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Identyfikacja stopnia rozwoju plesni z rodzaju Aspergillus
w substancji biologicznej przy wykorzystaniu emisji fotonowej

Streszczenie. Ludzkos$¢ od wiekéw dotyka szkodliwe dziatanie metabolitéw pochodzenia pleSniowego, czego sutkiem sg zatrucia spowodowane
spozyciem zaple$niatej Zywno$ci czy pasz. Do najbardziej szkodliwych metabolitdw grzybowych zalicza sie mykotoksyny [3]. Grzyby ple$niowe to
mikroorganizmy nalezgce do krélestwa grzyboéw, wytwarzajgce strzepki jako wielojgdrowe komorki, tworzgce grzybnie. Grzyby z rodzaju Aspergillus
mogg powodowac niektére choroby u ludzi. W Polsce prowadzono badania z wykorzystaniem zjawiska ultra stabej emisji fotonowej, oceniajgce
Jjakosc produktéow spozywczych, w trakcie ktérych zaobserwowano, ze istnieje praktyczna moZzliwo$¢ réznicowania materii organicznej pod
wzgledem stopnia emisji fotonéw. Celem badan byto okre$lenie wielko$ci i struktury emisji fotonéw wybranych substancji biologicznych tj. owocéw
egzotycznych w trakcie ich degradacji, generowanych przez plesn Aspergillus, ktérej stopier ekspansji okreslono na podstawie liczby zarodnikéw
zidentyfikowanych na powierzchnia owocéw w kontrolowanych warunkach. Stwierdzono korelacje miedzy stopniem degradacji materii organicznej,
liczbg zarodnikéw a liczbg emitowanych fotonéw. Mozliwe jest okre$lenie stopnia degradacji komérek biologicznych na podstawie analizy fotonowej,
co daje nowg metode pomiarowg nie wykorzystywang w zadnym systemie kontroli jako$ci produktu.

Abstract. For centuries, mankind has been affected by the harmful effects of mold metabolites, resulting in poisoning caused by the consumption of
moldy food or feed. The most harmful fungal metabolites include mycotoxins [3]. Molds are microorganisms that belong to the kingdom of fungi.
Fungi of the genus Aspergillus can cause some human diseases [1]. In Poland, research was conducted using the phenomenon of ultra-weak
photon emission, assessing the quality of food products, during which it was observed that there is a practical possibility of differentiating organic
matter in terms of the degree of photon emission [5]. The aim of the study was to determine the size and structure of photon emission of selected
biological substances, i.e. exotic fruit during their degradation, generated by Aspergillus mold, the expansion degree of which was determined on the
basis of the number of spores identified on the fruit surface under controlled conditions. There was a correlation between the degree of degradation
of organic matter, the number of spores and the number of emitted photons. It is possible to identify the degree of degradation of biological cells on
the basis of photon analysis, which gives a new measurement method not used in any product quality control system. (Identification of the degree

of development of Aspergillus mold in a biological substance using photon emission)
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Wstep

