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Streszczenie

Obecnos¢ grzybow  termoopornych w surowcach rolniczych jest potencjalnym
zagrozeniem ze wzgledu na ich duzg odpornos¢ na czynniki zewnetrzne. Grzyby z rodzaju

Neosartorya i Aspergillus powszechnie wystgpuja w glebie i mogg zakazaé surowce rolnicze np. &= 86°_C)
owoce. Zanieczyszczone owoce sg niebezpieczne dla przetworstwa, poniewaz moga prowadzié : s_kazqnj
do skazen produktow spozywcezych. Charakterystyka metaboliczna grzybow, przy uzyciu plytek F‘?Chmk
Biolog FF moze by¢ pomocna w opracowaniu nowych, bezpiecznych metod zapobiegajacych = POWSZE
rozwojowi tych mikroorganizmow. ’ P - yho
& wiele z
1. Wstep ' ‘ = z_drowi
g  wazrast:
Grzyby tworzg duza i zréznicowang grupg organizmow. Sg to eukariotyczne organizmy pjowod‘
heterotroficzne, ich wzrost jest uwarunkowany dostepnoscia materii organicznej, energii oraz zw1'<}zk
skladnikow pokarmowych w srodowisku. Wykazuja si¢ duzym zroznicowaniem pod wzgledem zabezp
sposobu pozyskiwania sktadnikow pokarmowych, moga wykorzystywac resztki organiczne = rg‘rzyba‘
obecne w Srodowisku (saprotrofy), a takze poprzez symbiozg lub pasozytnictwo moga F‘QWYC,
pozyskiwa¢ skladniki odzywcze z tkanek innych organizméw zywych. Biorgc pod uwage 5 2 e
praktyczne wykorzystanie, grzyby mozna podzieli¢ na tzw. grzyby strzgpkowe, drozdze oraz E charak
grzyby wyzsze. Sa to organizmy, ktére mozna znalezé we wszystkich $rodowiskach: wodzie, 11__1etab(
glebie, powietrzu, odpadach i wielu innych ekosystemach. Gleba, ze wzgledu na bogatg sig do
i zroznicowang zawarto$¢ skladnikow odzywezych, jest siedliskiem zycia bardzo wielu :

mikroorganizmow, tj. wirusy, bakterie, grzyby, pierwotniaki bedac rezerwuarem réznorodnosci f oY stemw
biologicznej. Ze wzgledu na obecnosé w glebie roznych mikroorganizméw moze byé ona Sl?, s
rowniez zrodlem wielu zanieczyszczen mikrobiologicznych stanowigc zagrozenie dla surowcow z_;:r()z'nn
rolniczych. Dla przetworcow jakosé surowcow rolniczych ma bardzo szeroki aspekt, bo poza P ow
cechami sensorycznymi o jakosci gotowego produktu oraz oplacalnosci i wydajnosci produkeji wykor‘
decyduje rowniez sklad chemiczny surowcow, glownie zawarto$¢ suchej masy (w przypadku grzyb(
warzyw) lub ekstraktu (w przypadku owocow), kwasowoéé oraz obecnosé innych sktadnikowna dar}y .
przyklad o dziataniu prozdrowotnym (polifenole, witaminy, karotenoidy, btonnik, mineraty). e
Bardzo wazne jest rowniez bezpieczenstwo surowcow i otrzymywanych z nich produktow. %d‘enty
Zgodnie z rozporzadzeniami unijnymi za bezpieczenstwo produktéw odpowiadaja producenci . 4
I w przypadku stwierdzenia skazenia zywnosci producent musi usuna¢ z rynku produkt : 1:1:m1es‘
stanowigcy zagrozenie dla konsumentow. Do zanieczyszezen zwigzanych z surowcem zalicza wykor
sig: mikroorganizmy, w tym patogenne (chorobotworcze), mykotoksyny wytwarzane przez <
grzyby strzgpkowe, skazenia chemiczne (azotany (III) i (V), metale cigzkie, substancje zabar\
promieniotworcze, dioksyny, wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) oraz : barwy

