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Abstrakt

Diplomova praca poskytuje suhrnny prehlad orode Penicillium, pricom sa
zameriava na vyskyt a toxinogenitu produkovanych mykotoxinov. Ciel'om diplomove;j
prace bolo sledovanie mykotickej kontaminacie pSenice potravinarskej (7riticum aestivum
L.) slovenského pdvodu dopestovanej v sezéne 2008, odobratej z regionov stredné¢ho (5
vzoriek) a vychodného (6 vzoriek) Slovenska. Z celkovo 11 povrchovo sterilizovanych
vzoriek pSenice a oplachu bolo vyizolovanych a identifikovanych 20 druhov penicilii na
po6dach DRBC, DYSG a sladine. Najvyssie druhové spektrum (11) bolo dokazané v pSenici
z Banskobystrického  a PreSovského  kraja  anajvy$Sia  pocetnost  jednotlivych
analyzovanych penicilii v pSenici z KoSického kraja (667). Z celkového poctu 902 izolatov
sa v najvyssej miere vyskytoval druh P. aurantiogriseum (581), ktory tvoril 64 % podiel
izolatov a P. chrysogenum (131) s 15 % podielom izolatov. Zistena endomykocendza
a oplach reprezentovana druhmi P. carneum, P. citrinum, P. coprophilum, P. crustosum, P.
griseofulvum, P. hordei, P. chrysogenum, P. roqueforti a P. verrucosum je nepochybne
vyznamna z toxikologického hladiska, nakol'ko 1ide o potencidlnych producentov
mykotoxinov. Takmer vSetky wuvedené kmene svynimkou P. chrysogenum
z endomykocenodzy a P. hordei a P. verrucosum z oplachu produkovali aspont jeden

mykotoxin v podmienkach in vitro pomocou tenkovrstvovej chromatografie.

KPucové slova: mykotickd kontaminacia, mykotoxiny, toxinogenita, tenkovrstvova

chromatografia



Abstract

The thesis provides an overview of the Penicillium genus, it focuses on occurrence
and toxigenity of produced mycotoxins. The aim of this work was to search the fungal
contamination of wheat (7riticum aestivum L.) of Slovak origin which was produced in the
2008 season and taken from Slovakia regions of middle (5 samples) and eastern
(6 samples). From a total 11 surface sterilized samples of wheat and rinsing were isolated
and identified 20 kinds of penicillins in soils DRBC, DYSG and malt agar. The highest
species variety (11) has been shown in wheat from Banské Bystrica and PreSov region and
the highest frequency of individual analysed penicillins in the wheat from KoSice region
(667). From total 902 isolates the type P. aurantiogriseum had the highest frequency of
occurrence (581), it formed 64 percents share of the isolates and P. chrysogenum (131)
with 15 percents share of the isolates. The observed endomycocenocy and rinsing was
represented by species P. carneum, P. citrinum, P. coprophilum, P. crustosum, P.
griseofulvum, P. hordei, P. chrysogenum, P. roqueforti and P. verrucosum its very
important from toxicological point of view as regards the potential producers of
mycotoxins. Almost all the species with the exception of P. chrysogenum from
endomycocenocy and P. hordei and P. verrucosum from rinsing produced at least one

mycotoxin in vitro conditions by thin layer chromatography screening method.

Keywords: fungal contamination, mycotoxins, toxinogenity, thin layer chromatography

screening method
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ay aktivita vody
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CYA Czapkov agar s kvasnicnym extraktom
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YES agar s kvasnicnym extraktom so sachar6zou



Uvod

Obilniny st neoddelitelnou sucastou vyvazenej a plnohodnotnej vyzivy. Maju
dominantné postavenie, pretoze zabezpecuji hlavny podiel denného energetického prijmu.
Celosvetovo najviac vyuZzivanou obilninou na svete je pSenica letnd forma ozimna
(Triticum aestivum L.), povaZzovana za zéklad vyZivy, najmi ak sa vyskytuje v celozrnnej
podobe. PSenicné zrna vyuzivané na produkciu potravin st moZznym zdrojom biologickych
kontaminantov, pricom medzi prvych kolonizatorov patria aj vlaknité mikroskopické huby
- mikromycéty.

V sucasnosti sa do popredia dostava problematika kontaminacie obilnin, kedze
zloZzenim predstavujii idedlny substrat pre rast a mnoZenie mikroskopickych hub. Ku
kontaminacii obilnych komodit Casto dochddza v skladovych priestoroch, o ma za
nasledok nedodrzanie vhodnych skladovacich podmienok (neprimerana vlhkost’, teplota,
pH, doba skladovania ai.). Medzi najvyznamnejSie skladové mikromycéty patria druhy
rodov Aspergillus a Penicillium, pricom predkladana diplomova praca sa zaobera
problematikou kontaminacie rodom Penicillium sp.

Okrem priameho znehodnotenia pSeni¢nych zfn peniciliami, o sa prejavuje
vizualnymi zmenami alebo potuchnutim, produkuji penicilia toxické sekundarne
metabolity — mykotoxiny. Su to stabilné, tazko degradovatelné toxické latky, ktoré
prenikaju do l'udského organizmu a vyvolavaju vazne akutne, resp. chronické poruchy
zdravotného stavu.

Vyskyt mikroskopickych hib neznamenad automaticky produkciu mykotoxinov,
pretoze schopnost’ produkovat’ mykotoxiny je variabilna, Casto byva na dlh§iu dobu
utlmena. Na druhej strane je nutné pripomenut, ze konkrétny druh penicilia moéze
produkovat’ sicasne aj viac druhov mykotoxinov. Mykotoxinogénna kontaminacia pSenice
a inych komodit je ¢asto nepredvidatel'na, preto si v praxi potrebné pravidelné odbery a
analyzy vzoriek zrdznych lokalit Slovenska s dorazom na zistovanie toxinogenity.
NajucinnejSou metddou na zabranenie kontaminacie obilnin je dodrZiavanie prevencie
pocas vegetacného obdobia, ako aj po zbere.

STubné vysledky poskytuje v sucasnej dobe aj genetické inZinierstvo, ktoré skuma
vyuZzitie antifungdlnych génov, ktoré by mohli zvysit' odolnost’ odrdd voc¢i mykotickej

kontaminacii.



1 PrehPad o sucasnom stave rieSenej problematiky

1.1 Charakteristika mikroskopickych hub

Agroekosystém je otvorend sustava, kde pritomnost’ vladknitych mikroskopickych
hab je beznou anevyhnutnou skuto¢nostou (Vaiova, 2008). Mikroskopické huby
(mikromycéty) st pritomné takmer vSade, v pdde, vo vzduchu, vo vode, na rastlinach,
surovinach 1 hotovych vyrobkoch. Zdrojom je najcastejSie pdda, v ktorej sa podielaji na
rozklade organickych latok, na tvorbe humusu apod. (Stevlikova et al, 2007b).
Mikroskopické huby sa nachddzaji na uskladnenych produktoch rastlinného 1 ZivociSneho
povodu, ktoré mézu za nevhodnych skladovacich podmienok znehodnocovat'.

Mikroskopické huby zaradujeme medzi jednobunkové alebo viacbunkové
heterotrofné organizmy (Stevlikova et al, 2007a). Vyznaduju sa pomerne vysokou
rychlostou rastu arozmnozovania, ¢o im umoZziuje za pomerne kratku dobu osidlit
rozsiahle masy substratu (Stevlikova et Kop&anova, 1994). Typicka je pre nich mycéliova
stavba, ktora umoziiuje vysoky stupen kontaktu s prostredim. K Sireniu dochéadza
vegetativne alebo prostrednictvom spor, ktoré sa v prostredi Siria vetrom a hmyzom
(Raj¢dkova et Mlynar, 2005). Mikromycéty su definované radom morfologickych,
genetickych a fyziologickych zvlastnosti a bohatd enzymatickd vybava im umoZiuje
rozloZit’ rozmanité organické materialy vratane koze, tkaniv, papiera, syntetickych farbiv,
niektorych druhov plastov a pod.

Mikroskopické huby sa podielaju na ochoreniach rastlin (fytopatogénne huby),
zvierat 1 I'udi. U l'udi prostrednictvom vdychnutia spor vyvolavaju alergie. Mikroskopické
huby st schopné prenikat cez tkaniva avyvolat infekéné ochorenia - mykozy.
V sucasnosti sa pozornost’ upriamila na mikromycéty produkujice toxické sekundarne

metabolity nazyvané mykotoxiny, ktoré vyvolavajl tzv. mykotoxikozy.

1.2 Mikroskopické huby kontaminujuce obilniny

V sucasnosti sa problematika kontamindcie obilnin mikroskopickymi hubami, ako
aj mykotoxinmi dostdva do popredia ato najmid zo strany potravinovej bezpeCnosti.

Obilniny sa pre mnohostranné vyuzitie radia k najvyznamnej$im druhom kultarnych plodin



(Karabinova et al., 1997). PSenica a produkty z nej vyradbané¢ maju vo vyzive l'udi svoje
nezastupitelné miesto. Na druhej strane je potrebné si uvedomit’, ze hlavnym zdrojom
toxickych metabolitov vo vyZive l'udi st prave kontaminované obilniny a produkty z nich
vyrobené (Sudyova et al., 2005). Obilniny predstavuji vhodny substrat pre rast
a rozmnozovanie vlaknitych mikroskopickych hub, aj v pripade nevhodnych skladovacich
podmienok, ako je vysoka vlhkost' a zvySena teplota (Pitt et Hocking, 1997; Kubatova,
2000).

Mikroskopické huby kontaminujuce obilniny sa vyskytuji na povrchu obiliek
vo forme spor (Tancinova et al., 2008). Dostatocna vlhkost’ na povrchu zrna postacuje na
klicenie arast spor, ¢o sa vizudlne prejavi farebnymi zmenami zrna (Lacey et Magan,
1991).

Podl'a Tan¢inovej et al. (2005), mikroskopické huby osidl'uju aj vnutro obiliek (vo
forme mycélia), pricom sa kontaminované zrno farebne nezmeni. Mikroskopické huby
menia kvalitu zfn, znizuji kli¢ivost’ a nutricné vlastnosti (Ramos et al., 1998), napriklad
klasy a napadnuté zrnd maji zhorSenu chlebopekarsku kvalitu, teda zniZzeni sedimentacnu
schopnost’ a obsah bielkovin (Sudyova et al., 2005). Najvyssie hodnoty mykoticke;
kontaminacie obilnin si zaznamenavané najmi pocas zberu, kedy mozu dosahovat az 10°
KTJ mikroskopickych hib v jednom grame (Tanc¢inova et al., 2001). Riziko nastdva najmi
vtedy, ked’ sa takto napadnuté zrna pouziji ako surovina do potravinarskych vyrobkov
alebo kimnych zmesi (Sudyova et al, 2005). Za optimalnych podmienok skladovania
pocet mikroskopickych hub kleséa (Tan¢inova et al., 2001).

Mykofléra skladovanej obilnej masy sa meni v zavislosti od podmienok
skladovania. Napr. niektoré druhy rodu Penicillium, ako Penicillium verrucosum
a Penicillium solitum najdeme len v miernych klimatickych podmienkach (Frisvad
et Filtenborg, 1989), zatial Co Penicillium aurantiogriseum, Penicillium commune
a Penicillium echinulatum sa bezne vyskytuja celoplo$ne vo svete (Frisvad et Samson,
1991).

Podl'a Jesenskej (1987) sa vSeobecne rozoznavaju dve najddlezitejSie ekologické
skupiny mikroskopickych vlaknitych hub, ktoré sa vyskytuji v obilnych zrnach. Su to
polI'né a skladové huby.



1.2.1 Pol’né huby

Za pol'né huby st pokladané mikroskopické huby, ktoré osidl'uji obilné zrna uz na
poli (Jesenska, 1987) a prejavy napadnutia je moZzné na obilninadch pozorovat’ pocas celej
vegetacie, no niektoré druhy mozu byt problémové aj v skladoch (Sudyova et al., 2005).
Pol'né huby mozno zaradit’ medzi hydrofilné mikroskopické huby, pretoze im vyhovuje
vys$i stupen vodnej aktivity, s vynimkou fuzarii nedestruuji zarodok zrna, nezapric¢inuja
osobitné biochemické zmeny, ani samozahrievanie zrna (Jesenska, 1987). Tieto huby mozu
negativne ovplyvilovat’ kvalitu zfn produkciou mykotoxinov (Filtenborg et al., 2002).
Belajova (2007) zdoraziuje, Ze ak ku kontaminacii dochddza na poli, rast mikroskopickych
hab méze pokracovat’ aj v pozberovom obdobi a pocas skladovania, avSak skladovanim
obilia pri nizkej vlhkosti, je rast a rozmnoZovanie polnych hub uplne potlaceny. Medzi
najzndmejsie rody pol'nych hub patria: Alternaria, Fusarium, Claviceps, Epicoccum a iné.

Druhy rodu Alternaria sa vyskytuji ako rastlinné patogény, avSak najCastejSie
napadaju obilné zrna. Kontaminacia alternariami je podmienena aj kvalitou zrna, osidl'uju
prevazne kvalitnejSie zrnd (Kosiak et al., 2004). RozSireny vyskyt alternarii na pSenici a
ich schopnost’ produkovat’ mykotoxiny poukazuje na moznl pritomnost’ toxinov v pSenici
(Maskova et al., 2011). Najvyssia uroven rozkladu obilnin druhom Alternaria tenuissima
bola zaznamenana pri pH 6,8 (Fapohunda et Olajuyigbe, 2006).

Rod Fusarium kontaminuje prevazne zrno so znizenou kvalitou (Kosiak et al.,
2004). Stupent napadnutia fuzariami je zavisly od agroklimatickych podmienok. VysSie
vyskyty su zaznamenané predovsetkym vo vlhsich oblastiach alebo v rokoch s dazdivym
pocasim (Vaiova et al., 2000). Mycélium fuzarii parazituje na povrchu obilky a prenika aj
do zarodku (Sudyova et al., 2005).

Studie ukazali, Ze stres zo sucha, ktory nasleduje po dostato¢ne vihkom obdobi ma
za nasledok rast Fusarium moniliforme a produkciu fumonizinov. Za jeden z ddleZitych
faktorov v rozSirovani inokula je obeh urody. Polné pokusy potvrdili, ze vysledkom
sezonnej vysadby v poradi kukurica - soja je menej rozsiahla tvorba fuzarii nez pri poradi
kukurica — kukurica (Belajova, 2007).

Ako uvéddza Tancinova (2008), rast hub a produkcia mykotoxinov je v polnych
podmienkach ovplyvnena viacerymi faktormi:

e rezistenciou odrody

e fyziologickym stresom obilnin

e Jokalitou



e pocasim pocas vegetacie, resp. pocas zatvy
e obrabanim pody

e vyberom spravnej predplodiny

e dodrzanim terminu zberu

e spravnou fungicidnou ochranou

1.2.2 Skladové huby

Mikroskopické huby spdsobuja straty na obilninach i pocas skladovania. Udaje o
stratach obilnin pocas skladovania st vel'mi rozdielne (1 az 50 %). Pri¢inou tychto strat st
prave vlaknité mikroskopické huby, ktoré su pritomné bud’ samostatne alebo spolu
s hmyzom (Tanc¢inova, 2008).

