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PRODUKCJA MIKOTOKSYN PRZEZ GRZYBY
WYIZOLOWANE Z WARZYW OKOPOWYCH

Streszczenie. Badania mikologiczne wybranych warzyw korzeniowych (marchew) i bulwiastych
(buraki, ziemniaki) prowadzono od lipca 2008 do kwietnia 2009 roku. Raz w miesigcu na placu
Nowy Kleparz w Krakowie kupowano po 1 kg tych warzyw od trzech réznych producentow.
Na podstawie badan stwierdzono w badanym materiale wystgpowanie zréznicowanych liczebno-
$ci grzybdw mikroskopowych (Micromycetes). Najwiecej ich stwierdzono w marchwi, nastgpnie
w burakach, a najmniej w ziemniakach. Oprocz analizy ilosciowej wykonano takze badania tak-
sonomiczne. Na ich podstawie stwierdzono 26 gatunkéw grzybow, z ktorych 11 uznano za poten-
cjalnie toksynotworcze. W tescie biologicznym przebadano wszystkie wyizolowane szczepy (96)
gatunkow potencjalnie toksynotwodrczych, chcac stwierdzié, ktore z nich produkuja metabolity
zwane mikotoksynami. Na tej podstawie stwierdzono, ze tylko 40% mozna uzna¢ za toksyczne.
Metabolity pozostatych szczepow nie wykazaty wlasciwosci toksycznych.

Stowa kluczowe: grzyby mikroskopowe, mikotoksyny, marchew, burak, ziemniak

Wstep

Grzyby saprofityczne wspolnie z bakteriami stanowig gtdéwny czynnik biologiczny
odpowiedzialny za rozktad materii organicznej, gromadzonej w $rodowiskach natural-
nych. W zyciu cztowieka rola grzybow mikroskopowych (Micromycetes) jest bardzo
wazna i1 wielokierunkowa, ale nie zawsze pozytywna (BOGACKA i MATKOWSKI 2001,
PIERZYNOWSKA i GRZESIUK 2001). Ich negatywna dziatalno$¢ to rozwoj w postaci ple-
$ni na wielu artykutach spozywczych stanowiacych pozywienie dla ludzi i zwierzat.
Bogaty zestaw enzymdéw umozliwia grzybom mikroskopowym rozktad bialek, lipidow,
polisacharydéw oraz innych sktadnikéw produktéw spozywczych, tym samym dyskwa-
lifikujac wiele z nich jako nadajace si¢ do spozycia. Mikroflora znajdujgca si¢ na po-
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wierzchni warzyw jest zalezna od ich rodzaju. Warzywa korzeniowe i bulwiaste sg
znacznie silniej skazone przez mikroorganizmy niz inne. Decyduje o tym ich réznorod-
ny sktad chemiczny. Zalezy on glownie od odmiany, stopnia dojrzatosci, warunkow
klimatycznych w czasie wegetacji, a takze od warunkdéw zbioru, transportu, przecho-
wywania i przetwarzania. Grzyby strzepkowe rozwijajace si¢ na warzywach w trakcie
ich przechowywania w pomieszczeniach o zréznicowanej wilgotnosci wykazuja zdol-
no$¢ produkcji toksycznych metabolitoéw biologicznie czynnych — mikotoksyn (PITTET
1998, DYNOWSKA 2006). Sa to produkty szczepoéw toksynotworczych grzybow z klasy
Deuteromycetes o niekorzystnym dziataniu na makro- i mikroorganizmy (CHELKOWSKI
1985, Kozak 2003, DYNOWSKA 2006).

Morfologicznie szczepy toksynotworcze i nietoksynotwodrcze grzyboéw nie wykazuja
zadnych réznic, stad zywno$¢, na ktorej stwierdza si¢ obecno$¢ grzyboéw mikroskopo-
wych, a w konsekwencji mozliwo$¢ wystapienia w niej toksyn grzybowych, nie powin-
na by¢ dopuszczona do sprzedazy i konsumpcji przez ludzi (POPOWSKI 2000, WIECZO-
REK 2003).

Celem niniejszej pracy byta ocena mikologicznego zanieczyszczenia marchwi zwy-
czajnej, burakow ¢wiktowych i ziemniakoéw sprzedawanych w wolnym handlu i pozna-
nie uzdolnien szczepow toksynotworczych wyizolowanych z tych produktéw do pro-
dukcji mikotoksyn.

