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STRESZCZENIE

Patogeniczne i toksynotwdrcze gatunki grzybéw mikroskopowych powodujg co roku na catym swiecie
znaczne straty ekonomiczne. W zwigzku z powyzszym konieczne jest kontrolowanie poziomu zanieczyszcze-
nia ziarna zbdz tymi mikroorganizmami oraz ich toksycznymi metabolitami okreslanymi jako mikotoksyny.
W ramach niniejszej pracy przebadano po 15 préb ziarna pieciu gatunkdw zbdz: takich jak: pszenzyto, pszenica,
jeczmien, zyto i owies. Préby pobierano bezposrednio po zbiorze z magazyndw rolnikéw indywidualnych na
terenie Wielkopolski w 2007 roku. Oznaczono w nich stezenie ergosterolu (ERG), sume mikotoksyn z grupy
trichotecendw za pomocg chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrem masowym i chromatografii
cieczowej oraz liczbe JTK (jednostek tworzacych kolonie) klasyczng metodga zalewowa. Stwierdzono, iz posréd
analizowanych gatunkéw zbdz owies i zyto charakteryzowaty sie najwyzszym stezeniem ERG. Natomiast
najnizsze stezenie tego metabolitu oznaczono w ziarnie pszenicy. Stezenie sumy toksyn wynoszace 0,081
mg/kg byto najwyzsze w prébach ziarna owsa, a najnizsze wynoszgce 0,018 mg/kg w prébach ziarna pszenicy.
W przypadku jednostek tworzacych kolonie, ziarno owsa charakteryzowato sie najwyzszg liczbg JTK (3,16log
jtk/g), natomiast ziarno pszenicy najnizszg (1,26log jtk/g). Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycz-
nej zaobserwowano wysoce istotng korelacje miedzy stezeniem ERG, a stezeniem sumy toksyn. W zadnej
z przebadanych prob nie stwierdzono przekroczenia dopuszczalnego przez UE stezenia mikotoksyn w zbozach
nieprzetworzonych.

Contamination of cereal by microscopic fungi and their metabolites cotected
in Wielkopolska region

ABSTRACT

Microscopic fungi are major pathogenic microorganisms affecting quality of cereal products. Their toxic sec-
ondary metabolites, called mycotoxins, may have a significant effect on the quality of grain, milling products
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and as a result also the final product such as baked goods. In view of the fact that the problem of occurrence
of microscopic fungi and their toxic metabolites is of considerable importance both in Poland and worldwide
it was decided to conducted studies presented in this work. The aim of these investigations was to determine
the concentration of ergosterol (HPLC), level of CFU and mycotoxins from the group of trichothecenes (GC/MS)
in 15 samples form each five cereal grain (triticale, wheat, barley, rye and oat), collected from Wielkopolska
region individual farms in 2007. The highest concentration of ERG was found in oat and rye samples, the
lowest was in wheat samples. Content of total toxins was 0,081 mg/kg in oat, but the lowest 0,018 mg/kg
in wheat samples. Count of CFU was the highest na oat samples (3,16 log cfu/g), for wheat CFU was 1,26 log
cfu/g. Based on the conducted analysis of correlations between concentrations of ERG, total toxins and CFU
level for all tested objects positive significant correlations were found between all characteristics. Higher
correlation coefficients were found for the dependence of ERG concentration on total toxins, in relation to

the correlation of CFU on total toxins.