Skladové huby tvoria samostatnii skupinu mikroskopickych vldknitych hub
(Jesenska, 1987). Ako kontaminanty sa do skladovych priestorov dostavaju na povrchu
obiliek s prachovymi €asticami, pozatvovou manipulaciou (Tancinova, 1997), rastlinnymi
zvySkami vo vreciach a pod. (Jesenska, 1987).

Skladové huby st nenaro¢né na vlhkost’, rozmnoZuja sa pri 17 — 20 % vlhkosti, pri
optimalnej teplote 25 az 30 °C (Jesenskd, 1987), ale za urcitych okolnosti (prudké vykyvy
teplot) moze v uskladiiovanych obilnindch nastat’ klicenie spor a rast skladovych hub uZz pri
13 % vlhkosti (Rajcakova et Mlynar, 2005). Podl'a Smith et Ross (1991) pri skladovani
substratov s nizkou vlhkost'ou, ako su napr. obilniny a krmiva zvierat, xerofilné druhy
rodov Aspergillus a Penicillium su zvyCajne Uplne dominantné.

Medzi skladové huby patria uz spominané kmene rodov Aspergillus a Penicillium.
Z rodov Aspergillus sa vyskytuja nayjmi kmene druhov A. candidus, A. flavus, A. oryzae, A.
versicolor, A. niger, A. ruber, A. ochraceus, A. glaucus a pod. Z rodu Penicillium sa ako
skladové huby vyskytuja napr. P. oxalicum, P. chrysogenum, P. viridicatum, P. palitans,
P. spinulosum a iné (Jesenska, 1987). TanCinova et Labuda (2006) sledovali mykoticku
kontaminaciu pSenice odobrani z velkokapacitnych skladov zo zberov vrokoch 2003
a 2004. Boli izolovan¢ tieto druhy penicilii: P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P.
citrinum, P. crustosum, P. digitatum, P. expansum, P. glabrum, P. griseofulvum, P.
chrysogenum, P. raistrickii a P. viridicatum. Podobne aj Fel$ociova et al. (2009) zo

vzoriek pSenice zo zapadného a stredného Slovenska zberanych v rokoch 2006/2007



popisuju Siroky vyskyt druhov P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. crustosum, P.

expansum, P. griseofulvum, P. chrysogenum a P. viridicatum.

1.3 Historia rodu Penicillium

Historia studia rodu Penicillium sa datuje do zaciatku 19. storoCia a je pomerne
dlhd arozsiahla. Prvotné pomenovanie Penicillium bolo pouzité ako rodové oznaenie
vroku 1809 nemeckym mykologom Linkom pre konididlne Stddium huby. Postupne sa
mykologovia 19. storoCia zacali sustredit na zastupcov tohto rodu spociatku
mikroskopickym pozorovanim na prirodzenom substrate. Neskor nasledovalo vyuZitie
¢istych kultar penicilii vykultivovanych za Standardnych podmienok, az sa zacali pouzivat
umelé média zaist'ujuce stalost’ zlozenia zivin (Kubatova, 1995a).

Nemecky mykoldg Brefeld v roku 1874 ako prvy pozoroval askosporové stadium
v stvislosti s konididlnymi Struktirami rodu Penicillium. Neskor sa zistilo, Ze niektoré
druhy rodu Penicillium su spojené s teleomorfnym rodom Talaromyces. V roku 1901
prirodovedec Dierckx popisal 25 novych druhov rodu Penicillium, priCom po prvykrat
zverejnil svoj navrh roz€lenenia rodu na dva podrody: Aspergilloides a Eupenicillium
(Kubatova, 1995a).

V USA sa zacal Stadiu penicilii venovat’ anglicky mykoldég Thom, ktory v roku
1903 publikoval rozsiahlu monografiu s popisom 300 druhov atiez s kli€om na ich
urcenie. Tato jedineCnd monografia tvori dovtedy prva ucelenu klasifikaciu rodu. Thom
rozdelil rod Penicillium do Styroch podrodov: Monoverticillata, Asymmetrica,
Biverticillata - Symmetrica, Polyverticillata — Symmetrica (Kubatova, 1995a).

V dalsich rokoch obohatili historiu rodu vyznamni mykologovia, ako napriklad
Bainier, ktory popisal viac ako 30 druhov rodu Penicillium, Biourge, Raper a Thom, ktori
sa podielali na vydani priru¢ky na uréovanie penicilii.

60. a 70. roky boli zamerané¢ na Studium teleomortnych rodov Eupenicillium a
Talaromyces. Najvacsie zéasluhy na tychto Studiach maju Stolkova a Samson (Stolk et
Samson, 1972).

V 80. a90. rokoch obohatili histériu rodu Penicillium australsky badatel’ Pitt
a Spanielsky mykolég Ramirez. Pitt pomocou fyziologickych stadii objavil dalSich 97
novych druhov rodu Penicillium a 53 novych druhov uvadza v suvislosti s teleomorfnymi

rodmi Talaromyces a Eupenicillium. Na zdklade vetvenia konidioféorov zaradil rod



Penicillium do Styroch zdkladnych podrodov: Aspergilloides, Biverticillium, Furcatum a
Penicillium, pricom toto Clenenie pretrvava nezmenené dodnes. Ramirez sa vo svojej
monografii, ktort obohatil aj farebnou obrazovou prilohou, zameral na druhy rodu
Penicillium bez teleomorfnych Stadii.

Vyuzitim sekundarnych metabolitov v taxonémii sa zaciatkom 80. rokov zacali
venovat  Filtenborg a Frisvad. Podielali sa na zjednoduSeni metddy tenkovrstvovej
chromatografie (TLC), pricom doSlo k zdokonaleniu metdd vysokotlakovej kvapalinove;j
chromatografie (HPLC) s detekciou ultrafialovych spektier (Frisvad et Thrane, 1987).
Dalsie pokrokové metdédy vyuzivané v taxonomii penicilii st gélova elektroforéza
izoenzymov (Pitt et Cruickshank, 1990) a implementacia molekulovych metod (Skouboe et
al., 2000).

V stcasnosti sa pozornost zameriava najmd na Stadium penicilii, ktoré su
potencidlnymi producentmi mykotoxinov. Ddlezitd je najmd medzinarodnd spoluprica
v oblasti taxonémie druhov rodu Penicillium, o prispeje k zjednoteniu a lepSiemu

pochopeniu problematiky.

1.4 Charakteristika rodu Penicillium

1.4.1 Taxonomické zaradenie

Tab. ¢. 1: Taxonomicka schéma rodu Penicillium (de Hoog et al., 2000)

Doména : Eukaria

Oddelenie: | Ascomycota (vreckaté huby)

Trieda: Euascomycetes

Rad: Eurotiales (paplesiiotvaré)
Celad’: Trichocomaceae

Rod: Penicillium

Podrody: | Aspergilloides, Biverticillium, Furcatum, Penicillium




Definicia rodu

Rod Penicillium sa definuje ako rod mikromycét s produkciou konidii, ktoré sa
vytvaraju z praslenu fialid. Konidie sa vyskytuji vréznych odtienoch zelenej farby.
Fialidy byvaju zakonCené kratkymi rovnymi krckami, steny fialid st zvac¢Sa hladké,

tvorené zo stopky, alebo postupne z metuly (Pitt, 2000).

1.4.2 Mikromorfologia

Konidiofor je fruktifikacny organ penicilii, vyrastajuci z fertilnej hyfy. Je tvoreny stopkou

a vetvenou Cast'ou nazyvanou penicillus.

Stopka (stipes) predstavuje Cast konidioforu, ktord vyrastd z fertilnej hyfy, nestca
penicillus. Stopka moéze byt termindlne ukoncena rozSirenou Castou, tzv. vezikulou.
Stopka je povazovand za vezikuldrnu, ak priemer termindlneho rozSirenia prekroci
dvojnasobny priemer hrubky stopky. Steny stopky mézu byt hladké, drsné, pripadne

bradaviénaté.

Vetvy mézeme definovat’ ako vSetky bunky nachadzajuce sa medzi stopkou a metulami
(Ramirez, 1982). V zavislosti od stupfia vetvenia rozoznava Pitt (1979, 1985) ramy

a ramuly.

Metuly st valcovité bunky vyrastajuce v praslenoch priamo zo stopky, alebo na jednej az

viacerych vetvach.

Fialidy (sterigmy) (Raper et Thom, 1949) su reprodukéné organy produkujiice konidie.
Fialidy vyrastajo z metul, alebo priamo zo stopky. Tvar fialid je vyznamnym
taxononickym znakom. Rozozndvame dva tvary fialid ato ampuliformny (flaskovity)
a acerozny (ihlicovity). Termindlna cast’ fialidy — kf€¢ok - collula je ddlezity z hl'adiska
taxondmie, u niektorych druhov je typicky dlhy alebo kratky (Ramirez, 1982). Fialidy na
konidiofore vytvaraju tvar Stetin. Stetce penicilii maju typicky vejarovity tvar (Marvanova,

1995).

Konidie su jednobunkové Struktury, slizia na nepohlavné rozmnozovanie. Tvoria sa v

retiazkach, vytvaraju stipce alebo rozbiehavé ttvary (Pitt, 2000). Ddlezity znakom je tvar,



povrch a velkost konidii. Konidie mézu byt globozne (gulovité), ovoidné (vajcovité),

elipsovité, hladké alebo rdozne drsné.

Obr. ¢. 1: Morfologickéd Struktira rodu Penicillium s jednotlivymi typmi konidioforov

(http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/penic3).

konidie

a- konidiofér monoverticilatny
b- konidiofor symetricky biverticilatny
c- konidiofor asymetricky vetveny terverticilatny

d- konidiofor divarikatny

1.4.3 Podrodové c¢lenenie (Pitt, 1979):

1. Podrod Aspergilloides tvoria monoverticilatne druhy. Fialidy v tomto podrode su
ampuliformného (flaSkovitého) tvaru.

2. Podrod Biverticillium zahtha biverticilatne druhy s izkymi fialidami acerdzneho
tvaru. Druhy produkuju elipsovité alebo hruskovité konidie.

3. Podrod Furcatum zahtiia druhy produkujiuce dva typy biverticilatnych penicilov.

e Prvy typ pozostava z vrcholového praslenu 2 - 5 metul, je morfologicky
podobny podrodu Biverticillium, priCom sa odliSuje fialidami ampuliformného
tvaru.

e Druhy typ mozno definovat’ ako nepravidelny. Niektoré druhy tohto podrodu st
spojené¢ s monoverticilatnymi formami, iné produkuji vetvy, ktoré su

divergentné a vyrastaju subterminalne.



4. Podrod Penicillium je charakteristicky terverticilatnymi druhmi, menej Casto sa
vyskytuju kvaterverticilatne druhy penicilii. Najmens$i podiel tvoria biverticilatne

penicilid. Tvar fialid je takmer vzdy ampuliformny.

1.5 Vyskyt a vyznam penicilii

Penicilia patria medzi najbohatSie konidialne rody s celosvetovym rozSirenim. St to
prevazne saprofytické huby, ktoré sa podielaji sa degradacii organického materialu.
Penicilia sa vyskytuji ubikvitarne v pdde, ovzdusi, vo vode, na rastlinnom aj Zivo¢iSnom
substrate, na povrchu zivych organizmov, taktiez v trdviacom trakte, na rdznych
surovinach a vyrobkoch (Kubatova, 1995b).

Rod Penicillium patri k tzv. vzdusnym hubam (air - borne fungi), ktoré sa vyskytuja
celosvetovo v atmosférickom vzduchu anasledne sa prostrednictvom vdychovania
objavuji aj na sliznici Cloveka. Prevladajucim druhom je Penicillium decumbens,
sposobujuci respiraéné ochorenia, ako napr. asthma bronchiale. Ugast’ penicilii
v patogenéze respiracnych ochoreni je potvrdena imunologickou reakciou pacientov.
Dalsim striktnym patogénnom z rodu Penicillium je Penicillium marneffei, ktory sa
endemicky vyskytuje najmi v juhovychodnej Azii. Nakaza sa §iri inhalciou spér, pri¢om
jedinym zdrojom infekcie je podda, ako prirodzené prostredie tohto druhu penicilia
(Tomsikova, 1995; de Hoog et al., 2000). Mnoh¢ z druhov rodu Penicillium vz nemozno
povazovat’ za neSkodné saprofyty, ako sa to predpokladalo v minulosti a mali by byt
zahrnuté medzi podmienecné patogény (Tomsikova, 1995). Medzi najviac uvadzané druhy
patria P. chrysogenum, P. aurantiogriseum, P. expansum, P. glabrum, P. brevicompactum,
P. citrinum, P. viridicatum, P. purpurogenum, P. variabile a P. janthinellum.

Penicilia sa casto vyskytuju ako kontaminanty pol'nohospodarskych produktov. Vo
vSeobecnosti sa povazuji za skladové huby (Betina, 1990), tym ze napadaju mechanicky
poskodené zrnd obilnin. K najbeznejSim druhom na skladovanych obilninach na celom
svete patria P. aurantiogriseum apribuzné¢ druhy P. aurantioviremns, P. cyclopium, P.
melanoconidium, P. neoechinulatum, P. polonicum, P. tricolor, P. viridicatum (Lund et
Frisvad, 1994).

Ako patogény kukurice uvadza Malit et al. (2003) druhy P. citrinum, P. commune,

P. digitatum, P. oxalicum, P. purpurogenum.



Penicilia okrem obilnin posobia ako deStruktivne patogény aj na jablka, exotické
ovocie, sladké zemiaky, cesnak, dzisy, korenie, misové vyrobky a pod. Spojitost’ medzi
ur¢itou komoditou a konkrétnym druhom penicilia vyjadruje tabulka ¢. 2. napr.
Penicillium digitatum spdsobuje zelent hnilobu citronov, Penicillium expansum hnedu

hnilobu jabik.

Tab. ¢. 2: Vyskyt penicilii v réznych komoditach (Filtenborg et al., 2002).

Komodita Druh
citrusové ovocie P. digitatum, P. italicum, P. ulaisens
cesnak a cibul’a P. allii, P. albocoremium, P. glabrum
rajéiny P. olsonii
sladké zemiaky P. sclerotigenum

P. auratiocandidum, P. cyclopium, P. freii, P.
pSeni¢né a razné zrno
hordei, P. melanoconidium, P. polonicum, P.
(skladovacie podmienky)
verrucosum, P. viridicatum

P. roqueforti, P. paneum, P. carneum, P.
razny chlieb

corylophilum

P. islandicum, P. neopurpurogenum, P.
koreniny o

citrinum

P. commune, P. crustosum, P. discolor, P.
orechy, Skrupinové ovocie solitum, P. funiculosum, P. oxalicum, P.

citrinum

P. commune, P. nalgiovense, P. atramentosum,
syry

P. nordicum

P. echinulatum, P. commune, P. solitum, P.
tuky, margariny
spinulosum

P. nalgiovense, P. olsonii, P. chrysogenum, P.
fermentované klobasy ) )
nordicum, P. oxalicum, P. commune




Niektoré penicilia st viazané na urCity druh substratu, zriedkavo osidluju aj
netradicné substraty, ako napriklad krovky hmyzu, perie vtakov, srst, vnitorné organy
cicavcov, omietky domov, prostredie archivov, Satni, spfch (Fassatiova, 1995). V roku
2007 identifikovali pracovnici RUVZ v bandaskach $portovcov druhy P. corylophilum, P.
chrysogenum a P. waksmanii (Vyroéna sprava RUVZ v Martine, 2007).

