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A TAKARMANYOK PENESZFERTOZOTTSEGENEK GYORS
KIMUTATASARA HASZNALHATO INVERTAZ-TESZT ES
JELZOERTEKE A SZENAK TERMEKTIPIKUS PENESZGOMBA
FAJAIRA NEZVE

SIPICZKI BOJANA — KOKAI ZSUZSA — MATRAI TIBOR

OSSZEFOGLALO

A szerzdk a gabonak penészfertdzéttségének gyors kimutatasara alkalmas invertaz-teszt alkal-
mazhatésagat vizsgéltdk a szénakon eldfordulé penészfajok esetében. A vizsgalatokban a szé-
nakon leggyakrabban elSfordulé fajok k6zUl: Trichoderma, Trichothecium, Nigrospora, Fusarium
Cladosporium és Alternaria invertaztermelését mérték. Mérhetd invertiz termelése cs'ak a Nigro:
spora, Cladosporium, és Alternaria fajoknak volt. Minthogy a teszt valaszideje minimum 48 éranak
bizonyul, témeges fertdzottséget a tenyésztése modszerhez képest csak egynapos eldnnyel lehet
kimutatni. Az invertaz-tesztettel a széna terméktipikus mikroflérajabél kimutathaté fajok, az
abrakmintakétol eltéréen, nem tartoznak a veszélyes toxinogének kodzé, a fert626t'tség
egészségliigyi kockazatat nem jelzi.

SUMMARY

Sipiczki, B.Ms. — Kokai, Zs.Ms. — Matrai, T.: THE APPLICABILITY OF THE FEED CONTAMINANT
MOULD SENSITIVE RAPID INVERTASE TEST IN THE DECTECTION OF THE PRODUCT-

TYPICAL MOULD GENERA OF THE HAY

The applicability of the invertase test proposed for the rapid detection of mould contamination in
grains was studied in mould species typical on hay samples.

Specific invertase producing capacities of Trichoderma, Trichothecium, Nigrospora, Fusarium
Cladosporium and Alternaria were determined among standard experimental conditions. '

Invertase production could be detected in Nigrospora, Alternaria and Cladosporium species. At
the 24th hour of incubation only Nigrospora, at 48th hour Alternaria, at the 72nd hour of incubaiion
Cladosporium reacted positively. Considering a minimum response time of 48 hours the test could
mean an advance of 24 hours only over the plate counting standard method. Since the toxinogenic
members present in hay micro-flora reacted, the test cannot reveal any specific mycotoxine hazard

Due to its simplicity, low labour and material demand the invertase test can be recommended a.s
a mould screening method in processing a great number of hay samples.
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BEVEZETES

A penészfertézottség mértékét, jellemzé metabolitok — ezen belil extra-
cellularis enzimtermelés — mindségének és mennyiségének kimutatasan
alapulé modszerekkel is meghatarozhatjuk.

Magan (1993) Alternaria alternata, Eurotium amstelodami és Penicillium
aurantiogriseum torzsekkel beoltott gabonak penészesedési folyamatat kisérte
figyelemmel, 0,95 vizaktivitdson. A mintakban a szaraz, nem penészes gabo-
nakhoz viszonyitva jelentds ergoszeterintartalom, a-D-galaktozidaz és f-D-
glikozidaz aktivitas novekedést figyeltek meg.

Keshri és Magan (2000) toxint képzb és nem képzd Fusarium moniliforme
és F. proliferatum torzsek illdbanyag és hidrolitikus enzim termelését vizsgalta.
Mindkét moédszer alkalmasnak bizonyult a mikotoxinogén térzsek egymastol
valé megkllonbdztetésére. Az illéanyag komponensek vizsgalat 48 6ra utan
megbizhato és jol reprodukalhaté eredményt adott. A hét vizsgalt enzim kézil
(B-D-fruktozidaz, a-D-galaktozidaz és N-acetil-B-D-glikozaminidaz) aktivitasa
72 é6ra utan szignifikansan nagyobb volt mindkét fajban a nem toxinogén, mint a
toxinogén fajok esetében. A tébbi vizsgalt enzim (B-D-fruktozidaz, a-D-manno-
zidaz, B-D-xilozidaz és N-acetil-a-D-gliik6zaminidaz) aktivitdsaban nem talaltak
szignifikans kilonbséget a toxinogén és nem toxinogén térzsek kozott,

Mayer (2002) kifejlesztett egy tenyésztési technikat, amelyben a gombami-
célium korai ndvekedése jelezhetd az invertaz (B-D-fruktofurazonidaz) aktivitas,
a redukald cukor taplevesben torténé felhalmozoédasa alapjan., Vizsgalataiban a
gabonak és abraktakarmanyok terméktipikus penészflorajanak leggyakoribb, és
tuinyomé tobbségben |évé képvisel6i kdzil, az Aspergillus flavus csoport tag-
jainak, ezen felll, az Aspergillus niger és az Aspergillus japonicus invertaz akti-
vitasat talalta jellemzdnek. Egyes Aspergillus fajok nagyon gyors névekedést és
intenziv — a folyékony taptalajban 20 6ra inkubalas utan felhalmozodott redu-
kalé cukor mennyiségében mérhetdé — invertaz termelést mutattak.

