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SUMMARY

Introduction: The aim of study was to estimate the qualitative
and quantitative composition of moulds colonizing sunflower
seeds on RBCA, YpSs, DG18 media at 25, 37, and 45°C.
Material: Twenty samples of sunflower seeds (not roasted and
not salted) were used for the analysis. The highest number of
moulds were xerophilic species isolated on DG18 at 25°C (33), fol-
lowed by mesophilic species (29) on RBCA medium at 25°C, and

STRESZCZENIE

Wstep: Celem pracy byta ocena sktadu ilosciowego i jako$cio-
wego grzybow zasiedlajacych nasiona stonecznika na podtozu
RBCA, YpSs i DG18 w temperaturze 25, 37, 45°C.

Material: Materiat badawczy stanowito 20 prébek nasion sto-
necznika (niesolonych i nieprazonych). Najwiecej wyizolowano
gatunkéw kserofilnych na pozywce DG18 w 25°C (33), w dalszej
kolejnosci gatunkéw mezofilnych na RBCA w 25°C (29) oraz

WSTEP

Wtasciwos$ci mikrobiologiczne ZywnoSci sg jednym z elemen-
tow ksztattujacych jej walory organoleptyczne, jakos¢ i bezpie-
czenstwo. Grzyby ple$niowe wystepujace w zywno$ci mogg
przyczyniac sie do obnizania jej jakosci oraz do wystepowania
uczulen i chordb ludzi oraz zwierzat [1, 2]. Literatura doty-
czaca wystepowania mikroorganizméw, przede wszystkim
grzybéw ple$niowych, w surowcach oraz produktach ro$lin-
nych jest do$¢ obszerna. Dostepne sg prace na temat grzybow
plesniowych zasiedlajacych srodowiska o niskiej wilgotno-
§ci, takie jak ziarna réznych gatunkéw zbéz [3, 4, 5, 6], psze-
nica i maka pszenna [7], kukurydza [8, 9], ryz [9, 10, 11], ziarna
kawy [12,13] i kakao [14], orzechy [9, 15, 16, 17,18, 19, 20], nasiona
réznych gatunkéw roslin uprawnych [21, 22, 23, 24, 25], przy-
prawy i ziota [9, 15, 26, 27, 28, 29], a takze SwieZe oraz suszone
owoce i warzywa [30, 31, 32, 33, 34, 35]- Nieliczne sg natomiast
doniesienia na temat grzybéw ple$niowych zasiedlajacych
nasiona stonecznika (Helianthus annus L.), podczas gdy w cza-
sie transportu i przechowywania, zwtaszcza w nieodpowied-
nich warunkach, moga by¢ one atakowane przez rozne grzyby,
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mesophilic (22) and thermophilic species (10) on YpSs medium
at 37° and 45°C, respectively. Eurotium herbariorum was isolated
from all samples. A total of 287 strains belonging to 52 mould
species were isolated from sunflower seeds.

Conclusion: The study revealed new species not previously
isolated from sunflower seeds mycobiota.

Key words: moulds, sunflower seeds.

mezofilnych (22) i termofilnych (10) na pozywce YpSs (odpo-
wiednio w 37°Ci45°C). Grzybem izolowanym ze wszystkich
probek byt Eurotium herbariorum. L.acznie wyizolowano 287
szczepow nalezacych do 52 gatunkéw.

Whioski: Przeprowadzone badania wzbogacity mykocenoze
nasion stonecznika o nowe gatunki, dotychczas nieizolowane
z nasion tego gatunku.

Stowa kluczowe: grzyby plesniowe, nasiona stonecznika.

w tym kserofilne i kserotolerancyjne oraz termotolerancyjne
i termofilne. W przekonaniu cze$ci konsumentéw obecnos$¢
grzybéw Kkojarzona jest z Zywno$cia o wiekszym stopniu uwil-
gotnienia, poniewaz szybciej i w sposob widoczny gotym okiem
ulega ona zaple$nieniu. Wydaje sie, ze brakuje powszechnej
$wiadomosci o tym, Ze nawet surowce o niskiej wilgotnos$ci
(niskiej aktywnosci wody), takie jak np. nasiona stonecznika
dostepne w sieciach handlowych, s narazone na niekorzystne
oddziatywanie ze strony grzybdéw strzepkowych.

