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ABSTRACT. In moist barlery grains contaminated with Aspergillus parasiticus the contents of
ergosterol and aflatoxins was determined with HPLC method.
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Wstep

W produktach spozywczych i paszach pochodzenia ro§linnego podczas prze-
chowywania dochodzi do rozwoju Aspergillus sp. i Penicillium sp. Porazenie ziarna
zb6z w klosie ma miejsce takze juz na polu przez Fusarium sp., szczegblnie w
wilgotnym okresie zniw. Niebezpieczenstwo jest tym wieksze, gdy obok saprofitéw
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na produktach nastepuje wzrost patogennych form grzybéw i wytwarzanie ich
toksycznych metabolitéw.

W takim przypadku nalezy flore grzybowsa oznaczy¢ do formy patogennej
i ustali¢ powstata mikotoksyne. Jednak nie wszystkie laboratoria sa przygotowa-
ne do powyzszych metod analitycznych.

Konwencjonalne metody mikologiczne porazonych plesniami produktéw

oparte s gléwnie na metodach posiew6w. Niektérzy jednak autorzy (Leibetseder
1993, Schwadorf i Miiller, 1989) sygnalizuja, ze metody mikrobiologiczne z posie-
wami kulturowymi sa niedokladne, poniewaz potwierdzaja jedynie obecnos¢ za-
rodnikéw zdolnych do rozmnazania. Kazda obrébka termiczna lub dodatek
konserwantu do produktu moze zredukowa¢ stopien porazenia i wéwczas trudno
ustali¢ faktyczna poczatkows zawarto§é komérek grzybowych w surowcu. Prob-
lem ten narasta przy patogennych grzybach. W powyzszych przypadkach moze
wystepowaé brak ich izolatéw, natomiast mikotoksyny moga byé obecne.
W pracach m.in. Leibetsedera (1993), Miillera i in. (1994), Petterssona (1995),
Petterssona i Agendal (1995) oraz Schwadorfa i Miillera (1989) wykazano, ze
chemicznym indykatorem dla biomasy powstalej z flory grzybowej moze by¢
ergosterol (ERG), ktérego zawartos¢ uwzglednia zaréwno ilosé¢ zywych jak i
martwych komérek. Wezesniej Lew (1981) badajac porazong kukurydze, zapropo-
nowal stopien zagrzybienia okresla¢ iloscig chityny i ergosterolu. Ostatnie donie-
sienia Landes i in. (1995), obok powyzszych wskaznikéw wymieniaja metodg ze
strukturalnymi polisacharydami (EPS) na bazie immunologicznej.

Leibetseder (1993) stwierdza, ze badania ergosterolu stanowig novum i
nalezy je traktowaé wstepnie, poniewaz ten sterol produkuja takze drozdze, co
moze znieksztalcaé stopien kontaminacji fuzarioz. Jednak w rutynowych bada-
niach okreslajacych ogélne skazenie produkt6w (szczeg6lnie ziarna zb6z) przez
pleénie, oznaczenie ergosterolu — zasadniczego skladnika w blonie grzyba, wydaje
sie by¢ obiecujacym i trafnym.

Celem badan bylo okreslenie ergosterolu w ziarnie jgczmienia skazonym
patogennym grzybem, przy udziale suboptymalnego dodatku konserwantéw.

Material i metody

Patogenny Aspergillus parasiticus 284U kultywowanona pozywkach Czapek
Dox agar w temperaturze 25°C przez 7 dni. Spory wymyto roztworem wodnym
z udziatem 0,2 % peptonu i 0,1 % Tween-80, uzyskujac zawieszenie w 1 ml okolo
5x 10’ (Holmberg i in. 1989). Roztwér wprowadzono do 25 kg ziarna jeczmienia,



127

uzyskujac zawarto$é komoérek grzybowych 3,9 x 10° cfuw 1 g. Skazony materiat
wykorzystano do 2 doéwiadczen.

