2009
N auka Przyroda -I-echnologie Tom 3

Zeszyt 4

ISSN 1897-7820 http://www.npt.up-poznan.net
Dziat: Nauki o Zywnosci i Zywieniu
Copyright ©Wydawnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

RENATA CEGIELSKA-RADZIEJEWSKA, TOMASZ SZABLEWSKI, KAROLINA KAROLCZAK,
ANNA KACZMAREK, JACEK KIJOWSKI

Katedra Zarzadzania Jako$cia Zywnosci
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

OCENA ZAWARTOSCI MIKOTOKSYN
W ZBOZACH PASZOWYCH I PASZACH
METODA IMMUNOENZYMATYCZNA

Streszczenie. Mikotoksyny sa toksycznymi metabolitami wtdrnymi grzyboéw (plesni), nalezacymi
przede wszystkim do rodzaju Aspergillus, Penicillium 1 Fusarium. Ich obecno$¢ w zbozach
i paszach prowadzi do strat w produkcji zwierzecej. Obowigzujaca obecnie norma PN-EN ISO
22000:2006 wskazujac konieczno$¢ zapewnienia bezpieczenstwa zywnoSci na wszystkich eta-
pach produkcji i obrotu ,,0d pola do stotu”, wymaga kontroli i wycofania zb6z i pasz skazonych
mikotoksynami, dlatego tez priorytetowe jest wykorzystanie szybkich i efektywnych metod kon-
troli mikotoksyn majacych zastosowanie w catym tancuchu produkcji zywnosci. Celem pracy
byta ocena obecnosci deoksyniwalenolu i zearalenonu w zbozach i paszach z wykorzystaniem
testow ELISA. Badania wskazuja na znaczenie mikotoksyn jako potencjalnego zagrozenia w pro-
dukcji pasz 1 konieczno$é systemowego podej$cia w celu zapewnienia ich bezpieczenstwa. Spo-
$rod badanych zbdz i pasz najwigksze stgzenie deoksyniwalenolu stwierdzono w przypadku
kukurydzy i pasz produkowanych na jej bazie. Podobne rezultaty uzyskano, testujac zboza i pasze
na zawarto$¢ zearalenonu. Stwierdzono, ze metode immunoenzymatyczng ELISA mozna zasto-
sowaé¢ do oznaczania mikotoksyn w paszach i zbozach. Zestawy testow sa praktyczne i latwe
w obstudze.

Stowa kluczowe: mikotoksyny, deoksyniwalenol, zearalenon, zboza

Wstep

Mikotoksyny sg toksycznymi metabolitami wtornymi grzybow (plesni), nalezacymi
przede wszystkim do rodzajow Aspergillus, Penicillium i Fusarium. Pod wzgledem
chemicznym mikotoksyny zalicza si¢ do weglowodorow aromatycznych (rzadko alifa-
tycznych) o malej masie czasteczkowej, co decyduje o ich znacznej opornosci na czyn-
niki §rodowiskowe oraz o braku wilasciwosci immunogennych lub stabych wlasciwo-
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sciach. Mikotoksyny, obok dziatania toksycznego, wykazuja rowniez wiasciwosci rako-
tworcze, mutagenne, teratogenne i estrogenne, a ich szkodliwe dziatanie stwierdza si¢
nawet w przypadku wystepowania w niewielkich stezeniach (HUSSEIN i BRASEL 2001,
KOLACZYNSKA-JANICKA 2006).

Na porazonych zbiorach zb6z rozwijajg si¢ grzyby z rodzaju Fusarium. Ich wtdrne
metabolity to trichoteceny, a przede wszystkim deoksyniwalenol i wystepujacy
w mniejszych ilosciach niwalenol. Mikotoksyny te porazaja klosy i wiechy zboz we
wszystkich strefach klimatycznych. Deoksyniwalenol, z uwagi na powszechne wyste-
powanie i silng toksyczno$¢, jest uwazany za jedng z grozniejszych mikotoksyn zanie-
czyszczajacych produkty pochodzenia zbozowego przeznaczone na cele spozywcze
i paszowe (PITTET 1998). Obecnos¢ i zawarto$¢ mikotoksyn w ziarnie zb6dz i paszach
stanowi wazny wskaznik ich jakosci. Ocenia si¢, ze mikotoksyny corocznie powoduja
zniszczenie lub pogorszenie jakosci okoto 20-25% zbdz, a w konsekwencji straty
w hodowli zwierzat. Spozycie toksyn powoduje mikotoksykozy — choroby cechujace si¢
specyficznymi efektami u zwierzat gospodarskich, takimi jak: uszkodzenia i nowotwory
watroby w przypadku aflatoksyn, uszkodzenia nerek w przypadku ochratoksyny A,
zaburzenia ptodnosci trzody spowodowane przez zearalenon, utrata taknienia i wymioty
u trzody wywotane spozyciem z paszg deoksyniwalenolu. Ostre postacie zatru¢ wyste-
puja w hodowli stosunkowo rzadko i wazniejszym problemem sa stany dlugotrwalych
mikotoksykoz, objawiajace si¢ spadkiem przyrostow, zmniejszeniem wspotczynnika
wykorzystania paszy badz zwigkszong liczba brakowanych zwierzat.