Celem pracy byta ocena sktadu ilosciowego i jako$ciowego
grzybo6w plesniowych zasiedlajacych nasiona stonecznika
(Helianthus annus L.).

MATERIAL | METODY

Materiatem badawczym byto 20 prébek nasion stonecznika
(niezaple$niatych, niesolonych i nieprazonych) pochodza-
cych z sieci handlowej. W celu okreslenia sktadu ilosciowego
ijakoSciowego grzybow zasiedlajacych nasiona wykonywano
posiewy metoda kolejnych rozcienczen, wykorzystujac jatowy
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roztwor o sktadzie: 8,5 g NaCl, 1,0 g peptonu, 1000 cm3 wody
destylowanej [36]. Aby jak najdoktadniej oceni¢ liczebno$¢
i sktad jakos$ciowy grzybdéw, wykorzystano trzy pozywki state
i trzy temperatury hodowli: 1) RBCA (Rose Bengal Chloram-
phenicol Agar) w 25°C, 2) YpSs (Yeast Powder Soluble Starch
Agar; Emerson’s agar medium) w 37°C do okres$lenia spektrum
grzybéw mezofilnych i w 45°C do okreslenia sktadu grzybéw
termofilnych i termotolerancyjnych [37] oraz 3) DG 18 (Dichlo-
ran Glicerol 18) w 25°C do okres$lenia spektrum grzyboéw ksero-
tolerancyjnych i kserofilnych. Do wszystkich pozywek doda-
wano antybiotyk (chloramfenikol) w ilo$ci 100 mg/1000 cm3
pozywki [36] i poddawano je sterylizacji w autoklawie (121°C,
20 min). Posiewy wykonywano w trzech powtérzeniach. Liczbe
wyrostych kolonii grzybowych podano jako jednostki two-
rzgce kolonie (jtk) w 100 g nasion (jtk-100g™) w przeliczeniu
na $wieza mase nasion. Oczyszczone hodowle grzybowe ozna-
czano do gatunku na podstawie ich cech makro- i mikromorfo-
logicznych. Do identyfikacji izolatéw wykorzystano wybrane
monografie taksonomiczne [36, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45].

W identyfikacji grzybéw wykorzystano technike mikro-
hodowli, wykonujac preparaty w laktofenolu z dodatkiem
barwnika cotton blue oraz w PVA (alkohol poliwinylowy -
1,66 g, kwas mlekowy - 10 cm®, gliceryna -1 cm?, woda desty-
lowana - 10 cm?®). W celu uzyskania owocnikéw ptciowych
grzybéw stosowano pozywke WA (Water Agar) lub OA (Oat-
meal Agar). Inkubacje prowadzono w optymalnej dla danego
gatunku grzybdw temperaturze przez 1-2 miesiecy [36]. Udziat
poszczegdlnych gatunkéw w mykobiocenozie nasion okreslono
jako stosunek liczby szczep6w danego gatunku do catkowitej
liczby wyodrebnionych szczepow.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej przy
uzyciu arkusza kalkulacyjnego Excel oraz programu Stati-
stica 8.0 (StatSoft) w Srodowisku Windows.

WYNIKI | DYSKUSJA

Nasiona stonecznika réznity sie miedzy soba pod wzgledem
ilosci grzybow (tab. 1). Mozna przypuszczac, ze spowodowane
to byto m.in. pochodzeniem nasion oraz zr6znicowanymi
warunkami termiczno-wilgotno$ciowymi, jakie panowaty
w czasie transportu i p6Zniejszego ich sktadowania w punktach
sieci handlowej. Mogto to mie¢ réwniez wptyw na sktad jako-
$ciowy grzybow. Najwieksze réznice dotyczyty sktadu grzybéw
termofilnych i termotolerancyjnych wyrostych na podtozu
YpSs w 45°C: poczawszy od nasion, w ktérych nie stwierdzono

TABELA 1. Liczba grzybow wyrostych z nasion stonecznika w zaleznosci
od zastosowanej pozywki i temperatury inkubacji

