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Fungal contamination and occurrence of Fusarium toxins in maize
in the years 2009-2011 in Poland

Skazenia grzybami i wystepowanie toksyn Fusarium w ziarnie kukurydzy
w latach 2009-2011 w Polsce

Magdalena Twaruzek, Jan Grajewski, Anna Btajet-Kosicka

Summary

The material investigated in 2009-2011 were 203 samples of maize grain. The aim of the study was to evaluate the content of the
mycotoxins: deoxynivalenol (DON), nivalenol (NIV), T-2 toxin, HT-2 toxin, zearalenone (ZEA) and fumonisins (FUM) using a high
performance liquid chromatography (HPLC) with MS/MS (tandem mass spectrometry) detection and mycological analysis of selected
samples. Identified species of fungi confirmed that the maize grain was dominated by moulds of the toxicogenic potential. All the
analyzed samples revealed the presence of Fusarium mycotoxins with varying level in each year of the study.
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Streszczenie

Materiat badawczy w latach 2009-2011 stanowity 203 préby ziarna kukurydzy. Celem badan byta ocena zawartosci mikotoksyn:
deoksyniwalenolu (DON), niwalenolu (NIV), toksyny T-2, toksyny HT-2, zearalenonu (ZEA) i fumonizyn (FUM) przy uzyciu
wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC MS/MS (high performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry)
oraz analiza mikologiczna wybranych préob. Wykryte rodzaje grzybdéw potwierdzity, ze w ziarnie kukurydzy dominujg plesnie
o potencjale toksynotwdrczym. We wszystkich analizowanych prébach stwierdzono obecnos¢ mikotoksyn fuzaryjnych, ktérych poziom
byt rézny dla poszczegdlnych lat objetych badaniami.
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Wstep / Introduction

Kukurydza (Zea mays L.) stanowi okoto 30%
swiatowej produkcji zbdz i zajmuje trzecie miejsce po
pszenicy i ryzu. Ze wzgledu na optacalno$¢ uprawy
w ostatnich latach wzrasta powierzchnia jej zasiewow
w naszym kraju (Korbas 2006). Uprawa kukurydzy na
ziarno w Polsce do niedawna ograniczona byta gtéwnie do
cieplejszych regionow, takich jak: Dolny Slask i potud-
niowa Wielkopolska. Aktualnie obserwujemy przesunigcie
zasiggu uprawy na poéinoc Polski. Spowodowane to jest
wzrostem temperatury zwigzanym ze skutkami globalnego
ocieplenia (Dubas i Michalski 2002) i dystrybucja
odpowiednich odmian. Nie kazdy rok pod wzgledem
warunkow klimatycznych byt korzystny dla wzrostu
kukurydzy. Panujace w Polsce zmienne warunki pogodowe
(charakterystyczne dla strefy klimatu umiarkowanego) sa
szczegolnie sprzyjajace dla rozwoju grzybow plesniowych.
Za najgrozniejsze uwaza si¢ obecnie grzyby rodzaju
Fusarium, bedace sprawcami zgorzeli siewek, zgnilizny
korzeni czy zgorzeli podstawy todygi, ale takze nie-
bezpiecznej fuzariozy kolb. Fuzarioza rolin, a szczegdlnie
kolb, powoduje ubytki plonu i w duzym stopniu pogarsza
higieniczny status ziarniakoéw. Grzyby plesniowe polowe
posiadaja zdolnos¢ produkowania drugorzedowych meta-
bolitoéw (mikotoksyn), ktoérych poziom gwaltownie wzrasta
po wczesnych, jesiennych przymrozkach lub skazeniu kolb
przez Ustilago maydis. Jedna z najliczniejszych grup
mikotoksyn wytwarzanych przez grzyby rodzaju Fusarium
sq trichoteceny grupy A i B (deoksyniwalenol, niwalenol,
toksyna T-2, toksyna HT-2), zearalenon oraz fumonizyny
(Tekiela i wsp. 2005; Grajewski 2006). Brak mozliwosci
ochrony kukurydzy przed fuzarioza kolb czy glownia
guzowata w niesprzyjajacych latach skutkuje wysokim
skazeniem ziarna mikotoksynami inagromadzeniem za-
rodnikow grzybow plesniowych (Chetkowski 1981).
Wykrywane metabolity plesni w ziarnie kukurydzy, moga
stanowi¢ zagrozenie zdrowotne dla zwierzat, a takze na
drodze przenoszenia u czlowieka (Korbas i wsp. 2007).
Niebezpieczenstwo to ostatnio wzrasta przez zwigkszona
produkcje DDGS (Dried Distillers Grains with Solubles),
ktorego jakos¢ mikotoksykologiczna budzi obawy (Korol
i wsp. 2010).