Material i metody

Badania mikologiczne prowadzono od lipca 2008 do kwietnia 2009 roku. Raz
w miesigcu kupowano na placu Nowy Kleparz w Krakowie po 1 kg marchwi, burakow
i ziemniakow od trzech réznych producentow, stale tych samych. Oznaczono ich nume-
rami 1, 2, 3. Analize mikologiczna wykonywano metoda ptytkowa rozcienczen, kazdo-
razowo do 2 h od dokonania zakupow, w trzech powtdrzeniach. Grzyby hodowano na
agarze brzeczkowym w temperaturze 28°C przez 5 dni, a nastepnie izolowano czyste
ich kultury i przeszczepiano na podtoza diagnostyczne zgodnie z przyjetymi wymogami
(FASSATIOWA 1983, SAMSON i FRISVAD 2004). Badanie toksynotworczos$ci dotyczyto
grzybow wyizolowanych z badanych produktow uznanych powszechnie za potencjalnie
toksynotworcze, w celu stwierdzenia ich zdolno$ci do produkcji toksyn. Grzyby te prze-
szczepiano na ptynne podtoze Eldrige’a. Hodowle prowadzono przez 14 dni w temperatu-
rze pokojowej. Zdolno$¢ produkcji toksyn oznaczano w tescie biologicznym (MIRCNIK
1957), wykorzystujac nasiona ro§liny testowej — zielonego grochu ‘Nike’ ST93137(115)
24G/C. Byt to groch tuskany o nasionach marszczonych. Za toksyczne uznano te szcze-
py grzybow, ktorych metabolity spowodowaty zahamowanie energii i zdolnosci kiet-
kowania nasion rosliny testowej powyzej 30% w stosunku do kontroli.

Wyniki i dyskusja
Mikologiczne badania wybranych do doswiadczenia warzyw korzeniowych i bul-

wiastych wykazaty duze zréznicowanie liczebno$ci grzybéw mikroskopowych. Jak
wynika z danych zebranych w tabeli 1, w ciagu catego dos§wiadczenia najwigkszg Srednia
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Tabela 1. Liczebno$é grzybéw na powierzchni badanych warzyw (jtk-g™)
Table 1. The number of fungi on the surface of vegetables under study (cfu-g™)

Numer 2008 2009 Srednia
Warzywo | produ- arytme-
centa | VII | VIII | IX X XI XII I I I v tyczna
Marchew 1 112 | 145 | 123 633 | 1350 730 | 580 | 610 | 720 | 810 581,3
zwyczajna
2 85 | 168 | 800 694 | 930,0 [1100| 937 | 739 | 690 | 540 670
3 74 | 222 | 185 120 | 540 610 | 820 | 560 | 120 | 170 342
Burak 1 115 47 | 78 612 | 590 786 | 630 | 230 | 375 | 115 358
¢wiktowy

2 195 81 |323 410 | 632 612 694 | 795 | 692 | 230 466
3 235 47 | 98,0 312 | 442 510 | 490 | 476 | 531 | 170 331

Ziemniak 1 148 | 669 | 75 116 | 219 331 175 | 116 | 196 | 230 167
2 127 81 | 63 120 176 230 | 147 | 120 | 173 | 195 143
3 140 93 | 101 146 193 242 | 196 | 230 | 310 | 270 192

arytmetyczng liczebno$¢ grzybow wyhodowanych z marchwi stwierdzono w produk-
tach pochodzacych od producenta 2 — 670 jtk-g" korzeni marchwi. Niewiele mniejsza
liczebno$é, bo 581 jtk-g” marchwi, stwierdzono w produktach od producenta 1, a naj-
mniejsza — 342 jtk-g” marchwi — w produktach od producenta oznaczonego cyfra 3.
Ta sama zalezno$¢ wystapita w przypadku liczebnosci grzybow wyhodowanych z bura-
kow. Najwigksza srednig arytmetyczng liczebno$¢ grzybow stwierdzono w produktach
od producenta 2 — 466 jtk-g"' burakow, mniejsza — w produktach od producenta 1 — 358
jtk-g™! burakéw, a najmniejsza — 331 jtk-g” burakéw — w produktach od producenta 3.
Z ziemniakow wyizolowano znacznie mniej grzybow niz z marchwi i burakoéw. Ziem-
niaki kupowane od producenta nr 3 charakteryzowaly si¢ najwigksza $rednig arytme-
tyczna liczebnoscia grzybow — 192 jtk-g” ziemniakow, kupowane od producenta nr 1
nieco mniejsza — 167 jtk-g”' ziemniakow, a najmniejsza kupowane od producenta nr 2 —
143 jtk-g"' ziemniakéw. Analiza statystyczna nie ujawnita ogolnie istotnego (n < 0,05)
wplywu rodzaju warzyw okopowych na liczebno$¢ wystepujacych na ich korzeniach
czy bulwach grzybow.

