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Okreslono skiad ilosciowy i jakosciowy grzybow w suszach wybranych roslin
leczniczych. Badania obejmowaly calkowitq populacje grzybow oraz gatunki
termofilne i termotolerancyjne. Udzial grzybow termofilnych i termotolerancyy-
nych oraz drozdzy w calkowitej populacji grzybow zalezal od badanej probki
suszu. Znaczqcy udzial w populacji grzybow w suszach mialy gatunki kserofilne.
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WSTEP

Mikrobiologicznej jakosci surowcow i przetworow zielarskich poswigca si¢ w naszym
kraju i w $§wiecie coraz wigcej uwagi. Z powodu coraz powszechniejszego stosowania ziot
w lecznictwie i profilaktyce, zanieczyszczenie ich suszow, w tym grzybami moze stwarzac
zagrozenie dla zdrowia ludzi. Drobnoustroje moga przyczyniac si¢ rowniez do pogorszenia
jakosci suszow.

W dostepnym pi$miennictwie niewiele jest badan dotyczacych zanieczyszczenia suszow
roslin leczniczych grzybami. W wigkszosci prac izolowano z suszow grzyby mezofilne,
ktore moga by¢ wytwarza¢ niebezpieczne dla zdrowia mikotoksyny [1, 3, 4, 7, 14, 22].
Zaledwie w kilku pracach scharakteryzowano calkowita populacj¢ grzybow w suszach [2,
12, 15].

Niniejsze badania mialy charakter wstgpny. Celem ich bylo okreslenie skladu ilosciowe-
go 1 jakosciowego grzybow w suszach wybranych roslin leczniczych oraz wytyczenie kie-
runkéw dalszych badan.
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MATERIAL | METODY

Probki suszow roslin leczniczych zakupiono w ilosci po 0,5 kg w jednym ze sklepow zielarskich
w Szczecinie. Byly to susze najczescie] kupowane przez klientow, a mianowicie: kwiat rumianku
(Flos Chamomillae), 11s¢ migty pieprzowe] (Folium Menthae piperitae), 115¢ melisy (Folium Melis-
sae), ziele dziurawca (Herba Hyperici) oraz mieszanki ziolowe nr 1 (16 skladnikéw) 1 nr 2 (12
sktadnikow). Bezposrednio po zakupie wykonano badania skladu ilosciowego 1 jakosciowego grzy-
bow w suszach. Badania te wykonano klasyczng metodg rozcienczen w fizjologicznym roztworze
chlorku sodu i metoda plytek lanych. W pierwszym rozcienczeniu 10-gramowe porcje suszow umiesz-
czono w 500-ml kolbkach stozkowych zawierajacych po 90 ml jalowego 0,85%-owego roztworu
chlorku sodu. Kolbki te intensywnie wytrzasano przez 30 minut, a nastgpnie — po opadnig¢ciu mate-
rialu roslinnego — z cieczy nadosadowej wykonano kolejne rozcienczenia. Zastosowano rozciencze-
nia od 10! do 10 oraz dwie pozywki: DG18 i MEA. Pierwsza z nich — DG18 (Dichloran 18%
Glycerol Agar) dostarczong przez firm¢ Oxoid 1 zalecana w badaniach suchych produktéw zywno-
sciowych [23], wykorzystano do oznaczania catkowitej populacji grzybow, zas druga — MEA (Malt
Extract Agar), produkowana przez firm¢ Merck — do oznaczania grzybow termofilnych 1 termotole-
rancyjnych. Do pozywek dodano chloramfenikol w ilosci 100 mg/l. Posiewy z kazdego rozciencze-
nia wykonywano w trzech powtorzeniach. Plytki z pozywka DG18 inkubowano w 25°C przez 10
dni, a ptytki z pozywkg MEA —w 45°C przez 5 dni. Czyste szczepy grzybowe oznaczano do gatunku
na podstawie cech makro- i mikromorfologicznych, z wykorzystaniem wybranych pozycji pismien-
nictwa taksonomicznego [5, 11, 18, 20, 24].

