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B. REZULTATI IN DOSEZKI RAZISKOVALNEGA PROJEKTA

3.Povzetek raziskovalnega projektat

SLO

Mikotoksini so sekundarni presnovki razlicnih plesni, ki pri ljudeh in Zivalih po zauzitju
povzroCijo zastrupitev (mikotoksikoze). Plesni, ki rastejo na zitih, lahko zacnejo izlocati
mikotoksine pred Zetvijo, po njej ali pa kasneje med neprimernim skladis¢enjem. Najbolj
razsirjene plesni, ki proizvajajo mikotoksine so Fusarium spp., Aspergillus spp. in Penicillium
spp. Pogosto jih najdemo v koruzi in drugih zitih, ki se uporabljajo v prehrani ljudi in Zivali.

Slovensko kmetijstvo je Zzivinorejsko usmerjeno, zato na njivah pretezno gojimo
rastline, ki so namenjene zivalski krmi (koruza, zita ...). Ugotovljeno je bilo, da v Sloveniji tako
koruzo kot pSenico najbolj pogosto okuzujejo skoraj identi¢ne plesni iz rodu Fusarium, kar
omogoca njihovo ohranjanje v ozkem kolobarju koruza-Zita in posledi¢no vecjo gospodarsko
skodo. Prevladujodi glivni vrsti iz rodu Fusarium tako pri koruzi kot zitih v Sloveniji sta F.
graminearum in F. avenaceum, ki tvorita pomembne mikotoksine: deoksinivalenol (DON),
nivalenol (NIV), zearalenon (ZEA) in fumonizine (FB). Kot tretja pomembna vrsta se pri koruzi
pojavlja F. subglutinans (FB) pri pSenici pa F. culmorum (DON, ZEA).

Strokovnjaki po vsem svetu razvijajo na plesni odporne vrste rastlin in razlicne
fungicide, vendar do danes Se ne poznamo nobene zares ucinkovite zasc¢itne metode. Izvajamo
lahko samo preventivne ukrepe, ki vkljuCujejo ustrezno poljedelsko prakso, zadostno susenje
pridelka po Zzetvi in dobro skladis¢no prakso. Zaradi vsega navedenega je kontrola
mikotoksinov v prehranski verigi ljudi in Zivali upravi¢ena in potrebna. V EU so zato bili sprejeti
predpisi o najvisjih Se sprejemljivih vsebnostih dolocenih mikotoksinov v hrani za ljudi in v
proizvodih, namenjenih za krmo. Varnost izdelkov se tako zagotavlja s sistemati¢nimi postopki,
ki zajamejo vse pridelovalne in predelovalne faze od zascite rastlin med rastjo do predelave in
kontrole koncnih izdelkov.

Ceprav je dobro znano, da je vsako leto precejsen del proizvedenih Zit kontaminiran z
mikotoksini, pa se kontaminaciji silaz s toksi¢nimi presnovki plesni ne posveca dovolj
pozornosti. V prehrani govedi zelo pogosto opazimo krmljenje s pokvarjeno oziroma plesnivo
silazo. Zadnja leta opisujejo, da je silaza najbolj pogosto kontaminirana s plesnijo Penicillium
roqueforti in s toksini, ki jih omenjena plesen proizvaja.

Z namenom celovitega obvladovanja in vzpostavitve ukrepov za omejevanje mikotoksinov v
redno ukvarjamo s problematiko okuZenosti zZit s plesnimi in/ali mikotoksini v krmi in hrani:
Veterinarska fakulteta, BiotehnisSka fakulteta, Nacionalni institut za javno zdravje in Mlinotest,
d.o.0. S povezavo dosedanje prakse, teorije, nacrtovanih poskusov, razvojem novih
laboratorijskih metod in tehnoloskih postopkov ter izboljSavo obstojecih bomo lahko predlagali

celovite resitve obvladovanja plesni in mikotoksinov v celotni prehranski verigi.

ANG

Mycotoxins are secondary metabolites of various moulds, which cause poisoning
(mycotoxicosis) in humans and animals after ingestion. Moulds growing on grains can start to
produce mycotoxins before harvest, after harvest or later during improper storage. The most
common moulds that produce mycotoxins are Fusarium spp., Aspergillus spp. and Penicillium
spp. They are often found in maize and cereals used for human or animal consumption.

Slovenian agriculture is livestock-oriented therefore on our fields mostly plants
intended for animal feed (maize, wheat, etc.) are grown. It was found out that in Slovenia,
both maize and wheat are most frequently infected with almost identical fungus Fusarium,
which is allowed by a narrow rotation of maize/cereals. The result is considerable economic
damage. Predominant fungal species of Fusarium in maize and in cereals in Slovenia are F.
graminearum and F. avenaceum, which produce important mycotoxins: deoxynivalenol,
nivalenol, zearalenone and fumonisins. As the third important type, the F. subglutinans (FB)
appears in maize and F. culmorum (deoxynivalenol, zearalenone) in wheat.

Mould-resistant species of plants and various fungicides are being developed around
the world, but to date no really effective protective methods are known. Only preventive
measures can be provided, including appropriate crop practices, adequate drying of the crop
after harvest and good storage practice.

From the information given above, it is clear that the control on mycotoxins in the
human and animal food chain is justified and necessary. In the EU, regulations on the highest
tolerable concentrations of various mycotoxins in human food and products intended for feed
were adopted. For ensuring the products safety, systematic procedures covering all cultivating
and processing phases from protection of plants during growth to processing and control of
final products must be implemented.

Although it is well known, that a considerable part of produced cereals is contaminated
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with mycotoxins, very little attention is paid to the contamination of silage with toxic
metabolites of moulds. Cattle are often fed with spoiled or mouldy silage. In recent years,
silage is most frequently contaminated with the mould Penicillium roqueforti and with toxins
produced by this mould.

In order to establish comprehensive management and measures for the reduction of
the incidence of mycotoxins in cereals, products derived from cereals and silages, four
institutions dealing with a problem of contamination of cereals with fungi and/or with
mycotoxins in feed and food were joined together: Veterinary Faculty, Biotechnical Faculty,
National Institute for Public Health and Mlinotest, d.o.0. By combining the existing experiences,
theory, planned experiments, development of new laboratory methods and technologies as well
as with the improvement of the existing ones, comprehensive solutions for managing moulds
and mycotoxins in the whole food chain can be proposed.

4.Porocilo o realizaciji predloZzenega programa dela na raziskovalnem projektu?2

Program dela:
1. Analiza stanja okuzenosti/onesnazenosti zit iz primarne proizvodnje v Sloveniji in izdelkov iz
Zit s plesnimi in mikotoksini.

2. Razvoj metode za dolocanje izbranih mikotoksinov in analiza vzorcev silaz, zbranih na
slovenskih kmetijah.

3. S poskusi na poljih ugotoviti odpornost razli¢nih hibridov koruze na okuzbo s fuzariozami.

4. Oceniti stopnjo kontaminiranosti zZivil na slovenskem trgu z mikotoksini.

5. Na osnovi empiri¢nih testov v tehnoloskih postopkih v mlinsko predelovalni industriji bodo
podani mozni nacini ukrepanja za doseganje manjSe verjetnosti pojavljanja ostankov v
izdelkih, namenjenih potrosniku.

6. Izdelava smernic za prihodnost Slovenije.

Raziskovalne hipoteze:

1. OnesnaZzenost zit in izdelkov iz zZit v Sloveniji se ne razlikujejo bistveno od onesnazenosti v
drugih drzavah EU.

2. Vzorci koruznih silaz so bolj onesnazeni z mikotoksini kot vzorci travnih silaz.

3. Onesnazenost vzorcev psenice in koruze je odvisna od lokacije in nacina pridelave.

4. Sprememba koncentracije DON med skladis¢enjem je odvisna od atmosfere, v kateri
skladis¢imo. Koncentracija mikotoksinov je razlicna v razlicnih frakcijah mletja oziroma
plasteh zrnja.

Zbrali smo podatke o vsebnosti ohratoksina A (OTA), FB, DON, ZEA in T-2/HT-2 toksinov v
290 vzorcih Zit in izdelkov iz zit, ki so bili analizirani v okviru slovenskega uradnega nadzora v
letih 2008-2012. 40% vzorcev je vsebovalo enega ali ve¢ mikotoksinov, pri 2,4% je bila
presezena najvisja dovoljena vsebnost. Zaradi relativho visokega deleza pozitivnih vzorcev,
neskladnosti, povprecnih koncentracij pozitivnih vzorcev in velike porabe pSenice in pSenicnih
izdelkov ter zaradi relativho visokih koncentracij mikotoksinov v pozitivnih vzorcih koruznih
izdelkov, ocenjujemo, da pSenicni in koruzni izdelki izmed vseh Zit in zitnih izdelkov najvec
prispevajo k izpostavljenosti slovenskega prebivalstva mikotoksinom. Delez pozitivnih in
neskladnih rezultatov je bil najvecji pri DON. Najbolj pogosta kombinacija mikotoksinov v
vzorcih je bila DON-ZON v pSenici, DON-T-2/HT-2 v ovsu in FB-DON in FB-DON-ZON v koruzi.
Najpogosteje so se mikotoksini pojavljali v Zitih integrirane pridelave, redkeje v zitih organske,
najredkeje pa v Zzitih konvencionalne pridelave. Rezultati ne odstopajo od podobnih rezultatov
iz drugih Clanic EU in ne povzrocajo vedjih skrbi za zdravje potrosnikov zaradi izpostavljenosti
mikotoksinom preko zit in Zitnih izdelkov. Kljub temu bo kontrola mikotoksinov v Zitnih izdelkih
na slovenskem trgu potrebna tudi v prihodnosti. Koristno bi bilo pridobiti ve¢ podatkov za
integrirane in ekoloske zitne izdelke, s ¢imer bi lahko nasli vzroke za potencialno visjo vsebnost
mikotoksinov v teh izdelkih v primerjavi s konvencionalnimi in jih odpravili.

Uvedli smo analizni postopek za dolo¢anje mikotoksinov z uporabo LC-MS/MS. V vzorcih
travne in koruzne silaze, odvzetih s slovenskih kmetij v letih 2011-2014 smo dolocili
mikotoksine, ki se razvijajo na poljih in v skladis¢ih zit (OTA, FB, ZEA, trihoteceni) in tiste, ki
se razvijejo med siliranjem (rokefortin C, mikofenolna in penicilinska kislina). Mikotoksine smo
iz vzorcev ekstrahirali z mesanico acetonitrila in vode ter jih dolocili z LC-MS/MS.

Aflatoksinov, patulina in PR-toksina nismo dolocali. Aflatoksinova nismo vkljucili, ker
smo na osnovi zacetnih rezultatov ter rezultatov analiz iz preteklih let ocenili, da onesnazenost
z njimi ni kriti¢na. Patulina nam z vsemi tehnikami, ki so na voljo, ni uspelo dolociti. Standarda
PR-toksina nam ni uspelo dobiti. Namesto omenjenih treh toksinov smo v silazah dolocili
gliotoksin ter tenuazojsko in ciklopiazonsko kislino.

Z opisanim analiznim postopkom smo analizirali 120 vzorcev travnih in koruznih silaz. V

Poroc¢ilo;:ARRS-CRP-ZP-2015/14 Stran 3 od 16



Zakljuéno porocilo ciljnega raziskovalnega projekta - 2015

vseh koruznih in v Stirih travnih silazah smo ugotovili DON. Koncentracije v koruznih
silazah so bile 0,07-5,83 mg/kg, v travnih pa 0,07-0,87 mg/kg. Poleg tega so bili v koruznih
silazah pogosteje prisotni Se FB, ZEA, 15-acetil DON in 3-acetil DON ter tenuazojska, penicilna
in mikofenolna kislina, medtem ko so se ostali toksini, tudi rokefortin C, pojavljali v
posameznih vzorcih. V travni silazi sta se poleg DON pogosteje pojavljali penicilna in
mikofenolna kislina.

Analizirali smo tudi silaze, ki smo jih pripravili iz petih razlicnih sort umetno okuzene
koruze na dveh lokacijah. Vzorce za analizo smo odvzeli pred siliranjem in Cez pol leta.
Vsebnosti DON so se v vseh analiziranih vzorcih v pol leta obCutno povecale.

Po metodi, ki jo predpisuje ISTA, smo ugotavljali okuzenost zrn pSenice in koruze. Leta
2012 in 2013 so bile v povpredju sorte psenice, ki so rastle v Jablah, mnogo bolj okuzene s
fuzariozami, medtem ko leta 2014 med lokacijama ni bilo bistvene razlike. Tako je bila
okuzenost zrn s fuzariozami v Jablah v posameznih letih 2012-14 12,9%, 13,9% in 2,2%,
medtem ko je bila okuzenost vzorcev psSenice iz Rakicana v istih letih 5,1%, 5,2% in 2,3%.
Vrstna sestava fuzarioz in njihov delez med okuzenimi zrni se je spreminjal med lokacijami in
med leti. Povprecna okuzenost zrn psSenice iz ekoloske pridelave je bila v letih 2012-13 izrazito
manjsa kot okuzenost integrirano pridelane. Skupna okuzenost s fuzariozami je bila leta 2012
v povpreéju 3%, leta 2013 pa 2,2%.

Skupni povprecni delez vrst F. graminearum in F. culmorum, ki sta potencialni tvorki
DON, je bil v sezonah 2012-14 v okuzenih zrnih sort pSenice iz Jabel 10%, 4,9% in 1,7%, v
Raki¢anu pa 2%, 2,4% in 1,1%. Povprecni deleZz okuzenosti zrn iz ekolosSke pridelave s prej
omenjenima glivama je bil 1,9% (2012) in 1,2% (2013).

Povprecna vsebnost DON v zrnju se med leti 2012-13 ni, ali vsaj ne bistveno,
spremenila. V Rakicanu je bila v obeh letih 120 pug/kg, v Jablah pa leta 2012 747 ug/kg, leta
2013 pa 785 pg/kg. V zrnju iz ekoloske pridelave je bila povprec¢na vsebnost 299 ug/kg (2012)
in 234 ug/kg (2013).

Na obeh lokacijah smo v razvojni fazi BBCH 71-75 (vodena do srednja mlecna zrelost)
nabrali trikrat po 30 klasov posamezne sorte pSenice in vizualno ocenili okuzenost klasov in
izracunali povpre¢no poljsko okuZenost posamezne sorte s fuzariozami. V Jablah je bila
gkuienost klasov 2,2% (2012) in 1,8% (2013), v Raki¢anu pa 1,95% (2012) in 1,4% (2013).
Ce te rezultate primerjamo z rezultati ugotavljanja okuzenosti zrn v laboratoriju, ugotovimo, da
poljska ocena okuzenosti podceni dejansko koncno okuzenost zrn.

Podatke, pridobljene v letih 2012-13 na obeh lokacijah (vklju¢enih 19 sort), smo
statisticno obdelali z ANOVA in ugotovili:

- med sezonama ni statisticnih razlik v povprec¢ni vsebnosti DON v zrnju pSenice

- v povprecju obeh let se vsebnosti DON v Jablah in Raki¢anu stati¢no razlikujeta (699 in
130 pg/kg)

- vse sorte, vkljuCene v raziskavo, imajo v dvoletnem povprecju visje vsebnosti DON v
Jablah kot v Raki¢anu. Razlika med lokacijama je statisticno znacilna le pri sortah Alixan,
Ketchum, Lord, Lukullus in SY Moisson

- po delezu okuzenih klasov ni statisticno znadilnih razlik med lokacijami, sezonami in
posameznimi sortami

- v Jablah je z glivami iz rodu Fusarium v povprecju okuzenih 11,9%, v Rakicanu pa 5,0%
zrn

- v povprecni okuzenosti zrn z vsemi fuzariozami v obeh letih med sortami ni statisti¢no
znadilnih razlik

- skupna kolic¢ina padavin med cvetenjem pSenice nima vpliva na okuzenost z glivama F.
culmorum in F. graminearum, potencialnima tvorkama DON

- v Jablah je bila povprecna okuzenost zrnja z omenjenima glivama 5,6%, v Raki¢anu pa
2,2%

- povezava med okuzenostjo pSenice (izrazeno v delezih) z glivama F. culmorum in F.
graminearum ter vsebnostjo DON (kor. koeficient=0,71, R2=50,7%) je linearna:
DON=0,0439+7,782xDFgFc (DFgFc je v delezih od 0,0 do 1).

Povprecna okuzenost zrn koruze s fuzariozami je bila leta 2012 na obeh lokacijah za
priblizno % manjsSa kot leta 2013. V Jablah je dosegla 7,4%, v Rakic¢anu pa 9,5%, medtem ko
je bila leta 2014 20,9% oziroma 27,4%. V RakiCanu je leta 2013 izstopala okuZenost z glivo F.
poae, s katero je bilo okuzenih kar 14,6% zrn. V Raki¢anu je bilo v obeh letih tudi ve¢ okuzb z
glivo F. subglutinans (6,3 0z. 4,1%) kot v Jablah (0,6 oz. 2%). Nobena od omenjenih gliv ni
potencialna tvorka DON. Ceprav je bila povprecna skupna okuzenost s fuzariozami obe leti v
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RakiCanu velja kot v Jablah, se to ni odrazilo v vsebnosti DON, saj je bila koruza v
Raki¢anu mnogo manj okuzena z glivama F. culmorum in F. graminearum, potencialnima
tvorkama DON, kot pa v Jablah. PovpreCna okuZenost z omenjenima glivama je bila v Jablah
5,1% (2012) in 11,7% (2013), v Raki¢anu pa 1,3% (2012) in 2,9% (2013). Vsebnosti DON je
bila v Jablah 788 ug/kg (2012) in 987 ug/kg (2013), v Raki¢anu pa 130 pg/kg (2012) in 160
Hg/kg (2013).

V juliju 2012 in 2013 smo na obeh lokacijah umetno okuzili stebla in storze petih
izbranih hibridov koruze (BC 416, P9494, Flovita, Futurixx in PR37N01) v fenofazi BBCH 61-69
z izolati Fusarium spp. Pred spravilom smo ugotavljali odpornost teh hibridov na fuzarioze.
Ugotovili smo, da so vsi hibridi zelo dovzetni za okuzbo stebla, saj je bila ocena okuzbe pri
vseh obravnavanjih zelo visoka. Izjema je bil hibrid BC 416 leta 2013 v Rakic¢anu, kar pa je bila
najbrz posledica prisilnega dozorevanja zaradi katastrofalne suse. Manj dovzetni za okuzbo so
bili storzi, vendar so ocene okuzbe storzev med hibridi, lokacijami in leti variirale, tako da se
ne more izpostaviti hibrida s konstantno nizko okuzbo storzev glede na obravnavanja.

Izvedli smo poskus enoletnega skladis¢enja koruze, kontaminirane z DON, v atmosferi
N2 in CO2 v treh desetlitrskih plasti¢nih vedrih s pokrovom. Pred pricetkom skladis¢enja smo z
enakomernim prhanjem in homogenizacijo dodali toliko vode, da je konc¢na vlaznost znasala
15%, kar je nekoliko nad optimalno vlaznostjo za dolgotrajno skladis¢enje. V prvem poskusu
smo iz vedra izpodrinili zrak z uvajanjem N2, v drugem pa z uvajanjem CO2; tretji poskus je
sluzil kot primerjava. Dolocili smo kolicino DON pred in po koncu skladis¢enja. Zacetna
koncentracija je znasala 3,4 mg/kg, konc¢na koncentracija pa 3,7 mg/kg pri poskusu v navadni
atmosferi in 3,3 mg/kg pri poskusih v atmosferi N2 in CO2. Ugotovili smo, da sprememba
kolicine DON pri 15% vlaznosti zrnja ni povezana z nacinom skladiS¢enja in ni statisti¢no
znacilna.

Izvedli smo poskus s frakcioniranjem plasti pSenice - stopenjskim mletjem z izloCanjem
zunanjih plasti. Znano je, da je koncentracija mikotoksinov v perifernih delih zrnja in kalcku
vecja. Poskusali ugotoviti, koliko je mogoce zmanjSati koncentracijo mikotoksinov v frakcijah
mletja za humano uporabo. S poskusi mletja na industrijskem mlinu Sangati smo ugotovili, da
se koncentracija DON v frakciji moke zmanjsa za povprecno 17%, Ce izlo¢imo 25% zunanjih
delov zrnja (otrobov) in za 24%, Ce izloCimo 35% zunanjih delov zrnja, to je otrobov in mok
visSjega tipa meljave. V obeh frakcijah zunanjih delov zrnja se koncentracija DON poveca.
Najmanjsa koncentracija DON je bila dosezena v frakciji iz sredine zrnja, to je zdrobu tipa 400.

Poskus CciSCenja Zzitne mesSanice pred mletjem je bil izveden na elektronskem
separatorju, ki se ga pred uporabo kalibrira tako, da se dolodi tipi¢en videz neoporecnega in
oporecnega zrnja. Ker je z zunanjim videzom tezko eksaktno definirati z glivo poskodovana
zrnja, naprava ni sposobna povsem locCiti zdravih od nezdravih zrn. V poskusih se je pokazalo,
da naprava izlo¢i prevecC zrn. S hitrimi testom vsebnosti DON je bilo ugotovljeno, da je
vsebnost DON mogoce zmanjsati za 80%.

Raziskali smo moznosti za znizanje vsebnosti DON v polnozrnatih mlevskih izdelkih,
pripravljenih iz surovin, ki so vsebovale znatno koli¢ino DON. Testni izdelek je bil kruh,
uporabili smo razlicne postopke podaljSane fermentacije testa z uporabo kislih mikrobnih
bakterijskih starterjev in posusenih kvasnih celic. Za pripravo kruha smo uporabili pSenico, ki
smo ji dodali koruzno moko, kontaminirano z DON. Preizkusili smo 24-urno fermentacijo v
hladilniku in na sobni temperaturi. Z enim od Kkislih nastavkov nam je uspelo v kruhu,
pripravljenem iz kontaminirane moke, koncentracijo DON zmanjsati za 20%.

5.0cena stopnje realizacije programa dela na raziskovalnem projektu in zastavljenih
raziskovalnih ciljev2

Aktivnosti smo izvedli v skladu s podrobnim programom dela. Program smo v celoti realizirali,
zastavljeni cilji so bili dosezeni:

Zbrali smo podatke o vsebnosti mikotoksinov v 290 vzorcih Zit in izdelkov iz zit, ki so bili
analizirani v okviru slovenskega uradnega nadzora v letih 2008-2012.

Uvedli smo analizni postopek za doloc¢anje mikotoksinov z uporabo LC-MS/MS in analizirali 120
vzorcev travne in koruzne silaZe, odvzetih s slovenskih kmetij v letih 2011-2014.

Ocenili smo okuzenost pSenice in koruze na poskusnih posestvih Jable in Rakic¢an s fuzariozami
in onesnazenost z DON v letih 2012-2014.

Ocenili smo stopnjo kontaminiranosti zZivil na slovenskem trgu z mikotoksini.
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S poskusom enoletnega skladiS¢enja koruze, kontaminirane z DON, smo pokazali, da
sprememba koli¢ine DON (pri 15 % vlaznosti zrnja) ni odvisna od atmosfere skladis¢enja.
Ugotovili smo, da s CiS¢enjem zitne meSanice pred mletjem vsebnost DON lahko zmanjSsamo
za 80%.

6.Utemeljitev morebitnih sprememb programa raziskovalnega projekta oziroma
sprememb, povecanja ali zmanjsanja sestave projektne skupine?

NP

7.Najpomembnejsi znanstveni rezultati projektne skupines

Znanstveni dosezek
1. |COBISS ID 3173349 Vir: COBISS.SI

Mikotoksini v zitih in izdelkih iz zit v Sloveniji - uradni nadzor zivil v letih

Naslov 1510 |5 465-2012

Mycotoxins in cereals and cereal products in Slovenia - official control of

ANG .
foods in the years 2008-2012

Zbrani so bili podatki o vsebnosti mikotoksinov v 290 vzorcih zit in izdelkov
iz zit, ki so bili analizirani v okviru slovenskega uradnega nadzora v letih
2008-2012. 40% vzorcev je vsebovalo enega ali ve¢ mikotoksinov, pri
2,4% je bila presezena najvisja dovoljena vsebnost. Zaradi relativno
visokega deleza pozitivnih vzorcev, neskladnosti, povprecnih koncentracij
pozitivnih vzorcev in velike porabe psenice in pSenicnih izdelkov ter zaradi
relativno visokih koncentracij mikotoksinov v pozitivnih vzorcih koruznih
izdelkov, ocenjujemo, da pSenicni in koruzni izdelki izmed vseh Zit in Zitnih
izdelkov najvec prispevajo k izpostavljenosti slovenskega prebivalstva
mikotoksinom. Delez pozitivnih in neskladnih rezultatov je bil najvedji pri
DON. Najbolj pogosta kombinacija mikotoksinov v vzorcih je bila DON-ZON
v pSenici, DON-T-2/HT-2 v ovsu in FB-DON in FB-DON-ZON v koruzi.
Raziskava ne kaze ekstremnih odstopanj od podobnih rezultatov iz drugih
¢lanic EU.

Opis sLo

In the study, 290 different cereals and cereal products, sampled on
Slovenian market under official control in the years 2008-2012, were
investigated on the presence of mycotoxins. Altogether 40% of cereal
samples contained one or more mycotoxins and 2.4% of them exceeded
European Union maximum levels with one or more mycotoxins. Among all
cereal foods, wheat and maize products could contribute most to the
exposure of Slovenian inhabitants to mycotoxins, because of their relative
high contamination rate, high share of samples exceeding EU maximum
levels and by far the highest consumption, compared to other cereals. The
highest incidence of positive and non-compliant results was with DON. The
most frequently co-occurred mycotoxin combinations were DON-ZON in
wheat, DON-T-2/HT-2 in oat and FB-DON and FB-DON-ZON in maize
products. Concerning the incidence of non-compliant results there is no
extreme differences from other EU results.

Butterworth Scientific; Food control; 2015; Vol. 50; str. 157-165; Impact
Factor: 2.819;Srednja vrednost revije / Medium Category Impact Factor:
1.54; A': 1; WoS: JY; Avtorji / Authors: Kirini¢ Stanislava, Skrjanc

Barbara, Kos Natasa, Kozolc Brigita, Pirnat Nina, Tavcar-Kalcher Gabrijela

ANG

Objavljeno v

Tipologija 1.01  Izvirni znanstveni ¢lanek
2. |COBISS ID 3506298 Vir: COBISS.SI

Metoda z uporabo masne kromatografije z masno spektrometrijo za

SLO v . . . . . Nirs
Naslov dolocanje mikotoksinov iz skupine trihotecenov v zitih

A method using gas chromatography - mass spectrometry for the detection
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ANG |of mycotoxins from trichothecene groups A and B in grains

Opisana je validacija analiznega postopka za dolocanje trihotecenov z
uporabo plinske kromatografije z masno spektrometrijo. Podani so
parametri metode - meja zanave, meja doloc¢anja, ponovljivost,

Opis SLO [obnovljivost, izkoristek ter merilna negotovost rezultata. Prikazani so
rezultati analiz vzorcev zit v letih 2007-2009. Od 175 vzorcev jih je 74,3%
vsebovalo vsaj enega od trihotecenov. Najpogosteje se je pojavljal DON, ki
je bil prisoten v 70% vzporcev.

A validation of an analytical procedure for the determination of
trichothecenes using gas chromatography-mass spectrometry was
presented. Parameters of the procedure - the limit of detection, limit of
ANG [quantification, repeatability, reproducibility, recovery and the measurement
uncertainty were given. The results of the analysis of grain samples in the
years 2007-2009 were presented. Of 175 samples, 74.3% contained at
least one trichothecene. Most often, DON was present (in 70% of samples).

Intech; Gas chromatography in plant science, wine technology, toxicology
Objavljeno v [and some specific applications; 2012; Str. 225-244; A': 1; Avtorji /
Authors: Jakovac-Strajn Breda, Tavcar-Kalcher Gabrijela

1.16 Samostojni znanstveni sestavek ali poglavje v monografski

Tipologija publikaciji

3. |COBISS ID 3864186 Vir: COBISS.SI

Analizni postopki za doloCanje aflatoksina B1 v jajcih kokoSi nesnic z
Naslov SLo |uporabo imunoafinitetnih kolon in tekocinske kromatografije s pokolonsko
derivatizacijo in fluorescenc¢no detekcijo

Analytical procedures for the determination of aflatoxin B1 in eggs of laying
ANG [hens using immunoaffinity columns and liquid chromatography with post-
column derivatisation and fluorescence detection

Opisana je validacija analiznega postopka za doloc¢anje aflatoksina B1 v
jajcih kokosi nesnic v dveh laboratorijih. Postopek je sestavljen iz
ekstrakcije toksina iz vzorca, ¢isCenja ekstrakta z uporabo imunoafinitetnih
kolon in dolo¢anja s tekocinsko kromatografijo s pokolonsko derivatizacijo z
Opis sLo |bromom in fluorescencno detekcijo. Parametri, dobljeni v prvem (LOD 2
ng/kg, LOQ 6 ng/kg, RSDR 11%, izkoristek 70%) in v drugem laboratoriju
(LOD 2 ng/kg, LOQ 5 ng/kg, RSDr 20%, izkoristek 67%) potrjujejo, da sta
obe razliCici postopka primerni za doloCanje aflatoksina B1 v jajcih kokosi
nesnic.

The validation of analytical procedure for the determination of aflatoxin B1
in eggs of laying hens was presented. The procedure consisted of the
extraction of the analyte from the sample, immunoaffinity column clean-up
and liquid chromatography with postcolumn bromination and fluorescence
ANG |detection. The parameters obtained in the first (LOD 2 ng/kg, LOQ 6 ng/kg,
RSDR 11%, izkoristek 70%) and in the second laboratory (LOD 2 ng/kg,
LOQ 5 ng/kg, RSDr 20%, izkoristek 67%) indicate that both versions of the
procedure are suitable for the determination of aflatoxin B1 in eggs of
laying hens.

Springer; Food analytical methods; 2014; Vol. 7, issue 9; str. 1917-1924;
Impact Factor: 1.802;Srednja vrednost revije / Medium Category Impact

Factor: 1.54; A': 1; WoS: JY; Avtorji / Authors: Pavsic Vrtac Katarina,
Ojanpera Suvi, Apajalahti Juha, Srimpf Karin, TavCar-Kalcher Gabrijela

Objavljeno v

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

4. |COBISS ID 7542393 Vir: COBISS.SI

Vpliv okoljskih dejavnikov na okuzbo zit z glivami Fusarium spp. in tvorbo

sLo <
Naslov mikotoksinov - pregledni &lanek
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The impact of environmental factors on the infection of cereals with

ANG X ) i i
Fusarium species and mycotoxin production

Stevilne fitopatogene glive rodu Fusarium, ki povzrocajo plesnivost klasov
Zit in koruznih storzev, je sposobnih v okuzenih zrnih akumulirati Stevilne
mikotoksine, med katerimi so nekateri sSkodljivi za zdravje ljudi in zivali.
Zita prvenstveno okuzujejo vrste Fusarium graminearum, F. culmorum, F.
poae, F. avenaceum in Microdochium nivale, medtem ko koruzo F.
graminearum, F. moniliforme, F. proliferatum in F. subglutinans. V pregledu
je poudarek na vplivu vremenskih dejavnikov (temperatura, vlaga in
padavine) na rast, razmnozevanje, prezivetje, tekmovalno sposobnost,
mikotoksicnost in patogenost Fusarium vrst, obi¢ajno izoliranih iz pSenice,
jeCmena in koruze.

Opis SLO

Several phytopathogenic Fusarium species occurring worldwide on cereals
as causal agents of 'head blight' (scab) of small grain cereals and 'ear rot'
of maize, are capable of accumulating, in infected kernels, several
mycotoxins some of which of notable impact to human and animal health.
Fusarium graminearum, F. culmorum, F. poae, F. avenaceum and
Microdochium nivale predominantly cause Fusarium diseases of small-grain
cereals. Maize is predominantly attacked by F. graminearum, F.
moniliforme, F. proliferatum and F. subglutinans. The review is focused on
the influence of climatic variables, particularly temperature, humidity and
rainfall on growth, reproduction, survival, competitive ability, mycotoxicity
and pathogenicity of Fusarium fungi commonly isolated from wheat, barley
and maize.

ANG

Biotehniska fakulteta; Acta agriculturae Slovenica; 2013; Letn. 101, st. 1;

Objavijeno v str. 105-116; Avtorji / Authors: Popovski Sasho, Celar Franci Aco

Tipologija 1.02 Pregledni znanstveni ¢lanek
5. |COBISS ID 6869881 Vir: COBISS.SI

Vpliv fungicidov in drugih pripravkov za razkuzZevanje semena ter nacinov
Naslov SLo |pridelave na okuZenost semena ozimne psSenice (Triticum aestivum L.
emend. Fioriet Paol.)

Impact of fungicides and other preparations for seed treatment and
ANG |different cultivation techniques on seed contamination of winter wheat
(Triticum aestivum L. emend. Fiori et Paol.)

Namen raziskave je bilo ugotoviti kako razkuzevanje semena psSenice z
razli¢nimi pripravki vpliva na okuzenost pridelanega zrnja v poljskih
poskusih na Biotehniski fakulteti in kontaminacijo vzorcev pSenice pridelane
v konvencionalni in ekoloski pridelavi. Tretiranje semena z fungicidi ima
vedji vplih na zdravstveni status pridelane pSenice kot pripravki, ki so
dovoljeni v ekoloski pridelavi.

Opis sLo

The aim of the study was to determine the impact of pre-sowing seed
treatment on wheat seed infection and contamination of produced grains
from the field trial at the Biotechnical faculty (BF) and contamination of
ANG |crop samples from Slovene farms with conventional and organic type of
production. Seed treatment with fungicides had a greater influence on
improving the health status of produced grain, compared to the
preparations allowed in organic farming.

Biotehniska fakulteta; Acta agriculturae Slovenica; 2011; Letn. 97, St. 3;

Objavijeno v str. 267-273; Avtorji / Authors: Santavec Igor, Kocjan A¢ko Darja

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

8.Najpomembnejsi druzbeno-ekonomski rezultati projektne skupinet
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Druzbeno-ekonomski dosezek

1. |COBISS ID 7424889 Vir: COBISS.SI

Tolerantnost nekaterih novih Lj- krizancev koruze na glivo Fusarium

Naslov sto subglutinans in njihove kombinacijske sposobnosti

Tolerance of some new Lj- maize hybrids to Fusarium subglutinans and

ANG their combining ability

Namen raziskave je bil prouciti tolerantnost nekaterih novih Lj- krizancev
koruze na glivo Fusarium subglutinans (FS), vzgojenih iz linij, hranjenih v
genski banki koruze na Oddelku za agronomijo Biotehniske fakultete v
Ljubljani ter kombinacijsko sposobnost za tolerantnost starsevskih linij.
Poskus je bil postavljen po metodiki slu¢ajnega bloka na poskusnem polju
Biotehniske fakultete v Jablah pri Trzinu v letih 2011 in 2012. Z glivo FS
smo umetno okuzili 5 naklju¢no izbranih storzev na vsaki parcelici. Za
umetno okuzbo smo uporabili glivo F. subglutinans, ki smo jo izolirali iz
storZzev naravno okuZene koruze iz predhodnega leta. Ob zrelosti smo
Opis sLo |ocenjevali okuzenost po lestvici od 1 (ni okuzbe) do 7 (mocna okuzba). V
obeh letih smo ugotovili statisticno znacilne razlike med novimi krizanci v
tolerantnosti na FS ter za sploSno kombinacijsko sposobnost (SKS)
materinih linij. Za SKS testerjev (oletne linije) smo signifikantne razlike
dobili samo v letu 2012, za specifi¢cno kombinacijsko sposobnost (PKS) pa
le v 2011. Med materinimi linijami sta imeli najboljSo SKS liniji P10 in P6,
med ocetnimi linijami pa P15, ki se v letu 2012 znacilno loci od ostalih
ocCetnih linij. V krizancih z najboljSo PKS ni nujno, da so linije z najboljSo
SKS; medtem ko se v Stirih od petih najbolj tolerantnih krizancih glede na
ocene okuzenosti kot starSevska linija nahaja P15.

