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Efektivnosf oddelovacieho testu na stanovenie stupia mycetickei
kontaminricie obilnfch zfn

.IANA GRATZLOV A- ZDENKA JESENSKA _ JLIDITA SEPITTOVA

Srihrn. Pr6ca priniiSa vfsledky overovania oddelovaciehc testu na stanovenie stupfia
kontamin6cie obilnych zfn kmefimi Aspergillus flnvus a Fusarium sp. pomocou nasvteniho
roztoku chloridu sodndho. Anallza mykofldry -27 vzoriek uk6zala, Le met6da nie je v na5ich

podmienkach vhodnd. Koreladn6 korficienty medzi pottom vvplavenlich zfn a pottom zfn
kontaminovanfch kmeimi A. flavus, resp. FusariLtm sp. boli nizke a nepreukdzan6.

Screeningovd met6dy, ktord umoZfiujf richlo rozhodnft o osude, t.j. o vyu-
Ziti alebo vyradeni potravindrskych surovfn, potravin. resp. krmovin, sf v pra-
xi velmi Ziadan6. Od tychto met6d sa zvydajne odakdva, Ze neniirodne, jedno-
ducho, ry'chlo, ale na prisluSnej odbornej rirovni umoznia zf skat zdkladn6 infor-
m6cie o kvalite vy5etrovandho substr6tu i na tfch pracoviskiich, ktorfch za-
mestnanci nemaji Specializiiciu v danom odbore.

Mikroskopicke huby a problematika iCh sekund6rnych toxicklrch metaboli-
tov -- mykotoxinov, patria k tfm odborom Specializiicie, ktor€ su vefini n6rod-
n6. Pritom v5ak mikromyc6ty a rnykotoxiny v62ne ohrozujri zdravie dloveka
i hospod6rskych zvierat Il]. V predchiidzajricich Stridirich sme hodnotili niekto-
16 mykologick6 screeningovd met6dy. Zistili sme naprfkiad,2e tzv. diferenci6l-
ne mddium pre Asper7il/as umoZfiuje pracovnikom, ktorf nie sf Specializovani
v odbore mykoldgie, jednoduchym postupom selektivne izolovat'zo vzoriek
potencidlnych producentov aflatoxinu kmene Aspergillus flavus a A. parasiti-
cus [2). resp. pomocou tzv. APA m€dia (aflatoxin producing medium) moZno
zistit, di izolovan6 kmene sf alebo nie sri schopnd produkovat' aflatoxin [3].

Ing.Jana Gratzlovd,V!'skumnf ristavknnivilrskehopriemysluasluZieb,N6draZn6 1.90700
Ivanka pri Dunaji.
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Mikromycdty osidtujri obilnd a kukuridnd zrnf za vhodnich podmienok
vlhkosti a teploty. Toxinogdnne druhy rodovFu sarium, AspergillusaPenicillium
nachridzajd v ceredli6ch optimrilne prostredie pre produkciu toxickfch meta-
bolitov. Zistilo sa, Le medzi zdravimi a mikromycdtami, resp. aj mykotoxin-
mi kontaminovanfmi zrnami mdZu byt urditd fyzik6lne diferencie, ktor6 by
bolo moZn6 vyuZit na jednoduchd oddefovanie vhodnich a menej vhodnlich,
resp. nevhodnfch obilnfch zfn pre fdely potraviniirskeho a krmovin6rskeho
priemyslu pomocou koncentrovanich roztokov sachar6zy, pripadne chloridu
sodndho [4, 5].

Cielom'naSej prdce bolo overit' v na5ich podmienkach tzv. oddelovaci test,
ktorf navrhli americki odbornfci [4, 5]. Tento test sme zamerali na analizu
viskytu obilnfch zfn kontaminovanich kmefimi Fusarium sp. a.4. flavus.

Predov5etkim bolo potrebnd'zistit, di by bolo moZn6 zaradittento jednodu-
chf, rfchly a nen6rodnf test ako dalSie kritdrium do praxe, a to do normativ-
nych ukazovatelov kvality obilnfch zin pre potravini{rske, resp. krmovin6rske
ridely, aby sa i takto mohli uplatnit sridasn6 svetovd vedeckd poznatky o mikro-
myc6tach a mykotoxinoch v cererilidch. Tfka sa to najmii urdenia frekvencie
vfskytu zfn kontaminovanfch potenciillnymi producentmi aflatoxfnu B,,
zearalen6nu, resp. trichotecdnovfch mykotoxinov.