pozostatosci srodkow ochrony roslin).
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Jedna z bardziej niebezpiecznych grup grzybow strzgpkowych wystgpujacych w glebie
jest grupa grzybow termoopornych. Grzyby termooporne charakteryzuja sig wysoka odpornoscia
na procesy pasteryzacji, sa zdolne przezy¢ nawet 30 minutowe ogrzewanie w temperaturze 75°C.
Ponadto sa mikroaerofilami tzn. moga rozwijac si¢ przy ograniczonym dostgpie tlenu.
W warunkach stresu (odzywczego, osmotycznego, temperaturowego) moga wytwarzac
mykotoksyny, bedace szkodliwymi dla zdrowia czlowieka metabolitami wtornymi grzybow.
Poprzez kontakt owocOw z zanieczyszczong gleba, moze dochodzi¢ do ich kontaminacji (Frac
i in. 2015). Takie zanieczyszczone owoce moga powodowa¢ skazenie dzemu, soku lub innych
produktow owocowych. Jednymi z najbardziej niebezpiecznych i czgsto wystepujacych
gatunkow grzybow strzgpkowych sg Neosartorya fischeri, Byssochlamys fulva i Talaromyces
flavus. Sortowanie oraz eliminacja z procesu przetworczego owocow z widocznymi zmianami
(owoce uszkodzone, z widoczng plesnig) w duzej mierze pozwala chroni¢ produkt koncowy przed
zakazeniem, co nie oznacza jednak catkowitej ochrony przed rozwojem grzybow. Zakazenie
owocow grzybami strzgpkowymi nastgpuje podczas kontaktu owocu z glebg. Owoc moze by¢
zanieczyszczony nie tylko fragmentami grzybni, konidiami, ale rowniez askosporami, czyli
zarodnikami stadium doskonalego, powstajacymi w workach. Askospory mogg by¢ czynnikiem
zakazajacym, i jesli znajdg warunki odpowiednie do wzrostu moga rozwing¢ sie 1 wytworzy¢
grzybnie. Sa odporne na wiele czynnikow zewngtrznych takich jak: zakwaszenie (moga
przezywaé nawet przy niskich wartosciach pH), niska zawarto$¢ tlenu, wysokie temperatury (70-
86°C) (Gumus i in 2010). Wiasciwosci te sprawiaja, ze grzyby te trudno wyeliminowac ze
skazonych surowcow. Zaklady przetworstwa owocowego i warzywnego stosujg bardzo rozne
techniki ochrony zywnosci lub wydtuzenia ich przydatnosci do spozycia. Najbardziej
powszechne jest stosowanie zwiazkow chemicznych, ktére maja na celu ograniczanie rozwoju
grzybow w przechowywanych surowcach. J ednakze stosowanie tego typu ochrony niesie ze sobg
wiele zagrozen zwigzanych z niebezpiecznym i toksycznym oddzialywaniem tych zwiazkow na
zdrowie czlowieka (dzialanie rakotworcze, zaburzenia hormonalne) i srodowisko. Ponadto
wzrastajgca $wiadomo$é konsumentow na temat ochrony zdrowia oraz bezpiecznej zywnosci
powoduje wigksze zainteresowanie produktami naturalnymi bez dodatku “syntetycznych
zwigzkow chemicznych. Dlatego tez wszelkie techniki alternatywne majgce na celu
zabezpieczanie przed zakazeniami mikrobiologicznymi w tym zakazeniami termoopornymi
grzybami strzgpkowymi zyskuja w ostatnich latach coraz wieksza popularnos¢. Poszukuje si¢
nowych, bezpiecznych i naturalnych zwigzkow na przyklad pochodzenia roslinnego,
o wlasciwosciach antymikrobiologicznych. Ponadto bardzo waznym etapem jest dokonanie
charakterystyki metabolicznej tych patogenow co pozwoli na okreélenie ich profilu
metabolicznego. Uzyskanie informacji na temat metabolizmu grzybow niewatpliwie przyczyni
si¢ do skuteczniejszej prewencji przed zakazeniami. :

