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INFLUENCE OF LACTIC ACID BACTERIA STARTER CULTURES
ON OCHRATOXIN A CONTAMINATION OF MAIZE GRAIN ENSILA  GES

Summary

Maize grain is a valuable fodder but often contaaéa with ochratoxin A, which makes it dangerousaftimals, espe-
cially for pigs. The influence of synergistic aities of selected lactic acid bacteria strains arhmtoxin A contamination
of maize grain silage was evaluated. Ensilages @it without examined strains of lactic acid baterere made. The
content of ochratoxin A was 75% lower in the emgg@léreated with bacteria than in fresh grain angrsficantly lower than

in the control ensilage.
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WPLYW KULTUR STARTEROWYCH BAKTERII FERMENTACJI MLEK

OWEJ NA

OBNIZENIE SKAZENIA OCHRATOKSYN A A KISZONEGO ZIARNA KUKURYDZY

Streszczenie

Ziarno kukurydzy stanowi wariciowg pasz, jednake jego ceste zanieczyszczenie ochratolspnstwarza zagrenie dla
zdrowiazywionych nim zwier#, szczegolnie trzody chlewnej. Zbadano wplyw gjoenego dziatania wybranych szcze-
péw bakterii fermentacji mlekowej na skaie ochratoksynA kiszonek z catego ziarna kukurydzy. Wykonarmokie bez

i z dodatkiem badanych szczep6w bakterii fermentadekowej. W kiszonce z dodatkiem preparatu bgktego zawarté’
ochratoksyny A byta o 75%z8ra ni w surowym ziarnie oraz istotniezaza nt w kiszonce kontrolne;j.

Stowa kluczoweochratoksyna A, kiszonka z catego ziarna kukwrybdakterie fermentaciji mlekowej, kultury starteeow

1. Wprowadzenie

skazonych ochratoksynA. Ochratoksyna wchtaniaesbo-
wiem z przewodu pokarmowego i poprzez krew dystrybu

Od wielu lat kukurydza stanowi w Polsce jeden g na owana jest do tych tkanek i naeddw, ulega kumulaciji
wazniejszych surowcow glinnych stosowanych jako pasza w nerkach, wtrobie, mgsniach oraz tkance ttuszczowej

w zywieniu zwierat w postaci zielonki, kiszonki z catych
roslin, kiszonki z kolb (CCM) oraz z ziarna. Kiszonammo

[7].

Ze wzgkdu na powszechne wygibwanie toksyn ple-

kukurydzy to wartéciowa pasza dla bydta i trzody chlew- sniowych, w tym ochratoksyny A, oraz ich niekorzystn

nej. Ponadto kukurydza zostata dopuszczonaywieniu
zwierzt w produkcji ekologicznej jako zbowa pasza ro-
slinna.

Ziarno kukurydzy z powodu wysokiej wilgotém
podczas zbioru (30-40%) [1] bardzogsto jest porzane
przez grzyby pléniowe wytwarzajce mikotoksyny. Roz-
wijaja Sie one ju podczas wegetacji §lin (gtéwnie plgnie
z rodzajuFusariun), a take w trakcie przechowywania
ziarna. W umiarkowanym klimacie Polski bardzcesto
wykrywa sk obecné¢ ochratoksyny A (OTA) w ziarnie
kukurydzy, ktéra produkowana jest przez grzybympigwe
z rodzajuPenicilliumi Aspergillus[2].

dziatanie na organizmy zwieytzi ludzi bardzo wana jest
kontrola wys¢gpowania mikotoksyn, a tak poszukiwanie
sposobow na ich eliminacg pasz zywnosci.

Znane g rézne metody dekontaminacji ochratoksyny
A: fizyczne, chemiczne i biologiczne. Niezaie od zasto-
sowanej metody, musi ona speth@odstawowe kryterium,
jakim jest brak powstagych innych toksycznych zwd-
kéw w wyniku jej zastosowania [8]. Fizyczne i chemme
metody usuwania OTA niegsv petni skuteczne, a ponadto
dodawane do paszy w ramach tych procedunzkiche-
miczne mog wplywat negatywnie na jaké pasz, a tale
na zdrowiezywionych nimi zwierat. Z tego powodu coraz

Ochratoksyna A w 1993 roku zostata uznana przewigkszego znaczenia nabierapetody biologiczne, wyko-

Miedzynarodow Agencp Bada nad Rakiem (IARC) za
kancerogen klasy 2B. OTA wykazuje dzialanie nefketo
syczne, a najbardziej wiliwe na jej obecn& s swinie i
dréb [3]. W Polsce stwierdzonge ochratoksyna A wyst
puje powszechnie w surowicy krwi trzody chlewns], [¢o

rzystupce naturalne zdolgoi mikroorganizméw do usu-
wania mikotoksyn zérodowiska.