Pozywka Srednia Minimum  Maksimum 2 i
itemperatura  (n =20) Ty S
inkubacii _ — zmiennosci
inkubacji jtk100 g
RBCAw 25°C 3,9-10° 2,0-104 1,5:107 1,22
DG18 w 25°C 6,4-10° 1,0-103 3,3:107 1,38
YpSsw 37°C 6,5-10° 0,0-10° 4,7-108 1,88
YpSs w 45°C 3,3:10° 0,0-10° 3,3:108 2,26
342

ich obecnosci (6,6% probek nasion), do takich, w ktérych ich
liczba wyniosta 3,310° jtk:100 g™*. Najmniejsze zréznicowa-
nie zaobserwowano w ilo$ci grzybow wyrostych na pozywce
RBCA w 25°C (0d 2,0-10* do 1,510 jtk-100 g ™). Najwiekszg ilos¢
grzyboéw (6,4:10° jtk-100 g™*) wyizolowano na podtozu DG18
w 25°C - byty to gatunki kserofilne.

W ocenie mikrobiologicznej oprécz liczebnosci niezwykle
istotny jest sktad jakoSciowy drobnoustrojéw. Sktad gatun-
kowy grzybéw zasiedlajgcych nasiona stonecznika przedsta-
wiono w tabeli 2. Liczba gatunkdw grzybéw w poszczego6lnych
préobkach nasion wahata sie od 7 do 20. Gatunkami o czestosci
izolowania >20% byty: Eurotium herbariorum (100%), Absi-
dia corymbifera (100%), Rhizomucor miehei (90%), Aspergillus
flavus (90%), Aspergillus fumigatus (80%), Penicillium chryso-
genum (80%), Penicillium commune (70%), Rhizopus oryzae
(65%), Penicillium viridicatum (65%), Aspergillus candidus (60%),
Penicillium simplicissimum (55%), Aspergillus versicolor (55%),
Aspergillus niger (50%), Eurotium amstelodami (45%), Aspergil-
lus terreus (35%) oraz Alternaria alternata (25%), Coonemeria
crustacea (25%), Coonemeria verrucosa (25%), Eurotium che-
valieri (25%), Emericella nidulans (25%). Udziat tych gatunkéw
w mykobiocenozie nasion stonecznika (w stosunku do ogétu
szczepOw) miescit sie w zakresie od 1,7% (Alternaria alternata,
Coonemeria crustacea, Coonemeria verrucosa, Eurotium cheva-
lieri, Emericella nidulans) do 7% (Absidia corymbifera, Eurotium
herbariorum). Gatunkiem wystepujacym we wszystkich prob-
kach nasion byt Eurotium herbariorum (anamorf Aspergillus
glaucus), ktéry nalezy do grzybow zasiedlajacych srodowiska
0 obnizonej aktywno$ci wody, czyli grzybéw kserofilnych.
Do tej grupy drobnoustrojéw zalicza sie te, ktére sg zdolne
do wzrostu w warunkach aktywnosci wody ponizej a = 0,85.
Nalezy podkresli¢, ze grzyby dominujace w badanych prébkach
nasion stonecznika zdolne sg do wytwarzania mykotoksyn.
Szczepy E. herbariorum syntetyzuja patuline, sterygmatocy-
styne, echinuline, kladosporyne, neoechinuline A i B, flawo-
glaucyne, auroglaucyne, fyscion, izotetrahydroglaucyne i epi-
heweadryd [46, 47]. Samson i wsp. [36] wykazali, Ze Zywnos$¢
zanieczyszczona E. herbariorum jest toksyczna dla krélikow
i moze powodowac niestrawno$¢ u ludzi. ROwniez szczepy
P. chrysogenum zaliczane do kserofili, czesto izolowane z bada-
nych prébek, znane sg z wytwarzania mykotoksyn takich jak
cytrynina, rokwefortyna C, patulina, PR-toksyna, ksantocy-
lina X, kwas cyklopiazonowy i penicylinowy, meleagryna, chry-
sogin oraz ochratoksyna A [36, 46, 47, 48].