WYNIKI

Wyniki dotyczace liczby grzybow w suszach roslin leczniczych przedstawiono w tabeli L.
Najwyzsza calkowita liczbe grzybdw na pozywce DG18 w 25°C stwierdzono w suszu lisci
micty pieprzowej (7,8E+06 jtk/g), a najnizsza — w suszu kwiatu rumianku (5,0E+03 jtk/g).
Liczba grzybéw w pozostatych probkach miescila si¢ w zakresie od 4,7E+04 do 9,5E+04

Tabela I. Liczba grzybow w suszach roslin leczniczych
The number of fungi in dried medicinal plants

Calkowita liczba Udzial drozdz Liczba grzybow | Udzial grzybow

Proby suszow ziotowych grzybow [%] ¥ termofilnych termofilnych

[itk/g] [itk/g] [%]
Kwiat rumianku
Flos Chamomillae >0E+03 <l 3,58+03 70
Lis¢ migty pieprzowej
Folium Menthae 7,8E+06 82,6 <5,0E+02 <1
piperitae
Lis¢ melisy
Folium Melissae 4.8E+04 <1 <0E+02 <1
Ziele dziurawca
Herba Hyperici 4,7E+04 <1 <5,0E+02 <1
Mieszanka ziotowa nr 1 9,5E+04 52,6 5,0E+03 5,3
Mieszanka ziolowa nr 2 8,3E+04 6,1 1,5E+04 182
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jtk/g, a wiec w tym samym rz¢dzie wielkosci. W suszu lisci migty pieprzowej drozdze sta-
nowily az 82,6% calkowitej populacji grzybow, a w mieszankach ziolowych nr 11 2 —
odpowiednio 52,61 6,1%. Grzyby termofilne i termotolerancyjne (na pozywce MEA w 45°C)
wykryto w suszu kwiatu rumianku, w ktérym stanowily 70% calkowitej liczby grzybow,

Tabela II.  Sklad jakosciowy grzybow w suszach roslin leczniczych (pozywka DG18 w 25°C)
The qualitative composition of fungi in dried medicinal plants (results obtained on
DG18 at 25°C)

Gatunki grzybow

Kwiat
rumianku
Flos
Chamomillae

Lis¢ miety
pieprzowej
Folium
Menthae
piperitae

Lis¢
melisy
Folium

Melissae

Ziele
dziurawca
Herba
Hyperici

Mieszanka
ziolowa
nr 1

Mieszanka
ziolowa
nr2

Absidia corymbifera
(Cohn) Sacc & Trott®

Aspergillus flavus
Link:Fr?

Aspergillus niger
v. Thegh.!

+++

+++

Aspergillus versicolor
(Vuill.) Tiraboschi'

+++

Biate drozdze

++

+++

Eurotium amstelodami
Mangin

++

++

+++

ik

Eurotium herbariorum
(Wiggers) Link'

++

++

Eurotium rubrum
Kong, Spickermann
& Bremer

++

Mycelia sterilia
(pomaranczowa)

++

Phoma glomerata
(Corda) Wollenw.
& Hochapfel!

Rhizopus microsporus
v. Tiegh. Var.
rhizopodiformis Cohn®

Rhizopus oryzae
Went & Pristen
Geerling!

Rhizopus stolonifer
(Fhrenb. :Fr) Vuill.!

Rézowe drozdze

Wallemia sebi
(Fr.) v. Arx!

+

Liczba gatunkow

2

5

5

! _ BioSafety Level 1
2 _ BioSafety Level 2

+ — wystepowanie sporadyczne
++ — wystgpowanie w sredniej liczbie
+++ — wystepowanie w duzej liczbie
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oraz w mieszankach ziolowych 11 2, w ktérych stanowily odpowiednio 5,3 i 18,2% catko-
witej populacji grzybdw. W pozostalych probkach zastosowana metoda i z wykorzystaniem
pozywki MEA grzybow tych nie wykryto.