_ Jedna z nowoczesnych metod okreslania profilu metabolicznego mikroorganizmow jest
system Biolog (Stefanowicz 2006). Poszczegolne gatunki grzybow strzgpkowych charakteryzujg
si¢ unikalnym biochemicznym odciskiem palca, w wyniku zdolnosci do  rozkladu
zréznicowanych prostych oraz zlozonych zwigzkow, niezbednych do produkcji metabolitow.
Zaréwno morfologiczny, jak i biochemiczny profil tych mikroorganizmoéw moze by¢
wykorzystywany do identyfikacji (Shugeng i in. 2009). Panadto ocena profilu metabolicznego
grzyboéw moze by¢ przydatna w okresleniu zwiazku lub grupy zwigzkow, ktore oddziatujg na
dany szczep niekorzystnie np. poprzez zahamowanie wzrostu. System Biolog FF MicroPlate
opiera si¢ na ocenie ,metabolicznego odcisku palca”, wykorzystywanego zarowno do szybkiej
identyfikacji grzybow, jak i w skriningu i charakterystyce profilu metabolicznego (Druzhinina
i in. 2006). Wykorzystywane w tej metodzie 96 dotkowe plytki FF zawierajg 95, oddzielnie
umieszczonych substratéw, ktore podczas inkubacji zaszczepione] grzybnig plytki sa
wykorzystywane do wzrostu grzybni oraz wodg jako kontrolg negatywna. Kazdy rodzaj, gatunek,
anawet szczep grzyba tworzy unikalny dla siebie wzor metaboliczny, okreslony poprzez zmiang
zabarwienia jaka zachodzi podczas utleniania zwigzku obecnego w dotku. Poza odczytem zmiany
barwy (490 nm) system Biolog FF analizuje rowniez wzrost grzybni poprzez pomiar ggstosci
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optycznej (OD) przy dugosci fali 750 nm. Substraty umieszczone na plytce Biolog FF mozna

zaklasyfikowa¢ do nastgpujacych grup zwiazkow (Preston-Matham 1in. 2002):

« weglowodany ( N-acetylo-D-galaktozamina — A3, N-acetylo-D-glukozoamina — A4, N-acetylo-
D-mannozoamina — A5, Adonitol — A6, D-arabinoza — A8, L-arabinoza — A9, D-arabitol — A10,
Arbutyna — Al1, D-celobioza — A12, Erytritol — B4, D-fruktoza — B35, L-fukoza — B6, D-
galaktoza — B7, Gencjobioza — B9, a-D-glukoza — B12, m-inozytol — C6, a-D-laktoza — C8,
Laktuloza — C9, Maltitol — C10, Maltoza — C11, Maltotrioza — C12, D-mannitol — D1, D-
mannoza — D2, D-melezytoza — D3, D-melibioza — D4, a-metylo-D-galaktozyd — DS, -metylo-
D-galaktozyd — D6, a-metylo-D-glukozyd — D7, B-metylo-D-glukozyd — D8, Palatynoza — D9,
D-psikoza — D10, D-rafinoza — D11, L-ramnoza — D12, D-ryboza — E1, Sedoheptulozan — E3,
D-sorbitol — E4, L-sorboza — ES, Stachioza — E6, Sacharoza — E7, D-tagatoza — E8, D-trehaloza
— E9, Turanoza — E10, Ksylitol — E11, D-ksyloza — E12),

e aminy i amidy (D-glukozoamina — B11, Glukuronamid — C2, Alaninamid — G7, 2-aminoetanol
— H8, Putrescyna — H9),

e aminokwasy (Kwas y-aminomastowy, L-alanina — G8, L-asparagina — GI0, Kwas L-
asparaginowy — G11, Kwas L-glutaminowy — G12, Kwas glicylo-L-glutaminowy — H1, L-
ornityna — H2, L-fenyloalanina — H3, L-prolina — H4, Kwas L-piroglutaminowy — H5, L-seryna
— H6, L-treonina — H7),

