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Badanie toksynotwérczych wlasciwosci szczepdw Aspergillus

ochraceus wyosobnionych z pasz
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Zainteresowanie obecnoécig grzybéw w érod-
kach spozywczych i paszach oraz niebezpie-
czenistwem zwigzanym z toksynotwérezymi wia-
sciwosciami tych mikroorganizméw datuje sie
od niedawna. W sprzyjajacych warunkach eko-
logicznych niektére grzyby, zwane czesto ples-
niami, wytwarzajg toksyczne metabolity, ktore
wykazuja wiasciwosci patogenne dla ludzi i
zwierzat. Grzyby bytujace w zywnosci i pa-
szach nalezg do réznych grup systematycznych.
Bardzo rozpowczechnione w $rodowisku sg
gatunki rodzaju Aspergillus a wéréd nich
grzyby mnalezgce do  grupy Aspergillus
ochraceus. Wyosobniono je z gleby, wa-
rzyw, zb6z 1 pasz (12, 22, 23, 7). W
wyniku przeprowadzonych badan nad ich
wladciwosciami toksynotwérezymi stwierdzono.
ze wiele szczepow tej grupy wytwarza w trak-
cie przemian metabolicznych toksyczne substan-
cje zwane ochratoksynami. Ochratoksyny sa
silnie nefro- i hepatotoksyczne dla zwierzat la-
boratoryjnych, hodowlanych i ludzi, a ponadto
oddzialywuja na organogeneze plodows (11, 12,
13, 24). Zdolnoé¢é do metabolizowania tych
zwiazkow zalezy w znacznym stopniu od wlas-
ciwosci genetycznych szczepu, odpowiedniej
wilgotnosci, temperatury, napowietrzania i skla-
du chemicznego substratu.

O wystepowaniu ochratoksyn w paszach do-
nosili autorzy ze Stanéw Zjednoczonych, Kana-
dy, Danii, Szwecji i Jugostawii (10, 11, 12, 22).
Obecnos¢ toksyn Aspergillus ochraceus stwier—
dzono réwniez w krajowych zbozach oraz prze-
mystowych mieszankach paszowych (4, 8, 9, 18).

W badaniach wlasnych prowadzonych nad
wystepowaniem grzybéw w mieszankach pa-
szowych dla drobiu i ich skladnikach wyosob-
niono 2500 szezepdw, ktére zaliczono do 114
roznych gatunkéw (2). W surowcach i mieszan-
kach paszowych najczeéciej stwierdzano Absi-
dia corymbifera, Aspergillus candidus, Asper-
gillus flavus, A. ochraceus, A. fumigatus, Fusa-
rium moniliforme. Celem obecnej pracy byto
okreflenie wlasciwosci toksynotwérezych wyizo-
lowanych szezepéw nalezacych do grupy Asper-
gillus ochraceus.

Materiat i metody

Szezepy grzybéw. Przedmiotem badan bylo 15 szeze-
pOw grzybow z grupy Aspergillus ochraceus, z kté-
rych 7 wyizolowano z pszenicy, 4 — z poeksirakeyj-
nej sruly sojowej, 2 — z przemyslowych mieszanek
paszowych, 1 — z maczek rybnych oraz 1 — z siana.
Do doswiadezei wlaczono jako kontrolne nastepujgce
szezepy ochratoksynotwéreze: M 298 (FDA) i D 29,
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otrzymane w Station Pharmacologie et Toxicologie,
LN.R.A. Toulouse oraz PJ — 1 (L Wet.) wyosobniony
z sernika (6, 19). Przynaleznoéé gatunkowa wymienio-
nych grzybéw okrediono zgodnie z uprzednio opisang
metodykg wg klucza Rapera i Fennell (1, 20). Izolaty
przechowywano na skosach agaru glukozowo-ziemnia-
czanego w temperaturze 4°C. Ze wszystkich grzybow
sporzadzono hodowle jednozarodnikowe i odmladzano
je przez 14-dniowa hodowle w temperaturze 26°C na
skosach z agarem glukozowo-ziemniaczanym.