Sklad jako$ciowy calkowitej populacji grzybdw w badanych suszach na pozywce DG18
w 25°C przedstawiono w tabeli II. Zidentyfikowano lacznie ponad 15 gatunkdw grzybow.
Tylko dwa gatunki — Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis i Rhizopus oryzae — wyod-
r¢gbniono z suszu kwiatu rumianku. W pozostatych probkach liczba gatunkow miescila si¢
w zakresie od czterech do szesciu. Z wyjatkiem suszu kwiatu rumianku, Furotium amstelo-
dami wystepowal w badanych suszach w duzej lub $redniej liczbie. W suszu lisci migty
pieprzowej dominowaly drozdze o r6zowej barwie kolonii, w mnigjszej liczbie wystgpowa-
ly Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis, Mycelia sterilia o pomarafnczowej barwie
grzybni i drozdze o bialej barwie kolonii. W suszu lisci melisy dominowal Aspergillus ver-
sicolor, w $redniej liczbie wystgpowaly gatunki kserofilne, wspomniany juz Eurotium am-
stelodami, jak rowniez E. rubrum 1 Wallemia sebi. W suszu ziela dziurawca dominowal
Eurotium amstelodami, w mniejszej liczbie wystepowal E. herbariorum, a inne gatunki
izolowano z tej proby sporadycznie. Mieszanka ziolowa nr 1 byla najbogatsza pod wzgle-
dem liczby gatunkéw. W mieszance tej dominowal Aspergillus niger i drozdze o bialej
barwie kolonii, w mniegjszej liczbie wystepowaly grzyby z rodzaju Eurotium. Z wyjatkiem
nieobecnosci Furotium herbariorum, sklad gatunkowy grzybéw w mieszance ziolowej nr 2
byl zblizony do skladu grzybow w mieszance ziolowej nr 1.

Tabela IIT. Skladjakosciowy grzybow termofilnych i termotolerancyjnych w suszach roslin lecz-
niczych (wyniki dla pozywki MEA w 45°C)
The qualitative composition of thermophilic and thermotolerant fungi in dried me-
dicinal plants (results obtained on MEA at 45°C)

. Li$¢ migty - .
Kmat pieprzowej Lls_c Zlele Mieszanka | Mieszanka
Gatunki grzybow rumianku Folium melisy | dziurawca ziolowa | ziolowa
gy Flos Menthae Folium Herba ar a2
Chamomillae | ~ """ Melissae | Hyperici
piperitae
Absidia corymbifera ) ) ) ) ) -
(Coln) Sacc & Trott®
gl;gsergillus Sfumigatus ) ) ) ) — S
Rhizomucor pusillus
- - - - - - ++ +
(Lindt) Schipper’
Rhizopus microsporus
v. Tiegh. var. ++ - - - - -
rhizopodiformis Cohn’
Liczba gatunkow 1 0 0 0 2 3
! _ BioSafety Level 1 + — wystgpowanie sporadyczne
2 _ BioSafety Level 2 ++ — wystgpowanie w sredniej liczbie

+++ — wystepowanie w duzej liczbie
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Sklad jakosciowy grzybow termofilnych i termotolerancyjnych w badanych suszach (na
MEA w 45°C) przedstawiono w tabeli III. Zidentyfikowano lacznie cztery gatunki tych
grzybow. Grzybow termofilnych i termotolerancyjnych nie stwierdzono w suszach lici migty
pieprzowej, lisci melisy i ziela dziurawca. W suszu kwiatu rumianku w $redniej liczbie
wystepowal Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis. W mieszance ziolowej nr 1
w umiarkowanych ilosciach wystepowaly Aspergillus fumigatus i Rhizomucor pusillus.
Z kolei w mieszance ziolowej nr 2 dominowal Aspergillus fumigatus, mniej licznie wyste-
powaly Absidia corymbifera i Rhizomucor pusillus.