Materidl a metodika

PouZilo sa37 vzoriek obilnych zin, ztoho 4 vzorky pienice, 5 vzoriek raZe
a 28 vzoriek sladovnickeho jadmefra z rirody z roku 1986. Zatva v SSR v uve-
denom roku prebiehala za priaznivfch klimatickfch podmienok nd5ho zeme-
pisn6ho piisma. Vzorky sa odobrali z obilnfch sfl po I kg a v papierovych
obaloch sa do laborat6ria zasielali po5tou.

A. Vyietrenie mykofl6ry obilnych zfn - kontrolnd skupina (K).ZkaLdej
vzorky sa odobralo 100 zfn bez vfberu. Tieto zrn6 sa namodili do 5 "/" roztoku
chl6rnanu sodndho na 5 minrit a trikr6t za sebou prepl6chli sterilnou vodou.
Potom sa zrn6 za sterilnych podmienok kl6dli po desiatich na povrch Sabou-
raudovho agaru (Sabouraudov agar IMUNA) s 5 % NaCl do Petriho misiek
priemeru 9 cm. Naodkovand sristavy sme inkubovali pri laborat6rnej teplote
7 aL l0 dnf. Identifikovali sme kmene A. flavus na z6klade ich morfol6gie
a kmene, ktorfch kultfry pripomfnali rast kmefiov rodu Fusarium sme preod-
kovali na tzv. stimuladnli agar podla Nirenbergerovej [6] a identifikovali ako
f:usarium sp. aZ vtedy, ked sa vytvorili charakteristickd kon(die.

l
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B. Oddel'ot,anie zfn a vy(etrovanie mykoflor\t vyplrvt,ticlt u sedimentova-
ttich zln. Do banky s nasytenym roztokom chloridu sodn6ho sa odsypalo z 37
vzoriek vZdy odpodftan6 mnoZstvo zfn hmotnosti najmenej 20 g, najviac vSak

,50 g. Hmotnost zfn sa volila podla vysledku predbeZn6ho oddelovacieho
testu. Pri malom podte vyplavenych zfn sme pouZili vddSie mnoZstvo zfn a

naopak. Zrnd sme v roztoku mieSali 2 mintity sklenou tydinkou. Potom sa

obsah banky nechal odstiit 10 mindt. Zrn6. ktore sa vyplavili (V) na povrch
nasytendho roztoku, sme spoditali a porovnali s podtom zfn. ktor6 sedimen-
tovalina dno (S). Vysledky sa vyjadriliv 7o vyplavenych zfn pri kaZdejvzorke
zvliiSt.

Zrn6.ktor€ sa oddelili v nasytenom roztoku chloridu sodndho, sme opl6chli
vodou, povrchovo sterilizovali chl6rnanom sodnym. poloZili na Zivnri p6du
a mykologicky vySetrili tak ako v kontrolnej skupine zfn.

Vfsledky

Na povrch nasytendho roztoku NaCl bolo zo vzoriek obilnych zfn vyplave-
nirch najmertej 2 "/,,. najviac 26 "1, z nasypanych zfn. Vfsledky mykologick6ho
vy5etrenia 2540 vyplavenlch zfn (V). 2068 zfn sedimentovanfch na dno ban-
k,v (S) a 3700 ztnLlez selekcie (K) uviidza tabul'ka l. Sribor zfn. vyplavenych
na povrch nasyten6ho roztoku, mal priemerne 2,3 "/,, zfn kontaminovanych
z6rodkami Fusorium sp. a 3.0 o/u zfn kontaminovanych zdrodkami A. .fluvus.
V .cr'ibore seclimentovanych zfn mikromyclly Fusarlrln s;r. ktintaminovali
prienrerne 0,6'/" z.in. t'kontrolncj skupine priemerne 0.8'/n zfn. kmenc
,4. .f'luvtts kontaminovali pri seclimentovanych zrndch priemerne 2,2 "/u r.'kon-
trolnej skupine priemerne 1.3 "/u zi'n. Napriek tomu. Ze medzi niektori'rni
hodnotami prienreror'' boli Statisticky vvznantn6 rozdielv. koeficienly korelh-
cie medzi podtom vyplavenvch zfn u poitorri zin kontaminovanych krneinti
Fusaritrrn sp. a,4. J'lut'us boli vel'mi nizke. pre FinuriLurr sp.0.()6 ttpre A..f'la-
lrrs 0.37.