The aim of our investigation was to determine tolerance of some new Lj-
maize hybrids to Fusarium subglutinans (FS). Fifty new F1 hybrids were
developed using the scheme of incomplete diallel, and involved 15 inbreds
(P1-P10 as female and P12-P16 as male parents). The material was
maintained in the maize gene bank of the Biotechnical Faculty in Ljubljana.
The field trial was conducted on the experimental station of the Biotechnical
Faculty at Jable near Ljubljana in 2011 and 2012. The inoculation by the
fungus took place in the middle 5 randomly chosen ears, on each plot, 7-10
days after pollination. The disease assessment was performed during the
harvest time according to the ranking scale from 1 to 7. In both years,

ANG |significant differences in tolerance to FS were determined for hybrids and
for general combining ability (GCA) of female lines. Regarding testers (male
parents) significant differences in GCA were determined only in 2012, while
significant differences for specific combining ability (SCA) were established
only in 2011. P10 and P6 (as female parents) and P15 (as a male parent)
had the highest value of GCA. The hybrids with the highest value of SCA
did not always include the inbreds with the highest value of GCA. However,
four out of five hybrids, with the best score of tolerance to FS, include the
inbred P15. In our investigation some inbreds showed different response to
the existing growing conditions in association with the scored tolerance to
FS.

Sifra B.03 Referat na mednarodni znanstveni konferenci

Slovensko agronomsko drustvo; Novi izzivi v agronomiji 2013; 2013; Str.

Objavijeno v 296-303; Avtorji / Authors: Rozman Ludvik, Celar Franci Aco

Tipologija 1.08 Objavljeni znanstveni prispevek na konferenci
2. |COBISS ID 3224293 Vir: COBISS.SI

Naslov sLo |Skodljivost mikotoksinov v Zivilih, s poudarkom na Zitih in Zitnih izdelkih

Harmfulness of mycotoxines in foods with an emphasis on cereals and

ANG
cereal products
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Prisotnost mikotoksinov v Zivilih lahko predstavlja tveganje za zdravje ljudi.
Predstavljene so nekatere znacilnosti mikotoksinov, ki se pogosto pojavljajo
v zivilih, s poudarkom na njihovih Skodljivih vplivih na zdravije ljudi.
Obravnavani mikotoksini so: aflatoksini, ohratoksin A, fumonizina B1 in B2,
deoksinivalenol, zearalenon in toksina T-2/HT-2. Zita predstavljajo
najpomembnejsi vir hrane v mnogih dezelah, zato ima lahko prisotnost
Opis sLo |mikotoksinov v tovrstnih izdelkih velik vpliv na izpostavljenost potrosnikov
mikotoksinom. V Evropski uniji je z namenom varovanja zdravija ljudi
uzakonjen uradni nadzor mikotoksinov v Zivilih. Odgovornost za
zagotavljanje skladnosti zivil na trziscu z zivilsko zakonodajo, vklju¢no z
mikotoksini, imajo nosilci Zivilske dejavnosti. Glede na rezultate uradnega
nadzora, pSenica in psSenicni izdelki lahko prispevajo med vsemi zitnimi
izdelki najvec k izpostavljenosti slovenskih prebivalcev mikotoksinom.

The presence of mycotoxins in foods can pose a risk to human health.
Some characteristics of mycotoxins, which are common in foods, are
presented with emphasis on their harmful influence on human health.
These mycotoxins are: aflatoxins (AF), ochratoxin A (OTA), fumonisins B1
and B2 (FB), deoxynivalenol (DON), zearalenone (ZON) and T-2/HT-2
toxins. Cereals represent the most important source of food in many
countries therefore the presence of mycotoxins in those products could
contribute most to the exposure of consumers to mycotoxins. In order to
protect human safety, official controls of mycotoxins in foodstuffs are set
down in European Union legislation. The responsibility for insuring that the
food products placed on the market are in compliance with food safety
legislation, including mycotoxins, is of food businesses. According to results
of official control, among all cereal foods, wheat products could contribute
most to the exposure of Slovenian inhabitants to mycotoxins.

ANG

F.18 Posredovanje novih znanj neposrednim uporabnikom

Sifra (seminarji, forumi, konference)

Biotehniski izobraZevalni center = Biotechnical Educational Center; Trendi
Objavljeno v  |in izzivi v Zivilstvu, prehrani, gostinstvu in turizmu; 2014; Str. 26-33;
Avtorji / Authors: Kirinci¢ Stanislava, Svab Ajda

Tipologija 1.09 Objavljeni strokovni prispevek na konferenci

3. |COBISS ID 3562618 Vir: COBISS.SI

Naslov sto |Aflatoksini v vzorcih slovenskega mleka in krme

ANG [Aflatoxins in Slovene milk and feed samples

Predstavili smo rezultate analize vzorcev slovenske krme in mleka, v
katerih je bila koncentracija aflatoksinov prvi¢ nad mejami, navedenimi v
zakonodaji. Za dolocanje aflatoksina B1 in M1 smo uporabili analizna
postopka, ki obsegata Cis¢enje vzorcev na imunoafinitetnih kolonah in
dolocanje s tekocinsko kromatografijo s fluorescenc¢no detekcijo. Preiskali
smo 243 vzorcev mleka in 53 vzorcev krme. Najvisja dovoljena
koncentracija aflatoksina M1 v mleku je bila presezena v 23 vzorcih,

najvisja dovoljena koncentracija aflatoksina B1 v krmi pa v 20 vzorcih.

Opis sLo

The results of analyses, where for the first time the Slovene feed and milk
samples contained aflatoxins in the concentrations above limits given in the
legislation were presented. For the determination of aflatoxin B1 and M1,
the procedures consisting of sample immunoaffinity column clean-up and
ANG |liquid chromatography were used. 243 milk samples and 53 feed samples
were investigated. The maximum level for aflatoxin M1 in consumable milk
given in the legislation was exceeded in 23 samples. Among 53 different
feed samples analysed, 20 samples contained aflatoxin B1 in
concentrations higher than maximum permitted levels.

Sifra B.03 Referat na mednarodni znanstveni konferenci
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Veterinary Faculty; 15th Congress of the International Society for Animal
Clinical Pathology [also] 14th Conference of the European Society of
Veterinary Clinical Pathology, 3rd-7th July, 2012, Ljubljana, Slovenia;
2012; Str. 174; Avtorji / Authors: Jakovac-Strajn Breda, TavCar-Kalcher
Gabrijela, Ujci¢ Vrhovnik Igor, Pavsi¢ VrtaC Katarina, Fon Tacer Klementina,
Vengust Anton

Objavljeno v

Tipologija 1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci
4. [COBISS ID 3687802 Vir: COBISS.SI

Naslov sto |Dolocanje mikotoksinov v travni in koruzni silazi

ANG |[Odredivanje mikotoksina u travnoj i kukuruznoj silaZi

V Slovenji manjka podatkov o onesnazenosti silaz z mikotoksini, zato smo v
raziskavi preiskali vzorce travne in koruzne silaze. Izvedli smo
organolepti¢no preiskavo in z masno kromatografijo dolocili vsebnost nizjih
mascobnih kislin. 48% travne in 76% koruzne silaZze smo ocenili kot zelo
dobre. V vzorcih so prevladovale plesni Penicillium, Aspergillus in Fusarium.
V vzorcih smo dolocili tudi aflatoksin B1, deoksinivalenol (DON),

Opis SLO |zearalenon, penicilinsko kislino, mikofenolno kislino, ciklopiazonsko kislino,
fumonizina B1 in B2, ohratoksin A, tenuazojsko kislino, rokefortin C,
toksina HT-2 in T-2, gliotoksin in neosolaniol. V 52% vzorcev silaz smo
odkrili mikotoksin DON, sledili so mu zearalenon in penicilinska kislina (39
%). Mikofenolno kislino smo zaznali v 36% silaz. Aflatoksin B1 je bil
prisoten v stirih travnih silazah. Gliotoksina, T-2 toksina, neosolaniola in
ciklopiazonske kisline nismo nasli v nobenem vzorcu.

In Slovenia, there is deficiency of data on the presence of mycotoxins in
silage; therefore the samples of grass and maize silage were examined.
The organoleptic assessment was performed and the content of lower fatty
acid in silages samples was established with the method of gas
chromatography. As very good, 48% of grass and 76% of maize silage
were evaluated. In the samples the growth of Penicilliummould has been
dominating, followed by the genera Aspergillus and Fusarium. The samples
ANG [were examined also on the presence of aflatoxin B1, deoxynivalenol (DON),
zearalenone, penicillic acid, mycophenolic acid, cyclopiazonic acid,
fumonisin B1 and B2, ochratoxin A, tenuazoic acid, roquefortine C, HT-2
and T-2 toxin, gliotoxin, and neosolaniol. In 52% of all silage samples, the
mycotoxin DON was detected, followed with zearalenone and penicillic acid
(39 %). Mycophenolic acid was determined in 36% of all silages. Aflatoxin
B1 was present in four grass silages. Gliotoxin, T-2 toxin, neosolaniol and
cyclopiazonic acid were not found in any of the samples.

Sifra B.03 Referat na mednarodni znanstveni konferenci

Krmiva; Krmiva 2013; 2013; Str. 31; Avtorji / Authors: Jakovac-Strajn

Objavljeno v Breda, Srimpf Karin, Uj¢i¢ Vrhovnik Igor, Tav¢ar-Kalcher Gabrijela

Tipologija 1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci
5. |COBISS ID Vir: vpis v porocilo

Naslov sLo |Javna predstavitev rezultatov CRP V4-1101

ANG [Public presentation of the results of the CRP V4-1101

Predstavili smo rezultate in ugotovitve raziskav v okviru CRP v4-1101.
Predstavili smo podatke o vsebnosti mikotoksinov v 290 vzorcih Zit in
izdelkov iz zit, ki so bili analizirani v okviru slovenskega uradnega nadzora
Opis sLo |v letih 2008-2012, analizni postopek za dolocanje mikotoksinov z uporabo
LC-MS/MS in rezultate analiz 120 vzorcev travne in koruzne silaze, odvzetih
s slovenskih kmetij v letih 2011-2014, oceno okuzenosti pSenice in koruze
na poskusnih posestvih Jable in Raki¢an s fuzariozami in onesnazenost z
DON v letih 2012-2014 ter rezultate poskusov in ukrepe v mlinsko
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predelovalni industriji za zmanjsanje vsebnosti DON.

The results and findings of the research in CRP v4-1101 were presented.
Data on the levels of mycotoxins in 290 samples of cereals and cereal
products analysed in the framework of the Slovenian official controls in
2008-2012 were presented, the analytical procedure for the determination
of mycotoxins using LC -MS / MS, the results of analyses of 120 samples of
grass and corn silage taken from Slovenian farms in the years 2011-2014
and the estimation of fusariosis infection rate of wheat and maize from
experimental farms Jable and Rakic¢an and DON contamination in 2012-
2014 as well as the results of tests and measures the mill processing
industry to reduce the levels of DON were shown.

ANG

F.18 Posredovanje novih znanj neposrednim uporabnikom

Sifra (seminarji, forumi, konference)

Raziskava okuzenosti/onesnazenosti zit, izdelkov iz zit in silaze s plesnimi
in mikotoksini ter ukrepi za njuno zmanjSanje : vsebinsko porocilo o
rezultatih opravljenega raziskovalnega dela na projektu CRP V4-1101,
2014, Str. 105; Avtorji Tavcar-Kalcher Gabrijela, Jakovac-Strajn Breda,
Kirin¢i¢ Stanislava, Celar Franci Aco, Kos Katarina, Santavec Igor, A¢ko
Darja Kocjan, Kovac Boris, Rijavec-Bregar Andreja

Objavljeno v

Tipologija 2.12  Koncno porocilo o rezultatih raziskav

9.Drugi pomembni rezultati projektne skupineZ

KIRINCIC S, SKRIANC B. Chemical food safety in Slovenia: foods of plant origin predominantly
2007-2009. V: PLAZAR N, BABNIK K, MEULENBERG CJW (ur.). Javno zdravje v 21. stoletju :
program : mednarodni posvet, 15.-16.9.2011, Izola, Visoka Sola za zdravstvo, str 47

KIRINCIC S, LAPAINE V. Porocilo o izvajanju posameznih nalog, povezanih z uradnim
nadzorom, ki ga izvaja inSpektorat za kmetijstvo, gozdarstvo in hrano za leto 2011. Ljubljana:
Institut za varovanje zdravja; Maribor: Zavod za zdravstveno varstvo, 2012. 8 str

KOVAC B. Izzivi in uspehi na podro¢ju biotehnologije v pekarstvu. V: Konferenca ob 20-letnici
Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost Zivil: Biotehnologija in mikrobiologija za
znanje in napredek. P. Raspor, M. Pas (ur.). Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo,
Ljubljana, 27.-28.9.2012, str 295

JAKOVAC-STRAIN B, SRIMPF K, ROJKO A, TAVCAR-KALCHER G. Dokazovanje mikotoksinov v
silazah = Detection of mycotoxins in silage. V: CEH T (ur.). Zbornik predavanj : Zadravec-
Erjavec Days 2012, Radenci, Nov 8-9, 2012, Murska Sobota, Kmetijsko gozdarska zbornica
Slovenije, Kmetijsko gozdarski zavod, str 55

SANTAVEC I. Doloditev optimalnega roka setve ozimnega jeémena = Determination of optimum
sowing date for winter barley. V: CEH B (ur.), DOLNICAR P (ur.), MIHELIC R (ur.). Novi izzivi v

agronomiji 2013 : zbornik simpozijev Zrece, 24.-25.1.2013, Slovensko agronomsko drustvo, str
148

ROZMAN L, KOS K. Kombinacijske sposobnosti Lj-linij koruze in tolerantnost njihovih krizancev
na glivo Fusarium subglutinans = Combining ability and tolerance of Lj-maize genotypes to
Fusarium subglutinans. V: TRDAN S (ur.). Izvlecki referatov. Ljubljana: Drustvo za varstvo
rastlin Slovenije: = Plant Protection Society of Slovenia, 2013, str 61

KOCILA P, JAKOVAC-STRAIN B. Mikotoksini u proizvodnji sto¢ne hrane. V: Zbornik sazetaka 58.
seminara biljne zastite, Opatija, 11.-14.2.2014, ISSN 1332-9545. Zagreb: Hrvatsko drustvo
biljne zastite, 2014, br. 1/2, str 36

10.Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupine
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10.1. Pomen za razvoj znanosti2

sLo
Mikotoksini so eno od najpogostejsih onesnazeval zivil in krme, zato se jim pri zagotavljanju
varne hrane posveca velika pozornost. Ker se plesni, ki jih proizvajajo, pojavljajo povsod, jih je
nemogoce popolnoma odstraniti iz prehranske verige. Zato je potreben stalen nadzor in
aktivnosti, s katerimi mikotoksine v surovinah, krmi in zivilih zmanjSamo na najmanjSo mozno
mero. Ceprav raziskave ter izboljave in ukrepi na podro¢ju mikotoksinov potekajo ze
desetletja, je problematika Se vedno aktualna. Pomembna je tako zaradi pojavljanja oz.
odkrivanja vedno novih mikotoksinov, kot tudi zaradi klimatskih sprememb, ki so povzrocile, da
se tudi v nasem podnebnem pasu, kjer v preteklosti mikotoksini niso predstavljali posebnega
problema, v zadnjih letih pojavljajo ¢edalje pogosteje in v ¢edalje visjih koncentracijah. Z
izvedenimi raziskavami smo dobili vpogled v stanje glede plesni in mikotoksinov po celotni
prehranski verigi v Sloveniji, kar predstavlja doprinos k poznavanju problema in razsirjenosti
plesni in mikotoksinov po svetu in omogoca natancnejSe ocene tveganja.

ANG

Mycotoxins are one of the most common contaminants of food and feed, therefore within food
safety great attention is paid to them. Since moulds are present everywhere, mycotoxins
cannot be removed from the food chain completely. Therefore, constant monitoring and
activities to reduce mycotoxins in raw materials, food and feed to a minimum are necessary.
While research, improvements and measures in the field of mycotoxins have been carried out
for decades already, the issue is still relevant. It is important due to emerging or newly
detected mycotoxins as well as due to climatic changes which caused that even in our climate
zone, where mycotoxins did not represent a particular problem in the past, they appear more
and more frequently and in higher and higher concentrations. With these studies, we got an
insight into the situation regarding moulds and mycotoxins throughout the food chain in
Slovenia, which represents a contribution to the knowledge of the problem and the prevalence
of moulds and mycotoxins in the world and enables a more accurate risk assessment.

10.2. Pomen za razvoj Slovenijell

SLO
Z izvedenimi raziskavami smo dobili vpogled v stanje mikotoksinov po celotni prehranski verigi
v Sloveniji. Na osnovi zbranih rezultatov analiz Zivil smo ocenili stopnjo onesnazenosti Zivil na
slovenskem trzis¢u z mikotoksini v primerjavi z drugimi drzavami. S poskusi na poljih smo
proucili odpornost razlicnih hibridov koruze na okuzbo s plesnimi iz rodu Fusarium, prisotnost
mikotoksinov pred in po siliranju koruze, umetno okuzene z izolati Fusarium spp, prisotnost
mikotoksinov v ekolosko pridelani psenici in vpliv kolobarja, nacina obdelave in drugih
agrotehnicnih ukrepov na pojavnost fuzarioz. Razvoj in uporaba metode za socasno dolocanje
mikotoksinov nam omogoca vpogled v prisotnost in priblizno koncentracijo velikega stevila
toksinov v vzorcih. Omogoca nam tudi dolo¢anje toksinov, ki jih do sedaj nismo spremljali in
vpogled v stanje onesnazenosti silaz z mikotoksini. Razvoj metode je pomeni velik doprinos za
Slovenijo, zato bi jo bilo smiselno uporabljati v razlicne namene. Na podrocju varnosti krme in s
tem Zivil zivalskega izvora bi jo lahko uporabljali vsi, ki upravljajo s krmo ali surovinami zanjo.
S poskusi v mlinsko predelovalni industriji smo ugotovili, kaksni so vplivi mletja in skladis¢enja
Zita na vsebnost toksinov, kaksSna je razporeditev toksinov v razli¢nih frakcijah mletja in vpliv
postopkov priprave polnozrnatega testa na vsebnost toksinov v kon¢nem proizvodu. S povezavo
dosedanje prakse, teorije in izsledkov poskusov, izvedenih v okviru raziskave, smo predlagali
celovite resitve obvladovanja plesni in mikotoksinov v celotni prehranski verigi.

ANG

With the study, we got an insight into the state of mycotoxins throughout the food chain in
Slovenia. Based on the collected results of analyses of food, the degree of contamination of
foodstuffs on the Slovenian market with the mycotoxins in comparison with other countries was
assessed. In the field experiments, the resistance of different maize hybrids to infection with
fungi of the genus Fusarium, the presence of mycotoxins before and after ensiling of maize
artificially infected with Fusarium spp, the presence of mycotoxins in organically produced
wheat, the impact of crop rotation, the method of processing and other agro-technical
measures on the incidence of fusariosis were studied. Development and application of an
analytical method for the simultaneous determination of mycotoxins enables an insight into the
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presence and approximate concentration of a large nhumber of toxins in samples. It enabled the
determination of mycotoxins that were not monitored so far and insight into the state of
pollution of silages with mycotoxins. The introduction of the method represents an important
contribution, so it would be reasonable to use it for different purposes. In the area of feed and
subsequently food of animal origin safety it could be used by everyone who deals with feed or
raw materials for it. Experiments in the mill processing industry revealed the effects of milling
and storage of grain on the levels of mycotoxins, the distribution of toxins in different milling
fractions and the impact of a method whole wheat dough preparation on the toxin content in
the final product. By connecting the current practice, theory and results of experiments carried
out in the study, a comprehensive solution for the control of moulds and mycotoxins in the food
chain were suggested.

11.Vpetost raziskovalnih rezultatov projektne skupine

11.1. Vpetost raziskave v domace okolje

Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja deleZzna zaznavnega odziva?

v domacih znanstvenih krogih
pri domadih uporabnikih

Kdo (poleg sofinancerjev) Ze izraza interes po vasih spoznanjih oziroma rezultatih?.!

|Pridelova|ci in uporabniki krme

11.2. Vpetost raziskave v tuje okolje

Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega odziva?

v mednarodnih znanstvenih krogih
pri mednarodnih uporabnikih

Navedite stevilo in obliko formalnega raziskovalnega sodelovanja s tujini
raziskovalnimi institucijami:12

Bilateralni projekt BI-RS/12-13-041 Ugotavljanje nekaterih onesnazevalcev okolja, ki imajo v
prehranski verigi pomembno vlogo pri zagotavljanju varne in kvalitetne hrane. Nosilec: dr.
Breda Jakovac-Strajn in Dragan Milicevic¢

Kateri so rezultati tovrstnega sodelovanja:.:

JAKOVAC-STRAIN, Breda, MILICEVIC, Dragan, JURSIC-CIZERL, Rahela, TAVCAR-KALCHER,
Gabrijela, PAVSIC VRTAC, Katarina, ZORMAN-ROJS, Olga, POGACNIK, Milan, SVARA, Tanja.
Evaluation of feed and histopathological lesions of some organs of laying hens-possible
implication on meat quality. V: International 57th Meat Industry Conference, Belgrade, 10th-
12th June, 2013. LILIC, Slobodan (ur.), DPORPEVIC, Vesna (ur.). Meat and meat products -
perspectives of sustainable production : Proceedings. Belgrade: Institute of Meat Hygiene and
Technology, 2013, str. 184-188. [COBISS.SI-ID 3702906].

12.Izjemni dosezek v letu 201412

12.1. Izjemni znanstveni dosezek

[P |

12.2. Izjemni druzbeno-ekonomski dosezek

[P |
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C. IZJAVE

Podpisani izjavljam/o, da:
e so vsi podatki, ki jih navajamo v porocilu, resnicni in tocni
e se strinjamo z obdelavo podatkov v skladu z zakonodajo o varstvu osebnih podatkov za potrebe
ocenjevanja in obdelavo teh podatkov za evidence ARRS
e 5o vsi podatki v obrazcu v elektronski obliki identi¢ni podatkom v obrazcu v pisni obliki
so z vsebino zakljucnega porocila seznanjeni in se strinjajo vsi soizvajalci projekta
e bomo sofinancerjem isto¢asno z zaklju¢nim porocilom predlozili tudi elaborat na zgoscenki (CD), ki
ga bomo posredovali po posti, skladno z zahtevami sofinancerjev.

Podpisi:

zastopnik oz. pooblas¢ena oseba vodja raziskovalnega projekta:

. P in
raziskovalne organizacije:
Univerza v Ljubljani, Veterinarska Gabrijela Tavéar Kalcher
fakulteta
Z1G6
Kraj in datum: Ljubljana 13.3.2015

Oznaka porocila: ARRS-CRP-ZP-2015/14

1 Napigite povzetek raziskovalnega projekta (najve¢ 3.000 znakov v slovenskem in angleskem jeziku). Nazaj

2 Napisite kratko vsebinsko porocilo, kjer boste predstavili raziskovalno hipotezo in opis raziskovanja. Navedite kljuéne
ugotovitve, znanstvena spoznanja, rezultate in ucinke raziskovalnega projekta in njihovo uporabo ter sodelovanje s tujimi
partnerji. Najvec 12.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno dve strani, velikost pisave 11). Nazaj

3 Realizacija raziskovalne hipoteze. Najve¢ 3.000 znakov vkljuéno s presledki (priblizno pol strani, velikost pisave 11).
Nazaj

4V primeru bistvenih odstopanj in sprememb od predvidenega programa raziskovalnega projekta, kot je bil zapisan v
predlogu raziskovalnega projekta oziroma v primeru sprememb, povecanja ali zmanjSanja sestave projektne skupine v
zadnjem letu izvajanja projekta, napisite obrazlozitev. V primeru, da sprememb ni bilo, to navedite. Najve¢ 6.000 znakov
vklju¢éno s presledki (priblizno ena stran, velikosti pisave 11). Nazaj

> Navedite znanstvene dosezke, ki so nastali v okviru tega projekta.

Raziskovalni dosezek iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) vpisete tako, da izpolnite COBISS
kodo dosezka - sistem nato sam izpolni naslov objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS podrocja ter
podatek, ali je dosezek uvrs¢en v A" ali A'. Nazaj

® Navedite druzbeno-ekonomske dosezke, ki so nastali v okviru tega projekta.

DruZbeno-ekonomski rezultat iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) vpiSete tako, da izpolnite
COBISS kodo dosezka - sistem nato sam izpolni naslov objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS podrocja
ter podatek, ali je dosezek uvrséen v A" ali A'.

Druzbeno-ekonomski dosezek je po svoji strukturi drugacen kot znanstveni dosezek. Povzetek znanstvenega dosezka je
praviloma povzetek bibliografske enote (¢lanka, knjige), v kateri je dosezek objavljen.

Povzetek druzbeno-ekonomskega dosezka praviloma ni povzetek bibliografske enote, ki ta dosezek dokumentira, ker je
dosezek sklop vec rezultatov raziskovanja, ki je lahko dokumentiran v razli¢cnih bibliografskih enotah. COBISS ID zato ni
enoznacen izjemoma pa ga lahko tudi ni (npr. prehod mlajsih sodelavcev v gospodarstvo na pomembnih raziskovalnih
nalogah, ali ustanovitev podjetja kot rezultat projekta ... - v obeh primerih ni COBISS ID). Nazaj

7 Navedite rezultate raziskovalnega projekta iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zakljuénega poroéila) v primeru, da
katerega od rezultatov ni mogoce navesti v tockah 7 in 8 (npr. ni voden v sistemu COBISS). Najve¢ 2.000 znakov,
vkljuéno s presledki. Nazaj

8 Pomen raziskovalnih rezultatov za razvoj znanosti in za razvoj Slovenije bo objavljen na spletni strani:
http://sicris.izum.si/ za posamezen projekt, ki je predmet poro¢anja. Nazaj

9 Najve¢ 4.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj
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10 Najveé 4.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj
11 Najveé 500 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj
12 Najve¢ 500 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaij
13 Najve¢ 1.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj

14 Navedite en izjemni znanstveni doseZek in/ali en izjemni druzbeno-ekonomski dosezek raziskovalnega projekta v letu
2014 (najvec 1000 znakov, vklju¢no s presledki). Za dosezek pripravite diapozitiv, ki vsebuje sliko ali drugo slikovno
gradivo v zvezi z izjemnim dosezkom (velikost pisave najmanj 16, priblizno pol strani) in opis izjemnega dosezka (velikost
pisave 12, priblizno pol strani). Diapozitiv/-a priloZite kot priponko/-i k temu porocilu.

Vzorec diapozitiva je objavljen na spletni strani ARRS http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/, predstavitve dosezkov za
pretekla leta pa so objavljena na spletni strani http://www.arrs.gov.si/sl/analize/dosez/ Nazaj

Obrazec: ARRS-CRP-ZP/2015 v1.00
2F-C2-42-E1-B1-6D-6D-96-8B-87-EB-F2-91-A8-3E-65-AC-90-42-DF
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RAZISKAVA OKUZENOSTI/ONESNAZENOSTI ZIT, IZDELKOV I1IZ  ZITIN
SILAZE S PLESNIMI IN MIKOTOKSINI TER UKREPI ZANJUN O
ZMANJSANJE

INVESTIGATION ON THE INFECTION/CONTAMINATION OF CER  EALS,
PRODUCTS DERIVED FROM CEREALS AND SILAGE WITH MOULD S AND
MYCOTOXINS AND MEASURES FOR THEIR REDUCTION

Porailo pripravili: Gabrijela Ta¢ar Kalcher, Breda Jakovac Strajn, Stanislava Kii¢n
Franci Aco Celar, Katarina Kos, Igor Santavec,j®&ocjan Ako, Boris Kova,

Andreja Rijavec Bregar

POVZETEK

Mikotoksini so sekundarni presnovki razlih plesni, ki pri ljudeh in zivalih po zauzitju
povzraijo zastrupitev (mikotoksikoze). Plesni, ki rastepa zitaricah, lahko zaejo
izlocati mikotoksine pred Zetvijo, po njej ali pa kasnejed neprimernim skladignjem.
Najbolj razSirjene plesni, ki proizvajajo mikotoksi soFusarium spp.Aspergillus sppin
Penicillium spp.Pogosto jih ugotovimo v koruzi in drugih zitih, ke uporabljajo v
cloveski ali zivalski prehrani. Ker so toksigene gule zelo razSirjene, najdemo
mikotoksine pravzaprav v vseh delih sveta.

Slovensko kmetijstvo je Zivinorejsko usmerjeno,0zaf njivah pretezno gojimo
rastline, ki so namenjene Zivalski krmi (koruzatazi..). Ugotovljeno je bilo, da v
Sloveniji tako koruzo kot pSenico najbolj pogostkubujejo skoraj identne plesni iz
rodu Fusarium kar omogda njihovo ohranjanje v ozkem kolobarju koruza-Zita
posledéno vejo gospodarsko Skodo. Prevladgijglivni vrsti iz roduFusariumtako pri
koruzi kot zitih v Sloveniji st&F. graminearum in F. avenaceur, tvorita pomembne
mikotoksine: deoksinivalenol (DON), nivalenol (NI\V3earalenon (ZEA) in fumonizine
(FB). Kot tretja pomembna vrsta se pri koruzi pgg¥. subglutinangFB) pri pSenici pa
F. culmorum(DON, ZEA).

Strokovnjaki po vsem svetu razvijajo na plesni adpovrste rastlin in razine

fungicide, vendar do danes Se ne poznamo nobems z&Einkovite zasgitne metode.



lzvajamo lahko samo preventivne ukrepe, ki viljejo ustrezno poljedelsko prakso,
zadostno susSenje pridelka po Zetvi in dobro sktadigprakso. Posebej tezko je realno
oceniti dejansko Skodo, ki jo povz@go mikotoksini v zivalski proizvodniji, previadupa
mnenje, da je zelo velika. Zaradi vsega navedejeelgantrola mikotoksinov v prehranski
Se sprejemljivin vsebnostih da@kenih mikotoksinov v hrani za ljudi in v proizvodih,
namenjenih za krmo. Varnost izdelkov se tako zagdjatas sistematinimi postopki, ki
zajamejo vse pridelovalne in predelovalne faze aglite rastlin med rastjo do predelave
in kontrole kownih izdelkov.

Ceprav je dobro znano, da je vsako leto precejSen pdeizvedenih Zit
posve&a dovolj pozornosti. V prehrani govedi zelo pogosipazimo krmljenje s
pokvarjeno oziroma plesnivo silazo. Zadnja letasojo, da je silaza najbolj pogosto
kontaminirana s plesnijéenicillium roquefortiin s toksini, ki jih omenjena plesen
proizvaja.Ceprav zaenkrat Se zelo malo vemo o $kodljiviimkih mikotoksinov iz silaze
in izlo¢anju teh presnovkov v mleko, nas rezultati kamh tujih raziskav opozarjajo, da je
potrebno raziskati stanje tudi v Sloveniji in se&puziti iskanju reSitev na SirSem podjo
EU.

Z namenom celovitega obvladovanja in vzpostavitM@epov omejevanja
se pri svojem delu redno ukvarjamo s problematikozenosti zit s plesnimi in/ali
mikotoksini v krmi in hrani: Veterinarska fakultet®iotehniSka fakulteta, Nacionalni
institut za javno zdravje in Mlinotest, d.0.0. Svppavo dosedanje prakse, teorije,
natrtovanih poskusov, razvojem novih laboratorijskiktod in tehnoloskih postopkov ter
izboljSavo obstojh bomo lahko predlagali celovite reSitve obvladgeaplesni in

mikotoksinov v celotni prehranski verigi.

Klju ¢ne besedefFusarium mikotoksini, uradni nadzor, zita, koruza, izdakiit, silaza,

poskusi na polju, mlinsko predelovalna industgeehranska veriga.



ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites of various ldguwhich cause poisoning
(mycotoxicosis) in humans and animals after ingestMolds, growing on grains, can
start to produce mycotoxins before harvest, aftevdst or later, during improper storage.
The most common moulds that produce mycotoxingFaarium spp., Aspergillus spp.
andPenicillium spp They are often found in maize and cereals usetidman or animal
consumption. Since toxigenic moulds are widespreatict, mycotoxins can be found in
all parts of the world.

Slovenian agriculture is livestock-oriented, therefon our fields mostly plants
intended for animal feed (maize, wheat, etc.) aosvg. It was found out that in Slovenia,
both maize and wheat are most frequently infectitlal amost identical funguBusarium
which is allowed by a narrow rotation of maize/eése The result is considerable
economic damage. Predominant fungal specieBugshriumin maize and in cereals in
Slovenia areF. graminearumand F. avenaceumwhich produce important mycotoxins:
deoxynivalenol (DON), nivalenol (NIV), zearalenof#EA) and fumonisins (FB). As the
third important type, th&. subglutinangFB) appears in maize aid culmorum(DON,
ZEA) in wheat.

Mould-resistant species of plants and various ftidgs are being developed
around the world, but to date no really effectivetective methods are known. Only
preventive measures can be provided, including qgpfate crop practices, adequate
drying of the crop after harvest and good storagetjce. It is particularly difficult to
assess realistically the actual damage caused loptoyms in animal production, but it
must be very large.

From the information given above, it is clear ttie control on mycotoxins in the
human and animal food chain is justified and neagsdn the EU, regulations on the
highest tolerable concentrations of various myco®xin human food and products
intended for feed were adopted. For ensuring tlelynts safety, systematic procedures
covering all cultivating and processing phases fpootection of plants during growth to
processing and control of final products must bplémented.

Although it is well known, that a considerable paftthe produced cereals is
contaminated with mycotokxns, very little attentisrpaid to the contamination of silage
with toxic metabolites of moulds. Cattle are offed with spoiled or moldy silage. In



recent years, silage is most frequently contaméhaiigh the mouldPenicillium roqueforti
and with toxins produced by this mould. Allthoudterte is very little known about
harmful effects of mycotoxins in silage and abdwt transfer of the metabolites into milk,
the results of various foreign research indicatat th situation in Slovenia shall be
investigated and the search for solutions withindbidll be joined.

In order to establish comprehensive managementreagures for the reduction of
the incidence of mycotoxins in cereals, productdvdd from cereals and silages, four
institutions dealing with a problem of contaminatiof cereals with fungi and/or with
mycotoxins in feed and food were joined: Veterind&sgculty, Biotechnical Faculty,
National Institute for Public Health and Mlinotest,0.0. By combining the existing
experiences, theory, planned experiments, developawienew laboratory methods and
technologies as well as with the improvement of #eésting ones, comprehensive
solutions for managing moulds and mycotoxins invitwele food chain can be proposed.

Key words: Fusarium mycotoxins, official control, cereals, maize, eadr products,

silage, field experiments, grain processing indudtod chain.

OPIS PROBLEMA IN CILIEV

Mikotoksini so produkti sekundarnega metaboliznmespi iz razknih rodov, ki so
najveekrat za ljudi, Zivali in rastline tok&ni Ze v zelo majhnih kalinah (Hussein in
Brasel, 2001, Binder in sod., 2007, Marin in s@M]13). Rezultati raziskav kazejo, da je
okoli 30 do 40 % plesni pod da@enimi pogoji sposobno proizvajati mikotoksine.
Razliéni avtorji ocenjujejo, da je vsako leto vségtrtina pridelkov kontaminirana z
mikotoksini. Obéajno so to precej stabilne substance, ki v krmizivilih ostanejo
nespremenjene tudi potem, ko njihove proizvajalkgesni odmrejo. Do sedaj je opisanih
vec kot 350 vrst plesni, ki izkajo mikotoksine in vé&kot 300 raziknih mikotoksinov, ki
povzraajo razltna obolenja pri zivih organizmih.

Optimalna temperatura za rast in razmnozevanjsmeesaprofitskih plesni je med
25 in 30°C, poleg tega pa potrebujejo za svoj razvoj Sekkisirahlo kislo podlago. V
ustreznih sklad&ih pogojih ve€ina teh plesni odmre, vendar pa njihove spore in

sekundarni toksgni presnovki, ki jih imenujemo mikotoksini, v sulsu ostanejo.



Nekatere plesni lahko daljSe obdobje mirujejo inobepoveéani vliagi prénejo ponovno
razmnoZevati. Skladige plesni so v krmi praviloma v §em ali manjSem Stevilu, ker se
krma z njimi kontaminira med spravilom in sklagi&jem. Razmnozujejo se v razmerah,
ko poljske plesni ze odmirajo. V to skupino spadajesni iz rodovAspergillus
Penicillium, Mucor, AcremoniumVerticillium. Na krmi, ki je skladi&na v neprimernem
okolju, povzra@ijo raznobarvne plesnive previeke. Tudi v na vigegpolnoma zdravem
zrnju so lahko spore, iz katerih se v ugodnih raameazvijejo plesni, ki povzigo
kvarjenje krme. Relativna zfaa vlaga pod 60% prepgige rast skoraj vseh vrst plesni.

Prisotnost mikotoksinov v Zivilih in krmi nedvommoedstavlja resen problem, saj
lahko vpliva na zdravje ljudi in Zivali. Mikotoksimmajo lahko kancerogene, mutagene,
imunosupresivne in estrogen€inke, povzrgajo lahko gastrointestinalne motnje ter
motnje v delovanju ledvic. Aflatoksini in ohratoksise v organizmu tudi kofjo
(Hussein in Brasel, 2001, Driuehuis in sod., 2008).