1. WSTEP

Zanieczyszczenie grzybami mikroskopowymi oraz
ich toksycznymi metabolitami jakimi sg mikotoksyny
moze nastapi¢ na kazdym etapie technologicznym
przerobu zbdz. Podczas wegetacji roslin na polu jest
ono zwigzane z wystepowaniem polowych grzybéw
mikroskopowych. Kolejnym etapem, w ktérym moze
dojs¢ do zanieczyszczenia plesniami jest niewtasciwe
sktadowanie ziarna w okresie pozniwnym. Do najcze-
Sciej wystepujacych rodzajow grzybdw mikroskopo-
wych stanowigcych zanieczyszczenie mikrobiologicz-
ne ziarna zbdz naleza: Penicillium spp., Aspergillus
spp., Rhizopus spp., Fusarium spp., Cladosporium
spp., Alternaria spp. oraz Mucor spp. Wiekszos¢ z nich
posiada wtasciwosci toksynotwodrcze, a najczesciej
wystepujgcymi sa: Aspergillus flavus, A. parasiticus,
A. nomius, A. ochraceus, A. carbonarius, A. niger,
Penicillium verrucosum, P. nordicum, P. palitans,
P. cyclopium, P. expansum, P. patulum, Fusarium
graminearum, F. sporotrichioides, F. verticillioides,
F. culmorum, F. moniliforme, F. poliferatum [1]. Jed-
nym z najbardziej szkodliwych dla ktoséw zbdz jest
gatunek Fusarium culmorum [2, 3]. Porazenie ziarna
przez ten gatunek obniza nie tylko jakos¢ materiatu
siewnego [4], ale i pogarsza jego wartos¢ techno-
logiczng [5]. Jednak tymi metabolitami, ktdre naj-
bardziej obniza walory uzytkowe porazonego przez
grzyby z rodzaju Fusarium ziarna, sg mikotoksyny
[6, 7]. Ich wystepowanie jest $cisle skorelowane
z obecnoscig grzybéw mikroskopowych. Mozna
zatem stwierdzié, iz ocena zawartosci biomasy grzy-
bowej pozwala na oszacowanie zawartosci mikotok-
syn w badanym materiale [8, 9]. Stosowanie odpo-
wiednich zabiegdéw agrotechnicznych oraz wtasciwe
przechowywanie surowca jest skuteczng metoda
zapobiegania rozwojowi grzybéw mikroskopowych
i produkcji przez nie mikotoksyn. Jednakze pomimo
szeroko zakrojonych dziatan profilaktycznych, jak

wskazujg badania epidemiologiczne [10] zanieczysz-
czenie tymi mikroorganizmami oraz ich metabo-
litami stanowi istotny problem na catym swiecie.
Opracowano dotychczas wiele metod iloSciowego
oznaczania mikroflory grzybowej. Podstawowymi
sg bezposrednie opisane powyzej metody mikro-
biologiczne, a w ostatnim czasie mamy do czynienia
z rozwojem metod immunologicznych oraz biologii
molekularnej. Na tle w/w metod wyrdzniajg sie meto-
dy chemiczne. Stwierdzenie w roslinie obecnosci kto-
rego$ z metabolitéw grzybowych wskazywaé moze
na obecnos¢ grzyba i posrednio innych produktéw
jego metabolizmu. Wsréd metabolitow pierwszorze-
dowych na szczegdlng uwage zastuguje ergosterol
(ERG) [9]. Analiza zawartosci ERG wskazuje na poziom
nie tylko zywej biomasy grzybowej, ale przynajmnie;j
czesciowo, catkowitej biomasy grzybowej obecnej
w badanej prdébie. Stezenie ERG koreluje zaréwno
z liczbg JTK [11], jak i z zawartoscig mikotoksyn.
Dowodem sg liczne prace, w ktorych wspdtczynnik
korelacji miedzy jedng z najczesciej wystepujacych
toksyn w ziarnie zbéz naturalnie porazonych deok-
syniwalenolem (DON), a stezeniem ERG jest wysoki
[11]. Niewatpliwg korzyscig przeprowadzania analizy
zawartosci ergosterolu w ziarnie jest stosunkowo
niski jej koszt w poréwnaniu z analizg sumy toksyn.
Wsrdd catego spektrum mikotoksyn jakie produkuja
grzyby mikroskopowe w umiarkowanej strefie klima-
tycznej najwieksze znaczenie majg trichoteceny [12].
Tworzg je grzyby z rodzajéw: Fusarium, Myrothe-
cium, Stachbotrys, Trichoderma oraz Trichothecium
(Sweeney i Dobson, 1999) [13]. lzolaty grzybdw
nalezacych do F. culmorum badz F. graminearum
produkuja gtéwnie trichoteceny grupy B. Zalicza sie
do nich: DON, 3-Ac-DON, 15-Ac-DON, Fus-X oraz NIV.
Sposréd nich najczesciej wystepujgcymi sg DON oraz
NIV. Trichoteceny grupy A, a mianowicie: T-2 toksyna,
HT-2 toksyna, STO, DAS, NEO, T-2 Triol, T-2 Tetraol
i inne ich pochodne, wytwarzane sg przez nastepu-
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jgce gatunki Fusarium: F. poae, F.sporotrichioides,
F. acuminatum, F. equiseti, F. sambucinum i F. lang-
sethiae [13]. W zwigzku z powyzszym maksymalne
stezenie jednej z najczesciej wystepujgcych miko-
toksyn z grupy trichotecendw jaka jest DON jest
normowane przez Rozporzgdzenie Komisji WE (nr
1881/2006 z 19.12.2006, Dz. Urz. UE L 364/5) i wy-
nosi dla zbdz nie przetworzonych innych niz pszenica
durum, owies i kukurydza 1250 pg/kg, dla nieprze-
tworzonej pszenicy durum i owsa wynosi 1750 pg/kg,
w produktach zbozowych, przeznaczonych bezpo-
$rednio do spozycia przez ludzi (réwniez makaron)
750ug/kg, natomiast dla chleba, ciasta i produktow
$niadaniowych maksymalne dopuszczalne stezenie
DON wynosi 500 pg/kg. Grzyby mikroskopowe oraz
ich metabolity powodujg corocznie na catym Swiecie
ogromne straty gospodarcze. Spowodowana przez
nie fuzarioza ktosa staje sie coraz powazniejszym
problemem. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze
problem ten ma zasieg ogdlnoswiatowy. Wystepuje
ona powszechnie w Ameryce Pétnocnej, w Ameryce
Potudniowej, Azji, Afryce, Europie oraz w Australii
[14]. W zwigzku z powyzszym monitorowanie pozio-
mu zanieczyszczenia grzybami mikroskopowymi oraz
mikotoksynami ziarna zbdz jest niezwykle waznym
elementem kontroli bezpieczenstwa mikrobiologicz-
nego w tancuchu produkcyjnym przerobu zbdz.
Stad celem niniejszych badan byto oznaczenie po-
ziomu zanieczyszczenia grzybami mikroskopowymi
oraz ich metabolitami ziarna pieciu gatunkdéw zbdz
takich jak: pszenzyto, pszenica, jeczmien, zyto i owies
pobierano bezposrednio po zbiorze w 2007 roku
z magazynéw rolnikéw indywidualnych znajdujacych
sie na terenie Wielkopolski za pomocg chromatogra-
fii gazowej sprzezonej ze spektrometrem mas oraz
wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j.