Existuji aj vzacne druhy penicilii, ktorych urcenie je pomerne naro¢né. Medzi ne
mozno zaradit’ druh Penicillium aculeatum, izolovany v roku 2004 Labudom et Labudovou
z lesnej smrekovej pody v Arboréte Tesarske Mlynany, Penicillium inflatum, izolovany
z lesnej pddy severne od Brna (Marvanova, 1995) a iné.

Pritomnost’ a pdsobenie penicilii mozno hodnotit’ aj z pozitivne] stanky. Penicilia
maju dolezité postavenie v potravinarskom priemysle, farmécii a vyskume.

Penicillium chrysogenum je zndmy ako prvy druh produkujiuci antibiotikum

penicilin. Kmene tohto druhu sa vyuZzivaji v potravinarstve pri priprave chlebovych zmesi,
alebo k zachovaniu farby u mlie¢nych vyrobkov. Pre svoju historickii a ekonomicku
hodnotu sa mykoldégovia zhodli na zjednoteni pomenovani u tohto druhu penicilia, ide
o tzv. nomen conservandum, ¢iZe zachovanie nazvu, kedze tento vyznamny druh ma
niekol’ko synonym, napr. Penicillium griseoroseum, Penicillium notatum, Penicillium
rubens a pod. (Fassatiova, 1995).

Penicillium roqueforti je neoddelitelnou sucastou vyroby syrov roquefortského

typu, vytvara zamatovo zelené formy, ktoré kolonizuju v dutinach a trhlindch syra. Spory
tohto druhu sa pridavaju do Startéra alebo Cerstvého tvarohu, pricom sa produkuju

proteolytické enzymy, ktoré dodavaju syru typicku chut’ (Boysen et al., 2000).

Tab. ¢. 3: Potravinarsky dolezité druhy rodu Penicillium (Nout, 2002).

Druh Substrat Produkt VyuZzitie

ochutené proteinové
P. roqueforti cerstvy tvaroh | syry roquefortského typu '
potraviny

ochutené proteinové
P. camemberti | Cerstvy tvaroh | syry camembertského typu _
potraviny

P. nalgiovense ) ) ) o '
klobasa, méso saldma proteinové potraviny
P. chrysogenum




1.6 Charakteristika najvyznamnejSich mykotoxinov produkovanych

peniciliami

1.6.1 Mykotoxiny

Pomenovanie mykotoxin je odvodené od gréckeho slova mycos, o znamena huba
a od latinského slova foxicum, €o znamena jed (Quillien, 2002). Mykotoxiny st toxické
sekundarne metabolity (Belajova, 2007), ktoré vznikaju ako produkty latkovej premeny
mikroskopickych hub (Salgovidova, 2007). Su to stabilné zludeniny s rozmanitou
chemickou Strukttrou a ked’Ze nemaju jednotny mechanizmus tc¢inku, tazko sa degraduju.
Kontaminédcia mykotoxinmi je v prirode vel'mi heterogénna, je nepredvidatel'na a vyzaduje
si velku pozornost’ (Belajova, 2007). V stcasnosti je po chemickej a biologickej stranke
definovanych priblizne 400 mykotoxinov (Rajc¢akova et Mlynar, 2005).

Mykotoxiny st prirodné kontaminanty ceredlii, preto ich beZzne moézeme najst
v malych mnozstvach na urode obilnin. Objavuji sa na zrnach cerealii na poliach alebo
pocas skladovania apre ich vysoku stabilitu ich moZzno najst aj v opracovanych
potravinarskych vyrobkoch, ¢im predstavuji potencidlne riziko pre zdravie l'udi (Quillien,
2002). Nepredstavuji vSak riziko infekénej povahy, ale mézu sa vyskytovat vo velkom
rozsahu v polnohospodarskych plodinach, prevaZzne v obilninach, olejninach a vyrobkov
z nich (Beardall et Miller, 1994).

Obilniny mézu byt sucasne kontaminované aj viacerymi mykotoxinmi, ktoré¢ mézu
byt produkované viacerymi, ale ijedinym producentom. Pritomnost potencidlneho
producenta mykotoxinov eSte neznamend pritomnost mykotoxinu v danej komodite.
Upozornuje vSak na riziko jeho moznej pritomnosti, resp. produkcie (Tan¢inova, 2008).

Sekundarne mo6zu mykotoxiny prenikat’ do potravinového retazca aj z potravin
zivo¢iSneho pdvodu. V tele hospodarskych zvierat sa kumuluju toxiny do vnutornosti
(pecen, oblicky), ale ur¢ité mnozstvo sa moze dostat’ aj do svaloviny, mlieka alebo vajec
(Sudyova et al., 2005). Takymto spdsobom dochadza ktzv. kolobehu mykotoxinov
(obr. ¢. 2) (Starekova, 2001).



Obr. €. 2: Kolobeh mykotoxinov (Starekova, 2001).
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Takmer vSetky vlaknité mikroskopické huby vyskytujice sa v potravinach
a krmivach su schopné produkovat” mykotoxiny v Cistych kulturach za laboratornych
podmienok (Frisvad et Thrane, 2002). Z hl'adiska kontaminécie a produkcie mykotoxinov
v potravindch a krmivach povazuju Pitt et Hocking (1997) za dolezité viac ako 75 druhov
z rodu Penicillium.

Stanovenim sekundarnych metabolitov — mykotoxinov sa moze docielit’
klasifikacia jednotlivych druhov penicilii, kedZe dnes je znamych viac ako 300 druhov
penicilii, ktoré sa morfologicky velmi taZzko wur€uju. Pozitivum spociva v dobre
prepracovanych metodikdch stanovenia mykotoxinov. Schopnost mikromycéta
syntetizovat’ mykotoxin patri v praxi medzi najddlezitejSie vlastnosti. Za nevyhodu mozno
pokladat’ skutocnost’, Ze nie kazdy izolat rovnakého druhu penicilia produkuje mykotoxiny
(Vesela et Vesely, 1995).

V Coraz vicSej miere sa na kontaminacii podielaji aj nové typy mykotoxinov.
Informéacie o toxicite, stabilite a rozsahu vyskytu su pri niektorych mykotoxinoch
obmedzené. NavySe bolo zistené, Zze mykotoxiny pri kontamindcii spolupdsobia, napr.
citrinin a ochratoxin A (Belajova, 2007).

Medzi najvyznamnejSie mykotoxiny produkované rodom Penicillium moZno zaradit
(podl'a abecedného poradia) citreoviridin, citrinin, erytroskyrin, grizeofulvin, islanditoxin,
kyselinu cyklopiazonovu, kyselinu penicilovl, ochratoxin A, patulin, roquefortin C (Pitt et
Leistner, 1991). Podrobnej$i popis uvadzam len u tych mykotoxinov, ktoré sa urcuju na

Katedre mikrobiologie.



1.6.2 CITRININ

Sumarny vzorec: C;3H ;405

Systematicky nazov: (3R-trans)-4,6-dihydro-8-hydroxy-3,4,5-trimetyl-6-oxo-3H-2-benzo-
pyran-7-kyseliny karboxylove;.

Charakteristika

Citrinin bol povodne objaveny a pouzivany ako antibiotikum, ale pre znacnu
nefrotoxicitu bol vyradeny (Golian, 1998). Je silne nefrotoxicky s karcinogénnymi,
teratogénnymi a mutagénnymi u¢inkami.

Chemickou Strukturou patri citrinin medzi kyslé mykotoxiny, za alkalickej reakcie
prechadza do roztoku avsilne alkalickom prostredi dochadza k deStrukcii.
Je stanovitelny pomocou ultrafialového svetla s vinovou dizkou 365 nm.

Vyskytuje sa vda¢Sinou spoloc¢ne s ochratoxinom A, pricom sa predpoklada, ze ide
o prekurzor ochratoxinu A. Podla Simtinka (1995) je predpoklad, Ze ochratoxin a citrinin
sa podiel'aju na pulmondlne; mykotoxikdze. Pritomnost’ viacerych typov mykotoxinov v
tom istom systéme je dovodom zvySené¢ho zaujmu. Pri strave, ktord sa konzumuje dlhs$i
cas, moze byt expozicia viacnasobne vysSia aj pri nizkej koncentracii prijimanych toxinov
(Belajova, 2007).

Citrinin sa podiel'a na kontaminécii obilnin (Tanc¢inova et Labuda, 2006), orechov,
soje (Pitt et Hocking, 1997) ako kontaminant bol izolovany z ovsa, raze, kukurice,
ja¢mena, ryze (Abramson et al., 2001; Golian et Zeletidkova, 2010) a pSenice (Felsociova
et al., 2009).

Medzi hlavnych producentov citrininu zarad’uji Frisvad et al. (2007) P. citrinum,
P. expansum, P. verrucosum, P. chrzaczszii, P. manginii, P. odoratum, P. radicicola, P.

westlingii.



1.6.3 GRIZEOFULVIN

Sumarny vzorec: C;7H;7ClOq

Systematicky nazov: 7-Chloro-2',4,6-trimetyl-oxo-6'f-metylspiro[benzofuran-2(3H),1'-
cyklohex-2'-¢én]-3,4'-dion.

Charakteristika

Grizeofulvin je dobre rozpustny v acetone, etylacetate a chloroforme (Cole et Cox,
1981). V minulosti sa vyuzival ako antibiotikum a tiez pri kutdnnych infekcidch zvierat
a Cloveka, spdsobenych dermatofytickymi hubami. Je vSak preukdzana toxicita
grizeofulvinu. Ako mitoticky inhibitor deliacich sa buniek pdsobi toxicky v kostnej dreni,
¢revnom epiteli a tumoroch (Pitt et Leistner, 1991). Embryotoxicitu tohto mykotoxinu na
kuracich embryach popisali Vesely et Vesela (1991).

Grizeofulvin bol izolovany zo pSenice slovenského povodu vo viacerych sezdénach
(Tancinova et Labuda, 2006; Felsociova et al., 2009; Barborakova et al. 2010)

Medzi producentov grizeofulvinu zarad’'ujeme P. griseofulvum, P. dipodomyicola,
P. concentricum, P. aethiopicum, P. janczewskii, P. raistrickii, P. canescens, P. jensenii,

Eupenicillium javanicum (Frisvad, 1989; Pitt et Hocking, 1997; Samson et al., 2002).

1.6.4 KYSELINA CYKLOPIAZONOVA /CPK/

Sumarny vzorec: Cy)H,oN,O;




Systematicky nazov: (aa, 11 ap, 11ba)-10-acetyl-2,6,6a,7,11b-hexahydro-11-hydroxy-
7,7-dimetyl-9H-pyrolo[1',2":2,3]izoindolo[4,5,6-cd]indol-9-6n.

Charakteristika

Kyselina cyklopiazéonova patri medzi organické kyseliny indolovej povahy. Pri
podani CPK per-os dochadza predovSetkym k poskodeniu traviacej sustavy a pecene.
Podavanim tohto mykotoxinu mimo crevnej bariéry boli zaznamenané u laboratornych
a hospodarskych zvierat kf¢ové stavy s cyandzou. Zmeny nastali v transporte vapnikovych
iénov, ¢o viedlo k osmotickej destrukcii buniek (Simtinek, 2003). Neurotoxicita tohto
mykotoxinu je preukdzana za predpokladu, Ze prekona &revnil bariéru (Siminek, 1995).
Kyselina cyklopiazénova spdsobuje pri poziti s potravou zépaly az nekrdzy tych cCasti
traviacej sustavy, kde sa natrdvend potrava dostdva do alkalického prostredia (Golian,
1998).

Medzi rizikové komodity patria najmi obilniny, podzemnica olejnd, hydinové
miso. V malych mnozstvach sa vyskytuje aj na povrchu plesiiovych syrov
camembertského typu a v tavenych syroch. V niektorych syroch Camembert boli zistené az
trojnasobne prevysujuce koncentracie kyseliny cyklopiazonovej (Siminek, 2003).

Kyselinu cyklopiazénovii produkuja druhy P. camemberti, P. commune, P.

griseofulvum, P. dipodomyicola, P. palitans (Frisvad et al., 2007).

1.6.5 OCHRATOXIN A /OTA/

Sumarny vzorec: C,oH;3OsNCI

OH O
cooHn O

CH,-CH-NH-C o
CH,
1

Systematicky nazov: (R)-N-[(5-Chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-metyl-oxo-1H-2-
benzopyran-7-yl)-karbonyl]-L-fenylalanin.



Charakteristika

Ochratoxin A je zo skupiny ochratoxinov povaZovany za najtoxickej$i mykotoxin
(Abarca et al., 2003). Toxicitou sa OTA zarad’uje do skupiny nefrotoxinov, pricom toxicita
u Cloveka stipa s predlzujucim sa Casom eliminacie (Creppy, 1999). Boli popisané
nefrotoxickeé, karcinogénne, imunotoxické, genotoxické a teratogénne ucinky ochratoxinu
A (Ostry et al., 2002). U vicsich cicavcov boli pozorované¢ vrodené poruchy alebo
negativny vplyv na reprodukény systém (Quillien, 2002).

Hlavnym zdrojom OTA je obilie. V obilnych produktoch je rozloZenie OTA
nerovnomerné. Najvys$Sie mnozstva sa nachadzaji v ceredlnych otrubach a v jemne
zomletych klickoch, najmenej ochratoxinu je v bielej mike (Scundamore et al., 2003).

Dal§im vyznamnym zdrojom OTA st misové vyrobky. Bola popisana produkcia
ochratoxinu A uslachtilymi mikromycétmi, ktoré sa pouZivaji k finalizacii niektorych
udendrskych vyrobkov. Zdrojom OTA je aj brav¢ova krv, v ktorej je ochratoxin viazany na
albumin. OTA sa nachadza aj vkave. Toto zistenie stvisi sndlezmi toxikologicky
vyznamnych koncentracii OTA v I'udskej krvi (Simiinek, 2003).

Medzi hlavnych producentov OTA z rodu Penicillium patria: Penicillium
verrucosum a Penicillium nordicum (Samson et al., 2002). Penicillium verrucosum
povazuji Lund et Frisvad (2003) za hlavného producenta OTA v obilninach
pochéadzajucich z Europy, pricom kontaminécia ztn druhom Penicillium verrucosum nad 7
% indikuje pritomnost’ ochratoxinu A.

NajvysSie pripustné mnozstva OTA su stanovené Eurdpskou tniou, na

Slovensku st urc¢ené v Potravinovom kddexe (tab. €. 4).

Tab. ¢. 4: Najvyssie pripustné mnoZstva OTA (http://www.svssr.sk/sk/legislativa/).

NajvysSie pripustné
Mykotoxin . Komodita
mnoZzstvo (mg.kg™)

0,005 obilie, vratane ryZe a pohanky
yrobky z obilia, vratane vyrobkov z obilnych
Ochratoxin A 0,003 W Y . Y
zfn urenych na priamu l'udska spotrebu
0.010 suSené strapcovité bobul'ovité ovocie (ribezle,

hrozienka, sultaniny)




1.6.6 PATULIN

Sumarny vzorec: C;H¢Os

Systematicky nazov: 4-hydroxy-4H-furo[3,2-c|pyran-2(6H)-6n.