Leta 2003 so mikotoksine ozl kot najpomembnejSe krofme prehranske
dejavnike tveganja za ljudi in zivali, bolj nevaroe sintettnih kontaminantov, rastlinskih
toksinov, dodatkov hrani ali ostankov pesticidoaiBett in Klich, 2003).

Med mikotoksini so najbolj poznani aflatoksini, kepredstavljajo ene
najnevarnejSin kancerogenih substanc. Trihotecemdgtavljajo drugo pomembno
skupino mikotoksinov, ki jih v@noma izl@ajo plesniFusarium spp.Najbolj poznani
mikotoksini v tej skupini so deoksinivalenol (DOMomitoksin), nivalenol (NIV), 3- in
15-acetil deoksinivalenol (AcDON), fuzarenon-X, s$oka T-2 in HT-2 ter
diacetoksiscirpenol. Pomembno dejstvo je, da seotoidsini iz te skupine pojavljajo
skupaj in imajo lahko sinergigtie Wwinke. Med omenjenimi mikotoksini je DON eden od
po vsem svetu najbolj razsirjenih mikotoksin@leprav je med trihoteceni med manj
"toksicnimi”, predstavlja zaradi svoje razSirjenosti vehtoblem pri zagotavljanju varne
hrane. Nedavno so naredili raziskavo, v kateri seisgali 11.022 vzorcev Zit iz 11
razlicnih evropskih drzav in ugotovili, da je bilo 57 %ekanih vzorcev pozitivnih na
DON. Podobne rezultate so objavili tudi Joint FAG{@ Expert Committee on Food
Additives (JECFA, 2001). Poleg tega, da je DON zalsirjen, je tudi odporen na mletje,
predelavo in toploto, zato se zlahka pojaviaveski ali Zivalski prehranski verigi (Binder
in sod., 2007, Farahany in Jinap, 2011).

Na obmdjih zmernega podnebja koruzo okuzuje west gliv iz roduFusarium.
Povzra@&ajo trohnobo korenin, stebel in plesnivost storz8manjSanje pridelka zaradi



okuzb v povprgu znasa med 10 in 30 %. Poleg tega so nek&igsariumvrste sposobne
tvoriti mikotoksine, tako na polju kot po spravifridelka. Najveé mikotoksikoloSkih
raziskav je bilo narejenih v zvezi z mikotoksinksnju, ¢eprav so v nekaterih raziskavah
ugotovili mikotoksine tudi v trohrigh steblih, okuzenih listih in celi rastlini. Slgdn
lahko predstavlja resno tveganje pri koruzi, kupmrabljamo za svezo krmo in silazo.

Prisotnost mikotoksinov v koruznem zrnju powaopovsod po svetu veliko
zaskrbljenost, ker je njihova prisotnost v krmihirani pogosto povezana z krémimi ali
akutnimi mikotoksikozami zivine in v manjSem obsdjguli. Ocenjeno je bilo, da je 25 %
svetovnega pridelka hrane kontaminiranega z milstok koruza pa je z nekaterimi
fuzarijskimi toksini, kot so DON in FB1, oneshaZe&®av véjem obsegu.

Po podatkih doslej izvedenih raziskav v Slovengrkzo najpogosteje okuzujejo
glive iz vrst Fusarium graminearum, F. subglutinams F. avenaceummedtem ko v
manjSem obsegu oz. spor&w F. cerealis, F. culmorum. F. sporotrichioides,gaae, F.
equisetiter Se nekatere druge. Pri nas dominatne vrstebinpp literaturnih podatkih
tvorile pomembne mikotosine, kot so DON, NIV, ZENMON (Milevoj, 2002; Logrieco
in sod., 2002)

Podobno kot koruzo tudi zita okuzujejo Stevilnespligz roduFusarium Do sedaj
je evidentiranih 12 vrst. OkuZujejo predvsem kamenistebla in zrna ter na tacma
povzraijo v povpre&ju 10 do 40 % izgube pridelka. Poleg tega tudilesm pred in po
zetvi tvorijo mikotoksine. Z njimi so predvsem mo onesnazeni pridelki pSenice in
jeémena, ki kot kulturi predstavljata kar 80 % prided&it v Evropi. Ostale vrste zit (rz,
tritikala, oves) so manj @htljive na okuzbo klasov s plesnifausarium sppin so zaradi
tega njihova zrna tudi manj kontaminirana z miksiok

Najpogosteje zastoparfeusarium vrste izolirane iz okuzenih klasov pSenice v
Evropi in pri nas sd-. graminearum, F. avenaceuynm F. culmorum nekoliko manjF.
poae, F. equisetiv manjSi meri oz. spora#tio pa se pojavljajo vrstE. tricinctum, F.
cerealis, F. acuminatum, F. sporotrichioides, Ebglutinans. F. oxysporumn F. solani
(Bottalico in Perrone, 2002; Zendjiin sod., 2008). Ugotovili smo, obstaja &na
povezava med okuzenostjo pSenice in koruze zrmglR culmorumin F. graminearum
ter vsebnostjo DON.

Glive iz roduFusariumne Zivijo samo na rasibkoruzi oz. Zitih, temve se lahko
zelo dobro razvijajo kot saprofiti na usklatkaih pridelkih, silazni koruzi in celo na
izdelkih zivilske industrije. Pojavnost gliFusarium sppv pridelkih, krmi in izdelkih



Zivilsko predelovalne industrije je odvisno od $@t dejavnikov okolja kot tudi nana
pridelave in skladi&nja (izbor sort, gnojenje, obdelava tal, kolodamicno varstvo,
tehnologija skladi&nja in obdelave zrnja ipd.).

Nekatere raziskave kazejo, da so zaradi ekstengivm@koloski pridelavi okuzbe
pSenice s plesnimi iz rodeusariummanj pogoste kot v konvencionalni pridelavi, venda
pa so v nasprotju s tem ugotovili, da ni razlikselnosti DON in ZEA v zrnju. Glede na
majhnost slovenskega kmetijskega prostora se vekéibejo tendence k povevanju
obsega ekoloske pridelave. Zita in izdelki iz fittako danes v Sloveniji Ze osnovni trzni
artikli ekolodko usmerjenih kmetilCe bi ugotovili, da pri nas ekolosko pridelano Zito
vsebuje manj mikotoksinov, bi bila to vsekakor &Zpriloznost in prednost tako na
domaem kot tujem trzi&u.

Pri zivalih je najpogostejSi ukrep za zmanjSanjpostavljenosti mikotoksinom
uporaba razéinih vezalcev ali adsorbensov v krmi. Zal p&ima komercialno dostopnih
vezalcev mikotoksinov ni uspeSna pri vezavi mikstokv, ki jih izlatajo plesni rodu
Fusarium.

Kemijske onesnazevalce, ki izvirajo iz slabe kns&gj prakse, z nadaljnjimi
postopki v predelavi Zivil zelo teZko odstranimo predstavljajo resno tveganje. Zitno
predelovalna industrija ukrepa z azurnim spremgjanjprisotnosti onesnazevalcev ter
tehnolosSkim postopkom v predelavi zit, smo na osmwepiricnih testov podali mozne
naine ukrepanja za zmanjSanje pojavljanja DON-a eligtl, namenjenih potroSniku. Na
DON smo se osredatiti, ker je v Zitih zelo razSirjen in predstavlj@memben prehranski
dejavnik tveganja tako za Zivali kot tudi za ljulder je DON zelo stabilen ter odporen na
mletje in procese predelave, kontaminacije izdelkozit z DON pogosto ne moremo
prepreiti. Se vedno se razvijajo novi #ai ¢is¢enja Zitnih meSanic pred mletiem in
preizkuSajo dodatki razinih adsorbensov, ki bi lahko zmanjSali onesnazekostnih
izdelkov z mikotoksini.

Mikotoksinom se torej zaradi tiaa pridelovanja zit in klimatskih sprememb ne da
izogniti, zato je njihova vsebnost v zivilih in kiimmejena s predpisi (Evropska Komisija,
2006a, 2006b, 2007, 2010, 2011, 2013) in se jibsameznih drzavah zasleduje v okviru
uradnega nadzora. Tudi v Sloveniji obstajajo Zé let kontinuirano letni programi

uradnega nadzora/monitoringa zivilskih proizvodevusebnost mikotoksinov, vendar do



sedaj Se ni narejene dletne analize rezultatov o vsebnosti mikotoksinowivilskih
proizvodih na osnovi omenjenih letnih programov.

V krmi je najve&ja dovoljena koncentracija dalena za AFB1, za toksine, ki jih
izlo¢ajo plesniFusarium pa so podana le pripaiita (Evropska Komisija, 2006a, 2011).
Poleg Zit sestavlja pomemben del obroka pri predvakih tudi silaza. Zaradi okuzbe Zit
s plesnimiFusariumse lahko njihovi toksini najdejo tudi v silazi (Bhuis in sod., 2008).
Po drugi strani pa zaradi napak pri siliranju \a&ilpogosto najdemo tudi toksine, ki jih
izlocajo plesni vrstePenicillium (PR toksin, patulin, rokefortini, penicilinska ki,
mikofenolna kislina) imAspergillus(aflatoksini, kojinska kislina). Raziskave v N&jnso
pokazale pogosto kontaminacijo z rokefortinom C,ZDA pa je silaza najbol]
kontaminirana s PR toksinom. Na Irskem predstalhbirana travna silaza 30 % vse
silaze, ki se jo letho pokrmi govedu. Z nedavnoasfpeno raziskavo so tudi pri njih
ugotovili, da ve kot 90 % balirane travne silaze kaze vidne znalesnposti. Z
laboratorijskimi testi so potrdili visoke vsebnosbksicnih presnovkov plesni iz rodu
Penicillium (Miller, 2008, O'Brien in sod., 2006). V Slovenigh podatkov nimamo, zato
smo vpeljali analizni postopek (Driehuis in sod08, Rasmussen in sod., 2010, Lattanzio
in sod., 2011) in ga uporabili za déiti@v omenjenih mikotoksinov v silaz zbranih na
kmetijah v Sloveniji.

Glede na EU zakonodajo Slovenija kontrolira tude velevantne mikotoksine v
zivilih rastlinskega izvora. Z akreditiranimi armlimi postopkiv jih doléajo v
Nacionalnem laboratoriju za zdravje, okolje in lrarljub rednim pregledom pa v
Sloveniji ne obstajajo wetni in sploSno dosegljivi rezultati vsebnosti wiidksinov v
Zivilskih proizvodih. V sklopu projekta smo na osndobljenih podatkov naredili takSno
raziskavo.

Velikokrat z mikotoksini povezujemo le zita in peim pozabljamo, da je velik del
obroka pri prezvekovalcih sestavljen tudi iz volaoene krme (seno, slama in silaza), za
katero vemo, da je pogosto kontaminirana z &aihi vrstami plesni, ki se zaejo
razvijati ze na polju ali pa kasneje med sklagifem. Tej problematiki se posiae
premalo pozornosti. Eden od vzrokov so verjetnavezna katere naletimo pri vZenju
silaz. Tega, da mora biti vsak odvzeti vzorec, &ipgSljemo v preiskavo, reprezentativen
(imeti mora lastnosti cele serije), pri vZenju silaz ne moremo zagotoviti, saj
najpogosteje vzorec lahko odvzamemo le na mestu,ikjamo dostop. Po podatkih iz
literature je znano, da so plesni iz rodspergillus Penicillium in Monascuspogosti



kontaminanti silaz (O'Brien in sod., 2006). V zalngtih opisujejo, da je silaza najbolj
pogosto kontaminirana s plesnifenicillium roquefortiin s toksini, ki jih omenjena
plesen proizvaja. Kot najbolj verjetna vzroka ziSteo stanje izpostavljajo spremembe v
tehnologiji pridelave krme in povanje obsega farnP. roquefortise lahko razvija pri
nizkih pH vrednostih in zelo majhni prisotnostiike v substratu (Nielsen in sod., 2006;
Miller, 2008).

Vrste plesni iz roduPenicillium proizvajajo razline sekundarne presnovke,
vklju¢no z rokefortini, PR toksinom, penitremom A in migoolno kislino (Miller, 2008).
Skodljivi uginki omenjenih substanc na do#eaZivali e niso v celoti raziskani. V
plesnivih silazah sta najpogosteje ugotovljena farkie@ C in mikofenolna kislina, PR
toksin in patulin pa sta zaradi svoje nestabilmekstire ugotovljena le @asno (O'Brien
in sod., 2006). Za vse naStete presnovke je pozrmknsami po sebi niso dovolj tokst,
da bi povzrdali znake zastrupitve, vendar je njihova toksikgkgSe nepopolna,
predvsem pa Se niso pojasnjeni mehanizmi njihoveg@sebojnega delovanja (O'Brien in
sod., 2006; Miller, 2008). Kljub temu, da so vcéwe raziskav iz plesnive silaze
najpogosteje izolirali plesni vrsteenicillium, pa v nekaterih raziskavah (Amigot in sod.,
2006; Richard in sod., 2009) ugotavljajo, da sdesmpivih silazah prisotne plesni iz rodu
Aspergillus Od njihovih toksinih presnovkov izpostavljajo AFB1 in gliotoksin, éeluje
imunosupresivno. Na osnovi dobljenih rezultatov ijoenda ne smemo podcenjevati
vsebnosti AFB1 v silazah, Se posebno v starih kohugilazah (Richard in sod., 2009).

Pri delu na terenu opazamo, da so glavne nepraiilpo travnih silazah prepozna
koSnja, trava, onesnazena z zemljo, pteueela trava, premalo stisnjene, ovite in
poSkodovane bale, slabo p@#ai silosi, premajhen in nepravilen odvzem itd. Pri
koruznih silazah pogosto opazimo gretje in plesmekij sta najvékrat posledica spravila
preve zrele koruze, slabo potlanih silosov in premajhnega odvzema. Razlog zgegiret
plesnenje koruzne silaze je tudi naknadna fermegatadadkorjev, ki jih je veliko
predvsem v silazah iz dolgozelenih hibridov. Zalgmavelikokrat vzroki za tezave tudi
objektivni in sicer raztine nepredvidene situacije npr. trenutne letne vnsie razmere
in s tem povezana hranilna vrednost ter bolezokurzbe rastlin. Na dolgi rok pa moramo
upoStevati tudi klimatske spremembe (dolgotrajndesuazne ujme), ki prav tako
zmanjSujejo neopotaost krme.

V okviru uradnega nadzora se analizira razmeromid wzorcev, zato v Sloveniji

nimamo sistematno zbranih podatkov o onesnazenosti silaz z milgitok



Iz vsega navedenega je razvidno, da popolna odstvamikotoksinov iz prehranske
verige ni mogoda, zato je njihovo prisotnost v surovinah, krmi lmani potrebno
kontrolirati. Zagotavljanje varne hrane vidjye aktivnosti in kontrole, ki so potrebne za
obvladovanje proizvodnega procesa od razvoja, ralswovin, izdelave izdelka do
njegove prodaje (Siegel in Babuscio, 2011). Vema, $b v vsakem segmentu
proizvodnega procesa Se potrebne izboljSave, kardakazujejo tudi raziskave, ki se na
to temo trenutno opravljajo v okviru evropskih m@ktov. Problematika je aktualna in

pomembna.

Cilji projekta so bili:

1. Analiza obstojéega stanja o okuzenosti/onesnazenosti zit iz prniengroizvodnje v

Sloveniji in izdelkov iz zit s plesnimi in mikotoks.
2. Razvoj metode (LC-MS/MS) za dd@anje izbranih mikotoksinov hkrati v silazah.

3. S poskusi na poljih ugotoviti odpornost ramih hibridov koruze na okuzbo s

fuzariozami.
4. Oceniti stopnjo kontaminiranosti zivil na slogkam trgu z mikotoksini.
5. Na osnovi empi¢hih testov v tehnoloskih postopkih v mlinsko predelni industriji

bodo podani mozni &ai ukrepanja za doseganje manjSe verjetnosti fiajga

ostankov v izdelkih, namenjenih potroSniku.

6. lzdelava smernic (pripot) za prihodnost Slovenije.
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Cilja 1 in 4: Analiza obstojeCega stanja o okuZenosti/onesnaZenosti Zit iz primarne
proizvodnje v Sloveniji in izdelkov iz Zit s plesnimi in mikotoksini in ocena stopnje
kontaminiranosti Zivil na slovenskem trgu z mikotoksini

Povzeto po ¢lanku, sprejetem v tiskanje:
KIRINCIC, Stanislava, SKRIANC, Barbara, KOS, Natasa, KOZOLC, Brigita, PIRNAT, Nina, TAVCAR-

KALCHER, Gabrijela. Mycotoxins in cereals and cereal products in Slovenia - official control of foods in
the years 2008-2012. Food control, ISSN 0956-7135. [Print ed.], April 2015, vol. 50, str. 157-165, doi:
10.1016/j.foodcont.2014.08.034. [COBISS.SI-ID 3173349].

Mikotoksini v zitih in zitnih izdelkih v Sloveniji - Uradni nadzor zivil v letih
2008-2012

Abstrakt

V tej raziskavi smo pratili prisotnost mikotoksinov: aflatoksin (AF), ohoddsin A (OTA), fumonizin

B, in B, (FB), deoksinivalenol (DON), zearalenon (ZON) i¥2/HT-2 toksina v 290-ih razinih Zitih

in Zitnih izdelkih, vzogenih na slovenskem trgu v okviru uradnega nadzotatih 2008-2012.
Uporabljene metode za ddéknje mikotoksinov so bile: tekmska kromatografija visoke dyivosti
(HPLC), teka@inska kromatografija s tandemsko masno spektrojpe(tiC-MS/MS) in plinska
kromatografija z masno spektometrijo (GC-MS). Vsetade so bile akreditirane in potrjene v skladu
z zahtevami Evropske unije. Skupaj je 40% vzoréevsebovalo enega ali venikotoksinov, 2,4% je

z enim ali v& mikotoksini preseglo EU najviSje dovoljene vselindBrimerjava rezultatov glede
deleza neskladnih vzorcev ne kaze ekstremno poititali negativnih odstopanj od drugih rezultatov
EU. Med vsemi Zitnimi izdelki lahko pSemi izdelki najveé prispevajo k izpostavljenosti slovenskih
prebivalcev mikotoksinom, zaradi visokega deleZat&miniranih vzorcev (71%), visokega deleza
vzorcev, ki so presegli najvisje dovoljene vsebinBkt (6%), predvsem z DON-om in zaradi njihove
dalet najvetje porabe v primerjavi z ostalimi Ziti. Koruzni i2iiti so Zita z drugo najpogostejSo porabo
in tudi lahko prispevajo k visoki izpostavljenostiikotoksinom zaradi njihove relativno visoke
povpr&ne koncentracije mikotoksinov. Najbolj pogoste kamalije sopojavljanja mikotoksinov so
bile: DON-ZON v pSenici, DON-T-2/HT-2 v ovsu in ABON in FB-DON-ZON v koruznih izdelkih.

Z vidika n&ina pridelave/predelave, kjer je bilo na razpolagagihno Stevilo podatkov, so vsebovali
vzorci Zit, pridelani s konvencionalnim d&aom kmetovanja, najniZjo povpheo vsebnost
mikotoksinov in so bili tudi najmanj kontaminirangskladni (32%/1%), v primerjavi z vzorci iz
ekoloSkega (46%/2.2%) in integriraneg&ina kmetovanja (87%/10%); integrirancirakmetovanja
temelji na nacionalni zakonodaji. Raziskava kaZepo#&rebo po nadaljevanju uradnega nadzora
mikotoksinov v Zitih in Zitnih izdelkih in bi lahkbila osnova za izboljSanje ¢réovanja nadzora in

analitike v prihodnosti.

Klju¢ne besede: Mikotoksini, Zitni izdelki, neskladnastpojavljanje, metoda kmetovanja, Slovenija.
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1. Uvod

Zita predstavljajo najpomembnejsi vir hrane v mhogdjizavah (Pimentel in sod., 2009). Zita so lahko
kontaminirana z mikotoksini, to je toksimi sekundarnimi metaboliti, ki so lahko prisotniZitin
zaradi okuzb zrn s plesnimi, tako na polju, kot ns&thdi€enjem (Pitt, Taniwaki in Cole, 2013).
Nastanek okuZbe je odvisen od okoljskih dejavnikot so: temperatura, vlaznost, Skoda nastala
zaradi ZuZelk, susa in neustrezni pogoji skkghfa (Hussein in Brasel, 2001; Marin, Ramos, Cano-
Sancho in Sanchis, 2013; Rodriguez-Carrasco, Faiat in Berrada, 2013; Zain, 2011). Nekatere
raziskave kazejo na moznost, da na nastanek olai#w Ivpliva tudi n&n kmetovanja (Rubert,
Soriano, Mafies in Soler, 2013; Serrano, Font, MaiieSerrer, 2013). Prisotnost mikotoksinov v
koncnem izdelku je lahko odvisna tudi od predelave &éra&m v nekaterih primerih zmanjSa njihovo
vsebnost (Vaclavikova, Malachova, Veprikova, Dzuméachariasova in Hajslova, 2013). Prisotnost
mikotoksinov v Zitih in Zitnih izdelkih lahko pre@wlja tveganje za zdravje ljudi in Zivali (Rocha,
Freire, Maia, Guedes, & Rondina, 2014).

V zadnjih letih je bilo objavljenih mnogo raziskavpojavljanju mikotoksinov v Zitih (Cano-
Sancho, Ramos, Marin in Sanchis, 2012; Duarte, Reh@o, 2010; Juan, Ritieni in Mafies, 2013;
Rodriguez-Carrasco in sod., 2013; Serrano, Forig, iRuFerrer, 2012). Te raziskave na splo3no niso
del uradnega nadzora posameznih drZzav, ker ggujgo v raziskovalne namene, kot npr. za
prouwievanje vpliva glivknih okuzb Zit med Zetvijo na pojavnost mikotoksin@®élakova, BeneSova,
Caslavsky, Svoboda in Mikulikovéa, 2014; Pleadin, &ahPersi, Sevelj, Markov in Frece, 2013) ali
pa se raziskave osredd#jo na pojavnost mikotoksinov v zelo spegifh vrstah Zit (Cano-Sancho,
Valle-Algarra, Jiménez, Burdaspal, Legarda in Rgn#ixl1l; Montes, Segarra in Castillo, 2012).
Podatki o prisotnosti aflatoksinov, ohratoksina fAmonizinov, deoksinivalenola, zearalenona in
toksinov T-2/HT-2 v Zitih in Zitnih izdelkih so dtwpni iz programa nadzora Velike Britanije, Food
Standards Agency (UK FSA, 2009). Podatki o pojatinadolocenih mikotoksinov/skupin
mikotoksinov v razkinih evropskih drzavah, v raghih Zivilih in razlicnih letih, so zbrani v
dokumentih Evropske agencije za varnost hrane (ERERSA, 2011a, 2011b, 2013a, 2013b) in v
starejSih dokumentih Generalnega direktorata Ekxepéomisije za zdravje in varstvo potroSnikov
(EC, 2002, 2003).

Z namenom za®iti clovekovo zdravje je uradni nadzor mikotoksinov \itZiin Zitnih
izdelkih in drugih Zivilih del zakonodaje Evropskaije, zlasti v Uredbi komisije 5t. 1881/2006 (EC,
2006b). Odgovornost za zagotavljanje varnosti gikifil izdelkov na trgu, vkljtno z vsebnostjo
mikotoksinov, je na nosilcih Zivilske dejavnostiarkie doléeno v Uredbi (EC) §t. 178/2002 (The
European Parliament and the Council, 2002).

Slovenija kotélanica EU izvaja bolj intenziven uradni nadzor ntidsinov v razknih Zivilih,
kot so Zita in oreXi, od leta 2008 naprej. Odgovornost za izvajanfitoringov/uradnega nadzora

varnosti Zivil je pripadala do leta 2010 Zdravsten inSpektoratu Republike Slovenije. Leta 2010 je
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pristojnost nadzora varnosti dire Zivil preSla na InSpektorat Republike Sloverdge kmetijstvo,
gozdarstvo in hrano. Slednji se je leta 2012 \#llju novo organizirano Upravo Republike Slovenije
za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlirursdni nadzor hrane v Sloveniji so viigni vzorci,

ki so del letnega programa monitoringa, vzorci kolet na meji s tretjimi drzavami, vzorci kot
posledica pritoZzb potroSnikov in zastrupitev s loréer kontrolni vzorci. Vrsta in Stevilo vzorcewv te
kombinacije analiziranih mikotoksinov/skupin mikksinov so nértovani letno, ob upoStevanju
razlicnih okoli¥in, kot so dostopnost hrane na trgu, ankete o ajirgospodinjstev, podatki sistema
hitrega obve&nja za Zivila in krmo (RASFF, 2014) in finanh virov. Kombinacije analiziranih
mikotoksinov in matriksov so izbrane pretezno gledeUredbo komisije (ES) §t. 1881/2006 (EC,
2006b) in glede na Pripafilo Komisije 8t. 2013/165/EU (EC, 2013).

Cilj raziskave je ugotoviti, do kaksnih zakikov lahko pridemo z analizo "rutinskih"
rezultatov kontrole mikotoksinov v Zitnih izdelkiki, prvotno niso bili namenjeni za raziskave inrkje
je izvedba statisthe analize zaradi pomanjkanja podatkov pogosto emaejV raziskavi je bila
pozornost usmerjena na pogostost kontaminacije kotolisini, neskladnost vzorcev, povgme
koncentracije pozitivnih vzorcev, primerjavo reabity z drugimi drzavami, sopojavljanje

mikotoksinov in na vpliv néina kmetovanja na kontaminacijo z mikotoksini.

2. Rezultati in diskusija
V letih 2008-2012 je bilo v okviru uradnega nadzonékotoksinov v Sloveniji vza@enih skupno 290

Zit in Zitnih izdelkov. Podrobni rezultati so zbram neobjavijenih letnih pordlih/elektronskih
dokumentih pristojnih organov (Zdravstveni inSpe&toRepublike Slovenije za leti 2008 in 2009,
Uprava Republike Slovenije za varno hrano, vetesiva in varstvo rastlin za leta 2010, 2011 in
2012, pod pristojnostjo Ministrstva za zdravje omia Ministrstva za kmetijstvo in okolje). Zivila za
posebne prehranske namene med te vzorce nisoceRfyu saj so bila del ¢enega nadzora.
Primerjava med posameznimi leti ni bila moégpsaj se je skupno Stevilo vzorcev na leto, tapsie

Zit in Zitnih izdelkov, spreminjalo iz leta v letod samo 6 vzorcev v letu 2008, do 167 vzorceuw le
2012. V letih 2009, 2010 in 2011, je bilo odvzefi, 31 oziroma 38 vzorcev. V tem obdobju je
zaznati trend neenakomernega néaam skupnega Stevila vzorcev, analiziranih na wesb
mikotoksinov, tudi znotraj razinih skupin Zitnih izdelkov, zaradiesar smo v statigmo analizo
vkljugili vse vzorce v tem 5-lethem obdobiju.

Izvor Zit in Zitnih izdelkov, ki so bili vzaé&eni na vse vrste onesnaZeval, v&tja z
mikotoksini, v letih 2008—-2012 je bil sleled2% vzorcev iz Slovenije, 41% vzorcev iz drugitiaV
EU, 16% vzorceyv iz tretjih drzav ter 1% vzorcevmazega izvora.

Za namen statigtine obdelave smo ragtie vrste vzorcev razvrstili v posamezne skupinézit

Zitnih izdelkov, kot je prikazano v Tabeli 1.
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Tabela 1: Skupine Zit in Zitnih izdelkov, vZenih v okviru slovenskega uradnega nadzora v letih

2008-2012.

PSenica in pSenini izdelki

Koruza in koruzni izdelki

Oves in ovseni izdelki
Je¢men in jeémeni izdelki
RZ in rzeni izdelki

Ajda in ajdovi izdelki®

Proso in proseni izdelki
Tritikala

Riz in rizevi izdelki

Druga Zita

Drugi izdelki na osnovi Zit

pSenéna in pirina zrna, pSedhna moka, pirina moka, pSeni zdrob, pSeriha kasa;

koruzna zrna, koruzna zrna namenjena uzivanju,Zaredrob (polenta);

ovsena zrna, ovseni kogimi
je¢menova zrna;
rzena zrna, rzena moka

ajdova kaSa, ajdova moka, ajdove testenine in dadgilki, ki vsebujejo ajdo

prosena zrna namenjena uZivanju, prosena kasa

zrna tritikale

razlicha predelana rizeva zrna namenjena uZivanju, rizexnka, rizeve testenine, rizevi
vaflji

niso dola’ena

razlicne vrste kruha in drugih pekovskih izdelkov, piskdtugi kosméi za zajtrk,

prigrizki, musli, tablice z Ziti in sadjem

& Ajda in ajdovi izdelki so vkljgeni v skupino Zit in Zitnih izdelkov zaradi njihowporabe, ki je podobna Zitoreprav

botanino ajda ne spada med Zita.

Vrednosti vsebnosti posameznih mikotoksinov invalbite posameznih mikotoksinov znotraj
iste skupine mikotoksinov v izdelku (vzorcu), sikprane v pg/kg za koncentracije enake atjeved
LOQ (meja dolgljivosti) in kot <LOQ, za koncentracije nizje od KD Vrednost LOQ vpliva na
Stevilo pozitivnih £LOQ) vzorcev, kar posledio vpliva na interpretacijo rezultatov v tem péiho.

V Tabeli 2 so zbrane vrednosti LOQ za posameznedtwiisine in za vsote posameznih
skupin mikotoksinov, pridobljene v uradnem nadzoved leti 2008-2012. Za primerjavo smo zbrali
tudi LOQ-je drugih razpoloZljivih raziskav.

Tabela 2: LOQ za mikotoksine v Zitih in Zitnih iZkid za to in druge raziskave.

0,2 0.1 0,01-1,1 (EFSA, 2013a)
0,8 / <3
1 0.1 0,01-05  (EC, 2002)
100 10 10-100 (EC. 2003)
200 / /
50 10 50-250  (EFSA, 2013b)
5 3 5-10 (EFSA, 201}
25 10 / (EFSA, 201%)
50 / <20

30D
/ ni podatkov
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Iz Tabele 2 je razvidna variabilnost v péaaih LOQ-jih za posamezne mikotoksine/skupine
mikotoksinov med raztnimi raziskavami in tudi znotraj posamezne razigkafelike razlike v LOQ-
jih med posameznimi mikotoksini/skupini mikotoksine EU raziskavah (EFSA, 2011a, 2011b,
2013a, 2013b; ES, 2002, 2003) sa:@kovane, saj so bili rezultati zbrani v r&mih drzavah, ki so
uporabljale raztine analitske tehnike in analizirale réme matrikse Zivil. Slovenski LOQ-ji za
dolo¢anje mikotoksinov niso dobro primerljivi s péemimi iz UK (UK FSA, 2009) in EU. Vi@noma

so visji (AF, OTA, FB, DON (UK FSA), ZON (UK FSANi T2/HT?2), vendar v nekaterih primerih
tudi nizji (AF, DON in ZON (EU)), kar bi lahko pradlo do podcenjevanja ali precenjevanja deleza
kontaminacije z mikotoksini v Sloveniji v primerjax drugimi raziskavami. Vsi potani LOQ-ji iz
tabele 2 so pod najvisjo dovoljeno vsebnostjo pegaiih mikotoksinov, ki je podana v Uredbi
komisije (EC) St. 1881/2006 (EC, 2006b), kar pomdaiso rezultati o neskladnih vzorcih primerljivi
med omenjenimi raziskavami.

Stevilo vzorcev analiziranih v letih 2008—-2012,vilte vzorcev z vsebnostjo mikotoksinov
>LOQ in vsebnostjo viSjo od najviSje dovoljene vsedtn EU (neskladni vzorci) ter pripadag
deleZe (%) smo predstavili v Tabelah 3a, 3b in\3primerih mikotoksinov OTA, DON in ZON smo
upostevali rezultate za posamezne mikotoksine, enedio smo v primerih mikotoksinov AF, FB in
T-2/HT-2 upostevali, odvisno od razpolozljivih ptkiav, rezultate tako za posamezne toksine, kot
tudi za njihove vsote v posameznem vzorcu. To ponaenje bila prisotnost mikotoksinov v vzorcu
oziroma neskladnost Steta v primeta,je eden ali we posameznih mikotoksinov ali njihova vsota
bila>LOQ oziroma presegala EU predpisano vrednost.

Tabela 3a: Stevila in deleZi pozitivnih ter negklid vzorcev Zitnih izdelkov glede vsebnosti skinpni
mikotoksinov slovenskega uradnega nadzora v 1€822012.

Zita in 7t izl

\VSA ZITA IN ZITNI IZDELKI 290 11€
40,0% 2,4%
PSENICA IN PSENICNI IZDELKI, VKLJU CNO S PIRO 80 57 !
71,3% 6,3%
KORUZA IN KORUZNI IZDELKI 69 1z
20,3% 1,4%
OVES IN OVSENI IZDELKI 24 11, 0
45,8%) 0%
AJDA IN AJDOVI IZDELKI 24 5 0
20,8%) 0%
RIZ IN RIZEVI IZDELKI 17 0 0
0% 09
RZ IN RZENI IZDELKI 17 11 0
64,7% 0%
JECMEN IN JE CMENI IZDELKI 11 9 1
81,8% 9,1%
PROSO IN PROSENI IZDELKI 6 4 0
66,7% 0%
TRITIKALA 2 0 0
0% 09
DRUGA ZITA 2 1 0
50,0% 0%
DRUGI IZDELKI NA OSNOVI ZIT 38 4 0
10,5% 0%




Tabela 3b: Stevila in deleZi pozitivnih ter nesklddvzorcev Zitnih izdelkov glede vsebnosti AF,
OTA in FB slovenskega uradnega nadzora v letih 22082.

Stevilo
vzorcev

Stevilo Stevilo
vzorcev vzorcev

VSA ZITA IN ZITNI IZDELKI 1.7% 9.5% !
PSENICA IN PSENICNI IZDELKI, 80 0 (o 8C 2 1 21 0 o
VKLJU €NO S PIRO 0% 09 25 1,39 0% 09
69 0 g 34 0 g 34 8 1

KORUZA IN KORUZNI IZDELKI o 0 0% ook 23.5% 2.9%
24 0 g 24 0 d 10 0 g
OVES IN OVSENI IZDELKI 0% 0 0% ooh 0% 09
AJDA IN AJDOVI IZDELKI 24 9 g 2 - 9 g g ¢
0% 09 42% 0% 0% 09
0 > 17 0 g 17 0 d § 0 o
RIZ IN RIZEVI IZDELKI 0% 0 0% ook 0% 09
> 0 17 0 g 17 0 d 7 0 o
RZ IN RZENI IZDELKI 0% 0 0% ook 0% 09
JECMEN IN JE CMENI IZDELKI 1 9 g H 9 g 8 g ¢
0% 09 0% 0% 0% 09

6 0 g 6 0 g § 0 g
PROSO IN PROSENI IZDELKI 0% 0 0% ook 0% )
2 0 g 2 0 g § 0 g
0% 09 0% 0% 0% 09

- 2 0 g 2 0 d 1 0 o
BREEAENA o0 0% 0% 0% 09
DRUGI IZDELKI NA OSNOVI ZIT 18 9 a 18 L g 3 g ¢
0% 009 56% 0% 0% 009

Tabela 3c: Stevila in deleZi pozitivnih teeskladnih vzorcev Zit glede vsebosti DON, Z@N
T-2/HT-2 slovenskega uradnega nadzora v letih 2D082.

DON ZON T-2/HT-2
=L . Stevilo Stevilo Stevilo
Zita in Zitni izdelki orcey >L0Q | >EU e >LOQ | >EU orey >LOQ
VSA ZITA IN ZITNI IZDELKI 248 109 3 224 3¢ ] 148 5
44,3% 2,09 15,9% 0,9% 4,1%
PSENICA IN PSENICNI IZDELKI, 80 55 4 80 19 0 7C 0
VKLJU €NO S PIRO 68,8% 5,09 23,8% 0% 09
KORUZA IN KORUZNI IZDELKI 3 12 4 34 4 ] 22 9
35,3% 2,99 17,6% 2,9% 0%
OVES IN OVSENI IZDELKI 24 =, 9 24 3 9 14 6
45,8% 0% 12,5% 0% 42,99
17 4 0 17 Z 0 7 0
AJDA IN AJDOVI IZDELKI
235% 0% 11,8% 0% 094
s . 17 0 0 17 0 o 0 0
RIZ IN RIZEVI IZDELKI o o o 0 o
RZ IN RZENI IZDELKI 11 1 9 16 1 9 1€ 9
64,7% 0% 6,3% 0% 0%
> > 11 8 0 11 [ 1 11 0
JECMEN IN JE CMENI IZDELKI 727% 0% 455% 9.1% 0o
PROSO IN PROSENI IZDELKI 8 4 9 5 9 g ! 9
66,7% 0% 0% 09 09
TRITIKALA 2 g 9 2 9 g 2 9
0% 0% 0% 09 09
DRUGA ZITA 2 4 9 2 9 g 2 9
50,0% 0% 0% 09 09
e 36 3 0 18 0 a 0 0
DRUGI IZDELKI NA OSNOVI ZIT
83% 0% 0% 09 09
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Opombe pod Tabelami 3a, 3b in 3c:

En vzorec je bil analiziran na enega ak y®sameznih mikotoksinov/skupin mikotoksinov.