2. MATERIAL | METODY BADAWCZE

2.1. Materiat badany

Okreslenie stezenia metabolitéw grzybowych oraz
liczby JTK poddano reprezentatywng ilosé préb
naturalnie porazonego ziarna pieciu gatunkéw zbdz
(pszenzyto, pszenica, zyto, owies, jeczmien) pobra-
nych bezposrednio po zbiorze w 2007 roku z 15 ma-
gazyndéw nalezgcych do rolnikéw indywidualnych na
terenie Wielkopolski. W sumie przebadano 75 préb
ziarna nalezacych do 5 w/w gatunkdw zbdz.

2.2. Analiza zawartosci trichotecenow

Probki o masie 10 g rozdrobniono za pomocg mtyn-
ka laboratoryjnego WZ-1 (Instytut Badawczy Prze-
mystu Piekarniczego, Bydgoszcz). Po umieszczeniu

w kolbkach stozkowych o pojemnosci 200 ml prébki
poddano ekstrakcji za pomocg 100ml mieszaniny
acetonitryl — woda 82:18 (v/v) wytrzasajac 15 min,
a nastepnie pozostawiajac préby przez noc i po-
nownie wytrzgsajgc 15 min. Otrzymane ekstrakty
filtrowano przez saczki celulozowe Whatman numer
5 na lejkach Biichnera pod zmniejszonym cisnie-
niem. Ekstrakty oczyszczano metoda ekstrakcji do
fazy statej przy uzyciu kolumienek wypetnionych
5ml mieszaniny sktadajgcej sie z: wegla aktywnego
(Darco G 60, 100 mesh), celitu (Celite 545) i obo-
jetnego tlenku glinu (70-230 mesh) zmieszanych
w stosunku wagowym 1:1:1. Kolumienki przygoto-
wano w nastepujacy sposdb: w polipropylenowej
kolumience o pojemnosci 6ml umieszczono kolejno:
wate szklang, 0,25g celitu, 3 g mieszaniny wegla
aktywnego, celitu i obojetnego tlenku glinu oraz po-
nownie wate szklang. Tak przygotowane kolumienki
aktywowano przemywajgc pod zmniejszonym
cisnieniem 15 ml mieszaniny acetonitryl — woda
(82:18 v/v) przy przeptywie 1ml/min. Po oprdznieniu
kolby do kolumienek wprowadzano przefiltrowane
ekstrakty, a nastepnie przemywano kolumienki 30
ml mieszaniny acetonitryl — woda (82:18 v/v). Oba
potgczone przesgcze zbierano i odparowywano
do sucha przy uzyciu wyparki prézniowej (Blichi
R-205). Pozostatosé przenoszono ilosciowo za po-
mocg octanu etylu (2,5 ml) oraz 2 porcjami po 2,5
ml mieszaniny chloroform — acetonitryl (4:1 v/v) do
fiolek o pojemnosci 8ml odparowujgc na biezgco
do sucha w strumieniu azotu. Trichoteceny grupy
A analizowano jako pochodne trifluoroacetylowe
Z uzyciem wzorca wewnetrznego, natomiast tri-
choteceny grupy B jako pochodne trimetylosililowe
z uzyciem wzorca zewnetrznego. W celu otrzymania
pochodnych trifluoroacetylowych (grupa A) do fiolki
o pojemnosci 2ml dodawano 10 pg Mirexu jako stan-
dardu wewnetrznego, odparowywano go do sucha
i nastepnie dodawano 100 pl bezwodnika kwasu
trifluorooctowego. Po szczelnym zamknieciu pro-
wadzono reakcje w temperaturze pokojowej przez
okres 20 minut. Reakcje przerywano poprzez odpa-
rowanie nadmiaru bezwodnika w strumieniu azotu.
Bezposrednio przed analizg prébki przeprowadzone
w pochodne acylowe rozpuszczano w 0,5 ml izookta-
nu. Natomiast pochodne trimetylosililowe otrzymy-
wano w reakcji z mieszaning trimetylosililoimidazolu