Doswiadczenie 1
Wilgotno$¢ materiatu podniesiono do 23 % i dodawano 0,3 % konserwantow,

uzyskujac warianty: 1. préba kontrolna, 2. mréwczan sodu, 3. propionian sodu,
4. kwas mréwkowy (98 %), 5. kwas propionowy (99,5 %).

Doswiadczenie 2

Wilgotno&¢ materiatu podniesiono do 36 % i dodano 0,3 % konserwantow
i inoculant, uzyskujac warianty: 1. préba kontrolna, 2. kwas mréwkowy (98 %),
3. kwas propionowy (99,5 %), 4. wariant 2 i 3 (1/1), 5. inokulant — Siloferm plus
(bakterie kwasu mlekowego i enzym).

Ziarno doswiadczenia 1, umieszczono w szklanych pojemnikach o pojemnosci
1,5 kg z dostgpem powietrza (otwér przeplywowy uszczelniono wata).

Ziarno doéwiadczenia 2, umieszczono w szklanych pojemnikach o pojemnosci
2,5 kg bez dostepu powietrza (rurka odprowadzajaca gazy wypetniona plynem)
powodujac proces kiszenia.

Wszystkie warianty w dwéch powtérzeniach pozostawiono w temperaturze
25°C. Po 5 tygodniach wizualnie okre§lono stopien porazenia materiatu, ktory
nastepnie wyjalowiono, wysuszono i rozdrobiono. Zawartosé ergosterolu okreélono
metoda HPLC z detekcja UV, wg Schwadorfa i Miillera (1989) z modyfikacjg
procesu ekstrakcji, wykorzystujac kolumne Extrelut (Pettersson iin. 1995).
W tych samych prébach analizowano ilos¢ powstatych aflatoksyn, metodg HPLC
z detekcja fluorescencji i tworzeniem pochodnych przez kwas tréjfluoro-octowy

(Holmberg i in. 1989).

Wyniki i dyskusja

Organoleptyczna ocene stopnia skazenia dokonano wizualnie, poréwnujac
wszystkie warianty. W doéwiadczeniu 1: bez zmiany barwy préba 5, lekko zielony
kolor wystapil w 1, 2 3 prébie, natomiast wariant 4 (z kwasem mréwkowym) na
calym przekroju zostal poroéniety grzybem (kolor intensywnie zielony).

W doéwiadczeniu 2: jedynie wariant 2 wykazywal ogniskowe zagrzybienie.

Stosowana w do§wiadczeniu grzybnia Aspergillus parasiticus zawierala 4,2
ug ergosterolu w 1 gramie suchej masy. Wartoéé ta jest zblizona do wartoSci
ustalonych dla grzybni innych grzybéw z rodzaju Penicillium, Fusarium oraz
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Alternaria (Pettersson i in. 1995). W suchym ziarnie jeczmienia (88 % suchej
masy) przeznaczonym do badan stwierdzono 7,55 mg/kg ergosterolu.

Wartos¢ ta jest znacznie wyzsza od zawartosci sterolu podanej w pracach
Leibetsedera (1993) oraz Lewa (1981). Podobnie autorzy metody (Schwadorf
i Miiller, 1989) okreslili ergosterol w suchym ziarnie zb6z, na poziomie 2-3 mg,
natomiast dla kukurydzy ponizej 1 mg. Miiller i in. (1994), analizujac w dwéch
kolejnych latach wiekszg ilo§é préb pszenicy i otrgb pszennych, wykazali we
wszystkich obecno§é ergosterolu, gdzie w ziarnie zawartos¢ jego wynosita 1,8-14,1
(x-4,7), a w otrebach 5,4-60,4 mg/kg (x-11,3). Wzrost poziomu ergosterolu skore-
lowany byt ze wzrostem deoxynivalenolu (DON), ktéry wykryto w 100 % préb
otrab, natomiast dla ziarna 100 i 74 %.