Oproécz analizy ilosciowej wykonano takze badania taksonomiczne. Sktad gatunko-
wy grzyboéw przedstawiono w tabeli 2. Z badanych warzyw wyizolowano 26 gatunkow
grzybow mikroskopowych (Micromycetes). Sa to przedstawiciele przede wszystkim
klasy Deuteromycetes. Wéréd wyizolowanych gatunkow grzybow stwierdzono obec-
nos¢ 11 potencjalnie toksynotworczych (tab. 3). Z badanych warzyw wyizolowano 96
szczepow grzybow. Byly one reprezentowane przez nastgpujace potencjalnie toksyno-
tworcze gatunki:

— marchew — Aspergillus fumigatus, Cladosporium cladosporioides, Cladosporium

macrocarpum, Helminthosporium velutinum, Penicillium citrinum, Penicillium
rugulosum, Penicillium tardum,
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Tabela 2. Sktad gatunkowy grzybow mikroskopowych (Micromycetes) wyizolowanych z bada-
nych warzyw
Table 2. Species composition of microscopic fungi (Micromycetes) isolated from vegetables

under study
Numer producenta
Lp. Gatunek grzyba 1 ‘ 2 | 3 1 | 2 ‘ 3 1 2 ‘ 3
marchew zwyczajna | burak ¢wiklowy ziemniak
1 |Absidia glauca + + + + +
2 |Alternaria alternata +
3 |Alternaria geophila + + + +
4 \Aspergillus fumigatus + + +
S |Aspergillus niger + + +
6 |Aspergillus versicolor. + +
7 |Botrytis cinerea + + +
8 |Cladosporium cladosporioides + + +
9 |Cladosporium herbarium + + + + + +
10 |Cladosporium macrocarpum + +
11 |Fusarium graminearum + +
12 |Fusarium moniliforme +
13 |Glocladium roseum + +
14 |Helminthosporium velutinum + + +
15 |Humicola grisea + + +
16 |Mortierella candelabrum +
17 |Mucor globosus + + + +
18 |Mucor hiemalis + + + + + +
19 |Penicillium citrinum + +
20 |Penicillium notatum + + + +
21 |Penicillium rugulosum + +
22 |Penicillium tardum + + +
23 |Rhizopus nigricans + + + + + + +
24 |Rhodotorula glutinis + + + + + + +
25 |Verticillium cellulosae + +
26 |Zygorrhynchus moelleri + + + + +

buraki — Cladosporium macrocarpum, Fusarium graminearum, Fusarium monili-
forme, Penicillium rugulosum, Penicillium tardum,

ziemniaki — Alternaria alternaria, Aspergillus fumigatus, Aspergillus versicolor,
Cladosporium cladosporioides, Fusarium graminearum, Penicillium citrinum.
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Tabela 3. Gatunki grzybéw potencjalnie toksynotworczych stwierdzone w badanych warzywach
Table 3. Species of fungi potentially toxin-producing obtained in vegetables under study

Numer producenta
Lp. Gatunek grzyba 1 ‘ 2 | 3 1 | 2 ‘ 3 1 | 2 ‘ 3
marchew zwyczajna | burak ¢wiklowy ziemniak
1 |Alternaria alternata +
2 |Aspergillus fumigatus + + +
3 |Aspergillus versicolor + +
4 |Cladosporium cladosporioides + + +
5 |Cladosporium macrocarpum + +
6 |Fusarium graminearum + +
7 |Fusarium moniliforme +
8 |Helminthosporium velutinum + + +
9 |Penicillium citrinum + +
10 |Penicillium rugulosum + +
11 |Penicillium tardum + + +

Porownanie liczby gatunkoéw grzybow wyizolowanych z powierzchni warzyw po-
chodzacych od poszczegdlnych producentdéw z liczebnoscig gatunkoéw grzybdw poten-
cjalnie toksynotworczych przedstawiono na rysunku 1.