Celem badan byta ocena zawarto$ci mikotoksyn:
deoksyniwalenolu (DON), niwalenolu (NIV), toksyny T-2,
toksyny HT-2, zearalenonu (ZEA) oraz fumonizyn (FUM)
w ziarnie kukurydzy, stosujac technike¢ wysokosprawnej
chromatografii cieczowej HPLC (high performance liquid
chromatography) z podwojna spektrometria mas oraz
dodatkowo analiza mikologiczna wybranych prob.

Materialy i metody / Materials and methods

Badania przeprowadzono w latach 2009-2011. Ogétem
przebadano 203 proby ziarna kukurydzy z terenu calej
Polski. W poszczegdlnych latach zawarto§¢ mikotoksyn:
DON, NIV, toksyny T-2, toksyny HT-2, ZEA analizowano
w nastgpujacej liczbie prob: n = 68 (2009), n = 81 (2010),
n = 54 (2011). W przypadku fumonizyn ilosci proéb byly
nastgpujace: n = 42 (2009), n = 51 (2010), n = 23 (2011).

W wybranych prébach przeprowadzono dodatkowo oceng
mikologiczna: 37 préb (2009), 9 prob (2010), 9 prob
(2011).

W przypadku badan mikologicznych oznaczono ogélna
liczbe grzybow oraz przeprowadzono identyfikacje do
rodzaju z procentowym udziatem poszczegdlnych grzybow
plesniowych.

Badania mikologiczne

Materiat o minimalnej wadze 500 g doktadnie wymie-
szano i zmielono w warunkach jatowych. Przygotowano
nawazk¢ w jalowym worku do homogenizatora typu
Stomacher, o wadze 20+0,2 g. Material zawieszono
w 180+2% ml jatowego plynu do rozcienczen, przygoto-
wanego wedlug PN EN ISO 6887-1, lipiec 2000 i homo-
genizowano przez 90 sekund.

Oznaczenie ogdlnej liczby grzybéw wykonano wedtug
PN ISO 7954, wrzesien 1999 z modyfikacja wlasna
(posiew powierzchniowy po 1 ml i 0,1 ml w trzykrotnym
powtdrzeniu). Ze shomogenizowanej zawiesiny wyjscio-
wej (material rozcienczony 1:10) wykonano serig
rozcienczen. Posiew powierzchniowy wedlug Kocha
wykonano na podlozach YGC oraz DG18 przeznaczonych
do izolacji grzyboéw kserofilnych. Inkubacj¢ prowadzono
przez 5-7 dni (10-14 dni w przypadku grzybow ksero-
filnych) w temperaturze 25+1°C. Po okresie inkubacji
zliczono wyroste kolonie z zakresu nieprzekraczajacego od
10 do 100 kolonii. Rozdzialu na grzyby anamorficzne
idrozdzaki wykonano na podstawie preparatéw mikro-
skopowych. Wyniki wyrazono jako ilo$¢ jednostek two-
rzacych kolonie na 1 gram proby [jtk/g] grzybow (grzyby
anamorficzne + drozdzaki). Z kolonii wyrostych na
podlozu YGC oraz DGI18 wykonano preparaty mikro-
skopowe w laktofenolu wedlug Amanna, wedlug PN-R—
64791, grudzien 1994. Na podstawie morfologii kolonii
oraz typu zarodnikowania wyodrgbniono dominujace
rodzaje grzybow anamorficznych. Wykonano obliczenia
[itk/g] dla kazdego z wstepnie oznaczanego rodzaju.

Analiza mikotoksyn

Przygotowanie proby do analizy toksykologicznej roz-
poczgto od rozdrobnienia jej w miynie ultraodsrodkowym
ZM 200 (Retsch).

Trichoteceny i zearalenon

Odwazono 12,5 g proby, dodano 50 ml ACN:H,O
(80:20). Probg homogenizowano 3 minuty, nastgpnie prze-
saczono na saczku karbowanym. Do 4 ml przesaczu
dodano 40 ul roztworu ZAN (zearalenon), wymieszano
i naniesiono na kolumienk¢ BondElut Mycotoxin (Varian).
Do 2 ml oczyszczonego ekstraktu dodano wzorce we-
wnetrzne: 13C-DON, 13C-HT-2, 13C-T-2, cato$¢ osuszo-
no w strumieniu azotu w 40°C, a nastgpnie rozpuszczono
w 0,5 ml roztworu MeOH:H,0 (1:4).