Ludzko$¢ od wiekdw dotyka szkodliwe dziatanie
metabolitéw pochodzenia plesniowego, czego skutkiem sg
zatrucia spowodowane spozyciem zaplesniatej zywnosci
czy pasz. Do najpardziej szkodliwych metabolitéw
grzybowych zalicza sie mykotoksyny, bedace wtérnymi
produktami przemiany materii grzybéw strzepkowych
0 roznym poziomie toksycznosci dla ludzi i zwierzat.
Obecnie do grupy mykotoksyn wchodzi okoto 400 zwigzkow
chemicznych, powodujgcych zanieczyszczenie zywnosSci
[1]. Substancje te majg dziatanie toksyczne, a ich spozycie
wywotuje wystgpienie choréb zwanych mykotoksykozami
[2]. Wspotczesnie rozwdj grzybdéw toksynotwdrczych jest
powodem ogromnych strat ekonomicznych w sektorze
spozywczym [3]. Wedlug FAO zanieczyszczonych co
najmniej jedng mykotoksyng jest ok. 25% ziaren zb6z na
Swiecie [4]. Psucie sie zywnosci rozpoczyna sie od
zanieczyszczenia produktu zarodnikami grzybow, ktore
kietkujg, tworzgc widoczng grzybnie przed koncem okresu
przydatnosci do spozycia produktu [5]. Grzyby plesniowe sg
zdolne do kolonizowania na wszystkich rodzajach zywnosci
[6-8]. Wszystkie ukiady biologiczne sg w stanie
w sposaob ciagty, bez zastosowania bodzcéw zewnetrznych
lub luminoforéw, emitowa¢ bardzo stabe swiatto. Zjawisko
to, okresla sie jako bardzo staba emisja fotonu. Wystepuje
ono praktycznie we wszystkich uktadach metabolicznie
aktywnych. Obecnie ultra- staba emisji\a fotonéw znajduje
swoje zastosowanie w chemii zywnosci i skupia sie gtéwnie
na Kkontroli jakosci réznego rodzaju zywnosci, bedacej
fundamentalnym elementem pozwalajgcym na
wprowadzenie danego produktu na rynek [9-11].
W Polsce prowadzono badania z wykorzystaniem zjawiska
ultra stabej emisji fotonowej, oceniajgce jakos¢ produktow
spozywczych takich jak owoce, ocet, oliwa z oliwek,
pieczywo, czekolada i herbata [10,12-15]. W trakcie badan
prowadzonych przez zespét Kietbasy, dotyczacych

wykorzystania ultrastabej emisji fotonowej do oceny jakosci
produktow, zaobserwowano, ze istnieje praktyczna
mozliwos$¢ réznicowania materii organicznej pod wzgledem
stopnia emisji fotonéw [16,17].

Rodzaj Aspergillus od kilkudziesieciu lat jest przedmiotem
badan naukowych i zastosowan przemystowych. Po raz
pierwszy zyskat praktyczne znaczenie w 1919 r., kiedy
wykorzystano przemystowo zdolnos¢ Aspergillus niger do
produkcji  kwasu  cytrynowego. Jednak od lat
szescdziesigtych rodzaj stat sie zrodtem wielu enzymoéw,
ktore sg dobrze znane jako $rodki techniczne
w przetworstwie owocow, pieczeniu oraz w przemysle
skrobiowym i spozywczym. W naturze rodzaj ten wystepuje
w glebie i Sciétce, komposcie i rozktadajgcym sie materiale
roslinnym. Aspergillus jest powszechnie uwazany za
organizm  bezpieczny. Jest to  udokumentowane
w wykazach organizacji odpowiedzialnych za
bezpieczenstwo i higiene pracy. Ludzie sg codziennie
narazeni na jego zarodniki bez widocznej choroby. Tylko
w nielicznych przypadkach rodzaj Aspergillus jest w stanie
skolonizowa¢ ludzkie ciato jako oportunistyczny patogen
i prawie we wszystkich przypadkach powodowat
u pacjentéw ciezkie choroby wymagajgce leczenia
immunosupresyjnego [18]. Rodzaj Aspergillus jest zdolny
do syntezy mykotoksyn. Gtdwnie syntetyzuje alfatoksyny
i ochratoksyny. Aflatoksyny produkowane przez Aspergillus
sp. sg najczesciej spotykane w produktach roslinnych
i mogg wtérnie gromadzi¢ sie w jajach i miesie oraz mleku.
Aflatokysny, w szczegdlnosci B1, nalezg do substanciji
rakotworczych i odpowiadajg m.in. za powstawanie
nowotworu  watroby. Ochratoksyny to mykotoksyny
produkowane przede wszystkim przez plesnie z rodzaju
Penicillum i Aspergillus. Najwazniejsza ochratoksyna A jest
wytwarzana przez kilka szczepéw grzybéw Aspergillus
ochraceus i Pencillium verrucosum. Ochratoksyna A
wystepuje zazwyczaj w produktach Zzle wysuszonych
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i nieprawidlowo sktadowanych. Jesli skazona pasza
zostanie podana zwierzeciu, a zwtaszcza trzodzie chlewnej,
mozliwa jest akumulacja w miesie, narzadach i krwi [19].
Autorzy skupiajg sie w artykule na mozliwo$ci zastosowania
zjawiska ultrastabej emisji fotonowej jako metody
umozliwiajgcej identyfikacje stopnia degradacji komoérek
biologicznych spowodowang wystgpienie na zywnosci
zarodnikow grzybow plesniowych. Pozwoli to okresli¢
jeszcze nie stosowang metode pomiarowg w kontroli
jakosci produktow zywnosciowych.