Podloza i inkubacje. W badaniach stosowano pod-
foza plynne YES i pszenice. Do 100 ml kolbek Erlen-
mayera rozlewano po 20 ml podloza plynnego i po-
siewano konidiami pobranymi ze skosow agarowych.
Kolbki z posiewami inkubowanoc w temperaturze
26°C przez 13 dni. Pszenice (50 g) umieszezono w 500
ml kolbkach, dodawano 25 ml wody i sterylizowano
przez 20 min. w autoklawie w temperaturze 121°C.
Pszenice posiewano zarodnikami uzyskanymi przez
zmycie skosu agarowego 4 ml jaulowej wody destylo-
wanej z 0,00% dodatkiem Tweenu 80. Kolby z posie-
wami inkubowano w temperaturze 26°C przez 21 dni
wstrzgsajac kilkakrotnie w kazdym dniu hodowii.

Stosowana w badaniach metoda oznaczania zawar-

toSci ochratoksyny A skladala sie z etapéw i byla
nastepujgca.

Ekstrakeja. Izolacje toksyn z podioza plynnego pro-
wadzuno po zakwaszeniu do pH 2 z uzyciem | n kwasu
solnego. Zawartosé kazdej kolby zalewano 60 ml chlo-
roformu, ogrzewano w laZni wodnej do temperatury
40°C, nastepnie wytrzasano mechanicznie przez 10
min. Po zebraniu chloroformu pozostaloéé ponownie
poddawano ekstrakeji 40 ml chloroformu. Polgczone
ekstrakty chloroformowe odwadniano bezwodnym sjar-
czanem sadowym, odparowywano do sucha w tempe-
raturze do 37°C i oczyszczano.

Ekstrakeje ochratoksyn ze splesnialej pszenicy pro-
wadzono wg metody Schindlera i Nesheima (21). Psze-
nicg w kolbach zalewano 250 ml chloroformu i ogrze-
wano w laini w temperaturze okolo 40°C, a nastepnie
wylrzasano przez 30 min. Po zebraniu filtratu, psze-
nice zalewano jeszeze trzykrotnie 250 ml zimnego
chloroformu i kazdorazowo wytrzgsano przez 30 mi-
nut. Polaczone ekstrakty zageszezano do sucha w od-
parowywaczu préiniowym.

Oczyszezanie. Oczyszezone ekstrakty z podloza plyn-
nego i stalego rozpuszezano w 20 ml echloroformu,
mieszano z 40 ml heksanu i nanoszono na Swiezn
przygotowang kolumne o wymiarach 18X700 mm za-
wierajaca 2 g celitu zmieszanego z 1 ml 1,25% roz-
tweru kwasnego weglanu sodowego, Kolumne prze-
mywano 100 ml chloroformu, zaadsorbowana ochra-
toksyne wymywano 100 ml mieszaniny chloroform-
-kwas mréwkowy (99+1). Zageszczony eluat przeno-
szono ilosciowo do probéwki i odparowywano w siru-
mieniu azotu.

Analiza chromatograficzna. Identyfikacje 1 oznacza-
nie zawartosci mikotoksyny prowadzono metoda chro-
matografii cienkowarstwowej na plytkach szklanych
pokrytych 0.25 mm warstwa zZelu krzemionkowegn H
i aktywowanych przez 2 godz. w temp. 105°C. Plytki
rozwijano w mieszaninie toluen — octan etylu —
Kwas mroéwkowy (60+204+10) oraz benzen — meta-
nol — kwas octowy (90+5+5). Rozwiniete chromato-
gramy ogladano pod analityczng lampa kwarcowa
przy diugoSci fali Swiatla 254 i 266 nm,

Oznaczenia iloSciowe toksyn dokonywano fluoroden-
sytometrycznie z uzyciem densytometru firmy Vita-
tron,
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Testy potwierdzajace. W celu potwierdzenia obec-
nofci ochratoksyn w badanych ekstraktach z hodowli
grzybéw, chromatogramy spryskiwano etanolowym
roztworem kwasnego weglanu sodowego oraz stoso-
wano test chemiczny z tréjchlorkiem boru wg reakeji
opisanej przez Nesheima i wsp. (17).

Wyniki i ombéwienie

W tab. 1 przedstawiono wyniki dotyczace wy-
twarzania ochratoksyn przez szczepy grupy A-
spergillus ochraceus wyizolowane z pasz po
hodowli kultur na podlozu plynnym YES oraz
na pszenicy. Sposréd 11 szczepow nalezacych
do gatunku Aspergillus ochraceus tylko jeden,
wyizolowany z krajowej Sruty pszennej, pro-
dukowal ochratoksyne A zaréwno na podiozu
plynnym, jak i stalym. Nie wytwarzaly ochra-
toksyn 2 izolaty A. elegans oraz 1 przedstawi-
ciel gatunku A. sclerotiorum. Szczep A, mellus
wyosobniony z importowanej maczki rybnej wy-
{warzal na pszenicy zaréwno ochratoksyne A,
jak i B. Nie potwierdzono wlasciwosci toksyno-
tworczych tego szczepu po 13-dniowe]j inkubacji
na pozywce YES.

