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Efektivnost oddelovacieho testu na stanovenie stupna mycetickej
kontaminacie obilnych zfn

JANA GRATZLOVA - ZDENKA JESENSKA - JUDITA SEPITKOVA

Stuhrn. Praca prindsa vysledky overovania oddelovacieho testu na stanovenie stupiia
kontamindcie obilnych zin kmenmi Aspergillus flavus a Fusarium sp. pomocou nasytencho
roztoku chloridu sodného. Analyza mykoflory 37 vzoriek ukdzala, ze metdda nie je v nasich
podmienkach vhodnd. Korelaéné korficienty medzi poctom vyplavenych zin a poc¢tom zfn
kontaminovanych kmenmi A. flavus, resp. Fusarium sp. boli nizke a nepreukdzané.

Screeningové metody, ktoré umoznuja rychlo rozhodnut o osude, t.j. o vyu-
ziti alebo vyradeni potravinarskych surovin, potravin, resp. krmovin, st v pra-
xi velmi ziadané. Od tychto metdd sa zvyc€ajne oc¢akdva, ze nenarocne, jedno-
ducho, rychlo, ale na prislusnej odbornej irovni umoznia ziskat zékiadné infor-
macie o kvalite vySetrovaného substratu i na tych pracoviskdch, ktorych za-
mestnanci nemaju Specializdciu v danom odbore.

Mikroskopické huby a problematika ich sekundarnych toxickvch metaboli-
tov - mykotoxinov, patria k tym odborom Specializacie, ktoré st velmi ndroc-
né. Pritom vSak mikromycéty a mykotoxiny vazne ohrozuji zdravie ¢loveka
i hospodarskych zvierat [1]. V predchddzajucich $tadidch sme hodnotili niekto-
ré mykologické screeningové metddy. Zistili sme naprikiad, Ze tzv. diferencial-
ne médium pre Aspergillus umoznuje pracovnikom, ktori nie si $pecializovani
v odbore mykologie, jednoduchym postupom selektivne izolovat zo vzoriek
potencidlnych producentov aflatoxinu kmene Aspergillus flavus a A. parasiti-
cus [2]. resp. pomocou tzv. APA média (aflatoxin producing medium) mozno
zistit, ¢i izolované kmene su alebo nie s schopné produkovat aflatoxin [3].
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Mikromycéty osidluji obilné a kukuricné zrna za vhodnych podmienok
vlhkosti a teploty. Toxinogénne druhy rodov Fusarium, Aspergillusa Penicillium
nachadzaja v ceredlidch optimalne prostredie pre produkciu toxickych meta-
bolitov. Zistilo sa, Ze medzi zdravymi a mikromycétami, resp. aj mykotoxin-
mi kontaminovanymi zrnami mozu byt urcité fyzikalne diferencie, ktoré by
bolo mozné vyuzit na jednoduché oddelovanie vhodnych a menej vhodnych,
resp. nevhodnych obilnych zfn pre Gcely potravinarskeho a krmovinarskeho
priemyslu pomocou koncentrovanych roztokov sacharézy, pripadne chloridu
sodného [4, 5].

Cielom nasej prace bolo overit v nasich podmienkach tzv. oddelovaci test,
ktory navrhli americki odbornici [4, 5]. Tento test sme zamerali na analyzu
vyskytu obilnych zfn kontaminovanych kmenmi Fusarium sp. a A. flavus.

Predovsetkym bolo potrebné zistit, ¢i by bolo mozné zaradit tento jednodu-
chy, rychly a nendro¢ny test ako dalSie kritérium do praxe, a to do normativ-
nych ukazovatelov kvality obilnych zfn pre potravinérske, resp. krmovinarske
ucely, aby sa i takto mohli uplatnit sicasné svetové vedecké poznatky o mikro-
mycétach a mykotoxinoch v ceredlidch. Tyka sa to najmé urcenia frekvencie
vyskytu zfn kontaminovanych potencidlnymi producentmi aflatoxinu B,
zearalenonu, resp. trichotecénovych mykotoxinov.

Material a metodika

Pouzilo sa 37 vzoriek obilnych zfn, z toho 4 vzorky psenice, 5 vzoriek raze
a 28 vzoriek sladovnickeho ja¢mena z tirody z roku 1986. Zatva v SSR v uve-
denom roku prebiehala za priaznivych klimatickych podmienok ndsho zeme-
pisného pasma. Vzorky sa odobrali z obilnych sil po ! kg a v papierovych
obaloch sa do laboratéria zasielali postou.

