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SUMMARY

The aim of study was to analyse the qualitative and quanti-
tative composition of fungi in soybeans on RBCA, YpSs, and
DG18 culture media at 25, 37 and 45°C. The analysis included
15 samples of soybeans. The highest number of mould spe-
cies (23) were isolated on RBCA at 25°C, followed by xero-
philic species (20) on DG18 at 25°C, and mesophilic (13) and

STRESZCZENIE

Celem pracy byta ocena sktadu iloSciowego i jakosciowego
grzyboéw zasiedlajacych nasiona soi na podtozu RBCA, YpSs,
DG18 w temperaturze 25, 37, 45°C. Materiatem badawczym
byto 15 prébek nasion soi. Najwiecej gatunkéw (23) wyizo-
lowano na pozywce RBCA w 25°C, nieco mniej gatunkow kse-
rofilnych (20) na DG18 w 25°C, a w dalszej kolejnos$ci na YpSs

WSTEP

thermophilic species (4) on YpSs medium at 37° and 45°C,
respectively. Ninety-five strains belonging to 40 species were
isolated from soybean samples. The predominant species were
Penicillium chrysogenum and Eurotium herbariorum. This study
revealed new species of mycobiota not previously isolated
from soybeans.
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w 37°Ci45°C (odpowiednio 13 i 4). Z nasion soi wyizolowano
95 szczepéw nalezacych do 40 gatunkéw. Gatunkami dominu-
jacymi byty Penicillium chrysogenum i Eurotium herbariorum.
Przeprowadzone badania wzbogacity mykocenoze nasion
soi 0 nowe gatunki, ktérych dotychczas nie izolowano z tego
surowca.

Stowa kluczowe: grzyby plesniowe, nasiona soi, Glycine max.

MATERIAL | METODY

Drobnoustroje, zwtaszcza grzyby strzepkowe, ze wzgledu
na zdolno$ci adaptacyjne do skrajnych warunkow srodowiska,
przysparzajg probleméw w wielu dziedzinach zycia i gospo-
darki. Sa potencjalnie istotnym zagrozeniem w przemysle
spozywczym, przyczyniaja sie do psucia oraz obnizania jako-
$ci surowcow oraz produktéw zywnosciowych, powodujac
przy tym znaczne straty ekonomiczne [1, 2, 3, 4]. Ich obecnos¢
w Srodowisku moze by¢ przyczyng uczulen i chordb zaréwno
ludzi, jak i zwierzat [2].

Dostepne sa prace na temat tych drobnoustrojéw zasie-
dlajacych $rodowiska o niskiej wilgotno$ci, takie jak ziarna
réznych gatunkdéw roslin zbozowych i ich przetwory [5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12], ziarno kawy [13, 14], kakao [15, 16], orzechy [12,
17,18, 19, 20], przyprawy i ziola [21, 22, 23, 24, 25, 26], a takze
Swieze oraz suszone owoce i warzywa [27, 28, 29, 30, 31, 32].
Dowiedziono, ze réwniez nasiona roslin oleistych sa zrédtem
licznych gatunkoéw plesni [3, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46].

Celem pracy byto okreslenie wystepowania grzyboéw ple-
$niowych w nasionach soi (Glycine max L.).
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Materiatem badawczym byto 15 probek suchych nasion soi
(Glycine max L.), bez §ladéw zaplesnienia, ktore pochodzity
z sieci handlowej. W celu doktadnego okreslenia sktadu ilo-
$ciowego i jako$ciowego grzybéw wykonywano posiewy
metoda kolejnych rozcienczen. Do wykonania 10-krotnych
rozcienczen wykorzystano jatlowy roztwdr o sktadzie: 8,5g
NaCl, 1,0 g peptonu, 1000 cm® wody destylowanej [47]. Wyko-
rzystano trzy pozywki i trzy temperatury inkubacji: 1) RBCA
(Rose Bengal Chloramphenicol Agar): pepton mykologiczny
5,0 g, glukoza 10,0 g, K,HPO, 1,0 g, MgS0,-7H,0 0,5 g, r6Z ben-
galski 0,05 g, agar 15,0 g, woda destylowana 1000,0 cm?®; pH
7,2 w 25°C, 2) YpSs (Yeast Powder Soluble Starch Agar; Emer-
son’s agar medium): ekstrakt drozdzowy 4,0 g, skrobia roz-
puszczalna 15,0 g, K,HPO, 1,0 g, MgS0,-7H,0 0,5 g, agar 15,0 g,
woda destylowana 1000,0 cm?; pH 7,0 w 37°C do okreélenia
spektrum grzybow mezofilnych oraz w 45°C do okreslenia
sktadu grzybéw termofilnych i termotolerancyjnych, 3) DG18
(Dichloran Glicerol Agar): pepton 5,0 g, glukoza 10,0 g, KH,PO,
1,0 g, MgS0,-7H,0 0,5 g, dichloran 0,002 g, agar 15,0 g, woda
destylowana 1000,0 cm?; pH 5,6 w 25°C do okreélenia spektrum
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Badania sktadu ilo$ciowego i jakos$ciowego grzybow zasiedlajacych nasiona soi (Glycine max L.)