Ajda je vkljutena vskupino Zit in Zitnih izdelkov zaradi njeneotgbe, ki je podobna Zitorseprav botardino ajda ne spada
med Zita.

>EU: >EU najvé&jo dovoljeno vsebnostjo iz Uredbe (EC) St. 1881/2(06, 2006b).

Za T-2/HT-2 najvéje vrdnosti niso doleene.

2.1. DeleZ kontaminacije in neskladnosti

Na Slikah 1 in 2 smo predstavili podatke iz Tabal 3b in 3c o pozitivnih vzorcih in vzorcih
neskladnih z Uredbo EU (EC, 2006b), glede na skupinin Zitnih izdelkov, ter glede na posamezen
mikotoksin/skupino mikotoksinov. Najuge Stevilo vzorcev je bilo v skupini pSenice in pgaih
izdelkov (80), sledila je koruza in koruzni izdeld9) ter drugi izdelki na osnovi Zit (38). V letih
2008-2012 je pSenica predstavljala dalejvisji delez porabe Zit v Sloveniji, sledilaleruza, ki je
predstavljala 15% porabe pSenice, medtem ko smresastala Zita skupaj predstavljala 8% porabe
pSenice (Statistni Urad Republike Slovenije, 2014). Skupno Stevitorcev v ostalih skupinah Zit je

bilo pod 25, kar zmanjSa statisto zndilnost, ki smo jo izpeljali iz teh Stevil.
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Skupina Zit in Zitnih izdelkov

Slika 1: Stevilo vzorcev, ki so bili pozitivni atieskladni na prisotnost mikotoksinov, glede na sip
zit in zitnih izdelkov v letih 2008-2012.
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Slika 2: Stevilo vzorcev, ki so bili pozitivni alieskladni na prisotnost mikotoksinov, glede na
mikotoksin/skupino mikotoksinov iz slovenskega uragia nadzora v letih 2008-2012.

2.1.1. Skupaj vsa Zita in Zitni izdelki

Iz Tabele 3a je razvidno, da je skupaj 40% od 20@zprcev vsebovalo enega alcvaikotoksinov in
da je vsebnost mikotoksinov v 2,4% vzorcev presegalviSjo dovoljeno vsebnost déno v EU z
enim ali v& mikotoksini, zaradéesar vzorci niso bili skladni z Uredbo EU (EC, 266

2.1.2. Po posameznih skupinah Zit in Zitnih izdelko

PSenica in pSetmi izdelki, ki predstavljajo najwgo porabo med vsemi Ziti v Sloveniji, so bili
kontaminirani z mikotoksini v 71% deleZu in so imedlativno visok delez vzorcev (6%), katerih
vsebnost mikotoksinov je presegalo najviSje dovajesebnosti dotene v EU. Koruza in koruzni
izdelki, ki je skupina Zit z drugo naj¥j@ porabo v Sloveniji, so bili kontaminirani z miaksini v
20% delezu in so imeli relativno nizek delez (1,4%3kladnih vzorcev. Najbolj kontaminirani vzorci
Stevilom vzorcev (11). Pojavnost kontaminacije wu, rzi in ovsu ter njihovih izdelkih je bila
relativno visoka (67%, 65%, in 46%), vendar neskiadszorcev ni bilo. Vzorci ajdovih izdelkov so
imeli 21% delez kontaminacije, med njimi ni biloské&adnih vzorcev. Med rizem in rizevimi izdelki

ni bilo pozitivnih vzorcev. Podatke zgoraj omenfeskupin Zit, razen pri pSenici in koruzi, moramo
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jemati s previdnostjo, saj je bilo njihovo Stevilporcev relativno majhno. Drugi izdelki na osnoiti Z
so imeli relativno nizek delez kontaminacije z msini (11%), brez neskladnih vzorcev. Slednji
izdelki sodijo med procesirana Zivila, ki glede ptidksinov niso tako problematii, kar so ugotovili
tudi nekateri drugi avtorji (Vaclavikova in sodQ13).

2.1.3. Po posameznih skupinah mikotoksinov/skuikotaksinov

Kot prikazano v Tabelah 3a, 3b in 3c ter na Slikje2bila najbolj pogosto analizirana skupina
mikotoksinov AF, sledili so DON, OTA, ZON in T-2/HZ. Najmanj pogosto analizirana skupina

mikotoksinov je bila FB.

PR

[

mikotoksin tudi v drugih raziskavah (Ibafiez-Veazdiraga, Gonzales-Pefias in Lopez de Cerain,
2012; Rodriguez-Carrasco in sod., 2013; Roscoadh, 2008). ZON je imel drugi naj¥e delez
kontaminacije (16%), z relativho nizkim deleZzem kiagnosti (0,9%), sledila sta mu FB in OTA z
10% oziroma 1,7% delezem kontaminacije ter 1,2%o0xh 0,4% delezem neskladnosti. T-2/HT-2
2/HT-2 najviSje dovoljene vsebnosti EU niso deloe.

PSentni izdelki so bili najpogosteje kontaminirani z DOE9%, 5% neskladnih) in ZON
(24%). Koruzni izdelki so bili najbolj pogosto kamiinirani s FB (24%, 3% neskladnih), ovseni
izdelki s T-2/HT-2 (43%) in DON (46%), ajdovi izdelz DON (24%) in ZON (12%), rzeni izdelki z
DON (65%), j€émeni izdelki z DON (73%) in ZON (46%, 9% neskladnih ostali proizvodi na
osnovi zit z DON (8%).

2.2. Povpré&na koncentracija mikotoksinov med pozitivnimi vzord

V tabelah 4a in 4b smo zbrali povpne koncentracije pozitivnih vzorcev skupaj s staddani
deviacijami (SD), najviSjo vsebnostjo (Max.) in\8tem pozitivnih vzorcev, glede na skupino Zit.
Kjer so vzorci obstajali, smo skupine Zit naprejdelili na zrna, ki predstavljajo nepredelana zivil
na izdelke, ki so predelani, kot so npr. moke (tidj Tabelo 1).

Glede na obstoje podatke iz Tabel 4a in 4b je moZna primerjavgppinih koncentracij
mikotoksinov med raztnimi zitnimi izdelki le za DON in ZON. Visoke vredsti SD, ki so bile
obicajno viSje od povprih koncentracij, so posledica velike variabilnogtidatkov za izré&un
povpreija in kot razloZzeno v prejsnjih poglavjih, relativmajhnega Stevila vzorcev, kar je zmanj3alo
statisténo vrednost. Koruza in koruzni izdelki so imeli sijotrikrat viSje povpréne koncentracije
DON-a in skoraj 23-krat viSjo koncentracijo ZON-at kpSenica in pSetni izdelki. Vsi drugi Zitni
izdelki, podani v tabelah 4a in 4b, so imeli 2 \adtkrat niZjo povpréno koncentracijo DON-a in
podobno koncentracijo ZON-a (razedrjena in j€émenih izdelkov), kot pSenica in pS&mi izdelki.
Povpré&ne koncentracije mikotoksinov nepredelanih Zit zlitaih Zitnih izdelkih, so bile v povpigu

dva do 14 krat viSje za DON in ZON, kot v predehagitnih proizvodih, kar je primerljivo z rezultati
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drugih raziskav (EC, 2003; EFSA, 2011a; EFSA, 202adxlavikova in sod., 2013). Najsje razlike
med povprénimi koncentracijami mikotoksinov v nepredelanih predelanih izdelkih, so bile pri
koruzi in koruznih izdelkih za FB, DON in ZON, terpSenénih izdelkih za ZON. Koruzna zrna so
izstopala med vsemi Ziti glede visokih powpré koncentracij FB z 6404 pg/kg, DON-a z 1872
Hg/kg in ZON-a z 1225ug/kg, kar vse presega ng\i§voljene vsebnosti, ki jih dala EU (4000
pa/kg, 1750 pg/kg oziroma 350 pg/kg) (EC, 2006b).

Ceprav je bil med vzorci koruze in koruznih izdelkawnogo niZji delez pozitivnih vzorcev,
nizji delez neskladnosti in koruza in koruzni izdepredstavijajo manjSo porabo kot pS3enica in
pSentni izdelki (Glej poglavie 2.1), bi lahko koruza ikoruzni izdelki veliko prispevali k
izpostavljenosti slovenskega prebivalstva mikoto&si, zaradi relativno visoke povgre

koncentracije mikotoksinov v koruznih zrnih.

Tabela 4a: Koncentracije mikotoksinov OTA, FB ir2FHT-2 v pozitivnih vzorcih Zit in Zitnih
izdelkov iz slovenskega uradnega nadzora v letd822012.

Skupno 4 27 21 5,8 8 409z 953¢ 2748: 6 66 54 147
Skupna zrna 2 39 28 583 5 640411890 27483 6 66 b4 147
Skupni izdelki 2 1,6 08 2L 3 238 102 304

Psgnlvca in pSertini  izdelki, 2 3¢ 28 56

vKlju €éno s piro
PSenina zrna 2 39 28 5,8

Koruza in koruzni izdelki 8 409z 953t 2748:

Koruzna zrna 5 640411890 27483
Koruzni izdelki 3 238 102 304

Oves in ovseni izdelki 6 66 54 147
Ovsena zrna 6 66 54 147

Ajdovi izdelki 1 2,1 2,1

Drugi izdelki na osnovi Zit 1 1,C 1,C
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Tabela 4b: Koncentracije mikotoksinov DON in ZONazitivnih vzorcih Zit in Zitnih izdelkov iz
slovenskega uradnega nadzora v letih 2Q082.

Skupno 109 470 1201 11800 36 172 757 4578
Skupna zrna 89 519 1308 11800, 31 | 197 815 457§
Skupni izdelki 20 |251 464 | 2142 | 5 14 10| 31

PSenica n pSenini izdelki,

i . 55 477 636 3070 19 36 33 113
vKlju €éno s piro

PSenina zrna 49 1473 622 | 3070 | 17 | 39 33| 113
PSenini izdelki 6 513 808 | 2142 | 2 7 0 7
Koruza in koruzni izdelki 12 1328 3313 11800 6 823 1841 4578
Koruzna zrna 8 1872 | 4026/ 11800 4 1225, 2287 4578
Koruzni izdelki 4 240 222 | 546 2 18 18| 31

Oves in ovseni izdelki 11 225 200 730 3 38 7 44
Ovsena zrna 10 242 202 | 730 3 38 7 44
Ovseni izdelki 1 57 57

Ajdovi izdelki 4 98 40 141 2 13 7 18

RZ in rzeni izdelki 11 277 243 650 1 41 41
RZena zrna 10 295 248 | 650 1 41 41
Rzeni izdelki 95 95

1

Je¢menova zrna 8 289 212 640 5 79 80 203

Proso in proseni izdelki 4 83 25 117
Prosena zrna 3 92 22 117
Proseni izdelki 1 56

Zrna tritikale 1 50 50

Drugi izdelki na osnovi Zit 3 124 57 176

2.3. Primerjava rezultatov z drugimi drzavami

2.3.1 Primerjava deleZa neskladnih vzorcev

Rezultate o kontaminaciji z mikotoksini Zit in Zhrizdelkov smo primerjali z razpoloZljivimi podatk
iz raziskave UK iz leta 2009 (UK FSA, 2009) in kdvami EU iz let 2002013 (EC, 2002, 2003;
EFSA, 2011a, 2011b, 2013a, 2013b). Zaradi relatiglikih razlik med LOQ-ji raztinih raziskav,
kot je bilo Ze razloZeno v poglavju 2 (Tabela 2)merjava kontaminacije med raghimi raziskavami
ni bila mozZna. Izvedli smo le primerjavo neskladu#orcev, katere podatki so prikazani v Tabeli 5.
Skupino T-2/HT-2 smo izKIjgili iz primerjave, saj najviSje dovoljene vsebndstl Se ni dolsila. Pri
interpretaciji primerjave deleza neskladnih vzorgev potrebno imeti v obziru razlike med
raziskavami, tako v kvaliteti analitike, kot tudi &tevilu vzorcev, v vrstah vzorcev vkigenih v
raziskave ter tudi razlike v ti@u razvrstitve zitnih izdelkov.

Skupno Stevilo vzorcev in Stevilo vzorcev med skapii Zit v tej raziskavi je primerljivo z
raziskavo UK, medtem ko ima raziskava EU na AF (EFZ)13a) veliko v&e Stevilo vzorcev (2183
Zit in Zitnih izdelkov). Slednja raziskava je vzelaorce 16-ih evropskih drzav, zbranih v letih
20072012.
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Tabela 5: Primerjava neskladnosti mikotoksinov rmggvami.

24% 3,2% 0% 0,4%c 0,4% 0,9% 20% 0% 09% 1,4%
13% 1,3% 5,0% 0% 0% 4,0%

0% 2,7%;: 0% 0% 29% 13% 29% 0% 29% 0%

0% 0% 0% 0% 0% 0%

0% 2,9% 0% 0% 4,0% 0%

Ta Studija
BUK FSA, 2009)
Y(EFSA, 2013a)

Tabela 5 prikazuje naslednje razlike v neskladhogliede vsebnosti mikotoksinov med slovensko in
drugimi raziskavami:

=V celotni skupini Zit in Zitnih izdelkov je bil nelkiko niZji deleZ neskladnosti kot v UK.

» Neskladnosti glede vsebnosti AF v Sloveniji ni bitfd2U pa 0,4%;

fenen

= Nekoliko niZji delez neskladnosti za OTA in ZON\igji deleZz neskladnosti za DON, kot v
UK.

o Glede na posamezno skupino Zitnih izdelkov ni b#skladnosti glede AF v koruzi in
koruznih izdelkih v primerjavi z EU, Kjer je bila72%6;

o Nizji deleZi neskladnosti za OTA v rzi ingmenovih izdelkih, ZON v pSetih
izdelkih, ter vigji delezi za FB v koruznih izdetkiDON v pSeninih in koruznih
izdelkih in ZON v koruznih, rzenih in §enenovih izdelkih, v primerjavi z UK.

2.3.2. Primerjava povpemih koncentracij pozitivnih vzorcev

Rezultati razkinih raziskav o povptmih koncentracijah mikotoksinov v pozitivnih vzdnor razlenih
Zitnih izdelkih na splosno niso dobro primerljigaj se raziskave med seboj razlikujejo v vrstah
analiziranih vzorcev, uporabljenih analitskih megthdn v Stevilu vzorcev. Pleadin in sodelavci (2013
so objavili povpréne koncentracije mikotoksinov za pozitivne vzordeild zrn s hrvaskih polj. Za
detekcijo mikotoksinov so uporabili metodo ELISA&nalizirali v&je Stevilo vzorcev. V primerjavi s
slovenskimi podatki iz tabele 4a in 4b, so imelid§ki vzorci na splosno visji deleZz kontaminiranost
in niZje povpréne koncentracije FB (1756 pg/kg), DON (1565 pgikgZON (187 pg/kg) v koruznih
zrnih, niZje povpréne koncentracije DON (223 pg/kg) v pSanh zrnih, viSje povpréne
koncentracije DON (342 pg/kg) in nizje koncentr@&ON (32 pg/kg) v j@menih zrnih ter podobne
koncentracije ZON (56pg/kg, 44 pg/kg) v pSmil oziroma ovsenih zrnih. Cano-Sancho in sodelavci
(2011) so poreali o povprénih koncentracijah DON-a v 223 ragiih pozitivnih vzorcih Zit iz
katalonskega trga, ki so jih analizirali z GC-EGDLIC-DAD tehnikami in ki so bile v obnéu od 12
png/kg do 246 pg/kg. Slednji rezultati so primeiljivvrednostmi naSe raziskave iz skupine drugih

izdelkov na osnovi Zit iz Tabele 4b.
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2.4. Sopojavljanje mikotoksinov znotraj pozitivnihvzorcev

Ocena tveganja hkratnega pojavljanja raih mikotoksinov predstavlja izziv, saj raziskavaeZ&jo,
da imajo lahko mikotoksini sinergistie winke (Speijers in Speijers, 2004). Podatke o saffjajgju
mikotoksinov v pozitivnih vzorcih te raziskave srdorali v Tabeli 6. Med vsemi pozitivhimi vzorci
(116) je 35% vzorcev vsebovalo hkrati 2 ali 3 ram mikotoksine. Najbolj pogosta kombinacija je
bila DON-ZON (65%), sledila je DON-T-2/HT-2 (10%3B-DON in FB-DON-ZON (obe 7,5%) in
DON-ZON-T-2/HT-2 (5%). Najmanj pogoste kombinacsie bile DON-OTA (2,5 %) in DON-ZON-
OTA (2,5 %).

Tabela 6: Sopojavljanje mikotoksinov med pozitivhirrorci Zit iz slovenskega uradnega nadzora v
letih 2008-2012.

DON  ZON 26 65%| 16 899 2 250 1 14% 2 100% 1 100%
DON  T-2/HT-2 4 10% 4 57%
DON FB 3 7,5% 3 38%
DON FB ZON 3 7,5% 3 38%
DON  ZON T-2/HT-2 2 5,0% 2 29%
DON  OTA 1 25%| 1 5,6%
DON OTA ZON 1 25% 1 5,6%
40 18 8 7 2 1
116 34%| 57 3204 14 57% 11 64% 5 40% 11 9%

UpoStevaje posamezne skupine Zitnih izdelkov inju¢kio¢ samo pozitivne vzorce je bilo
sopojavljanje najbolj pogosto pri ovsu in ovsergbelkih (64%), pri katerih je bila najbolj pogosta
kombinacija DON-T-2/HT-2 (57%), sledili sta DON-ZGN2/HT-2 (29%) in DON-ZON (14%). V
primeru koruze in koruznih izdelkov je bilo sopdjamje prisotno pri 57% vseh pozitivhih vzorcev
koruze, z najpogostejSimi kombinacijami FB-DON (38%B-DON-ZON (38%) in DON-ZON
(25%). Pri pSenici in pSemih izdelkih je bilo sopojavljanje mikotoksinov megubzitivnimi vzorci
32%, daleé najpogostejSa kombinacija je bila DON-ZON (89%gdgi sta DON-OTA (6%) in DON-
OTA-ZON (6%). Pri ajdi in ajdovih izdelkih sta bildva primera sopojavljanja DON-ZON v petih
pozitivnih vzorcih. Pri rZi in rzenih izdelkih jeilltsamo en primer sopojavljanja DON-ZON med 11
pozitivnimi vzorci.

Druge raziskave so pokazale podobne rezultate adjmjja mikotoksinov v vzorcih Zit, med
katerimi je bila kombinacija DON-ZON najbolj pogastibafnez-Vea in sod., 2012; Jakovac-Strajn,
Pavsé-Vrtag, Ujcié-Vrhovnik, Vengust, in Tatar-Kalcher, 2010; Marques, Martins, Costa, in
Bernardo, 2008).
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2.5. Vpliv nafina kmetovanja/predelave

Vzporedno z analiziranjem vzorcev Zit se je v okviradnega nadzora v Sloveniji v letih 2008-2012
za vsak vzorec sledilo tudi &iau kmetovanja/predelave. V Sloveniji obstajajontietode kmetovanja:
konvencionalno, integrirano in ekolo3ko. Pri konsienalnem n&nu kmetovanja je dovoljena
uporaba vseh dovoljenih kemikalij in tehnik kmetojga Pri integriranem r#nu kmetovanja se
agrotehnini ukrepi izvajajo v ravnovesju z ekoloSkimi faktpkjer imajo naravne metode z4t&
rastlin prednost pred drugimi konvencionalnimi ykrén je regulirano z nacionalno zakonodajo
(Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehraRepublike Slovenije, 2004). Ekolo3ki (bio)diva
kmetovanja ureja Uredba Sveta (ES) St. 834/200kadoski pridelavi in ozn&evanju ekolodkih
proizvodov (Uredba Sveta, 2007). Izvor obravnavanibgriranih izdelkov je bil tako le slovenski,
medtem ko so obajni in ekoloski izdelki izvirali tudi iz drugih dav, kot smo opisali Ze v poglavju 2.
Na Sliki 3 smo zbrali podatke o deleZu kontamireadij neskladnosti vzorcev, ki so bili
pridobljeni s konvencionalnim, ekoloSkim in intagnim n&inom kmetovanja. Ptakovano je bila
vecina vzorcev konvencionalnega izvora (71% 206 vagrcg6% ekoloSkega in 10% integriranega.
Stevilo vzorcev, pridelanih z ekoloskim in integrifm na&inom kmetovanja, je bilo majhno (46

oziroma 30), kar omejuje stat&tio znd&ilnost rezultatov, ki izhajajo iz teh Stevilk.
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Slika 3: Delezi kontaminacije z mikotoksini in nés#nosti glede na da kmetovanja/predelave Zit
in Zitnih izdelkov, vzokenih v okviru slovenskega uradnega nadzora v 2208—2012.

S Slike 3 je razvidno, da je naffiedelez kontaminiranih vzorcev izviral iz integaitega néina
kmetovanja (87%, 26/30 vzorcev); slednji vzorcirseli tudi najveji delez neskladnosti (10%, 3/30).

Po delezu kontaminiranih vzorcev je sledil ekolad&iin kmetovanja (46%, 21/46 vzorcev), z 2,2%

26



(1/46) neskladnimi vzorci. Najmanj kontaminirani2¢8, 65/206) in vzorci z najmanjSim delezem
neskladnosti (1%, 2/206) so bili pridobljeni s kenegionalnim n&inom kmetovanja/predelave.
Pomanjkanje vzorcev ekoloSkega in integriranegarav(7 ali manj) ni omog@lo zanesljivih
zakljutkov po posameznih skupinah Zit in Zitnih izdelkdye pri skupini pSenice in pSemih
izdelkov, katere poraba med Ziti in Zitnimi izdelkBloveniji je najvéja, je bilo malo vé vzorcev za
izratun statistike (12 integriranih, 21 ekoloskih in &dnvencionalnih). Pri pSenici in pSénih
izdelkih so bili glede deleza vzorcev, kontaminiram mikotoksini najugodnejsi ekoloski izdelki z
62% (13/21) delezem kontaminacije, sledili so jionkencionalni (73%, 32/44) in integrirani izdelki
(83 %, 10/12). Glede deleZa neskladnih vzorcewilsmajugodnejsi konvencionalni pséni izdelki,

z deleZzem neskladnosti 2,3% (1/44), sledili sogkoloski (4.8%, 1/21) in najmanj ugodni integrirani
ekolo3ki pSertini izdelki glede mikotoksinov ugodnejsi kot konvamalni. DeleZz kontaminiranih
vzorcev je bil pri ekoloSkih sicer nekoliko nizjpkpri konvencionalnih, delez neskladnih vzorcev pa
je bil vi§ji kot pri konvencionalnih pSefiih izdelkih. Koncentracije ZON v ekoloskih izddikso bile
nizje, koncentracije DON pa viSje kot v konvencimita izdelkih. Poleg tega je bilo Stevilo
analiziranih vzorcev razmeroma majhno, tako da ¢engn statistinih podatkov, dobljenih iz
rezultatov analiz, omejen.

Tabela 7: Povpie koncentracije mikotoksinov za pozitivne vzoraevga Zita in Zitne izdelke, ter
p3enico in pSetine izdelke, glede na &a kmetovanja/predelave.

Konvencionalni 3 1,7 0,6 2,1
O Neznaii 1 5,8 5,8
Konvencionalni 5 978 1625 3881
FB Integrirani 3 9280 27483 @ 15765
Konvencionalni 60 276 287 1600
Integrirani 26 1026 2319 11800
DON Ekoloski 19 386 558 2142
Neznaii 4 164 56 222
Konvencionalni 17 46 63 213
ZON Integrirani 11 480 1360 4578
Ekoloski 8 17 12 35
Konvencionalni 3 61 51 120
T-2+HT-2  |ntegrirani 3 70 67 147
Konvencionalni 1 1,9
OTA Neznaii 1 5,8 5,8
Konvencionalni 32 331 341 1600
DON Integrirani 10 866 1123 3070
EkoloSki 11 599 664 2142
Neznaii 2 211 16 222
Konvencionalni 9 23 14 1600
ZON Integrirani 4 90 27 113
EkoloSki 6 19 14 35

V tabeli 7 smo zbrali povptee koncentracije mikotoksinov pozitivnih vzorcev i Zitnih

izdelkov ter pSenice in pSeénih izdelkov, glede na &a kmetovanja/predelave. Za druge skupine Zit
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povpre&ne koncentracije zaradi nizkega Stevd&) ekoloskih in integriranih vzorcev niso podare. |
Tabele 7 je razvidno, da so vsebovali integriraporei dal€ najviSje povpréne koncentracije
mikotoksinov (predvsem DON in ZON), tako v celaskupini Zit in Zitnih izdelkov kot tudi v skupini
pSenénih izdelkov; v slednji skupini so bile koncentjaciod 3 do 10-krat viSje kot pri
konvencionalnih izdelkih. Ekolo3ki vzorci so imehhlo viSjo koncentracijo DON in rahlo nizje
povpre&ne koncentracije ZON v primerjavi z vzorci, prid@&i s konvencionalnim ri@nom
kmetovanja, znotraj celotne skupine Ziti in Zitiddelkov kot tudi med p3etnimi izdelki. SD-ji so na
splodno presegali povpmee koncentracije, kar je posledica velikega sipaggaatkov. Z vidika
povpre&nih koncentracij mikotoksinov lahko zakdjimo, da so bili najmanj ugodni integrirani izdelki,
sledili so jim ekoloSki za DON in konvencionalni Z&N.

Razlogi za zgornje rezultate bi lahko bili v maniforabi pesticidov v integriranem in
ekoloSkem n&nu kmetovanja, v primerjavi s konvencionalnim. dRréem bi k temu lahko prispevala
manjSa uporaba fungicidov, ki zniza kontaminacijgesnimi véasu gojenja na polju in sklad&énja.
Integrirano kmetovanje, ki je posebnost SlovemjekoloSko kmetovanje, sta pod strozjim nadzorom
kot konvencionalno kmetovanje, zlasti glede uporgiesticidov (Ministrstvo za kmetijstvo,
gozdarstvo in prehrano Republike Slovenije, 200ddba Sveta, 2007). Obstajajo Stevilna pibac
vi§ji kontaminaciji z mikotoksini pri ekoloSkem knowanju, kot pri konvencionalnem (Ok, Choi,
Chang, Chung in Chun, 2011; Lo Magro, Campani&lrdiello in Muscarella, 2011; Serrano in sod.,
2013), vendar tudi potla z nasprotnimi rezultati (EFSA, 2011a; EFSA, P0llbafez-Vea in sod.,
2012). Zaradi pomanjkanja podatkov, kar je &na tudi za naSo raziskavo, so rezultati o vplivu
natina kmetovanja/predelave v mnogih primerih sttt neznailni, zaradicesar tudi ko#tnih in
zanesljivih zakljgkov ni mog@e podati (EFSA, 2011b).

Glede na rezultate naSe raziskave bi bilo v prilbstinkoristno pridobiti v& statisténo
zn&ilnih rezultatov o mikotoksinih v slovenski ekolaSk integrirani proizvodnji Zit, ter preiti
vzroke za potencialno visjo vsebnosti mikotoksindeh dveh néinih proizvodnje. Tovrstni ukrepi bi
lahko zmanj3ali vsebnost mikotoksinov v Zitnih itkile v prihodnosti, kar je pomembno za &iad
vseh potro3nikov, tudi tistih, ki verjamejo, da kwpnje dragih organskih in integriranih Zitnih

proizvodov pomeni uzZivanje bolj zdrave hrane.

3. Zaklju ki

V tej raziskavi smo zbrali rezultate o mikotoksinih290-ih Zitih in Zitnih izdelkih, ki so bili
analizirani v okviru slovenskega uradnega nadzorketin 2008-2012. Skupno je 40% vzorcev
vsebovalo enega ali ¥emikotoksinov, pri 2,4% je bila EU najviSja dovaig vsebnost preseZena.
Zaradi relativno visokega deleza pozitivhih vzorceeskladnosti, povpéeih koncentracij pozitivnih
vzorcev in velike porabe pSenice in p#eiti izdelkov ter zaradi relativno visokih koncemija

mikotoksinov v pozitivnih vzorcih koruznih izdelkplahko ocenimo, da lahko p3éni in koruzni
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izdelki med vsemi Ziti in Zitnimi izdelki prispevanajve k izpostavljenosti slovenskega prebivalstva
rezultatov. Najbolj pogosta kombinacija sopojavgan vseh vzorcih je bila DON-ZON, predvsem v
pSenénih izdelkih. V boddée bi bila koristna razSiritev raziskave na vsebnoskotoksinov v
integriranih in ekoloSkih Zitnih izdelkih, zaradiigiobitve statistino zn&ilnih rezultatov in da bi nasli
vzroke za potencialno visjo vsebnost mikotoksinotelr izdelkih, v primerjavi s konvencionalnimi,
kar bi lahko privedlo k dolgotmemu zmanjSanju vsebnosti mikotoksinov. Raziskagakaze
ekstremno pozitivnih ali negativnih odstopanj oiinarljivih EU rezultatov in s tega vidika ti rezatt

ne povzréajo vejih ali manjSih skrbi za zdravje potroSnikov gleidpostavljenosti mikotoksinom
preko Zit in Zitnih izdelkov. 1z raziskave zaldjtjiemo, da obstaja potreba po nadaljevanju in

izboljSevanju kontrole mikotoksinov v Zitnih izddikna slovenskem trgu tudi v prihodnosti.
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Cilj 2: Razvoj metode (LC-MS/MS) za dol@&anje izbranih mikotoksinov hkrati v
silazah in analiza véjega Stevila vzorcev koruzne in travne silaze s slenskih
kmetij

POVZETEK

V prehrani goveda pogosto opazimo krmljenje s pgkwa oziroma plesnivo silazo. Zadnja
leta v Evropi opisujejo porast kontaminiranostilespimi iz roduPenicilliumin s toksini, ki
jih te plesni proizvajajo.

V Sloveniji je zelo malo podatkov o vsebnosti miainov v silazah, zato smo v tem
delu preiskali 120 vzorcev silaz (60 travnih inl&@uznih), iz razénih podraij Slovenije. S
tekatinsko kromatografijo s tandemsko masno spektrojoefiC-MS/MS) smo dolsili 16
mikotoksinov (deoksinivalenol-DON, 3-acetil DON,-a6etil DON, zearalenon, penicilinsko
kislino, mikofenolno kislino, ciklopiazonsko kistin fumonizina B in B,, ohratoksin A,
tenuazojsko kislino, rokefortin C, HT-2 in T-2 taksgliotoksin in neosolaniol). \@noma v
koruzni silazi in manj v travni silazi (skupaj 77) %mo v koncentracijah 0,06-5,83 mg/kg
ugotovili mikotoksin DON. Zearalenon smo ugotovdi v 23% koruznih silaz (0,06-4,15
mg/kg), penicilinsko kislino (0,0640,27 mg/kg) pa v 70 % travnih silaz. Mikofenolnslikio
(0,05-0,23 mg/kg) smo dokazali v 57 % travnih in 5 % kanih silaz. Vse koncentracije
mikotoksinov smo podali pri 12 % vsebnosti vlageraorcu. Gliotoksina in neosolaniola
nismo zaznali v nobenem vzorcu.

Prezvekovalci so na mikotoksine mangotyjivi kot druge Zivalske vrste, saj vampova
mikroflora winkovito razgradi véino zauzitih toksinov. Vendar je prav zaradi nemetga
delovanja vampove mikroflore Se posebej pomembaoy &rmi ni mikotoksinov oziroma
drugih substanc z antimikrobniméiaki.

SUMMARY

In cattle nutrition, feeding is often performed hvputrid or moldy silage. There are reports
indicating that silage in Europe is becoming insnegly contaminated with fungi of the
genusPenicilliumand its toxins in the last few years.

In Slovenia, deficit of data about the presencemgtotoxins in silage is present.
Therefore we examined 120 samples of silage (68sgaad 60 maize silage) from different
regions of Slovenia. The samples were examinedgusiie liquid chromatography with
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method to deter the presence of 16 mycotoxins
(deoxynivalenol, 3-acetyl DON, 15-acetyl DON, zdamane, penicillic acid, mycophenolic
acid, cyclopiazonic acid, fumonisiny Bnd B, ochratoxin A, tenuazoic acid, roquefortine C,
HT-2 and T-2 toxin, gliotoxin and neosolaniol).

Mainly in maize silage and (in total 77 %) the migoon DON was discovered in
concentrations 0,66%,83 mg/kg mg/kg. Zearalenone (0;@615 mg/kg) was detected in 23 %
of maize silage samples and penicillic acid (@27 mg/kg) were detected in 70 % of grass
silage samples. Mycophenolic acid (0;08223 mg/kg) was found in 57 % of maize and in 5 %
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of samples of maize silage. All concentrations gtatoxins apply for 12 % moisture content
in the sample. Gliotoxin and neosolaniol were ot in any of the samples

Ruminants are generally less susceptible to myaatothan other species, as the
ruminal microflora effectively degrade most ingelstexins. Thus it is essential that, in order
for the ruminal microflora to function normally, relge containes no mycotoxins or other
substances with antimicrobial effects.

1 OPIS PROBLEMA IN CILIEV

Silaza je eden najpomembnejSih virov hrane za govtakio v Sloveniji kot tudi drugje po
svetu. Pogosto je kontaminirana z r&zimi vrstami gliv, ki lahko tvorijo mikotoksine in
druge nezelene sekundarne metabolite (Driehuisdn 2008, Rasmussen in sod., 2010). Pri
dobri silazi moramo v procesu siliranja déisanaerobne pogoje in rast rtekislinskih
bakterij, ki spodbujajo naravno fermentacijo. V &ailh pogojih se pH silaze zniza na
vrednost, pri kateri je rast Skodljivih bakterippr. Clostridium sp.)in veiine plesni zavrta.
Neustrezne razmere med siliranjem, tvorba kondempastavljanje silaze vemi, deZevnici

in insektom vodijo do zmanjSanja prehranske vretirsiigZze, nezelene rasti toksigenih gliv
in produkcije mikotoksinov (Richard in sod., 2009).

Plesnive silaze lahko pri zivalih zaradi vdihavaspor povzréijo obolenja dihal.
Zauzivanje takSne silaze lahko powdrmnotnje v poteku vampove fermentacije, motnje v
reprodukciji in posSkodbe ledvic. Zaradi stika s &se lahko pojavijo bolezenske spremembe
tudi na kozi in éeh (Amigot in sod., 2006). V zadnjih 30 letih jespmlo jasno, da lahko
plesni, ki se pogosto pojavljajo v hrani in krmidt v silazi), proizvajajo toksine, imenovane
mikotoksini. Le-ti so v preteklosti povatii hude epidemije tako pri ljudeh kot tudi pri
Zivalih. Mednje Stejemo ergotizem, alimentarno toks alevkijo, stahibotritoksikozo in
aflatoksikozo (Pitt, 2000).

Mikotoksini lahko povzréajo akutno in krorino zastrupitev, poleg tega pa lahko
delujejo mutageno in teratogeno. Najpogosteje jesam@a akutna zastrupitev, pri kateri
opazimo zmanjaSanje jetrne in lethe funkcije, kar lahko v skrajnem primeru vodi vrsm
Nekateri mikotoksini vplivajo na sintezo proteinav na ta nain povzra@ajo oktutljivost
kozZe, nekroze in imunske pomanjkljivosti; spet drsig nevrotoksini, ki v nizkih odmerkih
povzratajo mistni drget, v visjih pa mozganske okvare ali smrtdiTdolgorane posledice
nizkih doz mikotoksinov so razle. Poglavitha posledica kréne izpostavljenosti
mikotoksinom je indukcija rakavih obolenj, Se pogatm jetrih (Driehuis in sod., 2008).