Sktad gatunkowy grzybdéw, w zaleznosci od zastosowane;j
pozywki agarowej i temperatury inkubacji, przedstawiono
w tabeli 3. Najwiecej wyizolowano gatunkéw kserofilnych
na pozywce DG18 w 25°C (33), w dalszej kolejnosci gatunkow
mezofilnych na RBCA w 25°C (29) oraz mezofilnych (22) i ter-
mofilnych (10) na pozywce YpSs odpowiednio w 37°C i 45°C.
Otrzymane wyniki wskazujg, ze do wyodrebnienia jak naj-
wiekszej liczby gatunkéw grzybéw zasiedlajacych nasiona
stonecznika najodpowiedniejsza jest temperatura inkubacji
25°C oraz pozywka DG18 polecana do wyodrebniania grzybow
kserofilnych, a takze standardowa pozywka do izolowania
grzybéw - RBCA.
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TABELA 2. Sktad jakosciowy grzybow mikroskopowych w nasionach stonecznika

Liczba prébek, w ktérych

Czestos$¢ wystepowania

Udziat w mykobiocenozie

2 R E e stwierdzono obecnos$¢ gatunku (%)* (%)
1 Absidia corymbifera 20 100 70
2 Eurotium herbariorum 20 100 7,0
3 Aspergillus flavus 18 90 6,3
4 Rhizomucor miehei 18 90 6,3
5  Aspergillus fumigatus 16 80 5,6
6  Penicillium chrysogenum 16 80 5,6
7 Penicillium commune 14 70 4,9
8  Penicillium viridicatum 13 65 4,5
9  Rhizopus oryzae 13 65 4,5

10  Aspergillus candidus 12 60 4,2

11 Aspergillus versicolor 11 55 3,8

12 Penicillium simplicissimum 11 55 3,8

13 Aspergillus niger 10 50 3,5

14 Eurotium amstelodami 9 45 31

15  Aspergillus terreus 7 35 2,4

16  Alternaria alternata 5 25 1,7

17  Coonemeria crustacea 5 25 1,7

18  Coonemeria verrucosa 5 25 1,7

19  Emericella nidulans 5 25 1,7

20  Eurotium chevalieri 5 25 1,7

21 Penicillium hordei 4 20 1,4

22 Acremonium strictum 3 15 1,0

23 Mycelia sterilia (biata) 3 15 1,0

24 Penicillium cyclopium 3 15 1,0

25 Rhizopus stolonifer 3 15 1,0

26  Thermomyces lanuginosus 3 15 1,0

27  Aspergillus penicillioides 2 10 0,7

28  Aspergillus sydowii 2 10 0,7

29  Cladosporium cladosporioides 2 10 0,7

30  Exophialajeanselmei 2 10 0,7

31  Penicillium aurantiogriseum 2 10 0,7

32 Penicillium brevicompactum 2 10 0,7

33 Penicillium canescens 2 10 0,7

34 Penicillium radicicola 2 10 0,7

35  Ulocladium chartarum 2 10 0,7

36  Aspergillus awamori 1 5 0,3

37  Candida sp. 1 5 0,3

38  Chaetosartoria cremea 1 5 0,3

39  Cladosporium herbarum 1 5 0,3

40  Doratomyces microsporus 1 5 0,3

41 Mucor strictus 1 5 0,3

42 Paecilomyces crustaceous 1 5 0,3

43 Paecilomyces sp. 1 5 0,3

44 Penicillium capsulatum 1 5 0,3

45 Penicillium expansum 1 5 0,3

46 Penicillium fellutanum 1 5 0,3

47 Penicillium jensenii 1 5 0,3

48  Penicillium nalgiovense 1 5 0,3

49 Penicillium purpurogenum 1 5 0,3

50  Penicillium verrucosum 1 5 0,3

51  Rhizomucor pusillus 1 5 0,3

52 Verticillium tenerum 1 5 0,3

* % prébek, w ktérych stwierdzono wystepowanie grzyba

Pom J Life Sci 2015, 61, 3

343



Katarzyna Janda, Jolanta Wolska, Kamila Debia

TABELA 3. Sktad jako$ciowy grzybow wyizolowanych z nasion stonecznika w zaleznosci od pozywki i temperatury inkubacji