o kwasy karboksylowe i ketonowe (Kwas D-galakturonowy — B8, Kwas D-glukonowy — B10,
Kwas D-glukuronowy — C3, Kwas 2-okso-D-glukonowy — C7, Kwas fumarowy — F3, Kwas -
hydroksymastowy — F4, Kwas y-hydroksymastowy — F5, Kwas p-hydroksyfenylooctowy — F 6,
Kwas a-oksoglutarowy — F7, Kwas L-mlekowy — F9, Kwas D-jabtkowy — F10, Kwas L-
jabtkowy — F11, Kwas chinowy — F12, Kwas D-glukarowy — G1, Kwas sebacynowy — G2,
Kwas bursztynowy — G4, Kwas N-acetylo L-glutaminowy — G6),

e polimery (Tween 80 — A2, a-cyklodekstryna — B1, B-cyklodekstryna — B2, Dekstryna — B3,
Glikogen — C5),

e pozostate (Amygdalina — A7, Fosforan 1-glukozy — C1, Glicerol — C4, Salicyna — E2, Kwas
bromobursztynowy — F2, D-mleczan metylu — F8, Bursztynian monometylu — G5, Adenozyna
—H10, Urydyna — H11, Monofosforan 5'-adonozyny — H12).

Na podstawie wykonanych pomiaréw i uzyskanych wynikow oblicza si¢ wskazniki
aktywnosci biologicznej do ktorych nalezg:

e AWCD (ang. Average Well Colour Development) srednia absorbancja wyliczona na podstawie
absorbancji 95 substratow, pomniejszona o warto$¢ absorbancji dla wody (kontrola negatywna)

AWCD=X0D/95,

gdzie: OD; jest wartoscia absorbancji z kazdego dotka pomniejszong o wartos¢ proby kontrolnej

(z woda) dla kazdej ptytki oddzielnie.

Wyliczona wartos¢ AWCD jest miarg aktywnosci badanego szczepu grzyba.

e Wskaznik R (réznorodnosci, ang. Richness), obliczony na podstawie liczby zuzytych
substratow weglowych, przyjmujac jako dodatnia odpowiedz mikroorganizméw dla
poszczegdlnych substratow absorbancje na poziomie >0,25.

Celem podjetych badan byta charakterystyka metaboliczna $rodowiskowych szczepow z rodzaju
Neosartorya i Aspergillus wyizolowanych z truskawek. Badania miaty na celu ustalenie ro6znic
w wykorzystaniu poszczegdlnych grup substratow weglowych w trakcie 216 godzin hodowli.

2. Materialy i metody

W dos$wiadczeniu wykorzystano szczepy grzybow wyizolowanych ze Srodowiska
metodg wysiewu plytkowego na stale podloze agarowe glukozowo-ziemniaczane (PDA).
Szczepy zostaly wyizolowane z truskawek zebranych z plantacji zlokalizowanych na
Lubelszczyznie.
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Obserwacje makroskopowe kolonii prowadzono, zwracajac uwage na zabarwienie
i strukturg kolonii, obecnos¢ wydzieliny, pigmentow oraz widocznych gotym okiem struktur.
Ponadto prowadzono obserwacje mikroskopowe w preparatach bezposrednich (mikroskop
OLYMPUS CX 21). Na podstawie cech makro- i mikroskopowych korzystajac z kluczy
diagnostycznych prowadzono identyfikacje rodzajowa (Fassatiova 1983; Samson i in. 1996).