Trzy szezepy kontrolne wytwarzaly ochra-
toksyny na obu uzytych w do$wiadczeniu sub-
stratach, przy czym M 298 i D 29 wykazaly
znang z pismiennictwa wilasciwosé wytwarzania
obu ochratoksyn (6, 16). We wszystkich przy-
padkach stwierdzono wyzsza wydajnosé w pro-
dukcji ochratoksyn w przypadku hodowli grzy-
boéw na pszenicy W poréwnaniu z wynikami po
ekstrakcji kultur z pozywki plynnej.

Okresleniem toksynotwérczych wlasciwosel
grzybéw grupy A. ochraceus zajmowali sig row-
niez inni autorzy. W badaniach Laia i wsp.
stwierdzono zdolnosci do wytwarzania ochra-
toksyny A w hodowlach na ziarnach soi, psze-
nicy i w podlozu ptynnym u szczepow A. ochra-
ceus, A. melleus i A. suphureus (14). Z badan
Hesseltine i wsp. wynikalo, ze na 44 izolaty
reprezentujace 9 gatunkow grzyb6w nalezgcych
do grupy A. ochraceus, ochratoksyny AiB
stwierdzono w ekstraktach uzykanych z psze-
nicy zasiedlonej przez przedstawicieli gatunkow
A. sulphureus, A. sclerotiorum, A. alliaceus, A.
melleus, A. ostianus, A. ochraceus i A. petrakii
(7). Ochratoksyny nie byly wytwarzane przez
szczep A. elegans, ani tez przez zaden z 6 szcze-
pow A, auricomus. Najwyzsza wydajnosé ochra-
toksyny uzyskano z hodowli A. ochraceus NRRL
3174 i NRRL 3519. Ciegler opisal produkcje
ochratoksyn na podlozach plynnych Raulina-
Thoma i YES przez szczepy pochodzace z te]
samej kolekcji kultur (3). Badania tego autora
potwierdzity ochratoksynotworcze wiasciwosci
szczepéw nalezacych do 6 réznych gatunkow
grupy A. ochraceus, jednak wydajnos¢ syntezy
toksyn na podlozu plynnym byla znacznie niz-
sza niz na ziarnie pszenicy.

Zakres wydajnosci wytwarzania ochratoksyny
A na pozywkach naturalnych i syntetycznych
okre§lony przez réznych autoréw jest bardzo
rozlegly i wynosi dla podloza pltynnego YES od

Tab. 1. Wytwarzanie ochratoksyn przez Ssz€ze€py grupy
Aspergillus ochraceus wyizolowane z pasz

Focloie péynn Przenica ™

Gatunek v Pochoazenie — — -
chrata-dochrato 4 ochs
____3"5"“ SACYBOL | dEekepy fit;_:r’:at.‘:t g‘syn‘a‘& ksyra A ksyfawﬂ
MO 7 | DEKA-star -ve - = ~
S 54 | 4r sefoma T - -
| P 63 | 4r psz@ana L ' - -
A schraceus | S 72 | 44 sofowa = - -
Wiinwim P 83 | 5r przenna = = =
MO 86 | DKA- f.r_'n. = - - -
|5 90| £r sgjowa = - - =
P 103 | ir psrenna ‘ 2452 = 4295 ¢ -
5 109 | 4r Szyomva - = =
P 130 | &r parenna - - - =
i P 158 sr pEi€nsa - = - -
A meiieus MR Po | mgczia - = N 125
Yukama | rybna
A, eiegans EREE] | dr. psreand - - = =
_ Gaigannt £ 107 | &r. pireand = = = ==
73 T t
Aisrlaratareim | si 2 | slan - - -
....'.529,&!3! M 298 ﬁu‘ 63,6 5 | 16253 | w80
kontrolne | p 29| fhllouse | 2666 | 4g4 | 20383 | £250
Hilhelm | P21 1. wet ] 94g | = t3so0n 0 -

Objasnienia: * — Wyniki podano w pg/ks
lub pegd (podloze plynne), ** ,—" — oznacza, ze nie stwier-
dzono ochratoksyn w steZeniu powyzej granicy wykrywalnosci
stosowanel metody. Wykrywalnos¢ wynosi 5 pg/l lub 5 pa/ke.