Diskusia

Vlirknite mikrom.vc6tv rodol' F-usuriurtt, Aspergillus t Penicilliutn patria k

ddleZitvm polnym a skladiskovlrnr kontaminantom obil",ch zfn. ktor€ sri d6-

leZitgu sirdastou vvZivv dlove ka a hospoclltrskych zvierat. Tieto mikromycftv
v prirodzenom prostredi cereilii mirZtt vvstupovat ako potencihini prociuce nti

Irflatorinov, ochratoxinu A. tri::htltecdnov a in-vch nrvkottlxfnov Il].
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'f a b u l k a l . Efektfvnost' o<jdelovacicho tcstu na stanovcnie stupria kontaminircic obiln;ich ztn 37 vzoriek
kmerirni Fusarium sp. a A. fluvrrs

1'atrlc l. Elficicncyofscparatirrgtestuscdforthcclctcrrninationofacontlrninationcxtentol 3Tgrainsamplescontaminatedthrough
thc sinrins F'usurium sp. and A. J'lat'us

sv (p
sv (/,

< 0.()01)
< 0.01)

SV (p < 0.01)

ir - ".1' vyplar,enfch zfn na povrch. nasyitcndho roztoku NaCl (NR) v banke; ')/" of grains whiclr werc washed up on the surface of the satu-
rated solution NaCl in a flask.

V - zrni vyplavcnd na povrch NR; glains washed up on the surtace of the NaCl saturated solution.
li - zrnd sedirnentovancr v NR: Grains sedinrented in NaCl saturated soluti()n.
K - kontroln€ zrnebez vyberur Control grains without selection.
SV - Statistickv vriznamnf rozdiell Statistic significant dift'erence.
rSnmple characteristicl :Amount of samplesi rAmount of grainc investigatedl rMean percentagc of contaminated grains.

Charaktcristika
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(100,/.)
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( 100 '/" )

K
(l(x) %)

Fusurittrn sD. A. lluvus

S K s K
2-5 "1, ll 336 3,i8 I 100 1.4 0 0.3 I 0.3 0.2
(Fl() '7" ll 629 -5.55 I l(x) 0.3 0 0.9 1.6 t.0 I,rl
ll-l-5 "/n 9 793 (rl-5 900 3.0 )) 1.0 55 7.0 2.0

16-20 ",1, 230 ll0 300 1.0 ) 2.5 6.-5 0 i.5
2l-26 "/,, -1 552 .140 .r00 t.tl 2.0 t).7 5.0 2.0 6-0

z 37 2 .5-10 2 (XrS 3 7(X)

Prienrc-rnc<'X,
kontarni novanfch
zint

t?

lL_
0.6
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Zrno. ktoreho enclokarp je prerastenf vliiknami mikromycdt, mii inri den-
zitu ako zrno zdrav€, a to by bolo moZnd vyuZit na oddelovanie zfn kontami-
novanfch mykotoxinmi. Americki odbornici [4, 5l navrhli vykonat toto od-
delovanie pomocou vody, resp. koncentrovanfch roztokov cukru alebo soli.
pripadne kombin6ciou tychto postupov. Podla vfsledkov ich pokusov zrna
kukurice, resp. obiln6 zrnii, ktord sa vyplavili na povrch pouZitej tekutiny,
obsahovali najviac aL9O ",/" z p6vodn6ho mnoZstva aflatoxf nu, najviac aL96 "/"
z pdvodndho mnoZstva deoxynivalenolu a najviac ai- 47 % z prSvodn6ho
rnnoZstva zearalen6nu vo vzorke. Vyplavend znr6, kontaminovan6 napr.
deoxynivalcnolom, tvorili 5-10 "/,' a vy'plaven€ zrnii kukurice 1l-13 "/" zcel-
kovej hmotnosti vvSetrovany'ch vzoriek. V nasytenom roztoku chloridu sod-
neho bolo vyplaveniich 1,1-6,6 9/" kukuriinych zfn, obsahovali vittk aL73 "/"
z celkovdho mno2stva aflatoxinu 8,.

Opfsand a laborat6rne overend jednoduch:i a rychla nretdda rozdelovania
zfn cercdlii na kontaminovand a zdravd zrnai sa zclala byt pre prax povodne
'"elmi slubnii. Na ziiklade vfsledkov. ktor€ sme ziskali pri mykologickom vy-
Setrovani obilnj'ch zfn z frodl,v SSR, dochdclzame k zdveru. Ze trito met6du
zatial' nerndiemc: odporudat' ako rvchlu a orientai'nf rnetirdu p're selekciu
zrlravotne vyhovujucich, resp. nevyhovujricich obilny'ch zfn pre vyZivu dlove-
ka alebo kfrnne ritely pri v;!'kupe obilia tak. ako sme p6vodne predpokladali"
Pri vyietrovanych vzork6ch bol koeficient korelricie medzi podtom vypiave-
nlich obilnfch zfn a podtom zfn koi:taminovanfch kmefimi Fusurium sp. a
A. flavus velmi nizky a nepreukiizany.