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

Pozywka i temperatura Srednia Minimum Maksimum Wspotczynnik
inkubacji jtk100g™ zmiennosci
DG18 w 25°C 1,4-10° 3,8102 1,2:10° 2,39
RBCAw 25°C 4,210 1,0-102 6,0-105 3,71
YpSsw 37°C 3,2102 2,510 1,6:103 1,26
YpSs w 45°C 1,3102 2,510 5,710 1,19

grzybéw kserotolerancyjnych i kserofilnych. Do wszystkich
pozywek dodawano chloramfenikol w iloéci 100 mg/1000,0 cm?
podtoza [47]. Posiewy wykonywano w trzech powtérzeniach.
Czyste kultury grzybéw oznaczano do gatunku na podstawie
ich cech makro- i mikromorfologicznych [48, 49, 50, 51, 52,
53, 54, 55]. Do identyfikacji szczepéw wykorzystano tech-
nike mikrohodowli oraz preparaty wykonane w laktofenolu
z dodatkiem barwnika cotton blue i w PVA [56]. Udziat poszc-
zegblnych gatunké6w w mykobiocenozie nasion okreslono
jako stosunek szczepédw danego gatunku do og6lnej iloSci
wyodrebnionych szczepéw. Liczbe grzybdw przedstawiono
jako jednostki tworzace kolonie w 100 g $wiezej masy nasion
(jtk-100 g™ §. m). Otrzymane wyniki poddano analizie sta-
tystycznej przy uzyciu arkusza kalkulacyjnego Excel oraz
programu Statistica 8.0.

OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

Probki nasion soi réznity sie miedzy sobg liczbg zasiedlaja-
cych je grzyboéw. Najwieksze réznice pod wzgledem liczby
grzybéw stwierdzono na podtozu RBCA w 25°C (1,010%-6,0-10°
jtk/100g™%), za$ najmniejsze na YpSs w 37°C (2,5:10*-1,6-10
jtk-100g™1). Najwieksza liczbe grzybéw (1,4'10° jtk100g™) wyizo-
lowano na podtozu DG18 w 25°C (tab. 1), w zwigzku z czym
podtoze to wydaje sie by¢ najlepszym do okreslania liczeb-
nosci grzybéw mikroskopowych zasiedlajacych nasiona soi.

Sktad jako$ciowy grzybdw zasiedlajacych nasiona soi przed-
stawiono w tabeli 2. L.acznie wyizolowano 95 szczepdw nale-
zacych do 40 gatunkdéw. Liczba gatunkéw w prébkach wahata
sie w zakresie 2-14. Gatunkami o czestosci izolowania powy-
zej 20% byty: Penicillium chrysogenum (100%), Eurotium her-
bariorum (73,3%), Aspergillus fumigatus (46,7%), Aspergillus
versicolor (40%), Aspergillus sydowii (26,7%) oraz Rhizopus ory-
zae (26,7%). Udziat tych gatunkéw w mykobiocenozie nasion
soi (w stosunku do ogétu szczep6éw) miescit sie w zakresie
od 4,2% (Aspergillus sydowii, Rhizopus oryzae) do 15,8% (Peni-
cillium chrysogenum).

Sktad jako$ciowy grzybéw wyizolowanych z nasion soi
na poszczeg6lnych pozywkach i w okreslonych temperaturach

3

przedstawiono w tabeli 3.

