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1. Analiza aktualnego stanu nauki i techniki

Przechowalnictwo ziarna zbdz to szereg post¢pujacych po sobie czynnosci, ktére
maja ogromne znaczenie w zapewnieniu odpowiedniej jakosci ziarna po zbiorze. Przed
zaladunkiem do magazynu ziarno powinno by¢ oczyszczone, podsuszone (jesli to
konieczne) do wilgotnosci 14-15%, a nastepnie schlodzone. Prawidlowe wysuszenie i
schtodzenie ziarna nie wystarcza do zapewnienia dilugiego okresu przechowywania, bez
zmian jakos$ciowych ziarna. Po zaladunku do magazynu ziarno powinno by¢ takze okresowo
przewietrzane w celu ograniczenia powstawania réznicy temperatury w sktadowanym
ziarnie. Te wszystkie zabiegi majag na celu ograniczenie aktywnosci biologicznej i
enzymatycznej sktadowanego surowca, ktdra to aktywnos$¢ powoduje ubytek suchej masy
ziarna, spadek zdolnosci kietkowania, przegrzanie, rozklad glutenu, gnicie, rozwoj
szkodnikéw, powstawanie zapachu magazynowego, aktywizacj¢ proceséw fermentacyjnych
oraz plesnienie [Janowicz, 2007].

Szczegblnie niebezpiecznym zjawiskiem jest porazenie ziarna zboz przez grzyby
plesniowe. Grzyby plesniowe rozwijaja si¢ na ziarnie podczas jego normalnej wegetacji.
Duze zagrozenie stanowia grzyby z rodzaju Aspergillus i Penicillium, nazywane
magazynowymi, ktdre rozwijajace si¢ wskutek niewlasciwie przechowywanego ziarna.
Wytwarzaja one niebezpieczne produkty przemiany materii, tzw. mikotoksyny
(ochratoksyna A, aflatoksyny) o réznorodnym, szkodliwym dziataniu na zdrowie ludzi i
zwierzat. Niebezpieczne dla zdrowia sg rowniez mikotoksyny fuzaryjne (deoksyniwalenol,
zearalenon, toksyna T-2/HT-2), wytwarzane przez grzyby z rodzaju Fusarium, ktére czesto
porazaja zboza podczas jego wegetacji. Badania przeprowadzone w 2014 roku i dotyczace
zanieczyszczenia ziarna zbdz pochodzacych z réznych regionéw Polski wykazaly, ze
toksyny fuzaryjne byly najczesciej wykrywanymi mikotoksynami [Bryla i in. 2016].

Waznym czynnikiem ograniczajagcym rozwdj grzybéw plesniowych w ziarnie i
tworzenie si¢ toksyn jest odpowiednie przechowywanie ziarna, ktére umozliwia utrzymanie
jego wilgotnosci na poziomie 13-13,5% przy jednoczesnej kontroli temperatury w
magazynie, ktora nie powinna przekraczaé¢ 15°C [Podolska 2013]. Odpowiednie warunki
skladowania ziarna zapewniajag nowoczesne magazyny wyposazone np. w silosy BIN,
przeznaczone do uzytkowania w duzych gospodarstwach [Rudziniski 2011]. W matych
gospodarstwach, do ktérych naleza gospodarstwa zajmujace si¢ uprawg zbdz w systemie
ekologicznym, do przechowywania ziarna stosuje si¢ réznorodne rozwigzania np. worki
polietylenowe, beczki drewniane, metalowe, a powszechnie réwniez worki typu big-bag,

ktore nie pozwalajg na aktywng wentylacj¢ ziarna (rys. 1).
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Rys. 1. Worki typu big-bag do przechowywania ziarna

W gospodarstwie nie zawsze istnieje takze mozliwosé podsuszenia ziarna po zbiorze,
poniewaz suszenie jest procesem bardzo energochtonnym i kosztownym [Janowicz 2007].
Z tego wzgledu w tych wlasnie gospodarstwach istnieje najwieksze ryzyko skazenia
przechowywanego ziarna plesniami i mikotoksynami.

Wobec ograniczen stosowania chemicznych fungicydéw w rolnictwie ekologicznym
rozwazane jest stosowanie metod biologicznych, wykorzystujacych naturalne zdolnosci
niektorych organizméw do ograniczania rozwoju plesni, a takze przeksztatcania mikotoksyn
do zwigzkow nieszkodliwych [Piotrowska 2012]. W ten nurt wpisujg sie¢ badania nad
aktywnoscia antymikrobiologiczng drozdzy — drobnoustrojéw naturalnie wystepujacych w
srodowisku roslinnym.

Juz dos¢ dawno opisane zostaly pierwsze wyniki badan nad wykorzystaniem drozdzy do
kontrolowania wzrostu plesni podczas przechowywania pszenicy o duzej wilgotnosci.
Peterson i Schniirer (1995) wykazali, ze gatunek Pichia anomala (synonim Hansenula
anomala) ograniczyl wzrost Penicillium roqueforii, a takze innych plesni. W zaleznosci od
liczby wprowadzonych drozdzy zaobserwowano catkowite zahamowanie wzrostu plesni lub
redukcje ich liczby przynajmniej o kilka pozioméw. W opisanych badaniach nieco mniejszy
efekt inhibicyjny wobec plesni wykazaly drozdze Pichia guilliermondii, a niewielki
Saccharomyces cerevisiae. Antagonizm drozdzy wobec plesni wykazano nie tylko w
warunkach laboratoryjnych, ale takze w warunkach mikrotechnicznych — imitujacych
przechowywanie zboza w warunkach hermetycznych.

W badaniach Rabelo de Lima i in. (2013) okre$lano aktywno$¢ antymikrobiologiczna
drozdzy wyrazajaca si¢ hamowaniem wzrostu plesni Colletotrichum gloeosporioides, ktéra

powoduje znaczne starty w uprawach roslin tropikalnych m.in. kakaowca i papaji. W tym
5



przypadku stwierdzono, ze 5 sposréd 580 szczepow drozdzy (szczegblnie z gatunku
Meyerozyma gulliermondii) charakteryzowalo si¢ zdolnoscia do hamowania wzrostu
grzybni i zarodnikowania C. gloeosporioides. Zesp6l pod kierunkiem Robiglio (2011)
stwierdzil, ze mozliwe begdzie zastosowanie jako srodka biokonserwujgcego drozdzy
Aureobasidium pullulans 1 Rhodotorula mucilaginosa, wyizolowanych z owocdow,
charakteryzujacych si¢ aktywnoscig wobec plesni Penicillium expansum, powodujacych
psucie gruszek podczas przechowywania w niskich temperaturach. W badaniach Piaseckiej-
Jozwiak i Chablowskiej (2017) oceniono antagonistyczng aktywnos¢ szczepow drozdzy
wyizolowanych z réznych siedlisk, skierowana wobec 13 réznych szczepow plesni w
ziarnach zb6z. Pozytywny efekt hamowania wzrostu grzybni plesniowej przez drozdze
wykazano w przypadku przechowywanego ziarna pszenicy i Zyta.