Zanieczyszczenie mikotoksynami zywnoS$ci i pasz w znacznym stopniu zalezy od
warunkow $Srodowiska, ktore moga umozliwia¢ powstawanie i wzrost ple$ni. Skazenie
moze nastapi¢ na kazdym etapie produkcji (rozwoj roslin, zbidr, obrobka, przechowy-
wanie i transport). W zbozu wysuszonym po zbiorze, przy wilgotnosci powyzej 13%,
grzyby toksynotworcze znajduja dobre warunki do rozwoju (CHELKOWSKI 1997, 2004,
SCHRODTER 2004, GLENN 2007, JOUANY 2007).

Ze wzgledu na znaczng odporno$¢ mikotoksyn odkazanie silnie zanieczyszczonych
plonéw jest zadaniem bardzo trudnym. Skutecznym rozwigzaniem jest identyfikacja
skazonych produktow i wycofanie ich z tancucha pokarmowego. Priorytetowe jest
opracowanie i wykorzystanie efektywnych metod kontroli, majacych zastosowanie
w calym lancuchu produkcji zywnosci (QUILLIEN 2002, SAEGER 1 IN. 2006).

Celem pracy byla ocena zawarto$ci deoksyniwalenolu i zearalenonu w zbozach pa-
szowych i paszach z wykorzystaniem testow ELISA oraz okre$lenie mozliwosci zasto-
sowania metody immunoenzymatycznej do monitorowania zawarto$ci mikotoksyn
w przemysle paszowym.

Material i metody

Do oznaczenia zawartosci deoksyniwalenolu i zearalenonu w paszach i zbozach pa-
szowych zastosowano metode immunoenzymatyczng ELISA, z wykorzystaniem testu
Veratox firmy Neogen. Odczyt gestosci optycznej prob wykonano, stosujac czytnik
mikroptytkowy firmy Neogen przy dtugosci fali 650 nm. Zgodnie z zaleceniem wyniki
odczytano w ciggu 20 min od momentu dodania roztworu Red Stop. Gestos¢ optyczna
wzorcow tworzy krzywa standardowg (zalezno$¢ absorbancji od stezenia mikotoksyny),
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z ktorag porownywano wyniki prob badanych i na tej podstawie obliczano wtasciwe
stezenie badanej mikotoksyny. Dla kazdej przeprowadzonej analizy, oprocz wynikoéw
absorbancji i stezenia, uzyskano obliczong warto$¢ wspotczynnika korelacji R (zalez-
no$¢ absorbancji od stgzenia A/c). Zgodnie z zaleceniem producenta wyniki uznaje si¢
za wiarygodne, gdy warto$¢ wspotczynnika R nie jest mniejsza niz 0,996.

Analizie poddano proby zbdz paszowych i pasz (po 24) pobrane losowo, w réznych
odstepach czasowych, z czterech wytworni pasz (A-D). W badaniach testowano zboza
do produkcji pasz, takie jak: kukurydza, pszenica, jgczmien, zyto, pszenzyto. Zawarto$¢
mikotoksyn oznaczono réwniez w paszach o zréznicowanym sktadzie. Ponizej podano
podstawowe skladniki testowanych pasz i ich oznaczenia: pasza 1: pszenica 25%, $ruta
sojowa 20%, jeczmien 25%, pasza 2: pszenica 50%, kukurydza 25%, jeczmien 10%,
pasza 3: pszenica 50%, jeczmien 18%, $ruta sojowa 14%, pasza 4: pszenica 46%, kuku-
rydza 44%. Zawarto$¢ deoksyniwalenolu oznaczono w paszach 3 i 4, natomiast zearale-
nonu — we wszystkich wymienionych rodzajach pasz.