Oceny profilu metabolicznego wybranych grzybow z rodzaju Neosartorya i Aspergillus
dokonano przy uzyciu Systemu Biolog FF Microplate (Biolog™ , USA). Hodowle prowadzono
na statym podiozu agarowym glukozowo-ziemniaczanym (PDA) w 3 powtorzeniach przez 10 dni
w temperaturze 30°C. W celu uzyskania profili metabolicznych poszczegdlnych wybranych
szezepow Neosartorya i Aspergillus, po 10 dniowej hodowli na ptytkach Petriego, za pomocg
sterylnego bawelnianego inokulatora pobierano fragmenty grzybni i wprowadzano do sterylnych
workow zawierajacych 5 cm® plynu inokulacyjnego FF-IF. Zawiesing homogenizowano przy
uzyciu homogenizatora fopatkowego przez 40 sekund. Nastepnie pobierano uzyskang zawiesing
do probowki zawierajacej ptyn inokulacyjny az do uzyskania gestosci o 75% przepuszczalnosci
(T), dokonujge pomiaru za pomoca turbidymetru (Biolog). Tak przygotowane inokulum
wprowadzano do kazdego dotka mikroptytki po 100 mm?®. Hodowle prowadzono przez 216
godzin w temperaturze 30°C w ciemnosci. W 24-godzinnych odstgpach czasowych dokonywano
pomiarow (przy dlugosci fali 750 nm) zmiany gestosci optycznej (OD). Na podstawie
uzyskanych wynikow wyznaczono wskazniki charakteryzujace profil metaboliczny: AWCD,
R oraz okreslono procentowe wykorzystanie poszczegolnych grup substratow weglowych.
Dokonano réwniez analizy statystycznej, przy zastosowaniu analizy skupien (algorytmu
aglomeracji), odnoszac sie do podobienstw i réznic pomigdzy analizowanymi szczepami
grzybow w ich uzdolnieniach katabolicznych. W analizie skupien zastosowano metode Warda/1 -
r Pearsona. Analizy dokonano przy uzyciu programu Statistica v.10 (StatSoft).

3. Wyniki i dyskusja

Na podstawie dokonanej identyfikacji wyizolowane ze $rodowiska szczepy grzybow
G1/14, G2/14, G3/14 oraz G7/14 zaklasyfikowano odpowiednio do rodzaju Neosartorya oraz
Aspergillus.

Ogolny trend zmian AWCD badanych grzybow termoopornych w trakcie 216 godzinne;
hodowli zostal przedstawiony na Rys.la. Dla wszystkich grzybow zaobserwowano typowa
krzywg AWCD. Przy czym warto$¢ w 120 h hodowli zostala wybrana do analizy statystyczne;.
Grzyby G2/14 oraz G7/14 wykazaly sie duzo wyzszg aktywnoscig w tym czasie (wartos¢ AWCD
wynosita odpowiednio 1,2 oraz 1,0) niz szczepy G1/14 i G3/14 (AWCD odpowiednio 0,25
i 0,30). Dla wszystkich badanych grzybow odnotowano charakterystyczny powolny wzrost
W poczatkowym etapie hodowli (do 72 godziny), intensywny i dynamiczny wzrost grzybni
rozpoczat si¢ pomigdzy 72-96 godzing inkubacji.

Na podstawie wskaznika R (Rys.lb) mozna stwierdzié, ze szczepy G1/14, G3/14
charakteryzowaty si¢ podobng liczba utylizowanych substratow, 40-35 substratow z réznych
kategorii. W przypadku szczepéow G2/14 i G7/14 zaobserwowano zdolnos$¢ kataboliczng
w stosunku do 80-82 substratow.