Fumonizyny

Odwazono 10,0 g proby, dodano 40 ml ACN:MeOH:
H,O (1:1:2). Probg homogenizowano 3 minuty, nastgpnie
przesaczono na saczku karbowanym. Za pomoca 1 M
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NaOH doprowadzono pH roztworu do 6-7. Do zlewki
zawierajacej 24 ml roztworu MeOH:H,O (3:1) dodano
6 ml ekstraktu, calo$¢ przesaczono przez saczek drobno-
wloknisty. 20 ml ekstraktu naniesiono na kolumienke
Multi Sep 211 Fum (Romer Labs). Po przeplukaniu
kolumienki 8 ml MeOH:H,O (3:1) oraz 3 ml MeOH,
toksyny eluowano 10 ml MeOH:CH;COOH (99:1). Eluat
odparowano w strumieniu azotu w 50°C, a nastgpnie
rozpuszczono w 1 ml roztworu ACN:H,O (1:1).

Toksyny analizowano przy uzyciu chromatografu
cieczowego (Agilent) z detektorem spektrometrii mas:
HPLC-MS/MS (3200 QTRAP). Do rozdzialu chromato-
graficznego zastosowano kolumng chromatograficzna
Gemini C18 (150 x 4,6 mm, 5 um) (Phenomenex). Jako
fazy ruchome uzyto A: H,O + 5 mM CH;COONH, + 1%
CH;COOH oraz B: MeOH + 5 mM CH;COONH, + 1%
CH;COOH. Zastosowano przeptyw o warto$ciach:
0,7 ml/min (trichoteceny i ZEA) i 0,5 ml/min (FUM) oraz
objetosci nastrzyku 20 pl (trichoteceny i ZEA) oraz 15 pl
(FUM).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Wyniki badan mikologicznych przedstawiono w tabe-
li 1. Najnizszym skazeniem charakteryzowaly si¢ proby
22009 roku. Najwyzsze skazenie grzybami plesniowymi
stwierdzono w 2011 roku na poziomie 8,0 x 10° jtk/g.
Kazdego roku dominujacymi plesniami byly grzyby
zrodzaju Fusarium, ktorych procentowy udziat w ko-
lejnych latach byt nastgpujacy: 28, 42 i 27%. Kolejnym

dominujacym rodzajem plesni byl rodzaj Penicillium
z procentowym udzialem w poszczegoélnych latach odpo-
wiednio: 13, 21 i 13%. Z podobnym udzialem pro-
centowym wystepowat réowniez rodzaj Mucor: 16, 14,
12%. Wykryte ilo$ci kolonii i rodzaje grzybdéw potwier-
dzaja, ze dominuja w ziarnie kukurydzy ple$nie o po-
tencjale toksynotworczym.

Zawarto$¢ analizowanych mikotoksyn przedstawiono
w tabelach 2—7. Kazdego roku wykrywane byly wszystkie
analizowane mikotoksyny. Dominujaca toksyna byt DON,
oznaczony odpowiednio w 96, 99 i 98% prdob. Najwyzszy
jego poziom stwierdzono w probach z 2010 r. na poziomie
48500 pg/kg, z srednia zawartoscia 1434 pg/kg. NIV
W najwyzszym poziomie wykryto w probach z 2011 r. na
poziomie 4573 pg/kg. Rowniez dla tego roku odnotowano
najwyzszy procent prob pozytywnych — 83%. Najnizsza
warto$¢ Srednig — 16,5 pg/kg NIV wykryto w 2009 r.
W roku tym réwniez zaobserwowano najnizszy procent
prob pozytywnych — 44%. Dla toksyn T-2 1 HT-2 naj-
wyzsza Srednia zawarto$¢ stwierdzono w 2010 r., od-
powiednio — 54 1 125 pg/kg. Najnizszy procent prob
pozytywnych dla obydwu toksyn odnotowano dla 2009 r.,
odpowiednio — 65 i1 62%. W przypadku ZEA procent prob
pozytywnych stanowil najwyzsza warto§¢ sposrod anali-
zowanych mikotoksyn z 100% udzialem prob pozytyw-
nych w 2010 r. Maksymalna warto$¢ 4009 pg/kg stwier-
dzono w probie z 2011 r. Najnizsza warto$¢ $rednia
33,2 ng/kg zanotowano w 2009 r. Fumonizyny najczesciej
wykrywano w 2011 r. (70% préb pozytywnych) z naj-
wyzszym maksymalnym poziomem 1885 pg/kg.