Wyniki badan naukowych dajg podstawe do opracowania preparatéw skiadajacych sie
ze szczepOw drozdzy hamujacych badz ograniczajacych rozwoj grzybow plesniowych w
przechowywanym ziarnie zbdz. Obecnie na polskim rynku dostepnych jest 10 preparatow
biologicznych do stosowania zapobiegawczo w ochronie warzyw, drzew owocowych,
rzepaku czy ziemniaka przed chorobami powodowanymi przez bakterie i grzyby

(https://www.ior.poznan.pl/19.wykaz-srodkow-ochrony-roslin-do-produkcii-

ekologicznej.html, odczyt 12.11.2018 r.). Jako substancje czynne w tych preparatach
wykorzystano szczepy grzybéw (np. Aerobasidium pullulans DSM 14940, Trichoderma
harzianum Rifai T-22, Gliocladium catenulatum) i bakterii (Bacillus subtilis QST 713,
Pseudomonas sp. DSMZ 13134). Brak jest natomiast biologicznych preparatow
skladajacych si¢ ze szczepdéw drozdzy o dziataniu hamujacym rozwdj plesni do stosowania
w uprawie zboz, czy tez do ochrony zboz podczas magazynowania.

Z tego powodu w ramach badan prowadzonych na rzecz rolnictwa ekologicznego
podjeto prébe opracowania ekologicznego sposobu biokonserwacji ziarna zb6z poprzez
zastosowanie biopreparatu skladajgcego si¢ ze specjalnie wyselekcjonowanego szczepu

drozdzy o wlasciwosciach antagonistycznych wobec grzybdw plesniowych.

2. Zakres badan

Badania prowadzono w warunkach laboratoryjnych w Zakladzie Technologii
Fermentacji IBPRS oraz w warunkach produkcyjnych w dwdch certyfikowanych
gospodarstwach rolnych zajmujacych si¢ uprawg zb6z w systemie ekologicznym,

znajdujacych si¢ w wojewddztwie mazowieckim i lubelskim.



Zakres badan wykonywanych w ramach poszczegdlnych podzadan obejmowat:

Podzadanie 1.

Oceng stopnia zanieczyszczenia plesniami i mikotoksynami ziarna zb6z z gospodarstw
ekologicznych, pochodzacego ze zbioréw z roku 2017 (termin realizacji kwieciefi-maj 2018)
Podzadanie 2.

Potwierdzenie zdolnosci wybranych szczepdw drozdzy do hamowania wzrostu
wyizolowanych ze zb6éz grzybéw plesniowych (termin realizacji: kwiecien-czerwiec 2018)
Podzadanie 3.

Identyfikacje wytwarzanych przez drozdze zwigzkéw lotnych hamujacych wzrost plesni
(termin realizacji: czerwiec-pazdziernik 2018)

Podzadanie 4.

Opracowanie skladu kultury drozdzowej oraz metody jej utrwalenia z zastosowaniem
techniki liofilizacji (termin realizacji: czerwiec-lipiec 2018)

Podzadanie S.

Oceng zdolnosci kultury drozdzowej do hamowania wzrostu plesni w ziarnie pszenicy
(préby przechowalnicze w mini silosach w warunkach laboratoryjnych) (termin realizacji:
lipiec-sierpien 2018)

Podzadanie 6.

Okreslenie skutecznosci zastosowania wytypowanej kultury drozdzowej w procesie
biokonserwacjii przechowywanego ziarna pszenicy, przy powiekszeniu skali do§wiadczenia
w warunkach produkcyjnych (sierpien-listopad 2018)

Podzadanie 7.

Opracowanie wynikow badan (termin realizacji: pazdziernik-listopad 2018)



3. Metody analityczne

W badaniach wykorzystano nastgpujace metody analityczne (Tab.1):

Tabela 1. Metody analityczne stosowane podczas realizacji zadania badawczego

Oznaczenie/metoda

Norma/procedura

Wilgotnos¢ ziarna zbéz

PN-EN ISO 712:2012 Ziarno zbdz i przetwory zbozowe -- Oznaczanie
wilgotnosci -- Metoda odwolawcza.

Metoda polega na oznaczeniu ubytku wilgotnosci po 3 godzinnych
suszeniu zmielonej probki ziarna w temp. 120°C

Liczba drozdzy i ple$ni

PN-EN ISO 4833:2004+Ap1:2005 Mikrobiologia zywnosci i pasz.
Ogoélne zasady oznaczania liczby drobnoustrojéw. Metoda plytkowa w
30°C.

PN-ISO 21527-2:2009 Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna
metoda oznaczania liczby drozdzy i plesni. Czes¢ 2: Metoda liczenia
kolonii w produktach o aktywnosci wody nizszej lub réwnej 0,95.

Wykonano posiew wglgbny probek (odpowiednich nawazek ziarna) i ich
dziesigtnych rozcieficzef w soli fizjologicznej, przygotowanych poprzez
wytrzasanie przez 30 min. w temp. Pokojowej, stosujac pozywke YGC
, odczytu wynikoéw posiewow dokonano po 5 dniach inkubacji plytek w
temp. 25°C

Zawartos¢é mikotoksyn w
ziarnie

Immunoenzymatyczna metoda Elisa z zastosowaniem komercyjnych
zestawow testéw firmy Romer Labs®, zgodnie z instrukcja producenta.

Mikotoksyny oznaczano w ekstraktach metanolowych (zmielong probke
ziarna wytrzasano przez 20 min. w 70% metanolu, nastgpnie
przesaczono i uregulowano pH do wartosci 6-8)

Identyfikacja gatunkowa
drozdzy i plesni

Izolacje catkowitego DNA z plesni i drozdzy wykonano przy uzyciu
komercyjnego zastawu Bead-Beat Micro AX Gravity A&A
Biotechnology, wedlug procedury izolacji DNA dostarczonej razem z
tym zestawem.

Identyfikacj¢ molekularng wyizolowanych plesni przeprowadzono na
podstawie sekwencji regiondw wewnetrznej transkrypcji  ITS
(wewnetrznych regionéw niekodujacych ang. internal transcribed
spacer), ktéra wystepuje w obrebie gendw rRNA. Poréwnanie sekwencji
regionu ITS jest szeroko stosowane w taksonomii i filogenezy
molekularnej m.in. z powodu wystepowania w duzej liczbie kopii.