Wiele gatunkéw bakterii i dealzy [9] oraz grzybow
plesniowych [10, 11, 12] wykazuje w badaniaah vitro
zdolnaé¢ do degradacji ochratoksyny A w ponad 95%.

jest zwhzane z zanieczyszczeniem OTA pasz stosowanydRrzypuszcza sj ze proces degradacji ochratoksyny A po-

w zywieniu zwierat [5, 6]. Rozporadzenie Rady (WE) nr
1804/1999 z dnia 19 lipca 1999 r. w sprawie progiudm-

logicznej produktéw rolnych przewidujez ipokarm dla
drobiu w fazie tuczu powinien zawiér&o najmniej 65%

lega na hydrolizie wizania peptydowego przez enzym kar-
boksypeptydagz A - egzopeptydazodcinajca C-koacowe
aminokwasy z facucha polipeptydowego [13].

Zdolnas¢ do enzymatycznej hydrolizy ochratoksyny A

zb&. Powszechne stosowanie ziarna kukurydzy w karmiewykryto takze u bakterii fermentacji mlekowej z rodzaju

niu drobiu, a take trzody chlewnej mie zatem stwarza
zagraenie dla zdrowia ludzi, wskutek spavania przez
nich produktéw spioywczych pochodzenia zwiegzego
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Lactobacillus[14]. Z uwagi na toze bakterie fermentac;ji
mlekowej, stosowane w postaci kultur starterowyclaja
szerokie zastosowanie w produkcji kiszonych pastnjgje
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mozliwos¢ wykorzystania ich zdolrsoi do obnzania za- - ochratoksyna A — immunoenzymatyczny test ELISA
wartasci ochratoksyny A w kiszonkach z ziarna kukurydzy.przy wyciu komercyjnego zestawu firmy r-Biopharm,
Zastosowanie w procesie kiszenia ziarna kukurydepg@ - kwasy mlekowy, octowy, mastowy — metoda enzyma-
ratu bakteryjnego, ktéry zawiera odpowiednio dobkrantyczna przy wuyciu komercyjnego zestawu firmy
szczepy bakterii fermentacji mlekowej, stymatig proces r-Biopharm,
syntezy kwasu mlekowego i octowego oraz ograniceaj - kwasy propionowy i 1-propanol — metoda chromadegr
skazenie ziarna ochratoksynA, jest sposobem produkcji fii gazowej z zastosowaniem kolumienek SP C18 (f®ape
paszy bezpiecznej dla zdrowia zwigrz do oczyszczania prébek.
W celu oceny zmian zawasm ochratoksyny A w cza-
2. Cel bada sie kiszenia, wykonano dziesikiszonek déwiadczalnych
z catego ziarna kukurydzy w skali laboratoryjngjvieze
Celem bada bylo okr&lenie wptywu kultury startero- ziarno (to samo jak w dwiadczeniu w skali produkcyjnej)
wej zlozonej z wybranych szczepdéw bakterii fermentacijio masie 5 kg ubito w foliowych workach, ktére ddaato
mlekowej na stopie obnizenia zawartéci ochratoksyny A owinieto jeszcze trzema warstwami folii. Do kiszonek do-

w kiszonym ziarnie kukurydzy. dano opisany waej preparat bakteryjny w postaci roztworu
o wodnego rozpylonego na zakiszany materiat. Na 1-g k
3. Zatozenia metodyczne szonki wprowadzono ok. 4 x ijik. Kiszonki przechowy-

