,killer”, ktéra moze
chroni¢ komérki przed zakazeniami obca mikroflora. Interesujace sa rdéwniez mozli-
wosci stosowania antymikrobiologicznych enzyméw, gléwnie z grupy hydrolaz
i oksydoreduktaz, do eliminowania szkodliwych drobnoustrojéw [8]. Dotychczas
w piwowarstwie wykorzystuje si¢ zazwyczaj czyste kultury drozdzy gornej i dolnej
fermentacji, ktére réznia sie glownie szybkoscia wzrostu w réznych temperaturach,
zdolnoscia do flokulacji i wytwarzania produktéw ubocznych oraz zapotrzebowaniem
na substancje wzrostowe i roznorodng odpornoscia srodowiskowa. Spotyka si¢ takze
specyficzne piwa, do produkcji ktorych nie stosuje si¢ dodatku czystych kultur. Przy-
ktadem moze by¢ tradycyjne piwo belgijskie Gueuze-Lambic o zawartosci okoto 5%
obj. alkoholu, otrzymywane poprzez spontaniczng fermentacj¢ brzeczki, w ktorej
uczestniczy réznorodna mikroflora bakterii, drozdzy i plesni, bytujaca w debowych
beczkach i kufach, powietrzu oraz brzeczce stodowej. Nie bez przyczyny wzrasta za-
interesowanie mieszanymi kulturami mikroorganizméw w technologii fermentacji.
Zarowno w technologii klasycznej piwa, jak tez w produkcji wielkozbiornikowej
aktualny jest w dalszym ciagu problem zakazen mikrobiologicznych, ktére stanowia
powazne zagrozenie dla stabilnosci i jakosci piwa. Bezwzgledna czystosé mikrobiolo-
giczna drozdzy piwowarskich i catosci procesu technologicznego jest trudna do za-
chowania, gdyz przyczyna zakazenia moga by¢: zainfekowanie powietrza, woda, apa-
ratura i instalacje technologiczne oraz personel. Pomimo ogromnego postgpu w tym
wzgledzie, ktory jest gldéwnie wynikiem stosowania nowoczesnych technik i technolo-
gii, w tym systeméw mycia i dezynfekcji CIP, nie mozna zachowa¢ w browarze wa-
runkéw petnej jalowosci. Dlatego tez metody szybkiego wykrywania mikroorgani-
zméw i ich metabolitdéw sa waznym instrumentem w kontroli jakosci produkcji.
Jednak najlepsze metody nie zastapia solidnosci pracownikdéw oraz rozwigzan tech-
nologicznych, ktore zapewnia wysoki poziom higieny produkcji. Zwykle mycie zbior-
nikéw technologicznych i dezynfekcja 2% roztworem NaOH lub 0,07% kwasem nad-
octowym (CH3;COOOH) niszczy komérki drozdzy w czasie 5-10 minut, z wyjatkiem
Debaryomyces hansenii i Hansenula saturnus, ktére wymagaja dtuzszego czasu od-
dzialywania (10-20 minut) srodkow dezynfekujacych [9, 11]. W niektérych browarach
funkcjonuja juz procedury kontroli punktow krytycznych HACCP, ktére daja znacznie
lepsze gwarancje czystosci mikrobiologicznej, od systeméw klasycznych, dotychcza-
sowych, szczegolnie w odniesieniu do zbiornikéw flotacyjnych, tankéw cisnienio-
wych, tankofermentordéw, filtrow i butelek. Nalezy jednak pamigtaé, ze wprowadzenie
i dobre funkcjonowanie nowoczesnych zasad monitorowania jest dos¢ kosztowne i nie
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musi stanowi¢ jedynej alternatywy dla wysokiej i stabilnej jakosci produkeji, szcze-
golnie w zaktadach matych i Srednich - dostarczajacych do 250 tys. hl piwa na rok.

Wystepowanie drozdzy dzikich i ich wplyw na jakos¢ i stabilno$¢ piwa

Wzrost drozdzy i innych mikroorganizmdéw jest uzalezniony od warunkow sro-
dowiska. Graniczne wartosci pH dla wzrostu réznych drozdzy mieszcza si¢ w szero-
kim zakresie od 1,5 do 9,05; a produkty, ktorych pH zawiera si¢ w przedziale 4,6-5,3
sa kwalifikowane do tzw. grupy sredniokwasnych z przeznaczeniem do sterylizacji
[18].