Proby do badan pobrano probnikiem zgodnie z technika pobierania prob. Probe re-
prezentatywna catkowicie rozdrobniono i do momentu ekstrakcji przechowywano
w temperaturze 2-8°C. Do ekstrakcji proby uzyto 70-procentowego roztworu meta-
nol/woda. Po dodaniu rozpuszczalnika probe intensywnie wytrzasano przez 3 min.
Ekstrakt przefiltrowano przez przepuszczenie przynajmniej 5 ml przez filtr Whatman 1
i zebrano filtrat jako probe. Probe do badan przygotowano do oznaczenia poprzez roz-
cienczenie ekstraktu woda w stosunku 1:5. Przed rozpoczeciem analizy, testy (wszyst-
kie reagenty) doprowadzono do temperatury pokojowej, okoto 18-30°C.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Wykonano podstawowe obliczenia
dla kazdej zmiennej, oznaczajac warto$¢ $rednia, odchylenie standardowe, btad standar-
dowy 1 przedziat ufnosci. W celu okreslenia istotnosci wptywu rodzaju pasz i zbdz na
zawarto$¢ mikotoksyn przeprowadzono analize¢ wariancji. Ze wzgledu na niejednorod-
no$¢ wariancji zastosowano test nieparametryczny Anova rang Kruskala-Wallisa. Za
statystycznie istotne uznano zalezno$ci na poziomie istotnosci o nie przekraczajagcym
0,05. Obliczenia statystyczne wykonano, stosujac oprogramowanie Statistica PL v. 8.0.

Wyniki i dyskusja

Obecne przepisy unijne dopuszczajg st¢zenie deoksyniwalenolu w nieprzetworzo-
nych ziarnach kukurydzy, pszenicy i owsa na poziomie 1750 pg/kg, natomiast w pozo-
statych zbozach zalecany poziom to 1250 pg/kg. W krajach Unii Europejskiej zaleca
si¢, zeby zawarto$¢ deoksyniwalenolu w paszy petnoporcjowej i uzupehiajacej dla $win
nie przekraczata 900 pg/kg (ROZPORZADZENIE... 2007, ZALECENIE... 2006).

Przeprowadzona analiza wariancji Anova rang Kruskala-Wallisa wykazala istotny sta-
tystycznie wplyw rodzaju zboza na zawartos¢ deoksyniwalenolu. Srednia zawartoé¢ ozna-
czanej mikotoksyny byta najwicksza w probach kukurydzy i ksztattowata si¢ na poziomie
1200 pg/kg, podczas gdy w probach jeczmienia i zyta nie przekraczata 300 pg/kg (rys. 1).
Najwieksze stezenie deoksyniwalenolu, przekraczajace zalecany poziom 1750 pg/kg,
uzyskano w przypadku kukurydzy pochodzacej z wytworni B. W dwodch sposrdd czte-
rech badanych prob kukurydzy z wytworni A stezenie przekraczato 1500 pg/kg.
Stwierdzono, ze réwniez w innych badanych probach kukurydzy stezenie mikotoksyny
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Rys. 1. Zawarto§¢ deoksyniwalenolu w réznych rodzajach zb6z
Fig. 1. Deoxynivalenol content in different cereals

byto znacznie wigksze anizeli w probach pozostatych zboz. Sposréd badanych prob
pszenicy najwicksza zawarto$¢ deoksyniwalenolu oznaczono w probach pochodzacych
z wytworni A (100-400 pg/kg). W pozostatych stezenie mikotoksyny nie przekraczato
200 pg/kg.

Oznaczona zawarto$¢ mikotoksyny w probach pasz byta zréznicowana i ksztattowa-
fa si¢ na poziomie 300-2150 pg/kg. Nie wykazano istotnego statystycznie wplywu ro-
dzaju paszy na $rednig zawarto§¢ deoksyniwalenolu. Mozna jednak stwierdzi¢, ze wick-
sze stezenie mikotoksyny uzyskano w paszy 4. Oznaczone st¢zenie deoksyniwalenolu
w trzech probach paszy przekraczato zalecany poziom ponad dwukrotnie (rys. 2). Pro-
by, w ktorych stezenie mikotoksyny znalazto si¢ ponad przyjetym dopuszczalnym po-
ziomem, pochodzily z tej samej wytworni. Podstawowymi sktadnikami wymienionej
paszy byly pszenica (46%) i kukurydza (44%). W probach paszy 3, zawierajacej row-
niez jeczmien i maczke rybng, zawarto$¢ deoksyniwalenolu byta mniejsza i nie przekra-
czala 650 pg/kg.