A. Vysetrenie mykoflory obilnych zin — kontrolnda skupina (K). Z kazdej
vzorky sa odobralo 100 zfn bez vyberu. Tieto zrnd sa namocili do 5 % roztoku
chlérnanu sodného na 5 minut a trikrat za sebou preplachli sterilnou vodou.
Potom sa zrna za sterilnych podmienok kladli po desiatich na povrch Sabou-
raudovho agaru (Sabouraudov agar IMUNA) s 5§ % NaCl do Petriho misiek
priemeru 9 cm. Naockované sustavy sme inkubovali pri laboratérnej teplote
7 az 10 dni. Identifikovali sme kmene A. flavus na zaklade ich morfoldgie
a kmene, ktorych kultiry pripominali rast kmenov rodu Fusarium sme preoc-
kovali na tzv. stimula¢ny agar podla Nirenbergerovej [6] a identifikovali ako
Fusarium sp. az vtedy, ked sa vytvorili charakteristické konidie.
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B. Oddelovanie zin a vysetrovanie mykoflory vyplavenych a sedimentova-
nych zén. Do banky s nasytenym roztokom chloridu sodného sa odsypalo z 37
vzoriek vzdy odpocitané mnozstvo zfn hmotnosti najmenej 20 g, najviac vSak
50 g. Hmotnost zfn sa volila podla vysledku predbezného oddelovacieho
testu. Pri malom pocte vyplavenych zfn sme pouzili vicSie mnozstvo zin a
naopak. Zrna sme v roztoku mieSali 2 minity sklenou ty¢inkou. Potom sa
obsah banky nechal odstat 10 minut. Zrnd, ktoré sa vyplavili (V) na povrch
nasyteného roztoku, sme spocitali a porovnali s po¢tom zfn, ktoré sedimen-
tovali na dno (S). Vysledky sa vyjadrili v % vyplavenych zfn pri kazdej vzorke
zvlast.

Zrna, ktoré sa oddelili v nasytenom roztoku chloridu sodného, sme oplachli
vodou, povrchovo sterilizovali chlornanom sodnym, polozili na Zivni podu
a mykologicky vysetrili tak ako v kontrolnej skupine zfn.

Vysledky

Na povrch nasyteného roztoku NaCl bolo zo vzoriek obilnych zfn vyplave-
nych najmenej 2 %, najviac 26 % z nasypanych zin. Vysledky mykologického
vySetrenia 2540 vyplavenych zfn (V), 2068 zfn sedimentovanych na dno ban-
ky (S) a 3700 zfn bez selekcie (K) uvadza tabulka 1. Subor zfn, vyplavenych
na povrch nasyteného roztoku, mal priemerne 2,3 % zfn kontaminovanych
zarodkami Fusarium sp. a 3,0 % zfn kontaminovanych zdrodkami A. flavus.
V sitbore sedimentovanych zfn mikromycéty Fusarium sp. kontaminovali
priemerne 0,6 % zfn, v kontrolnej skupine priemerne 0,8 % zfn, kmene
A. flavus kontaminovali pri sedimentovanych zrnach priemerne 2,2 % v kon-
trolnej skupine priemerne 1,3 % zin. Napriek tomu, Ze medzi niektorymi
hodnotami priemerov boli Statisticky vyznamné rozdiely, koeficienty korela-
cie medzi po¢tom vyplavenych zfn a poftom zin kontaminovanych kmenmi
Fusarium sp. a A. flavus boli velmi nizke, pre Fusarium sp. 0,06 a pre A. fla-
vus 0,37.

Diskusia

Vldknité mikromycéty rodov Fusarium, Aspergillus a Penicillium patria K
délezitym polnym a skladiskovym kontaminantom obili:jch zfn, ktoré su do-
lezitou sucasfou vyzivy ¢loveka a hospodarskych zvierat. Tieto mikromycéty
v prirodzenom prostredi cerealii mOzu vystupovat ako potencidini producenti
aflatoxinov, ochratoxinu A, trichotecénov a inych mykotoxinov [1].
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Table

Tabulka 1.

Efektivnost oddelovacicho testu na stanovenie stupna kontamindcie obilnych zin 37 vzoriek
kmenmi Fusarium sp. a A. flavus

. Etficiency of separating test used for the determination of a contamination cxtent of 37 grain samples contaminated through

the strains Fusarium sp. and A. flavus

Pocet vysetrenych zfn?

Priemerné % kontaminovanych zin*

Charakteristika Pocet
vzorick"" vzoriek” Vv S A. flavus
{100 %) (100 %) K v S K
2-5 % 11 336 348 0.3 1 0.3 0.2
o—10 % 11 629 558 0.9 1.6 1.0 1.4
11-15 % 9 793 615 2,2 1.0 5.5 7.0 2,0
16-20 % 3 230 110 0 2.5 6,5 0 i.5
21-26 % 3 552 440 2.0 0.7 5,0 2,0 6.0
b 37 2540 2 068

Priemerné %




Zrno, ktorého endokarp je prerasteny vlaknami mikromycét, ma ina den-
zitu ako zrno zdravé a to by bolo mozné vyuzit na oddelovanie zfn kontami-
novanych mykotoxinmi. Americki odbornici [4, 5] navrhli vykonat toto od-
delovanie pomocou vody, resp. koncentrovanych roztokov cukru alebo soli,
pripadne kombinéciou tychto postupov. Podla vysledkov ich pokusov zrna
kukurice, resp. obilné zrnd, ktoré sa vyplavili na povrch pouzitej tekutiny,
obsahovali najviac az 90 % z povodného mnozstva aflatoxinu, najviac az 96 %
z poévodného mnozstva deoxynivalenolu a najviac az 47 % z pdvodného
mnozstva zearalenénu vo vzorke. Vyplavené zrnd, kontaminované napr.
deoxynivalenolom, tvorili 5-10 % a vyplavené zrnd kukurice 11-13 % z cel-
kovej hmotnosti vySetrovanych vzoriek. V nasytenom roztoku chloridu sod-
ného bolo vyplavenych 1,1-6,6 % kukuri¢nych zin, obsahovali viak az 73 %
z celkového mnozstva aflatoxinu B;.