wane byly w temperaturze pokojowej, a fermentanje-

Ziarno kukurydzy wykorzystane do badayto zebrane kowq prowadzono przez 3, 5, 7, 10 i 13 tygodni. Po upty
w pazdzierniku 2010 roku i pochodzito z gospodarstwa rol yie odpowiedniego czasu kiszenia, otwierano po dkide
nego Agrokompleks facego w Polskim Konopacie (Woj. szonki i analizowano w nich zawastoochratoksyny A.
kujawsko-pomorskie, powiatwiecki). W gospodarstwie Analiza statystyczna wynikéw obejmowata anahga-
tym wykonano kiszonki z catego ziarna kukurydzy poriancji daswiadczenia jednoczynnikowego. Szczegétowego
siedmiu dniach od jego zbioru. Ziarno o masie ¥02aki-  porgwnaniasrednich i wyodgbnienia grup jednorodnych
szone zostato w foliowychekawach. Wykonano kiszok  dokonano, stosag test Tukey'a. Przyty poziom istotnéci

doSwiadczaln, do ktorej dodano kultarstarterow bakterii  wynosit 0,05. Analiz przeprowadzono przyzyciu pro-
fermentacji mlekowej oraz kiszoglkontrolr, bez dodatku  gramu STATISTICA 8.

bakterii. Kultura starterowa skladata; @ trzech szczepow
bakterii fermentacji mlekowe}-actobacillus buchnefKP 4 wyniki i dyskusja
907 p;L. plantarumS KKP 880 oraz.. fermentumN KKP

2020 p. Szczepy te natgdo Kolekcji Kultur Przemysto- W pierwszym etapie badalokonano mikrobiologiczne;
wych Instytutu  Biotechnologii Przemystu  Rolno- oraz fizyko-chemicznej analizy proby ziarna kukuryd
Spazywczego im. prof. Wactawa dbrowskiego i w bada- przeznaczonego do éluiadcze (tab. 1).

niach in vitro, w warunkach modelowych wykazywaty

zdoInd¢ do redukcji ochratoksyny A w ggwce hodowla-  Tap. 1. Mikrobiologiczna oraz fizyko-chemiczna aral
nej [15]. Kultura starterowa zastosowana zostafpostaci  ziarna kukurydzy

rozpuszczonego w wodzie granulatu, wyprodukowaneg@aple 1. Microbiological and physico-chemical arsdyof
opatentowasm metod, opracowan w Zaktadzie Technologii - maize grain
Fermentacji Instytutu Biotechnologii Przemysiu Rwmin

Spazywczego w Warszawie. Koncentracja bakterii w 1 g Parametry Swieze ziarno
preparatu wynosita 1 x 1Gtk., a stosunek masowy szcze- : P?',ra;"eters : Fresh grain
poéw w preparacie 1:1:1. Rozpuszczony granulat Zosta . Wulgonmc (A),) /MO'SFure 35,5
pylony na zakiszany materiat w takiej §t, aby uzyska Liczebna¢ g(jtzlzibc_’}’;’ pléniowych 45 16
koncentragj bakterii rzdu 4,0 x 18 jtk*g™ ziarna. Number gf moulds ’
Ziarno kukurydzy w ¢kawach przechowywane byto w Ochratoksyna A (ng*kg)
warunkach zewgtrznych od padziernika 2010 do maja Content of ochratoxin A 2200,0
2011 roku. Po uptywie 7 miegiy kiszenia z kilku miejsc
rekawa pobrano okoto 1 kilogramowe proby kiszonkgrit Badane ziarno w momencie zbioru zawieralo 35,5%

nastpnie pohczono i wymieszano. Z tak przygotowanejwjlgotnosci. Przy takiej wilgotnéci ziarna naspuje bardzo
proby pobrano nagbnie queﬁ_C 1OQ-grqmowych_pr_obek szybki rozwdj mikroflory niepgadanej, czyli bakterii
w celu wykonania analiz mikrobiologicznych i fizyko jgrzybow pléniowych. Powinno ono zaraz po omiocie zo-

chemicznych. stat zakonserwowane na przyktad poprzez zakiszenie [16]
W $wiezym jak i kiszonym ziarnie kukurydzy oznaczo- wyizolowane i zidentyfikowane w ziarnie grzyby fiiéo-

no nastpujace parametry: we naleaty do rodzajéwPenicillium sp., Mucor sp.Cla-

- pH - metod potencjometryczy dosporium spi Fusarium sp Zawartéé ochratoksyny A

- sucha masa —wg normy PN-ISO 6496:2002, w badanym ziarnie kukurydzy wynosita 2200 ng*kga-

- liczba bakterii fermentacji mlekowej — wg normWP  |ecenia Komisji z dnia 17 sierpnia 2006 r. (200G/SVE)