Charakteristika

Patulin je bezfarebna krystalicka latka, opticky inaktivna. Je rozpustny vo vode,
etanole, acetone a chloroforme, nerozptsta sa v benzéne a petroléteri. V kyslom prostredi
je pomerne staly, aktivitu straca v alkalickom prostredi (Betina, 1990). Toxicky u¢inok
patulinu je objasiiovany jeho schopnostou viazat’ sa na sulthydrilové skupiny bielkovin.
V kone¢nom désledku dochadza k naruseniu permeability bunkovych membran, aktivity
enzymov a k naruSeniu procesu dychania. Patulin nie je priamy mutagén. Je upodozrievany
z poSkodenia DNA, inhibuje RNA, ale karcinogenita pre cCloveka nebola doposial
preukazana (Ruprich, 2002).

Patulin je mykotoxin s bakteriostatickymi a baktericidnymi ucinkami (Golian,
1998). Pévodne bol patulin v 40. rokoch popisany ako antibiotikum a kratku dobu bol aj
lieCebne vyuzivany. Po objaveni karcinogenity u zvierat bol stiahnuty z predaja a dnes je
povazovany za vyznamny mykotoxin. Limitné mnoZstva patulinu su stanovené z hl'adiska
moznej karcinogenity, pricom u niektorych pokusnych zvierat sa patulin zistil ako
preukdzany karcinogén. U dobytka sa prejavili akttne otravy s prevladajicim edémom
plac (Simiinek, 2003).

Jablka predstavuju komoditu, ktord je najCastejSie kontaminovana patulinom.
Niektoré eurdpske Studie zistili, ze ekologicky produkované jablka a nasledne aj z nich
vyrobené $tavy obsahuju viac patulinu ako konven¢éné (Sinkova, 2007). Vyskytli sa
pripady vyskytu patulinu v detskej vyZive po spracovani netriedenych jablk (Golian,
1998), pretoze v ovoci sa vyskytuji ochranné latky (napr. vitamin C), ktoré zabraiuju
rozkladu patulinu pri tepelnom opracovani kompétov, dreni a mustov (Siminek, 2003).

V laboratérnych podmienkach je znama produkcia patulinu nielen na ovoci, ale i na

syroch a mastnych vyrobkoch. V zrnindch sa prirodzene nevyskytuje (Ruprich, 2002),



1ked vo vzorkach pSenice slovenského povodu z urody roku 2006/2007 bol potvrdeny
Felsociovou et al. (2008).

Patulin patri medzi jeden z mala l'ahko odburatelnych mykotoxinov. Podstatou
detoxikacie je reakcia patulinu s —SH skupinami. Rozklad patulinu bol preukdzany pocas
alkoholického kvasenia (Siminek, 2003).

Medzi producentov patulinu zrodu Penicillium patria P. concentricum, P.
coprobium, P. dipodomyicola, P. expansum, P. gladioli, P. glandicola, P. griseofulvum, P.
marinum, P. paneum, P. sclerotigenum, P. vulpinum (Frisvad et al., 2007).

V Slovenskej republike su pripustné mnozstva patulinu stanovené potravinovym

koédexom (tab. €. 5).

Tab. ¢. 5: Najvyssie pripustné mnozstva patulin (http://www.svssr.sk/sk/legislativa/kodex/)

NajvysSie pripustné
Mykotoxin . Potravina
mnoZzstvo (mg.kg™)

ovocné Stavy a ovocné nektare, najma jablkova
Stava, zlozky ovocnej §tavy v inych napojoch,
0,05 koncentrované ovocné $t'avy po nariedeni podl'a
navodu vyrobcu, liechoviny, fermentované napoje

ziskané z jablk alebo obsahujuce jablkova §tavu

tuh¢ jablkové vyrobky, vratane jablkového

0,025
Patulin kompétu a jablkového pyré uréené na priamu
spotrebu
jablkova $t'ava a tuh¢ jablkové vyrobky vratane
jablkového kompdtu a jablkového pyré, pre
0,01

dojCata a malé deti, ktoré su oznacené a
predavané ako potraviny pre dojcatd a malé deti,

ostatné potraviny na vyzivu doj¢iat a malych deti




1.6.7 ROQUEFORTIN C

Sumarny vzorec: C,;H,3N50;
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H

Systematicky nazov: (108-(1,1-dimetyl-2-propenyl)-3-(imidazol-4-ylmetylén)-
5a,108,11,11 a-tetrahydro-2H-pyrazino [1',2":1,5] pyrolo [2,3-b] indol-1,4-(3H, 6H)- dion.

Charakteristika

Z chemického hladiska mozno roquefortin zaraditt medzi cyklické dipeptidy
(Golian, 1998). Tvori bezfarebné ihlicky, je rozpustny v chloroforme. Teplota topenia
u tohto mykotoxinu je 195 az 200 °C (Cole et Cox, 1981).

Roquefortin C bol izolovany z divokého kmena Penicillium roqueforti Thom ako
jeden z niekol’kych alkaloidov v Japonsku. Mykotoxin bol primarne najdeny v mycéliu
pestovanej kultary Penicillium roqueforti. Francizski mykoloégovia zistili produkciu
roquefortinu na kvasnicovom substrate, avSak pritomnost nizkych koncentracii
roquefortinu C bola zaznamenana aj v syroch typu Niva (Haggblom, 1990). Fel§6ciova et
al. (2009) izolovali roquefortin C z kmeniov P. crustosum, P. expansum a P. griseofulvum
pochéadzajucich z endogénnej mykocendzy pSenice letnej.

V porovnani s PR - toxinom je roquefortin C pomerne stabilny v syroch
roquefortského typu, priCom vykazuje nizku toxicitu (Pitt et Leistner, 1991; Pitt et
Hocking, 1997).

Lowes et al. (1992) popisali klinické priznaky otravy roquefortinom u psa, ktoré sa
prejavovali vracanim, dychéanim, hypertenziou a zachvatmi. Intoxikéacia zavisela od doby,
za aku bol mykotoxin odstraneny zo zaludka. Higgblom (1990) uvadza u zvierat, ktoré

boli kfmené plesnivym krmivom, klinické priznaky ako nechutenstvo, ket6zy, mastitidy,



ochrnutie az potraty. V pripade, ak by toxin ostal v zalidku, mohlo by ddjst’ k usmrteniu
zvierata.

Medzi hlavnych producentov roquefortinu C patria: P. roqueforti, P. carneum, P.
crustosum, P. chrysogenum, P. griseofulvum, P. expansum, P. hirsutum, P. albocoremium,
P. allii, P. hordei, P. oxalicum, P. sclerotigenum, P. venetum a P. tulipae (Frisvad et al.,

2007).

1.7 Vplyv mykotoxinov na zdravotny stav ¢loveka

Ked’Zze obilniny predstavuju hlavnu energeticka zlozku vyzivy, predstavuju aj
najrizikovejSiu komoditu z hladiska vyskytu mykotoxinov. Nebezpecnost' sa prejavi
v momente, ked’ si napadnuté zrnd pouzité ako surovina potravinarskych vyrobkov
a dostavaju sa do potravinového retazca. Z pohl'adu konzumenta je ddlezité¢, akym
sposobom sa mykotoxiny mdézu dostat do jeho organizmu (Sudyova et al, 2005).
Mykotoxiny do organizmu prenikajii vdychnutim, pokozkou, potravou a pod. (Bennett et
Klich, 2003). Vyznamnou prileZitostou ku kontaminacii organizmu mykotoxinmi je
pracovny proces. Vazny problém predstavuje vyroba krmiv a manipulacia s nimi (Golian,
1998). Spoéry mikroskopickych hub sa vdychovanim dostavaju do respiraéného systému
a Casto sposobuji vazne respiraéné problémy, ako napr. alergie, astmu a pod.

Utinok mykotoxinov méze byt v zavislosti od druhu adavky akutny alebo
chronicky. Medzi hlavné toxické ucinky mykotoxinov patria hepato-, nefro-, imuno-,
embryotoxicita, poruchy krvotvorby, teratogenita a predovSetkym karcinogenita (Creppy,
2002).

Ochorenia spdsobené¢ toxickymi metabolitmi hib sa sthrnne nazyvaju
mykotoxikozy (Bennett et Klich, 2003). Toxiny rodu Penicillium sa s istotou podiel’'aji na
akutnej kardialnej beri-beri (Simtinek, 1995). Vyvolavajiicim toxinom tohto ochorenia je
citreoviridin, ktory je produkovany druhom P. citroviridae z ryZe (Golian et Zelenakova,
2010).

Casto dochadza k synergickému pdsobeniu viacerych mykotoxinov, ¢im sa zvysuje
ich toxicita. Takéto spoluposobenie niekolkych mykotoxinov sa podiela na tzv.
multifaktoridlnych ochoreniach. Vyznam mykotoxinov produkovanych peniciliami pri
prejavoch plicnej mykotoxikozy, balkénskej endemickej nefropatie, danskej nefropatie je

pravdepodobny, ale nepreukdzany. Podobne nejasna tuloha je u preukdzatelne



karcinogénnych mykotoxinov produkovanych druhmi rodu Penicillium v etioldgii
nadorovych ochoreni (Simtinek, 1995). Mykotoxiny produkované peniciliami maju

rozdielny podiel na ochoreniach (tab. €. 6).

Tab. &. 6: Ochorenia u &loveka vyvolané mykotoxinmi (Simének, 1995).

Podiel toxinov rodu Penicillium Ochorenie

ergotizmus
dokazany akutna kardidlna beri-beri

alimentérna toxicka aleukia (ATA)

toxicka hepatitida

primarny hepatom
multifaktorialny
Reyov syndrom
(mykotoxin je jeden z moznych €initel'ov)
pulmondlna mykotoxikoza

kwashiorkor

hyperestrogenizmus

Kesanska kardiomyopatia
pelagra

neisty alebo nedostato¢ne preukazany karcinom

balkanska endemické nefropatia

danska nefropatia

1.8 Faktory vplyvajuce na tvorbu mikroskopickych hub z rodu

Penicillium

Mikroskopické huby produkujice mykotoxiny st extrémne Casté a moZu rast’ na
mnohych substratoch za vel'mi r6znorodych podmienok prostredia (Tancinova, 2008).
Kvalita obilnin po zbere je ovplyvnena radou abiotickych a biotickych faktorov, ktoré
vytvaraju ekosystém skladovanych ztn.

KIiacové environmentalne faktory, ktoré ovplyviiuji rast mikroskopickych hub a
produkciu mykotoxinov pocas skladovania su: teplota, dostupnost’ vody - vodna aktivita
(aw), relativna vlhkost, pritomnost kyslika a zlozenie ovzduSia (Al-Yahya, 1999;

Tanc¢inova, 2008). Interakcie medzi tymito faktormi ovplyvituji dominanciu hab, zvlast



mykotoxinogénnych druhov (Lee et Magan, 1999; Magan et al., 2003). Kombinaciou
tychto faktorov dochadza k aktivacii, resp. inhibicii niektorych metabolickych procesov.
Riziko mykotickej kontamindacie a nasledne;j produkcie mykotoxinov
v pol'nohospodarskych produktoch sa kazdoro¢ne meni podl'a vyssie uvedenych faktorov.
GOrner et Valik (2004) rozdel'uji zakladné Clenenie faktorov na:

a) vnutorné faktory,

b) vonkajSie faktory,

c) nepriame faktory.

Vnutorné faktory definujii zmeny, ktoré vznikaji ¢innostou mikromycét v jednotlivych
komoditach a zavisia od fyzikalnych a chemickych vlastnosti substratu, ako st:

e pristupnost’ Zivin,

e aktivita vody ay,

e koncentrécia vodikovych i6nov (pH),

e redoxny potencidl (Eh),

e textura,

e antimikrobidlne latky.

Vonkajsie faktory vplyvaji na samotné vlastnosti surovin, potravin a krmiv a predstavuja
podmienky skladovania a uchovavania:

e teplota prostredia,

e relativna vlhkost’ vzduchu,

o kyslik,

e doba skladovania,

e spdsoby spracovania a konzervovania (Gorner et Valik, 2004).

Nepriame faktory st vysledkom rozvoja mikroorganizmov, ktoré maji vplyv na
mikrobialnu aktivitu ostatnych mikroorganizmov. Zahfiiaju vzédjomné synergické alebo
antagonické posobenie medzi vyselektovanymi organizmami (Lacey, 1989).

Selekcia vedie k postupnému vyluceniu jedincov s menej vyhodnymi vlastnostami.
Lepsi konkurent je vitdlnejSi, tolerantnejSi voc¢i abiotickym faktorom prostredia

(Stevlikova et Kopéanova, 1994). Z abiotickych faktorov ma najvacsi vplyv na vyskyt a



dynamiku populacie vlhkost' pody. Okrem abiotickych faktorov na populaciu znacne
vplyvaju aj prirodzeni nepriatelia (Tancik, 2009).

Antagonizmus zahfna kompeticiu, ¢ize suit'azenie o esencialne Ziviny, zmeny pH
alebo redoxného potencidlu a tvorbu antimikrobidlnych latok (Kim, 1993; Huis in't Veld,
1996). Tvorba akejkol'vek antimikrobidlnej latky spomaluje rychlost’ rastu, ni¢i bunky
iného druhu, ¢im sa obmedzuje medzidruhova konkurencia o Ziviny ainé faktory

nevyhnutné pre Zivot (Stevlikova et Kop&anova, 1994).

1.8.1 Podmienky prostredia

Rast hub 1produkciu mykotoxinov ovplyviiuji podmienky prostredia, limity pre
tvorbu mykotoxinov si zvy€ajne uzSie ako pre rast samotnej huby (Frisvad et Samson,
1991; Samson et al., 2002).

Struktara populacie zavisi od polnych klimatickych podmienok, ako aj od
podmienok pocas zberu. Uskladiiované zrna prindsSaju so sebou obrovské mnoZstvo
mikroorganizmov, ako si baktérie, kvasinky, vlaknit¢ mikroskopické huby (Lacey et
Magan, 1991). Ktoré mikroorganizmy sa budu rozvijat, alebo ktoré chemické reakcie
vyvolaju zéavisi od druhu potraviny a vonkajSich podmienok (Huis in't Veld, 1996).

cvwe

1990).

1.8.1.1 Teplota

Teplota prostredia je hlavnym z faktorov, ktoré urychluji rozmnozovanie
mikroskopickych vldknitych hub. Mikroskopické huby dokazu prezit’, rast’ a rozmnoZovat
sa v Sirokom teplotnom spektre. Optimalna rastova krivka je pre kazdy druh
mikroskopickych hab S$pecificka. Pre vacSinu mikroskopickych hab st najidedlnejSie
teploty okolo 25 °C. Narast teploty v skladovanom obili Casto spdsobujii metabolické

aktivity hmyzu a roztoCov (http://www.vetagro.sk/).

Penicilia rychlo kolonizuja substrat, preto su pre nich teplota a vlhkost’ dolezitymi
faktormi. Rod Penicillium ma Siroké teplotné spektrum s teplotnym optimom 19 az 33 °C

(http://www.vetagro.sk/), maximalna teplota je 28 az 35 °C (Filtenborg, 2002). Penicilia su

schopné rast’ aj pri nizkych teplotach, niektoré druhy ako napr.: P. aurantiogriseum, P.



camemberti, P. expansum, P. glabrum, P. chrysogenum, P. roqueforti, P. verrucosum rasti
uz pri teplotach pod 5 °C (Frisvad et Samson, 1991).