Celem pracy bylo okreslenie wielkosci i struktury emisji
fotonowej wybranych owocéw egzotycznych - banana oraz
pomaranczy, w czasie ich degradacji generowanej przez
pleén z rodzaju Aspergillus, ktérej stopien ekspansji
okreslano na podstawie liczby zarodnikow
zidentyfikowanych na powierzchni owocow w warunkach
kontrolowanych.

Metodyka

W badaniach wykorzystano plesn z rodzaju Aspergillus
znajdujgca sie w kolekcji Laboratorium Eksperymentalnych
Technik Badawczych Surowcow i Produktéw Biologicznych,
pozyskang wczesniej z owocéw. Przy uzyciu jatowej
jednorazowej wymazowki, pobrano zarodniki badanej
pleéni, ktérg nastepnie trojpunktowo posiano na podtoze
state Sabouraud (Rys 1a). Ptytki Petriego inkubowano do
gory dnem w cieplarce laboratoryjnej w temperaturze 28°C
przez 7 dni (Rys 1b). Owoce przed eksperymentami zostaty
obrane i zwazone oraz umieszczone na ptytkach Petriego.
Przy uzyciu jatowej wymazowki pobrano zarodniki plesni
Aspergillus i przeniesiono je do roztworu soli fizjologicznej,
uzyskujgc zawiesing o gestodci optycznej 0,5 w skali
McFarlanda. Gesto$¢ optyczng mierzono przy uzyciu
densytometru DEN-1B.

a) b)

Rys. 1. Plesn z

rodzaju Aspergillus a)
po 7 dniach inkubacji; b) widok mikroskopowy

kolonie wyroste

Nastepnie przygotowane fragmenty owocoéw banana
i pomaranczy zainfekowano, poprzez naniesienie na nie
100 pl zawiesiny z zarodnikami ples$ni. Zainfekowane
owoce zabezpieczono i przeniesiono do cieplarki, w ktorej
byly przechowywane przez 7 dni w temperaturze 28°C. Po
zainfekowaniu owocow zarodnikami badang plesnig
z rodzaju Aspergillus, kazdego nastepnego dnia
monitorowano przyrost zarodnikdéw tej plesni, poprzez ich
pobranie z materialu zwilzong solg fizjologiczng
wymazowka i wykonanie zawiesiny. Nastepnie przy uzyciu
komory Biirkera obliczano liczbe zarodnikéw (rys. 2). Liczbe
zarodnikoéw obliczono ze wzoru:.

L=25*10°*a*n

gdzie: a - $rednia liczba komoérek w pojedynczym
kwadracie; n — rozcienczenie badanej prébki.

b)

P owi

Rys. 2. Komora Birkera: a) widok
b) budowa komory

mikroskopowy;