Najwiecej gatunkéw (23) wyizolowano na pozywce RBCA
w 25°C, nieco mniej gatunkéw na DG18 w 25°C (20), a w dalszej
kolejnosci na YpSs w 37°Ci 45°C (odpowiednio 13 i 4). Badania
wskazuja, ze do wyodrebnienia z nasion soi jak najwiekszej
liczby gatunkéw najodpowiedniejsza jest temperatura 25°C
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oraz standardowa pozywka RBCA, a takze DG18, ktéra pole-
cana jest do wyodrebniania grzybow kserofilnych.

Z zestawienia przedstawionego w tabeli 4 wynika, ze dotych-
czas z nasion soi wyodrebniono 74 rodzaje grzybéw. Badania
wtasne dowiodty, Ze nasiona tego gatunku oprécz wymienio-
nych grzybéw zasiedlaja réwniez: Aspergillus versicolor, A. peni-
cillioides, A. tamarii, A. unguis, Cladosporium sphaerospermum,
Emericella nidulans, Geomyces pannorum, Metarhizium anisopliae,
Mucor circinelloides, Penicillium arenicola, P. canescens, P. com-
mune, P. cyclopium, P. hordei, P. jensenii, P. miczynskii, P. nigricans,
P. radicicola, P. spinulosum, P. verrucosum, Rhizopus oryzae oraz
Wardomyces columbinus.

Nalezy podkresli¢, ze autorzy zajmujgcy sie okreslaniem
mycobiocenozy nasion soi najczesciej stosowali jedno pod-
toze mikrobiologiczne i jedna temperature inkubacji. Mozna
wiec przypuszczaé, ze wyizolowanie z nasion soi gatunkéw,
ktoére dotychczas nie byty z nich wyodrebniane, mozliwe
byto dzieki temu, iZ w niniejszej pracy zastosowano rézne
pozywki, a inkubacje prowadzono w trzech temperaturach.
Pozywki roznity sie miedzy soba sktadnikami pokarmowymi,
warto$cig pH i aktywnos$ci wody. Te czynniki w potaczeniu
w rozna temperatura hodowli pozwolity na wyodrebnienie
szerokiego spektrum grzybéw mikroskopowych, wigcznie
z gatunkami kserofilnymi, termotolerancyjnymi i termo-
filnymi.

WNIOSKI

1. Nasiona soi bez widocznych oznak zaple$nienia, dostepne
w sieci handlowej, okazaty sie bogatym Zrédtem wielu gatun-
koéw grzybow strzepkowych.

2. Gatunkami dominujacymi byty Penicillium chrysogenum
i Eurotium herbariorum, grzyby o potencjalnych wtasciwosciach
toksynotworczych.

3. Otrzymane wyniki wskazuja, ze grzyby plesniowe wy-
stepujace na nasionach soi stanowig potencjalne zZrédto za-
nieczyszczenia mikrobiologicznego zywnosci.
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TABELA 2. Sktad jakosciowy grzybdéw wyizolowanych z nasion soi w zaleznosci od pozywki i temperatury inkubacji

Pozywka i temperatura inkubacji

Lp. Gatunki grzybow DG18 RBCA YpSs YpSs
w 25°C w 25°C w 37°C w 45°C
1 Absidia corymbifera - - + +
2. Alternaria alternata + - + -
3. Aspergillus candidus + + - -
4, Aspergillus flavus - - + +
5. Aspergillus fumigatus + + + +
6. Aspergillus niger - + - -
7. Aspergillus penicillioides + - - -
8. Aspergillus sydowii - + + -
9. Aspergillus tamarii - - + -
10.  Aspergillus terreus - - + -
11.  Aspergillus unguis - + - -
12.  Aspergillus versicolor + + - -
13.  Cladosporium cladosporioides + - - -
14.  Cladosporium sphaerospermum + - - -
15.  Colletotrichum sp. - + - -
16.  Emericella nidulans - - - +
17.  Eurotium amstelodami - - + -
18.  Eurotium chevalieri - - + -
19.  Eurotium herbariorum + + - -
20.  Geomyces pannorum - + - -
21.  Metarhizium anisopliae - + - -
22.  Mucor circinelloides + + + -
23.  Mycelia sterilia (biata) + + - _
24, Penicillium arenicola - + - -
25.  Penicillium brevicompactum - + - -
26.  Penicillium canescens + - - -
27.  Penicillium chrysogenum + + + -
28.  Penicillium citrinum + - + -
29.  Penicillium commune + + - -
30.  Penicillium cyclopium + + - -
31.  Penicillium hordei - + - -
32.  Penicillium jensenii + - - -
33.  Penicillium miczynsRii - + - -
34.  Penicillium nigricans - + - -
35.  Penicillium radicicola + - - -
36.  Penicillium spinulosum + - - -
37.  Penicillium viridicatum + + - -
38.  Penicillium verrucosum + - - -
39.  Rhizopus oryzae - + + -
40.  Wardomyces columbinus - + - -
Suma gatunkow 20 23 13 4
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TABELA 3. Sktad jako$ciowy grzybéw mikroskopowych w prébkach nasion soi