Prfdinou rozporu ntedzi na5imi r'lisleclkami a zdvermi americkych oclborn(-
ktrv [4,5]vidfme v tom, Ze podas i-atvy. ktorfi v SSR prebieha vddiinou v kli-
maticky priaznivych podmienkach, byva fuzdriarni kontaminovanj'ch velmi
mrilo obilnl,ch zfn [7, 8]. Ani podet zfn kontaminov'nych krnefimi A. flav,us
nem62e hif u nfs indikdtororn toho, Le zrn| su kontaminovand aflatoxfnom
8,. Toxintigenne knrene A" fluvus sa v naiich podmienkach vyskytujri velmi
zriedkavo [9]. Autori oddelovacieho testu [4. 5l poukazuju aj na to, 2e zmeny
v denzite zrna m6Zu spdsobit' mikromycdty akdhokolvek druhr.r. a preto by t6-
to met6da m*hla vy'hodne separovat zrnd kontaminovand akymkolvek myko-
toxfnom. Napriek tomu, Ze dnes je zniimy velky podet r6znych my'kotox(nov,
treba v srilade s na5ou legislativou, stanovenou napriklad pre pouZivatiny

[10]. sledovsl 1' poifvatindch z podetnfch mykotoxinov zatial iba aflatoxinv.
ochratoxfn A a patulfn.

Zistili sme, Ze test oddelovania obilnych zfn nem6Ze zatial nahradit priicu
odborn(kov ipecializovanych v odtrore myktrkigie. Denzitu obilnfch zfn prar.
depodobne ovplvvf,uju iba mikromycdty, rcsp. toxinogenne mikromycdty, ale
aj ine faktory. Napriklad v odclelovacich testoci: sa v na(ich sriboroch vyskv-
ttrvala vzorka. pri ktorej sa vvplavilo najviac aL 26 9/,' zfn a ani iedno z nicli
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nebolo kontaminovand zdrodkami Fusariltm sp. alebo .4. flavus. VySSie

nrnoZstv6 vyplavenfch zfn sa v sribore vySetrovanych vzoriek zin zo Latvy

1986 nevyskytovali.
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SQSexrnuxocrb pa3'beAnflflroulero recra .t"rr onpeneJreunn crenenl m*lqeuqecroi
KorTaMilHaulrri 3eprra x;re6nnx SnaroB

Pegroue

Pa6ota npr4Hocrrr pe3yJrbrarbr npoBepKrr pa3BeA},rHffroulero recra AJrff onpeAeteHr4g
creneHn KoHTaMuHar{ur{ sepna xae6xrrx 3JIaKoB ruraM}roM Aspergilus flavus u Fusarium sp.
c noMou{bro Hacbru{exHoro pacrBopa xJropr{croro Harpna. Ananrg rvrrxodrnopu 3? o6pas-
r{oB noKa3aJr} r{To MeroA He no.{xoAr{T B ycJroBnax C.rroraqxoft cordi,r.r.rlr4ctr4qecroli pecrry'-

6nwxu. KoppenauuonHsre xoo$urrr4enTbr ivrexqzq/ cyulrofi ar,:Spourennarx 3eprl r cylrrvroli
3epH KoHTaMtHr{poBaHHr,rx ruTaMMoM A. flavus cne.4oBareJtbtto Fusarium sp. 6si.rr Hr43K}re

rr ne;z6e4nrenrrrre.

Efliciency of separating tcst used for the determination of an extent of mycetic grain contamination

Summary

'Ihe separating test used for the determination of mycetic graln contar'.nation uas verifieri in
this work. Grains were contaminated through Aspergillu.s flavus and Fusarium sp. stririns using

lhe saturated sodiunr chloride solution. This method is not utilizable in our countrv..'l'his fact
resultcd from the mycoflora analysis of 37 samples. Con'elation coefficients between the quantity
of r,',ashed up grains and the quanlit)- trf grains contaminated through the strains A. Jlavus or
Ftsnriurn sp. werc lorv and insignificant.
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