167
14

Marchew zwyczajna

1
2
3
1
2 3

Burak éwiktowy Ziemniak

B iczba gatunkéw grzybow Micromycetes
Liczba gatunkow grzybdw potencjalnie toksynotworczych

Rys 1. Liczba gatunkow grzybow Micromycetes i liczba gatunkow grzy-
bow potencjalnie toksynotworczych wyizolowanych z badanych warzyw;
1 — producent nr 1, 2 — producent nr 2, 3 — producent nr 3

Fig. 1. The number of species of fungi Micromycetes and the number of
species of potentially toxin-producing fungi isolated from vegetables un-
der study; 1 — producer No. 1, 2 — producer No. 2, 3 — producer No. 3.



6

Bis H., Fraczek K., Medrela-Kuder E., 2010. Produkcja mikotoksyn przez grzyby wyizolowane z warzyw okopo-
wych. Nauka Przyr. Technol. 4, 6, #69.

Wszystkie szczepy potencjalnie toksynotwoérczych gatunkéw grzybow przebadano
w tescie biologicznym. Tylko 40% z nich mozna uzna¢ za toksyczne. Hamowaty one
energi¢ kietkowania nasion ro$liny testowej w granicach od 38 do 82%, a zdolno$¢
kietkowania — w granicach od 45 do 96% w stosunku do kontroli. Metabolity pozosta-
tych szczepow nie wykazaly wlasciwosci toksycznych. Najsilniejszym dziataniem fito-
toksycznym odznaczaty si¢ metabolity nastepujacych szczepow:

— Alternaria alternata, oznaczony symbolem Z1 (wyizolowany z ziemniakdéw po-
chodzacych od producenta nr 1), hamowat energi¢ kietkowania nasion w 65%,
a zdolnos$¢ kielkowania nasion — w 93% w stosunku do kontroli,

— Aspergillus versicolor, oznaczony symbolem Z14 (wyizolowany z ziemniakow
pochodzacych od producenta nr 3), hamowat energi¢ kietkowania nasion w 78%,
a zdolno$¢ kietkowania nasion — w 85% w stosunku do kontroli,

— Fusarium graminearum, oznaczony symbolem B4 (wyizolowany z burakéw po-
chodzacych od producenta nr 3), hamowat energi¢ kietkowania nasion w 53%,
a zdolno$¢ kietkowania nasion — w 82% w stosunku do kontroli,

— Penicillium citrinum, oznaczony symbolem M14 (wyizolowany od producenta
nr 1), hamowal energi¢ kietkowania nasion w 82%, a zdolno$¢ kietkowania na-
sion —w 96% w stosunku do kontroli.

Najstabsze okazaty si¢ metabolity szczepow: Cladosporium cladosporioides, ozna-
czony symbolem M36 (wyizolowany z marchwi pochodzacej od producenta nr 3),
i Helminthosporium velutinum, oznaczony symbolem M40 (wyizolowany z marchwi
pochodzacej od tego samego producenta). Hamowaty one energi¢ kietkowania nasion
w 37% 1 40%, a zdolno$¢ kietkowania nasion — w 51% 1 64% w stosunku do kontroli.
Metabolity pozostatych przebadanych szczepoéw grzybow potencjalnie toksynotwor-
czych wyizolowanych z badanych warzyw okazaty si¢ srednio toksyczne.

Produkowane przez badane szczepy grzybow mikotoksyny sg substancjami odzna-
czajgcymi si¢ silng aktywnoscig biochemiczng (CHELKOWSKI 1985, Kozak 2003, Dy-
NOWSKA 2006). W szczegélnosci rodzaje: Aspergillus, Penicillium, Fusarium maja
zdolno$¢ syntezy znacznej liczby mikotoksyn. Moga one by¢ tworzone albo przez pier-
wotnie fitopatogeniczne gatunki grzybow (np. Fusarium graminearum) juz na roslinach
w trakcie ich wegetacji jeszcze na polu, albo tez podczas magazynowania Srodkow
spozywczych, surowcow i pasz, w sprzyjajacych ich rozwojowi warunkach (np. Penicil-
lium sp.) (MICHALCZYK i MACURA 2008). Mikotoksyny sa przyjmowane przede wszyst-
kim droga pokarmowg lub przez inhalacje. W przypadku drogi pokarmowej zagrozenie
dla cztowieka jest spowodowane mozliwoscig spozycia skazonych srodkow spozyw-
czych (WISNIEWSKA-DMYTROW i KOZAK 1996, KozAK 2003, GRAJEWSKI 2006).