Podobne aj produkcia mykotoxinov taktieZ prebieha u penicilii rastucich pri
nizkych teplotach. Frisvad et Samson (1991) uvadzaju produkciu ochratoxinu A druhom P.
verrucosum uz pri teplote 4 °C. Produkcia patulinu druhmi P. expansum, P. griseofulvum

a P. vulpinum bola zaznamenana pri teplote 7,2 °C.
1.8.1.2 Aktivita vody (a,,)

Aktivita vody je definovana ako podiel tlaku vodnych par nad danym roztokom
(komoditou) k tlaku par nad hladinou destilovanej vody za rovnakych podmienok.

Vztah vodnej aktivity ku koncentracii rozpustnej latky mozno vyjadrit’ vzorcom:

N

_ w
TN AN
pricom Ny, je po¢et mélov vody a Ny pocet molov rozpustenej latky (Stevlikova et al.,
2007).
Rast a vyvoj mikroskopickych hib koreluje s vlhkostou daného prostredia. Ak je
vlhkost’ obilnin nizsia ako 12 %, detekcia rastu mikromycét je obtiazna, avSak spory mozu

byt stale pritomné, ale neaktivne. Naopak vysSia vlhkost’ stimuluje kli¢enie spor, d’alsi rast

myceélii a ndsledne opat’ tvorbu novych spor (http:/www.vetagro.sk/).

Vseobecne, ak sa zabezpeci vlhkost’ skladovaného obilia ekvivalentna hodnote
vodnej aktivity < 0,70 (Tancinova, 2008), rast mikroskopickych hub v obilnindch bude
potlaceny. Najcastejsi rast penicilii uvadza Moss (1991) pri ay, > 0,95. Minimalna a,, pre
Penicillium chrysogenum moze dosiahnut’ hodnotu 0,78, pre Penicillium aurantiogriseum
0,81 apre Penicillium purpurogenum 0,84. Kazdy druh rodu Penicillium sa vyznaluje

inym teplotnym minimom a aktivitou vody, pri ktorej je schopné rastu (tab. ¢. 7).

Tab. ¢. 7: Minimalne hodnoty teplot a aktivity vody (ay) pre vybrané druhy penicilii
(Samson et al., 2002).

Druh Teplota (°C) Aktivita vody (ay)

P. aurantiogriseum 0 0,84

P. brevicompactum -2 0,81




P. chrysogenum 4 0,84
P. citrinum 12 0,80
P. expansum 0 0,85
P. griseofulvum 0 0,83
P. verrucosum 0 0,83

1.8.1.3 Kyslik

Rast mikromycét je do istej miery ovplyvneny aj mnozstvom kyslika, oxidu
uhlic¢itého a dusika. Mikromycéty st spravidla prisne aerébne mikroorganizmy a preto je
ich vys§i vyskyt zaznamendvany spravidla vzdy v povrchovych vrstvach sildze, avSak na
druhej strane patria k vysoko adaptovatelnym mikroorganizmom, ktoré méZu prekonavat’
rozne adaptacné faktory (Dolezal et Zeman, 2006). Penicilia patria medzi mikroaerofilné
druhy, ¢ize s zvlast' tolerantné k nizkym koncentraciam kyslika (Lacey, 1989). Kyslik je
dolezitym faktorom aj pre produkciu mykotoxinov (Bullerman, 1995).

Vzhl'adom na poziadavky mikromycét na kyslik sa vSeobecne uvadza, Ze zdkladnou
podmienkou prevencie ich vyskytu je dokladné utlacenie a rychle anaerdbne uzavretie sila.
Pri prevencii produkcie mykotoxinov v obilnindch je UC¢innda metdda hermetického
uskladnovania v kontajneroch s vysokou hladinou CO, a nizkou hladinou O, (Loucka et
Machacova, 1997), avSak produkcia oxidu uhli¢itého m4 iba inhibi¢ny, nie devitalizaény

efekt (Dolezal et Zeman, 2006).

1.8.1.4 Doba skladovania

Nezanedbatelny vplyv na rast mikroskopickych hub a na néasledni produkciu
mykotoxinov v substrate ma faktor ¢asu. Pri uskladneni potravin treba brat’ do uvahy, Ze
absencia rastu mikroskopickych hib za jeden mesiac nie vzdy znac¢i bezpecné skladovanie
neobmedzene dlhy ¢as (Filtenborg et al., 2002).

U skladovaného obilia je znamy tzv. fenomén migracie vlhkosti, Co znamena, ze
v zimnom obdobi ma uskladnena surovina vyssiu teplotu v strednej Casti sila, sposobujicu
migraciu vlhkosti do vrchnych cCasti. Naopak v letnom obdobi byva vlhkost' vysSia
v strednej Casti sila a migruje do spodnej Casti. Ddsledkom hromadenia vlhkosti dochadza

k znehodnoteniu skladovaného zrna a ked’ze mikromycéty dokazu obnovit’ svoj rast do 30



minat od rehydratacie, skracuje sa Cas jeho bezpe¢ného uskladnenia

(http://www.vetagro.sk/).

1.9 Ochrana populacie pred mykotoxinmi

Pri prevencii vyskytu mikroskopickych hub, ktoré su pdvodcami mykotoxinov
napomaha spravna pol'nohospodarska prax. U menej skusenych agronomov, ktori tuto prax
zanedbdvaji, vSak modze dojst vo vlhkych klimatickych podmienkach ku zvySenej
kontaminacii obilnin mykotoxinmi (Sinkova, 2007).

Podl'a zéasad spravnej polnohospodarskej praxe st pol'nohospodéri povinni
produkovat’ zdravotne neSkodné suroviny pre potravinarske a kfmne ucely. Naplnenie tejto
poziadavky je zavislé od doslednej kontroly a od zabezpecenia optimalnych podmienok,
ktoré vylucuji pripadné hromadenie zdraviu Skodlivych latok v surovinach uréenych na
vyrobu potravin, ¢i krmiv (Vanova, 2008).

Dodrziavanie prevencie v predzberovom obdobi je prvym stupiiom zabezpecenia
neSkodnosti findlneho produktu a =zarovenn najicinnejSou metédou na kontrolu
kontaminacie. Ak sa v produkte urenom na vyzivu ludi a zvierat kontamindcia
nevyskytne, rizikd spojené s vyskytom toxinov sa musia sledovat’ ndslednymi postupmi aj
po zbere produktov. Riziko by sa malo minimalizovat’ v kazdej produk¢nej faze (Belajova,
2007). Z hladiska prevencie je ddlezité¢ pochopit’ zakladné faktory umoziujuce u€inni
kontrolu vzniku a §irenia mykotickej a mykotoxinogénnej kontaminacie ato v pol'nych,
ako aj v skladovych podmienkach (Tancinova, 2008).

Riziko napadnutia v znacnej miere znizuje vcasna akvalitnd agrotechnika,
geneticky odolnejSie odrody, vhodné osevné postupy, ako aj vyvazené hnojenie (Loucka et
Machacova, 1997). V niektorych zemepisnych oblastiach sa doba siatia musi planovat’
najmi vzhl'adom na obdobie zvySenych dazdovych zrdzok. Nacasovanie zberu podstatne
ovplyviiuje tvorbu mykotoxinov. Pocas zberu je ddlezité¢ kontrolovat faktory, ako je
vCasnost’ Cistenia a susenia produktov (Belajova, 2007).

Ako uvadza Zimolka et al. (2005), po zbere sa zrno dostdva do katabolickej fazy,
ktora je charakteristickd latkovymi premenami. Za optimalnych klimatickych podmienok
zberu mozno zberat' zrno v stave vhodnom na skladovanie (relativna vlhkost’ zrna < 13 az
15 %). Vhodnymi technologickymi zdsahmi sa ma kvalitativna hodnota zrna zvySovat, ¢o

mozno dosiahnut’ redukciou vlhkosti a teploty zrna do oblasti hodnét skladovace;j stability.



NajlepSim sposobom ako predchadzat’ vplyvu mykotoxinov je minimalizovat
moznost’ ich vzniku, ¢o mozZzno docielit zberom obilnin v §tadiu zrelosti, s nizkym
obsahom vody a v konecnom dobsledku aj spravne skladovanie v suchych a chladnych
podmienkach (Nahm, 1995).

Zakladnymi opatreniami pri ochrane cerealii pred plesnivenim a vyskytom

mykotoxinov podl'a Tan¢inovej et al. (2008) st:

. pri naskladiiovani obilia
a) sanitdcia a dezinfekcia skladov,
b) rychle a u¢inné vysusenie naskladiiovanych obilnin,
c) skladovanie obilia pri nizkej vlhkosti (13,5 — 14 %),
d) skladovanie pri nizkych teplotach,
e) radikdlne znizenie obsahu primesi a necistot v obili,
f) radikdlne obmedzenie hmyzu v skladovanom obili,
g) separacia vlhkého obilia od suchého,
h) separacia zdravého obilia od nezdravého (mechanicky naruseného, zamoreného

hmyzom, plesnivého).

. pocas skladovania
a) kontrola vlhkosti,
b) aerécia a kontrola teploty,
c) presun alebo prehadzovanie,

d) sanitdcia a dezinfekcia.

Ochrana populécie pred mykotoxinmi a toxinogénnymi mikroskopickymi hubami
je  zabezpeCend  kontrolnym  systémom = pracovisk  rezortov  zdravotnictva
a pddohospodarstva. Je nevyhnutné vykonavat pravidelné epidemiologické, toxikologické
Stadie a monitoring mykotoxinov (Golian, 2000). Na dosiahnutie bezpecnych potravin je
nevyhnutny komplex opatreni, ktory sa za¢ina produkciou bezpeénych surovin (Sudyova et
al., 2005).

STubnymi spdsobmi do budicnosti na vyrazné znizenie hladiny mykotoxinov st
vyskumné Slachtitel'ské programy a génové inzinierstvo, ktoré sa snazi o zvySenie
rezistencie obilnin voc¢i mikromycétom. Ako uvadza Belajova (2007), genetické

inzinierstvo sa zameriava na skimanie nadobudnutia rezistencie prostrednictvom pridavku



alebo rozsirenia antifungalnych génov. Zameranie vyskumu je zacielené najmé na buduicu

predzberovu kontrolu a prevenciu tvorby mykotoxinov.

1.9.1 Antifungalne prostriedky

Poslednou moznostou ochrany substraitov pred neziaducou c¢innostou
mikroskopickych hub st antifungdlne prostriedky (Jesenska, 1987). Mechanizmus
posobenia tychto pripravkov je zaloZzeny na:

e destrukcii bunkovej steny, pripadne cytoplazmatickej membrany,
¢ inhibicii enzymov v mikrobidlnej bunke,

e destrukcii genetickej Struktury (Nielsen et de Boer, 2002).

Medzi najznamejsie antifungélne prostriedky patri:

Kyselina propionova ma vysoky antifungicidny ucinok, zabrafiuje rastu
mikroskopickych vldknitych hub. Pred dlhodobym skladovanim byva zrno chemicky
oSetren¢ pripravkami na baze kyseliny propidnovej. Aplikuje sa formou postrekov
prostrednictvom rozpraSovacich trysiek. Zrno s vlhkost'ou nad 15 % sa postrekuje 0,5 %
kyselinou propidnovou, pri vlhkosti priblizne 30 % sa pouziva 1,25 % roztok kyseliny
(Ruprich, 1997).

Kyselina sorbova — jej antifungicidne ucinky si aktivne na vicSinu
mikroskopickych vldknitych hub. Je to pomerne u¢inny inhibitor mikromycét, kvasiniek
a niektorych druhov baktérii, preto ma vyuzitie aj ako konzervant potravin. Jej
konzervacné ucinky su zavislé od pH (Cuhra, 2009), najvyssiu t¢innost’ ma pri pH do 5,0.
Vyssie pH ma za nasledok niZ$iu Gi€innost’ (Roberts, 1989).

Benzoat sodny patri medzi biologicko - chemické pripravky, ktoré podporuja
fermentaCny proces azarovenn obsahuju zlozku, ktora pdsobi dezinfekéne na
mikroskopické huby. Patri medzi lacnejSie pripravky, teda aj a€innost’ je nizSia (Raj¢akova
et Mlynar, 2005).

Adsorbenty mykotoxinov su urcitym rieSenim v pripade vysokého obsahu spor
mikroskopickych hib. Ide o Specialne aditiva ur€ené na potlacenie vyskytu mykotoxikéz,
zalozené na absorpcii mykotoxinov (Raj¢akova et Mlyndar, 2005). V praxi sa pouziva napr.

kaolin, ktory sa pridava do krmiv, pricom sa viaze v traviacom systéme a vyrazne znizuje



toxicitu niektorych mykotoxinov. Vyuziva sa aj granulovany aktivovany uhlik (GAC),
ktory je aplikovany na redukciu patulinu v kontaminovanych ovocnych S§tavach (Belajova,

2007).



2 Ciel’ prace

Cielom diplomovej prace je spracovanie literarneho prehladu zameraného na
vyskyt mikroskopickych hub zrodu Penicillium v obilninach, s ddérazom na popis
najvyznamnejSich peniciliovych mykotoxinov a spdsobov prevencie a ochrany pred
znehodnotenim obilnin.

Hlavnym cielom experimentéalnej Casti diplomovej prace je sledovanie endogénnej
a povrchovej kontamindcie mikroskopickymi hubami z rodu Penicillium sp. na zrnach
pSenice potravinarskej (7riticum aestivum L.) dopestovanej vregionoch  stredného
a vychodného Slovenska zurody roku 2008. Analyzovanych je 11 vzoriek, ztoho 5
vzoriek z lokalit stredného Slovenska a 6 vzoriek z lokalit vychodného Slovenska. Dalsou
ulohou je zistit’ a vyhodnotit’ toxinogenitu, ¢ize schopnost’ izolatov produkovat’ peniciliové

mykotoxiny prostrednictvom tenkovrstvovej chromatografie.



3 Metodika prace a metody skumania

3.1 Odber vzoriek

Vzorky pSenice potravinarskej (Triticum aestivum L.) boli odobraté v sezone roku
2008 z velkokapacitnych skladov. Celkovo bolo sledovanych 11 vzoriek, z coho 5 vzoriek
pochadzalo zlokalit stredného Slovenska a6 zlokalit vychodného Slovenska.
Analyzované vzorky boli odobraté zo vSetkych Styroch krajov stredného a vychodného

Slovenska, ako uvadza tabul’ka €. 8.

Tab. €. 8: Vybrané regiony, kraje a lokality odberu vzoriek pSenice potravinarskej v roku
2008

Region Kraj Lokality

SS Banskobystricky (3)* | Banska Bystrica (1), Lucenec (1), Zavada (1)

SS Zilinsky (2) Tur¢ianske Teplice (1), Podtureni (1)

VS Kosicky (3) Smizany (3)

VS Presovsky (3) Poprad - Matejovce (1), SpiSské Bystré (1),
Presov (1)

* v zatvorkach s uvadzané poéty odobratych vzoriek
SS — stredné Slovensko
VS — vychodné Slovensko

Zobrazenie lokalit odberu vzoriek pSenice je zndzornené na obrazku €. 3.