Do przeprowadzenia reakcji PCR wykorzystano standardowe primery
ITS1 i ITS4 (Gardes i Bruns 1993, Martin i Rygiewicz 2005).
Sekwencjonowanie produktu PCR przeprowadzono za pomoca
sekwenatora kapilarnego w firmie Genomed. Zamplifikowane
fragmenty rDNA wykorzystano do okreSlenia taksonomicznego
pokrewienstwa grzybow strzgpkowych i drozdzy z sekwencjami
zdeponowanymi w bazie Blast

Liofilizacja drozdzy

Drozdze utrwalano metoda sublimacyjng prowadzona przy uzyciu
liofilizatora laboratoryjnego Christ Alpha 1-4, w ktérym mozliwe jest
przeprowadzenie wszystkich trzech etapéw procesu suszenia
sublimacyjnego: zamrazania, gléwnego suszenia oraz dosuszenia; na
dowolnym etapie procesu mozna kontrolowaé temperature produktu,
temperatur¢ kondensatora lodu oraz wartosé cisnienia. Jako dodatki
ochronne stosowano glicerol oraz odtluszczone mleko w proszku w
ilosci odpowiednio 25 % i 75 % w stosunku do masy wilgotnego
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materialu. Temperatura kondensatora lodu wahala sie w granicach od -
55 do -57 °C, a najnizsza temperatura suszonego preparatu osiggala
poziom -26 °C, wzrastajac pod koniec etapu dosuszania do warto$ci -5
°C. Proces dehydratacji trwal okolo 24 h. Koncowa wilgotnosé
preparatdw wynosila 2-3 %.
Adsorpcje zwigzkow z przestrzeni pomigdzy plytka z grzybnia plesni a
ptytka z drozdzami przeprowadzono przy uzyciv wlékna 75 pm
Carboxen-PDMS (Supelco), nastepnie po desorpcji zwigzkow w
komorze nastrzykowej chromatografu gazowego (w temp. 220°C)
wykonano analizg metoda chromatografii gazowej (chromatograf firmy
Varian, model 3800), po czym przeprowadzono identyfikacj¢ zwigzkéw
Identyfikacja lotnych za pomocg spektrometru masowego model Saturn 2000 z analizatorem
metabolitdw wytwarzanych typu pulapka jonowa. Korzystano z bibliotek widm Varian i NIST.
przez drozdze

Parametry metody chromatograficznej:

- kolumna kapilarna DB-5 MS

-temperatura dozownika 170°C

- program temperaturowy: 50°C (1,8 min.), wzrost (5°C/min.) do 220°C
i utrzymanie przez 1 min.

4. Wyniki
4.1. Ocena stopnia zanieczyszczenia pleSniami i mikotoksynami ziarna zbéz z

gospodarstw ekologicznych, pochodzacego ze zbioréw z roku 2017.

Materiat wykorzystany w tym podzadaniu stanowito ziarno r6znych zb6z pozyskane
z certyfikowanych gospodarstw ekologicznych znajdujacych sie w  réznych
wojewddztwach, pochodzace ze zbioréw w roku 2017. Przechowywane bylo ponad 8
miesigcy, przewaznie w big bagach. Wyniki analizy fizyko-chemicznej oraz
mikrobiologicznej ziarna przedstawiono w tab. 2.

Przeanalizowano lacznie 27 probek ziarna pigciu réznych zb6z pochodzacych z
Jjedenastu wojewddztw. Ziarno charakteryzowalo sie niska wilgotnoscia, w przedziale od 9,1
do 12,9%. Liczba drozdzy i plesni wynosita od 3,00 do 5,38 log j.tk. g (tab. 2).

W tab. 2 zaprezentowano wyniki oznaczenia pigciu réznych mikotoksyn, najczesciej
pojawiajacych si¢ w ziarnie zb6z. Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci wyzsze niz
dopuszczalne limity zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji (WE) NR 1881/2006 z dnia 19
grudnia 2006 r. ustalajagcym najwyzsze dopuszczalne poziomy niektorych zanieczyszczen w
$rodkach spozywczych.

Zawarto$¢ poszczegdlnych mikotoksyn byla zréznicowana w zaleznosci od ziarna.
We wszystkich analizowanych prébkach ziarna stwierdzono obecnos$¢ deoksyniwalenolu
(DON), ale na dopuszczalnym poziomie, ktéry wynosi 1250 pg kg' w przypadku
nieprzetworzonych zbodz, przy czym dla owsa limit zawartosci DON wynosi 1750 pg kg™

Zauwazono jednakze, ze w probkach owsa zawartosci DON-u byly najwyzsze w
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poréwnaniu do pozostatych zboz.

Dopuszczalna zawartos¢ sumy aflatoksyn (AFL) byla przekroczona tylko w jednej
prébee zyta i wynosila 6,5 pg kg™! (dopuszczalna zawarto$é sumy aflatoksyn wynosi 4,0 pg
kg!). Wieksza od dopuszczalnej zawarto$é ochratoksyny A (OTA) stwierdzono w czterech
prébkach ziarna, w tym dwoéch probkach jgczmienia. Stwierdzono obecnosé toksyny T-2 w
9 prébkach ziarna, w tym w czterech probkach zyta. W przypadku zearalenonu (ZEA) jego
zawarto$¢ byla wigksza od dopuszczalnej w czterech prébkach ziarna, przy czym w jednej
prébce zyta nawet dwukrotnie (dopuszczany poziom zanieczyszczenia tg mikotoksyng to
100 pg kg'). Nie zaobserwowano korelacji pomiedzy wilgotnoscia przechowywanego
ziarna, a zawarto$cia mikotoksyn w badanych probkach.

Z analizowanych probek ziarna udalo si¢ pozyska¢ 28 izolatéw grzybow
strzgpkowych (plesni) oraz okresli¢ ich przynalezno$¢ gatunkows metodg biologii
molekularnej. Wyizolowane plesnie nalezaly do rodzajow: Fusarium, Aspergillus,
Penicillium, Alternaria, Lichteimia oraz Trichoderma. Szczegélowe wyniki identyfikacji
zaprezentowano w tab. 3. Ponadto udalo si¢ wyizolowaé plesh z gatunku Fusarium
graminearum (rys. 2), ktéra wytwarza mikotoksyny z grupy pochodnych trichotecenéw:
deoksyniwalenol oraz toksyng T-2, a takze plesn z gatunku Fusarium sporotrichoides (rys.
3), ktéra odpowiedzialna jest za syntezg zearalenonu (Czerwiecki 2007; Jang i in. 2013; Da-
Woon i in. 2016).