NajpomembnejSi mikotoksini, ki se pojavljajo v kriso: aflatoksini, deoksinivalenol
(DON) in drugi trihoteceni, zearalenon (ZEA), funmni, ohratoksin A in ergot alkaloidi.
DON ima v krmi najv&jo prevalenco in sicer med 20 in 100 %. Se posebgpsto ga
najdemo v zitih oziroma v krmnih koncentratih (Drgs in sod., 2008).
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1.1  Mikotoksini v prehrani govedi

Prezvekovalci so zaradi pestrosti svojega obrokmstavljeni velikemu Stevilu razhih
mikotoksinov. Zauzijejo jih lahko na paSi, z volurazno krmo in ziti, iz katerih so
sestavljene krmne mesSanice. Ndjvedel obroka predstavlja voluminozna krma. Zaradi
okuzbe Zit s plesninfrusariumse lahko njihovi toksini najdejo tudi v silazi. Blougi strani
pa zaradi napak pri siliranju v silazi pogosto eajd tudi toksine, ki jih izléajo plesni vrste
Penicillium (PR toksin, patulin, rokefortini, penicilinska kg, mikofenolna kislina) in
Aspergillus(aflatoksini, kojinska kislina) (Jakovac-Strajn 020).

1.1.1 Aflatoksini

Aflatoksini povzr@ajo akutno in kromino zastrupitev pri zivalih in ljudeh. Povze&o
posSkodbe jetrnih celic, cirozo jeter in tumorje je&ih. Imajo tudi teratogenecinke (Pitt,
2000). Izolirani in karakterizirani so biligasu, ko so pogin ¥ekot 100 000 puranov pripisali
plesnivi araSidni krmi, ki je vsebovala aflatoksifgennett in Klich, 2003). Znani so Stirje
naravni aflatoksini, ki jih zaradi modre (blue)dhescence imenujemo, B B,, zaradi zelene
(green) pa @in G, (Pitt, 2000).

V naravi aflatoksine proizvajajéspergillus flavus, A. parasiticus A. nomius. A.
flavusin A. parasiticusimata veliko afiniteto za oreSke in oljna semer&tpzso z njima
pogosto kontaminirani araSidi, bombazna sementyg&oruza. Sprva so predvidevali, da je
invazija plesni najvékrat posledica nepravilnega suSenja in skigatifa pridelkov, danes pa
menijo, da je najbolj pomembna invazija plesni pretvijo. Pri koruzi je okuzba s plesnimi
pogosto posledica poskodb, ki jih na rastlini po¥go insekti, lahko pa plesni napadejo tudi
zdrave poganjke. Kljub omenjenemu paflavusnapade Zita skoraj izkfmo zaradi slabega
ravnanja z njimi po Zetvi (Pitt, 2000).

Aflatoksini se pri prezvekovalcih hitro in dobrcesoebirajo iz prebavil in se presnovijo
v bioloSko aktivhe spojine, med drugim tudi v afkdin M, in M,. Toksini se v mleku
pojavijo ze dvanajst ur po zauzitju in se razmerdmy@ izlocijo iz organizma. Pri kravah, ki
so 7 dni dobivale aflatoksiniBga Stiri dni po kotanem dajanju v mleku niso ¥aasli
(Dreihuis in sod., 2008).

1.1.2 Ohratoksini

Od toksinov, ki jih izl@éajo plesni vrsteAspergillus so poleg aflatoksinov zelo pomembni
tudi ohratoksini. Njihov primarni tani organ so ledvice. Ohratoksin A je nefrotdlesi,
hepatotoksien, imuno supresiven, potencialno teratogen inikagen (Bennett in Klich,
2003). NajpogostejSe patoloske spremembe, ki jeeiopo ob velikih odmerkih, so nekroze
renalnih tubulov in periportalnih jetrnih celic. Ne¢jo vlogo ima pri etiologiji nefritisov pri
prastih (Pitt, 2000). Dokazali so ga v krvi in drugihivik, tudi v mleku (Bennett in Klich,
2003).

Prvotno je bil opisan kot metabol&. ochraceus vrste z naravnim habitatom v
razpadajoi vegetaciji, semenih, oreskih in sadfu.ochraceuge Siroko zastopan v suhi hrani
raznih vrst in v oreSkih (Pitt, 2000). Prav takq biaohratoksine produciralA. alliaceus, A.
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auricomus, A.carbonarius, A.glaucus, A. melleus, dger in Penicillium verrucosum
(Bennett in Klich, 2003).

Prezvekovalci so odpornejSi proti ohratoksinu A koeprezvekovalci, saj
mikroorganizmi v predzelodcih razgradijo mikotoks\fendar pride ob nizki vrednosti pH v
predzelodcih do zmanjSanega delovanja mikroorgamznm posledino do znakov
zastrupitve z ohratoksinom A (Jouany in Diaz, 2005)

1.1.3 Fumonizini

Fumonizini se hitro presnavljajo in izligo iz organizma pri vé&ni Zivalskih vrst. Znano je,
da lahko povzréijo dve akutni bolezni, levkoencefalomalacijo porkih in oslih ter edem
plju¢ pri prasé€ih. V poskusih na podganah so ugotovili hepatotoksin hepatokancerogeno
delovanje. O vplivu fumonizinov na prezvekovalcerjalo podatkow ugotovili so le zviSane
vrednosti aspartat transaminaze in gamaglutanmkfesiaze pri teletih in jagnjetih (Jouany in
Diaz, 2005). EpidemioloSko jih povezujejo z rakora poziralniku pri ljudeh. Nekatere
kroni¢cne patoloske ¢inke fumonizinov pa bo potrebno Se raziskati (R@Q0).

Glavni proizvajalec fumonizinov jEusarium verticiloideski je endemina plesen na
koruzi po svetu (Pitt, 2000). Poleg tega ga prggweasSeF. proliferatumin F. nygamai pa
tudi Alternaria alternata Za razliko od v&ne drugih mikotoksinov, topnih v organskih
topilih, so fumonizini hidrofilni. Zaradi tega s@ prokevanje zahtevni (Bennett in Klich,
2003).

1.1.4 Trihoteceni

DON (poznan tudi pod imenom vomitoksin) in nivalerfdllV) sta dva izmed Stevilnih
trinotecenov (T-2 in HT-2 toksin, 3-acetii DON (3®N), 15-acetii DON (15-ADON),
neosolaniol, satratoksin, verukarin, roridin, diaksiscirpenol), ki jih proizvajajo plesni vrste
Fusarium(Benett in Klich, 2003).

Koruze in zita v razéinih delih Evrope, severne Amerike in Azije so pdgos
kontaminirani z DON. Uzivanje hrane, ki vsebuje DQ&hko vodi do zdravstvenih tezav pri
ljudeh in zivalih (Vanderbroucke, 2011). Najpoggestga proizvaja pleseR. graminearum
vrsta, ki je endendna na pSenici in drugih Zitih po svetu (Pitt, 200®oizvajajo jih Se glive
iz rodov Myrothecium Phomopsis, Stachybotry§richoderma Trichotheciumin drugi
(Bennett in Klich, 2003).

Prevelik vnos kontaminirane hrane se pri ljudehekk&at akutna slabost, bruhanje,
diareja, boléina v trebuhu, glavobol, vrtenje in Wiaa. Pri Zivalih se akutna izpostavljenost
DON kot zmanjSana konzumacija hrane in bruhanjdjiSalazpostavljenost pa povaiio
zaostajanje v rasti in ima negativn&nke na timus, vranico, srce in jetra. Raziskavenmah
so pokazale, da lahko DON povérskeletne napake in Zime motnje (NTP, 2009). Med
farmskimi Zivalmi so najotutljivejSi prasti, ki krmo z DON odklanjajo Ze pri koncentraciji 2
mg/kg. Zaradi slabSega prirasta nastajajo velikenekiske izgube (Vanderbroucke, 2011).
Prezvekovalci so nacinke DON precej neatutljivi, delno verjetno zaradi sposobnosti
vampovih mikroorganizmov, ki lahko v 24-ih urah aleticirajo DON,¢e ga je v krmi do 10
mg/kg (Rotter in sod., 1996). Majhna taksbst pri govedu je torej povezana z razgradnjo
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epoksi vezi v molekuli toksina v vampovem soku imigim izloc¢anjem spojine v obliki
konjugata z glukuronsko kislino s¢gen (Jakovac Strajn, 2009).

Krma s koncentracijot20 mg DON/kg krme povzto manjSo konzumacijo krme,
slabSe priraste in miaost. Molznice so v primerjavi s pitanci in ovcana DON olgutljive
Ze pri nizjih koncentracijah, verjetno zaradi iziaegenosti véjemu stresu (Morgavi in
Riley, 2007).

T-2 toksin povzréa zavrganje krme in gastrointestinalne lezije pri govepl teletih
pa so opisali tudi znizanje vsebnosti serumskihnoglobulinov in doléenih proteinov
komplementa. Nekateri avtorji pafo tudi o zmanjSanem Stevilu belih krvnih celic in
nevtrofilcev (Jouany in Diaz, 2005).

1.1.5 Zearalenon

Zearalenon (ZEA) je mikotoksin z estrogeniginkom, ki ga, tako kot trihotecene, proizvaja
F. graminearumzato se trihoteceni (prevsem DON) in ZEA v krragpsto pojavljajo skupaj
(Pitt, 2000). Pri samicah povzi® motnje v plodnosti in mrtvorojenost ml&eN, pri samcih

pa slabSo kvaliteto semena. Zearalenon in deseatiezejo na receptorje naravnih estrogenov
in povzraijo estrogene tinke. Izlatajo se razmeroma hitro z #em, blatom in urinom. Pri
prezvekovalcih se resorbira iz prebavil in se s ggmmvampovih mikroorganizmov ali pa
kasneje v jetrih, presnovi a~zearalenol, ki je okoli Stirikrat bolj aktiven kptimarni toksin

in B-zearalenol, ki ima manjSo afiniteto za estrogeeeeptorje, vendar je tokgn za
endometrijske celice (Jakovac Strajn, 2009).

1.1.6 Ostali mikotoksini, ki se pojavljajo v silaz

Travna in koruzna silaza sta lahko kontaminirarokefortinom C in mikofenolno kislino, ki
ju proizvajaPenicillium roqueforti Omenjena plesen je sposobna rasti pri nizkihnostih
kisika in je najpogostejSa kvarljiva plesen silBzi€huis in sod., 2008).

Patulin producirajo Stevilne plesni, najprej pabjé izoliran iz Penicilium patulum
(zdaj Penicillium griseofulvurn Stevilne tudije so bile usmerjene v njegovoibémii¢no
aktivnost, vendar so kasneje ugotovili tudi njegteksicnost.P. expansurmmodra plesen, ki
povzrai gnitje jabolk, breskeweSenj in drugega sadja, v danasn{&su najpogosteje izta
patulin. Patulin je toksen v velikih koncentracijah v laboratorijskin posky vendar pa
dokazov za naravno zastrupitev ni (Bennett in KIRBO3). Pri prezvekovalcih povatichude
posSkodbe zitnega tkiva, ki se kazejo kot ataksija in parezgaWee lahko tudi hemorati
sindrom in smrt zivali (Jouany in Diaz, 2005).

Mikofenolna kislina, ki je prav tako kot zgoraj met$ mikotoksini pogosto opisan
kontaminant silaz, je fermentacijski produRenicillium brevicompactunm sorodnih gliv.
Odkrili so jo leta 1893 in ji dokazali blag bakt@dni winek. Je inhibitor encima,
pomembnega pri sintezi purinskih nukleotidov inaabri sintezi DNK. Izprazni zaloge
gvanozinskih in deoksigvanozinskih nukleotidov, qugem v limfocitih T in B, kar zavre
proliferacijo teh celic. Posletho se zmanjSata cétii imunski odziv in tvorba protiteles
(Bren in Kandus, 2006).

Preostali mikotoksini, ki so pogosto opisani v &, so Se PR toksin, rokefortini,
penicilinska kislina in kojinska kislina (Miller, 8, O'Brien in sod., 2006). O ¢au
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njihovega delovanja danes vemo Se zelo malo. Riesic kislina, ki se je v preteklosti
uporabljala kot antibiotik, povzta magobno degeneracijo jeter in nekrozo jetrnih celic pr
miSih. V farmakoloskih Studijah pa so ugotovili, §la krvne zile in ima antidiuretni ucinek
(Harwig in Munro, 1975).

Cill;  Z metodo tekéinske kromatografije s tandemsko masno spektrojpétrC-MS/MS),
ki smo jo v Sloveniji za dokaz ¥emikotoksinov hkrati v silazi uvedli pr& smo
dokazali 16 mikotoksinov (DON, 3-ADON, 15-ADON, zakenon, penicilinsko
kislino, mikofenolno kislino, ciklopiazonsko kisti fumonizina B in B,, ohratoksin
A, tenuazojsko kislino, rokefortin C, HT-2 in T-Bksin, gliotoksin in neosolaniol).
Ker taksSnih raziskav v Sloveniji Se ni bilo smodgena tuje vire predvidevali, da bodo
tudi v slovenski silazi najbolj zastopani rokefartipresnovki plesnPenicillium spp
Rezultati so to hipotezo ovrgli, najbolj razSirjamkotoksin v koruznih silazah je bil
DON, v travnih pa penicilinska kislina. Uporaba odg za s®asno doldanje
mikotoksinov omogea pridobitev velikega Stevila podatkov v krajSefasu in
zmanjSa strosSke analize za posamezni toksin. O#aoyali dol@anje toksinov, ki jih
do sedaj nismo spremljali in na ta¢maboljSi vpogled v stanje onesnazenosti silaz z
mikotoksini.

2 KRATEK POVZETEK KLJU CNIH UGOTOVITEV IZ LITERATURE

Velikokrat z mikotoksini povezujemo le Zita in pe@m pozabljamo, da je velik del obroka pri
prezvekovalcih sestavljen tudi iz voluminozne krse#(0, slama in silaza), za katerega vemo,
da je pogosto kontaminiran z raziimi vrstami plesni, ki se Zaejo razvijati Zze na polju ali
pa kasneje med skladénjem. Tej problematiki se posize premalo pozornosti. Eden od
vzrokov so verjetno tezave, pri katerih naletimovaoréenju silaz. Vsak odvzeti vzorec, ki
ga posljamo v preiskavo mora biti reprezentativaar; pomeni, da mora imeti lastnosti cele
serije. Tega pa pri vzéenju silaz ne moremo zagotoviti, ker vzorec poggstoljemo le na
mestu, kjer imamo dostop. Po podatkih iz literajarenano, da so plesni iz roéspergillus
Penicillium in Monascuspogosti kontaminanti silaz (O'Brien in sod., 2008)zadnjih letih
opisujejo, da je silaza najbolj pogosto kontamiméras plesnijoPenicillium roquefortiin s
toksini, ki jih omenjena plesen proizvaja. Kot r@jbverjetna vzroka za takSno stanje
izpostavljajo spremembe v tehnologiji pridelave &rim povéanje obsega farn®. roqueforti

se lahko razvija pri nizkih pH vrednostih in zelajimi prisotnosti kisika v substratu (Nielsen
in sod., 2006, Miller, 2008).

Vrste plesni iz rodPenicillium proizvajajo razkine sekundarne presnovke, vkio z
rokefortinom, PR toksinom, penitremom A in mikofémmw kislino (Miller, 2008). Skodljivi
ucinki omenjenih substanc na doeazivali Se niso v celoti raziskani. V plesnivilegah sta
najpogosteje ugotovljena rokefortin in mikofenokislina, PR toksin in patulin pa sta zaradi
svoje nestabilne strukture ugotovljena lecadno (O'Brien in sod., 2006). Za vse naStete
presnovke je poznano, da sami po sebi niso dowMgiini, da bi povzréali znake
zastrupitve, vendar je njihova toksikologija Se oymna, poleg tega pa Se niso pojasnjeni
mehanizmi njihovega medsebojnega delovanja (O'Bnesod., 2006; Miller, 2008) Kljub
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temu, da so v \&ni raziskav iz plesnive silaze najpogosteje iadliplesni vrstePenicillium,

pa v nekaterih raziskavah (Amigot in sod., 200Gh&rd in sod., 2009) ugotavljajo, da je v
plesnivih silazah naj¢e plesni iz roduAspergillus Od njihovih toksinih presnovkov
izpostavljajo aflatoksin Bin gliotoksin, ki deluje imunosupresivno. Razis&aw Nengiji so
pokazale pogosto kontaminacijo z rokefortinom ZDA pa je silaza najbolj kontaminirana s
PR toksinom. Na Irskem predstavlja balirana trasil@aza 30% vse silaze, ki se jo letno
pokrmi govedu. Z nedavno opravljeno raziskavo b pui njih ugotovili, da veé kot 90 %
balirane travne silaze kaze vidne znake plesnivastboratorijskimi testi so potrdili visoke
vsebnosti toksnih presnovkov plesni iz rodRenicillium (Miller, 2008, O'Brien in sod.,
2006).

Pri delu na terenu opazamo, da so glavne nepratilpo travnih silazah so prepozna
koSnja, onesnazena trava z zemljo, ptewesela trava, premalo stisnjene, ovite in
poskodovane bale, slabo pdégai silosi, premajhen in nepravilen odvzem itd. Exruznih
silazah pogosto opazimo gretje in plesnenje, kngjaekrat posledica spravila preverele
koruze, slabo pottenih silosov in premajhnega odvzema. Razlog zajegiat plesnenje
koruzne silaze je tudi naknadna fermentacija slgdipki jih je veliko predvsem v silazah iz
dolgozelenih hibridov. Zal pa so velikokrat vzrad tezave tudi objektivni in sicer ragle
nepredvidene situacije npr. trenutne letne vremensizmere in s tem povezana hranilna
vrednost ter bolezni in okuzbe rastlin. Na dolgk qma moramo uposStevati tudi klimatske
spremembe (dolgotrajne suSe, razne ujme), ki @ay zmanjSajo neopafeost krme.

V krmi je zakonsko reguliran le aflatoksin;,Bza toksine, ki jih izléajo plesni
Fusarium pa so podana le pripaita (Evropska Komisija, 2006a). V okviru uradnega
nadzora se analizira razmeroma malo vzorcev, z&mweniji nimamo sistemdio zbranih
podatkov o onesnazenosti silaz z mikotoksini.

3 MATERIAL IN METODE

3.1 Material

Raziskave so bile opravljene na 60 vzorcih tramn@Q vzorcih koruzne silaze.
3.2 Metode

3.2.1 Odvzem in priprava vzorcev

Za raziskavo smo zbrali vzorce travne in koruzm&zsiiz govejih farm po Sloveniji. Vsako
farmo smo obiskali dvakrat. Ptvsmo vzoéili oktobra 2011, 2012 in 2013, drégpa aprila
2012, 2013 in 2014 (Tabela 1). Prvo leto smo &iiona Stajerskem in Prekmurju (Ptuj,
Ormoz, Murska Sobota), drugo leto v osredniji Slgvéokolica Ljubljane, Grosuplje, Kranj),
tretje leto pa na Primorskem (Vipava, Ajdév&, Postojna).

40



Tabela 1. Stevilo odvzetih vzorcev travne in kowusilaze.

Stevilo vzorcev Stevilo vzorcev

koruzne silaze travne silaze Skupaj
Stajerska in Prekmurje
Prvi odvzem 2011 10 10 20
Drugi odvzem 2012 10 10 20
Osrednja Slovenija
Prvi odvzem 2012 10 10 20
Drugi odvzem 2013 10 10 20
Primorska
Prvi odvzem 2013 10 10 20
Drugi odvzem 2014 10 10 20
Skupaj 60 60 120

Vzorce silaz smo odvzeli iz koritastih silosov nastu dnevnega odvzema silaze. Vzorce smo
jemali iz sredine silosov, vsaj 0,5 m od vrha,inadtrani. Posanine vzorce smo premesali in
naredili korgni vzorec, ki je tehtal priblizno 3 kg. V laborajarsmo naredili 3 vzorce po 0,5
kg. Del vzorcev smo zmrznili, del pa posusili na €D zmleli in jih do analiz shranili na
14 °C.

3.2.2 Metoda doléanja va* mikotoksinov hkrati

Mikotoksine (DON, 3-ADON, 15-ADON, ZEA, penicilinskkislino, mikofenolno kislino,
ciklopiazonsko kislino, fumonizina;Bn B,, ohratoksin A, tenuazojsko kislino, rokefortin C,
HT-2 in T-2 toksin, gliotoksin in neosolaniol) smolccili z LC-MS/MS. Mobilna faza A je
bila meSanica deionizirane vode, 5 mM amonijevegsdada in 0,5 % ocetne kisline, mobilna
faza B pa meSanica metanola, 5 mM amonijevega tacatad,5 % ocetne kisline. Pretok
mobilne faze je bil 30QuL/min, injekcijski volumen pa 1QL. Gradientno meSanje smo
izvajali po naslednjem programu: 95 % A, v 4 mitutmo delez zmanjSali na 60 %, v
naslednjih osmih minutah pa na 30 %. Ta deleZ swozali 4 minute, potem pa smogav 1,5
minute zmanjsali na 10 %. To razmerje smo zadaliminute, nato pa smo ga v 1 minuti
spremenili nazaj na 95 % in kolono s to sestavo iimekbfaze kondicionirali 4 minute.
Temperatura kolone je bila 40 °C, napetost na &g@l4 kV, temperatura odparevanja topila
500 °C, temperatura ionskega izvora 150 °C, naplettizijske celice pa 20 V.

Vzorec smo pripravili tako, da smo v 250 ml ekstipko bwko natehtali 10,0 g
zmletega vzorca, mu dodali 100 ml meSanice acetianih deionizirane vode ter stresali na
stresalniku eno uro. Vzorec smo prefiltrirali sketkleni filtrirni papir in odpipetirali 4,0 ml
pretis¢enega ekstrakta v vialo ter pri priblizno 60 °C pattumom, posusili do suhega. Suhi
ostanek smo raztopili v 0,5 ml meSanice metanoheoihe, prenesli v vialo, centrifugirali in
vstavili v aparaturo.

Umeritvene krivulje smo pripravili keno, za vsako vrsto matriksa, z merjenjem
standardov, pripravljenih v posameznem matriksu. pd@ravo umeritvene krivulje smo

P 4%

dodali primerne volumne standarne raztopine toksinpretiséen ekstrakt vzorca. Za vsako
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tocko umeritvene krivulje smo odpipetirali v vialo 4p@ preis¢enega ekstrakta in ustrezen
volumen raztopine toksinov. Meja detekcije (Limitetection, LOD) in meja kvantifikacije
(Limit of Quantification, LOQ) za posamezen mikasokje razvidna iz Tabele 2.

Tabela 2. Meje detekcije (LOD) in kvantifikacije@Q) mikotoksinov.

Toksini LOD [mg/kg] LOQ [mg/kg]
Ohratoksin A 0,010 0,020
Zearalenon 0,020 0,040
Fumonizin B 0,020 0,040
Fumonizin B 0,020 0,040
DON 0,050 0,100
3-acetil DON 0,050 0,100
15-acetil DON 0,050 0,100
HT-2 0,050 0,100
T-2 0,050 0,100
Neosolaniol 0,050 0,100
Penicilinska kislina 0,025 0,050
Rokefortin C 0,025 0,050
Mikofenolna kislina 0,025 0,050
Tenuazojska kislina 0,025 0,050
Ciklopiazonska kislina 0,090 0,180
Gliotoksin 0,100 0,190

4 REZULTATI

Slike 1-5 prikazujejo kromatograme za posamezen mikotokkibljene pri meritvah z LC-
MS/MS. Prikazujejoc¢as do zaznave dalenega mikotoksina oziromaas, v katerem
mikotoksin potujgez stacionarno fazo.
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Slika 1. Kromatogram DON.
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Slika 2. Kromatogram ohratoksin A.
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Slika 3. Kromatogram zearalenon.
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Slika 4. Kromatogram mikofenolna kislina.
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Slika 5. Kromatogram penicilinska kislina.

4.1 Vsebnost mikotoksinov v koruzni in travni sil&i

Vsebnosti mikotoksinov po letih in vrstah silazepgsedstavljeni v Slikah6L0. Prikazane so
vrednosti,ce je vsaj 5 vzorcev in ¥evsebovalo doleen mikotoksin. Bistvenih razlik med
odvzemom jeseni in spomladi ni bilo.

Mikotoksini, ki jih v posameznem letu nismo ugolgviso zbrani v Tabeli 2.
Gliotoksina in neosolaniola nismo dokazali v nobreneorcu. 1z Tabele 2 razberemo, da je
koruzna silaza v vseh letih vseboval& vazlicnih mikotoksinov kot travna silaza.
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Tabela 2.

Odvzem

Koruzna silaza

Mikotoksini, ki jih v posameznem letuaorcih silaze nismo ugotovili.

Travna silaza

ciklopiazonska kislina,
3-ADON,

ciklopiazonska kislina, 15-ADON,
OktObef 2_011’ marec gliotoksin, gliotoksin,
2012 (Stajerska in neosolaniol, fumonizin By,
Prekmurije) ohratoksin A, fumonizin B,

T-2 toksin neosolaniol,
tenuazojska kislina,
zearalenon
ciklopiazonska kislina,
3-ADON,

3-ADON, 15-ADON,

gliotoksin, gliotoksin,

fumonizin B, fumonizin B,

Oktober 2012, marec fumonizin B, fumonizin B,
2013 (Osrednja HT-2, . HT-2, .
N mikofenolna kislina, mikofenolna kislina,
Slovenija) neosolaniol, neosolaniol,
ohratoksin A, penicilinska kislina,

T-2, rokefortin C,

zearalenon T-2,
tenuazojska kislina,
zearalenon

S0,

15-ADON, ot ksin’

gliotoksin, gloto ’

HT-2 HT-2, .

Oktober 2013, marec neosc’)laniol mikofenolna kislina,
2014 (Primorska) ' neosolaniol,

penicilinska kislina,
T-2,
zearalenon

ohratoksin A,
rokefortin C,
T-2,
zearalenon
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4.2  Vsebnost mikotoksinov v koruzni in travni sil&i leta 2011/12 (Stajerska in
Prekmurje)

Rezultati so predstavljeni v slikah 6 in 7. V kanilz silazah (Slika 6) je po en vzorec
vseboval nizke koncentracije (0;857 mg/kg) 3-ADON, penicilinske kisline, mikofeneln
kisline in rokefortina C. Fumonizin Bsmo ugotovili v treh vzorcih (0,30,7 mg/kg), prav
tako toksin HT-2 (0,160,36 mg/kg).

6,000
5,000
4,000
3,000
2,000

‘.I I I [ll L l’il ll‘nll LL

,00
9a 10 10a

=]

B DON ®m 15-DON ®m Zearalenon Fumonizin B1 W Tenuazojska kislina

Slika 6. Vsebnosti mikotoksinov (mg/kg) v vzordibruzne silaze, odvzetih oktobra 2011
(oznake £10) in marca 2012 (oznake-ikDa).
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V travnih silazah (Slika 7) smo za razliko od karilezsilaz v ve kot petih vzorcih dokazali le
dva mikotoksina: DON in penicilinsko kislino. En arec je vseboval ohratoksin A (0,02

|“qu nhlhllt

11 11a 12 12a 13 13a 14 14a 15 15a 16 16a 17 17a 18 18 19 19a 20 20a
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M Penicilinska kislina ~ ® Mikofenolna kislina

Slika 7. Vsebnosti mikotoksinov (mg/kg) v vzorditavne silaze, odvzetih oktobra 2011
(oznake 1%20) in marca 2012 (oznake H9a).

4.3  Vsebnost mikotoksinov v koruzni in travni sil&i leta 2012/13 (osrednja Slovenija)

V vzorcih koruzne in travne silaze smo naSli enaki&otoksine: DON, fumonizin Bin
tenuazojsko kislino.
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Slika 8. Vsebnosti mikotoksinov (mg/kg) v vzordibruzne silaze, odvzetih oktobra 2012
(oznake 2%30) in marca 2013 (oznake 2139a).

Nizke koncentracije rokefortina C (1,67 mg/kg) iklapiazonske kisline (0,16) je vseboval
po en vzorec silaze. Dva vzorca sta vsebovala furmoB, (0,18 mg/kg) in dva 15-Ac DON
(0,31 in 0,28 mg/kg).

Vsebnosti mikotoksinov (mg/kg) v vzorcih travneagi, odvzetih oktobra 2012 in
marca 2013, ne prikazujemo v grafu, ker nobenedatwiksina nismo ugotovili v vsaj petih
vzorcih. V stirih vzorcih smo ugotovili DON (0,60,82 mg/kg). Ohratoksin A smo ugotovili
v enem vzorcu (0,02 mg/kg), prav tako zearalenghd(hg/kg).

4.4  Vsebnost mikotoksinov v koruzni in travni sild@i leta 2013/14 (Stajerska in
Prekmurje)

V vzorcih koruzne silaze so prevladovali DON, furizom B, in tenuazojska kislina, v vzorcih
travne silaze pa penicilinska in tenuazojska kaslif Stirih vzorcih smo ugotovili fumonizin
B, (0,18-0,21 mg/kg), v dveh pa ciklopiazonsko kislino (0i&a®,20 mg/kg) in mikofenolno
kislino (0,10 in 0,16 mg/kg). Ohratoksin A smo ugali v enem vzorcu (0,7 mg/kg), prav
tako rokefortin C (1,67 mg/kg).
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Slika 9. Vsebnosti mikotoksinov (mg/kg) v vzordibruzne silaze, odvzetih oktobra 2013
(oznake 4150) in marca 2014 (oznake 4Hda).
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Slika 10. Vsebnosti mikotoksinov (mg/kg) v vzordfavne silaze, odvzetih oktobra 2013
(oznake 5160) in marca 2014 (oznake 5Hda).

DON smo ugotovili v treh vzorcih (0,8,67 mg/kg), ter v enem vzorcu fumonizin @,87
mg/kg) in fumonizin B (0,21 mg/kg).
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5 RAZPRAVA, ZAKLJU CKI IN PRIPORO CILA

Silaze so pogosto kontaminirane z mikotoksini idi tdobra preventiva ne more prefite
njihove pojavnosti. V nasi raziskavi smo v koruzinazi ugotovili v treh zaporednih letih na
treh podrgjih Slovenije predvsem DON, fumonizin B tenuazojsko kislino. Koncentracija
toksinov, izrazena na 12 % vlago, je bila za DON685,7 mg/kg, za fumonizin;8,02-0,7
mg/kg in za tenuazojsko kislino 0;62,5 mg/kg.

V travni silazi smo ugotovili v primerjavi s koruarsilazo druge mikotoksine, poleg
tega pa jih je bilo ugotovljenih manjSe Stevilo. Istu 2012/13 je bila kontaminacija
najmanjSa, saj niti pet vzorcev ni vsebovalo isteg&kotoksina. V letih 2011/12 sta
prevladovala penicilinska kislina (0,62,2 mg/kg) in mikofenolna kislina (0,60,3 mg/kg),

v letih 2013/14 pa penicilinska kislina (0;821 mg/kg) in tenuazojska kislina (0;&22
mg/kg).

Mikotoksini, ki so se pojavili pri v@ni koruznih silaz, so se pojavili le v nekaj vzibrc
travnih silaz in obratno.

Vecina vzorcev, ki je vsebovala DON, je vsebovala tdliA, kar ugotavljajo tudi
drugi raziskovalci. Na Nizozemskem sta bila DONVp&:na koncentracija 0,273 mg/kg) in
ZEA (povpre&na koncentracija 0,028 mg/kg) identificirana kotkaotoksina z najvgo
incidenco v prehrani krav molznic (Dreihuis in so2008). Poleg njiju pa so dokazali tudi
visoke vrednosti rokefortina C in mikofenolne kigj incidenca fumonizinov pa je bila nizka.
Druga dva toksina, pomembna za govedo, ohratokdim 2 toksin, sta bila v tej raziskavi
dokazana v posameznih vzorcih. Zanimiva bi bilp@gatka za aflatoksin,Bsterigmatocistin
in patulin. Rokefortin C, ki je omenjen kot zelogest mikotoksin v silazah, smo dokazali v
treh vzorcih koruznih silaz.

Raziskave v Neiiji so pokazale pogosto kontaminacijo silaze z fokenom C
(Miller, 2008), v ZDA pa je silaza najbolj kontanmana s PR toksinom. Na Irskem
predstavlja balirana travna silaza 30 % vse sil&Zsge jo letho pokrmi govedu. Z nedavno
opravljeno raziskavo so ugotovili, dacvieot 90 % balirane travne silaze kaze vidne znake
plesnivosti. Z laboratorijskimi testi so potrdiiisoke vsebnosti tok&nih presnovkov plesni iz
roduPenicillium (O'Brien in sod., 2006).

PR toksina v naSi raziskavi nismo dé&ddi, ker nam kljub prizadevanju ni uspelo
dobiti standarda, rokefortin C pa smo ugotovili k&t omenjeno, v treh vzorcih koruznih
silaz, kar nas je presenetilo. &ikovali smo v&o koncentracijo omenjenega toksina. Ze pri
pregledu literature smo ugotovili, & objavljena dela o vsebnostih mikotoksinov vzsita
delijo na tista, ki kot najpogostejSe kontaminantesajajo presnovke plesmenicillium
(O'Brien in sod., 2006, Mansfield in sod., 2007¢Hird in sod., 2009) in na tista, ki navajajo
presnovke plesrirusarium(med njimi DON in ZEA) (Amigot in sod., 2006, Dreiis in sod.,
2008). Dobljeni podatki kazejo, da v Sloveniji vripni silazi prevladujejo presnovki gliv
Fusarium (DON, fumonizini), od presnovkov glivenicillium pa penicilinska kislina in
mikofenolna kislina. Tenuazojsko kislino, ki smo poav tako pogosto dokazali, najbol
pogosto izldajo glive iz roduAlternaria
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Raziskava, narejena v Vermontu, ZDA je prav taktrgia, da v koruznih silazah
prevladujejo toksini plesrirusarium predvsem DON. Ugotovili so ga v 63% od 278 vzerce
(Amigot in sod., 2006).

V raziskavi v Pensilvaniji (ZDA) je v 120 preiskanvzorcih koruzne silaze prevladoval
rokefortin C (v 60% vzorcev), v koncentraciji 058,71 pg/kg, sledila je mikofenolna kislina,
ki so jo ugotovili v 42% vzorcev (0,62,30 pg/kg). Poleg teh dveh toksinov so dokazali Se
vsebnost patulina (0,61,21 ug/kg) in ciklopiazonske kisline (0;€243 ug/kg) (Mansfield

in sod., 2007).

Za DON so najbolj otutljiva Zivalska vrsta prad&i, saj krmo z DON zavkmjo. Za
razliko od njih pa do danes njegowinek na prezvekovalce ni razjasnjen. Kima
opazovanja nekateriéred kazejo na povezavo med DON v krmi in slabinmjsta ¢rede. V
nekaterih raziskavah so ugotovikiioek DON na jednost zivali, mlénost in sestavo mleka.
Koncentracije, pri katerih so ugotavljali omenjesemembe, so bile 320 mg DON/kg
krme, kar je veliko v&od naSih dobljenih koncentracij (Danicke in s@®05; Korostelova in
sod., 2007). Vendar naSi rezultati niso zanemarker danes vemo, da so Zivali v farmskih
razmerah kro@no izpostavljene mikotoksinom. Posledica je slai§inski odziv organizma
in vetja dovzetnost za okuzbe, kar pa skoraj nikoli ngegemo z &inki mikotoksinov
(Korostelova in sod., 2007).

Zadnje raziskave kazejo, da lahko mikotoksini,ikiiglo¢ajo plesni vrstd=usarium
pri kravah molznicah, s stimulacijo primarnega huahtega odgovora na speciie antigene,
zmanjSajo imunski odziv organizma. Avtorji svetojefla bi polaganje okuzene krme moralo
zato biti minimalno (Korosteleva in sod., 2009).

Krave v obporodnem obdobju so Se posebntutliive na krmo kontaminirano s plesnimi,
sporami in mikotoksini. V pozni brejosti, med poood in na z&etku laktacije pride do ¥gh
metabolénih sprememb. Konzumacija krme je predvsem v ohddogjosti in prve dni po
telitvi, kot posledica stresa, bdlee in hormonalnih sprememb, lahko zmanjSana tadi z
20%. Pogosto se razvijejo ketoze, hipokalcemijgtime lipidoze. Sama negativna bilanca pa
se Se poslabSa ob prisotnosti mikotoksinov, kiwgph na vampovo mikrofloro (vpliv na
vampove bakterije, protozoje) (Fink-Gremmels, 2008)

V Sloveniji je bilo pred nedavnim z namenom uggtayka kontaminiranosti Zit, ki jih
kmetje v Sloveniji pridelujejo in uporabljajo zaghrano Zivali, preiskano precejsSnje Stevilo
vzorcev Zit na vsebnost saprofitskih mikroorganizgmno mikotoksinov. Skupno je bilo
onesnazenih 73 % vzorcev, najve DON (66 %) v koncentraciji od 0,1504,4 mg/kg,
sledili so ZEA (30 %, 26630 ng/kg), fumonizin B (28 %, 10-4863 pg/kg) in fumonizin,B
(21 %, 10-1629 ug/kg). Toksina HT-2 in T-2 sta higpotovljena v nizki koncentraciji v dveh,
aflatoksin B in ohratoksin A pa v enem vzorcu (Jakovac Strajrsad., 2010). Rezultati
omenjene raziskave in tega dela kazejo, da je DGkbtoksin, ki se v Sloveniji pojavlja
najpogosteje, tako v zitih kot v silazi.

