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The risk of winter oilseed rape contamination by ochratoxin A,
depending on their storage conditions

Ryzyko skazenia nasion rzepaku ozimego ochratoksyng A
w zaleznosci od warunkdw ich przechowywania

Grzegorz Wickiel, Romuald Gwiazdowski, Katarzyna Marcinkowska

Summary

Storage conditions are an important factor in colonization of agricultural goods by pathogenic fungi and contamination by
mycotoxins. The aim of this study was to determine the effect of the winter oilseed rape storage conditions on the grain
contamination by ochratoxin A. The study was conducted at the Department of Plant Protection Research Institute of Plant Protection
— National Research Institute in Poznan. Mycological analysis of the examined seeds of the oilseed rape showed the presence of fungi
such as Penicillium spp., and Aspergillus spp. Chromatographic analysis showed very low levels of ochratoxin A in the rapeseed tested
immediately after harvest, as well as in the samples of seeds stored in the conditions simulating storage (below the quantitation limit)
and low levels of ochratoxin A in the samples stored in the conditions that stimulate the secretion of toxins. The highest contamination
with toxins was found in a sample of seeds of the Monolith and it amounted to 0.2 pug/kg OTA (ochratoxin A).
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Streszczenie

Warunki Srodowiskowe, w ktérych przechowywane sg ptody rolne, stanowig wazny czynnik wptywajacy na zasiedlenie przez grzyby
patogeniczne oraz zanieczyszczenie mikotoksynami. Celem badan byto okreslenie wptywu warunkéw przechowywania nasion rzepaku
ozimego na kontaminacje nasion ochratoksyng A. Badania prowadzono w Zaktadzie Badania Srodkéw Ochrony Roélin Instytutu
Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu. Analiza mikologiczna nasion wykazata obecno$¢ grzybéw, m.in.
z rodzajéw: Penicillium spp., Aspergillus spp. Analiza chromatograficzna wskazuje na bardzo niski poziom ochratoksyny A w nasionach
rzepaku badanych bezposrednio po zbiorze, jak réwniez w prébkach nasion przechowywanych w warunkach symulujgcych
magazynowe (ponizej granicy oznaczalnosci). Niski poziom ochratoksyny A stwierdzono takie w probkach przechowywanych
w warunkach stymulujgcych wydzielanie toksyny. Najwyzisze skazenie toksynami stwierdzono w prébce nasion odmiany Monolit
i wynosito ono 0,2 ug/kg OTA (ochratoksyna).

Stowa kluczowe: nasiona rzepaku ozimego, przechowywanie, ochratoksyna A (OTA)
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Wstep / Introduction

Rzepak (Brassica napus L.) jest waznym surowcem
w produkcji $rodkéw spozywcezych i materialdow paszo-
wych (Kersten i wsp. 2005; Smulikowska i Pastuszewska
2005; Szostak 2005). Nasiona rzepaku narazone sa
podczas wegetacji na porazenie przez patogeniczne grzyby
z rodzaju, np. Alternaria i Phoma, a nastgpnie podczas
sktadowania po zbiorze, na porazenie przez grzyby prze-
chowalnicze, gtownie z rodzaju Penicillium 1 Aspergillus
(Janowicz 2005). Zasiedlenie nasion siewnych rzepaku
przez grzyby plesniowe prowadzi zazwyczaj do obnizenia
plonowania, jakosci i wartosci technologicznej plonu,
a dodatkowo moze powodowaé zanieczyszczenie nasion
wytwarzanymi przez plesnie, trujacymi metabolitami
wtornymi zwanymi mikotoksynami (Korbas i wsp. 2011).

Celem badan bylo okreslenie wplywu warunkéw prze-
chowywania na skazenie nasion rzepaku ochratoksyna A.