1ISO 15214:2002, wskazuj, iz w paszach o zawa#c wilgoci wynosacej

- liczba grzybow plgniowych — wg normy PN-ISO 1205 warté¢ orientacyjna ochratoksyny A nie powinna

7954:1999, przekracza 250 pg*kg™ w przypadku zbd i produktow

- identyfikacja grzybow pkmiowych — na podstawie ob- zhazowych przeznaczonych deywienia zwierat, przy
serwacji mikroskopowych oraz wyglu grzybni powietrz-  czym w przypadku mieszanek paszowych petnoporcjbwyc
nej wyhodowanej na pggwce statej, opierag sk na opisie i uzupetniajcych dlaswin wartas¢ orientacyjna dla OTA
wg. Fassatiowej [15], wynosi 50ug*kg™?, a dla drobiu 10Qg*kg™.
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Kiszonka wykonana z dodatkiem preparatu bakteryjnetoksyny w kiszonce z dodatkiem preparatu bakteggne
go charakteryzowala esinizszym pH, wysz zawartdcia ~ w poréwnaniu do kiszonki kontrolnej e swiadczy o
suchej masy, znacznie wszy zawartdcia kwasu propio- specyficznej aktywnixi badanych szczepéw wobec ochra-
nowego i 1-propanolu oraz w§zy zawartdcia kwasu mle-  toksyny A.
kowego w stosunku do kwasu octowego w poréwnaniu Na rysunku przedstawiono zmiany zawéctmchratok-

z kiszonk kontrolm (w kiszonce kontrolnej wtej bylo  syny A w kiszonkach z ziarna kukurydzy wykonanych
kwasu octowego w stosunku do kwasu mlekowego). W obw skali laboratoryjnej. Zawar§é ochratoksyny A obunita
kiszonkach wzrost grzybow pgleowych zostat zahamowa- sie w czasie fermentacji i po 13 tygodniach kiszenime
ny. W kiszonce z dodatkiem preparatu bakteryjnegwaz-  sita 400 ng*kd', czyli byta nizsza o ponad 80% w stosunku
tos¢ ochratoksyny A byla tsza ni w kiszonce kontrolnej do pocatkowej zawartéci mikotoksyny w ziarnie (2200

i wynosita 550 ng*kd, czyli o 75% mniej i w surowym  ng*kg™).

ziarnie. Analiza wariancji wykazafaz iuzyskanesrednie Obnizanie zawartéci OTA przez bakterie z rodzaju
wynikéw oznaczé OTA w kiszonce kontrolnej i w kiszon- Lactobacillusjest cech zalezna od szczepu [17], zatem za-
ce z dodatkiem bakterii zQity si¢ istotnie statystycznie. stosowanie w postaci preparatéw do kiszenia, wisgle

Spadek zawartgi ochratoksyny A w kiszonym ziarnie, nowanych szczepéw bakterii fermentacji mlekowej fa-w
niezalenie od zastosowania bakteryjnego inokulantuzeno $ciwosciach obntania s¢zenia ochratoksyny A, jest sposo-
wynika¢ z zahamowania wzrostu grzybow $lewych  bem zabezpieczenia kiszonego ziarna kukurydzy pskaee
w kwasnym srodowisku kiszonki. Nisza zawarteé miko-  zeniem.

Tab. 2. Charakterystyka mikrobiologiczna oraz fiaydhemiczna kiszonek z catego ziarna kukurydzy
Table 2. Microbiological and physico-chemical chetexrization of whole maize grain ensilages

Kiszonka z dodatkiem preparatyi

Parametry Kiszonka kontrolna bakteryjnego
Parameters Control ensilages | Ensilages with bacterial preparaf
tion addition
pH
pH 49 4,3
0,
Sucha masa (%) 652 713
Dry matter
Kwas mlekowy (g*kg’s.m.) 56 10.2
Lactic acid in 1 kg of dry matter ' '
%, ~1
Kwas octowy (g*kg. s.m.) 10,0 72

Acetic acid in 1 kg of dry matter
Kwas mastowy (g*kg* s.m.)