Vzorce silaz smo na terenu jemali dvakrat, da bppriali, ¢e je bila silaza pri
prvem odvzemu manj kontaminirana kot pri drugemzuRati niso pokazali nobenih razlik
med silaZzo odvzeto novembra in tisto, ki je bilazeta aprilageprav je vmes preteklo dovolj
¢asa, da bi se razvilo ¥@lesni. To lahko kaze tudi na dobro siliranje linasjevanje silaze.
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Glede na to, da ¥ekot 90 % mikotoksinov nastane tekom rasti Ze nhupge
smiselno zé&eti ukrepati tam. Pomembnih je &vekoljskih dejavnikov kot so temperatura,
sestava zraka, vlaga, aktivnost vode, pH in kemijséstava zemlje ter tudi biotski faktorji
(insekti, vretenarji, mikroorganizmi). Pripor@na je uporaba rastlin odpornih prétisarium
spp in primerno kolobarjenje. Ker dez in velika temggarna nihanja povejejo moznost
nastanka mikotoksinov, jih je treba upoStevatizgtvi (Aragon in sod., 2011).

Pomembno je tudi zaporedno sajenje detoh rastlin.Ce na primer za koruzo
posejemo Zito je \ga verjetnost za kontaminacijo z DON (Obst in sG897).

Ceprav lahko nekatere plesni rastejo tudi v anaéngbogojih ali v okolju z zelo malo
kisika, ustvarjanje anaerobnih pogojev v silazireavast véino plesni. Pri tem je treba
uposStevati dvoje: kompaktnost in pokritost. Kompalet zmanjSa vsebnost kisika v samem
materialu, pokritost pa vzdrZuje anaerobne poddgeje silaza dovolj kompaktna bodo kisiku
izpostavljene le plasti, ki so v kontaktu z zrakdrelikost delcev silaze je tesno povezana s
kompaktnostjo, prcemer velja pravilo, da bolj kot je silaza suha, jRiamorajo biti njeni
delci. Silazo je potrebno pokriti takoj po silirang kakovostno plastio folijo namenjeno
silazi, saj bo slaba folija preptaia zrak in tako omogda rast plesnim ter kasneje
produkcijo mikotoksinov (Aragon in sod., 2011).

Ceprav znamo dokazati veliko ragiih presnovkov plesni v silazah, kar smo dokazali
tudi v tem delu, pa njihovi Skodljividinki na domae Zzivali Se niso v celoti raziskani, prav
tako Se niso pojasnjeni mehanizmi njihovega medeseba delovanja. Penicilinska kislina in
tenuazojska kislina, ki smo ju dokazali tudi v hasilazah sta substanci, o katerih v literaturi
najdemo zelo malo podatkov. Pripisujejo jima Skedljdelovanje, vendar toksii odmerki
Se niso ugotovljeni (Wood, 1992, EFSA, 2011).

Obstajajo dokazi, da imajo mikotoksini tudi sinstgni ucinek z drugimi metaboliti
gliv, metaboliti rastlin, na katerih rastejo plegtii celo s sestavinami, ki so dodane zitom ali
hrani. Studije so pokazale, da je n§isti zearalenon manj toksn od tistega, ki se naravno
pojavlja v zitih, kar kaze na prisotnost dodatmksicnih substanc v matriksu (NTP, 2009).

Kot smo ze opisali, lahko plesni vrdgenicillium, med drugim izldajo rokefortine,
PR toksin, penitrem A, mikofenolno kislino in anstia A. Izpostavili bi mikofenolno kislino,
ki jo dobro poznajo v medicini, ker jo predpisujdjolnikom po presaditvi ledvic. Deluje
zaviralno na imunski odziv organizma, zato v komaliji z drugimi zdravili zmanjSa stopnjo
zavrnitve presadkov. NezazZeleni strans&inki so na prebavila in kostni mozeg (Bren in
Kandus, 2006). Kot zanimivost naj navedemo rezeiliaboratorijskih preiskav iz drzav EU,
ki so pokazali, da je v vidno plesnivih silazahKkatve: kot 20 mg rokefortina C/kg krme ter
mikofenolna kislina in andrastin A. V majhnih kontecijah (0,+5 mg/kg) so te silaze
vsebovale tudi rokefortine A, B in D, festuklavimaarkfortin A in agroklavin. 1z vizualno
neplesnivih vzorcev, torej taksnih, ki so jih pgledu in vonju ocenili dobro, pa so izolirali
majhne koline mikofenolne kisline in andrastina A (O'Briensiod., 2006).

Pomemben in zanimiv je tudi podatek, da je biloazdtveno stanje na kmetijah, kjer smo
odvzeli vzorce, dobro.

Glede na to, da je silaza vsako leto dunga saj je letina odvisna od vremenskih in
drugih pogojev, bi bilo smiselno raziskave nadaljewn jih ponavljati nekaj let. Le na ta
natin bi lahko preverili ali se vsebnosti mikotoksinewzorcih ponavljajo in jih je moge
predvideti, ali je njihova vsebnost vsako leto @uma. Hkrati bi z veéletnimi preiskavami
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lahko potegnili vzporednice z vplivom vremena tedgja oziroma regije na pojav plesni in
posledéno vsebnosti mikotoksinov.

5.1

ZAKLJU CKI

Po podatkih iz literature so silaze pogosto kontérane z mikotoksini, katerihcinke danes
Se ne znamo v celoti oceniti in predvideti. S r@immi 120 vzorcev travnih in koruznih
silaz, odvzetih na razinih kmetijah v Sloveniji, smo ugotovili:

5.2

V koruzni silazi smo ugotovili v treh zaporednittitena treh podrgih Slovenije
predvsem DON, fumonizin B1 in tenuazojsko kislivotravni silazi smo ugotovili v
primerjavi s koruzno silazo druge mikotoksine, me&n penicilinsko, mikofenolno in
tenuazojsko kislino. Travna silaza je v primerjakoruzno manj kontaminirana.
Najbolj zastopan mikotoksin v silazah DON, ki sneodpkazali v 77 % vseh vzorcev.
Sledita mu zearalenon (23 %) in ter mikofenolndirkas (62 %). Rokefortin C smo
dokazali le v 3. vzorcih koruzne silaze. Za trdjtda dobljeni rezultati predstavljajo
stanje v Sloveniji, bi morali skozi daljSe obdopjeiskovati véje Stevilo vzorcev.
Dobljeni podatki kazejo, da v Sloveniji v koruzniagi prevladujejo presnovki gliv
Fusarium(DON, fumonizini), od presnovkov glienicillium pa penicilinska kislina
in mikofenolna kislina. Tenuazojsko kislino, ki s prav tako pogosto dokazali,
najbolj pogosto izldajo glive iz roduAlternaria.

Gliotoksina in neosolaniola nismo dokazali v nobben&orcu.

Metoda LC-MS/MS se je izkazala za uspeSno, saj smmjo dokazali 16
mikotoksinov. TeZave so se pokazale pri dokazovpajulina in kojéne kisline, ki ju

v tem delu nismo mogli ovrednotiti. Podatek o njusebnosti v silazah (Se posebno
patulina) je zelo pomemben, zato bo v prihodnostigbno ugotoviti, kako ju bomo
dokazovali.

Uporaba metode za &msno doldanje mikotoksinov omog@a pridobitev velikega
Stevila podatkov v krajSemiasu in zmanjSa stroSke analize za posamezni toksin.
Omogaa tudi dol@anje toksinov, ki jih do sedaj nismo spremljalinia ta ndin boljSi
vpogled v stanje onesnazenosti silaz z mikotoksini.

PRIPOROCILA

Glede na finatno omejenost raziskav v Sloveniji predlagamo, darassskave o
vsebnostih mikotoksinov v silazah nadaljujejo. \bjpktu smo vsako leto analizirali
40 vzorcev, prcemer smo imeli dve moznosti — ali jih odvzamemocpb Sloveniji

ali pa na posameznem pogjta Odlciili smo se za drugo moznost, poleg tega pa smo
se odl@ili za odvzem jeseni in spomladi na isti kmetijg i zaznali morebiten vpliv
skladi€enja. Ugotovili smo, da razlik ni, zato bi se lahko naslednjih letih
osredotdili na posamezno podée ali pa bi vsako leto odvzeli vzorce po Sloveniji
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kar pomeni manj vzorcev s posameznega pgarosendar je zajetih ¥epodraij.
Najbolj kontaminirani so bili vzorci s StajerskeimPrekmurja.

2. V raziskavo so bile zajete kmetije, kjer pri zivahi bilo opaznih klintnih znamenj
bolezni. Mog@e bi bilo smiselno, da se v prihodnosti usmerim&matije, kjer imajo
zdravstvene tezave.

3. Pripora&tzamo, da se uvedena metoda za ¢eige vé€ mikotoksinov hkrati izkoristi v
nadaljnjih raziskavah in za strokovno operativndod® metodo bi bilo smiselno
dodati Se druge toksine (aflatoksine, bovericinjnen patulin, sterigmatocistin,
andrastin, itd.), kajti ¥lankih Ze opisujejo dol@nje ve& kot 100 mikotoksinov hkrati.
Poudarimo naj, da so te metode opisane raziskovahkto ne verjamemo, da bi jih
lahko uporabljali v vsakdanji praksi. Izvedljivo pg da bi lahko naenkrat dokazovali
cca. 25 mikotoksinov.
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Cilj 3: Ugotavljanje okuZenosti razli¢nih sort/hibridov psenice in koruze s fuzariozami s
poljskimi poskusi in s tem povezane odpornosti ter preucitev arhivskih podatkov in
znanstvene literature o pojavljanju fuzarioz na koruzi in zitih v Sloveniji

1UvoD

Na obmocjih zmernega podnebja koruzo okuZuje vec vrst gliv iz rodu Fusarium. Povzrocajo trohnobo
korenin, stebel in plesnivost storzev. Zmanjsanje pridelka zaradi okuzb v povprecju znasa med 10 in
30 %. Poleg tega so nekatere Fusarium vrste sposobne tvoriti mikotoksine, tako na polju kot po
spravilu pridelka. Najve¢ mikotoksikoloskih raziskav je bilo narejenih v zvezi z mikotoksini v zrnju,
Ceprav so v nekaterih raziskavah ugotovili mikotoksine tudi v trohnecih steblih, okuZenih listih in celi
rastlini. Slednje lahko predstavlja resno tveganje pri koruzi, ki jo uporabljamo za svezo krmo in silazo.

Prisotnost mikotoksinov v koruznem zrnju povzroca povsod po svetu veliko zaskrbljenost, ker je
njihova prisotnost v krmi in hrani pogosto povezana z kroni¢nimi ali akutnimi mikotoksikozami Zivine
in v manjsem obsegu ljudi. Ocenjeno je bilo, da je 25 % svetovnega pridelka hrane kontaminiranega z
mikotoksini, koruza pa je z nekaterimi fuzarijskimi toksini, kot so DON in FB,, onesnaZena Se v vec¢jem
obsegu.

Po podatkih doslej izvedenih monitoring raziskav v Sloveniji koruzo najpogosteje okuzujejo glive iz
vrst Fusarium graminearum, F. subglutinans in F. avenaceum, medtem ko v manjSem obsegu oz.
sporadicno F. cerealis, F. culmorum. F. sporotrichioides, F. poae, F. equiseti ter Se nekatere druge. Pri
nas dominantne vrste naj bi po literaturnih podatkih tvorile pomembne mikotosine, kot so DON, NIV,
ZEN in MON (Milevoj, 2002; Logrieco in sod., 2002) (Preglednica 1).

Podobno kot koruzo tudi Zita okuZujejo Stevilne fuzarioze. Do sedaj je evidentiranih 12 vrst.
OkuZujejo predvsem korenine, stebla in zrna zit. Okuzbe z njimi povzrocajo v povprecju 10 do 40 %
izpade pridelka. Poleg tega tudi te fuzarioze pred in po Zetvi tvorijo mikotoksine. Z njimi so predvsem
mocno onesnazeni pridelki psSenice in je€mena, ki kot kulturi predstavljata kar 80 % pridelave Zit v
Evropi. Ostala vrste Zit (rz, tritikala, oves) so manj obcutljive na okuzbo klasov s fuzariozami in so
zaradi tega njihova zrna tudi manj kontaminirana z mikotoksini.

Najpogosteje zastopane Fusarium vrste izolirane iz okuzenih klasov psenice v Evropi in pri nas so F.
graminearum, F. avenaceum, in F. culmorum, nekoliko manj F. poae, F. equiseti, v manjsi meri oz.
sporadicno pa se pojavljajo vrste F. tricinctum, F. cerealis, F. acuminatum, F. sporotrichioides, F.
subglutinans. F. oxysporum in F. solani (Bottalico in Perrone, 2002; Zemlji¢ in sod., 2008) (Preglednica
2).

Kot je razvidno iz prikazanega, tako koruzo kot pSenico okuzZujejo skoraj identi¢ne Fusarium vrste, kar
omogoca njihovo ohranjanje v ozkem kolobarju koruza-Zita in posledi¢no vecjo gospodarsko skodo.
Slovensko kmetijstvo je Zivinorejsko usmerjeno, tako da na njivah pretezno gojimo rastline, ki so
namenjene Zzivalski krmi (koruza, Zita itn.). Ugotovimo lahko, da pri nas v poljedelski pridelavi
prevladuje ozek kolobar (koruza, Zita) ali v nekaterih primerih celo monokultura (koruza).
Predominatni glivni vrsti povzroditeljici fuzarioz tako pri koruzi kot Zitih sta F. graminearum in F.
avenaceum, ki tvorita pomembne mikotoksine (DON, NIV; ZEN in MON). Kot tretja pomembna vrsta
se pri koruzi pojavlja F. subglutinans (MON) pri pSenici pa F. culmorum (DON, ZEN).

Zavedati se moramo, da glive rodu Fusarium ne Zivijo samo na rastoci koruzi oz. Zitih, temvec se
lahko zelo dobro razvijajo kot saprofiti na uskladis¢enih pridelkih, silazni koruzi in celo na izdelkih
Zivilske industrije.
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Preglednica 1: Toksigene Fusarium vrste in njihovi najpogostejSi mikotoksini na koruzi v Evropi (Logrieco in

sod., 2002).
POJAVLIANJE
VRSTA severni/ centralni del juzni del MIKOTOKSIN
»Rdee fuzarioze«
F. graminearur DON, AcDON, NIV, FUS,
+++ + ZEN
F. subglutinan ++ + MON, BEA, FUP
F. avenaceu ++ + MON
F. cereali + + NIV, FUS,ZEN, ZOH
F. culmorun + - DON, NIV, ZEN, ZOH
F. sporotrichioides + R T2,HT2, NOS
F. poae + - DAS, NIV
F. equise! + + DAS, ZEN, ZOH
F. acuminatur + + T2, NEO
F. verticillioides + + -
F. proliferatun + + -
»RoZnate fuzarioze«

F. verticillioides + . FB,, FB,, FB;
F. proliferatum + o+ FB,, FB,, FUP, MON, BEA
F. subglutinans +++ + MON, BEA, FUP
F. graminearur ¥ + -
F. culmorun + + R
F. equise! + + -
F. solan + + -
F. semitectum + + -
F. cerealis + + -
F. sporotrichioide + -
F. oxysporur R + -

DON= deoksinivalenol, NIV= nivalenol, ZEN= zearalenon, AcDON= monoacetil deoksinivalenol, FUS= fuzarenon-
X, MON= moniliformin, BEA= beauvericin, ZOH= zearalenoli (a in f izomere), DAS= diacetoksiskirpenol, T2=T-2
toksin, HT2= HT-2 toksin, NEO= neosolaniol, FB= fumonizini

Preglednica 2: NajpogostejSe Fusarium vrste na pSenici v Evropi in njihovi mikotoksini (Bottalico in Perrone,

2002).

POJAVLIJANJE
VRSTA severni/ centralni del juzni de MIKOTOKSIN
DON, NIV, ZEN, AcDON,

F. graminearum +++ +++ FUS
F. avenaceum +++ ++ MON, BEA, ENS
F. culmorum +++ ++ DON, ZEN, ZOH, NIV
F. poae ++ + NIV, BEA, DAS, FUS, ENS
F. equiseti ++ DAS, ZEN, ZOH
F. tricinctum + + MON
F. cerealis + NIV, FUS, ZEN, ZOH
F. sporotrichioides + + T2, HT2, T20l, NEO
F. acuminatum + + T2, NEO
F. subglutinans + - MON
F. solan + - -
F. oxysporum + - -

DON= deoksinivalenol, NIV= nivalenol, ZEN= zearalenon, AcDON= monoacetil deoksinivalenol, FUS= fuzarenon-
X, MON= moniliformin, BEA= beauvericin, ENS= eniatini, ZOH= zearalenoli (a in B izomere), DAS=
diacetoksiskirpenol, T2= T-2 toksin, HT2= HT-2 toksin, T2ol= T-2 tetraol, NEO= neosolaniol
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Pojavnost gliv Fusarium spp. v pridelkih, krmi in izdelkih Zivilsko predelovalne industrije je
odvisno od stevilnih dejavnikov okolja kot tudi nacina pridelave in skladiS¢enja (izbor sort,
gnojenje, obdelava tal, kolobar, kemi¢no varstvo, tehnologija skladis¢enja in obdelave zrnja
ipd.).

Nekatere raziskave kaZejo, da so zaradi ekstenzivnosti v ekoloski pridelavi okuzbe psenice s
fuzariozami manj pogoste kot v konvencionalni, vendar pa so v nasprotju s tem ugotovili, da
ni razlik v vsebnosti DON in ZEN v zrnju. Glede na majhnost slovenskega kmetijskega
prostora se kaZejo tendence k povecevanju obsega ekolodke pridelave. Zita in izdelki iz Zit so
danes v Sloveniji osnovni trini artikli ekolo$ko usmerjenih kmetij. Ce bi ugotovili, da pri nas
ekolosko pridelano Zito vsebuje manj mikotoksinov, bi bila to vsekakor trzna priloZznost in
prednost tako na domacem kot tujem trziscu.

2 MATERIALI IN METODE

2.1 UGOTAVLIANJE POLISKE OKUZENOSTI KLASOV PSENICE IN VRSTNE ZASTOPANOSTI
FUSARIUM VRST V ZRNJU RAZLICNIH SORT PSENICE IN KORUZE

2.1.1 Poskusne povrsine

Vsako leto na pridelovalnih povrsSinah Biotehniske Sole Rakican (Prekmurje) in Centra za
razvoj kmetijstva in podeZelja Jable (centralna Slovenija) izvajajo sortne makroposkuse strnih
Zit in koruze. V okviru teh poskusov je vsakoletno posejanih vsaj 20 sort psSenice oziroma
hibridov koruze. Gre za nabor perspektivnih sort namenjenih pridelavi v Sloveniji, ki se med
seboj razlikujejo po ranosti, tipu, izvoru idr. Poskusni lokaciji se me seboj mocno razlikujeta
po vremenskih razmerah, predvsem kolicini padavin, ki mocno vplivajo na pojavnost
fuzarioz. Na poskusnih parcelah izvajajo integriran nacin pridelave Zit in koruze.

Podatki o poskusnih lokacijah:

Lokacija Raki¢an (46°38'N, 16°11°E, nadmorska viSina: 184 m) lezi v osrednjem delu
Prekmurja v blizini Murske Sobote. Referen¢na meteoroloska postaja je Murska Sobota, ki je
prav tako v RakiCanu v neposredni blizini poskusa. Povprecna dolgoletna srednja
temperatura zraka znasa 9,3 °C, najhladnejsi je mesec januar s povprecno temperaturo —2
°C, maksimalna povprec¢na mesecna temperatura 19,5 °C. Povprecna letna koli¢ina padavin
je v dolgoletnem povprecju znasala 812 mm. Tla na tej poskusni lokaciji so tipiéna districna
rjava tla na holocenski prodnati naplavini.

Lokacija Jable (46°8°N, 14°34°E, nadmorska visina: 305 m) lezi v osrednjem delu Ljubljanske
kotline v predalpskem klimatskem obmocju Slovenije. Referenéna meteoroloska postaja je
Brnik. V dolgoletnem povprecju (1951-94) je srednja letna temperatura znasala 8,5 °C.
Najhladnejsi mesec je januar s povprecno mesecno temperaturo —2,1 °C, najtoplejsi pa julij z
18,8 °C. Na leto povprecno pade 1352 mm padavin. Tla na lokaciji Jable so zmerno oglejena
tla na silikatno apnencasti podlagi.
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V raziskavo smo vkljudili tudi vzorce ekolosko pridelane psenice, da bi ugotovili kaksna je
njihova okuzenost v primerjavi z integrirano pridelano pSenico. V ta namen smo pridobili
reprezentancno Stevilo vzorcev ekolosko pridelane pSenice, ki izvirajo iz obmocja v bliZini
nasih poskusnih lokacij (Prekmurje, Gorenjska in osrednja Slovenija), nekaj pa tudi iz drugih
pridelovalnih obmodij.

2.1.2 Spremljanje cvetenja in poljsko ugotavljanje okuzenosti klasov pSenice

V mesecu maju in juniju smo v rastnih sezonah 2012-2014 na obeh lokacijah spremljali
cvetenje razlicnih sort pSenice. ZabeleZili smo zadetek cvetenja, polno cvetenje in konec
cvetenja (BBCH 61, 65 in 69). Pridobili smo tudi meteoroloske podatke za omenjeni lokaciji.

Za ugotavljanje okuzenosti klasov psenice smo v razvojni fazi BBCH 71-75 (vodena do srednja
mlec¢na zrelost) nakljuéno nabrali 3 krat po 30 klasov posamezne sorte psSenice in po 10
stopenjski skali (Stack in McMullen, 1998) vizualno ocenili okuZenost klasov in izracunali
povprec¢no okuzenost posamezne sorte s fuzariozami.

2.1.3 Identifikacija Fusarium vrst na zrnju pSenice in koruze

Za vsako sorto oziroma hibrid smo po Zetvi na obeh lokacijah vzeli reprezentativne vzorce
zrnja. Odvzeli smo jih iz 30 kg vred, za vsako sorto po 2 kg. Polovico odvzetega vzorca smo
uporabili za fitopatolosko analizo, drugo polovico pa namenili za analizo na mikotoksine. V
fitopatoloskem laboratoriju smo po metodi, ki jo predpisuje ISTA, ugotavljali povprecno
okuzenost zrn pSenice oziroma koruze s fuzariozami in dolocili njihovo vrstno sestavo. Iz dela
vzorca hamenjenega za fitopatolosko analizo smo za vsako sorto/ hibrid naklju¢no odvzeli po
100 zrn, jih povrsinsko sterilizirali z 1 % raztopino Na-hipoklorita, dobro sprali s sterilno vodo
in posusili na sterilnem vpojnem papirju. Po pet zrn smo v sterilnih pogojih v petrijevke
premera 9 cm, ki so vsebovale modificiran PDA agar (15 g PDA, 10 g tehnicni agar, 0,121 g
penicilina G, 0,542 g streptomicin sulfata in dopolnili s destilirano vodo do 1000 ml).
Antibiotike smo dodali po avtoklaviranju. Za vsako sorto/ hibrid smo tako uporabili po 20
petrijevk in skupaj fitopatolosko analizirali 100 zrn. Tako nacepljene petrijevke smo inkubirali
v rastni komori v temi pri 20 °C in 60 % r.v.z. Po deset dnevni inkubaciji smo zaceli dnevno
pregledovati iz zrn zrastle kolonije gliv z mikroskopom pod 100 in 400X povecavo. Nasa
opazovanja so bila osredotocena na morfologijo makrokonidijev, prisotnost oz. odsotnost
mikrokonidijev ter drugih anatomsko morfoloskih pokazateljev pomembnih za identifikacijo
vrst. Pri tem smo si pomagali z determinacijskimi kljuci za vrste rodu Fusarium (Gerlach and
Nirenberg, 1982; Burgess et al., 1994; Leslie and Summerell, 2006; Summerell et al., 2003).

2.1.4 Odpornost razlicnih hibridov koruze na okuzbo s fuzariozami

Na omenjenih poskusnih lokacijah bomo izmed vseh posejanih hibridov koruze izbrali pet, ki
se med seboj razlikujejo po deklarirani obéutljivosti na fuzarioze, zrelostnem razredu, tipu
zrna (trdinka, zobanka, poltrdinka). V mesecu juliju smo na obeh lokacijah umetno okuZili
stebla in storze petih izbranih hibridov koruze (BC 416, P9494, Flovita, Futurixx in PR37N01) v
fenofazi BBCH 61-69 suspenzijo trosov in micelija treh izolatov Fusarium graminearum,
pridobljenimi v letu 2011. Ob spravilu koruze smo s pomocjo 7-stopenjske ocenjevalne skale
ugotavljali ob¢utljivost oz. odpornost posameznih hibridov na umetno okuzbo s fuzariozami.
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Za umetno okuZevanje in ocenjevanje okuZenosti smo uporabili metode objavljene v
publikaciji Screening Corn for Resistance to Common Diseases in Canada (Reid in Zhu, 2005)

3 REZULTATI

3.1 Vremenske razmere v €asu izvajanja raziskave s podrobnejSim komentarjem o delu
rastne dobe psenice

Poleg komentarja o dejanskih vremenskih razmerah po posameznih letih na poskusnih
lokacijah (Rakican, Jable) so dodane slike, ki prikazujejo izmerjene temperature in padavine
po posameznih letih v primerjavi z dvajsetletnim povprecjem (1991-2010). Ker za lokacije,
kjer je potekal poskus, primerjav dolgoletnih povprecij s podatki iz tekoCega leta nismo mogli
pridobiti ali pa jih ni, smo podali le te iz najbliZje meteoroloske postaje; v primeru Rakicana
Mursko Soboto in za Jable podatke iz postaje Ljubljana. V nekaterih primerih prihaja do
manjsih odstopanj, ki pa bistveno ne odstopajo od dejanskih razmer na poskusnih lokacijah.

Rakic¢an 2012

Povpreéna mesec¢na temperatura zraka v maju je bila za 1,4°C viSja od dolgoletnega
povprecja (1961-1990; 15,8 °C). Vendar je bilo sredi maja, v ¢asu cvetenja vecine sort
pSenice, hladno obdobje s povprecnimi dnevno temperaturo 13,1°C, kar je za 1,6 °C hladneje
od dolgoletnega povprecja. Junij je bil toplejsi za 3,5 °C od dolgoletnega povprecja. Od konca
junija do Zetve je bil izrazit vrocinski val, ko so bile poprecne dnevne temperature
nadpovprecne in so se gibale okrog 25 °C. Maja je padlo 119 mm padavin, kar je za 64 % vec
od povprecja. Vendar so bile te padavine v obliki nalivov. 23. maja je padlo kar 50 mm
padavin. V juniju je padlo 69 % padavin od dolgoletnega povprecja, prva dekada julija je bila
prav tako suha.

MURSKA SOBOTA, 2012 MURSKA SOBOTA, 2012
= = povp.: 11.2°C = iss N vsota: 782 mm
Odklon povprecne mesecne temperatura zraka povp. 1991-2010: 10.4°C Mesecna visina padavin veota 1991-2010: 795 mm
B izmerjeno B povpretje (1991-2010) M najvisja (1991-2010) W najnizja (1991-2010) B povpretje 1991-2010 W najvisja (1991-2010) O najnizja (1991-2010) B izmerjeno
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Rakican 2013

Razvoj pSenice je v tem letu »zamujala« zaradi nadpovprecno snezene zime in zelo hladnega
marca. Maj je bil povprecno topel, z izrazito hladnim obdobjem v zadnji dekadi meseca.
Zadnja dekada maja je bila za 2,2 °C hladnejsa od dolgoletnega povpreéja. Tudi povprecna
dnevna temperatura zraka v juniju je bila na nivoju dolgoletnega povprecja, vendar sta bili na
zaCetku in koncu meseca dve izraziti hladni obdobji. Temperature v juliji do Zetve so bile na
ravni dolgoletnega povprecja. V maju je padlo za 30 % vel deZja kot v dolgoletnem
povprecju. V juniju je padlo tri Cetrtine dolgoletne povprecne koli¢ine padavin. DeZevno
obdobje je bilo v prvi pentadi junija, vendar je vecina koli¢ine padavin padla v treh
padavinskih dnevih v zadnji dekadi tega meseca. V juliju je do Zetve pSenice padlo le 15 mm
padavin in to tri Cetrtine v enem padavinskem dnevu.

MURSKA SOBOTA, 2013 MURSKA SOBOTA, 2013
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T N S
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Jable 2012

Povprecna mesecna temperatura zraka v maju je bila za 1,4°C viSja od dolgoletnega
povprecja (1961-1990). Vendar je bilo druga dekada maja hladnejsa za 0,6 °C dolgoletnega
povprecja. Junij je bil toplejsi od dolgoletnega povpredja, izstopa predvsem zadnja dekada,
ko je bila povprecna temperatura zraka za 3,9 °C visja od dolgoletnega povprecja. Maj je bil
povprecno moker, kakor tudi prvi dve dekadi junija, v zadnji dekadi junija pa je padlo le
okrog 50 % dolgoletne koli¢ine padavin. Prva dekada junija je bila nadpovprecno topla z le
14 % povprecnih padavin.
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Razvoj pSenice je v tem letu »zamujala« zaradi nadpovprecno snezene zime in zelo hladnega
marca. Maj je bil povprecno topel, z izrazito hladnim obdobjem v zadnji dekadi meseca.
Zadnja dekada maja je bila za 3,1 °C hladnejSa od dolgoletnega povprecja. V maju je padlo za
50 % vec deZja kot v povpredju, zelo dezevna je bila predvsem druga dekada ko je bila
koli¢ina padavin viSja kar za 93 %. Temperature zraka v prvi in drugi dekadi junija so bile na
ravni dolgoletnega povprecja, druga dekada je bila za kar za 6,0 °C toplejSa od dolgoletnega
povprecja. Povprecna temperatura zraka v drugi dekadi junija je bila 22,3 °C. V zacetku julija
so bile povprecne dnevne temperature za 2,5 °C viSje od dolgoletnega povprecja. Koli¢ina
padavin je bila v prvi dekadi junija na nivoju dolgoletnega povprecja (58 mm), drugi dve
dekadi pa sta bili suhi. V prvih dveh dekadah julija je padlo okrog 40 mm padavin v 8
padavinskih dnevih.

W izmerjena

LJUBLJANA, 2013
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Rakican in Jable 2014

Kot je razvidno iz spodnjih slik je za leto 2014 za obe lokaciji znacilna nadpovprecna topla
zima in prvi meseci spomladi, kar se je odrazilo v zgodnejSem cvetenju psSenice, kasneje do
Zetve pa so se povprecne temperature gibale okoli dolgoletnega povprecja. Za obe lokaciji je
znacilen izredno suh marec, s koli¢ino padavin dale¢ pod dolgoletnim povpreéjem, predvsem
v Rakicanu.
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3.2 Spremljanje cvetenja pSenice

Leta 2012 je pSenica na posestvu Raki¢an, odvisno od sorte, cvetela od 8. do 27. maja, v
Jablah pa od 16. maja do 5. junija 2012.

Na posestvu Rakican je leta 2013 psSenica cvetela, odvisno od sorte, od 10. maja do 6. junija,
v Jablah pa od 23. maja do 20. junija 2013. Cvetenje je bilo v primerjavi z letom 2012
kasnejSe in zamaknjeno v dale¢ v mesec junij, predvsem zaradi nizkih temperatur in obilo
padavin v mesecu maju.

Leta 2014 so v Raki¢anu zaradi visjih povprecnih dnevnih temperatur najzgodnejSe sorte
zaCele cveteti 28. aprila, zadnje pa so odcvetele 12. maja. Cvetenje pSenice se je v Jablah kot
obicajno zacelo nekoliko kasneje, 10. maja, koncalo pa 29. maja.

V prilogah 1 do 4 so prikazani podatki o cvetenju posameznih sort pSenice na obeh lokacijah
v letih 2012 in 2013 (vodoravne krepke Crte, kjer posamezne tocke oznacujejo posamezno
fenofazo cvetenja; BBCH 61, 65 in 69). Pokonc¢ni sivi stolpci oznacujejo dneve, ko je padlo vec
kot 0,1 mm deZja. Na levi ordinatni osi je navedena kolicina DON (mg/kg), ki je bila analitsko
dolocena v zrnju posamezne sorte po njenem spravilu. Hoteli smo namrec ugotoviti, ali
obstaja kaksna povezava med dolZino cvetenja posameznih sort, Stevilom padavinskih dni v
¢asu cvetenja in vsebnostjo DON. Ze iz samega grafi¢nega prikaza je razvidno, da ni neke
izrazite povezave, kar je kasneje potrdila tudi statisticna analiza podatkov.

3.3 Okuzenost klasov psSenice

S pomocjo 10 stopenjske skale (Stack in McMullen, 1998) smo vsako leto vizualno ocenili
okuzenost klasov in izracunali povprec¢no okuzenost posamezne sorte s fuzariozami. Hoteli
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smo namrec ugotoviti ali obstaja kakSna mocna povezava med poljsko oceno okuzenosti
klasov, laboratorijsko ugotovljeno okuzenostjo zrnja in vsebnostjo DON.

Preglednica 3: Povprecna okuzenost klasov vseh preucevanih sort psSenice po posameznih letih.

Leto Povprecna okuzenost klasov (%)
JABLE RAKICAN
2012 3,52 1,87
2013 1,40 1,81
2014 1,83 0,08

Ce te rezultate primerjamo s tistimi, kjer smo ugotavljali okuZenost zrn p3enice v
laboratoriju, ugotovimo, da poljska ocena okuzenosti podceni dejansko konc¢no okuZenost
zrn. To lahko razloZimo s tem, da se fuzarioze na klasu od razvojne faze BBCH 71-75
progresivno razvijajo naprej vse do Zetve pSenice in zaradi tega je kasnejsa okuZenost vedja.
S statisticno analizo podatkov smo ugotovili, da ni statisticno znacilne povezave med poljsko
okuzenostjo klasov in vsebnostjo DON v zrnju.

3.4 OkuzZenost zrn psSenice

Po metodi, ki jo predpisuje ISTA, smo v laboratoriju ugotavljali povpre¢no okuzenost zrn
psSenice. V povprecju so bile sorte psenice, ki so rastle v Jablah v letih 2012 in 2013 mnogo
bolj okuZzene z fuzariozami, medtem ko v letu 2014 med lokacijama ni bilo bistevne razlike
(slika 1). Tako je bila skupna okuZenost zrnja fuzariozami v Jablah v posameznih letih od
2012-14 sledeca: 12,9 %, 13,9 % in 2,2 %, medtem ko je bila okuZenost vzorcev psenice iz
Raki¢ana v istih letih 5,1 %, 5,2 % in 2,3 %. Vrstna sestava fuzarioz in njihov delez med
okuzenimi zrni se je spreminjal med lokacijami kakor tudi med leti. Povprecna okuzenost
zrnja pSenice iz ekoloske pridelave (18 vzorcev) je bila v letih 2012 in 2013 izrazito manjsa
kot integrirano pridelani. Skupna okuZenost s fuzariozami je bila leta 2012 v povprecju 3 %,
invletu 2013 2,2 %).
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OKUZENOST PSENICE 2012-14

16

14

okuzenost (%)

4
2 - H W
; — H i :
EKO- EKO-
R-2012 1-2012 2012 R-2013 1-2013 2013 R-2014 1-2014
EFT| ,367 1,100 J111 ,290 ,382 ,167 ,000 ,000
EFP| 2,533 1,267 778 2,290 7,000 ,667 1,167 476
OFG| 1,867 9,500 1,278 1,355 3,765 ,889 ,833 1,714
EFC| ,133 ,533 ,611 1,032 1,088 ,333 ,250 ,000
EFA| ,167 467 ,222 ,258 1,676 ,167 ,000 ,048

Slika 1: OkuZenost zrn pSenice s fuzariozami iz Rakicana (R), Jabel (J) in ekoloske pridelave(EKO) v posameznih
letih (FT — Fusarium tricinctum, FP — F. poae, FG — F. graminearum, FC — F. culmorum; FA — F. avenaceum).