Dobrze odfermentowane piwo jest jednak podtozem zbyt ubogim w skiadniki od-
zyweze dla wigkszosci drobnoustrojéw, a ponadto wykazuje stosunkowo niskie pH,
minimalna zawartos$¢ tlenu, zawiera alkohol, CO, i substancje antyseptyczne z chmie-
lu, ktore dziataja hamujaco na rozwdj mikroorganizméow, w tym chorobotworczych.
Pozytywnie oddzialywuja takze niektére zwiazki barwne (produkty reakcji Maillarda
oraz zwiazki fenolowe chmielu i stodu), spetniajace rolg przeciwutleniaczy (zmiataczy
tlenu). Z kolei wpltyw CO, na wzrost mikroorganizméw jest uzalezniony od ich ro-
dzaju i gatunku, zawartosci CO,, temperatury, aktywnosci wody, pH, ciSnienia, ilo-
$ciowej i jakosciowej obecnosci sktadnikow ekstraktu oraz stanu fizjologicznego ko-
morki. Wzrost wigkszosci drozdzy, plesni i bakterii jest wyraznie hamowany dopiero
przy koncentracji powyzej 5% obj. CO, [19, 20]. Natomiast bardzo male zawartosci
CO, moga nawet mie¢ wplyw stymulujacy wzrost drobnoustrojéw. Pomimo wielu
naturalnych czynnikéw ochronnych, nie mozna w pelni wyeliminowaé zakazen obcy-
mi gatunkami drozdzy - okreslanych ogdlnym terminem ,,dzikich”, jak tez bakteriami,
a nawet ples$niami. Szczegdlnie szkodliwe w piwowarstwie sg bakterie gramdodatnie
zrodzaju Micrococcus (dawniej Sarcina), bakterie fermentacji mlekowej z rodzaju
Lactobacillus i Pediococcus, gramujemne beztlenowce z rodziny Enterobacteriaceae
oraz z rodzaju Zymomonas, Megasphera i Pectinatus, jak rowniez bakterie fermentacji
octowej [3, 6, 29]. Jednak drozdze stanowia okoto 40% ogdlnej ilosci zakazen wyste-
pujacych w browarnictwie [3]. Zakazenia piwa wywoluja najczesciej drozdze zaklasy-
fikowane do rodzajow Saccharomyces, Candida, Torula, Hansenula, Kloeckera
i Pichia (tab. 1).

Nie wszystkie drozdze obce sa szkodliwe dla piwa, jednak ich obecnosé podczas
procesu technologicznego $wiadczy o istnieniu infekcji. Moga one konkurowaé ze
szczepami piwowarskimi, szczegdlnie wtedy gdy aktywnos¢ fizjologiczna tych ostat-
nich jest obnizona. Stwierdzono na podstawie badan, ze dzikie drozdze charakteryzuja
sie 1,5-2-krotnie krotszym czasem generacji i z reguly nie wykazuja zdolnosci do flo-
kulacji, co utrudnia proces klarowania piwa [6, 22]. Moga takze wytwarzaé roznego
typu metabolity wplywajace niekorzystnie na wlasciwosci organoleptyczne piwa,
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Tabela l

Najczgsciej wystgpujace w piwowarstwie gatunki drozdzy dzikich [6, 20, 22].
The most popular wild yeast species in brewery [6, 20, 22].

Brettanomyces anomalus Hansenula anomala
B.clausseni i Han. fabianii
B. custersianus Han. subpelliculosa
B. custersii ’ Han. saturnus
B. lambicus

Kluyveromyces marxianus
Candida beechii
C. ernobii Pichia farinosa
C. humilis P. fermentans
C. intermedia P. guilliermondii
C. krusei P. membranaefaciens
C. norvegica P. ohmeri
C. oleophila P. onychis
C. parapsilosis P. orientalis
C. sake
C. solani Rhodotorula rubra
C. stellata
C. tenuis Saccharomyces cerevisiae
C. tropicalis S. bayanus
C. vartiovaarai S. diastaticus
C. versatilis S. ellipsoideus

S. exiguus
Cryptococcus laurentii S. logos

S. pastorianus
Debaryomyces hansenii S. unisporus
Debaryomyces marama S. validus
Dekkera bruxellensis Schizosaccharomyces pombe
Dekkera intermedia