Uzyskane w badaniach wlasnych wyzsze zawartoéci ergosterolu, to efekt
zastosowania kolumny Extrelut, podczas ekstrakcji z n-heksanem oraz doktad-
niejszej chromatograficznej analizy ekstraktu. Oznaczenie wykonano z
kolumng 5 p silikatowa, n-heksanem/izoamyl alkoholu (95+5), przy fazie
ruchomej 1 mV/minute i UV-detekeji 282 nm. Modyfikacja metody dala o 40 %
wyzsze wartoéci oznaczeri, niz metoda oryginalna. Dla wydajnosci ekstrakeji,
wazna jest wielkos¢ czastek badanej préby. Analizowane cate ziarno lub grubo
zeérutowane obniza dokladno§é oznaczer. Zmielenie powinno nastapi¢ sitem
o érednicy 1,0 lub 0,5 mm.

W tabeli 1 przedstawiono powstalg po 5 tygodniach ilos¢ ergosterolu
i aflatoksyn w konserwowanym ziarnie z dostgpem powietrza.

Wystapil wyrazny rozwéj patogennych izolatéw Aspergillusa w wariancie
kontrolnym oraz z udzialem soli, a przede wszystkim przy zastosowaniu kwasu
mréwkowego.

Powyzsze wyniki potwierdzaja oznaczenia ergosterolu, ktérego poziom w
stosunku do suchego ziarna wzrést do 28-34 mg/kg. Z zastosowanych konserwan-
téw jedynie kwas propionowy ograniczyl rozwdj grzyba. Suboptymalna 0,3 %
dawka tego kwasu jest wystarczajaca iloscig do przechowywania porazonego
ziarna o wilgotnosci powyzej 20 %, co potwierdzaja wyniki uzyskane w prébie 5,
nie stwierdzono wéwczas aflatoksyn i zanotowano minimalny wzrost ergosterolu
o 2 mg. Kwas mréwkowy (préba 4) w stosowanej dawce spotegowal tworzenie
aflatoksyn. Niniejszym potwierdzono wczesniejsze badania szwedzkie (Holmberg
i in. 1989), gdzie obecnie zabroniono uzywania tego preparatu do konserwacji
wilgotnego ziarna zb6z. Poréwnanie réznych metod oznaczen aflatoksyn na bada-
nym materiale zostalo przedstawione w innej pracy (Grajewski i in. 1995).

Tabela 2 obrazuje zawarto$¢ ergosterolu i aflatoksyn w zakiszonym ziarnie
(bez dostepu powietrza). Mimo silnego skazenia materiatu i przetrzymywania
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przez 5 tygodni w sprzyjajacej temperaturze, brak doptywu tlenu catkowicie
ograniczyl rozwéj zarodnikéw grzyba. Potwierdzenie uzyskano oznaczajgc ergo-
sterol, ktérego ilo§é nie ulegta podwyzszeniu. Nie wykryto takze obecno$ci aflato-
ksyn.

W przeprowadzonych badaniach nie wyja$niono, czy zawarto$é ergosterolu
moze byé odnoénikiem do stopnia patogennosci powstalych aflatoksyn. Problem

wymaga dalszych badan.
Rys. 1 przedstawia chromatogram standardu ergosterolu, natomiast rys. 2

zawarto$é ergosterolu badanych wariantéw pierwszego doswiadczenia.

Wnioski

1. Ergosterol moze by¢ chemicznym indykatorem okre§lajacym stopien zagrzy-
bienia produktu, szczegdlnie uzytecznym w badaniach rutynowych ziarna
zboz.

2. Wprowadzona kolumna Extrelut do zmodyfikowanej metody, pozwolita do-
ktadniej oznaczy¢ zawartosé ergosterolu.
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DETERMINATION OF ERGOSTEROL IN PRODUCTS CONTAMINEO
WITH PATHOGENIC FUNGI AND MYCOTOXINS

Summary

The contents of ergosterol and aflatoxins were examined in moist barley
grains, contaminated with pathogenic fungi with preservatives with and without
air access.