Ce pogledamo samo odstotek okuZenosti z vrstama F. graminearum in F. culmorum, ki sta
potencialni tvorki mikotoksina DON, je v pridelovalnih sezonah 2012-14 njun skupni
povprecni delez v okuzZenih zrnih sort psSenice iz Jabel 10 %, 4,9 % in 1,7 %, ter precej manjsi v
Raki¢anu; 2 %, 2,4 % in 1,1 %. Povprecen deleZ okuZzenosti zrn iz ekoloske pridelave je bil s
prej omenjenima glivama 1,9 % (2012) in 1,2 % (2013).

Kot je bilo Ze prej omenjeno se je vrstna sestava fuzarioz in njihov delez med okuzenimi zrni
spreminjala tako med lokacijami kakor tudi med leti. V¢asih skupna okuZenost zrn s
fuzariozami nekoliko zamegli sliko o tem, koliko je dejansko moZnosti za vecjo ali manjso
kontaminacijo zrnja z DON. Po zdaj znanih podatkih sta le dve vrsti potencialni tvorki tega
toksina, kar je omenjeno Ze zgoraj. Na spodnjih slikah so prikazani delezi posameznih
ugotovljenih Fusarium vrst na pSenici po lokacijah in letih (slika 2 in 3).
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Rakican-2012

FC
3%

A
Rakic¢an-2013
B
Raki¢an-2014
FT FA
0% 0%
C

Vsa leta smo v Raki¢anu ugotovili med
vsemi fuzariozami precej visok delez
vrste F. poae (od 44 do 52%). Z ozirom
na visok delez te vrste med vsemi
fuzariozami velja omeniti, da vrsta ni
potencialna tvorka DON, omenja pa se
jo kot vrsto, ki oblikuje nekatere druge
pomembne mikotoksine, kot sta
nivalenol in beauvericin.

Relativni delez vrste F. graminearum se
je gibal med 37 % v letih 2012 in 2014
ter 26 % v letu 2013.

Zastopanost glive F. culmorum se med
leti mocno spreminja, od nekaj
odstotkov leta 2012 pa do 20 % v letu
2013. Iz literature je poznano, da je ta
gliva pogostejSa v bolj severnih oz.
centralnih obmocjih pridelave pSenice.
Njeno veljo zastopanost leta 2013 bi
lahko povezali z niZjimi temperaturami
in padavinami v mesecu maju.

Zastopanost vrst F. tricinctum in F.
avenaceum je bila v letih 2012-13
relativno majhna (3 do 7 %), medtem
ko jih v letu 2014 sploh nismo ugotovili.

Slika 2: A-C Delez ugotovljenih posameznih Fusarium vrst v posameznih letih (2012-14) na poskusni lokaciji

Raki¢an (FT — Fusarium tricinctum, FP — F. poae, FG — F. graminearum, FC — F. culmorum; FA — F. avenaceum).
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V Jablah so se na zrnju pSenice pojavljale
enake Fusarium vrste kot v Raki¢anu
vendar se njihov delez mocno razlikuje.
Leta 2012 in 2014 je prevladovala vrsta F.
graminearum z vec kot 70 % (74 % in 77
%), medtem ko je bil njen delez v letu
2013 precej manjsi, le 27 %.

V teh dveh letih (2012 in 2014) je bil delez
glive F. poae v primerjavi z Raki¢anom
relativno majhen (10 in 21 %), vendar pa
je v letu 2013 dosegel 50 %, kar je
primerljivo z rezultati iz Raki¢ana.

Gliva F. culmorum se je v letih 2012-13
pojavljala v manjSem obsegu (4 oz. 8 %),
medtem ko jo leta 2014 sploh nismo
zasledili.

V primerjavi z Rakicanom je bila v letih
2012-14 nekoliko pogosteje ugotovljena
gliva F. avenaceum in sicer v 4, 12in 2 %
analiziranih okuZenih zrn. Zastopanost
glive F. tricinctum je bila primerljiva s tisto
v Raki¢anu.

Glivi F. tricinctum in F. culmorum v letu
2014 nismo ugotovili na analiziranem
zrnju pSenice.

Slika 3: A-C DelezZ ugotovljenih posameznih Fusarium vrst v posameznih letih (2012-14) na poskusni lokaciji

Jable (FT — Fusarium tricinctum, FP — F. poae, FG — F. graminearum, FC — F. culmorum; FA — F. avenaceum).
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Precej manjSo okuzZenost psSenice iz ekoloSke pridelave velja pripisati dejstvu, da v tem
nacinu izvajajo precej bolj Sirok kolobar in ne samo dvopolje koruza pSenica. Poleg tega velja
omeniti, da vecji del ekoloskih pridelovalcev nima v kolobarju koruze ali pa pride na
pridelovalno povrsino Sele po treh do stirih letih. OkuZeni ostanki koruze imajo namrec velik
infekcijski potencial za okuzbo kasneje posejane psSenice oz. ostalih strnih Zit. Slika 4 A-B
prikazuje vrstni sestav ugotovljeni Fusarium vrst na zrnju pSenice iz ekoloSke pridelave.
Vrstni nabor je bolj pester kot na pSenici iz integrirane pridelave in ugotovljene so bile
nekatere vrste, ki jih na zrnju iz integrirane pridelave nismo nasli.

EKO-2012 A in'/P EKO-2013B

N

Fce

FT 79
y \ ‘
FP Fce

23% 4%

Slika 4: A-B DeleZ ugotovljenih posameznih Fusarium vrst v posameznih letih (2012-13) na vzorcih ekolosko
pridelane pSenice (FT — Fusarium tricinctum, FP — F. poae, FG — F. graminearum, FC — F. culmorum; FA — F.
avenaceum; Fce — F. cerealis; FS — F. subglutinans; Fso — F. solani).

Delez glive F. graminearum je primerljiv s tistim v Raki¢anu, vendar precej manjsi kot v
Jablah, predvsem v letu 2012. Zastopanost glive F. culmorum se je gibala med 11 in 18 %, F
poae med 22 in 23 %, F. avenaceum med 5 in 6 % in F. tricinctum med 3 in 5 %. Za razliko od
Raki¢ana in Jabel smo iz zrn ekoloSko pridelane pSenice izolirali Se nekatere druge fuzarioze.
Gliva F. subglutinas (FS) je bila obe leti zastopana s priblizno enakim delezem okrog desetih
odstotkov (10 in 11 %), F. cerealis (Fce) z 2 in 4 %. Leta 2013 smo determinirali Se dve novi
vrsti in sicer F. solani (Fso) (11 %) ter F. sporotrichioides (FSp) (2 %). Se enkrat pa moramo
poudariti, da je bila skupna okuZenost zrn pSenice s fuzariozami v letih 2012-13 precej
manjsa v primerjavi s psSenico iz integrirane pridelave. Nase rezultate potrjuje tudi raziskava
Birzele in sodelavcev (2002) v Nemciji.

Povprecna vsebnost DON v ekoloSko pridelani pSenici je bila v okolici Raki¢ana leta 2012
0,186 mg/kg, leta 2013 pa 0,131 mg/kg. V okolici Jabelj sta bili ti koncentraciji 0,209 mg/kg in
0,301 mg/kg.
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3.5 Statisticna analiza (ANOVA) pridobljenih podatkov v poskusih s psenico v letih 2012-13

Podatke pridobljene v letih 2012—-13 (prikazani v prilogah 5-8) na lokacijah Jable in Raki¢an
(vklju¢enih 19 sort na obeh lokacijah) smo statisticno obdelali z ANOVA in ugotovili:

med sezonama ni bilo statisti¢nih razlik v povprecni vsebnosti DON v zrnju pSenice;

v povprecju obeh let se je vsebnost DON v Jablah (699 ug/kg) statisticno razlikovala
od tiste v Raki¢anu (130 pg/kg);

v Raki¢anu so vzorci iz ekoloske pridelave vsebovali v povprecju nekoliko ve¢ DON kot
tisti iz integrirane pridelave. V Jablah je bila vsebnost DON v zrnju iz integrirane
pridelave izrazito visja kot v tistih iz ekoloske pridelave;

vse sorte, vkljuene v raziskavo, so imele v dvoletnem povpredju visje vsebnosti DON
na Jablah kot v Raki¢anu. Vendar je bila ta razlika med lokacijama statisti¢no znacilna
le pri naslednjih sortah: Alixan, Ketchum, Lord, Lukullus in SY Moisson. Pri sortah
Ketchum in Lord je povprecna vsebnost na Jablah celo presegala zakonsko dovoljeno
mejo 1250 pg/kg;

po delezu okuzZenih klasov se med seboj statisticno ne razlikujejo lokacije, niti rastne
sezone in posamezne sorte;

v Jablah je bilo v povprecju okuzenih 11,9 % zrn z glivami iz rodu Fusarium, v Raki¢anu
pa 5,0 %. Razlika je statisticno znacilna;

v povprecni okuZenosti zrn z vsemi fuzariozami v obeh letih med sortami ni
statisticno znacilnih razlik;

skupna koli¢ina padavin med cvetenjem pSenice nima vpliva na okuzZenost z glivama
F. culmorum in F. graminearum;

v Jablah je bilo povprecna okuzenost zrnja z glivama F. culmorum in F. graminearum,
potencialnima tvorkama DON, 5,6 % v RakiCanu pa 2,2 %. Razlika je statisti¢no
znacilna;

obstaja mocna povezava med okuZenostjo pSenice(izrazeno v delezih) z glivama F.
culmorum in F. graminearum ter vsebnostjo DON. (kor. koeficient = 0.71; R* = 50,7
%). Povezava je linearna:

DON =0,0439 + 7,782 x DFgFc ....... ( DFgFc je v deleZih od 0,0 do 1; DON je izrazen v

mg/kg).

ali drugace povedano: Ce se okuZenost z glivama F. culmorum in F. graminearum poveca

za 10 % (0,1), se kontaminiranost pSenice z DON poveca za 0.822 mg/kg oziroma
822 pg/kg.
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3.6 OkuZenost zrnja koruze

OkuZenost zrn koruze smo ugotavljali na podoben nacin kot pri pSenici (slika 5).

OKUZENOST KORUZE 2012-13

30

25

]
o

okuZenost (%)
&

=
=

0
OFA ,000 ,000 ,045 ,000
HFce ,000 ,000 1,409 ,926
EmFV 1,515 576 1,864 1,222
oFT ,000 ,182 ,182 ,741
mFS 6,333 ,636 4,045 2,000
OFPr ,364 515 2,409 1,815
BFP ,000 424 14,545 2,444
EFG 1,030 4,303 2,500 9,444
BFC 1273 ,758 ,409 2,259

Slika 5: OkuZenost zrn koruze s fuzariozami iz Raki¢ana (R), Jabel (J) v posameznih letih (FT — Fusarium
tricinctum, FP — F. poae, FG — F. graminearum, FC — F. culmorum; FA — F. avenaceum; Fce — F. cerealis; FS —
F. subglutinans; FPr — F. proliferatum; FV — F. verticillioides).

Povprecna okuzenost zrn koruze z vsemi fuzariozami je bila leta 2012 na obeh lokacijah
za priblizno % manjsa kot leta 2013. V Jablah je dosegla 7,4 % in Raki¢anu 9,5 %, medtem
ko je bila leta 2013 20,9 % oziroma 27,4 %. V Rakicanu je leta 2013 izstopala okuzenost z
glivo F. poae, s katero je bilo okuzenih kar 14,6 % zrn. V Rakicanu je bilo v obeh letih tudi
vel okuzb z glivo F. subglutinans (6,3 oz. 4,1 %) kot v Jablah (0,6 oz. 2 %). Obe omenjeni
glivi nista potencialni tvorki DON. Ceprav je bila povpre¢na skupna okuZenost s
fuzariozami obe leti vecja v Rakicanu, se to ni odrazilo v vsebnosti DON. Razlog je v tem,
da je bila koruza v Rakitanu mnogo manj okuzena z glivama F. culmorum in F.
graminearum, potencialnima tvorkama DON, kot pa v Jablah. Povpreéna okuzZenost z
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omenjenima glivama je bila v Jablah 5,1 % (2012) in 11,7 % (2013) ter v Raki¢anu 1,3 %
(2012) in 2,9 % (2013). To se je seveda posredno odrazilo tudi v povprecni vsebnosti
DON, ki je bila v Jablah 788 pg/kg (2012) in 987 pg/kg (2013) ter v Rakicanu 130 ug/kg
(2012) in 160 pg/kg (2013).

V primerjavi s pSenico lahko vidimo, da je Stevilcnost ugotovljenih vrst na koruzi precej
vecja. Razmerja oz. deleZi posameznih ugotovljenih vrst po lokacijah in letih so prikazana
na sliki 6.

R-2012 __ J-2012

FS
66%

J-2013

Slika 6: Delez ugotovljenih posameznih Fusarium vrst v posameznih letih (2012-13) na poskusni lokaciji Raki¢an
(R) in Jable (J); okrajsave za posamezne glive so enake kot pri sliki 5.
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Iz prikazov je razvidno, da je obe leti v Jablah prevladovala F. graminearum (58 in 45 %). V
Raki¢anu je leta 2012 prevladovala gliva F. subglutinans (66 %), naslednje leto, 2013, pa gliva
F. poae (53 %). Zastopanost glive F. graminearum je bila v Raki¢anu obe leti priblizno enaka
(11 in 9 %). Potencialna tvorka mikotoksina DON je bila v Jablah obe leti zastopana s
priblizno 10 % (10 in 11 %), medtem ko je bil njen delez v Raki¢anu zanemarljiv, med 1 in 3
odstotki. Gliva F. subglutinans je bila v letih 2012.13 v Jablah zastopana z 9 0z. 10 %, medtem
ko je bil njen delez v Raki¢anu precej vedji, leta 2012 66 % in naslednje leto 15 %.

3.7 Povezava med okuzenostjo zrnja koruze z glivama F. graminearum in F. culmorum in
vsebnostjo DON

Povprecna okuzenost z omenjenima glivama je bila v Jablah 5,1 % (2012) in 11,7 % (2013) ter
v Raki¢anu 1,3 % (2012) in 2,9 % (2013). To se je seveda posredno odrazilo tudi v povprecni
vsebnosti DON, ki je bila v Jablah 788 pg/kg (2012) in 987 ug/kg (2013) ter v Rakicanu 130
ug/kg (2012) in 160 pg/kg (2013) (preglednica 4). Podobno kot pri psenici smo izvedli
statisti¢no analizo podatkov za 15 hibridov koruze na obeh lokacijah za dve leti (2012, 2013).

Preglednica 4: Povprecna okuzenost zrn koruze z glivama F. culmorum in F. graminearum v odstotkih in
vsebnost mikotoksina DON (mg/kg) na lokacijah Jable in Raki¢an v letih 2012-13.

JABLE RAKICAN
2012 2013 2012 2013

DON DON DON DON
Hibrid 2 FC&FG | [mg/kg] |2 FC&FG | [mg/kg] |2 FC&FG | [mg/kg] |2 FC&FG | [mg/kg]
BC 244 3 0,413 4 0,299 0 0,053 1 0,066
BC 416 8 1,440 84 7,645 1 0,065 2 0,084
DANUBIO 2 0,209 11 1,084 1 0,121 2 0,127
DKC 4590 2 0,336 4 0,282 2 0,148 3 0,144
FUTURIXX 5 0,931 4 0,305 1 0,115 3 0,163
NK LUCIUS 4 0,423 5 0,233 0 0,099 2 0,116
NK TIMIC 21 3,561 13 1,007 1 0,128 4 0,238
NS 288 3 0,240 7 0,453 1 0,131 2 0,077
P9175 5 0,952 4 0,397 1 0,094 3 0,139
P9400 2 0,269 6 0,440 2 0,116 2 0,144
P9494 10 1,625 18 1,356 1 0,107 3 0,169
PR38A79 1 0,203 5 0,243 2 0,129 7 0,335
PR38N86 5 0,601 14 1,199 1 0,134 2 0,160
PR38Y34 2 0,125 5 0,242 3 0,272 2 0,122
SY FLOVITA 6 0,987 3 0,237 0 0,060 6 0,354

Ugotovili smo, da obstaja mocna povezava med okuZenostjo zrn koruze (izrazeno v delezih)
z glivama F. culmorum in F. graminearum ter vsebnostjo DON. (kor. koeficient = 0.96; R =
92,95 %).

73



Povezava je linearna:

DON =0,0179 + 9,447 x DFgFc ....... ( DFgFc je v delezih od 0,0 do 1; DON je izrazen v
mg/kg).

ali drugace povedano: Ce se okuZenost z glivama F. culmorum in F. graminearum poveca
za 10 % (0,1), se kontaminiranost koruze z DON poveca za 0,963 mg/kg oziroma 963
ug/ke.

3.8 PreizkuSanje odpornost razlicnih hibridov koruze proti glivi Fusarium graminearum

V mesecu juliju smo v letih 2012 in 2013 na obeh lokacijah umetno okuzili stebla in storie
petih izbranih hibridov koruze (BC 416, P9494, Flovita, Futurixx in PR37N01) v fenofazi BBCH
61-69 suspenzijo trosov in micelija treh izolatov F. graminearum, pridobljenimi v letu 2011.

OkuzZenost stebla in storzev petih hibridov koruze smo ocenjevali po lestvicah avtorjev Reid
in Zhu (2005) (slika 7).

Silk Channel Rati Kemel

Symptoms in
one adjacent
internode

Symptoms in
two adjacent
internodes

76-100%

Slika 7: Lestvica okuZenosti koruznih storZzev (1-7) in stebla koruze (1-7) od mesta inokuliranega internodija
(Reid in Zhu, 2005).

Na lokaciji Rakican je pri okuzenosti stebla koruze prislo do statisticno znacilne razlike med
okuzbami v letih 2012 in 2013 pri hibridih P9494, FUTURIXX, SY FLOVITA in BC 416.
Najmanjsa okuzenost stebla je bila ocenjena pri hibridu BC 416 v letu 2013, in sicer z oceno
2, pri ostalih hibridih pa z ocenami 5, 6 in 7. Tudi pri okuZenosti storZzev je bilo pri vecini
hibridov, razen pri SY FLOVITA, zaznati statisticno znacilno razliko pri primerjavi okuzenosti
po letih. Najmanj okuZeni storzi so bili pri hibridih BC 416 in FUTURIXX v obeh ocenjevanih
letih in PR37NO1 v letu 2013, ki so bili ocenjeni z oceno 2 in 3, najbolj okuzene storze pa je
imel hibrid SY FLOVITA v obeh letih in hibrid PR37N01 v letu 2012 (slika 8).
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Slika 8: Primerjava povprecne okuZenosti stebel in storZev petih hibridov koruze v Raki¢anu leta 2012 in 2013

Na lokaciji Jable je pri okuZenosti stebla koruze priSlo do statisticno znacilne razlike med
okuzbami v letih 2012 in 2013 pri SY FLOVITA, PR37NO1 in BC 416. Najmanjsa okuZenost
stebla je bila ocenjena pri hibridu FUTURIXX v obeh letih, z oceno 5, pri ostalih hibridih pa z
ocenami 5, 6 in 7. Tudi pri okuZenosti storzev je bilo pri vecini hibridov, razen pri PR37N01,
zaznati statisti¢no znacilno razliko pri primerjavi okuzenosti po letih. Najmanj okuZeni storzi
so bili pri hibridih BC 416 in FUTURIXX v obeh ocenjevanih letih in SY FLOVITA v letu 2012, ko
so bili ocenjeni z oceno 3 in 4, najbolj okuZene storze pa je imel hibrid PR37N0O1 v obeh letih
in hibrid SY FLOVITA v letu 2013, ko so dobili oceno okuzbe 5 (slika 9).

Jable
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W okuz_steblo_2012
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Ookuz_storz_2012
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1,000
,000
P9494 FUTURIXX SY FLOVITA PR37N0O1 BC416

Slika 9: Primerjava povprecne okuZenosti stebel in storZev petih hibridov koruze v Jablah leta 2012 in 2013
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Slika 10: Primerjava povprecne okuzenosti stebel petih hibridov koruze v Raki¢anu in Jablah leta 2012.

Pri primerjavi lokacij, kjer smo okuZevali stebla koruze v letu 2012, ni opaziti vecjih razlik.
OkuZenost je bila pri vseh hibridih na obeh lokacijah ocenjena s 5 ali 6, kar pomeni, da je bilo
okuZenega vec kot 76 % internodija ali pa se je okuzba razsirila na Se sosednji internodij (slika
10).
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Slika 11: Primerjava povprecne okuZenosti storzev petih hibridov koruze v Raki¢anu in Jablah leta 2012.

Stopnja okuZenosti storZev po lokacijah je nekoliko bolj variirala. Statisticno znacilne razlike
med lokacijama z okuZenimi storzi koruze so se pojavile pri hibridih FUTURIXX, SY FLOVITA in
BC 416 (slika 11).

76



okuZenost stebla 2013
6,95

7 6,650
I < 950 6,1256'310

6 -
5
4 -

M Rakican
37 m Jable

P9494 FUTURIXX SY FLOVITA PR37NO1 BC 416

Slika 12: Primerjava povprecne okuZenosti stebel petih hibridov koruze v Raki¢anu in Jablah leta 2013.

Pri primerjavi lokacij, kjer smo okuZevali stebla koruze v letu 2013, izstopa hibrid BC 416, kjer
je bila okuZenost stebla v Raki¢anu ocenjena z oceno 2, v Jablah pa z oceno 5. Razen pri
hibridu PR37N01 je pri vseh ostalih statisticno znacilna razlika med lokacijama (slika 12).
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Slika 13: Primerjava povprecne okuzenosti storzev petih hibridov koruze v Raki¢anu in Jablah leta 2013.

Pri primerjavi lokacij z okuZenimi storZi koruze v letu 2013, izstopa hibrid PR37N01, kjer je
bila okuZenost stebla v Raki¢anu ocenjena z oceno 2, v Jablah pa z oceno 5. Razen pri hibridu
SY FLOVITA je pri vseh ostalih statisti¢no znacilna razlika med lokacijama (slika 13).

Pri umetni okuzbi petih hibridov koruze na obeh lokacijah (Raki¢an, Jable) in v dveh letih
(2012, 2013) smo ugotovili, da so vsi hibridi zelo dovzetni za okuzbo stebla, saj se je ocena
okuzbe pri vseh obravnavanjih zelo visoka. Izjema je bil hibrid BC 416 leta 2013 v Rakic¢anu,
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kar pa je bila najbrz posledica prisilnega dozorevanja zaradi katastrofalne suse. Manj
dovzetni za okuzbo so bili storzi, vendar so ocene okuzbe storzev med hibridi, lokacijami in
leti variirale, tako da se ne more izpostaviti hibrida s konstantno nizko oceno okuzbe storzev
glede na obravnavanja.

3.9 Prisotnost mikotoksinov v okuzeni koruzi pred in po siliranju

Vzorce izbranih hibridov koruze (enaki kot pri ugotavljanju odpornosti), smo v ¢asu vos¢ene
zrelosti pozeli, razrezali v sekljalnikih in silirali v mikrosilosih (plasticne kadi oz. vedra).
Postopek siliranja je bil enak kot v klasi¢nih silosih. Vzorce za analizo smo odvzeli pred
siliranjem in 6 mesecev po siliranju. Vsak hibrid smo silirali v treh plasti¢nih posodah in na
koncu odvzeli povprecen vzorec iz vseh treh posod. Rezultati so podani na 12 % vlago.
Rezultati onesnazenosti silaze z DON so razvidni iz slik 14—17.

Raki¢an 2012, DON mg/kg

300,000
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50,000 I I
,000 - I
-416

FUTURIXX FLOVITA PR37NO1 P-9494

Slika 14: Lokacija Rakic¢an, leto 2012. Koncentracije DON (mg/kg) v koruzni silaZi pred in pol leta po siliranju
(vrednosti so prikazane na 12 % vlago).

Jable 2012, DON mg/kg
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Slika 15: Lokacija Jable, leto 2012. Koncentracije DON (mg/kg) v koruzni silaZi pred in pol leta po siliranju
(vrednosti so prikazane na 12 % vlago).
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Vsi vzorci so poleg DON vsebovali tudi 3-ADON in 15-ADON. Najvecje ugotovljene
koncentracije 3-ADON so bile do 10 mg/kg, 15-ADON pa 30 mg/kg. Na lokaciji Rakican smo v
vseh vzorcih ugotovili tudi penicilinsko kislino in sicer v koncentracijah 0,7-4,8 mg/kg ter
tenuazojsko kislino v koncentracijah 0,10-3,66 mg/kg. V posameznih vzorcih smo dokazali Se
zearalenon, fumonizine, mikofenolno kislino, ohratoksine in ciklopiazonsko kislino.
Rokefortin C smo ugotovili v enem vzorcu iz Raki¢ana (PR37N01) in enem vzorcu iz Jabel
(PR37NO1).

V letu 2013 so bile ugotovljene koncentracije mikotoksinov na sploSno manjse.

Jable 2013, DON mg/kg

80.00

70.00

60.00

50.00

40.00 ® pred silranjem
30.00 W po silranju

10.00

FUTURIXX FLOVITA BC-416 PR37NO1 P-9494

Slika 16: Lokacija Jable, leto 2013. Koncentracije DON (mg/kg) v koruzni silazi pred in pol leta po siliranju
(vrednosti so prikazane na 12 % vlago).
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Slika 17: Lokacija Raki¢an, leto 2013. Koncentracije DON (mg/kg) v koruzni silazi pred in pol leta po siliranju
(vrednosti so prikazane na 12 % vlago).
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Tudi v letu 2013 se je koncentracija DON med siliranjem povecevala. Vsi vzorci so poleg DON
vsebovali tudi 3-ADON in 15-ADON. Najvecje ugotovljene koncentracije 3-ADON so bile do
4,22 mg/kg, 15-ADON pa 20,17 mg/kg. Penicilinsko kislino smo dokazali v enem vzorcu iz
Raki¢ana (P9494). V posameznih vzorcih smo dokazali Se zearalenon, mikofenolno kislino,
fumonizine, ohratoksin A in ciklopiazonsko kislino. Rokefortin C smo ugotovili samo po
siliranju in to v vzorcih iz Raki¢ana (FUTURIXX, BC416, PR37N01, P9494) in iz Jabel (FLOVITA,
PR37NO01).

Mikotoksinov gliotoksina, neosolaniola in DAS nismo ugotovili v nobenem vzorcu iz 2012 in
2013.

Ze pri ocenjevanju okuzenosti stebel in storiev (toc¢ka 3.8) smo zakljucili, da so bili storZi
manj dovzetni za okuzbo, vendar so ocene okuzbe storzev med hibridi, lokacijami in leti
variirale, tako da se ne more izpostaviti hibrida s konstantno nizko oceno okuzbe storzev
glede na obravnavanja.

Z analizami silaz smo prej navedeno ugotovitev potrdili. Iz podatkov je razvidno, da vrsta
hibrida vpliva na kon¢no koncentracijo mikotoksinov v vzorcu, vendar na osnovi opravljenih
raziskav ne moremo podati jasnih zakljuckov, katera sorta bi bila na doloceni lokaciji
najprimernejsa. Povzamemo lahko, da bi se na podrocju Prekmurja lahko uporabljali BC416
in Futurix, na obmocju Jabel pa bi v oZji izbor prisli BC416, Futurix in Flovita.

Priporocila: Smiselno bi bilo nadaljevati z enakimi raziskavami, ker bi samo z vecjim Stevilom
podatkov lahko prisli do odgovorov in priporocil, kateri hibrid koruze bi bil primeren za
doloceno lokacijo v Sloveniji.
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Priloga 1: Prikaz ¢asa cvetenja, padavinskih dni in vsebnosti DON (mg/kg) pri posameznih sortah v Raki¢anu leta
2012.
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Priloga 2: Prikaz ¢asa cvetenja, padavinskih dni in vsebnosti DON (mg/kg) pri posameznih sortah v Raki¢anu leta
2013.
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Priloga 3: Prikaz Casa cvetenja, padavinskih dni in vsebnosti DON (mg/kg) pri posameznih sortah v Jablah leta
2012.
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Priloga 4: Prikaz Casa cvetenja, padavinskih dni in vsebnosti DON (mg/kg) pri posameznih sortah v Jablah leta
2013.
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padavin

Leto Lokacija |Sorta Tip povp ok klas | DON 2Fusarium | FC_FG | ZC KC dni cvetenja (dni) kol. pad. (mm)
2012 | Rakican |ALIXAN G 0,12 0,104 8 1 13.maj 19.maj 7 2 15,4
2012 | Rakican |BCRENATA |G 0 0,047 3 1 19.maj 23.maj 5 3 52,9
2012 | Rakican |BOLOGNA R 0,74 0,032 6 2 13.maj 18.maj 6 2 15,4
2012 | Rakican | GARCIA G 0,25 0,159 8 2 13.maj 18.maj 6 2 15,4
2012 | Raki¢an |ILLICO G 1,85 0,098 5 3 15.maj 21.maj 7 2 0,6
2012 | Raki¢an |[INGENIO R 8,76 0,135 6 2 11.maj 17.maj 7 2 15,4
2012 | Rakican | KATARINA G 0,37 0,115 9 6 13.maj 17.maj 5 2 15,4
2012 | Raki¢an |KETCHUM G 14,19 0,297 3 1 24.maj 27.maj 4 1 1,1
2012 | Rakican |LORD G 4,56 0,24 4 3 20.maj 24.maj 5 3 52,9
2012 | Raki¢an |LUCHA G 0 0,149 7 2 8.maj 14.maj 7 2 19,1
2012 | Raki¢an |LUKULLUS R 0,86 0,133 3 2 18.maj 22.maj 5 2 2,2
2012 | Rakican | MIHELCA R 5,55 0,173 2 1 9.maj 14.maj 6 1 14,9
2012 | Rakican | NINA G 4,56 0,18 9 4 11.maj 17.maj 7 2 15,4
2012 | Raki¢an | NS 40S R 0,12 0,106 3 1 13.maj 18.maj 6 2 15,4
2012 | Raki¢an |SIMONIDA G 0,12 0,156 3 1 11.maj 15.maj 5 1 14,9
2012 | Raki¢an |SRPANJKA G 0 0,148 9 4 8.maj 14.maj 7 2 19,1
2012 | Raki¢an |SY MOISSON |R 1,97 0,155 8 2 18.maj 21.maj 4 1 0,1
2012 | Rakican |ZDENKA G 1,11 0,144 3 2 18.maj 21.maj 4 1 0,1
2012 | Raki¢an |ZITARKA G 0,62 0,083 9 3 12.maj 18.maj 7 2 15,4

I 45,75 2,654 108 43 110 35 301,1
povprecje 2,41 0,14 5,68 2,26 5,8 1,8 15,8

Priloga 5: Zbirna preglednica po posameznih sortah psenice; tipu: G-golica, R-resnica; okuzenosti klasov (%); vsebnosti DON (mg/kg); skupna okuZenost s fuzariozami (%);
Okuzenost z glivama F. culmorum (FC) in F. graminearum (FG); datum zacetka (ZC) in konca cvetenja (KC); trajanje cvetenja (dni); Stevilo padavinskih dni med cvetenjem;

skupna koli¢ina padavin med cvetenjem (mm) za lokacijo Raki¢an v letu 2012.
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padavin

Leto Lokacija |Sorta Tip povp ok klas | DON 2Fusarium | FC_FG | ZC KC dni cvetenja (dni) kol. pad. (mm)
2012 | Jable ALIXAN G 4,69 0,467 7 6 22.maj 29.maj 8 7 36,1
2012 | Jable BC RENATA |G 0,62 0,242 4 1 24.maj 30.maj 7 5 13,2
2012 | Jable BOLOGNA R 0,25 0,162 2 2 23.maj 28.maj 6 5 16,6
2012 | Jable GARCIA G 14,69 0,8 21 18 21.maj 28.maj 8 7 40,1
2012 |Jable ILLICO G 0,86 0,307 4 3 24.maj 30.maj 7 5 13,2
2012 | Jable INGENIO R 4,94 0,703 32 30 21.maj 27.maj 7 6 38,9
2012 | Jable KATARINA G 0,49 0,227 9 0 21.maj 26.maj 6 6 38,9
2012 | Jable KETCHUM G 2,1 2,498 24 23 31.maj 5.jun 6 2 39,2
2012 | Jable LORD G 8,76 3,55 27 24 26.maj Ljun 7 3 1,5
2012 | Jable LUCIJA G 0,99 0,308 9 6 16.maj 24.maj 9 5 31,3
2012 | Jable LUKULLUS R 5,43 0,814 16 12 26.maj 31.maj 6 3 1,5
2012 |Jable MIHELCA R 0,74 0,222 10 2 20.maj 25.maj 6 5 38,8
2012 | Jable NINA G 3,21 0,862 5 1 21.maj 26.maj 6 6 38,9
2012 | Jable NS 40S R 0,74 0,576 4 24.maj 30.maj 7 5 13,2
2012 | Jable SIMONIDA G 0,49 0,138 6 18.maj 25.maj 8 5 38,8
2012 |Jable SRPANJKA G 1,48 0,229 10 7 19.maj 25.maj 7 5 38,8
2012 |Jable SY MOISSON |R 3,46 0,946 18 18 24.maj 30.maj 7 5 13,2
2012 | Jable ZDENKA G 6,67 0,396 9 8 23.maj 29.maj 7 6 16,8
2012 | Jable ZITARKA G 0,12 0,118 13 7 22.maj | 27.maj 6 5 34,7

2 60,73 13,565 231 178 131 96 503,7
povprecje 3,20 0,71 12,16 9,37 6,9 5,1 26,5

Priloga 6: Zbirna preglednica po posameznih sortah psenice; tipu: G-golica, R-resnica; okuzenosti klasov (%); vsebnosti DON (mg/kg); skupna okuZenost s fuzariozami (%);
Okuzenost z glivama F. culmorum (FC) in F. graminearum (FG); datum zacetka (ZC) in konca cvetenja (KC); trajanje cvetenja (dni); Stevilo padavinskih dni med cvetenjem;
skupna koli¢ina padavin med cvetenjem (mm) za lokacijo Jable v letu 2012.