DYSKUSJA

W opracowaniu European Herbal Infusion Association [8] podano m.in. zalecana, do-
puszczalna liczbe plesni i drozdzy w ziolach przeznaczonych do parzenia. Dla obu grup
grzybow wartos¢ ta wynosi 1x10° w gramie suszu. W niniejszej pracy w suszu lisci miety
pieprzowej stwierdzono przekroczenic powyzszej wartosci. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
wigkszos¢ (82,6%) wyizolowanych grzybow stanowily drozdze, ktére sa elementem natu-
ralnej mykoflory suszu migty pieprzowej i z tego powodu — wedlug autorow powyzszego
opracowania — nic podlegaja ilosciowej ocenie. Opracowanic EHIA nie odnosi si¢ jednak
do skladu gatunkowego grzybow w ziolach.

Sklad gatunkowy grzybow zalezal od badanej proby suszu. Z suszéw wyizolowano ga-
tunki kserofilne, tj. Eurotium amstelodami, E. herbariorum, E. rubrum i Wallemia sebi,
przy czym E. amstelodami nalezal do gatunkow dominujacych. Wsrdéd gatunkow termofil-
nych i termotolerancyjnych przewazalty Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis i Asper-
gillus fumigatus. Liczne byly rowniez drozdze o rozowej i bialej barwie kolonii. Z wyjat-
kiem Aspergillus niger, gatunki mezofilne i toksynotworcze wyst¢gpowaly w suszach nie-
licznie. Kilka szczepow Aspergillus flavus, potencjalnego producenta aflatoksyn, wyizolo-
wano z mieszanki ziolowej nr 1. Z kolei Aspergillus versicolor, potencjalny producent ste-
rigmatocystyny [23], dominowal w suszu lisci melisy. Nalezy jednak podkresli¢, ze grzyby
z rodzaju Rhizopus maja réwniez zdolnos¢ do produkcji mykotoksyn, tj. zwiazkéw podob-
nych w strukturze do aflatoksyn, alkaloidow ergotowych i rizoniny [16, 17, 21], w zwiazku,
7 czym moga takze stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla konsumentéw ziél. W poréwnaniu
7 pozostatymi probami mykoflora kwiatu rumianku byla znacznie mniej zréznicowana pod
wzgledem gatunkowym. Mozna przypuszczaé, ze bylo to spowodowane silna przeciwgrzy-
bowa aktywnoscia zwiazkow czynnych obecnych w tym surowcu. Na silng aktywnos¢ prze-
ciwgrzybowa olejkow eterycznych zwrocil uwage m.in. Abou-Arab i wsp. [2]. Sklad gatun-
kowy badanych suszow wykazywal wicle podobienstw w stosunku do skladow suszow prze-
badanych w Egipcie i Portugalii [2, 3, 15]. W probkach badanych w niniejszej pracy, za
wyjatkiem Aspergillus niger 1 A. fumigatus, rodzaj Aspergillus byl jednak stosunkowo skrom-
nie reprezentowany, zas grzyby z rodzaju Penicillium byly nieobecne. Mala liczba gatun-
kéw i szczepow Aspergillus moze by¢ wyjasniona warunkami klimatu umiarkowanego,
panujacego w naszym kraju., jednakze trudno jest w ten sposob wyjasni¢ nicobecnos¢
w suszach grzybow z rodzaju Penicillium.

Gatunki dominujace w suszach wytwarzaja wiele enzyméw, m.in. lipazy, proteazy, amy-
lazy, glukoamylazy, celulazy i inne [13, 19, 25]. Potwierdza to hipotezg, ze grzyby moga
utylizowa¢ zwigzki organiczne obecne w materiale roslinnym, w tym zwiazki czynne, de-
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terminujace wlasciwosci lecznicze ziol [6]. Moga zatem powodowac obnizenie jakosci su-
szow ziotowych. Nalezy jednak pamigtac, ze szczepy izolowane z ziol mogg mie¢ réwniez
znaczenie z biotechnologicznego punktu widzenia jako zrodlo wysokowydajnych enzymoéw.
Zagadnienie to wymaga dalszych badan.

Jedna z wad metody rozcienczen jest to, ze ,,gubi” wicle gatunkow grzybow wystepuja-
cych w badanych probkach w mniejszej liczbie. Widac to wyraznie, poréwnujac sklad my-
koflory suszow uzyskany powyzsza metoda ze skladem mykoflory uzyskanym metoda bez-
posrednich posiewdw [10]. Nalezy zatem wnosi¢, ze w celu kompleksowego przebadania
skladu grzybow w suszach roslin leczniczych powinny by¢ stosowane obie metody i kilka
pozywek, wlacznie z pozywka DG18.