Torulaspora delbrueckii
Filobasidium capsuligenum

Zygosaccharomyces bailii
Hanseniaspora uvarum Zygosaccharomyces rouxii
Hsp. valbyensis
Hsp. vineae

naruszaja jego rownowage biologiczna, obnizaja trwalo$¢ (zmetnienia, osady i blonki
na powierzchni) i modyfikuja skfad chemiczny. Szczepy drozdzy dzikich wykazuja
zazwyczaj wigksza aktywnos¢ pektynoesterazy, niz czyste kultury drozdzy piwowar-
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skich i w zwiazku z tym zwieksza si¢ ilo§¢ metanolu w piwie [33]. Skutkiem dziatania
obcych drozdzy jest tez zmiana wlasciwosci smakowo-zapachowych piwa, miedzy
innymi poprzez zwigkszenie zawartosci diacetylu - zwigzku stanowiacego przyczyne
tzw. ,mtodego smaku piwa” oraz estrow, zwigzkdéw siarkowych i innych [22, 25, 34].
Kilka gatunkéw z rodzaju Brettanomyces, Candida i Saccharomyces wytwarza zwiaz-
ki fenolowe oraz estry i kwasy oddzialywujace niekorzystnie na jako$¢ organoleptycz-
na piwa, nadajac mu nietypowy smak owocowy, drozdzowy lub fenolowy, silng nie-
przyjemna goryczke, przykry zapach octu, a takze cierpkogorzki posmak [35].

Drozdze dzikie moga ponadto charakteryzowac si¢ aktywnoscia reduktazy azota-
nowej - enzymu katalizujacego redukcje azotandéw do azotyndw, ktore sa jednym
z prekursor6w powstawania nitrozoamin.

NO; reduktaza azotanowa )NO;

azotan azotyn

Wykazano, ze obecnos$¢ w piwie drozdzy Hansenula anomala, Candida versatilis
oraz Brettanomyces anomalus i Rhodotorula glutinis zwigksza zawarto$¢ nitrozoamin
[24, 25]. Ich dziatalno$¢ prowadzi w konsekwencji do powstawania w piwie azotynow,
a z nich z kolei N - nitrozwiazkow - substancji bardzo szkodliwych dla zdrowia czo-
wieka. Szczegodlnie niebezpieczna jest dimetylonitrozoamina (DMNA) oraz diazome-
tan i formaldehyd ze wzgledu na rakotwoércze, mutagenne i embriotoksyczne dziatanie.

INO,” — 5 2HNO, ——> N,0; + H,0

CH3 CH‘%
>NH+NZO3——> >N-N=0+HN02
CH; CH;
Dimetyloamina DMNA
CH3 CH‘%
\ mikrosomy  watroby \ _
- N-NO > - N -NO + HCHO
CH; H

DMNA monometylonitrozoamina formaldehyd
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CH;

> N-NO —HO, CHN,

H diazometan

Ich prekursorami moga by¢ azotany i azotyny, mocznik, aminokwasy, aminy i amidy
oraz pestycydy. Dopuszczalna zawarto$¢ nitrozoamin w piwie wynosi 0,5 pg/dm?,
a w stodzie 5 pg/kg [26]. W celu ograniczenia zawartosci tych zwiazkow w piwie na-
lezy eliminowaé z przerobu na stod ziarna splesniale i zainfekowane, przestrzegac
prawidlowych zasad suszenia stodu i czysto$ci mikrobiologicznej calego procesu pro-
dukcji piwa. Tworzenie si¢ nitrozoamin jest czgéciowo hamowane obecnoscia sub-
stancji redukujacych w piwie, zwlaszcza polifenoli. Z kolei drozdze Saccharomyces
diastaticus, ktore stanowia zakazenie w piwowarstwie, wytwarzaja glukoamylaze -
enzym usuwajacy reszty glukozowe z amylodekstryn, przyczyniajac si¢ do nadmierne-
go odfermentowania piwa. Drobnoustroje te moga rozwijac si¢ zarowno w brzeczce
jak i gotowym produkcie, gdzie najczgsciej dostaja si¢ na skutek nieodpowiedniego
odfermentowania ekstraktu resztkowego lub bledow popelnionych w czasie filtracji.
Obecno$¢ drozdzy dzikich podczas dojrzewania piwa, a takze w napetnionych opako-
waniach jednostkowych, powoduje zmgtnienia i opalizacj¢ oraz wptywa niekorzystnie
na jego skiad chemiczny i stabilnosé [6, 25, 31].