Pozywka i temperatura inkubacji

Lp. Gatunki grzybéw DG18 RBCA YpSs YpSs
w 25°C w 25°C w 37°C w 45°C
1  Absidia corymbifera + + + +
2 Acremonium strictum + - - -
3 Alternaria alternata + + + -
4 Aspergillus awamori - + - -
5  Aspergillus candidus + + + -
6  Aspergillus flavus + + + -
7 Aspergillus fumigatus + + + +
8  Aspergillus niger + + + -
9  Aspergillus penicillioides + - - -
10  Aspergillus sydowii + - - -
11 Aspergillus terreus + + + +
12 Aspergillus versicolor + + - -
13 Candidasp. - + - -
14  Chaetosartoria cremea + - - -
15  Cladosporium cladosporioides + - - -
16  Cladosporium herbarum + - - -
17  Coonemeria crustacea - - + +
18  Coonemeria verrucosa - - - +
19  Doratomyces microsporus - - + -
20  Emericella nidulans + + + +
21 Eurotium amstelodami + + + -
22 Eurotium chevalieri + + + -
23 Eurotium herbariorum + + - -
24 Exophiala jeanselmei - + - -
25  Mucor strictus + - - -
26  Mycelia sterilia (biata) + + + -
27  Paecilomyces crustaceous - - - +
28  Paecilomyces sp. - - + -
29  Penicillium aurantiogriseum + + - -
30  Penicillium brevicompactum - + - -
31  Penicillium canescens + - + -
32 Penicillium capsulatum - - + -
33 Penicillium chrysogenum + + - -
34 Penicillium commune + + - -
35  Penicillium cyclopium + - - -
36 Penicillium expansum - + - -
37  Penicillium fellutanum + - - -
38  Penicillium hordei + + - -
39  Penicillium jensenii - + - -
40 Penicillium nalgiovense + - - -
41 Penicillium purpurogenum - - + -
42 Penicillium radicicola + - - -
43 Penicillium simplicissimum + + + -
44 Penicillium verrucosum - + - -
45 Penicillium viridicatum + + - -
46 Rhizomucor miehei - - + +
47 Rhizomucor pusillus - - + -
48  Rhizopus oryzae - + + +
49 Rhizopus stolonifer + + - -
50 Thermomyces lanuginosus - - + +
51  Ulocladium chartarum - + - -
52  Verticillium tenerum + - - -
Liczba gatunkéw 33 29 22 10
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TABELA 4. Dane literaturowe dotyczace gatunkow grzybow wyizolowanych z nasion stonecznika [2, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55]

Lp. Grzyby wyodrebnione z nasion stonecznika Lp. Grzyby wyodrebnione z nasion stonecznika
1 Absidia corymbifera 26  Humicola grisea
2 Acremonium fusidioides, A. strictum 27  Macrophomina phaseolina
3 Alternaria sp., A. alternata, A. zinniae 28 Memnoniella echinata
4 Arthrinium sp. 29 Microascus sp.
5 Arthrobotrys oligospora 30 Monascus sp.
6 Ascotricha sp. 31 Mucor sp., M. mucedo
7 Aspergillus sp., A. candidus, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, 32 Myrothecium verrucaria, M. roridum

A. glaucus, A. ochraceus, A. sulphureus, A. tamarii, A. terreus,
A. versicolor

8 Bipolaris australiensis, B. bisepta, B. hawaiiensis
9 Botryodiplodia theobromae

10 Botrytis sp., B. cinerea

11 Cephalosporium sp.

12 Cephalophora sp., C. irregularis, C. tropica,

13 Chaetomium sp., C. bostrychodes, C. crispatum, C. globusom,
C. spinosum

14  Circinella sp.

15 Cladosporium sp., C. cladosporioides
16  Curvularia lunata, C. pallescens

17  Cylindrocarpon sp.

18 Drechslera halodes

19 Emericella sp., E. nidulans

20  Eupenicillium sp.

21  Eurotium sp.

22 Epicoccum sp.

23 Exserophilum rostratum

24 Fusarium sp., F. chlamydosporum, F. equiseti,
F. moniliforme, F. pallidoroseum, F. proliferatum,
F. oxysporum, F. semitectum, F. solani, F. sporotrichioides,
F. verticillioides