Tabela 1. Zawarto$¢ grzybow w probach ziarna kukurydzy w poszczegdlnych latach oraz procentowy udziat plesni
Table 1. The contents of fungi in maize grain in different years and the percentage share of moulds

2009

2010 2011

Min — Max
Ogolnej liczby grzybow
Total amount of fungi

nieobecne w
no evidence in
0,1 g—7.8 x 10° jtk/g

3,6 x 107 jtk/g — 4,0 x 10° jtk/g

<100, K —8,0 x 10° jtk/g

Min — Max
Ogolnej liczby plesni
Total amount of moulds

nieobecne w
no evidence in
0,1 g—3,6 x 10° jtk/g

3,4 x 107 jtk/g — 2,8 x 107 jtk/g

<50,K—-7,9 x 10° jtk/g

Min — Max
Ogolnej liczby drozdzy
Total amount of yeast

nieobecne w
no evidence in
0,1 g—4,2 % 10° jtk/g

<50,K 3,3 x 10° jtk/g <20,K-4,9 x 10’ jtk/g

28% Fusarium
16% Mucor
13% Penicillium
11% Acremonium
9% Endomyces
6% Cladosporium
5% Verticillium
5% n.z.

3% Alternaria, Aspergillus,
Aureobasidium
2% Absidia
1% Rhizopus

Plesnie dominujace
Dominat moulds

42% Fusarium

21% Penicillium 27% Fusarium
14% Mucor 24% Eurotium
6% Acremonium 13% Penicillium
5% Endomyces 12% Mucor
4% Aureobasidium 11% Endomyces
4% n.z. 9% Cladosporium

2% Alternaria 2% Acremonium, Aspergillus,

2% Cladosporium Rhizopus
1% Rhizopus 2% n.z.
1% Aspergillus

n.z. — nie zidentyfikowane — not identifed
jtk/g — jednostki tworzace kolonie/g — colony forming units/g
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Tabela 2. Zawarto$¢ deoksyniwalenolu w ziarnie kukurydzy w latach 2009-2011

Table 2. The content of deoxynivalenol in maize grain from in 2009-2011

Deoksyniwalenol — Deoxynivalenol

[ng/ke]
2009 2010 2011
proby / proby pozytywne 68/65 81/80 54/53
samples / positive samples (96%) (99%) (98%)
Srednia 413 1434 1048
average
Ziarno kukurydzy mediana
Grain of maize median 213 484 624
maksimum 4405 48500 4919
maximum value
$rednia (prob.y.pozytywne) 432 1452 1068
average (positive samples)
Tabela 3. Zawarto$¢ niwalenolu w ziarnie kukurydzy w latach 2009-2011
Table 3. The content of nivalenol in maize grain in 2009-2011
Niwalenol — Nivalenol
[ne/ke]
2009 2010 2011
proby / proby pozytywne 68/30 81/56 54/45
samples / positive samples (44%) (69%) (83%)
Srednia 16,5 36,8 106
average
Ziarno kukurydzy mediana
Grain of maize median n.w. <30 20,3
maksimum 76,8 769 4573
maximum value
$rednia (probly. pozytywne) 373 532 127
average (positive samples)
n.w. —nie wykryto — not detected
Tabela 4. Zawarto$¢ toksyny T-2 w kukurydzy w latach 20092011
Table 4. The content of T-2 toxin in maize grain in 2009-2011
Toksyna T-2 — T-2 toxin
[ng/kg]
2009 2010 2011
proby / proby pozytywne 68/44 81/73 54/43
samples / positive samples (65%) (90%) (80%)
Srednia 12,4 54,0 36,1
Ziarno kukurydzy aver‘age
Grain of maize medlf‘ma 3,60 7,74 5’44
median
mgkmmum 112 878 434
maximum value
$rednia (prob.y. pozytywne) 19.1 59.9 454
average (positive samples)
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Tabela 5. Zawarto$¢ toksyny HT-2 w ziarnie kukurydzy w latach 2009-2011