Obr. €. 3: Lokality odberu vzoriek v regiénoch stredného a vychodného Slovenska
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3.2 Izolacia vzoriek

3.2.1 Endogénna mykocenoza vzoriek pSenice potravindarskej

Na stanovenie endogénnej mykocendzy sme pouzili metdodu priameho ukladania
povrchovo vysterilizovaného pSeni¢éného zrna na agarové platne. Vzorku 200 ks
makroskopicky bezchybnych zfn sme povrchovo sterilizovali po dobu 2 minat v 100 ml
destilovanej vody spolu s 5,5 g chléoraminu, ¢im sme ziskali 0,4 % roztok. Vzorku sme
nasledne 3 krat preplachli sterilnou destilovanou vodou (cca 500 ml), vysusili na sterilnom
filtranom papieri a pinzetou vyzihanou plameiom sme jednotlivé zrna ukladali na platne s
dvoma druhmi Zivnych pdd. Prvych 100 zfn z kazdej vzorky sme uloZili na platne s DRBC
zivnou podou (agar s dichléranom, chloramfenikolom a Bengalskou ¢erveniou) (Samson et
al., 2002b), zvySnych 100 zfn z kazdej vzorky sme ukladali na platne s DYSG Zivnou
podou (agar s dichloranom, kvasnicnym extraktom, sachar6zou a glycerolom) (Burgess et

al., 1988). Vzorky sme nechali kultivovat’ 5 — 7 dni pri teplote 25 + 1 °C v tme.

3.2.2 Povrchova mykocenoza z¥n pSenice potravindrskej

Na zistenie povrchove] mykocendzy celého zrna sme pouZili platiovi zried'ovaciu
metodu. Navazenych 20 g zhomogenizovanej vzorky pSenice sme premiestnili do
odmernej banky, do ktorej sme pridali 180 cm’ pepténovej vody obsahujicej 0,02 %
Tweenu® 80 (Fluka Chemie AG, Svajéiarsko). Vzorku sme nechali 30 mindt trepat’ na
horizontalnej trepatke a desiatkovym zriedovacim systémom sme pripravili riedenia 107
az 10°. Nésledne sme odpipetovali 0,1 ml z kazdého riedenia a naockovali sme agarové
platne DRBC (agar s dichloranom, chloramfenikolom a Bengalskou &ervetiou) a MEA
(sladinovy agar) (Samson et al, 2002b) v trojnasobnom opakovani. Vzorky sme

kultivovali za rovnakych podmienok ako pri stanovovani endogénnej mykocendzy.



3.3 Material a metody

ZloZenie Zivnych pod pouZitych pri izolacii vzoriek:
1. DRBC (agar s dichloranom, chléramfenikolom a Bengalskou cervenou; Merck

KGaA, Nemecko; Samson et al., 2002)

pepton 50g
glukoza 10,0 g
K;HPO4 1,0g
MgSO,. 7 H,O 0,5¢g
dichloran 0,002 g
Bengalska cerven 0,025 g
chléramfenikol 0,1g
agar I5¢g
destilovana voda 1000 ml
pH Zivnej pody 5,6+0,2

2. DYSG (agar s dichloranom, kvasniénym extraktom, sachar6zou a glycerolom;

Samson et al., 2002)

kvasni¢ny extrakt 20,0 g

sachar6za 150,0 g
K;HPO, 1,0g
MgSO,. 7 H,O 0,5¢g
chloramfenikol 0,05¢g
dichloran 1,0 ml
ZnS04. 7 H,O 0,01 ¢g
CuSO4. 7 H,0 0,005 g
agar 20g
glycerol 220 g
destilovana voda 1000 ml

chlortetracyklin 0,05 g — bol pridany po autoklavovani



3. Sladinovy agar (Biomark ™ laboratories, India)

sladinovy extrakt 30,0 g
pepton 50¢g
agar 150¢g

Navazok 50 g 7Zivnej pddy sme rozpustili v 1000 ml destilovanej vody
a sterilizovali sme 15 minat pri tlaku 100 — 120 kPa a teplote 115 °C v autoklave. Po
autoklavovani sme pridali chléramfenikol (IMUNA; Sarisské Michalany, Slovensko)

v mnozstve 100 mg/ 1000 ml.

3.4 Stanovenie rodu Penicillium sp.

Na zistenie druhového zastipenia rodu Penicillium bolo potrebné ziskat’ Cisté
kultary jednotlivych kmenov, preto penicilia vyrastené na agaroch DRBC, DYSG a MEA
sme preockovali na identifikaéné Zzivné pdody CYA (Czapkov agar s kvasnicnym
extraktom), MEA (agar so sladinovym extraktom), YES (kvasni¢ny extrakt so sachar6zou)
a CREA (agar s kreatinom a sacharézou). Cisté kmene sme kultivovali pri teplote 25 + 1
°C bez pristupu svetla pocas 5 — 7 dni podl'a Samson et al. (2002). Na identifikaciu boli
pouzité klice Pitt et Hocking (1997), Samson et al. (2002a), Samson et Frisvad (2004).

ZloZenie Zivnych pod pouZitych pri stanovovani rodu Penicillium:

1. CYA (Czapkov agar s kvasni¢nym extraktom; Pitt, 1979)

Czapkov koncentrat 10,0 ml
kvasni¢ny extrakt 50¢g
sachar6za 30,0 g
K;HPO4 1,0g
agar 150¢g
destilovana voda 1000 ml

Priprava Czapkovho koncentratu:

NaNO;, 300 g




KCl 50g

MgSO,. 7 H,O 50g
FeSOs. 7 H,O 0,1 g
ZnS04. 7 H,O 0,1¢g
CuSO4. 7 H,0 0,05¢g
destilovana voda 100 ml

Sterilizacia prebehla pri teplote 120 °C, 15 minut, pri tlaku 100 — 120 kPa.

. MEA (agar so sladinovym extraktom; Pitt, 1979)

sladinovy extrakt 20,0 g (DIFTO, Detroid, USA)

pepton 1,0 g (IMUNA, Sarigské Michalany, Slovensko)
glukéza 20,0 g (LACHEMA, Brno, Ceské4 Republika)
agar 20,0 g

destilovana voda 1000 ml

. YES (agar s kvasni¢nym extraktom so sachar6zou; Samson et al., 2002)

kvasni¢ny extrakt 20,0 g
sachar6za 150,0 g
MgSO,. 7 H,O 0,5¢g
agar 20,0 g
destilovana voda 885 ml

Sterilizacia prebehla v autoklave pri teplote 120 °C pocas 20 mintt pri konstantnom

tlaku 121 kPa.

. CREA (agar s kreatinom a sachardzou; Frisvad, 1985)

sachar6za 300 g
kreatin 3,0 g (SIGMA, Steinheim, Nemecko)
mineralny roztok 10,0 ml

roztok stopovych prvkov 1,0 ml
bromkrezolova Cerven 0,05 g (LACHEMA, Brno, Ceské4 Republika)
KZHPO4. 3 H20 1,3 g



agar 15,0 ¢g

destilovana voda 1000 ml

Sterilizacia prebehla pri teplote 120 °C, 15 minut, pri tlaku 100 — 120 kPa.

3.5 Stanovenie toxinogenity mykotoxinov metodou TLC (in vitro)

Schopnost’  vybranych  kmenov potencialne  produkujucich  mykotoxiny
v podmienkach in vitro sme stanovili metodou tenkovrstvovej chromatografie (TLC) podl'a
Samson et al. (2002 b), modifikované Labudom et Tancinovou (2006). Sledovali sme

toxinogenitu tych mykotoxinov, ktorych Standardy ma zakipené Katedra mikrobiologie:

citrinin (C)

- grizeofulvin (G)

- kyselina cyklopiazonova (CPA)
- ochratoxin A (OTA)

- patulin (P)

- penitrém A (PA)

- roquefortin C (RC)

Na stanovenie toxinogenity vybranych druhov mykotoxinov sme pouzili dva druhy
zivnych pod - CYA a YES. Zo zivnej pddy CY A sme izolovali intracelularne mykotoxiny
CPA, PA a RC. Extracelularne mykotoxiny (C, G, OTA, P) sme ziskali zo zivnej pody
YES.

Na identifikéciu intraceluldrnych mykotoxinov sme vykrojili agarové vyseky
z CYA s narastenymi koloniami penicilii s pribliznou velkostou 5 x 5 mm. Extracelularne
mykotoxiny sme identifikovali zo Zivnej pddy YES pomocou agarovych vysekov, ktoré
neobsahovali kolonie penicilii. Vyseky sme pomocou pinzety vlozili do Eppendorfove;j
skimavky a pridali sme 0,5 ml extrak¢ného ¢inidla chloroform metanol (2 : 1). Skimavky
sme vloZili do pristroja Vortex G-560E (Scientific Industries, Bohemia), kde sa obsah
skimaviek premieSaval 3 minuty. Ziskané extrakty sme naniesli v mnoZzstve 30 pl
a Standardy jednotlivych mykotoxinov v mnoZstve 10 pl na Start chromatografickej platne.
Po vysuSeni sme pouzili vyvijaciu sustavu TEF (toluén, etylacetat, kyselina mravcia)
vpomere 5 : 4 : 1. Po opitovhom vysuSeni sme jednotlivé mykotoxiny detekovali

pomocou fluorescencie a retenénych hodndt Standard.



3.5.1 Vizualizacia jednotlivpch mykotoxinov

Citrinin — bol priamo pozorovatelny pod UV svetlom pri vlnovej dizke 365 nm ako
zltozelena Skvrna s chvostom.

Grizeofulvin — podobne ako citrinin bol viditelny pod UV lampou pri vinovej dizke 365
nm a tvoril modra Skvrnu.

Kyselina cyklopiazonova — detekcia prebiehala pri dennom svetle po naneseni
Ehrlichovho ¢inidla. Pri pozitivnom naleze by sa vytvorila fialova Skvrna, avSak
pritomnost’ tohto mykotoxinu v testovanych vzorkach sa nepotvrdila.

Ochratoxin A — detekcia prebichala pod UV lampou pri vinovej dizke 365 nm, v pripade
pritomnosti tohto mykotoxinu v testovanych vzorkach by sme pod UV svetlom pozorovali
modrozelenu Skvrnu, av§ak OTA vo vzorkéch nebol pritomny.

Patulin — bol detekovany pri dennom svetle po naneseni 0,5 % MBTH (3-metyl-2-
benzotiazolionhydrazon-hydrochlorid) v metanole, pri zahriati na 130 °C po dobu 8 minut,
vytvoril Zltooranzovu Skvrnu.

Penitrém A — bol detekovany po naneseni 20 % AICl; v roztoku 60 % etanolu pri zahriati
na 130 °C po dobu 8 minut, tvoril tmavozelentl az Ciernu Skvrnu.

Roquefortin C — bol detekovany po naneseni Ce(SO4),. 4H,0 ako Skvrna s oranZovym

sfarbenim.



4 VysledKky prace

V sezone 2008 sme sledovali mykotickil kontaminaciu zfn pSenice potravinarskej
(Triticum aestivum L.) slovenského povodu vregionoch stredného a vychodného
Slovenska. Celkovo sme odobrali 11 vzoriek pSeni¢nych zfn zo 4 krajov, z ktorych 5
vzoriek pochddzalo z lokalit stredného Slovenska a 6 vzoriek z lokalit vychodného
Slovenska. V izolovanych vzorkach sme zistili pritomnost’ aj inych rodov vlaknitych
mikroskopickych hub, av§ak nasim cielom bolo zamerat’ sa len na toxinogénne druhy rodu

Penicillium.
4.1 Vysledky vzoriek z lokalit stredného Slovenska

Z 5 analyzovanych vzoriek skladovanych pSeni¢nych zfn sme 3 vzorky odobrali
z lokalit Banskobystrického kraja (Banskd Bystrica, Lucenec, Zavada) a2 vzorky zo

Zilinského kraja (Turéianske Teplice, Podtureti).
4.1.1 Banskobystricky kraj

Z 3 vzoriek pSenice odobratych z oblasti Banskobystrického kraja sme celkovo
izolovali 11 druhov penicilii z oboch spdsobov izolacie — endogénnej mykocendzy
a oplachu (Tab. €. 9).

Druhovou identifikdciou izolovanych kmenov sme urcili 6 druhov penicilii
z endogénnej mykocendzy: P. aurantiogriseum, P. corylophilum, P. chrysogenum, P.
polonicum, P. thomii a P. viridicatum. Frekvencia vyskytu vSetkych izolatov z endogénne;j
mykocendzy bola rovnaka - 33 % (Graf €. 1). Z celkového poctu 86 izolatov predstavovali
najvacsie zastupenie z endogénnej mykocendzy Penicillium chrysogenum (72 izolatov),
Penicillium polonicum (6 1zolatov) a Penicillim thomii (5 izolatov) (Graf €. 2).

Druhym sposobom izolacie — oplachom sme izolovali Sir§ie druhové zastipenie (8)
iked sniz§im poctom izolatov (78): P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P.
coprophilum, P. griseofulvum, P. chrysogenum, P. olsonii, P. polonicum a P. verrucosum.
Najvyssiu frekvenciu vyskytu z oplachu sme zaznamenali pri druhoch P. aurantiogriseum

a P. chrysogenum 67 % (Graf €. 1).



Najvicsie zastupenie z hl'adiska poctu izolatov z oplachu mal rovnako ako z endogénnej
mykocendzy druh P. chrysogenum (53 izolatov), nasledovali druhy P. aurantiogriseum (15
izolatov) a P. polonicum (5 izolatov) (Graf ¢. 2).

Kmene 3 druhov rodu Penicillium - P. chrysogenum (125), P. aurantiogriseum (16)
a P. polonicum (11) sme vyizolovali sicasne zendogénnej mykocendzy a oplachu,

¢im tvorili najvyssi podiel z celkového poctu izolatov (164).

Tab. €. 9: Frekvencia vyskytu apocet izoladtov penicilii z endogénne; mykocenozy

a oplachu z 3 vzoriek pSenice z Banskobystrického kraja v sezoéne 2008

Banskobystricky kraj
Endogénna
Oplach
mykocendza
Celkovy
Druhy
) o) pocet
penicilii < F‘? éu S F? év o

= g & = g & izolatov

= £ Q = 2 S

g | S| 2| &| & 2
P. aurantiogriseum 1 33 1 2 67 15 16
P. brevicompactum = - - 1 33 1 1
P. coprophilum - - - 1 33 1 1
P. corylophilum 1 33 1 - - - 1
P. griseofulvum - - - 1 33 1 1
P. chrysogenum 1 33 72 2 67 53 125
P. olsonii - - - 1 33 1 1
P. polonicum 1 33 6 1 33 5 11
P. thomii 1 33 5 - - - 5
P. verrucosum - - - 1 33 1 1
P. viridicatum 1 33 1 - - - 1

X 86 X 78 X 164
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Graf ¢. 1: Frekvencia vyskytu penicilii (%) z endogénnej mykocendzy a oplachu z 3

vzoriek pSenice z Banskobystrického kraja v sezone 2008
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Graf ¢. 2: Pocet izolatov penicilii z endogénnej mykocendzy a oplachu z 3 vzoriek pSenice

z Banskobystrického kraja v sezone 2008



4.1.2 Zilinsky kraj

Z 2 lokalit Zilinského kraja (Turéianske Teplice, Zavada) sme stanovili 2 vzorky
pSeni¢nych zfn, u ktorych sme analyzovali endogénnu a povrchovi mykocenézu, ako aj
potencialnu toxicitu izolovanych druhov penicilii. Celkovo sme zo vzoriek vyizolovali 9
druhov penicilii (Tab. €. 10), priCom izolaty, ktoré sme z dovodu kontaminacie nemohli
blizsie identifikovat’ sme oznacili ako Penicillium sp.