Na podstawie przeprowadzonego screeningu stwierdzono, ze najwi¢ksze znaczenie
w przypadku ziarna zb6z ma deoksyniwalenol nalezacy do mikotoksyn fuzaryjnych,
poniewaz jego obecnos¢ zostala stwierdzona we wszystkich analizowanych probkach. We
wszystkich zbozach stwierdza si¢ naturalng obecnos¢ mikotoksyn fuzaryjnych w ilosci 200-
300 pg/kg. Jednak w warunkach sprzyjajacych rozwojowi ple$ni (podwyzszona
temperatura, duza wilgotnos¢), zanieczyszczenie mikotoksynami fuzaryjnymi moze

wzrosng¢ do niebezpiecznego poziomu az 2-4 mg/kg [Janowicz, 2007].
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Tabela 3. Gatunki grzybéw strzgpkowych wyizolowanych z ziaren zb6z na podstawie
sekwencji ITS1-ITS4

Oznaczenie izolatu Gatunek plesni
M1 Fusarium graminearum
M3 Fusarium cereals
M4 Fusarium cereals
M5 Penicillium chrysogenum
M6 Penicillium expansum
M7 Trichoderma longibrachiatum
M8 Lichteimia corymbifera
M9 Pennicilium commune

M10 Pennicilium crustosum
Ml1 Penicillium chrysogenum
M12 Lichteimia corymbifera
M13 Alternaria forlicesensis
M14 Penicilium chrysogenum
MI5 Aspergillus fumigatus
M16 Alternaria infectoria
M17 Alternaria alternata
MI18 Aspergillus oryzae
M19 Alternaria slovaca
M20 Alternaria infectoria
M22 Aspergillus sp.

M23 Asperillus niger
M24 Penicilium chrysogenum
M25 Fusarium graminearum
M26 Fusarium graminearum
M27 Lichteimia corymbifera
M28 Fusarium poe

M29 Fusarium sporotrichoides

Rys. 2. Fusarium graminearum Rys. 3. Fusarium sporotrichoides
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4.2. Potwierdzenie zdolnosci wybranych szczep6w drozdzy do hamowania wzrostu

wyizolowanych ze zb6z grzybéw plesniowych.

Zbadano aktywno$¢ przeciwplesniowa dwoéch szczepéw drozdzy wyizolowanych z
ziarna zb6z w trakcie realizacji podzadania 1: Rhodotorulla graminis (z pszenicy) oraz
Debaromyces hanseni (z zyta). Ich aktywno$é poréwnano z aktywnoscig przeciwplesniowa
szczepu wzorcowego, nalezacego do kolekcji drobnoustrojéow Zakladu Technologii
Fermentacji IBPRS: Candida tropicalis. Szczep ten zostal wyizolowany w ramach innych
badafi prowadzonych w Zakladzie i charakteryzowal si¢ wysokg aktywnoscia
przeciwplesniowa. Plesnie wykorzystane w tym doswiadczeniu stanowily szczepy
wyizolowane z ziarna zb6z w podzadaniu 1.

Na szalki Petriego wlewano podloze YGC z agarem, w ktérym rozprowadzono
odpowiednig ilos¢ komérek drozdzy, namnozonych uprzednio przez 24 godziny w ptynnym
podiozu YGC, do liczby 10° lub 10° komérek w 1 mL podioza. Nastepnie na zestalone,
zaszczepione drozdzami podloze nanoszono punktowo fragmenty grzybni plesni
wyhodowanych na statym podiozu YGC. Kontrole stanowity ptytki z podtozem zaszczepionym
tylko plesniami. Nastgpnie proby (wykonane w dwaoch powtérzeniach) inkubowano przez 10
dni w temp. pokojowej oraz w temp. 10°C.

Wyniki wyrazono w % zahamowania wzrostu plesni liczonych wedtug wzoru:

srednica grzybni proby kontrolnej — $rednica grzybni préby badanej
x 100%

$rednica grzybni proby kontrolnej

Wyniki przedstawiono w Tab. 4. oraz na Rys. 4.

Tab. 4. Zahamowanie wzrostu wybranych plesni (%) przez szczepy drozdzy w temp. 25°C

Aspergillus ory-ae Penicillum chrysogenum Fusarium graminearum
Liczba
drozdzy 10° 10° 10° 106 10° 106
[j-tk. mL"]
Candida 77,8 833 12,5 50,0 80,8 100
Rhodotorulla 80,6 80,6 brak 25,0 55,8 65,4
Debaromyces 68,9 77,8 brak brak 3,8 63,5




W poréwnaniu do szczepu wzorcowego nowowyizolowane szczepy drozdzy
charakteryzowaly si¢ mniejsza aktywnoscia antyplesniowa. Wigksza aktywnosé
antagonistyczng wobec wybranych plesni oznaczono w prébach o wigkszej liczbie komérek
drozdzy w pozywce. Szczep Rhodotorulla graminis zahamowal wzrost wybranych plesni w
wigkszym stopniu niz Debaromyces hanseni; najbardziej odporny na dzialanie wszystkich
drozdzy okazal si¢ szczep Penicillium chrysogenum.

Na podstawie wynikéw tego do$wiadczenia do dalszych badan wytypowano szczep
Rhodotorulla graminis, ktérego aktywno$¢ antyplesniowa zbadano dodatkowo w temp. 10°C
(Rys. 4).

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Aspergillus Fusarium Penicillium

25°C m10°C

Rys. 4. Zahamowanie wzrostu plesni (%) przez szczep drozdzy Rhodotorulla graminis w

zaleznosci od temp. inkubacji

W nizszej temperaturze szczep Rh. graminis wykazal wigksza zdolno$¢ hamowania
wzrostu ple$ni z rodzaju Fusarium i Penicillium w poréwnaniu do temp. 25°C.
Prawdopodobnie na wynik tego do$wiadczenia wpltynelo rowniez to, Ze niska temperatura
mogla spowodowa¢ wolniejszy wzrost plesni. Niemniej jednak tolerancja badanego szczepu
drozdzy na niskg temperaturg oraz wykazywana w niej aktywnos¢ antyplesniowa jest wynikiem
korzystnym z punktu widzenia zastosowania tego szczepu drozdzy w warunkach

produkcyjnych.
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4.3. Identyfikacja wytwarzanych przez drozdze zwigzkéw lotnych hamujacych

wzrost plesni.

W kolejnym etapie badan podjeto prébe identyfikacji lotnych zwigzk6w wytwarzanych
przez wybrany szczep drozdzy Rhodotorulla graminis, ktére maja znaczenie w hamowania
rozwoju plesni. W tym celu wykonano doswiadczenie, w ktorym na denko plytki Petriego
wylewano pozywke z agarem YGC, w ktorej rozprowadzono komorki drozdzy w ilosci 10°
j-tk./mL, a na denko drugiej ptytki wylewano podloze YGC z agarem, na ktére po zestaleniu
nanoszono punktowo fragmenty grzybni réznych plesni wyizolowanych ze zboza w
podzadaniu 1. Nastgpnie ptytki faczono szczelnie za pomoca parafilmu tak, aby nad plytka z
drozdzami znajdowala si¢ ptytka z plesniami. Plytki inkubowano w temp. 25°C. Po 6 dniach

zaobserwowano zahamowanie wzrostu plesni w poréwnaniu do préb kontrolnych (rys. 4-5).