(podtoze stale)

Tab. 2. Wyniki badan nad toksycznoscig szczepdw
grupy Aspergillus ochraceus przeprowadzonych w la-
tach 1965—1978

Liczba % SzCTEPON
Autorzy badanych Substratd °C | Dol | toksyno-
Szezepom Emorezych
Vander Merwe mqk
Cosp28) 5 |iakirgosiana| 26 |12 | 200
g magka
Nesheim (16) 14 fuvurydaiana 26 | 21 25,6
o szenica |
i:u wsp (14) 34 | éaja | 28| 8 | 11,8
Natord ¢ ws odéote | |
(15) ’ 3 | 'Ztynna |25 7 | 50
Yamazak: ¢ 735 3
am 2 A EZ
Heasseliine szenica | 455
¢ wsp (T “4 ! gukurgdxa 28 5 43,2
: . %3
Ciegler (3) 30 555*4_ |26| 5 50”3
G g || |eorecda |mice | 20
Badanca 5 YES 26| 19 57
mtasne pezenca | 26| 2t | 133
Objaénienia: * R—T — podloze Raulin-Thoma, ** YES —

pozywka zawierajaca ot wyciggu drozdzowegn oraz 15% sa-
chanrozy.

920 do 562 400 ug/l oraz dla pszenicy od 150 do
4180 000 ug/kg (3, 5, 6, 7, 21).

W przeprowadzonych badaniach wlasnych
stwierdzono dosé niska wydajnosé tworzenia
ochratoksyn przez toksynotworcze szezepy kon-
trolne i szczepy badane w poréwnaniu do rezul-
tatéw otrzymanych przez innych autorow (6.
21). Byé moze decydujacy wplyw na uzyskane
przez nas wyniki posiadal sklad substratu tym
bardziej, ze W prowadzonych uprzednio bada-
niach nad szczepem A. ochraceus PJ-1 wyka-
zano prawie 20-krotnie wieksza wydajnos¢ wy-
twarzania ochratoksyny A na pszenicy przy za-
chowaniu tych samych warunkow hodowli (19).
Podobne wahania produkcyjnosci szCZEPOW
mozna znalezé miedzy innymi W pracach Cieg-
lera i Hesseltine i wsp., ktérzy okreslajac wy-
dajnosé szczepu A. ochraceus NRRL 5175 uzy-
skali 17,8 i 358 ng ochratoksyny A nal g sub-
stratu (3, 7).

W tab. 2 zestawiono dane umozliwiajace po-
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rownanie wynikéw wiasnych badan nad tok-
synotworczoscia szczepéw grupy A. ochraceus
z rezultatami prac innych autoréw (6, 15, 16,
23, 26). Zestawienie zawarte w tabeli wskazuje,
iz rézni autorzy wykazywali rozmaite procenty
szezepdw toksynotwoérezych w zaleznodei od ge-
netyeznie zakodowanych wlasciwosci poszezegol-
nych kultur grzybéw oraz wymienionych po-
wyzej czynnikéw wplywajacych na produkeje
toksyn. Najnizszy procent szczepéw wytwarza-
jacych ochratoksyny, bo 3,4% i 6%, stwierdzili
autorzy japonscy, natomiast najwyzszy — 43%
i 60% — wykazali Hesseltine i wsp. oraz Cieg-
ler (3. 7. 15, 26).

W przeprowadzonych badaniach wlasnych
spodréd 15 szezepéw grupy A. ochraceus, Wy-
osobnionych z pasz, wlasciwosci ochratoksyno-
tworcze wykazano u 7% szezepéw hodowanych
na podlozu plynnym oraz u 13% szezepéw za-
siedlajacych pszenice. Zardwno wspomniane
prace innych autoréw, jak i przedstawione wy-
niki badan wlasnych dowodza, ze nie wszyst-
kie szczepy A. ochraceus posiadaja wlasciwosei
toksynotworeze. Nie moze wiec istnieé¢ Seisla
korelacja pomiedzy wystepowaniem poszczegol-
nych gatunkéw grzybéw w paszach a obecno-
Scia w mich mikotoksyn. Czesto zdarza sie, Ze
W raszy obecna jest toksyna, podezas gdy grzy-
by, ktore ja wyprodukowaty ulegly zniszezeniu
w wyniku przeprowadzonych proceséw techno-
logicznych badz zostaly zastapione przez inne
gatunki.