i trimetylochlorosilanu (100:1 v/v, 100 pl) prowa-
dzonej w fiolce o pojemnosci 8ml w temperaturze
pokojowej przez 20 minut. Reakcje przerwano
poprzez dodanie do mieszaniny reakcyjnej 3 ml
wody destylowanej, a nastepnie dodawano 0,5 ml
izooktanu, wytrzasano za pomocg wytrzasarkii prze-
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noszono warstwe izooktanowg do szczelnie zamy-
kanej fiolki. Rozdziat chromatograficzny oraz analize
trichotecendéw grup A i B prowadzono oddzielnie za
pomocg chromatografu gazowego (Hewlett Packard
6890) sprzezonego z detektorem masowym (Hewlett
Packard 5972 A). Aparat wyposazony byt w autosam-
pler (HP 18593B) oraz kolumne kapilarng (HP-5MS,
0,25 mm x 30 m). Prébke nastrzykiwano w objetosci
1 pl do komory nastrzykowej o temperaturze 280°C
bez dzielenia strumienia, temperatura separatora
wynosita 280°C. Przy oznaczaniu trichotecendéw gru-
py A poczatkowa temperatura pieca wynosita 80°C
i byta utrzymywana przez 1 min. Po czym tempera-
tura wzrastata o 10°C/min do temperatury 280°C
i utrzymywana byta przez okres 4 minut. Czas analizy
wynosit 25 minut. Analiza wykonywana byta w trybie
szukania wybranych jonéw (SIM). Dla trichotecenéw
grupy A byty to: STO 456 i 555; T-2 tetraol 455 i 568;
T-2 triol 455 i 569; DAS 402 i 374; HT-2 455 327; T-2
3271401 oraz Mirex 332 509. Czas retencji dla tych
toksyn wynosit odpowiednio: 14,71; 15,18; 18,23;
18,62; 19,54; 21,56 i 21,32 minut. Do oznaczania
trichotecendw grupy B poczatkowa temperatura
pieca wynosita 80°C i utrzymywana byta przez
1 minute. Nastepnie temperatura wzrastata o 15°C/
min do 200°C i utrzymywana byta przez 6 minut. Po
tym czasie temperatura wzrastata o 10°C/min do
280°C i utrzymywana byta na tym poziomie przez
5 minut. Catkowity czas analizy wynidst 28 minut. Do
oznaczania trichotecendéw grupy B réowniez wykona-
na byta analiza wybranych jondéw (SIM). Byty to dla
DON 103 i 512; 3-AcDON 117 i 482; 15-AcDON 193
i 482; Fus-X 103 i 570; NIV 191 i 600. Czas retencji
dla tych toksyn wynosit odpowiednio: 19,53; 20,88;
21,07; 21,01; 21,25 minut. Szybkos¢ przeptywu helu
wynosita 0,7 cm3*/min. Celem potwierdzenia obecno-
$ci w probie oznaczanych toksyn wykonana zostata
analiza w petnym zakresie mas (od 100-700 amu)
dostarczajgca widmo masowe, ktére poréwnywano
z analogicznie otrzymanym widmem dla standardu.
Widmo to wraz z poréwnywaniem czaséw retencji
analizowanego zwigzku ze standardem jest podsta-
wa do identyfikacji toksyn. Obok analizy jakoscio-
wej oznaczano stezenie badanych toksyn poprzez
pordwnanie wzglednych wysokosci wybranych
jonéw. Otrzymane wyniki poddane byty obrdbce
w programie Chem Station. Odzysk dla analizo-
wanych toksyn wynosit: T-2 86%3,8%; T-2 tetraol
88+4,0%; HT-2 91+3,3%; DAS 84+ 4,6%; DON
84+3,8%; 3AcDON 78+4,8%; 15 AcDON 74+2,2%; NIV
8113,8%. Natomiast limit detekc;ji dla analizowanych
toksyn wynosit 0,001mg/kg [15].