Rys. 4. Wzrost Alternaria infectoria
(po lewej proba kontrolna, po prawej préba w obecnosci drozdzy)

Rys. 5. Wzrost Fusarium poe
(po lewej préba kontrolna, po prawej proba w obecnosci drozdzy)

15



Po 6 dniach inkubacji pomigdzy dwie ptytki wsuwano wiékno Carboxen-PDMS, za

pomoca ktérego przeprowadzano adsorbcjg zwigzk6w lotnych, po czym wiékno wprowadzano

do komory nastrzykowej chromatografu gazowego w celu desorpcji zwiazkéw. Nastepnie

przeprowadzono analiz¢ chromatograficzng zdesorbowanych analitéw i ich identyfikacje za

pomoca ukfadu GC-MS. Prébe kontrolng stanowity plytki z podiozem z drozdzami potaczone

z plytkami, na ktérych znajdowalo si¢ samo podloze YGC bez plesni. Wyniki analiz

przedstawiono w tab. 5 i 6.

Tabela 5. Lotne metabolity zidentyfikowane w probie drozdzy inkubowanych w obecnosci
Alternaria infectoria

Czas

M

Wzér sumaryczny

retencji Zwigzek [g/mol]
6.43 3,5,7-cycloheptatriene-1,-3-dimethanol 152.190 | CoHi20: (alcohol)
6.81 Thiophene,2-methoxy-5-methyl- 128.192 CsHsOS
Methanethione, (2,5-dimethylphenyl)-(2,4,6-
[ trimethylphenyl)-S- oxide R ClsHz08
11.92 Phenylethy! alcohol 122.164 CsHi0O
13.11 Benzene, 1 -ethenyl-4-methoxy- 134.175 CsH ;0O
CgHi,0
14.49 Ethanone, 1-(3-methylenecyclopentyl) 124.180 (keton)
24.57 9-octadecenoic acid, (2-phenyl‘-1 ,3-dioxolan-4- 444.656 CasHusO4
yl)methylester,cis- {ester)
Propanoic acid, 2-(3-acetoxy-4,4,14- Ca7H4204
b4 trimethylandrost-8-en-17-yl) (20629
3077 l-(4-hydroxy-3,-5-dl-t_ert.-butylphenyl)-2-methyl- 361.526 CpH3sNO;
3-morpholinopropan-1-one
35.13 9,17-octadecadienal, (Z) 264.446 CisH20
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Tabela 6. Lotne metabolity zidentyfikowane w probie drozdzy inkubowanych w obecnosci

Fusarium sp.

Czas retencji Zwigzek M,, [g/mol] Wzér sumaryczny
6.18 Benzene, (1-nitroethyl) 151.165 CsHsNO;
6.43 3,5,7-cycloheptatriene-1,-3- 152.190 CoH;20; (alcohol)
dimethanol
6.81 Thiophene,2-methoxy-5- 128.192 CsH:OS
methyl-
11.92 Phenylethyl alcohol 122.164 CsH;0O
15.14 Furan,3-phenyl 144.170 CioHsO
16.55 Phenol, 4-ethyl-2-methoxy 152.190 CoH;20,
(p-ethylguaiacol) .
21.20 7-¢elemene (1-ethenyl-1- 204.351 CisHa seskwiterpen
methyl-2,4-bis-(1- (Stereoisomer of B-
methylethenyl)cyclohexane elemene)
21.28 7-octylidenebicyclo [4,1,0] 206.373 CisHas
heptane
21.46 2,4, 4-trimethyl-3(3- 208.297 C13H200; (diketon)
oxobutyl)cyclohex-2-enone
21.54 2,5,-cyclohexadiene -1,4- 220.307 C14H200; (diketon)
dione,2,6 bis (1,1-
dimethylethyl), p-
benzoquinone
22.06 Benzene, 1-(1,5-dimethyl-4- 202.335 CisHz (terpen)
hexenyl)-4-methyl-a-
curcumene
24.57 9-octadecenoic acid, (2- 444.656 C2sH4404
phenyl-1,3-dioxolan-4- (ester)
yDmethylester,cis-
28.17 (3-methyl-1,4- 278.388 C20H220
diphenylbicyclo [2,2,0]hex-
2-yl) methanol
29.35 2-hexadecanol 242.441 CisH3.0
30.50 1,2-benzenedicarboxylic 334.449 C20H3004
acid, butyl octyl ester
30.77 1-(4-hydroxy-3,-5-di-tert.- 361.526 C2:H3sNOs
butylphenyl)-2-methyl-3-
morpholinopropan-1-one
35.13 9,17-octadecadienal, (Z) 264.446 CisH3,0

W przypadku préby drozdzy inkubowanych w obecnoéci plesni z rodzaju Alternaria w

fazie nadpowierzchniowej zidentyfikowano szereg zwigzkéw, ktorych nie wykryto w prébie

bez ples$ni. Na uwage zastuguje pochodna kwasu propanowego, ktory zgodnie z literaturg

naukowg wykazuje dziatanie przeciw drobnoustrojowe oraz przeciw nowotworowe (tab. 5).

W przypadku inkubacji drozdzy w obecnosci Fusarium poe zidentyfikowano nieobecny
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w probie kontrolnej zwigzek seskwiterpenowy, bgdacy stereizomerem beta-elemenu, zwigzku
wystepujacego w ziotach, przyprawach, warzywach korzeniowych, czy oleju z jalowca o
potencjalnych wlasciwosciach przeciw drobnoustrojowych (tab. 6).

Wyniki uzyskane z identyfikacji zwigzkéw w fazie nadpowierzchniowej, przy braku
bezposredniego kontaktu drozdzy z plesniami wskazuja, ze dzialanie przeciwplesniowe

badanego szczepu drozdzy jest zwigzane z dziataniem syntetyzowanych metabolitéw lotnych.

4.4. Opracowanie skladu kultury droidiowej oraz metody jej utrwalenia z

zastosowaniem techniki liofilizacji.

Do do$wiadczen zwigzanych z opracowaniem preparatu drozdzowego utrwalonego
technikg liofilizacji wybrano szczep Rhodotorulla graminis. Biomasg drozdzy otrzymano w
wyniku 48-godzinnej hodowli szczepu R.graminis w temp. 30°C, w pozywce plynnej z
ekstraktem stodowym, w warunkach stalego wytrzasania. Po tym czasie biomase odwirowano
(600 obr/min, 15 min., 4°C), uzyskujac 19% suchej masy w biomasie, a nastgpnie poddano
liofilizacji.

W liofilizacie oznaczono liczbe drozdzy, ktora ksztattowata sig na poziomie 1,0 x 10%j.t.k.
g'!. Liczba ta utrzymywata si¢ przez okres 3 miesiecy przechowywania preparatu w warunkach

chtodniczych. Preparat charakteryzowat si¢ bardzo dobra rozpuszczalnoicig w wodzie.