* *
Butyric acidin 1 kg of dry matter n.w. n.w.
1-propanol (g*kgt s.m.) Lt 17
1-propanole inl kg of dry matter T '
Kwas propionowy (g*kg* s.m.) 07 82
Propionic acid in 1kg of dry matter ' '
Ochratoksyna A (ng*kg)
Ochratoxin A 7600 550,0
Liczebna¢ grzyb6w pléniowych (jtk*g?) - -
b.w. b.w.
Number of moulds
*n.w.- ponkej granicy wykrywalngci
**pb.w.- brak wzrostu
a,b — grupy jednorodne
2500
2000
% 1500 +——
£
=
© 1000
500 +——
(] T T T T T
0 3 5 7 10 13

czas fermentacji/fermentation time [tygodnie/weeks]

Rys. Zmiana zawarfei ochratoksyny A w kiszonym ziarnie kukurydzy inbgwanym bakteriami fermentacji mlekowej
Fig. Change of ochratoxin A content in ensilagedzeagrain treated with lactic acid bacteria
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5. Podsumowanie i wnioski [5] Jedryczko R., Bancewicz E.: Wygiowanie ochratoksyny A
w paszach i komponentach paszowych w rejonie Warmii
W wyniku bada okrelono pozytywny wptyw syner- Mazur. Biuletyn Naukowy, 2000.
gicznego dziatania nagiujacych szczepow bakteritac- (6] Rosa C., Keller K., Keller L., Gonzales Pereyra Meregra
tobacillus buchneriKKP 907 p;L. plantarumS KKP 880 €., Dalcero A, Cavaglieri L., Lopes C.: Mycologicaineey

. R and ochratoxin A natural contamination of swinedfgaffs in
orazL. fermentumN KKP 2020 p na poprawjakosci ki- Rio de Janeiro State. Brazil”, Toxicon, 2009, 53,-288.

szonki z catego ziarna kukurydzy i obenie zawart€ci 7] Grajewski J: Maliwosci inaktywacji ochratoksyny A w ba-

ochratoksyny A. Na podstawie uzyskanych wynikéwasad daniachin vitro orazin vivo u kurcat. Wydawnictwo Aka-
sformutowano nagpujace wnioski: demii Bydgoskiej im. Kazimierza Wielkiego, Bydgogzc
1. Pod wplywem synergicznego dziatania badanycheszc 2003.

péw bakterii fermentacji mlekowej w warunkach ladtor  [8] Slizewska K.: Najlepsze metody walki ze skutkami dzieta
ryjnych uzyskano w 13 tygodniu kiszenia atemie zawar- mikotoksyn. Hodowca Drobiu, 2010, 4/10, 20-24.

[9] Fuchs S., Sontag G., Stidl R., Ehrlich V., Kundi Mnas-
muller S.: Detoxification of patulin and ochratox# two
abundant mycotoxins, by lactic acid bacteria. Fatl

tosci ochratoksyny A o 80% jej poatkowej zawartéci.
2. W warunkach przeprowadzonegoswi@dczenia pro-

dukcyjnego, w procesie 7-miesinedo kiszenia ziarna ku- Chemical Toxicology, 2008, 46, 1398-1407.
kurydzy w kkawach foliowych, pod wptywem bakterii 10} Abrunhosa L., Santos L., Venancio A.: Degradatiboahra-
fermentacji mlekowej, nagpito obnizenie w nim zawarto- toxin A by proteases and by a crude enzymeaspfergillus

sci ochratoksyny A. W czasie kiszenia z zastosowanie niger. Food Biotechnology, 2006, Vol. 20, 231-242.
preparatu sktadagego st ze szczepow bakterii 0 zdokw  [11] Varga J., Peteri Z., Tabori K., Teren J., Vagvoigyi Degra-

do obniania poziomu ochratoksyny A jej zawastspadta dation of ochratoxin and other mycotoxins Ritizopusiso-

srednio o 75% w stosunku do zawdiow wyjsciowym lates”, International Journal of Food Microbiolo@g05, vol.
L p h 99, 321-328.

ziarnie kukurydzy, z ktérego przygotowano kiszenk e 9’ o . .

3. Zastosowanie wybranych kultur szczep6w bakferi [12] Peteri Z., Teren J., Vaguolgyi C., Varga J.: Ochuatalegra-

. . ; . . dation and adsorption by astaxanthin-producing ¥.eavod
mentacji mlekowej z rodzajuactobacilluso zdolngciach Miclrobiology (Ma;F/))I 200%/. n-producing

antymikotoksynowych wplywa na obiinie zawartéci  [13]Stander M., Henke E., Bornscheuer U., Steyn P.:cBng
ochratoksyny A w kiszonym ziarnie kukurydzy w porow of commercial hydrolases for the degradation ofratcxin
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ryjne;j. 5736-5739.
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