Nalezy jednak podkresli¢, ze np. siarczyny wytwarzane przez rézne gatunki droz-
dzy dzikich i szlachetnych maja okreslong zdoinosé¢ stabilizacji aromatu wskutek ha-
mowania reakcji utleniania, co zapobiega tworzeniu si¢ wolnych rodnikéw. Tego typu
zwiazki moga rowniez wykazywaé aktywnos¢ tzw. zmiatania wolnych rodnikow
i zapobiegaja ich tancuchowym reakcjom, powodujac lepsza trwatos¢ piwa. Polacze-
nie siarczynu z aldehydem mréwkowym i octowym hamuje powstawanie zmetnien
i stechiego zapachu w czasie przechowywania piwa [15].

Metody monitorowania zakazen drozdzami dzikimi

Bezpieczenistwo spozywania i jakosci zywnosci oraz napojéw zaleza od mozliwo-
$ci szybkiej i precyzyjnej kontroli wzrostu drobnoustrojow. Powszechnie zalecanym
podtozem do okre$lania ogoélnej liczby drozdzy i wykrywania grzybéw plesniowych
jest brzeczka agarowa. Klasyczne techniki liczenia i identyfikacji drozdzy uwzgled-
niajg obecnie rézne modyfikacje ptytkowej hodowli Kocha, np. automatyczny posiew
zawiesiny na ruchoma ptytke Petriego, w ksztalcie spirali Archimedesa (technika ply-
tek spiralnych) lub nanoszenie probki na ptytki kroplami (metoda kropelkowa) oraz
hodowla na wewnetrznych $ciankach probowek. Bardzo wazne sa rdzne techniki
usprawniajace obliczanie wyrostych kolonii. W tym wzgledzie mozna stosowa¢ bez-
posrednie liczenie pod mikroskopem, specjalne urzadzenia do doktadnych rozcienczen
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i przeliczanie powstatych kolonii na odpowiedniej siatce, za pomoca znacznika reje-
strujacego ich liczbe, jak rowniez coraz powszechniejsze staje si¢ uzycie licznika lase-
rowego. Metody ustalania liczby kolonii na podiozu stalym doczekaty sie juz wielu
modyfikacji, ktore upraszczaja i automatyzuja procedur¢ postepowania, jednak nie
udato si¢ wyraznie zwigkszy¢ ich doktadnosei.

W tradycyjnych badaniach majacych na celu okreslenie liczby obcych drozdzy
w badanych probkach (metody ilosciowe), zaleca si¢ stosowanie podioza brzeczkowe-
go o pH 3,5 z dawka aktidionu, przewaznie 4 mg/dm’ podtoza. Taka dawka jest wy-
starczajaca do inhibicji wzrostu wigkszosci ras drozdzy piwowarskich. Ze wzgledu na
zmienno$¢ drobnoustrojéw, nalezy w tym przypadku oceniaé réwniez, wrazliwos§é
danego szczepu produkcyjnego na aktidion [5]. Wyniki analizy znane sa dopiero po
uptywie 48-96 h.

Do oznaczania zawartosci szkodliwych drobnoustrojow stosuje si¢ réwniez go-
towe testy, np. w postaci paskow adhezyjnych, ktore przylepia si¢ do badanej po-
wierzchni, nastgpnie przykleja do odpowiedniej ptytki z podlozem wzrostowym [27].
Po okresie inkubacji odczytuje si¢ liczbg¢ mikroorganizméw przez poréwnanie z wzor-
cami. Testy tego rodzaju dostarczaja tylko orientacyjnych informacji o stopniu zaka-
Zenia, a okres inkubacji w przypadku drozdzy wynosi 3 dni.

Znaczne skrocenie czasu analizy iloSciowej - do 30 minut (tzw. szybkie testy) -
udalo si¢ uzyskaé¢ miedzy innymi dzigki zastosowaniu metody oznaczania bezposred-
niej epifluorescencji mikroorganizmdéw na membranie filtracyjnej DEFT (the direct
epifluorescent filter technique). Komérki drozdzy oddziela si¢ przez filtracje od za-
wiesiny 1 odpowiednio zabarwia - odréznienie komorek zywych. Do filtracji najcze-
$ciej stosuje si¢ membrany z poliwgglanu, o Srednicy poréw 0,2 do 0,6 um, a do bar-
wienia fluorescencyjnego uzywa si¢ oranzu akrydynowego. Dzigki automatyzacji
metody mozna bada¢ do 100 probek/h. Do tej grupy testow zalicza si¢ rowniez techni-
ke fluorescencyjna do oznaczania mikrokolonii na filtrze membranowym MMCEF (the
membrane filter microcolony fluorescence method), stanowiaca polaczenie metod
liczenia kolonii z oceng mikroskopowa, po wzbogaceniu kultury i dodaniu fluorescen-
cyjnego barwnika [27]. Znane sa réwniez metody laserowej techniki skaningowej,
umozliwiajace automatyczne liczenie zywych komoérek z réwnoczesnym uzyciem roz-
nego typu mikroelektrod stuzacych do pomiaru pH i zawartosci tlenu w skali mikro-
skopowej [21].