Uzyskane profile metabolicznego fingerprintingu, wskazaty na uzdolnienia kataboliczne
wszystkich badanych szczepow w stosunku do substratéw ze wszystkich kategorii: polimerow,
kwasow karboksylowych, weglowodanow, aminokwaséw, amin/amidow oraz pozostatych
substratow weglowych. Ogélnie mozna stwierdzié, ze najintensywniej przebiegat katabolizm
weglowodanéw i aminokwasow. Porownujac procent wykorzystania weglowodanéw
stwierdzono, ze najwigksze uzdolnienia kataboliczne w stosunku do tej grupy zwigzkow
wykazaly szczepy: G1/14, G2/14, G7/14. Szczep G3/14 rowniez wykorzystywal weglowodany,
ale w stosunku do pozostatych badanych szczepow, w mniejszym stopniu. Ponadto dla grzybow
G3/14 1 G7/14 stwierdzono dos¢ duzg zdolnosé kataboliczng substratow z grupy aminokwasow.
Natomiast aminy i amidy w trakcie 216 godzinnej hodowli byly wykorzystywane w bardzo
niewielkim stopniu (w zakresie od 0 do 20%) przez wszystkie badane szczepy (Rys.2).
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Na Rys.3 przedstawiono wyniki analizy skupien zmiennych w zakresie uzdolnien
katabolicznych w stosunku do pojedynczych substratow weglowych z poszezegolnych kategorii.
Szczep G2/14 bardzo intensywnie wykorzystywal wiekszos¢ weglowodanow, jedynie substraty
zlokalizowane w dotkach o nastepujacych oznaczeniach - A3, D7, A4, A5, E3, B6, Do, C8, C9
byly stabo katabolizowane. Te same substraty byly intensywnie katabolizowane przez szczep
G7/14. Szczepy G1/14 oraz G3/14 posiadaty niewielka zdolno$¢ do katabolizmu weglowodandw.
W stosunku do substratow z grupy pozostale najwigksza aktywnoscia charakteryzowat sig szczep
G7/14 i mial zdolnogé wykorzystania wszystkich substratdow nalezacych do tej grupy. Szczep

G1/14 wykorzystywal jedynie amygdaling (A7), podczas gdy G3/14 tylko fosforan 1-glukozy
(C1).
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Substraty z grupy kwasow karboksylowych: C3, C7, F3, G4, G2, F12 byly intensywnie
wykorzystywane przez szczepy G7/14, G2/14. Uwagg zwracaja rowniez substraty: F5, G6, F12
katabolizowane przez G3/14 1 G1/14.

Z dokonanego przegladu literatury wynika, ze do tej pory prowadzono niewiele badan
dotyczacych profilowania metabolicznego grzybow termoopornych, niemniej jednak dane
wskazujg na duze zainteresowanie profilem metabolicznym grzybow wyodrebnionych z réznych
srodowisk: gleba, odpady (Frac 2012). Badania z wykorzystaniem plytek Biolog FF znalazty
szerokie zastosowanie w okreslaniu dostgpnosci czynnikow biologicznej ochrony roslin
(Lakhesar i in. 2010). System profilowania metabolicznego Biolog zostal pierwotnie
zaprojektowany dla organizmow prokariotycznych, nastgpnie zostal zaadaptowany do grzybow
strzgpkowych poprzez wybor specyficznych zrodet wegla, ktorych stopien utylizacji jest
cdpowiedni do zroznicowania fenotypow grzybowych (Bochner i in 2001), poprzez pomiar
gestosci grzybni (OD7so) (Atanasova i Druzhinina, 2010).
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Rys.3  Analiza skupien wykorzystania substratow weglowych z poszczegolnych grup.
Objasnienia: A1-H12 w tekscie

4. Whioski

Przeprowadzone badania wskazujg na zroznicowanie profilu metabolicznego grzybow.
Wykazano, ze najwyzsza aktywnoscia metaboliczng charakteryzowat sie szczep G2/14. Wysoki
poziom kataboliczny w stosunku do wszystkich analizowanych zwiazkow utrzymywat si¢ do 216
godziny hodowli. Substraty nalezace do grup: weglowodandw, aminokwaséw, polimerdw,
kwasow karboksylowych i ketonowych, pozostatych byly ogélnie dogé dobrze utylizowane.
Jedynie substraty nalezace do amin i amidow byty wykorzystywane w bardzo niewielkim stopniu
przez wszystkie szczepy. Ta grupa zwiazkow stanowi wiec potencjal do wykorzystania ich
w celu hamowania rozwoju grzybéw termoopornych.
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