4.5. Ocena zdolnosci kultury drozdzowej do hamowania wzrostu plesni w ziarnie

pszenicy (préby przechowalnicze w mini silosach w warunkach laboratoryjnych)

W celu okreslenia sposobu stosowania nowo opracowanego biologicznego preparatu do
przechowywanego ziarna zb6z, zawierajacego drozdze Rhodotorulla graminis, wykonano testy
laboratoryjne w tzw. mini silosach. W tym celu ziarno pszenicy w ilo$ci 200 g umieszczono w
szklanych tubach ostonigtych z dwéch stron parafilmem z otworami (w celu wentylacji ziarna),

co obrazuje Rys. 6.

18
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Rys. 6. Mini sﬂosy laboratoryjne

Préby doswiadczalne stanowilo ziarno w silosach, na ktére rozpylono preparat
zawierajacy 1,0 x 10°j.t.k. g, rozpuszczony w wodzie, w taki sposéb aby liczba aplikowanych
komoérek drozdzy pozostawala na poziomie 1,0 x 10° j.tk. na 1 g ziarna. Wykonano dwa
warianty doswiadczen- z mniejszym i wigkszym dodatkiem wody Préby kontrolne stanowily
silosy z ziarnem bez dodatku preparatu, ale z réwnorzednym dodatkiem wody. Kazdy wariant
doswiadczenia wykonano w dwdch powtorzeniach. Proby przechowywano w temperaturze 25
i 10°C. Po 5 tygodniach oznaczono wilgotnos¢ ziarna oraz liczbe drozdzy i plesni. Poczatkowa

zawartos¢ wilgoci w ziarnie wynosita 9,6%. Wyniki oznaczen przedstawiono w tab. 7.

Tab. 7. Wyniki analizy ziarna pszenicy po 5 tygodniach przechowywania w mini silosach

Liczba drobnoustrojéw
[Log j.t.k. g']
Préba/ prze;x;’;vama Wilgotnosé
L)
symbol 1°C] [%] drozdze plesnie
K 10 12,3 3,48 4,65
25 10,2 3,70 4,60
P 10 12,6 5,81 4,70
25 10,1 5,52 3,95
10 15,1 4,00 4,30
25 12,8 4,89 4,54
gty 10 15,0 5,60 3,66
25 12,2 5,85 3,97

n.o. nie oznaczono (ponizej granicy oznaczalnosci metody)
+ odchylenie standardowe
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Symbole:

K — préba kontrolna, ziarno bez dodatku preparatu (dodano 0,2 mL wody)

P —ziarno z dodatkiem preparatu drozdzowego rozpuszczonego w 2 mL wody

K/W- préba kontrolna z dowilzaniem, ziarno bez dodatku preparatu (dodano 10 mL wody)

P/W-ziarno z dodatkiem preparatu drozdzowego rozpuszczonego w10 mL wody

Dodatek preparatu rozpuszczonego w wigkszej ilosci wody spowodowal wzrost
wilgotnosci ziarna do 15% w przypadku préb przechowywanych w temp. 10°C. W temp. 25°C
zawarto$¢ wilgoci po 5 tygodniach przechowywania w probach z wiekszym dodatkiem wody
wynosita 12,2-12,8% i zwigkszyla si¢ w stosunku do wilgotnosci poczatkowej o 2,6-3,2
punktéw procentowych. W prébach kontrolnych z wigkszym dodatkiem wody liczba drozdzy
i plesni byla zblizona w przypadku przechowywania silosow w temp. 10°C, w temp. 25°C
liczba plesni byta mniejsza niz liczba drozdzy (Tab. 7).

Préby 2z mniejszym dodatkiem wody po 5 tygodniach przechowywania
charakteryzowaly si¢ znacznie mniejsza wilgotnoscia niz proby opisane powyzej (10,1-12,6%).
W ziarnie z siloséw kontrolnych oznaczono wigcej plesni niz drozdzy niezaleznie od temp.
przechowywania, natomiast w prébach z dodatkiem preparatu liczba drozdzy byla wieksza niz
liczba plesni w obu wariantach temperaturowych (Tab. 7).

Wiyniki tego doswiadczenia wskazuja na konieczno$¢ zminimalizowania dawki wody
potrzebnej do rozpuszczenia preparatu tak, aby nie przekroczy¢ granicy 15% wilgotnosci, przy
ktérej moze dochodzi¢ do nadmiernego rozwoju plesni. Zdominowanie $rodowiska przez
drozdze daje szans¢ na zmniejszenie ewentualnego skazenia mikotoksynami

przechowywanego ziarna.

4.6. Okreslenie skutecznosci zastosowania wytypowanej kultury drozdzowej w
procesie biokonserwacji przechowywanego ziarna pszenicy, przy powi¢kszeniu skali

doswiadczenia w warunkach produkcyjnych.

W celu sprawdzenia skutecznosci dzialania nowo opracowanego preparatu
drozdzowego przeznaczonego do przechowywanego ziarna zbéz, wykonano doswiadczenia w
powigkszonej skali w warunkach produkcyjnych w dwéch gospodarstwach rolnych
zajmujacych si¢ uprawa pszenicy w systemie ekologicznym. Ziarno do doswiadczen

pochodzito ze zbioru z roku 2018 i charakteryzowalo si¢ nastepujacymi parametrami (Tab. 8):
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Tab. 8. Charakterystyka ziarna pszenicy wykorzystanego do do$wiadczer produkcyjnych

Liczba i
drobnoustrojéw Ml[kot(l)(ksl)iny
[log j.t.k. g] pe ke’

Gospodarstwo | Wilgotnos¢
[%]
plesnie drozdze OTA AFL T-2 DON | ZEA

200,8+
1 12,7 4,3 3.8 n.o. n.o n.o. 20,45 n.o.

II 2234+
12,7 4,6 3,5 n.o. n.o. n.o. 246 n.o

11 201,8+
17,0 5,1 <3,0 n.o. n.o. n.o. 16,17 n.o.

n.0. nie oznaczono (ponizej granicy oznaczalnosci metody)

+ odchylenie standardowe

Ziarno po zbiorze z dwdch gospodarstw charakteryzowato si¢ wilgotnoscig 12,7%. W
doswiadczeniu wykorzystano réwniez ziarno o duzej wilgotnosci (17%), nie podsuszone, w
ktérym liczba plesni byla wigksza niz w ziarnie o wilgotnosci 12,7%. We wszystkich prébach
ziarna oznaczono wigksza liczbg plesni niz drozdzy, co swiadczy o tym, ze tego typu
srodowisko naturalnie zdominowane jest przez grzyby strzepkowe. Ziarno bylo wolne od
zanieczyszczen mikotoksynami typowo przechowalniczymi (OTA, AFL), oznaczono w nim
natomiast deoksyniwalenol w dopuszczalnym stezeniu od 200,8 do 223,4 ug kg™'.