Ezen eredményen alapul6 Aspergillus-invertdz teszt tehat alkalmas elso-
sorban erdsen szennyezett élelmiszer, illetve takarmany-gabona magvak
Aspergillus flavus csoport tagjaival és Aspergillus fumigatus-szal val6 fert6zott-
ségének megallapitasara.

Az invertaz-teszt, az agarlemezen térténd tenyésztéssel szemben, lénye-
gesen gyorsabb lehetéséget nyujt a takarmany-alapanyagok (gabonak) raktari
penészekkel torténd fertézottségének kiszlrésére. Szerencsés korilmény, hogy
az Aspergillus flavus csoport tagjait, ezen kivil az Aspergillus fumigatus-t
toxinogén ill. patogén gombakként tartjuk nyilvan, és a szubmerz tenyésztés
kérulményei kozott éppen ezek invertaz termelése kiemelkedé.

Az invertaz-teszt alkalmazasa felmeriilhet szénak penészfert6zéttségének
gyors jelzésére is. Gabonafélék terméktipikus és raktari penészeivel ellen-
tétben, a szénak terméktipikus florajaban a Mucor és a Trichoderma kivételével
lassan ndvekedd, pigmentalt (,feketité gombak™) fajok vannak, amelyek agar-
lemez tenyésztése, a gabonak esetében szikséges inkubdcios idénél lénye-
gesebben hosszabb ideig tart. Kisérleteinkben a szénak penészflorajanak leg-
gyakrabban el6forduld tagjainak invertaz termelé képességét vizsgaltuk annak
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megallapitasara, hogy ezek invertaz termelése eléggé jellemzé-e ahhoz, hogy
az invertaz-teszt, mint elvizsgalat alapjan, az altalanos penészfertdzottség
mértékére kdvetkeztethessink,

ANYAG ES MODSZER

A vizsgélt penészgomba fajok

A szénakrdl altalunk izolalt és meghatarozott fajok: Alternaria alternata,
Cladosporium herbarum, Fusarium poe, Fusarium sporotrichoides (csak
telepmorfolégia alapjan), Mucor piriformis, Nigrospora spp., Trichoderma viridae
és Trichotecium roseum.

Az Aspergillus invertaz-teszt

Az alkalmazott vizsgalati mbdszert Matrai és mtsai (2000) dolgoztak Ki.

Elve: szachar6z bazisu folyékony taptalajban micéliumot tenyésztink, majd
a tapkozegben, az invertaz hatasara megjelen6 redukalé cukor mennyiségébé|
kévetkeztetlink a gomba invertaztermel® képességére.

Folyékony téptalaj: 5 g élesztSkivonat, 20 g szacharéz, és 1,0 g kiéramfeni-
kol, ad. 1000 m} desztillalt viz (az élesztGkivonatot elézéleg tesztelni kell, hogy
tartalmaz-e detektalhat6 invertaz aktivitast, és a szacharéznak is redukalécukor
mentesnek kell lennie). 20 mm atmérdji kémcsovekbe 2-2 ml taplevest adagol-
tunk, lezarva atmoszférikus gézben 60 percig sterileztiik, majd 37 ‘C- os viz-
firdében hilni hagytuk.

Alapszuszpenzié: A szubkultira egyhetes, szacharéz-élesztékivonat (MSz-
ISO 7954) agarra oltott penészgomba torzs volt. A konidiumokat kacs segit-
ségével, 2 ml 1% tween 80-at tartalmazé steril fiziolégias oldatba vittik. Az ino-
kulalt spéraszamot Burker-kamraval hataroztuk meg.

Decimélis higitasi sor: Az alapszuszpenziébdl kiinduléan decimalis higitasi
sort készitettunk. A higitasi sor minden tagjabél 100-100 ul-rel beoltottunk 2-2
ml folyékony taptalajt tartalmazé kémcsévet, harom parhuzamosban.

Inkubacié: A beoltott kémcsoveket déntott helyzetben, 37 °C-os inkubatorba
helyeztiik igy, hogy a folyékony tapkézeg levegdnek kitett feliilete kb, 6-7 cm
hosszu legyen. Az igy biztositott oxigén mennyiség elegendd a micélias
névekedéshez és késdbb a spéraképzédéshez is.

A lehasitott redukalé cukrok mérése

A lehasitott cukrok mérését, a Matrai és mtsai (2000) kdzleményében meg-
adott médszer alapjan, 2-hidroxi-3,5-dinitrobenzoesav (dinitro-szalicilsav, DSA)
reagenssel végeztuk.