Analyzou endogénnej mykocendzy sme izolovali 4 druhy: P. aurantiogriseum, P.
griseofulvum, P. chrysogenum a P. sp. Najvyssiu frekvenciu vyskytu (100 %) v izolatoch
endogénnej] mykocenozy vykazoval ako jediny druh P. aurantiogriseum, vSetky ostatné
druhy sa vyskytovali s frekvenciou 50 % (Graf €. 3). Z celkového poctu izolatov (6) sa
v endogénnej mykocenoze najcastejSie vyskytoval druh P. aurantiogriseum (3) (Graf €. 4).

Z oplachu sme ziskali SirSie spektrum penicilii (6 druhov): P. brevicompactum, P.
coprophilum, P. corylophilum, P. glabrum, P. hordei a P. sp. VSetky izolované druhy
z oplachu sa podielali rovnakou frekvenciou vyskytu (50 %) na kontaminovani povrchu
pSeni¢ného zrna (Graf €. 3). Z 15 izolatov sa na povrchovej kontaminécii najviac podiel’ali
druhy P. coprophilum (4) a P. hordei so Styrmi izolatmi (Graf C. 4).

Zo v8etkych 1zolatov (21) sa na oboch typoch kontamindcie podiel’al iba druh P. sp.
(4).



Tab. ¢. 10: Frekvencia vyskytu apocet izolatov penicilii z endogénnej mykocenozy

a oplachu z 2 vzoriek psenice zo Zilinského kraja v sezone 2008

Zilinsky kraj
Endogénna
Oplach
mykocendza ,
Celkovy
Druhy -
pocet
penicilii éu e o év £ A
= CWD' 8( = CWD' 8( izolatov
= < Gl = ps &
<) 2 N ¢ o N
< = = N =3 =
N o N )
S| 2| g 2| 2| ¢
< ~ < =~
P. aurantiogriseum o) 100 3 - - - 3
P. brevicompactum ) ) ; 1 50 1 1
P. coprophilum ) i, - 1 50 4 4
P. corylophilum _ . - 1 50 1 1
P. glabrum - - - 1 50 2 2
P. griseofulvum 1 50 1 - - - 1
P. hordei 3 - - 1 50 4 4
P. chrysogenum 1 50 1 - - - 1
P. sp. 1 50 1 1 50 3 4

X6 X 15 X 21
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Graf ¢. 3: Frekvencia vyskytu penicilii (%) z endogénnej mykocendzy a oplachu z 2

vzoriek pSenice zo Zilinského kraja v sezone 2008
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Graf ¢. 4: Pocet izolatov penicilii z endogénnej mykocen6zy a oplachu z 2 vzoriek pSenice

zo Zilinského kraja v sezone 2008



4.1.3 Celkové mykotické zastupenie penicilii vo vzorkdach pSenice 7 krajov stredného

Slovenska

Celkovo sme z lokalit stredného Slovenska izolovali a identifikovali 14 druhov
penicilii z oboch foriem izolacie v celkovom pocte 185 izolatov (Tab. €. 11).

Z endogénnej mykocendzy sme izolovali 8 druhov penicilii: P. aurantiogriseum,
P. coprophilum, P. griseofulvum, P. chrysogenum, P. polonicum, P. thomii, P. viridicatum,
a P. sp. Najvyssiu frekvenciu vyskytu (60 %) z endogénnej mykocenozy vykazoval druh P.
aurantiogriseum, po nom nasledoval druh P. chrysogenum (40 %). Ostatné uvedené druhy
vykazovali 20 % frekvenciu vyskytu (Graf ¢. 5). P. chrysogenum (73) predstavoval
najvyssie zastipenie z hl'adiska poctu izolatov (92), ktoré sme izolovali z vnutra zrna.

NajvysSiu diverzitu druhov sme zaznamenali opédt zoplachu (12 druhov),
konkrétne P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. coprophilum, P. corylophilum, P.
glabrum, P. griseofulvum, P. hordei, P. chrysogenum, P. olsonii, P. polonicum, P.
verrucosum a P. sp. Styridsat’ % frekvencia vyskytu bola zaznamenana u §tyroch druhov
penicilii: P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. coprophilum a P. chrysogenum. Pri
viacsine spominanych druhov bola frekvencia 20 % (Graf €. 5). Celkovo sme z oplachu
izolovali 93 izolatov. Najvyssi pocCet izolatov nielen z endogénnej mykocenozy, ale aj
z oplachu tvoril druh P. chrysogenum (53).

Sest’ izolatov sme vyizolovali z endogénnej mykocenézy a zarovei aj oplachu,
konkrétne to boli kmene: P. aurantiogriseum, P. corylophilum, P. griseofulvum, P.
chrysogenum, P. polonicum a P. sp. Celkovo mozno podotknut, ze pSeni¢né zrna
analyzované z oblasti stredného Slovenska boli prevazne kontaminované povrchovo
s vyznamnou prevahou druhu P. chrysogenum (126) zo 185 izolatov (Graf ¢. 6), Co
predstavovalo 68 % podiel. Desat’ % podielom sa na kontaminacii vzoriek pSenice podiel’al

druh P. aurantiogriseum.



Tab. ¢. 11: Frekvencia vyskytu apocet izolatov penicilii z endogénnej mykocenozy

a oplachu zo vzoriek pSenice z oboch krajov stredné¢ho Slovenska v sezoéne 2008

Stredné Slovensko
Endogénna
Oplach
mykocendza
Druh
ruhy Celkovy %
penicilii S € s S = s
N, o g N, o g | pocet podiel
2 ps z < ps G
= g o = g < | izolatov | izolatov
(@] o
< i 2 < i 2
8 a R 5] A B
= £ Q = 2 S
GG I I IO
P. aurantiogriseum 3 60 4 2 40 15 19 10
P. brevicompactum - - - 2 40 2 2 1
P. coprophilum 1 20 1 2 40 5 6 3
P. corylophilum - - - 1 20 1 1 0,5
P. glabrum - - - 1 20 2 2 1
P. griseofulvum 1 20 1 1 20 1 2 1
P. hordei - - - 1 20 4 4 2
P. chrysogenum 2 40 73 2 40 53 126 68
P. olsonii - - - 1 20 1 1 0,5
P. polonicum 1 20 6 1 20 5 11 6
P. thomii 1 20 5 - - - 5 3
P. verrucosum - - - 1 20 1 1 0,5
P. viridicatum 1 20 1 - - - 1 0,5
P. sp. 1 20 1 1 20 3 4 2

292 x93 X185
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Graf ¢. S: Frekvencia vyskytu penicilii (%) z endogénnej mykocendzy a oplachu zo

vzoriek pSenice z oboch krajov stredného Slovenska v sezone 2008
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Graf ¢. 6: NajcastejSie sa vyskytujuce penicilia vo vzorkach psSenice s celkovym poctom

izolatov z krajov stredného Slovenska v sezone 2008



4.2 Vysledky vzoriek z lokalit vychodného Slovenska

Sest’ vzoriek pSeniénych zfn sme odobrali z Kosického a PreSovského kraja
vychodného Slovenska, pricom 3 vzorky z KoSického kraja pochadzali zo Smizian a 3
z PreSovského kraja z Popradu — Matejoviec, SpiSského Bystrého a PreSova. Vo vzorkach

sme zist'ovali stupen endogénnej a povrchovej kontaminacie peniciliami.
4.2.1 Kosicky kraj

Z troch vzoriek skladovanych pSeni¢nych zfn sme izolovali celkovo 6 druhov
penicilii: P. aurantiogriseum, P. coprophilum, P. corylophilum, P. italicum, P. rubrum
a P. sp. (Tab. ¢. 12).

Prvym spdsobom izolacie (stanovenim endogénnej mykocendzy) sme izolovali len
2 druhy, ale s vysokou frekvenciou vyskytu a pomerne vysokym poctom izolatov. Ide o P.
aurantiogriseum (100 %, 32) a P. sp. (67 %, 84) (Graf €. 7, Graf ¢. 8).

Z povrchového oplachu vzoriek pSeni¢nych zfn sme izolovali a identifikovali 6
druhov penicilii, s celkovym poctom izolatov 551. Najvyssi pocet izolatov 519 so 100 %
frekvenciou vyskytu sme zistili pri druhu P. aurantiogriseum, potom nasledoval druh P.
rubrum so 67 % frekvenciou vyskytu s poctom 5 (Graf¢. 7, Graf €. 8).

Najvyssie zastipenie z endogénnej mykocenozy aj z oplachu sme zaznamenali pri

druhu P. aurantiogriseum s poctom izolatov 551, potom nasledoval P. sp. s poctom 105.



Tab. ¢. 12: Frekvencia vyskytu apocet izolatov penicilii z endogénnej mykocenozy

a oplachu z 3 vzoriek pSenice z KoSického kraja v sezoéne 2008

KoSsicky kraj
Endogénna
Oplach .
myKkocené6za Celkovy
Druh e o e - pocet
=0 (73—‘ g( =0 S—E‘ g( . y
< o 2] aQ < o 2] aQ izolatov
8 E g <K § E» g ]
S |z Sk
P. aurantiogriseum 3 100 | 32 3 100 519 551
P. coprophilum - - - 1 33 1 1
P. corylophilum - - - 1 33 4 4
P. italicum - - - 1 33 1 1
P. rubrum - - - 2 67 5 5
P. sp. 2 67 84 2 67 21 105
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Graf ¢. 7: Frekvencia vyskytu penicilii (%) z endogénnej mykocendézy a oplachu z 3

vzoriek pSenice z KoSického kraja v sezone 2008
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Graf ¢. 8: Pocet izolatov penicilii z endogénnej mykocendzy a oplachu z 3 vzoriek pSenice

z KoSického kraja v sezone 2008

4.2.2 PreSovsky kraj

Z troch lokalit PreSovského kraja sme analyzovali 3 vzorky pSeni¢nych zfn,
z ktorych sme oboma sposobmi izolacie (endogénna mykocenodza, oplach) identifikovali
celkovo 11 r6znych druhov penicilii (Tab. €. 13).

Pomocou endogénnej kontamindcie sme ziskali 8 druhov penicilii: P.
aurantiogriseum, P. citrinum, P. crustosum, P. glabrum, P. chrysogenum, P. roqueforti, P.
verrucosum a P. sp.. Ako znazoriuje graf €. 9, P. aurantiogriseum a P. sp. sa vyskytovali s
najvysSou frekvenciou (67 %). Z celkového poctu 17 izolatov tvorili najvyssi pocet druhy
P. aurantiogriseum (4) a P. roqueforti (4), nasledovali druhy s dvoma izolatmi P. citrinum,
P. glabrum a P. sp. (Graf ¢. 10).

[zolovanim mykocendzy =z oplachu sme analyzovali 7 druhov penicilii:
P. aurantiogriseum, P. carneum, P. griseofulvum, P. chrysogenum, P. roqueforti,
P. viridicatum a P. sp. 100 % frekvencia vyskytu sa nachddzala len u jediného druhu P.
aurantiogriseum, 67 % frekvenciu vyskytu vykazovali izolaty P. sp. (Graf €. 9).



Najvyssie zastupenie z celkového poctu izolatov (33) zoplachu mal druh P. sp. (10),
nasledovali penicilia P. roqueforti (9), P. aurantiogriseum (7) a P. chrysogenum (4).
Oboma formami izolacie (endogénna mykocenoza, oplach) sme izolovali celkovo
50 izolatov penicilii. Styri druhy penicilii P. aurantiogriseum, P. chrysogenum, P.
roqueforti a P. sp. sa podielali si¢asne na endogénnej, ako aj na povrchovej kontaminacii
sledovanych vzoriek. Najvacsi pocet izolatov (13) sme izolovali z druhu P. roqueforti,
nasledovali druhy P. sp. (12), P. aurantiogriseum (11) a P. chrysogenum s poctom izolatov

5 (Graf¢. 10).

Tab. ¢. 13: Frekvencia vyskytu apocet izolatov penicilii z endogénnej mykocendzy

a oplachu z 3 vzoriek pSenice z PreSovského kraja v sezone 2008

PreSovsky kraj
Endogénna
) Oplach
L S Celkovy pocet
Druh ~ r
- s ;: E_ g (5: izolatov
S R~ 2 & < & 2
g 2| X 3| §® 3 = 5
52 8| 5| F| 5
@ sl g 2| = | 8
< Z = 2
P. aurantiogriseum 2 67 4 3 100 7 11
P. carneum - - - 1 33 1 1
P. citrinum 1 33 2 - - - 2
P. crustosum 1 33 1 - - - 1
P. glabrum 1 33 2 - - - 2
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Graf €. 9: Frekvencia vyskytu penicilii (%) z endogénnej mykocendzy a oplachu z 3

vzoriek pSenice z PreSovského kraja v sezone 2008
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pSenice z PreSovského kraja v sezone 2008



4.2.3 Celkové mykotické zastupenie penicilii vo vzorkdch pSenice 7 krajov vychodného

Slovenska

Vzorky pSenicnych zfn, ktoré sme odobrali zo 4 lokalit vychodného Slovenska boli
znacne kontaminované vo vnutri zrna, ale najma na povrchu. Suhrnne sme izolovali 15
druhov penicilii, ktoré sme ziskali dvoma spdsobmi izoldcie (endogénna mykocendza,
oplach), o €inilo 717 izolatov (Tab. ¢. 14).

Stanovenim endogénnej kontamindcie vzoriek sme urcili 8 druhov penicilii:
P. aurantiogriseum, P. citrinum, P. crustosum, P. glabrum, P. chrysogenum,
P. roqueforti, P. verrucosum a P. sp. V endogénnej mykocenodze sa najcastejSie vyskytoval
druh P. aurantiogriseum s 83 % frekvenciou vyskytu, po nom nasledovali blizsie
neSpecifikované druhy penicilii oznacené ako P. sp. so 67 % frekvenciou vyskytu izolatov
(Graf ¢. 11). Zo 133 izolatov sa na endogénnej kontaminacii podielalo vo vyznamnej
miere 86 izolatov P. sp. a 36 izolatov P. aurantiogriseum.

Oplachovou metédou sme izolovali 11 druhov penicilii, konkrétne
P. aurantiogriseum, P. carneum, P. coprophilum, P. corylophilum, P. griseofulvum, P.
chrysogenum, P. italicum, P. roqueforti, P. rubrum, P. viridicatum a P. sp. Najvy$Sou
frekvenciou vyskytu sa na povrchovej kontaminacii podielal druh P. aurantiogriseum so
100 % frekvenciou (Graf ¢. 11). Tento druh bol zastipeny taktiez najvys$Sim poctom
izolatov 526 z celkového poctu 584.