33 Nigrospora sp.

34  Paecilomyces sp.

35  Penicillium sp.

36 Phialophora verrucosa

37 Phoma sp., P. oberaceae

38 Phomopsis sp.

39  Puccinia helianthi

40  Rhizopus sp., R. stolonifer

41  Rhizoctonia sp., R. solani

42 Sclerotinia sclerotiorum

43 Scopulariopsis sp.

44  Septoria helianthi

45 Schizophyllum sp.

46  Sordaria sp.

47  Stachybotrys atra

48  Stemphylium sp.

49  Syncephalastrum racemosum

50 Thermomyces sp.

51 Thermoascus sp.

52 Trichothecium roseum

53 Trichothecium sp.

54  Verticillium sp., Verticillium albo -atrum

25 Gonatobotrys simplex

55 Ulocladium sp.

Przeprowadzone badania wykazaty, Ze z 20 prébek nasion
stonecznika wyodrebniono 287 szczep6w nalezacych do 52
gatunkéw. W poréwnaniu z danymi z piSmiennictwa (tab. 4),
wzbogacono mykocenoze nasion stonecznika o nowe gatunki,
dotychczas z nich nieizolowane. Prawdopodobnie wynika
to z faktu, Ze przytaczani autorzy izolowali grzyby ze zrdéznico-
wanego materiatu roslinnego. Badane przez nich prébki nasion
byty z pewnoscia niejednorodne pod wzgledem rodzaju i ilosci
zanieczyszczen, wilgotnosci, pochodzity z ré6znych regionéw
geograficznych i/lub byty przechowywane w réznych warun-
kach termiczno-wilgotno$ciowych. Poza tym w cytowanych
pracach (tab. 4) najczesciej stosowana byta jedna pozywka
agarowa i jedna temperatura inkubacji (zazwyczaj 25°C).
W badaniach wtasnych do izolowania grzybéw zastosowano
trzy pozywki réznigce sie sktadem chemicznym i warto$cia
pH (RBCA, DG18, YpSs), a inkubacje prowadzono w trzech tem-
peraturach (25°C, 37°C i 45°C), co pozwolito na wyizolowanie
szerokiego spektrum grzybéw o zréznicowanych wymaga-
niach $rodowiskowych.

Wyizolowano nastepujace gatunki grzybéw, ktére wcze-
$niej nie byty wyodrebniane z nasion stonecznika: Acremo-
nium strictum, Aspergillus awamori, A. candidus, A. penicillioides,
A. sydowii, Candida sp., Cladosporium herbarum, Coonemeria
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verrucosa, C. crustacea, Chaetosartoria cremea, Doratomyces
microsporus, Eurotium herbariorum, E. amstelodami, E. che-
valieri, Exophiala jeanselmei, Mucor strictus, Paecilomyces sp.,
P. crustaceous, P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. cap-
sulatum, P. canescens, P. chrysogenum, P. commune, P. cyclopium,
P. expansum, P. fellutanum, P. hordei, P. jensenii, P. nalgiovense,
P. viridicatum, P. verrucosum, P. purpurogenum, P. radicicola,
P. simplicissimum, Rhizomucor miehei, R. pusillus, Rhizopus oryzae,
Thermomyces lanuginosus, Ulocladium chartarum, Verticillium
tenerum. Niektére z wymienionych grzybéw (Cladosporium,
Emericella, Mucor, Aspergillus, Penicillium, Thermomyces i Ver-
ticillium) przytaczano w literaturze, ale zidentyfikowane byty
tylko do rodzaju.

WNIOSKI

1. Nasiona stonecznika bez widocznych oznak zaples$nienia
byty bogatym Zrédiem wielu gatunkéw grzybow, rowniez
termofilnych i kserofilnych.

2. Grzybem dominujagcym we wszystkich prébkach nasion
stonecznika byt gatunek Eurotium herbariorum zdolny do bio-
syntezy mikotoksyn.
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3. Nasiona stonecznika, pomimo ze sg surowcem o niskiej

wilgotnosci, stanowi¢ moga potencjalne zagrozenie zwiazane
z bezpieczenstwem i jakos$cig zywnosci.
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