DSA reagens: 5,0 g 2-hidroxi-3,5-dinitrobenzoe savat 400 ml, meleg, 2%.-o0s
vizes nétrium-hidroxid oldatban oldottunk fel. Ezutan 100 g KNa- tartaratot,
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1,0 g fenolt, majd 0,25 g vizmentes natrium szulfatot oldottunk fel. Az oldatot
feltoltottik desztillalt vizzel 500 mi-re. JéI lezart sotét Givegben, hiivos helyen
tarolva, tébb mint egy évig stabil.

Csoben 0,1 ml DSA reagenst az inkubalt csévekbdl vett 0,1 ml folyékony
taptalajhoz adtunk, és az elegyet 6t percre forrasban levd vizbe helyeztiik.
Ezutan a mintat 2,0 ml desztillalt vizzel higitottuk, és keverés utan az abszor-
banciat 540 nm-en mértik. A referencia (vak préba) nem inokulalt, de inkubalt
folyékony médium volt. A pontosabb mérés érdekében glikéz standard sort
készitettlink, 0,0, 10, 50, 100, 500 és 1000 pg/ml koncentracidkkal, és kalibra-
ciés gorbét vettiink fel. Igy az abszorbanciakat pg redukalé cukor/ml folyékony

médium formajaban fejeztlik ki. 10 pg/ml feletti redukalé cukor értékeket fogad-
tunk el pozitiv eredményként.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A vizsgalt terméktipikus penészfajok kodzil észlelhetd invertaz termelése a
Nigrospora, Alternaria és Cladosporium fajoknak van (1. tablazat, 1. abra).
1. téblazat

A széna f6bb terméktipikus penészfajainak invertaz-termeld képessége
(Hg glukéz/ml tenyészkdzeg, két parhuzamos tenyészcsében, 10 fol6tt pozitiv)

Penészfaj(1) 24 6ra(2) 48 6ra(2) 72 6ra(2)
Alternaria 13/16 245*/269* 290%/296"*
Cladosporium 10/10 15/15 157*/44
Fusarium 1/0 0/0 2/2
Nigrospora 92/95 171174 274/269
Trichoderma mn 0/2 5/5
Trichothecium 0/0 0/0 0/0
Vak (kontroll)(3) 0 0 0

* szemmel lathatdé micélium a tenyészkézegben(4)

Table 1.: Invertase producing capacity of the important product-typical mould species in hay
samples (ug glucose/ml medium, a/b values in parallel tubes, accepted as positive above 10 pyg/mi)
species(1), 24, 48, 72 hours(2), blank (control)(3), visible micelial growth(4)

Koézillk a Nigrospora novekedési sebessége éri el azt a mértéket, amely-
nek alapjan az invertaz-teszt jelz6 értékiinek tekinthetd, mar 24 6ra utan jelen-
tés az aktivitas, amelyet fenntart 48 és 72 6raig is.

Az Alternaria 24 6ras lag-fazis utan, a kovetkezd 24 6raban nagymértékben
termel, azonban 4872 éra kdzétt leall.

A Cladosporium jelent8s invertazt csak még hosszabb lag-fazis utan, 72 6ra
utan termel.

Erdekes, hogy mind a harom faj pigmentalt (sététbama vagy fekete).
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1. §bra: Kiilénbbz6 penészfajok invertaztermelése az idg figgvényében
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Fig. 1. Invertase production of different mould species
mould species(1), blank(2), 72 hours(3), 48 hours(4), 24 hours(5)

KOVETKEZTETESEK

A Mayer (2002) és Matrai és mtsai (2000) altal kidolgozott invertaz-teszt
gabonak gyors penészvizsgalati médszere, ami gabona és mas abrakmintak-
ban aspergillusok kimutatasara, szénak esetében, a terméktipikus fléraalkotok
kézUl csupan 3 penészfajra: a Nigrospora, az Alternaria és a Cladosporium
fajokra reagal. Sajnos, ezek a penészek nem tartoznak a ,veszélyes” toxi-
nogének kdzé.

A pozitiv reakciét adé fajok invertaz-termelését csak 48 éra utan lehet nagy
biztonsaggal kimutatni. Ebb6i a szempontbdl az invertaz-teszt elveszti elényét
mas médszerekkel szemben.

Egyrészt a tapasztalatok alapjan a .fekete penészek” a szénak termék-
tipikus allomanyanak mintegy felét teszik ki, és ebben is a Cladosporium domi-
nal, A pozitiv reakciét adé penészek nem erds toxinogének, masrészt tébb mint
48 oOra inkubalasi id6 szikséges az invertdz-teszt nem t(inik a tenyésztéses
modszernél elénybsebbnek a szénak penészfertézéttségének gyors megal-
lapitasara, ill. egészséglgyi kockazat jelzésére.

Az inkubacié elsé 24 drajaban csupan a Nigrospora adott pozitiv ered-
ményt. Minthogy a teszt valaszideje minimum 48 6ra, témeges fertézottséget a
tenyésztéses modszerhez képest csak egynapos elénnyel lehet kimutatni.

Szénak esetében az invertaz-teszt egyszerlisége, jelentésen kisebb
munka- és eszkozigénye miatt témegvizsgalatokra ajanlhato.
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