W gospodarstwie 1 wykonano proby przechowalnicze ziarna pszenicy. Ziarno

umieszczono w trzech rodzajach pojemnikow: beczkach plastikowych (P), beczkach

metalowych (M) oraz w drewnianych skrzyniach (D), w ilosci 50 kg (w kazdym rodzaju) (Rys.
7,8,9).

Rys. 7. Beczki plastikowe Rys. 8. Beczki metalowe
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Rys. 9. Drewniane skrzynie

Podczas zatadunku do pojemnikéw ziarno opryskiwano za pomoca opryskiwacza

r¢cznego dawka preparatu zawierajacego drozdze Rhodotorulla graminis w ilosci 1,0 x 10%j.t.k.

g-l

ziarna. Wykonano takze préby kontrolne wsypujac ziarno do pojemnikéw, ale bez dodatku

, rozpuszczonego wodzie wodociagowej. Wprowadzono w ten sposéb 2,0 x 10°j.t.k. na gram

preparatu. Wszystkie préby wykonano w trzech powtorzeniach. Pojemniki przechowywano
pod zadaszeniem przez dwa miesigce. Po uptywie jednego i dwdch miesiecy ze $rodka
pojemnikdw pobierano reprezentatywne préby przeznaczone do analiz. Wyniki oznaczen

zaprezentowano w Tab. 9.
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Tab. 9. Wyniki analiz ziarna pszenicy przechowywanego w réznych rodzajach zbiornikéw w gospodarstwie I

Po 1 miesigcu przechowywania

Po 2 miesiacu przechowywania

o 9 Liczba Mikotoksyny 9 Liczba Mikotoksyny
= S drobnoustrojéow [ng kg'] < drobnoustrojéow [ng keg']
N S E— . 1 E— i o
S E o [logj.tk..g'] o [logj.tk.. g'l
x5 = _ = _
g = drozdze | plesnie OTA AFL | DON | ZEA T-2 = drozdze | plesnie OTA AFL | DON | ZEA | T-2
KP 13,3 4,5% 3,8 n.o. n.o. 191,3 n.o. n.o. 14,8 <3,0 4.6 n.o. n.o. 179,3* | n.o. n.o.
P 13,7 5,4 5,0 n.o. n.o. 219,3 n.o. n.o. 14,9 3,5 3,5 n.o. n.o. 145,5 | n.o. n.o.
KM 13,2 3,9* 4,1 n.o. n.o. 2294 n.o. n.o. 14,6 <3,0 3,8 n.o. n.o. 180,7 | n.o. n.o.
M 13,6 5,6 4,5 n.o. n.o. 208,6 n.o. n.o. 14,4 3,4 3,3 n.o. n.o. 172,2 | n.o. n.o.
KD 13,2 4,.8* 3,7 n.o. n.o. 217,4 n.o. n.o. 15,0 5,5% 4.5 n.o. n.o. 161,1 n.o. n.o.
D 13,2 5.3 3,1 n.o. n.o. 204,7 n.o. n.o. 14,2 4.5 43 n.o. n.o. 166,6 | n.o. n.o.

n.o. nie oznaczono (ponizej granicy oznaczalnosci metody)

* wartosci $rednie danego parametru w kolumnie réznia si¢ istotnie przy poziomie istotnosci a=0,05

Symbole:

KP — proby kontrolne w beczkach plastikowych

KM - préby kontrolne w beczkach metalowych

KD — préby kontrolne w drewnianych skrzyniach
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Po pierwszym miesigcu przechowywania zaobserwowano, ze prawie we wszystkich
probach (kontrolnych i z preparatem) liczba drozdzy w ziarnie byta wyzsza od liczby plesni.
Liczba drozdzy w ziarnie w pojemnikach po miesigcu przechowywania byla tez wieksza od
liczby drozdzy w ziarnie po zbiorze. W pojemnikach plastikowych i drewnianych liczba
drozdzy byla istotnie wigksza niz w probach kontrolnych. Po miesigcu przechowywania w
ziarnie nie oznaczono mikotoksyn przechowalniczych (OTA, AFL), ani fuzaryjnych (ZEA,
T-2/HT-2). Nie wzrosta istotnie zawarto§¢ DON-u w prébach w poréwnaniu do ziarna po
zbiorze.

Po dwoch miesigcach przechowywania zmienita si¢ proporcja drozdzy do plesni. W
probach kontrolnych przechowywanych w beczkach plastikowych i metalowych
zmniejszyta si¢ liczba drozdzy (ponizej log 3,0). W probach kontrolnych przechowywanych
w drewnianych skrzyniach drozdzy bylo istotnie wiecej niz w probie z dodatkiem preparatu
oraz wigcej niz plesni. Sposréd oznaczanych mikotoksyn, w ziarnie stwierdzono jedynie
obecno$¢ deoksyniwalenolu, ktérego istotnie wigcej bylo w probie kontrolnej
przechowywanej w plastikowych beczkach w poréwnaniu do préb z dodatkiem preparatu.
Ogolnie zawarto§¢ DON-u byla nizsza od wartosci stwierdzonych po miesiacu
przechowywania, co moze by¢ spowodowane addycj¢ toksyn do struktur s$ciany
komorkowej; wystepowanie tego zjawiska zostalo opisane w literaturze naukowej (Shetty i
in. 2007, Piotrowska 2012).

Ponadto zaobserwowano wzrost wilgotnosci ziarna po okresie przechowywania w
stosunku do wartosci wyjsciowej, co moze by¢ wynikiem niedostatecznej wentylacji ziarna

przechowywanego w zastosowanych pojemnikach.

W gospodarstwie II ziarno przechowywane bylo w polietylenowych workach (Rys.
10).
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Rys. 10. Polietylenowe worki do przechowywania ziarna

W doswiadczeniu wykorzystano ziarno charakteryzujgce si¢ zréznicowang

wilgotnoscia (Tab.8). Do workéw nasypywano po 50 kg ziarna, ktére opryskiwano za

pomoca opryskiwacza recznego taka safnq dawka preparatu drozdzowego, jak w

gospodarstwie I. Wykonano takze proby kontrolne (ziarno bez dodatku preparatu).

Wszystkie proby wykonano w trzech powtdrzeniach. Po zadanym czasie z workéw

pobierano préby ziarna w ten sam sposab, jak to bylo opisane w przypadku do$wiadczenia

w gospodarstwie I. Wyniki analiz ziarna przedstawiono w Tab. 10.