Table 5. The content of HT-2 toxin in maize grain in 2009-2011

Toksyna HT-2 — HT-2 toxin
(ng/ke]
2009 2010 2011
proby / proby pozytywne 68/42 81/69 54/43
samples / positive samples (62%) (85%) (80%)
Srednia 13,5 125 36,5
average
Ziarno kukurydzy mediana
Grain of maize median <5 13,6 7,50
maksimum 106 3840 322
maximum value
$rednia (proby. pozytywne) 218 147 459
average (positive samples)
Tabela 6. Zawarto$¢ zearalenonu w ziarnie kukurydzy w latach 2009-2011
Table 6. The content of zearalenone in maize grain in 2009-2011
Zearalenon — Zearalenone
(ng/ke]
2009 2010 2011
proby / proby pozytywne 68/66 81/81 54/53
samples / positive samples (97%) (100%) (98%)
Srednia 33,2 59,0 207
average
Ziarno kukurydzy mediana
Grain of maize median 9,70 40,8 38,2
maksimum 422 372 4009
maximum value
$rednia (probly. pozytywne) 343 59,0 211
average (positive samples)

Tabela 7. Zawarto$¢ fumonizyn w ziarnie kukurydzy w latach 2009-2011

Table 7. The content of fumonisins in maize grain in 20092011

Fumonizyny (B,, B,, B;) — Fumonisins (B, B,, B3)
[ng/ke]
2009 2010 2011
proby / proby pozytywne 42/22 51/21 23/16
samples / positive samples (52%) (41%) (70%)
Srednia 27,9 34,6 247
average
Ziarno kukurydzy mediana
Grain of maize median <50 n.w. 16,5
maksimum 435 316 1885
maximum value
$rednia (prob‘yA pozytywne) 51,0 83.9 355
average (positive samples)

n.w. — nie wykryto — not detected

rowniez od badanego roku. W licznych prébach wykryto
wysoki poziom mikotoksyn Fusarium, z ktoérych czgsé
prob wykazywata przekroczone maksymalne dopuszczalne

Uzyskane wyniki badan wlasnych wykazaty, ze stopien
zanieczyszczenia toksycznymi ple$niami i1 ich meta-
bolitami byt zr6znicowany i zalezny od rodzaju plesni, jak
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stgzenia. Szczegdlnie podwyzszona koncentracja trichote- ~ Wnioski / Conclusions
cen grupy A — toksyny T-2 i HT-2 oraz zearalenonu
sygnalizuje o mozliwosci narazenia zywieniowego ludzi 1. We wszystkich analizowanych probach ziarna

i zwierzat. Wczesniejsze badania wykazaty takze, ze kuku- kukurydzy stwierdzono obecno$¢ mikotoksyn wytwa-
rydza jako surowiec jest najbardziej skazona toksycznymi rzanych przez grzyby plesniowe rodzaju Fusarium,
metabolitami Fusarium (Grajewski i wsp. 2009, 2012). ktérych poziom byt rézny dla poszczegélnych lat
Wickiel 1 Lawecki (2009) w  swoich badaniach objetych badaniami.

odnotowali podobne wartosci dla DON i FUM, jak autorzy =~ 2. Dominujacymi rodzajami plesni wystgpujacymi w ziar-
w 2011 r. W badaniach wlasnych stwierdzono wyzsze nie kukurydzy byty: Fusarium, Penicillium i Mucor.
wartosci $rednie dla ZEA. W przypadku fumonizyn 3. Wykryte wysokie maksymalne poziomy mikotoksyn
w ziarnie kukurydzy wyzsze warto$ci nawet do 4727 ug/kg wskazuja na potrzebe doktadniejszego monitoringu
odnotowata Tekiela (2008). Cegielska-Radziejewska 1 wsp. ziarna, szczegblnie w latach niesprzyjajacych uprawie
(2009) ustalili, ze $rednia zawartos¢ DON w probach kukurydzy.

kukurydzy (n = 24) byla zblizona do wynikow otrzy-
manych przez autorow w latach 2010-2011. Natomiast
zawarto§¢ ZEA byta $rednio dwukrotnie wyzsza niz ~ Podzigekowania / Acknowledgements
analogiczne wartosci w latach 2009-2010, a jednoczesnie

dwukrotnie nizsza w poréwnaniu z wartoscia uzyskana Autorzy dzigkuja mgr Ewelinie Soszczynskiej oraz
przez autorow w roku 2011. mgr. Robertowi Kosickiemu za pomoc w wykonaniu
badan.
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