Mikotoksyny, ktére dostaty si¢ do organizmu ludzkiego Iub zwierzecego, moga
wywotywac albo natychmiastowe skutki w postaci cigzkich uszkodzen narzadow we-
wnetrznych, albo, jesli zostaly pobrane w subtoksycznych dawkach, moga si¢ w nim
kumulowa¢, prowadzac do zmian nowotworowych lub chronicznych wieloobjawowych
chorob. Ten drugi rodzaj dziatania jest szczeg6lnie niebezpieczny i trudny do wykrycia,
poniewaz wskutek znacznej odlegtosci czasowej pomiedzy spozyciem zanieczyszczonej
zywnoS$ci a wystapieniem objawdéw chorobowych trudno skojarzy¢ te dwa fakty. W ten
sposob producent zywnosci (warzyw) moze uniknaé odpowiedzialno$ci za wypuszcze-
nie na rynek produktow zawierajacych mikotoksyny, niezaleznie od tego, czy jest to
podyktowane niewiedza, czy checia unikniecia strat (POPOWSKI 2000).
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Do chwili obecnej nie ma w Polsce norm, ktore okreslatyby dopuszczalny stopien
zakazenia mikotoksynami $wiezych warzyw przeznaczonych do bezposredniej kon-
sumpcji lub przetworstwa. Weryfikacja jakosci tych surowcoéw rolnych polega na wizu-
alnej ocenie ich $wiezo$ci, wygladu i ewentualnie stopnia zaple$nienia (OBIEDZINSKI
i BARTNIKOWSKI 2000, MICHALCZYK i MACURA 2008).

Whioski

1. Na powierzchni korzeni marchwi zwyczajnej i buraka ¢wiktowego oraz bulw
ziemniaka stwierdzono wystgpowanie grzybow mikroskopowych (Micromycetes)
o zréznicowanej liczebnosci i sktadzie gatunkowym.

2. W trakcie badan wyizolowano 26 gatunkéw grzybdw nalezacych przede wszyst-
kim do klasy Deuteromycetes, z ktorych 11 nalezato do gatunkéw potencjalnie toksyno-
tworczych: Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Aspergillus versicolor, Clado-
sporium cladosporioides, Cladosporium macrocarpum, Fusarium graminearum, Fusa-
rium moniliforme, Helminthosporium velutinum, Penicillium citrinum, Penicillium
rugulosum, Penicillium tardum.

3. Z przebadanych w tescie biologicznym szczepow gatunkoéw potencjalnie toksyno-
tworczych 40% okazato si¢ szczepami toksycznymi. Ich metabolity hamowaty energig
kietkowania nasion rosliny testowej w granicach od 38 do 82%, a zdolno$¢ kietkowania
nasion — w granicach od 45 do 96% w stosunku do kontroli.

4. Najsilniejszym dziataniem fitotoksycznym odznaczaty si¢ szczepy: Alternaria al-
ternata Z1, Aspergillus versicolor Z14 (obydwa wyizolowane z ziemniakow), Fusarium
graminearum B4 (wyizolowany z burakow) i Penicillium citrinum M14 (wyizolowany
z marchwi).

5. Najstabszym dziataniem fitotoksycznym odznaczaty si¢ szczepy Cladosporium
cladosporioides M36 1 Helminthosporium velutinum M40 (wyizolowane z ziemniakow).
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MYCOTOXINS PRODUCTION BY FUNGI ISOLATED FROM UNDERGROUND
AND ROOT VEGETABLES

Summary. Mycological tests of selected root vegetables (carrot) and tuber vegetables (beetroots,
potatoes) were carried out between July 2008 and April 2009. Once a month, 1 kg of each of
these vegetables was bought from three different suppliers at Nowy Kleparz square in Cracow.
The tests revealed different counts of microscopic fungi (Micromycetes) present in the tested
material. The highest concentration of fungi was shown in carrots and beetroots, and the lowest —
in potatoes. Apart from the qualitative analysis, taxonomic tests were carried out. They revealed
the presence of 26 species of fungi, of which 11 were potentially able to produce toxins. All
isolated strains (96) of potentially toxin-producing species were examined in biological tests in
order to determine which strains produce specific metabolites — mycotoxins. It was established
that only 40% of the tested metabolites can be considered toxic. The metabolites of remaining
strains showed no toxic properties.
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