87




Leto Lokacija |Sorta Tip povp ok klas | DON YFusarium | FC_FG | ZC KC dni cvetenja | padavin (dni) | kol. pad. (mm)
2013 | Rakican |ALIXAN G 3,33 0,136 5 2 22.maj 28.maj 7 3 16,3
2013 | Rakican |BCRENATA |G 0,37 0,095 3 3 22.maj 26.maj 5 2 15,9
2013 | Rakican |BOLOGNA R 2,34 0,017 2 0 18.maj 23.maj 6 1 4,9
2013 | Rakican | GARCIA G 0,49 0,057 2 1 19.maj 23.maj 5 0 0
2013 | Raki¢an |ILLICO G 0,49 0,077 2 2 19.maj 25.maj 7 1 0,2
2013 | Rakican |INGENIO R 0,86 0,117 5 3 18.maj 25.maj 8 2 5,1
2013 | Rakican | KATARINA G 1,48 0,086 2 1 18.maj 24.maj 7 1 4,9
2013 | Rakican |KETCHUM G 2,1 1,033 19 11 3.jun 6.jun 4 4 6
2013 | Rakican |LORD G 2,71 0,14 3 3 22.maj 26.maj 5 2 15,9
2013 | Raki¢an |LUCUA G 0,74 0,015 6 6 15.maj 20.maj 6 2 5,6
2013 | Rakican | LUKULLUS R 0,49 0,093 3 1 25.maj 30.maj 6 4 16,5
2013 | Rakican | MIHELCA R 1,73 0,071 6 2 16.maj 21.maj 6 2 5,6
2013 | Rakican | NINA G 0,12 0,071 10 2 18.maj 24.maj 7 1 4,9
2013 | Raki¢an | NS 40S R 0 0,114 4 3 19.maj 24.maj 6 0 0
2013 | Rakican |SIMONIDA G 1,23 0,008 2 2 15.maj 21.maj 7 2 5,6
2013 | Raki¢an |SRPANJKA G 4,56 0,003 6 4 15.maj 21.maj 7 2 5,6
2013 | Rakican |SY MOISSON |[R 0 0,040 5 1 21.maj 25.maj 5 1 0,2
2013 | Raki¢an |ZDENKA G 0,86 0,061 6 2 20.maj 24.maj 5 0 0
2013 | Raki¢an |ZITARKA G 2,59 0,053 6 1 18.maj | 24.maj 7 1 4,9

b} 26,49 2,287 97 50 116 31 118,1
povpredje 1,39 0,120 5,11 2,63 6,1 1,6 6,2

Priloga 7: Zbirna preglednica po posameznih sortah psenice; tipu: G-golica, R-resnica; okuzenosti klasov (%); vsebnosti DON (mg/kg); skupna okuZenost s fuzariozami (%);
Okuzenost z glivama F. culmorum (FC) in F. graminearum (FG); datum zacetka (ZC) in konca cvetenja (KC); trajanje cvetenja (dni); Stevilo padavinskih dni med cvetenjem;

skupna koli¢ina padavin med cvetenjem (mm) za lokacijo Rakican v letu 2013.
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padavin

Leto Lokacija |Sorta Tip povp ok klas | DON 2Fusarium | FC_FG | ZC KC dni cvetenja (dni) kol. pad. (mm)
2013 | Jable ALIXAN G 0,25 1,385 15 8 3.jun 19.jun 17 5 46,2
2013 |Jable BCRENATA |G 0,86 0,246 14 3 31.maj 14.jun 15 8 72,1
2013 |Jable BOLOGNA R 0,12 0,128 11 2 31.maj 11.jun 12 8 72,1
2013 | Jable GARCIA G 0,37 0,585 11 3 31.maj 13.jun 14 8 72,1
2013 | Jable ILLICO G 0,12 0,136 4 1 2.jun 14.jun 13 6 52,1
2013 | Jable INGENIO R 0,12 1,04 18 7 28.maj 12.jun 16 9 77,2
2013 |Jable KATARINA G 1,73 0,486 17 8 23.maj 14.jun 22 14 114,9
2013 | Jable KETCHUM G 1,6 2,905 17 14 4.jun 20.jun 17 5 46,2
2013 | Jable LORD G 0 0,793 20 5 4.jun 15.jun 12 46,2
2013 |Jable LUCIJA G 6,17 0,595 18 7 22.maj 9.jun 19 13 110,7
2013 | Jable LUKULLUS R 0,25 1,135 10 4 7.jun 20.jun 14 4 44
2013 | Jable MIHELCA R 1,36 0,339 2 2 23.maj 7.jun 16 11 73,7
2013 | Jable NINA G 2,59 0,533 13 3 27.maj 12.jun 17 10 78,4
2013 | Jable NS 40S R 0 0,382 24 2 31.maj 12.jun 13 8 72,1
2013 | Jable SIMONIDA G 7,28 0,543 22 9 23.maj 10.jun 19 14 114,9
2013 | Jable SRPANJKA G 0,86 0,231 13 5 22.maj 10.jun 20 14 114,9
2013 | Jable SY MOISSON |R 1,73 1,176 15 7 2.jun 15.jun 14 6 52,1
2013 | Jable ZDENKA G 1,85 0,224 5 1 29.maj 14.jun 17 77,2
2013 | Jable ZITARKA G 4,69 0,14 8 0 23.maj 9.jun 18 13 110,7

I 31,95 13,002 257 91 305 170 1447,8
povprecje 1,68 0,684| 13,53 4,79 16,1 8,9 76,2

Priloga 8: Zbirna preglednica po posameznih sortah psenice; tipu: G-golica, R-resnica; okuzenosti klasov (%); vsebnosti DON (mg/kg); skupna okuZenost s fuzariozami (%);
Okuzenost z glivama F. culmorum (FC) in F. graminearum (FG); datum zacetka (ZC) in konca cvetenja (KC); trajanje cvetenja (dni); Stevilo padavinskih dni med cvetenjem;
skupna koli¢ina padavin med cvetenjem (mm) za lokacijo Jable v letu 2013.
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Cilj 5: Poskusi v mlinsko predelovalni industriji za zmanjSanje pojavljanja
ostankov v izdelkih, namenjenih potroSniku

IZVLE CEK

Popolna odstranitev mikotoksinov iz prehranske gesrni mogda, zato je njihovo
prisotnost v surovinah, krmi in hrani potrebno kofitati. Zagotavljanje varne hrane
vklju¢uje aktivnosti in kontrole, ki so potrebne za olld@anje proizvodnega procesa od
razvoja, nabave surovin, izdelave izdelka do njegpwodaje. Vemo, da so v vsakem
segmentu proizvodnega procesa Se potrebne izbeljSaroblematika je aktualna in
pomembna.

Kemijska onesnazevala, ki izvirajo iz slabe kmké&jsprakse, z nadaljnjimi
postopki v predelavi Zivil zelo tezko odstranimo predstavljajo resno tveganje. Zitno
predelovalna industrija ukrepa z azurnim spremdjan]prisotnosti onesnazeval ter
priprave zita in mletja na vsebnost toksinovinke pogojev neoptimalnega sklatbja
zrnja, razporeditve toksinov v raahih frakcijah mletja ter &inek postopkov priprave
polnozrnatega testa na vsebnost toksinov wikem proizvodu. Ugotovili smo da je
mogae z uporabo atmosfere duSika in ogljikovega dmbkstaustaviti napredovanje
kontaminacije z DON medakanjem neoptimalno suhega Zita (koruze) na seiSéhj
toksinov. S frakcionirnim mletje pSenice je moégadobiti izdelke z zmanjSano ké&ho
DON.

ABSTRACT

Complete elimination of mycotoxins from the foodachis not possible therefore, their
presence in raw materials, feed and food shoulthdrgitored. Ensuring safe food includes
activities and controls that are necessary to mandm production process from
development, purchase of raw materials, the matwiag of the product to its sales. It is
known that in each segment of the production imenoents of a process are still needed.
The issue is very important.

Chemical pollutants arising from poor agricultupghctices are very difficult to be
removed with further operations in food processingd therefore they pose a serious risk.
Grain processing industry performs constant moimigpof pollutants and applies different
methods of cleaning, sorting and peeling. Therefdhe effect of the preparation
procedures and grinding on the content of toxihg éffects of suboptimal storage
conditions of grains, distribution of toxins in fifent milling fractions and the effect of
the methods of preparation of wholegrain dough lwa ¢ontent of toxins in the final
product. It was found out that it is possible te n#rogen and carbon dioxide atmosphere
to stop the progression of contamination by DON nvkab-optimal dry cereals (maize)
are kept before drying. With optical cleaning befgrinding, the concentration of toxins
in corn can be significantly reduced. The fractiedamilling of wheat can result in
products with a reduced amount of DON.

90



1 UVvVOD

Popolna odstranitev mikotoksinov iz prehranske gesrni mogda, zato je njihovo
prisotnost v surovinah, krmi in hrani potrebno kohtati. Zagotavljanje varne hrane
vkljucuje aktivnosti in kontrole, ki so potrebne za olo\d@anje proizvodnega procesa od
razvoja, nabave surovin, izdelave izdelka do njegonodaje (Siegel in Babuscio, 2011).
Vemo, da so v vsakem segmentu proizvodnega praeegmtrebne izboljSave, kar nam
dokazujejo tudi raziskave, ki se na to temo treautpravljajo v okviru evropskih
projektov. Problematika je aktualna in pomembna.

Kemijska onesnazevala, ki izvirajo iz slabe kmké&jsprakse, z nadaljnjimi
postopki v predelavi Zivil zelo tezko odstranimo predstavljajo resno tveganje. Zitno
predelovalna industrija ukrepa z azurnim spremdjan]prisotnosti onesnazeval ter

Za dolgotrajno skladéenje zit so potrebni optimalni pogoji (kontaminacir
glivami). NajpomembnejSi pogoj za uspesno skkatife je optimalna vlaznost zrnja. Ta
mora biti ¢im nizja, v nobenem primeru ne sme presegati 15186tiZpri koruzi je ta
odstotek presezen ob zetvi, zato jo je potrebnagitis OdIcilno je, da jo posuSimo
dovolj hitro, sicer tvegamo rast gliv in tvorbo rathksinov.

Klasi¢ni mlini pred mletjem opravijo tako imenovano mhkos'¢iséenje”, namen je
v ¢im vegji meri izlociti primesi, ki so po naravi kontaminenti ali pals$ajo tehnoloSko
kvaliteto korgnih izdelkov. S preizkuSanjem razlih n&inov cis¢enja zithe mesSanice
pred mletjem Zelimo najti najugodnejSi postopelhikahko optimalno l&il hibna zrna, ki
potencialno predstavljajo visoko vsebnost kontamioe Gliva namré lahko med
kontaminacijo v ¢asu vegetacije povzib morfoloSke spremembe in spremembo
obarvanosti na zrnju, kar bi lahko bil kiju faktor pri pripravi meSanice zrnja na mletje.

Znano je, da je koncentracija mikotoksinov v perifie delih zrnja in kalku veija.
Sistem mletja v sodobnem mlinu je stopenjski. Taeni, da zrno stopenjsko drobimo,
tako da l@gimo kakek, ovojnico in notranje dele endosperma. S sejangFobljenjem in
ponovnim sestavljanjem dobimo razle tipe mok, pri pSenici so to tipi 400, 500, 850,
1100 in 1600, polnozrnata moka in otrobi. NaSi posikusi kazejo, da toksini po mletju
niso enakomerno porazdeljeni v vseh frakcijah. Dolgla moznost izbrati tak &ia
frakcioniranja, da dobimo frakcije z reducirano frakcije s povéano vsebnostjo
toksinov. Prtakovati je, da bodo frakcije iz notranjosti zrnjgselaovale manj toksinov,
frakcije zunanijih delov in k&éka pa vé.

Polnozrnate moke so s prehranskega stlizelo primerne in zazelene v
vsakodnevni uravnoteZzeni prehrani. Izhalajiz prejSnjega odstavka je problem
polnozrnatih mok kontaminiranih zit v tem, da nfseakcionirane, ampak je sestava enaka
kot je sestava zrnja. 1z literature je Ze dolgoraow, da so mikotoksini termostabilni tako
pri suhi kot tudi mokri toplotni obdelavi. Posebpomemben je mikotoksin DON. Po
literaturnih podatkih se v genem kruhu kotlina DON-a glede na vhodno surovino
zmanjSa le neznatno (Lancova in sod. 2008) mediemrezultati nekaterih avtorjev
navajajo, da je moge koncentracijo DON-a zmanSati tudi za—88% (Neira in sod.
1996). Raziskave tudi kazejo, da kemijski adsolberd nizanje koncentracije
mikotoksinov, ki so ginkoviti in vitro, niso nujno enako dinkoviti in vivo. Se vé, na
zivilih jih je brez negativnih vplivov skoraj nemage aplicirati.

V delu projekta, ki smo ga namenili tehnoloSkim tpp&om v predelavi Zit, smo
na osnovi empitinih testov poiskali mozne &iae ukrepanja za zmanjSanje verjetnosti
pojavljanja mikotoksinov v izdelkih, namenjenih patniku. Osredot®li smo se na
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DON, ki je v zitih zelo razSirjen in predstavljarpemben prehranski dejavnik tveganja
tako za zivali kot tudi za ljudi. Ker je DON zeltabilen ter odporen na mletje in procese
predelave, kontaminacije izdelkov iz zit z DON pstgone moremo prepiiéi. Preverili
smo winek postopkov priprave Zita na mletje na vsebrtoksinov, @inke pogojev
neoptimalnega skladiénja zrnja, razporeditve toksinov v r&nih frakcijah mletja ter
ucinek postopkov priprave polnozrnatega testa na nasb toksinov v kotnem
proizvodu.

Poskuse smo izvajali na laboratorijskih napravaw i@ealnem industrijskem okolju
v pogoijih, ki so povpr&ni za to branzo na dejanskih industrijskih naprafsiadise Zzit,
mlinska cistilnica, mlin, pekarna). Testni Zziti sta bili pgea in koruza. Kemijske,
fizikalne in organoleptine analize smo izvajali v lastnih ustrezno opremije
laboratorijin. Preliminarne teste vsebnosti toksinemo izvajali s pomfo ELISA
metode, preostale analize so bile opravljene na VF.

PoskusSali smo ugotoviti, ali so pogoji blizu zger$ie dopustne vsebnosti vode v
zrnju Se optimalni za ¥etno skladi8enje kontaminiranih zit. V ta namen smo izvedli
poskus skladi®enja koruze v atmosferi;Nn CO,. S poskusom s frakcioniranjem plasti
pSenice med postopkom mletja smo zeleli ugotowatapdeljenost toksinov v posameznih
slojih (frakcijah) mletja. S poskuso®iscenja zitne meSanice pred mletiem smo zelel
pokazati, da je z opfnimi napravami mogte zmanjSati vsebnost kontaminiranih zrn in
toksinov. Moznosti za znizevanje vsebnosti tokeiazdelkih, pripravljenih iz surovin,
ki so vsebovale znatno kaino toksinov, smo preverili s pripravo izdelkov gspopkom
zamesa z uporabo kl&rih tehnologij, kislih mikrobnih bakterijskih starfev in drugih
morebitnih naravnih adsorbentov.

2 MATERIAL IN METODE DELA

Poskus enoletnega sklatkfija koruze, kontaminirane z DON, v atmosfegi iIN CO;,
smo izvedli v treh desetlitrskih plagtih vedrih s plastnim pokrovom. Pred pfetkom
skladi€enja smo po ugotovitvi stopnje vlaznosti zrnja igirh analizatorjem zrnja
(FOSS) z enakomernim prhanjem in homogenizacijatiqubtrebno kokiino vode, tako
da je kokna vlaznost znaSala 15 %, kar je nekoliko nad agtim vlaznostjo za
dolgotrajno skladi&nje. V prvem poskusu smo iz vedra izpodrinili zeakivajanjem
duSika iz jeklenke s pond cevke na dnu vedra, v drugem poskusu smo ugorabi
ogljikov dioksid, tretji poskus je sluZzil kot primava. Odsotnost kisika smo preverjali s
pomaijo elektronskega analizatorja kisika Oxibaby Cadatee (Witt). Dolaanje
mikotoksina DON je bilo izvedeno z metodo ELISAefdtox® HS testi) z avtomatskim
mikrotitratorjem in spektrofotometrom Veratox. RBk®vani vzorec je bil ekstahiran z
raztopino metanola. Po filtraciji izvedemo v miktetski napravi inkubacijo s kitom
reagentov in vrednost didamo spektrofotomettno.

Izvedli smo poskus s frakcioniranjem plasti pSenicestopenjskim mletjiem z
izlocanjem zunanjih plasti na industrijskem mlinu pr@glca Sangati. Moka je bila
mleta po obiajnem diagramu na naslednje frakcije; zdrob tipd @%), polbele in bele
moke (60 %),érna moka tipa 1600 (10 %) in otrobi (25 %). Poskig&genja zitne
meSanice pred mletjem je bil izveden na industeislelektronskem oginem separatorju
Sortex (Buhler). Napravo je potrebno predhodnaokeéiti tako, da se dototipicen videz
neoporéne in oporéne frakcije. To se izvede tako, da se skozi naprejprej spusti
zrnja, ki so slabo razvita (puhla fuzariozna zmaina, na katerih smo zaznali rast gliv).
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Napravo nastavimo tako, da so to (Skart) zrnjgihkmora naprava izkati iz glavnega
vzorca.

Raziskali smo moznosti za znizevanje vsebnostinoksy izdelkih pripravljenih iz
surovin, ki so vsebovale znatno katio toksinov. Testni izdelek je bil kruh, uporalsitno
razlicne postopke podaljSane fermentacije testa z upokaitn mikrobnih bakterijskih
starterjev: naravnega kislega testa, kislega tesigravijenega s pondpo mikrobne
kulture Lactobacillus plantarumDanisco Lp 115, ter testa z dodatkom posusSerdsiin
celic Saccharomyces cerevisiaetesta, pripravljenega z @ajno kulturoSaccharomyces
cerevisiae. Za pripravo meSanega koruznega kruha smo upiopdentno moko, ki smo
ji dodali kontaminirano koruzno moko, tako da jelmsost DON znaSala 500 ppb. Za test
smo pripravili Stiri razkéna predtesta, ki smo jih inkubirali (24-urna fernaana) v
hladilniku pri temperaturi 8C in na sobni temperaturi pri 2€. Predtesto smo uporabili
v glavnem zamesu v razmerju 50:50.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Predvidevali smo, da nepralasno dosuSevanje koruze (pri pSenici se sicer to
redko dogaja) in slabo skladéhje md@no poslabSata kvaliteto zrnja. Za poskus
enoletnega skladiénja koruze, kontaminirane z DON, v atmosfed IN CO,, smo
dolccili koli cino DON-a pred in po koncu skladeénja. Z&etna koncentracija je znaSala
3,4 mg/kg, kotina koncentracija pa 3,7 mg/kg pri poskusu v navadmosferi in 3,3
mg/kg pri poskusih v atmosferi duSika in ogljikogeglioksida. Ugotovili smo, da
sprememba kaline DON-a (pri 15 % vlaznosti zrnja) ni povezanaazinom skladigenja
in ni statisténo zn&ilna.

V poskusu, pri katerem smo imitirali sklagghje neposuSene koruze, smo
ugotovili, da skladi®&nje vatmosferi N in CO, odlccilno vpliva na kokno vsebnost
toksinov po enotedenski inkubaciji v testnih posoga 26°C. Koruzo smo navlazili na
18 % vlaznost, kolikor bi vlaznost lahko realno Zala pred ptietkom suSenja. Zatna
koncentracija DON-a je znaSala 3,4 mg/kg, d&@n koncentracija pa 30,5 mg/kg pri
poskusu v navadni atmosferi ter 4,3 mg/kg pri pegkw atmosferi duSika in 4,0 mg/kg v
atmosferi ogljikovega dioksida.

Znano je, da je koncentracija mikotoksinov v perfie delih zrnja in kalku vesja.

V realnih industrijskih razmerah smo poskusali ogdt, koliko je mog@e zmanjSati
koncentracijo mikotoksinov v frakcijah mletja zanh@ano uporabo. S poskusi v realnem
sistemu mletja na industrijskem mlinu Sangati j® higotovljeno, da se koncentracija
DON-a v frakciji moke zmanjSa za povpm® 17 %,c¢e izlacimo 25 % zunanjih delov
zrnja (otrobov) in za 24 %e izlacimo 35 % zunanjih delov zrnja, to je otrobov in mok
viSjega tipa meljave. Sorazmerno se v obeh frakajananjih delov zrnja koncentracija
DON-a poveéa. NajmanjSa koncentracijo DON-a je bila dosezerfaakciji iz sredine
zrnja, to je zdrobu tipa 400.

Poskusc¢is¢enja zithe meSanice pred mletiem je bil izvedenimgustrijskem
elektronskem optnem separatorju. Naprava deluje na osnovi prep@mavz glivo
poskodovanih zrn. Tako prepoznavanje je relativiahitevno, naprava ni sposobna
povsem lgiti zdravih od nezdravih zrn. V poskusih se je prlta, da naprava izid
preve& zrn, v izmetu hibnih zrn najdemo tudi zdrava imraino. Kljub vsemu tako
Cis¢enje ocenjujemo za uspeSno. Z dallmjem vsebnosti DON-a v meSanici pred
¢iséenjem in pociséenju s hitrimi testom je bilo ugotovljeno, da jeelimost DON-a
mogaie zmanjSati za 80 %.
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V poskusu priprave kislega predtesta, inkubiran2gaur pri sobni temperaturi je bilo
ugotovljeno, da je moge vsebnost toksinov v kénem izdelku, pripravljenem iz
kontaminirane moke zmanjSati. V korem izdelku je bila koncentracijia DON-a
zmanjSana za 20+9%. Sipanje rezultatov je relatiwediko, vendar zmanjSanja
koncentracije DON-a glede na literaturne podatkeébinenogli pripisati le temperaturni
obdelavi pri peki izdelka. Po drugi strani pa tutkkaj deset odstotno zmanjSanje
koncentracije toksina v primeru, ko je koncenti@adipksina v vhodnem materialu zelo
presezena, ne bi pomenila znatnega napredka. Bratiei so tudi morebitni razgradni
produkti toksina, zagotovo bi bilo potrebno v tejesi poglobiti raziskovalno delo.
Postavljeni cilj, da bodo na osnovi em@nih testov v tehnoloSkih postopkih v
mlinsko predelovalni industriji podani moZzni dia ukrepanja za doseganje manjSe
verjetnosti pojavljanja ostankov v izdelkih, nanmesmh potrosSniku je bil dosezen.

4 ZAKLJU CKI

Poskus enoletnega sklatgfja koruze, kontaminirane z DON, v atmosfesi iN
CO, je pokazal, da sprememba Ratie DON-a (pri 15 % vlaznosti zrnja) ni povezana z
natinom skladigenja in ni statistino zn&ilna. Nasprotno pa je poskus s sklgdi§em
nesusene koruze z 19 % izhati8 vlaznostjo pokazal, da sklatihije v atmosferi Nin
pred mletjem je bilo ugotovljeno, da mora biti reag precizno umerjena na hibna zrnja s
prepoznavnimi vidnimi zunanjimi znaki, ki so poskl kontaminacije z glivami.
Ugotovljeno je bilo, da je vsebnost DON z tako mapr mogée zmanjSati za 80%. S
poskusi v realnem sistemu mletja na industrijskefmumje bilo ugotovljeno, da se
koncentracija DON-a v frakciji moke zmanjSa za p&ipo 17 %,ce izlatimo 25 %
zunanjih delov zrnja (otrobov) in za 24 % izlacimo 35 % zunanijih delov zrnja, to je
otrobov in mok viSjega tipa meljave. Sorazmern® sbeh frakcijah zunanjih delov zrnja
koncentracija DON-a pova. NajmanjSa koncentracijo DON-a je bila dosezefakciji
iz sredine zrnja, to je zdrobu tipa 400. Poskuprpxie kruha s 24-urno predfermentacijo z
uporabo kislih mikrobnih bakterijskih starterjevZkgo, da bi bilo mogée relativho
majhno zmanjSanje koncentracije DON-a dosedi z vodenjem tehnoloSkega postopka
priprave kruha. Vendar je zmanjSanje koncentrgogenajhno, da bi bil postopek uspesen
pri znatno kontaminiranih surovinah.

5 PRIPOROCILA

Priporata se takojSne suSenje ne dovolj suhega zita (kpraimer se vsebnost toksinov
lahko znatno pova.

Med ¢akanjem neoptimalno suhega Zita (koruze) na sudsnipo moga@e z uporabo
atmosfere dusika in ogljikovega dioksida zaustanafpredovanje kontaminacije z DON.

VVVVV

zmanjSati koncentracijo toksinov.

S frakcionirnim mletje pSenice je magodobiti izdelke z zmanjSano k&ho DON-a.
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ZAKLJU CKI IN PRIPORO CILA

Iz porciil, ki se nanaSajo na posamezne cilje projektaazeidno, da so bili zastavljeni
cilji dosezeni. V zvezi s posameznimi cilji projaldmo pripravili zakljtke in pripordila.

Uradni nadzor zivil in kontaminiranost zivil na slovenskem trgu z mikotoksini

- 'V prihodnosti bi bilo koristno razsiriti/poglobiti raziskovanje prisotnosti
mikotoksinov v integriranih in ekoloskih Zitih téitnih izdelkih na slovenskem trgu.
Z dovolj velikim Stevilom vzorcev s slovenskegaatrhi lahko pridobili statistno
zn&ilne rezultate in ugotovili vzroke za potencialn@jo vsebnost mikotoksinov v
integriranih in ekoloskih izdelkih v primerjavi soRvencionalnimi. Na osnovi
izsledkov te raziskave zaradi pomanjkanja Stevlareev namré&ni mot z gotovostjo
trditi, da je glede vsebnosti mikotoksinov katedakekupina zitnih izdelkov
(konvencionalna, ekoloska ali intergrirana) za q@&tike ugodnejSa od druge.
Ugotovitev je videti v neskladju z rezultati trejge dela raziskave (Ugotavljanje
okuzenosti raztinih sort/hibridov pSenice in koruze s fuzariozarsi poljskimi
poskusi), kjer je bilo ugotovljeno, da je okuZengsenice iz ekoloSke pridelave
precej manjSa kot okuzenost integrirano pridelapenjge. Neskladje je manjSe&e
primerjamo ugotovljene koncentracije DON. Te se bilekoloSko pridelanih vzorcih
iz okolice Rakéana v povprgu nekoliko visje kot v vzorcih iz integrirane peldve.
V Jablah je bila vsebnost DON v zrnju iz ekoloSk&lglave izrazito nizja kot pri
tistih iz integrirane pridelave. Razliko v rezulktapa lahko razlozimo tudi s tem, da je
pri poljskih poskusih Slo za slovensko pSenico, t@edko je uradni nadzor poleg
vzorcev slovenskega porekla zajel tudi vzorce imydr drzav EU in iz tretjih drzav,
ki so dostopni na slovenskem trgu. Nadalje se tatiudbeh delov raziskav nanasajo
na razléna obdobja (uradni nadzor 26€812, poskusi na polju 2032014) in tudi
Stevilo vzorcev v obeh raziskavah je bilo r&zd.

- Nadgradnja raziskave bi lahko bila vzporedno speame prisotnosti pesticidov,
zlasti fungicidov, v zitih in zitnih izdelkih v odsnosti od metode
pridelave/predelave.

- Podatke za zgoraj navedeno raziskavo bi bilo mgiubobiti tudi s prilagojenimi
letnimi plani vzotenja v okviru uradnega nadzora. Rezultati tovrstmédaljnjih
raziskav bi v bodénosti prispevali k zmanjSevanju vsebnosti mikotoksiv Zitih in
zitnih izdelkih, kar je pomembno za 2a6 vseh potrosnikov.

- Glede na pridobljene rezultate bi bilo zazelendagaditi zakonodajo na podijol
ekoloSke in integrirane pridelave/predelave v smigdnega spremljanja kinih
mikotoksinov v zitih in zitnih izdelkih.

- Priporailo potroSnikom na osnovi izsledkov te in sorodrakiskav: Uravnotezena in
raznolika prehrana je tudi glede izpostavljenostikatoksinom pomembna.
Enostransko prehranjevanje s polnozrnatimi Zitnimdelki oziroma otrobi lahko
poveta moznost za o izpostavljenost mikotoksinom, ki so za zdrawedjivi.
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Analiza vzorcev koruzne in travne silaZze s slovengkkmetij

- Glede na finatno omejenost raziskav v Sloveniji predlagamo, darassskave o
vsebnostih mikotoksinov v silazah nadaljujejo. \bjpktu smo vsako leto analizirali
40 vzorcev, précemer smo imeli dve moznosti — ali jih odvzamemacph Sloveniji
ali pa na posameznem podjta Odlctili smo se za drugo moznost, poleg tega pa smo
se odlgili za odvzem jeseni in spomladi na isti kmetijg bi zaznali morebiten vpliv
skladi€enja. Ugotovili smo, da razlik ni, zato bi se lahko naslednjih letih
osredotdili na posamezno podée ali pa bi vsako leto odvzeli vzorce po Sloveniji
kar pomeni manj vzorcev s posameznega pgayoendar je zajetih ¥epodraij.
Najbolj kontaminirani so bili vzorci s StajerskeimPrekmurja.

-V raziskavo so bile zajete kmetije, kjer pri zivahi bilo opaznih klintnih znamenj
bolezni. Mogd@e bi bilo smiselno, da se v prihodnosti usmerimokneaetije, kjer
imajo zdravstvene tezave.

- Pripora@amo, da se uvedena metoda za ¢kige v€ mikotoksinov hkrati izkoristi v
nadaljnjih raziskavah in za strokovno operativnédod® metodo bi bilo smiselno
dodati Se druge toksine (aflatoksine, bovericinjinen patulin, sterigmatocistin,
andrastin, itd.), kajti wlankih Ze opisujejo dol@nje v€ kot 100 mikotoksinov
hkrati. Poudarimo naj, da so te metode opisanskaralno, zato ne verjamemo, da
bi jih lahko uporabljali v vsakdanji praksi. Izv@db pa je, da bi lahko naenkrat
dokazovali cca. 25 mikotoksinov.

Ugotavljanje okuzenosti razlénih sort/hibridov pSenice in koruze s fuzariozami s
poljskimi poskusi in s tem povezane odpornosti tepreuditev arhivskih podatkov in
znanstvene literature o pojavljanju fuzarioz na kowzi in zitih v Sloveniji

Na podlagi rezultatov pridobljenih v treh letih (Z8:14) na dveh poskusnih lokacijah
(Rakitan, Jable), ki se med seboj razlikujeta tako ponereskih kot pedoloskih razmerah,
lahko zaklj@gimo, da na pojavnost fuzarioz v pSenici in posiadi mikotoksina DON
vpliva predvsem lokacija in ne sorta. Kljub tema, sk v literaturi opozarja o pogosto
presezenih vrednostih DON v pSenici in drugih &traitih, tega na osnovi pridobljenih
podatkov ne moremo potrditi. Od pregledanih 169rege pSenice, jih je samo 9
presegalo zgornjo dovoljeno mejo vsebnosti DON Q12fy/kg), t. 5,3 % vseh
analiziranih vzorcev. Vsi vzorci s presezeno vreipoDON so bili odvzeti na lokaciji
Jable. V Jablah je bilo povgma okuzenost zrnja z glivamBk. culmorumin F.
graminearum potencialnima tvorkama DON, v letih 264123 precej v&a kot v
Rakicanu, kar se je odrazilo tudi v §jevsebnosti DON. S ponijo statisténe analize
pridobljenih podatkov smo ugotovili linearno regf@sned okuzZenostjo zrnja pSenice z
glivamaF. graminearumin F. culmorumter vsebnostjo mikotoksina DON. Zakaj sta se
omenjeni fuzariozi v v@em obsegu pojavljali na lokaciji Jable, je najwe& razlogov.
Bolj humidna klima vsekakor prispeva k optimalngSipogojem za okuzbo s
fuzariozama, hkrati pa skupaj z bolj tezkimi oghejei tlemi onemog®a optimalno
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pripravo tal pred jesensko setvijo. Na poskusnittglah, tako v Rakanu kot Jablah Ze
dolga leta prakticirajo dvopolje koruza - pSeniar, s fitosanitarnega stale ni primerno
in naj bi pripomoglo k vgi okuZenosti pSenice s fuzariozami in kontaminastjo z
mikotoksini. Kljub temu je bila v letih 20343 povpréna vsebnost mikotoksina DON v
zrnju pSenice iz Rakana dalé pod zakonsko predpisano zgornjo mejo, le 1gikg, leta
2014 pa celo na meji detekcije. To gre pripisatbrdoizvedenemu méénju ostankov
okuzene koruze in optimalnemu zaoravanju le teglolino okoli 25 cm. Oboje omoga
hitro mikrobioloSko razgradnjo okuzenih ostankov sntem zmanjSanje infekcijskega
potenciala fuzarioz v naslednjem letu, kar se pgedv kaze v zmanjSanem oblikovanju
spolnih trosi§ gliv. Na lokaciji Jable so bili te agrotekini deli slabSe izvedeni.
Koruznica ni bila fino zmwena in tudi slabo zaorana, tako da so na povrEpstali veji
kosi okuzenih stebel. Na tako velikih ostankih fizze zlahka prezimijo in naslednje leto
v spolnih trosi8ih oblikujejo ogromno trosov, ki okuzujejo pSenigocasu cvetenja.
Menimo, da je zelo globoko zaoravanje na tezkih festali8a mikrobioloSke razgradnje
ostankov okuzenih rastlin neprimerno. V nizjih pdds tal je ta up&asnjena zaradi
pomanjkanja kisika in manjSe Sta¥ibsti mikroorganizmov.

Podobno kot pri pSenici je okuZenost koruze z ghaaF. culmorumin F.
graminearum tvorkama mikotoksina DONob¢utno veja v Jablah kot Rakanu. Izvor
kuzila je precej verjetno v ostankih okuzene korukzge prejsnje leto rastla na sosednjih
parcelah. Spolne spore gllusariumspp. se namiebrez tezav razSirjajo z Z@ami
tokovi. Na podlagi analize podatkov smo podobno got pSenici ugotovili linearno
regresijo med okuzenostjo zrnja koruze z glivafmaraminearumin F. culmorumter
vsebnostjo mikotoksina DON, s tem da je regresifgkeezava Se ntoejsa.

Tako koruzo kot pSenico okuZzujejo skoraj ideméi Fusariumvrste, kar omogta
njihovo ohranjanje v ozkem kolobarju koruza-zZitgposledéno vejo gospodarsko Skodo.
Slovensko kmetijstvo je Zivinorejsko usmerjeno,otatta na njivah pretezno gojimo
rastline, ki so namenjene Zivalski krmi (koruzaaitn.). Ugotovimo lahko, da pri nas v
poljedelski pridelavi previaduje ozek kolobar (koay zita) ali v nekaterih primerih celo
monokultura (koruza). V nadaljevanju navajamo nékédpbarje, ki bi bili s fitosaniarnega
stalia primernejSi v smislu zmanjSevanja potencialniluztk s fuzariozami, pa tudi
drugimi rastlinkimi patogeni ter omejevanja Skodark Skodljivcev. Predlog kolobarjev
sta pripravila dr. Igor Santavec in dr. Darja Kocjacko. V posameznih kolobarjih so
glavne kulture napisane z velikikami.

=g

zahodni Sloveniji:

1. leto:KORUZA (za zrnje ali silazo)

2. leto:JARI OVES (podsevekrna detelja)
3. leto:CRNA DETELJA

4. leto:OZIMNA PSENICA ; oljna redkev

B) Priporodila za Stiriletni kolobar z menjavanjem listank (Ln Zit (Z) (L-Z-L-Z) za
poljedelske in zivinorejske kmetije v SV in zaho@loveniji:
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1. leto:KORUZA (za zrnje ali silazo)

2. leto:JARI OVES; oljna redkev

3. leto:BOB

4. leto:OZIMNI JE CMEN:; mnogocvetna ljuljka
1. leto:BUCE

2. leto:OZIMNA PSENICA ; krmna ogrgica
3. leto:GRAH

4. leto: TRITIKALA ; facelija

1. leto:KORUZA (za zrnje ali silazo)

2. leto:JARI OVES; mnogocvetna ljuljka
3. leto:SOJA (za silazo)

4. leto:OZIMNA PSENICA ; oljna redkev
1. leto:KORUZA ZA ZRNJE

2. leto:JARI OVES; landsberSka meSanica
3. leto:SILAZNA KORUZA

4. leto:OZIMNA PSENICA ; krmna ogrg&ica

C) Priporadila za Stiriletni kolobar z menjavanjem listank (Ln Zit (2) (L-L-Z-Z) za
poljedelske in zivinorejske kmetije v SV in zaho@loveniji:

1. leto:KROMPIR ; rziga

2. leto:KORUZA (za zrnje ali silazo)
3. leto:OVES

4. leto:OZIMNA PSENICA ; repa

D) Priporodila za star slovenski petletni kolobar (oves-deadlj-Z-7) za poljedelske in
Zivinorejske kmetije v SV in zahodni Sloveniji:

1. leto:OVES (podsevek DTM)

2. leto:DETELIJNO TRAVNA MESANICA (DTM)
3. leto:SILAZNA KORUZA

4. leto:OZIMNA PSENICA

5. leto:OZIMNI JE CMEN; silazna koruza

E) Priporocila za star slovenski petletni kolobar (oves-dedelj-Z-L) za poljedelske in
Zivinorejske kmetije v SV in zahodni Sloveniji:

1. leto:OVES (podsevek DTM)

2. leto:DETELINO TRAVNA MESANICA (DTM)
3. leto:BUCE

4. leto:OZIMNA PSENICA ; krmna ogr8ica

5. leto:KORUZA (za zrnje ali silazo)
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F) Priporocila za renski petletni kolobar (L-Z-Z-L-Z) za polgelske in Zivinorejske
kmetije v SV in zahodni Sloveniji:

1. leto:KORUZA (za zrnje ali silazo)

2. leto:JARI OVES

3. leto:OZIMNA PSENICA ; landsberska meSanica
4. leto:KORUZA (za zrnje ali silazo)

5. leto:OZIMNI JE CMEN;; sudanska trava

1. leto:GRAH

2. leto:OZIMNA PSENICA

3. leto: OZIMNI JE CMEN;; bela gorjusica

4. leto:KORUZA (za zrnje ali silazo)

5. leto:JARI OVES; facelija

1. leto:BOB

2. leto:OZIMNA PSENICA

3. leto: TRITIKALA ; bela gorjuSica

4. leto:KORUZA (za zrnje ali silazo)

5. leto:JARI OVES; facelija

1. leto:OLINA OGRSCICA ; silazna koruza

2. leto:JARI OVES

3. leto:OZIMNA PSENICA ; landsberska meSanica
4. leto:SILAZNA KORUZA

5. leto:OZIMNI JE CMEN

Poskusi v mlinsko predelovalni industriji za zmanj&nje pojavljanja ostankov v
izdelkih, namenjenih potrosniku

- Priporata se takojSne suSenje ne dovolj suhega zita (kprszeer se vsebnost
toksinov lahko znatno pova.

- Med ¢akanjem neoptimalno suhega Zita (koruze) na su&efygo moga@e z uporabo
atmosfere dusSika in ogljikovega dioksida zaustamdpredovanje kontaminacije z
DON-om. Potrebno bi bilo evalvirati.
zmanjSati koncentracijo toksinov.

- S frakcionirnim mletje pSenice je magodobiti izdelke z zmanjSano k&iho DON.
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