Tab. 10. Wyniki analiz ziarna pszenicy przechowywanego w workach polietylenowych w

gospodarstwie 11

Po 1 miesiacu przechowywania

Po 2 miesigcu przechowywania

Ziarno A B A B
Parametr kontrola | preparat | kontrola | preparat | kontrola | preparat | kontrola | preparat
W”%,‘,{’,:i’“c 15,2 16,2 11,7 12,3 15,1 15,9 12,7 12,6
Drosdeellos.| 30 <3,0 <3,0 4,1 <3,0 3,0 <3,0 4,0
J't'k'g ] t * b b I’ * t k)
Plesnie
[log jtkg] 6,4 6,5 43 4,3 6,2 6,5 4,0 4,5
Mikotoksyny
[ug k'
OTA 36,8 38,9 n.o. n.o. 35,7 37,8 n.o. n.o.
AFL n.o. n.o. n.o. n.o. n.o. n.o. n.o. n.o.
DON 200,8 212,6 180,2 195,7 426,1 472,1 366,0 394,1
ZEA n.o. n.o. n.o. n.o. n.o. n.o. n.o. n.o.
T-2 n.o. n.o. n.o. n.o. 153,2 154,3 132,7 141,6

n.o. (nie oznaczono, ponizej granicy oznaczalnosci metody)
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Symbole:
A- Ziarno o wigkszej wilgotnosci poczatkowej

B- Ziarno o mniejszej wilgotnosci poczatkowe;j

Wilgotnos¢ ziarna A w czasie przechowywania utrzymywala sie na poziomie powyzej
15%. W ziarnie tym liczba drozdzy byla mniejsza niz plesni niezaleznie od zastosowania
preparatu drozdzowego. Juz po pierwszym miesigcu przechowywania w ziarnie A
oznaczono bardzo wysokg zawarto$¢ ochratoksyny A, ktorej stezenie nie roznito sig istotnie
w zaleznosci od proby (kontrola czy préba z preparatem drozdzowym). Po dwéch
miesigcach przechowywania oznaczono réwniez toksyng¢ T-2 w ilosci przekraczajacej
poziom wskaZznikowy, ktory zgodnie z Zalecaniem Komisji Europejskiej z 27 marca 2013 r.
nie powinien w przypadku nieprzetworzonego ziarna pszenicy przekracza¢ wartosci 100 pg
kg! (dla sumy toksyn T-2 i HT-2). Po dwéch miesigcach przechowywania wzrosta réwniez
dwukrotnie zawarto$¢ deoksyniwalenolu, co $wiadczylo o rozwoju w ziarnie plesni z
rodzaju Fusarium, a ktérych wzrost nie zostal dostatecznie zahamowany przez
wprowadzone z preparatem drozdze. Swiadczy to o tym, ze w przypadku przechowywania
ziarna na jego jakos$¢ decydujacy wplyw ma wilgotno$¢ i przy poziomie powyzej 15%
zastosowany preparat drozdzowy nie jest efektywny w ograniczaniu rozwoju plesni, a tym
samym ograniczaniu skazenia mikotoksynami.

W ziarnie B o mniejszej wilgotnosci poczatkowej w probach z dodatkiem preparatu
oznaczono wieksza liczb¢ drozdzy w porownaniu do prob kontrolnych. Liczba plesni nie
byta istotnie zréznicowana w zaleznosci od zastosowania preparatu. Po dwéch miesigcach
przechowywania w ziarnie oznaczono wigksza zawartosé¢ deoksyniwalenolu oraz toksyny
T-2 w stosunku do ziarna bezposrednio po zbiorze, a dodatek preparatu nie miat wptywu na
zmniejszenie stezenia tych mikotoksyn.

Na obecnos¢ mikotoksyn w ziarnie zb6z ma wplyw bior6znorodnosé grzybow
plesniowych, ktére rozwijaja si¢ na roslinach podczas ich wegetacji, jak pdzniej w
magazynowanym surowcu (Czerwiecki 2007). Obecnosé DON i toksyny T-2 w ziarnie po
kilku miesiacach przechowywania $wiadczyla o tym, ze w czasie wegetacji nastgpito
porazenie pszenicy plesniami z rodzaju Fusarium, ktdre rozwinely sie podczas skfadowania
ziarna w workach polietylenowych. W ziarnie po zbiorze liczba plesni byla znacznie wigksza
niz drozdzy (Tab. 8), co nie pozwolito drozdzom wprowadzonym do ziarna z preparatem na

dostateczne opanowanie Srodowiska. Z tego wzgledu zaleca si¢ opryskiwanie ziarna
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preparatem drozdzowym zaraz po zbiorze, aby zwigkszy¢ ich szanse na rozwé6j w

magazynowanym ziarnie. Zasadne jest takze zbadanie, czy efektywne byloby zastosowanie

preparatu o wigkszej koncentracji drozdzy. Ponadto magazynowania ziarna w workach

polietylenowych nie zapewnia dostatecznej wymiany powietrza mig¢dzy ziarnami. Z tego

powodu w przypadku aktywnosci antyplesniowej uwarunkowanej dziataniem lotnych

zwigzkéw wytwarzanych przez drozdze nie ma mozliwosci hamowania wzrostu plesni

toksynotwérczych w workach polietylenowych.

S.

Whioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan sformutowano nastepujace wnioski:

v

v

Ziarno zb6z uprawiane w systemie ekologicznym nie jest wolne od zanieczyszczenia
mikotoksynanﬁi, z ktérych najpowszechniej wystepuje deoksyniwalenol. |
Wyizolowane z ziarna zbdz dwa szczepy drozdzy Rhodotorulla graminis i
Debaromyces hanseni wykazuja aktywnos$¢ antyplesniowa, hamujgc w warunkach
laboratoryjnych wzrost plesni z rodzajow: Aspergillus, Alternaria, Fusarium,
Penicillium. Stopien zahamowania wzrostu plesni rézni si¢ w zaleznosci od szczepu
drozdzy, liczby komoérek drozdzy oraz temperatury inkubacji.

Wickszg aktywnos¢ antyplesniowa wykazuje szczep Rhodotorulla graminis, ktéry
zdolny jest do efektywnego hamowania wzrostu plesni réwniez w niskiej
temperaturze oraz syntezy lotnych metabolitow o dzialaniu
przeciwdrobnoustrojowym.

Szczepy Rhodotorulla graminis wykazuje przydatno$é¢ do produkcji preparatu
utrwalonego metoda liofilizacji.

Zastosowanie preparatu zawierajacego szczep Rhodotorulla graminis do ziarna
pszenicy podczas jego dwumiesiecznego przechowywania w pojemnikach
metalowych, plastikowych czy drewnianych skutkuje zmniejszeniem liczby plesni
oraz zwigkszeniem liczby drozdzy w ziarnie.

Preparat z Rhodotorulla graminis nie wykazuje efektywnego dziatania w przypadku
zastosowania go do ziarna o wilgotnosci powyzej 15% oraz przechowywanego w
polietylenowych workach.

Niezbe¢dne sa dalsze badania nad wptywem preparatu z Rhodotorulla graminis na
stopiefi porazenia plesniami i mikotoksynami ziarna po dluzszym okresie jego

przechowywania.
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