2.3. Analiza zawartosci ergosterolu (ERG)

Do analizy ERG pobierano préby o masie 10 g. Proby
mielono za pomoca mtynka laboratoryjnego (WZ-
1). Masa proby do analizy wynosita 0,10 g. Préby
umieszczano w zakrecanych probdéwkach do kultur
o pojemnosci 17 ml, gdzie przeprowadzono ekstrakcje
ergosterolu z jednoczesnym zmydlaniem. Procesy te
zachodzity pod wptywem promieniowania mikrofa-
lowego. W tym celu do probéwek dodawano 2 ml
metanolu oraz 1 ml 0,5-molowego roztworu wodo-
rotlenku sodu. Szczelnie zamkniete prébéwki dla bez-
pieczenstwa umieszczano w plastikowych butelkach,
ktore z kolei umieszczono w kuchence mikrofalowej
(Whirlpool model AVM 401/1/WH, 2450 MHZ, 900 W).
Préby zostaty poddawane wptywowi promieniowa-
nia mikrofalowego o mocy 350W dwukrotnie przez
okres 20 sekund. Po schtodzeniu (okoto 15 minut)
prébki poddano neutralizacji za pomoca 1-molowego
wodnego roztworu kwasu solnego. Po dodaniu 2 ml
metanolu ekstrahowano ergosterol za pomocg 12 ml
pentanu (3 x 4 ml). Uzyskane ekstrakty pentanowe
na biezaco przenoszono do fiolki o pojemnosci 8 ml,
po czym odparowano do sucha w strumieniu azotu.
Przed rozpoczeciem analizy préby rozpuszczano
w 1 ml metanolu. Analize przeprowadzono za pomocag
wysokosprawnego chromatografu cieczowego (Wa-
ters SDS 501) z detektorem absorbcjometrycznym
(Waters 486 Tunable Absorbance Detector). Rozdziat
chromatograficzny odbywat sie na kolumnie Nova
Pack C18, (150x3,9 mm), jako faze wymywajacg sto-
sowano mieszanine metanol: acetonitryl 90:10 (v/v).
Pomiar stezenia ergosterolu nastepowat przy uzyciu
wzorca zewnetrznego przy dtugosci fali A=282 nm.
Identyfikacja zwigzku odbywata sie na podstawie
poréwnania czasu retencji badanego pliku z czasem
retencji standardu oraz poprzez dodanie do badane;j
probki okreslonejilosci standardu i powtdrng analize.
Odzysk ERG wynosit 97%, natomiast poziom wykry-
walnosci 0,01 mg/kg [16].

2.4. Ptytkowa metoda zalewowa z rozcienczen
dziesietnych

Ocene liczby grzybéw mikroskopowych w przelicze-
niu na 1 g ziarna wykonano standardowg metodg
ptytkowa zgodnie z procedurg PN-ISO 21527-2:
2009. Mikrobiologia zywnoSci i pasz. Horyzontalna
metoda oznaczania liczby drozdzy i plesni. Czes¢ 2:
Metoda liczenia kolonii w produktach o aktywnosci
wody nizszej lub réwnej 0,95 [9]. 10 g rozdrobnio-
nego materiatu badanego (w trzech powtdrzeniach)
zawieszano w 90 ml 0,1% wody peptonowej. Po
czasie 30 min. préby wytrzgsano przez 2,5 min.
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Nastepnie z przygotowanej zawiesiny wykonano
rozcienczenia dziesieciokrotne w 0,1% roztwo-
rze wody peptonowej. W tym celu jatowg pipeta
przenoszono 1 ml zawiesiny z trzech wykonanych
rozcienczen na sterylne ptytki Petriego (po dwie dla
kazdego rozciericzenia). W kolejnym etapie ptytki
zalewano pozywka agarowa z Rézem Bengalskim
i chloramfenikolem (15 ml) o temperaturze 45°C.
Ptytki inkubowano warunkach tlenowych, ustawio-
ne ptasko w cieplarce w temperaturze 25+1°C przez
5-7 dni. Po inkubacji liczono kolonie na wybranych
ptytkach (pozwalajgcych na uzyskanie od 15 do 150
kolonii na ptytce) i w oparciu o liczbe policzonych
kolonii obliczono liczbe jednostek tworzgcych ko-

lonie grzybéw mikroskopowych (JTK) w 1 g mate-
riatu badanego (jtk/g). Wynik byt $rednig z dwdéch
powtdrzen i wyrazony zostat w log jtk/g.

3. OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

W roku 2007 przebadano pod wzgledem iloSci ERG,
stezenia mikotoksyn z grupy trichotecenéw oraz licz-
by JTK 75 prob ziarna nalezgcych do pieciu rodzajéw
zbdz (pszenzyto, zyto, owies, pszenica i jeczmien).
Wsrdd analizowanych gatunkéw zbdz owies i zyto
charakteryzowaty sie najwyzszym stezeniem ERG
wynoszgcym odpowiednio 9,79 oraz 9,69 mg/kg (Tab.
1A). Natomiast najnizsze stezenie tego metabolitu

Tabela 1. Zakres oraz s$rednie stezenie sumy toksyn, ergosterolu oraz warto$¢ log jtk/g (A), $rednie stezenie
trichotecendw grupy A i B (B) w ziarnie 5 rodzajow zboza zebranego w 2007 roku oraz korelacje pomiedzy

analizowanymicechami(C)

A IIo:éé S'rednit(a Ir's;tge,/ikegr;ie ERG Srednie ste(i;r;i/ekzl.)lmy toksyn Log jtk/g

Zboze prob zakres srednia zakres srednia zakres srednia
Pszenzyto 15 1,13-7,88 3,13° 0,010-0,047 0,031° 1,05-2,66 1,44°
Pszenica 15 | 0,41-4,25 1,90° 0,004-0,026 0,018° 1,28-2,67 1,26°
Jeczmien 15 2,05-9,20 7,28° 0,008-0,069 0,052° 1,35-2,67 1,81°
Zyto 15 4,52-13,26 9,69° 0,027-0,083 0,074° 1,24-2,78 2,97°
Owies 15 5,71-11,05 9,79° 0,044-0,124 0,081° 2,59-4,55 3,16
Zﬁi@ﬁ stkie 75 0,41-13,26 6,36 0,004-0,124 0,047 1,05-4,55 2,04

Takie same litery w wierszach — brak istniejacych réznic na poziomie istotnosci a=0,05

B Stezenie trichotecendw grupy A Stezenie trichotecendw grupy B
llosé (mg/kg) (mg/kg)
sbose | TC° | sTo TeI;jol TTr;; DAS | HT-2 | DON | Fus-X |3-AcDON |15-AcDON| NIV
Pszenzyto 15 <LOD | 0,002 0,003 0,001 0,001 0,017 0,004 0,004 0,003 0,003
Pszenica 15 0,004 | <LOD 0,001 <LOD 0,001 0,013 <LOD <LOD 0,004 0,012
Jeczmien 15 0,004 | 0,006 0,004 0,001 0,001 0,024 | 0,002 0,002 0,011 0,007
Zyto 15 <LOD | 0,001 0,001 0,008 <LOD 0,053 0,001 0,006 0,002 0,026
Owies 15 0,002 | 0,004 0,005 0,004 0,004 0,025 <LOD 0,002 0,001 0,009
\Z"(;g;’;tkie 75 |0,004 | 0,005 | 0,003 | 0,007 | 0,002 | 0,029 | 0,001 | 0,002 | 0,007 | 0,016
C Wspotczynnik korelacji
Zboze | ERG/stezenie sumy toksyn ERG/log jtk/g Stezenie sumy toksyn/log jtk/g
Pszenzyto 0,8605*** 0,6158** 0,5237**
Pszenica 0,8032*** 0,7115** 0,4284*
Jeczmien 0,6489** 0,7019** 0,5654**
Zyto 0,7527*** 0,6326** 0,3661
Owies 0,8106*** 0,6568** 0,7205**
Wszystkie zboza 0,8248%** 0,6726** 0,6895**
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wynoszace 1,90 mg/kg oznaczono w ziarnie pszenicy.
Uzyskane wyniki stezenia ERG, bedacego wskazni-
kiem ilosci zaréwno zywej, jak i martwej mikoflory
poréwnano z aktualnymi danymi, biorgc pod uwage
fakt, iz nie ma do tej pory uregulowan prawnych
w tej kwestii. Pierwotnie jako bezpieczng zawartos¢
mikoflory w zdrowym ziarnie przyjeto stezenie ERG
wynoszace 3 mg/kg [17]. Schnérer i Johnson [18]
zaproponowali natomiast zakres stezen tego meta-
bolitu wynoszacy 1-9 mg/kg jako bezpieczng wartosé
graniczng dla ziarna konsumpcyjnego. Wyznaczone
Srednie wartosci stezenia ERG dla wszystkich bada-
nych zbdz nie przekraczaty wskazywanej w literaturze
wartosci granicznej. Miedzy poszczegdlnymi bada-
nymi rodzajami zboza wystepowaty jednak istotne
réznice w Srednim stezeniu ERG. Podobne réznice
miedzy zawartoscig mikoflory dla poszczegdlnych
zbodz zaobserwowali Perkowski i in [16]. Autorzy ci
najwyzsze stezenie tego metabolitu, 8,69 mg/kg
oznaczyli w ziarnie owsa, nizsze w ziarnie jeczmienia
2,39 mg/kg, a najnizsze natomiast w ziarnie pszenicy
1,26 mg/kg. Stuper i in. [9] zaobserwowali rowniez,
iz wéréd analizowanych zbdz pszenica odznaczata
sie najnizszym srednim stezeniem ERG wynoszgcym
2,87 mg/kg, natomiast pozostate badane zboza
zawieraty odpowiednio wiecej tego metabolitu
w nastepujacej kolejnosci pszenzyto 4,67 mg/kg,
zyto 9,97 mg/kg, jeczmien 11,38 mg/kg oraz owies
14,98 mg/kg.