Emisje fotonowg wyznaczono z wykorzystaniem
procedury  badawczej Laboratorium, posiadajgcego
akredytacje Polskiego Centrum Akredytacji nr AB 1698.
Pojedynczy pomiar trwat 30 minut i byt wykonywany co 24
godzinny. Przed analizg fotonowa, prébke kazdorazowo
wazono, zazhaczajgc, ze za kazdym razem do danej
analizy uzywano tej samej probki. Codziennie, przed
wykonaniem pomiaru badanej proby, wykonywano pomiary
pustej komory, w celu kontroli sprawnosci sprzetu oraz
czystosci pomiaréw. Wyznaczajgc ultrastabg emisje
fotonowg wykorzystano metode zliczania pojedynczych
fotonéw. Wynik pomiaru ultrastabej emisji fotonowej stanowi

bezwzgledng réznice miedzy liczbg fotonow
zarejestrowanych przez fotopowielacz w  komorze
Swiattoszczelnej z materialem i bez materiatu, wg
zaleznosci:

L=A-B [foton],
gdzie: L - liczba fotondw emitowanych przez badana
proébke, A - liczba fotonéw emitowana przez probke

umieszczong w komorze $wiatloszczelnej, B - liczba
wskazan (fotondw) generowana przez pustg komore
Swiattoszczelng.

a)

Rys. 3. Stanowisko do pomiaréw ultra stabej emisji fotonowej a)
uktad pomiarowy; b) program umozliwiajacy zliczanie pojedynczych

-4 fotonow

Wyniki

Z otrzymanych danych sporzadzono tréjwymiarowe
zestawienie  emisji  fotonowej  generujgcych sie
w nastgpujgce struktury. Na rysunku 4 przedstawiono
strukture intensywnosci emisji fotonowej w czasie
ekspozycji materiatu w komorze pomiarowej w odniesieniu
do czasu przechowywania banana i adekwatnej do tego
czasu liczbie zarodnikow plesni Aspergillus clavatus.
Odnotowano, ze w poczgtkowej fazie przechowywania
(pierwsze 24 godziny) intensywno$¢ emisji fotonow byta
najwyzsza wynoszac ponad 18% sumarycznej liczby
zidentyfikowanych fotonéw w catym cyklu doswiadczenia.
Najwyzszymi warto$ciami emisji fotonow w kazdym
interwale czasu ich zliczania w stosunku do pozostatych
analizowanych probek charakteryzowata sie probka
kontrolna, gdzie w przedziale czasu emisji miedzy 900
sekund a 1200 sekund wynosita 81 fotondw (kolor
pomaranczowy i granatowy). Analizujgc probki rzeczywiste
zaobserwowano, ze emisja fotondw w poszczegdinych
czasach ekspozycji byta do$¢ wyréwnana i oscylowata
wokot  wartosci 300 fotondw. Po 24 godzinach
zaobserwowano wzrost ilosci emitowanych fotondw
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szczegolnie w pierwszym interwale czasowym (300 sekund)
oraz po 1200 sekundach czasu przebywania w komorze
z fotopowielaczem (kolor zielony). Najnizsze wartosci
odnotowano po 168-oSmiu godzinach przechowywania
substancji, w kazdym interwale czasowym i oscylowaty one
pomiedzy 32 a 44 emitowane fotony. Zostato zauwazone,
ze intensywnosci emisji fotondw wraz z czasem
przechowywania ulegata stabilizacji. Analizujgc trend
sumarycznej emisji fotondw z owocu banana w czasie jego
przechowywania i rozwoju zarodnikéw plesni Aspergillus
clavatus zaobserwowano paraboliczny charakter emisji tj.
poczatkowo emisja jest wysoka, nastepnie spada, by znéw
powoli rosngé. Poréwnujgc charakterystyke emisji fotonéw
z charakterystykg liczby zarodnikow mozna zaobserwowaé
pewne podobienstwo trendu.

liczba fatonéw [impulsy]

czas przechowywania [h]

Rys. 4. Wykres przedstawiajgcy strukture ilosci fotonéw dla
zarodnikdw Aspergillus clavatus na bananie w czasie