Materialy i metody / Materials and methods

Material badawczy stanowily nasiona pigciu odmian
rzepaku ozimego, pochodzace z obiektow niechronionych,
zebrane w 2011 roku w Polowej Stacji Doswiadczalnej
Instytutu Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu Ba-
dawczego w Winnej Gorze.

Materiat bezposrednio po zbiorze zbadano pod katem
mikologicznym oraz mikotoksykologicznym, a nastgpnie
podzielono na dwie czgsci 1 przechowywano przez trzy
miesigce w roznigcych si¢ warunkach temperatury
i wilgotnosci. Jedng potowg umieszczono w suchym, nie-
ogrzewanym pomieszczeniu symulujacym zmienne warun-
ki magazynowe (temperatura od —1 do 20°C, wilgotnos¢
od 53 do 75%), a druga w warunkach kontrolowanych,
stymulujacych rozwoj grzyboéw przechowalniczych z ro-
dzaju Penicillium 1 Aspergillus oraz wydzielanie przez nie
ochratoksyny A (temperatura: 25°C 1 wilgotno$é: 90%).

Badania mikrobiologiczne

Nasiona nieodkazane oraz odkazane przez 2 minuty
w 5% podchlorynie sodu wyktadano w czterech pow-
torzeniach, w ilosci po 100 sztuk na plytki Petriego

(@ — 200 mm) z pozywka ziemniaczano-dekstrozo-aga-
rowa (PDA — Potato Dextrose Agar, Difco™). Po 7-9
dniach inkubacji w temperaturze pokojowej wykonano
jakosciowa 1 ilosciowa analizg zasiedlenia nasion przez
grzyby przy uzyciu kluczy mikologicznych (Marcin-
kowska 2003; Matur i Kongsdal 2003; Jajor 2006).

Analizy chromatograficzne

Nasiona rozdrobniono za pomoca miynka laborato-
ryjnego, a nastgpnie ekstrahowano mieszaning metanolu
z woda w stosunku 3 do 1. Ekstrakt oczyszczano, zgodnie
z zalaczona instrukcja producenta, na kolumience po-
winowactwa immunologicznego OchraStar firmy Romer
Labs Inc. Eluat odparowano i rozpuszczono w fazie
ruchomej do chromatografii. Zawarto$¢ ochratoksyny A
w badanych nasionach okre§lono metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC — High Performance
Liquid Chromatography), przy zastosowaniu systemu
Waters Alliance 2695 z detektorem fluorescencyjnym FLD
— Waters 2475. Rozdziat przeprowadzono na kolumnie
Waters XBridge C18 (50 x 4,6 mm; 3,5 um) z wykorzys-
taniem jako fazy mobilnej mieszaniny acetonitrylu/-
wody/kwasu octowego w proporcji: 54/45/1, przy prze-
ptywie 0,5 ml/min. Ochratoksyng A oznaczano przy diu-
gosci fali wzbudzenia i emisji 330/460 nm (Attallach
i wsp. 2008).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W rezultacie analizy mikologicznej, na badanych
nasionach rzepaku ozimego stwierdzono wystapienie
zarowno grzybow pasozytniczych, jak i saprofitycznych.
Najczesciej identyfikowano grzyby z rodzajow: Peni-
cillium spp., Aspergillus spp., Alternaria spp., Phoma sp.,
Botrytis sp., Fusarium spp., Mucor spp., Rhizopus spp.,
Cladosporium spp. 1 innych niezarodnikujacych. Po-
rownujac zasiedlenie réznych odmian rzepaku ozimego
grzybami z rodzaju Penicillium spp. 1 Aspergillus spp.
(nasiona zaré6wno nieodkazone, jak i odkazone) nie
stwierdzono istotnych roznic w S$redniej liczbie kultur.
Analize statystyczna wykonano testem Student-Newman-
Keuls (tab. 1).