Metoda instrumentalna dajaca wyniki analiz w ciagu kilku do kilkunastu minut
jest okreslenie zawarto$ci adenozynotrifosforanu (ATP) - substancji, ktéra moze
wskazywaé na stopien zakazenia produktu zywymi drobnoustrojami. Adenozynotrifos-
foran w niewielkim stopniu ulega zniszczeniu w procesach technologicznych i dlatego
wystgpuje takze na powierzchni urzadzen i instalacji, wzglgdnie pochodzi ze stodu,
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brzeczki, piwa oraz bakterii i drozdzy dzikich. Catkowita zawarto$¢ ATP w komér-
kach drozdzowych wynosi okoto 10™2g/komérke [4] i oznacza si¢ go metoda biolumi-
nescencyjng przy pomocy luminometru [16], gdzie jeden wyemitowany foton $wiatla
odpowiada w przyblizeniu jednej czasteczce ATP. Wynikiem reakcji kompleksu en-
zym - substrat w postaci lucyferazy - lucyferyny jest przeksztalcenie energii chemicz-
nej zwiazanej z ATP, w $wiatlo wg ponizszych reakcji [21].

E+LH,+ ATP+Mg" —— EeLH,- AMP + PP
EeLH;- AMP + 0, —— E+L+AMP + CO; + hv

E — lucyferaza

LH, — zredukowana lucyferyna

ATP — adenozynotrifosforan

E e LH, - AMP - kompleks lucyferyno-adenilowy
PP — pirofosforan

L — utleniona lucyferyna

Av — kwant $wiatla

H
N N COOH
<
HO S S H
H

Rys. 1. Wzdr lucyferyny wyizolowanej z owadow tropikalnych (rodzina Lampyridae).
Fig. 1. Formula of lucyferin isolated from tropical insects (family Lampyridae).

Intensywnosé §wiatla jest proporcjonalna do zawartosci ATP, a wiec ilosci meta-
bolicznie aktywnych komorek w badanej prébce [10]. Zastosowanie $wiatlomierza
w polaczeniu z komputerem umozliwia, na podstawie pomiaru luminescencji, wykry-
cie w ciagu kilku minut mikroorganizméw i ewentualnych zanieczyszczen organicz-
nych powierzchni urzadzen lub produktéw. Ze wzgledu na rézna zawartos¢ ATP
w mikroorganizmach, w srodowisku o zroznicowanej mikroflorze, dokonuje si¢ tylko
ogdlnej oceny stopnia zakazenia, bez podania jego sktadu jakosciowego [16]. Techni-
ka bioluminescencji mozna juz wykry¢ 0,1 pg ATP (10 " g ATP) co odpowiada prze-
cigtnie 10 komérkom drozdzy.

W przypadku metod elektrometrycznych (np. impedymetrycznej, konduktome-
trycznej) mierzony jest wzrost przewodnictwa i spadek oporu elektrycznego srodowi-



DROZDZE DZIKIE W PRZEMYSLE PIWOWARSKIM - ZAGROZENIA | WYBRANE METODY WYKRYWANIA 51

ska, ktore sa wynikiem przetwarzania substancji obojetnych elektrycznie w jonowe, na
skutek rozwoju drobnoustrojéw. Impedancja jest opornoscia falowa, ktéra dla prze-
wodnikéw wyraza sie wzorem [16]:

Z=yR* + (XI - Xc)? =[R? + 2afL — 1/ 24fC)>

Z — impedancja (Q2)

R —rezystancja (QQ)

XI — reaktancja indukcyjna (QQ)

Xc — reaktancja pojemnosciowa ()
L — indukcyjno$é (H)

J— czestotliwos¢ (Hz)

C — pojemnos$¢ (F)

27f = o — predkosé katowa

Zmniejszenie impedancji (zmiany oporu w czasie) mierzy si¢ przy pomocy impe-
dymetréw wspétpracujacych z komputerem, okreslajac w ten sposob liczbe i aktyw-
nos¢ metaboliczng drobnoustrojow. Czas detekcji - okres od poczatku pomiaru do
momentu stwierdzenia zmian wiasciwosci elektrycznych srodowiska - jest odwrotnie
proporcjonalny do stopnia zakazenia. Przy uzyciu metod elektrometrycznych mozna
otrzyma¢ wyniki w znacznie krotszym czasie, (ok. 30%) niz przy stosowaniu konwen-
cjonalnych technik plytkowych. W krajach zachodnich metoda impedymetryczna zna-
lazta szerokie zastosowanie w przemysle napojow i sokéw owocowych [7].