Liczba probek, w ktérych Czestos¢ . . .

L.p. Gatunki grzybow stwierdzono obecnos$¢ wystepowania R my‘E( alifERine

gatunku (%) (%)
1. Penicillium chrysogenum 15 100,0 15,8
2. Eurotium herbariorum 11 73,3 11,6
3. Aspergillus fumigatus 7 46,7 74
4, Aspergillus versicolor 6 40,0 6,3
5. Aspergillus sydowii 4 26,7 4,2
6. Rhizopus oryzae 4 26,7 4,2
7. Aspergillus unguis 3 20,0 3,2
8. Mycelia sterilia (biata) 3 20,0 3,2
9. Penicillium miczynsRii 3 20,0 3,2
10.  Alternaria alternata 2 13,3 2,1
11.  Aspergillus candidus 2 13,3 2,1
12.  Aspergillus flavus 2 13,3 2,1
13.  Emericella nidulans 2 13,3 2,1
14, Penicillium citrinum 2 13,3 2,1
15.  Penicillium commune 2 13,3 2,1
16.  Penicillium cyclopium 2 13,3 2,1
17.  Penicillium viridicatum 2 13,3 2,1
18.  Absidia corymbifera 1 6,7 1,1
19.  Aspergillus niger 6,7 11
20.  Aspergillus penicillioides 6,7 1,1
21.  Aspergillus tamarii 1 6,7 1,1
22.  Aspergillus terreus 1 6,7 1,1
23.  Cladosporium cladosporioides 1 6,7 1,1
24, Cladosporium sphaerospermum 1 6,7 11
25.  Colletotrichum sp. 1 6,7 1,1
26.  Eurotium amstelodami 1 6,7 11
27.  Eurotium chevalieri 1 6,7 1,1
28.  Geomyces pannorum 1 6,7 1,1
29.  Metarhizium anisopliae 1 6,7 1,1
30.  Mucor circinelloides 1 6,7 1,1
31.  Penicillium arenicola 1 6,7 1,1
32.  Penicillium brevicompactum 1 6,7 11
33.  Penicillium canescens 1 6,7 1,1
34,  Penicillium hordei 1 6,7 1,1
35.  Penicillium jensenii 1 6,7 1,1
36.  Penicillium nigricans 1 6,7 1,1
37.  Penicillium radicicola 1 6,7 1,1
38.  Penicillium spinulosum 1 6,7 11
39.  Penicillium verrucosum 1 6,7 1,1
40.  Wardomyces columbinus 1 6,7 1,1

* % prébek, w ktérych stwierdzono wystepowanie grzyba
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TABELA 4. Grzyby wyodrebnione z nasion soi [34, 35, 37, 38, 42, 43, 45, 46, 57, 58, 59, 60, 61]