Spores from strain of Aspergillus parasiticus isolated from acid treated were
inoculated under the temperature of 25° C into newly harvested moist barley with
the following treatment control with A. spores added 0,3 % by weight: a) (air
access) — propionic acid, formic acid, sodium propionate, sodium formate, b) (no
air access) — propinic acid, formic acid, mixiture (1/1), Siloferm plus. The subop-
timal doses conservants were used to study the risk of ergosterol and aflatoxin
formation in connection with failures of particulary acid preservation of moist
grain. The results display a clear difference between formic and propionic acid
treatments. The growth of A. parasiticus and ergosterol and aflatoxin production
was restricted in propionic acid treated grain. In grain treated with formic acid
alone, A. parasiticus totally dominated the fungal flora and produced high levels
of ergosterol and aflatoxins. Both metabolites were determined with HPLC.

Ergosterol may stand as the chemical indicator determining product conta-

minations (especially grains) with fungal flora.
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Tabela 1. Zawarto&é ergosterolu i aflaotoksyn w wilgotnym ziarnie jeczmienia po
5 tygodniach (z dostepem powietrza)

Table. 1. The contents of ergosterol and aflatoxins in moist barley grains after 5
weeks (air access)

Nr préby Konserwant (0,3%) Ergosterol Aflatoksyny
Nr sample Conservants (0,3%) (mg/kg wilgotnej masy) Bi, Bz, G1, G2
(mg/kg wet matter) | (ug/kg wilgotnej masy)
(ng/kg wet matter)
1 Bez konserwanta (kontrola) 32,23 8.8
With out conservants (control)
2 Mréwczan sodu 3454 3.8
Natrium formiat
3 Propionian sodu 31.18 0.9
Natrium propionat
4 Kwas mréwkowy 28.37 34.7
Formic acid
5 Kwas propionowy 9.52 nw
Propionic acid
Suche ziarno 7.55 nw
Dry grain
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Tabela 2. Zawarto$¢ ergosterolu i aflatoksyn w zakiszonym wilgotnym ziarnie
jeczmienia po 5 tygodniach (bez dostgpu powietrza)

Table 2. The contents of ergosterol and aflatoxins in moist barley grains after 5
weeks (no air access)

Nr préby Konserwant (0,3%) Ergosterol Aflatoksyny
Nr sample Conservants (0,3%) (mg/kg wilgotnej masy) B1, Bg, G1, G2
(mg/kg wet matter) | (pg/kg wilgotnej masy)
(ng/kg wet matter)
1 Bez konserwanta (kontrola) 7.28 nw
With out conservants (control)
2 Kwas mrowkowy 6.44 nw
Formic acid
3 Kwas propionowy 6.29 nw
Propionic acid
4 Wariant 2 1 3 (1/1) 6.68 nw
Mixture acid (1/1)
5 Siloferm plus 7.75 nw
(inoculant)
Suche ziarno 7.55 nw
Drlgra.in
nw — nie wykryto

nw — not detected
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IT 0
ERG
6.25

ER O
DATA SAVED TO BIN # 23
ERGO >< 23:12:56 CH= "B" PS= 1.
FILE 6. METHOD 5. RUN 222 INDEX 1 BIN 23
ANALYST: MA
NAME UG RT RREA BC RF
ERGO 29.647 6.25 974854 01 32881.8

TOTALS 29.647 974854

Rys. 1. HPLC — chromatogram standard ergosterolu
Fig. 1. HPLC - chromatogram standard of ergosterol

ERGO >< 23:12:56 CH=“B"PS=1.

FILE 6. METHOD 5. RUN 222 INDEX 1 BIN 23
ANALYST: MA

NAME UG RT AREA BC RF

ERGO 29.647 6.25 974854 01 32881.8

TOTALS 29.647 974854
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control  natrium formiat natrium propionat formic acid propionic acid dry grain

Rys. 2. HPLC — chromatogram ergosterolu w wilgotnym ziarnie jeczmienia po 5 tygodniach (z

dostepem powietrza)
Fig. 2. HPLC - ergosterol chromatogram in moist barley granis after 5 weeks (air access)