Bardzo obiecujace sa metody cytometryczne, szczegdlnie w aspekcie ich wyko-
rzystania w przemysle (cytometria przeptywowa). Wiazka $wiatla padajaca na prze-
plywajace komérki ulega rozproszeniu. Na tej podstawie oraz w polaczeniu
z pomiarem DNA i barwieniem fluorochromami okresla sig liczbe i rodzaj komoérek.

Ostatnie doniesienia dowodza, ze réwniez za pomoca monitoréw uwidaczniaja-
cych zmienno$¢ temperatury (metody mikrokalorymetryczne) mozna przeprowadzié
oceng zepsucia mikrobiologicznego piwa [30]. llo$¢ ciepla wydzielana przez mikroor-
ganizmy jest proporcjonaina do liczby komorek oraz intensywnosci ich wzrostu.

Druga grup¢ metod stanowia analizy jakosciowe, ktorych celem jest okreslenie
przynaleznosci systematycznej wyizolowanej, czystej kultury drozdzy. Posrdd trady-
cyjnych technik nie ma idealnej metody umozliwiajacej wyodrebnienie drozdzy dzi-
kich z wystepujacej populacji. Zaleca sie wiec jednoczesnie nastgpujaca kolejnosé
postgpowania [23]:

e Test odpornosci na temperature — 2—-3 cm’ drozdzy rozcieficza sie sterylnym roz-
tworem soli fizjologicznej i umieszcza na 20 minut w tazni wodnej o temp. 50°C,
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nastgpnie szybko ozigbia zimna woda i dodaje do sterylnej brzeczki. Objawy fer-
mentacji $wiadcza, ze drozdze przetrwaly test. Dla rozpoznania drozdzy Saccha-
romyces diastaticus, mozna uzy¢ catkowicie odfermentowanego piwa lub roztwo-
ru skrobi,

e Badania z zastosowaniem brzeczki agarowej i octanem oraz podobnego podioza
z fioletem krystalicznym - wykrywanie drozdzy dzikich z rodzaju Saccharomyces,
Torula, Candida, Pichia,

o Test z brzeczka agarowa i lizyna - wykrywanie drozdzy dzikich nie nalezacych do
rodzaju Saccharomyces.

Zestawienie powyzszych metod dla poszczegdlnych rodzajow drozdzy przedsta-

wia tabela 2.

Tabela 2
Schemat testu drozdzowego.
Scheme of yeast test.
: Drozdze dzikie
Podloze wzrostowe Droidze szlachetne Saccharomyces Inne drozdze
Medium Yeasts Wild yeast strains of Other yeasts
Saccharomyces
Brzeczka agarowa + + +
Test temperaturowy - + -+
Agar z fioletem krystalicznym - + -
Agar lizynowy - - +
Agar octanowy (tworzenie spor) - + -/ +

Nalezy zaznaczy¢, ze metoda roznicowania obcych drozdzy na podstawie ich
wzrostu lub braku rozwoju na podlozu lizynowym i agarze brzeczkowym jest utrud-
niona z uwagi na izolowanie szczepéw, ktore moga rosna¢ na obu podtozach. Wyod-
rebnianie poszczegdlnych rodzajoéw drozdzy nalezacych do rodziny Saccharomyceta-
ceae na podstawie zdolno$ci wytwarzania askospor (podtoze Gorodkowej, Hermana)
nie zawsze daje dobre rezultaty, poniewaz niektére szczepy drozdzy piwowarskich
wykazuja ograniczong zdoinos$¢ ich wytwarzania [5].