Zawartosé grzybéw mikroskopowych mierzonych za
pomocy liczby jednostek tworzacych kolonie byta
w przypadku wszystkich zbdz niska i utrzymywata sie
na poziomie od 10'jtk/g do ponad 10°jtk/g (Tab. 1A).
Najwiekszg liczbg JTK wyznaczono w ziarnie jeczmie-
nia. Schnurer i Jonsson [18] podajg, iz zanieczysz-
czenie mikologiczne zbdz na poziomie 103-10%jtk/g
przyjmuje sie jako naturalne porazenie. Podobne do
prezentowanych w ramach niniejszej pracy wyniki
dotyczgce poziomu JTK w ziarnie jeczmienia przed-
stawili Gawrysiak-Witulska i in. [11], ktorzy w ziarnie
pszenicy bezposrednio po zbiorze oznaczyli ok. 10*
jtk/g. Neagu i Tofan [19] badali préby pszenicy, owsa i
jeczmienia pochodzace z centralnej Rumunii, stwier-
dzajac niskg zawartos¢ grzybow mikroskopowych na
poziomie: 12 jtk/g dla pszenicy, 4 jtk/g dla jeczmienia
oraz 6 jtk/g dla owsa. Krysinska-Traczyk i in. [20]
podajg natomiast, iz w ziarnie pszenicy zebranym na
terenie wschodniej Polski zanieczyszczenie grzybami
mikroskopowymi wynosito od 0 do 227,5x10% jtk/g.
Obok zawartosci mikoflory w prébach zbdz analizo-
wano réwniez stezenie mikotoksyn. Poziom stezenia
trichotecendw grupy A i B byt niski, a stezenie DON
w zadnej z badanych proéb nie przekraczato wartosci

1250 pg/kg wyznaczonej przez Unie Europejskg jako
bezpieczna dla ziarna przeznaczonego do konsumpcji
(Tab. 1A). Podobnie jednak, jak w przypadku steze-
nia ERG oraz ilosci JTK zawartos¢ tych toksycznych
metabolitdw rdznita sie istotnie w poszczegdlnych
gatunkach zbéz. W czasie badan przeprowadzonych
na Litwie istotne rdznice miedzy gatunkami zbdz
w zawartosci DON oraz innych trichotecendéw z grupy
B zaobserwowali rowniez Mankeviciene i in. [21].
W pracy tej autorzy oznaczyli najwyzsze stezenie
DON w prébach ziarna zyta wynoszace 691 pg/kg,
nizsze stezenie oznaczono w ziarnie jeczmienia
198 pg/kg, a najnizsze natomiast w ziarnie pszenzyta
168 pg/kg oraz owsa 122 pg/kg. Slikovd i in. [22]
w latach 2004-2006 zaobserwowali istotne réznice
miedzy stezeniem DON w badanych prébach psze-
nicy. W analogicznym okresie do prowadzonych
przez nas badan w Europie odnotowano jedynie
7 przypadkow przekroczenia w zbozach i produktach
piekarniczych dozwolonego stezenia DON (Raport
RASFF, 2007).