Odrebnym problemem jest wyjasnienie dominacji poszczegolnych grup grzybdw w su-
szach roélin leczniczych. Przewaga grzybow termofilnych i termotolerancyjnych w suszu
kwiatu rumianku, w mniejszym stopniu — w mieszankach ziolowych ma przypuszczalnie
zwiazek z nicodpowiednimi warunkami przechowywania, tj. z samozagrzewaniem si¢ ma-
teriatu roslinnego wysoka temperatura i wilgotnoscia. Bardzo waznym czynnikiem wply-
wajacym na sklad grzybow jest tzw. aktywnosc wody a_[23]. W dostepnym piSmiennictwie
ni¢ znaleziono jednak zadnych danych na temat wplywu aktywno$ci wody na wzrost
i sklad grzyboéw w suszach roslin leczniczych. Ninigjsze badania dowiodly, ze analizowane
probki suszoéw zasiedlaly gatunki o réznych wymaganiach w stosunku do aktywnosci wody.
Potwierdza to tez¢ o niewlasciwych i zmiennych warunkach przechowywania suszonych
roslin leczniczych.

Wicele gatunkéw wyizolowanych z suszow znajduje si¢ na liscie grzyboéw potencjalnie
chorobotworczych dla cztowicka. [9]. Jest wigc prawdopodobne, ze konsumpcja splesnia-
lych zi6l moze stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla oséb z uszkodzonym lub ostabionym
systemem odpornosciowym.

PODSUMOWANIE

Udziat grzybow termofilnych i termotolerancyjnych oraz drozdzy w calkowitej popula-
cji grzybow zalezal od badanej proby suszu. Znaczacy udzial w populacji grzybow w su-
szach mialy gatunki kserofilne. Nalezy przebada¢ wyizolowane szczepy pod katem produk-
cji enzymow, ktére moglyby by¢ wykorzystane w celach biotechnologicznych. Poprzez uty-
lizacj¢ zwiazkoéw organicznych grzyby moga powodowac obnizenie jakosci suszow zioto-
wych. W celu kompleksowego przebadania skladu grzybéw w suszach roslin leczniczych
powinny by¢ stosowane zaréwno metoda posiewdw bezposrednich, jak i metoda rozcien-
czen oraz kilka pozywek, z DG18 wlacznie. Nalezy okresli¢ wplyw aktywnosci wody na
wzrost i aktywnos¢ grzybow w suszach roslin leczniczych. Rozpoczete w toku ninigjszej
pracy badania powinny by¢ kontynuowane celem okreslenia wlasciwosci chorobotwérczych
wyizolowanych szczepoéw oraz ich zdolnosci do produkcji mikotoksyn.
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STUDY ON THE QUANTITATIVE AND QUALITATIVE COMPOSITION
OF FUNGI IN DRIED MEDICINAL PLANTS

Summary

The quantitative and qualitative composition of fungi was determined in selected dried medicinal
plants purchased in one of the herbal shops in Szczecin, Poland. The samples examined were as
follows: chamomile (Flos Chamomillae), peppermint (Folium Menthae piperitae), lemon balm (Fo-
lium Melissae), St. John’s wort (Herba Hyperici), and two herbal mixtures. The fungal composition
depended on the specified sample. Xerophilic fungi, i.e. Eurotium amstelodami, E. herbariorum,
E. rubrum and Wallemia sebi were isolated from dried medicinal plants. E. amstelodami was the
predominating species. The prevailing thermophilic and thermotolerant species were Rhizopus mi-
crosporus var. rhizopodiformis and Aspergillus fumigatus. Pink and white yeasts were also numero-
us in some samples. Except for Aspergillus niger, mesophilic and toxigenous species were found to
occur infrequently in the samples. However, Aspergillus versicolor was found to occur abundantly in
lemon balm.
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