L.p. Grzyby wyodrebnione z nasion soi L.p. Grzyby wyodrebnione z nasion soi
1. Absidia sp., A. corymbifera 36. Macrophomina phaseolina
2 Acremonium sp., A. strictum 37.  Microascus trigonosporus
3 Anixiopsis sp. 38.  Mucor sp., M. plumbeus, M. circinelloides, M. hiemalis,
4, Arthrinium phaeospermum M. racemosus
5 Alternaria sp., A. alternate, A. altrans, A. brassicae, 39, Mycelia sterilia
A. longipes, A. longissima, A. tenuissima 40.  Myrothecium sp., M. roridum, M. verrucaria
6. Aspergillus sp., A. alutaceus, A. candidus, A. equities 41.  Nectria haematococca
(A. chevalieri), A. flavus, A. fumigatus, A. halophilicus, -
A. hollandicus (A. amstelodami), A. melleus, A. niger, 42. Nematospora coryli
A. versicolor, A. ochraceus, A. sulphureus, A. repens 43 Neosartorya fischeri
(A. reptans, A. restrictus), A. rubrobrunneus (A. ruber), : y
A. sydowii, A. terreus 44, Nigrospora spp., N. oryzae, N. sphaerica
7. Bipolaris specifera (Helminthosporium) 45.  Nodulisporium spp.
8. Botryopodia theobromae 46.  Paecilomyces spp.
9.  Botrytis cinerea 47.  Penicillium spp., P. aurantiogriseum, P. brevicompactum,
10.  Cephalosporiopsis sp. P. Fhrysqgenum, P. c:Frmum, P.‘ expansum, P. fuplgulosum,
P. islandicum, P. oxalicum, P. viridicatum, Penicillium spp.
11.  Cephalosporium sp. subgenus Penicillium
12.  Cercospora Rikuchii, C. sojina 48.  Periconia circinata, P. macrospinosa
13.  Chaetomium spp., C. cupreum, C. erectum, C. funicola, 49,  Peronospora manshurica
C. globusom :
50. Pestalotia sp.
14.  Cladosporium spp., C. cladosporioides, C. herbarum -
51.  Phialophora gregata, P. chartarum
15.  Colletotrichum spp., C. capsici, C. dematium, C. destructivum,
C. gloeosporioides, C. truncatum 52.  Phomaspp., P. glomerata
16.  Corynespora cassiicola 53.  Phomopsis longicolla, P. phaseoli
17.  Curvularia spp., C. lunata, C. lunata var. aeria 54.  Phyllosticta spp., P. sojicola
18.  Cunninghamella echinulata 55.  Phytophtora megasperma
19.  Cylindrocarpon sp. 56.  Podospora anserina, P. verruculosa
20. Diplodia sp. 57.  Pyricularia grisea
21.  Drechslera australiensis, D. hawaiiensis, D. sorokiniana, 58.  Pythium debaryanum
D. specifera, D. biseptata B B .
pecif P 59.  Rhizoctonia sp., R. solani
22.  Emericella nidulans 3 3
60.  Rhizomucor pusillus
23.  Epicoccum sp., E. nigrum (E. purpurascens) B . 3
61.  Rhizopus nigricans, R. stolonifer
24, Eurotium sp., E. amstelodami, E. chevalieri, E. repens, — -
E. rubrum 62.  Sclerotinia sclerotiorum
25.  Diaporthe phaseolorum, Diaporthe phaseolorum var. sojae 63.  Sclerotium rolfsii
26.  Fusarium spp., F. acuminatum, F. culmorum, F. equiseti, 64.  Scopulariopsis brevicaulis
F. graminearum, F. moniliforme, F. oxysporum 65. S . .
. ! . ’ ! . . eptoria glycines
F. pallidoroseum (F. semitectum), F. poae, F. roseum, F. solani, P 9y
F. subglutinans, F. sporotrichioides, F. tricinctum 66. Sordaria fimicola
27.  Gaeumannomyces cingulata, G. glycines 67.  Sporormiella minima
28.  Geniculosporium spp. 68.  Stemphylium sp.
29.  Gliocladium sp., G. roseum 69. Thielavia basicola
30.  Gonatobotrys spp. 70.  Trichoderma sp., T. harzianum, T. viride
31.  Harzia acremonioides 71.  Trihothecium roseum (Cephalothecium roseum)
32.  Helminthosporium spp. 72.  Verticicladium sp.
33.  Lasiodiplodia theobromae 73.  Verticillium dahliae, V. nigrescens, V. tenerum
34.  Leptosphaerulina sp. (V. cinnabarinum)
35.  Macrophoma sp. 74, Volutella sp.
430 www.pum.edu.pl/uczelnia/wydawnictwo
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