Zasade identyfikacji poszczegdlnych rodzajow drozdzy dzikich na podstawie
sposobu rozmnazania wegetatywnego i charakterystycznych produktéw przemian bio-
chemicznych przedstawiono na rysunku 2.
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Rozmnazanie wegetatywne
1

Podzial komoérki Wielostronne pgczkowanie Paczkowanie biegunowe

Schizosaccharomyces Hanseniaspora

Gwaltowna fermentacja glukozy

+ } -
Saccharomyces Produkcja kwasu oetc:wego
Kliveromyees D:klk:ra Wazrost na l-)odloiu
Torulaspora z azotanem
Zygosaccharomyces + 1 L
Hansenula Pichia
Debaryomyces

Rys. 2. Identyfikacja drozdzy dzikich najczgsciej wystepujacych w przemysle browarniczym na podsta-
wie okreslonych cech fizjologicznych [20].
Fig. 2.  Identification of wild yeast strains appearing in brewery.

Znacznie skuteczniejsza w réznicowaniu mikroorganizméw i okreslaniu ich wi-
talnosci jest juz wczesniej omawiana metoda MMCF, w ktérej wyniki uzyskuje si¢ po
48 h [13, 14]. Mozna réwniez okresla¢ aktywnos¢ esteraz w oparciu o reakcje bioche-
miczne zachodzace w komoérkach drozdzy i powodujace hydrolityczny rozpad sub-
stratu (dioctan fluoresceiny), z uwolnieniem barwnej fluoresceiny, ktorag wykrywamy
poprzez pomiar fluorescencji.

Innym sposobem moze by¢ przeprowadzenie szybkiego testu immunofluorescen-
cyjnego (kilka minut), na podstawie ktérego otrzymuje si¢ informacje dotyczace za-
réwno iloSciowego jak i jakoSciowego zakazenia piwa drobnoustrojami szkodliwymi.
Uzycie specyficznych przeciwcial i potaczenie ich z imunoglobulinami znakowanymi
barwnikami  (fikoerytryna, fluoresceina, rodamina) umozliwia rozrdznienie
w mikroskopie fluorescencyjnym poszczegolnych rodzajéw mikroorganizmow [13].

Wysoce czule i powtarzalne sa metody molekularne oparte na technikach stoso-
wanych w inzynierii genetycznej, mozna do nich zaliczy¢:

o PFGE (pulsed - field gel electrophoresis) - elektroforeza zelowa w polu pulsuja-
cym - technika, w ktdrej cate chromosomy poddawane sa dziataniu zmiennego
pola elektrycznego. Na zelu odbywa si¢ rozdziat chromosoméw w zaleznosci od
ich wielkosci. Powstajace prazki stanowia elektroforetyczny kariotyp danego mi-
kroorganizmu [7].
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¢ PCR (polymerase chain reaction) - metoda tancuchowej reakcji polimerazy - sku-
tecznos$¢ metody nie zalezy od stanu fizjologicznego komérek i nie wymaga obec-
nosci duzej liczby drobnoustrojow w probee, gdyz identyfikacja nastepuje na pod-
stawie wyizolowanego DNA. Wynik mozna uzyska¢ juz po 8 h od momentu
pobrania probki. Technika PCR pozwala na powielenie dowolnej sekwencji DNA
o dtugosci od kilkuset do kilku tysiecy nukleotydéw. Reakcja tancuchowa polime-
razy polega na przeprowadzeniu wielu cykli syntezy DNA z wykorzystaniem star-
terow flankujacych jego okreslone odcinki. Kazdy cykl reakcji sktada sie z trzech
etapow:

Termicznej denaturacji powielanego DNA (temperatura ok. 90°C),

Asocjacji starteréw z matryca w temperaturze obnizonej do 40 — 60°C,
Polimeryzacji DNA w temperaturze 72 °C.

Wszystkie cykle reakcji zachodza w jednej probéwce Eppendorfa, do ktorej oprocz
matrycy i trifosforanéw nukieotydéw, dodaje si¢ nadmiar starteréw (zapobieganie
renaturacji matrycowego DNA) oraz termostabilng polimerazg DNA wydzielong
z termofilnych bakterii. Po procesie powielenia DNA, jest on poddawany analizie
restrykcyjnej, hybrydyzacyjnej i nastgpnie sekwencjonowaniu [7].

e RAPD (random amplified polymorphic DNA) - w technice tej ekstrahowane
fragmenty DNA sa powielane metoda PCR przy uzyciu odpowiedniej sekwencji
starterowej. Produkt reakcji jest poddawany elektroforezie w zelu agarozowym,
ktory nastepnie po wybarwieniu oglada si¢ w $wietle UV. Przeprowadzenie calej
procedury do momentu uzyskania wynikow trwa 1 dzien [7].