W naszych badaniach stezenie sumy toksyn w ana-
lizowanych prébach zb6z wynoszgce 0,081mg/kg
byto najwyzsze w prébach ziarna owsa, a najnizsze
natomiast (0,018 mg/kg) w prdbach ziarna pszenicy.
Podobne tendencje jak poziom mikotoksyn oraz
ERG zaobserwowano co do liczby JTK, a mianowicie
ziarno owsa charakteryzowato sie najwiekszg ilosciag
grzybdw mikroskopowych (3,16 log jtk/g), natomiast
ziarno pszenicy najmniejszg (1,26 log jtk/g). Sposrod
analizowany toksyn prawie 90% analizowanych préb
zawierato DON i NIV, a ok. 65% T-2 Triol (Tab. 1B).
Ziarno zyta cechowato sie najwyzszymi stezeniami
zaréwno DON (0,053mg/kg) i NIV (0,026mg/kg).
Ziarno pszenicy charakteryzowato sie stezeniem
DON wynoszgcym 0,013 mg/kg. W ziarnie pszenzyta
wykryto natomiast najmniejszg ilo$¢ NIV, ktéra wy-
nosita 0,003 mg/kg.

Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej
wyznaczono wspotczynniki korelacji miedzy analizo-
wanymi cechami zbdz (Tab. 1C). Dla uzyskanych wyni-
kow obliczono korelacje miedzy iloscig mikoflory oraz
badanymi metabolitami dla kazdego zboza z osobna
oraz dla wszystkich badanych rodzajéw zboza. W pra-
wie 90% rozpatrywanych przypadkéw korelacje byty
istotne. Wspdtczynnik korelacji na poziomie ufnosci
P=0,001 sumarycznie dla wszystkich gatunkéw zbéz
wynosit odpowiednio dla zaleznosci ERG/stezenie
sumy toksyn 0,8248, ERG/log jtk/g 0,6726, natomiast
dla stezenia sumy toksyn/log jtk/g 0,6895. Podobne
wyniki wspdtczynnikdéw korelacji dotyczacych przed-
stawionych powyzej cech uzyskali takze inni autorzy
[23]. Wisniewska i Busko [24] podajg natomiast
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w swej pracy wspotczynnik korelacji pomiedzy ERG/
DON wynoszacy 0,91 na poziomie istotnosci P=0,01.
Saxena i in. [25] oraz Gawrysiak-Witulska i in. [11]
podajg réwniez istotne korelacje miedzy stezeniem
ERG i iloscig jtk/g na poziomie od 0,70 do 0,90.

Na podstawie przedstawionych powyzej badan ana-
lizowanych metabolitéw grzybowych w ziarnie oraz
réznic miedzy ich zawartoscia w réznych zbozach
mozna stwierdzié, iz na proces kumulacji trichote-
cendéw oraz ERG ma wptyw szeregu czynnikdw [26].
WSréd czynnikéw podawanych przez innych autoréow
wyrdznic nalezy: gatunek zboza [26], budowe rosli-
ny, jej odpornos¢ na warunki pogodowe w okresie
kwitnienia i dojrzewania ziarniakéw [22].

4. WNIOSKI
Przedstawione w niniejszej czesci pracy wyniki badan

zawartosci mikoflory oraz trichotecendw w ziarnie
pieciu gatunkéw zbdz wskazujg na niski poziom

zanieczyszczenia grzybami mikroskopowymi oraz
toksynami zbd6z przeznaczonych do konsumpcji na
terenie Wielkopolski. W zadnej z przebadanych préb
nie stwierdzono przekroczenia dopuszczalnego przez
Rozporzadzenie Unii Europejskiej z 2006 roku steze-
nia mikotoksyn w zbozach nieprzetworzonych.
Stezenie mikotoksyn oraz zawartos¢ biomasy grzy-
bowej w ziarnie jest uzalezniona od gatunku zboza,
przy czym najwyzszg ich ilo$¢ zaobserwowano dla
ziarna owsa i zyta, najnizszg natomiast dla ziarna
pszenicy.

Pomiedzy badanymi cechami opisywanymi stezeniem
badanych metabolitéw grzybowych mozna znalez¢
istotne korelacje, przy czym najistotniejszg zaleznos¢
znaleziono dla korelacji ERG/suma toksyn.
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