Oznaczone w badanych probach zb6z stezenie zearalenonu bylo znacznie mniejsze niz
zawarto$¢ deoksyniwalenolu. W Zadnej z prob nie stwierdzono przekroczenia przyjetego
dopuszczalnego stezenia mikotoksyny. Na podstawie przepisow Unii Europejskiej do-
puszczalne stgzenie mikotoksyny w nieprzetworzonych zbozach ustalono na poziomie
100 pg/kg, natomiast w nieprzetworzonej kukurydzy — 350 pg/kg. W przypadku pasz
przeznaczonych dla prosiat maksymalna zawarto$¢ mikotoksyny moze wynosi¢ 100
pg/kg. Podobnie jak w przypadku deoksyniwalenolu, najwieksze stezenie zearalenonu
stwierdzono w probach kukurydzy. Srednia zawarto$¢ mikotoksyny we wszystkich
badanych préobach byla znacznie wigksza niz w probach pozostatych zbdz i wynosita
98,61 ng/kg. W przypadku zyta, jeczmienia, pszenicy i pszenzyta ksztattowala si¢ na
zblizonym poziomie — okoto 25 pg/kg (rys. 3). Ze wzgledu na niejednorodnos¢ warian-
cji zastosowano test nieparametryczny Anova rang Kruskala-Wallisa i wykazano brak
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Fig. 2. The effect of type of feed on deoxynivalenol concentration
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statystycznie istotnych réznic pomiedzy srednimi zawarto§ciami zearalenonu w probach
wszystkich badanych zboz, co bylo spowodowane znacznymi odchyleniami. W probach
kukurydzy stezenie mikotoksyny byto zréznicowane i wynosito powyzej 150 pg/kg, ale
rowniez 25 pg/kg. W pozostatych zbozach zawarto§¢ zearalenonu we wszystkich bada-
nych prébach byta wyréownana na poziomie 25 pg/kg.

Zawarto$¢ zearalenonu oznaczono rowniez w probach czterech scharakteryzowa-
nych rodzajow paszy. Stwierdzono istotny statystycznie wptyw rodzaju paszy na zawar-
to$¢ zearalenonu (p = 0,049). Roznice istotne statystycznie wykazano migdzy paszami
1 i 3. Srednia zawarto$¢ mikotoksyny w paszach 1 i 3 wynosita odpowiednio 49,93
png/kg i 170,62 pg/kg (rys. 4).
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Rys. 4. Wplyw rodzaju paszy na zawarto$¢ zearalenonu
Fig. 4. The effect of type of feed on zearalenone concentration

Uzyskane wyniki wskazuja, ze deoksyniwalenol najczgsciej wystepuje w takich
zbozach, jak pszenica i kukurydza. W przypadku pozostalych zboz oznaczone stgzenia
znajdujg si¢ ponizej dopuszczalnego poziomu. W badaniach dotyczacych obecnosci
mikotoksyn na ziarnach zb6z uprawianych w strefie klimatycznej umiarkowanej stwier-
dzono powszechne wystgpowanie deoksyniwalenolu. Mikotoksyne wykryto prawie we
wszystkich badanych probach pszenicy, jeczmienia i zyta, jednakze jej stezenie prze-
kraczato dopuszczalny poziom jedynie w przypadku dwoch prob (HAJSLOVA i IN.
2007). Z raportu Komisji Europejskiej SCOOP (REPORT EC... 2003) wynika, Zze sposrod
przebadanych okoto 12 tys. prob artykuldow rolno-spozywczych az 57% zawierato de-
oksyniwalenol. Wykazano, ze mikotoksynami produkowanymi przez grzyby rodzaju
Fusarium najczgéciej sa zanieczyszczone zboza i przetwory zbozowe. W przypadku
zb0z az 88% prob kukurydzy i 61% prob pszenicy bylo skazonych deoksyniwalenolem.
Mniejszy procent skazenia zboz stwierdzono w przypadku zearalenonu. Wykazano, ze
79% prob kukurydzy i 30% prob pszenicy zawieralo wymieniong mikotoksyng
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(SCHOTHORST 1 EGMOND 2004). Wczesniejsze badania dotyczace toksyn fuzaryjnych
wskazuja, ze ich zawarto$§¢ w ziarnie polskich zboz nie jest duza. Ich stezenie jest po-
réwnywalne z oznaczanym w zbozach europejskich, a nawet mniejsze. Wskazuje sie, ze
skazenie mikotoksynami jest znacznie wigksze w Europie Poinocnej i Ameryce Potu-
dniowej (PERKOWSKI 1999). Nalezy jednak podkresli¢, Zze kontrola poziomu skazenia
zboz jest konieczna ze wzgledu na znaczny procent prob zawierajacych toksyny oraz
zroznicowane st¢zenie toksyn fuzaryjnych w probach réznych zboz. Wystgpowanie
okreslonych mikotoksyn jest zalezne przede wszystkim od warunkéw atmosferycznych.
W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost porazenia zb6z zearalenonem, a od 2005 roku
réwniez deoksyniwalenolem. Nalezy podkresli¢, ze oprocz poziomu stezenia mikotok-
syn w zbozach i paszach przy ocenie ich toksycznosci powinno si¢ uwzglednia¢ row-
niez inne czynniki. Wskazuje sie, ze brakuje badan dotyczacych efektow wspotdziatania
mikotoksyn np. ze Srodkami ochrony roslin czy bakteriami, jak rowniez badan dotycza-
cych sumowania dziatania dwoch lub wiecej toksyn. Jest to szczeg6lnie istotne, ponie-
waz wykazano, ze czg$¢ prob pasz zawiera dwie, trzy lub cztery mikotoksyny. Podkre-
sla sig¢, ze w przypadku synergistycznego dziatania dwoch lub wiecej mikotoksyn fak-
tyczna toksycznos$¢ zbdz i pasz jest wigksza (JARCZYK i BANCEWICZ 2006).