e RFLP (restriction fragment length polymorphism) - metoda polega na rozdziela-
niu fragmentéw restrykcyjnych DNA w zelu agarozowym i po ich denaturacji -
przeniesieniu na bibulg nitrocelulozowa. Zwiazany z bibuta DNA hybrydyzuje
z wyznakowanym, komplementarnym do niego fragmentem DNA. Po wyptukaniu
niezwigzanego DNA i wysuszeniu bibuly, wykonuje si¢ jej autoradiografie, na kli-
szy fotograficznej, w celu zidentyfikowania pozycji zajmowanej przez radioak-
tywny fragment. Za pomoca tej metody mozna wykrywaé bardzo mate ilosci (po-
nizej 1pg) DNA, jednak do jej wykonania potrzeba ok. 3 dni [7].

Identyfikacja drozdzy przy uzyciu technik molekularnych bazujacych na DNA
jest bardziej dokfadna niz w metodach tradycyjnych opartych na charakterystyce mor-
fologicznej i fizjologicznej, jednak wymaga wyzej wykwalifikowanych pracownikéw
1 stosunkowo duzych naktadéw finansowych na zakup odpowiednich materiatow.

Podsumowanie

Aby skutecznie eliminowaé zakazenia nalezy dokladnie rozpoznaé ich zrédia.
Najczestszymi przyczynami powodujacymi trudnodci w utrzymaniu wysokiej higieny
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na wszystkich etapach linii produkcyjnej sa wady konstrukcji zbiornikow, maszyn,
urzadzen i rurociagéw, ich montazu, a takze Zle przeprowadzone procesy mycia i de-
zynfekcji oraz woda, powietrze i pracownicy. Urzadzenia browaru powinny by¢ myte
i wyjalawiane w sposéb tak skuteczny, aby wszelkie zanieczyszczenia byly usuwane
zgodnie z dobrymi zasadami higieny produkcji lub szczegétowymi procedurami kry-
tycznych punktéw kontroli.

Na podstawie dokonanego przegladu wybranych metod wykrywania, liczenia
i identyfikacji drozdzy dzikich mozna stwierdzié, Zze obecnie nie dysponujemy idealng
technika w laboratorium mikrobiologicznym. Nalezy umiej¢tnie wybiera¢ i taczy¢
poszczegdlne metody, tak, aby zastosowana procedura spetnita oczekiwania.

Wszystkie metody standardowe sa pracochlonne i wymagaja zwykle dlugiego
czasu do uzyskania koncowych wynikéw. Nowoczesne systemy kontroli zalecaja na-
tomiast stosowanie szybkich testow mikrobiologicznych, ktére nie zawsze sa precy-
zyjne. Dobra perspektywe na przyszlos¢ po wprowadzeniu dalszych udoskonalen,
stanowia metody elektroforetyczne, molekularne, immunologiczne i kolorymetryczne.
Ich stosowanie wiaze si¢ jednak z duzymi kosztami i posiadaniem odpowiednio prze-
szkolonego personelu.

Wydaje si¢, ze wazne w ocenie stanu sanitarnego moga by¢ réwniez zasady mi-
krobiologii prognostycznej, ktore bazuja na reakcjach mikroorganizmow w odniesie-
niu do temperatury, aktywnosci wody, pH, niektorych skfadnikéw produktéw spozyw-
czych i innych czynnikdw, na podstawie ktorych opracowuje si¢ odpowiednie modele
matematyczne i okresla wspolczynniki szybko$ci wzrostu mikroorganizmow. Wszyst-
kie metody liczenia i identyfikacji powinny charakteryzowac si¢ krotkim czasem wy-
konania, mala ilo$cia zuzywanej pozywki i mata pracochlonnoscia oraz niskimi kosz-
tami. Nalezy sadzi¢, ze ogromne postep w doskonaleniu ukiadéw elektronicznych
i bioczujnikow (biosensoréw) pozwoli w niedlugim czasie na biezace monitorowanie
zakazen mikrobiologicznych i odpowiednie atestowanie. Dotychczasowe prace z tego
zakresu wskazuja na duze szanse zastosowania w piwowarstwie urzadzern pomiaro-
wych na bazie biosensoréw z odpowiednimi enzymami i przeciwciatami.
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WILD YEAST STRAINS — A HAZARD TO BEER PRODUCTION PROCESS AND SOME
METHODS OF THEIR DETECTION

Summary

The article analyses possible negative effects of wild yeast strains, present in beer production process,

on i

ts physical, chemical, and biological stability. In addition, a short review of methods of wild yeast

strains detection, counting, and identification is presented.