Tabela 1. Srednia liczba kultur Penicillium spp. i Aspergillus spp. na nasionach rzepaku
Table 1. Average number of Penicillium spp. and Aspergillus spp. cultures on rape seeds

Odmiana Penicillium spp. Aspergillus spp.
Cultivar nieodkazone odkazone nieodkazone odkazone
non-disinfected disinfected non-disinfected disinfected
Bazyl 2,8a 0,5a 3,5a 2,3a
Monolit 2.8a 1,8a 3,3a 1,0a
Lisek 4,0a 3,3a 3,0a 2,0a
Rasmus 3,3a 1,5a 4,0a 2,3a
Californium 2,0a 0,5a 1,8a 1,5a

Warto$ci $rednie oznaczone ta sama literg istotnie si¢ nie rdznia (p = 0,05, Student-Newman-Keuls)

The mean values followed by the same letter do not differ significantly (p = 0.05, Student-Newman-Keuls)
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Tabela 2. Zawarto$¢ ochratoksyny A w nasionach r6znych odmian rzepaku po zbiorach i po przechowywaniu [pg/kg]
Table 2. The content of ochratoxin A on winter rape seeds of different cultivars at harvesting and after storage [ng/kg]

Mikotoksyny

. Termin badan Odmiany — Cultivars
Mycotoxins

[ugkg] ppb Date of analysis
Heg/kel pp Bazyl Monolit Lisek Rasmus | Californium

po zbiorze
after harvest

nd nd nd nd nd

po przechowaniu
w warunkach ,,stymulujacych” 0,1 0,2 0,1 nd 0,1

Ochratoksyna A . ; . ..
after storage in ,,stimulating” conditions

po przechowaniu
w warunkach ,,magazynowych” nd nd nd nd nd
after storage in ,,warehouse” conditions

nd — nie wykryto — not detected

Przeprowadzona analiza chromatograficzna wykazata ~ chowywanie probek przez osiem miesiecy w temperaturze
bardzo niski poziom ochratoksyny A w nasionach rzepaku  16—18°C przy wilgotnosci wzglgdnej 48-50%, powoduje
badanych bezposrednio po zbiorze, jak réwniez w prob-  obnizenie ilosci toksyn. Badacze zaobserwowali ponadto,
kach nasion przechowywanych w warunkach symulu-  Ze zanieczyszczenie ochratoksyna A zalezy od odmiany
jacych magazynowe (ponizej granicy oznaczalnosci) oraz  porazonego rzepaku.
niski poziom ochratoksyny A w probkach przechowy-
wanych w warunkach stymulujacych wydzielanie toksyny.
Najwyzsze skazenie toksynami stwierdzono w probce
nasion odmiany Monolit i wynosito ono 0,2 pg/kg OTA
(tab. 2).

W badaniach przeprowadzonych przez Madhyastha
iwsp. (1993) nie wykryto obecnosci ochratoksyny A
w nasionach rzepaku pochodzacych z probek kontrolnych,
jednakze zaobserwowano, ze przechowywanie probek
nasion inokulowanych gatunkiem Aspergillus ochraceus
w warunkach stymulujacych wzrost jego biomasy,
powoduje jednoczesny wzrost zanieczyszczenia nasion
badana toksyna. Brazauskiene i wsp. (2006) oznaczyli
w badanych bezposrednio po zbiorze probkach nasion
niewielka ilo$¢ ochratoksyny A i zaobserwowali, Ze prze-

Whioski / Conclusions

1. Analiza mikologiczna wykazata obecnos¢ w zebranych
nasionach rzepaku grzybdw z rodzaju Aspergillus spp.
i Penicillium spp., przy czym porazenie nimi bylo
niewielkie.

2. Nasiona rzepaku bezposrednio po zbiorze wykazywaty
bardzo niski poziom skazenia toksynami plesniowymi.

3. Przechowywanie w warunkach sprzyjajacych rozwo-
jowi grzybow, moze powodowaé zanieczyszczenia
nasion rzepaku mikotoksynami.
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