Na kolejnym rysunku (rys. 5) przedstawiono
intensywnos¢ emisji fotonowej w czasie na pomaranczy z
zarodnikami plesni Aspergillus clavatus. Srednia ilo$é
emitowanych fotonéw dla probki kontrolnej (kolor czerwony)
okazata sie nizsza o prawie 60% od Sredniej iloSci
emitowanych fotonéw we wszystkich fazach
przechowywania dla probki zarazonej zarodnikami, ktéra
podobnie jak w przypadku owocu banana oscylowata wokét
wartosci 300 fotondw. Analizujgc strukture emisji fotonowej
najnizsze wartosci odczytano w $rednim interwale
czasowym wynoszacym 1200 sekund i wynosity one
miedzy 35 fotonéw (168 godzina przechowywania, kolor
szary) a 69 fotonéw (72 godzina przechowywania, kolor
26ity). Odnotowano niewielki wzrost ilosci emitowanych
fotonéw po 120 godzinach przechowywania dla ostatniego
interwalu czasowego (1800 sekund) jednak po analizie
wszystkich interwatdéw czasowych po 96-szesciu godzinach
przechowywania stwierdzono, ze miatlo to charakter
epizodyczny. Ponadto stwierdzono, ze wraz z dtugoscig
przechowywania rosta stabilno$¢ emisji fotondw w czasie
ekspozycji. Linia trendu sumarycznej emisji fotonowej
kreowata sie w nastepujgcy sposob: z dos¢ niskiego putapu
diametralnie rosta do pewnego momentu (24 godziny)
nastepnie utrzymujgc sie na poziomie stabilnego, lekkiego
wzrostu, by po 72 godzinach przechowywania opadaé.

liczba fotonow [impulsy]

n
2
%
%

4
o,

; e
czas przechowywania [h] &

Rys. 5. Wykres przedstawiajgcy ilos¢ fotondw w czasie na
pomaranczy zarazonej Aspergillus clavatus

102

Tempo wzrostu ilosci zarodnikéw plesni Aspergillus
clavatus na owocach i tym samym zalezno$é psucia sie
materialtu w wyniku zarazenia tym rodzajem grzybow
strzepkowych do ilosci emitowanych fotondw zostata
przedstawiona na rysunku 6. Pomijajac poczatkowe stadia
adaptacji zarodnikow na nowym podtozu ustalono, ze ilosé¢
emitowanych fotonow wykazata duzg korelacje od ilosci
zarodnikow plesni Aspergillus clavatus. Stwierdzono, ze
gdy liczba zarodnikdw byla niska ilo§¢ emitowanych
fotondw byla wysoka. Gdy ilos¢ zarodnikéw rosta ilosé
emitowanych czgstek réwniez ulegata zmianie — na
poczatku rosta i utrzymywata sie na stosunkowo réwnym
poziomie to po przekroczeniu pewnych wartosci (17,8 min
[itk/g] zarodnikéw) wyraznie malata.
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Rys. 6. Wykres przedstawiajgcy wzrost ilosci zarodnikéw

Aspergillus clavatus na owocach oraz ilo§¢ sumy emitowanych
fotonow
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Rys. 7. llos¢ emitowanych fotonéw w czasie na owocach zrazonych
Asperqgillus clavatus

Niezaleznie od podioza poczatkowa ilos¢ emitowanych
fotonéw wydaje sie by¢ niezalezna od ilosci zarodnikéw
wystepujgcych na owocach. Zauwazono, ze im wiecej
zarodnikow plesni wystepuje na owocach oraz im dtuzej
znajdujg sie na materiale tym fotony emitowane z catej
substanciji stajg sie zalezne od tych czynnikow (rys. 7)

Podsumowanie

Przeprowadzone badania wykazaty, ze istnieje korelacja
miedzy stopniem degradacji owocow przez plesh
Aspergillus clavatus a rosngcg iloscig zarodnikéw i liczbg
emitowanych fotonéw. Oszacowano krytyczny z punktu
widzenia zdrowotnego interwat czasowy rozwoju plesni
pozwalajagcy na opracowanie oryginalnej metodyki.
Metodyka ta moze zostaé wykorzystana jako marker
jakosciowy pozwalajgcy zidentyfikowaé potrzebe
szczegotowych analiz chemicznych produktu.
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