Opisana a laboratérne overend jednoduchd a rychla metéda rozdelovania
zin ceredlii na kontaminované a zdravé zrna sa zdala byt pre prax pévodne
velmi sfubna. Na zaklade vysledkov, ktoré sme ziskali pri mykologickom vy-
Setrovani obilnych zfn z drody v SSR, dochddzame k zaveru, Ze tuto metodu
zatial nemozeme odporucat ako rychlu a orienta¢ni metédu pre selekciu
zdravotne vyhovujucich, resp. nevyhovujicich obilnych zfn pre vyZivu ¢love-
ka alebo kfmne ucely pri vykupe obilia tak, ako sme pévodne predpokladali.
Pri vySetrovanych vzorkéch bol koeficient koreldcie medzi po¢tom vyplave-
nych obilnych zfn a po¢tom zfn kontaminovanych kmenmi Fusarium sp. a
A. flavus velmi nizky a nepreukdazany.

Pri¢inou rozporu medzi nadimi vysledkami a zavermi americkych odborni-
kov [4, 5] vidime v tom, Ze pocas Zatvy, ktord v SSR prebieha viacsinou v kli-
maticky priaznivych podmienkach, byva fuziriami kontaminovanych velmi
malo obilnych zin [7, 8]. Ani pocet zfn kontaminovanych kmefimi A. flavus
nemdze byt u nés indikdtorom toho, Ze zrnd si kontaminované aflatoxinom
B,. Toxinogénne kmene A. flavus sa v naSich podmienkach vyskytuji velmi
zriedkavo [9]. Autori oddelovacieho testu [4, 5] poukazuju aj na to, Ze zmeny
v denzite zrna mozu sposobit mikromycéty akéhokolvek druhu, a preto by ta-
to metéda mohla vyhodne separovat zrnd kontaminovana akymkolvek myko-
toxinom. Napriek tomu, Ze dnes je znamy velky pocet r6znych mykotoxinov,
treba v silade s naSou legislativou, stanovenou napriklad pre pouzivatiny
[10], sledovat v pozivatindch z po¢etnych mykotoxinov zatial iba aflatoxiny,
ochratoxin A a patulin.

Zistili sme, Ze test oddefovania obilnych zfn nemoéze zatial nahradit pracu
odbornikov $pecializovanych v odbore mykolégie. Denzitu obilnych zin prav-
depodobne ovplyviiujii iba mikromycéty, resp. toxinogénne mikromycéty, ale
aj iné faktory. Napriklad v oddelovacich testoch sa v nasich siboroch vysky-
tovala vzorka, pri ktorej sa vyplavilo najviac az 26 % zfn a ani jedno z nich
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nebolo kontaminované zarodkami Fusarium sp. alebo A. flavus. Vyssie
mnozstva vyplavenych zfn sa v siibore vysetrovanych vzoriek zfn zo Zatvy
1986 nevyskytovali.
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C-)d)q)emmmocn PAILEIHHAIIEro TedTa VIS OupeieNeHns CTeRneHH MALeTHYeCKOH
KOHTRMMHALMYE 3epHa X1eGHbIX 31aKOB

Peszwwme

Pabora NPMHOCUT Pe3yJbTaThi MPOBEPKY pPa3beIMHAIOIIEr0 TeCTa A OlpereseHns
cTeTIeHy KOHTAMMHALMY 3epHa XJIeOHBIX 371akoB rammoM Aspergilus flavus v Fusarium sp.
¢ TTOMOIIIBIO HACBILEHHOTO PACTBOPA XJIOPHCTOro HaTpuA. AHamn3 Mukodops! 37 obpas-
LIOB TICKa3aJl, 9T0 METOX He MOAXOAMT B ycaoBuax CIoBalKOM COMMAMMCTUIeCKOM pecy-
Gaugu. KoppeaaunoHHble KO3MUUMeHTbI MeX/Iy CYMMO BL'OPOIIEHHBIX 3epH U CYyMMO
3epH KOHTAMMHMPOBAHHLIX IITaMmoM A. flavus crenosarensno Fusarium sp. 6uimm HU3KIE
11 HeydeauTe s IbHbIe.

Efficiency of separating test used for the determination of an extent of mycetic grain contamination
Summary

The separating test used for the determination of mycetic grain contan: nation was verified in
this work. Grains were contaminated through Aspergillus flavus and Fusariusn sp. strains using
the saturated sodium chloride solution. This method is not utilizable in our country. This fact
resulted from the mycoflora analysis of 37 samples. Correlation coefficients between the quantity
of washed up grains and the guantity of grains contaminated through the strains A. flavus or
Fusarium sp. were low and insignificant.