Monitorowanie obecnosci mikotoksyn w zbozach i paszach jest utrudnione, ze
wzgledu na punktowe ich wystgpowanie w produkcie, co nalezy wzia¢ pod uwagg przy
pobieraniu proéb do badan. Ze wzgledu na réznorodna strukture chemiczng i odmienne
wlasciwosci fizyczno-chemiczne tych zwigzkéw do oznaczania ich stezenia w paszach
i zbozach wykorzystuje si¢ wiele metod. Najczesciej stosowana jest wysoko sprawna
chromatografia cieczowa (HPLC), jednakze do celow praktycznej kontroli jako$ci zale-
ca si¢ wykorzystanie metody immunoenzymatycznej ELISA (OSTRY i SKARKOVA 2003,
KRSKA 1 IN. 2005). Opracowanie szybkich i efektywnych metod kontroli mikotoksyn,
majacych zastosowanie w catym tancuchu produkcji, jest priorytetowe ze wzgledu na
konieczno$¢ zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci na wszystkich etapach produkcji
i obrotu. Wykrycie mikotoksyn umozliwia szybkie wycofanie pasz i zboz, w ktorych
zawarto$¢ mikotoksyn przekracza dopuszczalny poziom (HOROSZKIEWICZ-JANKA 2007,
KOROL 2007, KWIATEK 2007 a, b).

Podsumowanie

Przeprowadzone badania potwierdzaja powszechne wystgpowanie deoksyniwaleno-
Iu i zearalenonu w zbozach paszowych i paszach. Wskazuja na znaczenie mikotoksyn
jako potencjalnego zagrozenia w produkcji pasz i konieczno$¢ systemowego podejécia
w celu zapewnienia ich bezpieczenstwa. Surowce i pasze zawierajace duze st¢zenia
mikotoksyn fuzaryjnych powinny by¢ wycofane i odpowiednio zabezpieczone.

Stwierdzono, ze metod¢ immunoenzymatyczng mozna zastosowa¢ do monitorowa-
nia mikotoksyn w przemysle paszowym ze wzgledu na jej duzg czulosc¢, specyficznosé
oraz praktyczno$¢ i tatwo$¢ stosowania.
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AN IMMUNOENZYMATIC METHOD FOR THE DETERMINATION
OF MYCOTOXINS CONTENTS IN CEREALS AND FEEDS

Summary. Mycotoxins are toxic secondary metabolites of fungi (moulds) belonging first of all to
genera Aspergillus, Penicillium and Fusarium. Their presence in cereals and feeds leads to losses
in animal production. The presently binding standard PN-EN ISO 22000:2006, while indicating
the necessity to ensure food safety at all stages of its production and marketing “from the field to
the table”, requires the control and withdrawal of mycotoxin-contaminated feeds and cereals from
turnover. Thus it is a priority to develop rapid and effective methods of mycotoxin control, appli-
cable throughout the entire food production chain. The aim of the study was to assess the presence
of deoxynivalenol and zearalenon in cereals and feeds using ELISA. Analyses indicate the impor-
tance of mycotoxins as a potential hazard in feed production and the necessity to provide a sys-
temic approach to ensure their safety. Among analysed cereals and feeds the highest deoxyniva-
lenol concentration was found in maize and feeds based on maize. Similar results were obtained
when testing cereals and feed for zearalenone contents. It was found that the immunoenzymatic
ELISA method may be applied to assay mycotoxins in feeds and cereals. Test kits are practical
and easy to use.
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