Wyniki badan mad skazeniem mikotoksynami
krajowych zbéz i pasz przemyslowych potwier-
dzily przypuszczenia, ze takze w naszym kraju
istnieja dogodne warunki dla wytwarzania o-
chratoksyny A (4, 8. 9, 18). Uwzgledniajac ten
takt, jak i przedstawione powyzej wyniki ba-
darn nad wlasciwosciami toksynotworczymi
szezepdw wyizolownaych z krajowych pasz. wy-
daje sie, ze nalezaloby zwracad wieksza uwage
na obecno$é grzybéw grupy A. ochraceus oraz
ich toksycznych metabolitow w paszach dla
zwierzgt.
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Bopkosckaa-Onanxas B., IInckopcras-Ilmumunbekas
. — Uccaenorananue TOKCHHO0ODa30BATENBHRIX CBOMCTR
ITAMMOB rpynnsr Aspergillus ochraceus, H30JIMPOBaH-
HBIX U3 KODMOB

llear paBorni coctosna B ONMPENENeHUM TOKCHHO-
00pa3oBaTeNbHLIX CROMHCTE rpubor rpynnsr Aspergillus
ochraceus., u30IMpoBaHuEBIX 13 KopMoB. IIlTaMMbi pas-
BOOMINM Ha MMIKOH cpene YES, a Taxme uwa mmeny-
ne. OXpaToKCHEBLI SKCTPATMDPOBAIM XJnopodhopMoM 1
HOINBEPra/f OYMMCTKE HA XPOMATOrPacthMYecKoll KOJI0H-
ke, Cojepzkanyue OXPATOKCHMHOB A u B B cyberparax,
TPHMMEHEHHBLIX AJIA Da3BENeHUS, ONPENETUIM, IDUMEH T
MEeTONBI TOHKOCJONHOM XpoMaTtorpacuu ¢ JeH3uToMe-
TPUIECKOHR nerexumer. Cpemm 15 mTamMon, MOABEPTHY -
TBIX MCCAENOBAHMAM, TOKCHHOOGDAZ0BATENLHEIE CBOJ-
CTBA OBHapymumr y 2 usonaros (13,3%), TpMHAIe~
FRABUMX K syuaaMm A. ochraceus m A. melleus. ITItamu
A. octhraceus, uzonuposanusnt us OTeYeCTBeHHOM mine-
HHUIBl, 00pa3oBan OXpaTORKCHMH A HA HUAKOM M TBep-
qom cyberpaTax. A. melleus. NPOMCXONAUIMIT M3 MM-
NOPTUPOBAHHON DPEIGHO MykH, CHHTETHM3NPOBAN Kax
OXpaToxkcun A, Tagk u B maus ma mueuuume, Kom-
TPOMBHEBIE INTAMMEI IIOKA3alM CHOCOBHOCTE XK npou3-
BOJCTBY OXPATOKCHMHOB Ha 06oux cyberpatax. B ecxy-
Hae KYyIBETYDLI IITAMMOB HA MIUEHMUE [OJYYUIN BBIC-
LIYI0 NPOM3BOAMTENBHOCTE 9€M Ha UIKOI cpene.

Borkowska-Opacka B., Piskorska-Pliszezyfiska J. —
Toxinogenic properties of Aspergillus ochraceus
fugi strains isolated from feed mixtures

The aim of the study was to determine ochratoxi-
nogenic properties of fungal strains belonging to the
Aspergillus  ochraceus group isolated from mixed
feeds. The strains were grown in liquid medium
(YES) and on wheat. Ochratoxins were extracted
with chloroform and purified on chromatographic
column. Ochratoxin A and B contents were determi-
ned by TLC with desitometric detection. Two isola-
tes (13.3%) out of 15 investigated strains showed toxi-
nogenie properties. They belonged to species A. och-
raceus and A. melleus. The strain of A. ochraceus
isolated from home-grown wheat produced ochra-
toxin A on liguid and solid medium. A. melleus iso-
lated from imported fish meal synthetised both och-
ratoxin A and B on wheat. Control strains showed
the ability to produce ochratoxin on the both sub-
strates. A higsher yield of toxin was obtained on
wheat that in liquid medium.