Styri druhy penicilii P. aurantiogriseum, P. chrysogenum, P. roqueforti a P. sp.
sme zachytili vo vnutri zrna aj na povrchu (Graf ¢. 12). Z celkovo izolovanych 717
izolatov sa vo vzorkach vyskytoval v prevaznej miere druh P. aurantiogriseum (562) so 78
% podielom izolatov, nasledoval druh P. sp (117) so 16 % podielom izolatov a P.
roqueforti (13) s 2 % podielom. Ostatné druhy penicilii sa na kontaminécii podiel’ali mene;j

ako 1 %.



Tab.

W

¢. 14: Frekvencia vyskytu apocet izolatov penicilii z endogénne; mykocendzy

a oplachu zo vzoriek pSenice z oboch krajov vychodného Slovenska v sezone 2008

Vychodné Slovensko
Endogénna
Oplach
mykocendza
Druh
ruhy Celkovy %
penicilii S € o S e e
N 3. S S, o g | pocet | podiel
2 ps Py < ps 2. .
= 8 < 8 3 < | izolatov | izolatov
(@] o
< = 2 < = 2
S| ~| & g ~ | g
= NN = NN
gl S| 2 &)| S
P. aurantiogriseum 5 83 36 6 100 | 526 562 78
P. carneum - = = 1 17 1 1 0,1
P. citrinum 1 17 2 - - - 2 0,2
P. coprophilum - - - 1 17 1 1 0,1
P. corylophilum - - - 1 17 4 4 0,6
P. crustosum 1 17 1 - - - 1 0,1
P. glabrum 1 17 2 - - - 2 0,2
P. griseofulvum - - - 1 17 1 1 0,1
P. chrysogenum 1 17 1 1 17 4 5 0,7
P. italicum - = = 1 17 1 1 0,1
P. roqueforti 1 17 | 4 1 17 9 13 2
P. rubrum - - = 2 33 5 5 0,7
P. verrucosum 1 17 1 - - - 1 0,1
P. viridicatum - = = 1 17 1 1 0,1
P. sp. 4 | 67 | 86 | 4 | 67 | 31 117 16
> 133 Y584 X717
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vzoriek pSenice z oboch krajov vychodného Slovenska v sezone 2008
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Graf €. 12: NajcastejSie sa vyskytujice penicilia vo vzorkach psSenice s celkovym poctom

izolatov z oboch krajov vychodného Slovenska v sezéne 2008



4.2.4 Celkové mykotické zastupenie penicilii vo vzorkdach pSenice 7 regionov stredného

a vychodného Slovenska

79 lokalit zregionov stredného a vychodného Slovenska sme analyzovali
endogénnu a povrchovi kontaminaciu 11 vzoriek pSeni¢nych zin. Celkovo sme vyizolovali
20 druhov penicilii, €o ¢inilo 902 izolatov (Tab. ¢. 15).

Analyzou endogénnej mykocendézy sme izolovali 13 druhov penicilii: P.
aurantiogriseum, P. citrinum, P. corylophilum, P. crustosum, P. glabrum, P. griseofulvum,
P. chrysogenum, P. polonicum, P. roqueforti, P. thomii, P. verrucosum, P. viridicatum, a
P. sp.. Najvyssiu frekvenciu vyskytu 72 % sme zaznamenali pri druhu P. aurantiogriseum.
Po fiom nasledovali druhy P. sp. (45 %) aP. chrysogenum (27 %). Penicilia P.
corylophilum, P. griseofulvum, P. polonicum, P. thomii a P. viridicatum sa vyskytovali
s 20 % frekvenciou (Graf ¢. 13). Z celkového poctu 225 izolatov, najvyssie pocty izolatov
vykazovali druhy P. sp. (87), P. chrysogenum (74) a P. aurantiogriseum (40).

Najvyssia diverzita penicilii bola zaznamenana z oplachu (17 druhov), konkrétne
P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. carneum, P. coprophilum, P. corylophilum, P.
glabrum, P. griseofulvum, P. hordei, P. chrysogenum, P. italicum, P. olsonii, P. polonicum
P. roqueforti, P. rubrum, P. verrucosum, P. viridicatum a P. sp. Frekvencia vyskytu
penicilii bola rdzna, najvySSia bola zaznamenana pri druhu P. aurantiogriseum (72 %),
ostatné druhy vykazovali nasledovni frekvenciu vyskytu: P. sp. (45 %), P.
brevicompactum (40 %), P. rubrum (33 %), P. coprophilum a P. chrysogenum rovnako
27 % (Graf ¢. 13). Zo 677 izolatov sa na povrchovej kontamindcii najviac podiel’ali druhy
P. aurantiogriseum (541) a P. chrysogenum (57).

Analyzované vzorky pSenice vykazovali vysoky podiel mykotickej kontaminacie.
10 druhov izolovanych penicilii P. aurantiogriseum, P. corylophilum, P. glabrum, P.
griseofulvum, P. chrysogenum, P. polonicum, P. roqueforti, P. verrucosum, P. viridicatum
a P. sp. sa vyskytovali sucasne v endogénnej mykocendze aj oplachu. Z celkového poctu
902 izolatov sa najcastejSie vyskytoval druh P. aurantiogriseum (581), so 64 % podielom
izolatov, nasledovali druhy P. chrysogenum (131) s 15 % podielom a P. sp. (121)
s podielom 13 % (Graf ¢. 14). Ostatné spomenuté druhy penicilii sa podielali na

kontaminacii menej ako 2 %.



Tab. ¢. 15: Frekvencia vyskytu apocet izolatov penicilii z endogénnej mykocenozy

a oplachu zo vzoriek pSenice z regionov stredné¢ho a vychodného Slovenska v sezone 2008

Stredné a Vychodné Slovensko
Endogénna
Oplach
mykocenoza
Druhy Celkovy %
scilif S| 7| =| & 7| =
peniciii o o 3 N. o g | pocet podiel
=) ) & = S & o1
= 8 < 8 3 < | izolatov | izolatov
(@] o
< = 2 < = 2
N 0 N
= o\o = o\o
Z S < Z S <
P. aurantiogriseum 8 72 40 8 72 | 541 581 64
P. brevicompactum - - - 2 40 2 2 0,2
P. carneum - - - 1 17 1 1 0,1
P. citrinum 1 17 2 - - - 2 0,2
P. coprophilum - - - 3 27 6 6 0,7
P. corylophilum 1 20 1 2 18 5 6 0,7
P. crustosum 1 17 1 - - - 1 0,1
P. glabrum 1 17 2 1 20 2 4 0.4
P. griseofulvum 1 20 1 2 18 2 3 0,3
P. chrysogenum 3 27 74 3 27 57 131 15
P. hordei = = - 1 20 4 4 0.4
P. italicum = - - 1 17 1 1 0,1
P. olsonii = - - 1 20 1 1 0,1
P. polonicum 1 20 6 1 20 5 11 1,2
P. roqueforti 1 17 4 1 17 9 13 1,4
P. rubrum - - - 2 33 5 5 0,6
P. thomii 1 20 5 - - - 5 0,6
P. verrucosum 1 17 1 1 20 1 2 0,2
P. viridicatum 1 20 1 1 17 1 2 0,2
P. sp. 5 45 87 5 45 34 121 13

X 225 2677 X902
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Graf ¢ 13: Frekvencia vyskytu penicilii (%) z endogénnej mykocendzy a oplachu zo

vzoriek pSenice z regionov stredného a vychodného Slovenska v sezone 2008
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Graf €. 14: NajcastejsSie sa vyskytujice penicilia vo vzorkach psSenice s celkovym poctom

izolatov z oboch regionov stredného a vychodného Slovenska v sezoéne 2008



4.3 Toxinogenita izolovanych penicilii

PSeni¢né zrnéd st najCastejSim substratom pre produkciu mykotoxinov, preto sme
u testovanych vzoriek analyzovali aj potencidlne toxické druhy penicilii a ich naslednt
produkciu jednotlivych mykotoxinov metéodou tenkovrstvovej chromatografie (TLC).
Zamerali sme sa na toxinogenitu siedmych mykotoxinov: citrininu (C), grizeofulvinu (G),
kyseliny cyklopiazonovej (CPA), ochratoxinu A (OTA), patulinu (P), penitrému A (PA)
a roquefortinu C (RC).

4.3.1 Toxinogenita izolovanych penicilii 7 lokalit Banskobystrického kraja

Z troch vzoriek pSeni¢nych zfn odobratych z 3 lokalit Banskobystrického kraja sme
testovali 11 kmenov Styroch potenciondlne toxinogénnych druhov: P. coprophilum,
P. griseofulvum, P. chrysogenum, P. verrucosum (Tab. €. 16).

Ziaden z 5 kmefiov P. chrysogenum zendogénnej mykocendzy neprodukoval
roquefortin C.

Z oplachu bolo skriningovanych 7 kmenov, priCom 1 kmen P. chrysogenum zo
Styroch produkoval roquefortin C, P. griseofulvum produkoval vSetky sledované
mykotoxiny s vynimkou kyseliny cyklopiazonovej, P. coprophilum produkoval roquefortin
C, ale neprodukoval grizeofulvin. Toxinogenita citrininu a ochratoxinu A pri kmeni P.

verrucosum nebola potvrdena.

Tab. ¢. 16: Kmene penicilii testované na schopnost’ produkcie mykotoxinov metédou TLC

(in vitro) zo vzoriek pSeni¢nych zfn z Banskobystrického kraja v sezone 2008

Banskobystricky kraj
Testované Endogénna

druhy penicilii | mykocendza S

RC C CPA G OTA P RC
P. coprophilum 0/1 1/1
P. griseofulvum 0/1 1/1 1/1 1/1
P. chrysogenum (5t 1/4
P. verrucosum 0/1 0/1




Pouzité skratky:
C — citrinin, CPA — kyselina cyklopiazénova, G — grizeofulvin, OTA — ochratoxin A, P — patulin,
RC - roquefortin C

* - poCet pozitivnych kmenov ** - poCet testovanych kmenov
4.3.2 Toxinogenita izolovanych penicilii 7 lokalit Zilinského kraja

Z dvoch vzoriek zfn pSenice potravindrskej pochadzajicich z dvoch lokalit
Zilinského kraja sme testovali 6 kmefiov dvoch zastupcov penicilii: P. coprophilum a P.
hordei (Tab. €. 17).

Z dvoch potenciondlne toxinogénnych kmenov P. coprophilum ani jeden
neprodukoval grizeofulvin, produkcia roquefortinu C bola potvrdend u oboch. Pri

ostatnych sledovanych kmenioch toxinogenita TLC metdédou nebola potvrdena.

Tab. ¢. 17: Kmene penicilii testované na schopnost’ produkcie mykotoxinov metédou TLC

(in vitro) zo vzoriek pseniénych zfn zo Zilinského kraja v sezéne 2008

Zilinsky kraj
Testované druhy Endogénna
Oplach
penicilii mykocendza
- G RC
P. coprophilum - 0*/2%* 2/2
P. hordei - 0/4
Pouzité skratky:
G — grizeofulvin, RC —roquefortin C
* - poCet pozitivnych kmenov ** - poCet testovanych kmenov

4.3.3 Toxinogenita izolovanych penicilii 7 lokalit KoSického kraja

Z lokality Smizany z KoSického kraja sme sumdrne odobrali vSetky 3 vzorky
pSenice, zktorych sme testovali na potencialnu toxinogenitu jediného zastupcu
mikroskopickych hub z oplachu P. coprophilum (Tab. €. 18).

Produkecia grizeofulvinu a roquefortinu C sa pri tomto kmeni nepotvrdila.



Tab. ¢. 18: Kmene penicilii testované na schopnost’ produkcie mykotoxinov metoédou TLC

(in vitro) zo vzoriek pSeni¢nych zfn z KoSického kraja v sezéne 2008

KoSsicky kraj
Testovany druh | Endogénna
Oplach
penicilii mykocendza
- G RC

P. coprophilum - 0%*/1%* 0/1
Pouzité skratky:
G — grizeofulvin, RC —roquefortin C
* - poCet pozitivnych kmenov ** _ poCet testovanych kmenov

4.3.4 Toxinogenita izolovanych penicilii 7 lokalit PreSovského kraja

Z troch vzoriek pSeni¢nych zfn odobranych z 3 lokalit PreSovského kraja sme
testovali 8 kmenov siedmych potencidlne toxinogénnych druhov penicilii: P. carneum, P.
citrinum, P. crustosum, P. griseofulvum, P. chrysogenum, P. roqueforti, P. verrucosum
(Tab. ¢. 19).

Z endogénnej mykocendzy sme sledovali 3 kmene potencidlne toxinogénnych
penicilii, pricom P. citrinum produkoval citrinin, P. crustosum produkoval penitrém A aj
roquefortin C, P. verrucosum produkoval citrinin, ale produkcia ochratoxinu A sa u tohto
kmena nepotvrdila.

Z 5 kmenov skriningovanych z povrchovej mykocendézy 2 kmene P. roqueforti
z dvoch produkovali roquefortin C, P. carneum produkoval roquefortin C, ale
neprodukoval patulin apenitrém A. P. griseofulvum produkoval vSetky sledované
mykotoxiny, s vynimkou kyseliny cyklopiazonovej. Pri druhu P. chrysogenum sa

toxinogenita nepotvrdila.



Tab. ¢. 19: Kmene penicilii testované na schopnost’ produkcie mykotoxinov metédou TLC

(in vitro) zo vzoriek pSeni¢nych zfn z PreSovského kraja v sezoéne 2008

PreSovsky kraj
Testované T
druhy penicilii O Oplach

C OTA| PA |RC| C |CPA| G P PA | RC
P. carneum 0/1 0/1 1/1
P. citrinum 1*/1%*
P. crustosum /1 | 1/1
P. griseofulvum 0/1 1/1 1/1 1/1
P. chrysogenum 0/1
P. roqueforti 2/2
P. verrucosum 1/1 0/1

Pouzité skratky:
C - citrinin, CPA — kyselina cyklopiazénova, G — grizeofulvin, OTA — ochratoxin A, P — patulin,
PA — penitrém A, RC —roquefortin C

* - poCet pozitivnych kmenov ** - poCet testovanych kmenov

4.3.5 Toxinogenita izolovanych penicilii 7 regionov stredného a vychodného Slovenska

Z 5 lokalit stredného a 4 lokalit vychodného Slovenska sme odberom ziskali 11
vzoriek pSeniénych zfn, zktorych sme izolovali 27 kmenov deviatich potenciilne
toxinogénnych zastupcov penicilii: P. carneum, P. citrinum, P. coprophilum, P. crustosum,
P. griseofulvum, P. hordei, P. chrysogenum, P. roqueforti a P. verrucosum (Tab. €. 20).

Rozborom endogénnej mykocendzy sme analyzovali 8 kmetiov penicilii. Ziaden z 5
kmenov P. chrysogenum neprodukoval roquefortin C. P. citrinum produkoval citrinin, P.
crustosum produkoval penitrém A aj roquefortin C. Druh P. verrucosum sa podielal na
produkcii citrininu, nie vSak na produkcii ochratoxinu A.

Oplachovou metodou bolo skriningovanych 19 potencialne toxinogénnych kmenov.

Z 5 kmenov P. chrysogenum produkoval len 1 roquefortin C, zo 4 kmenov P. coprophilum




produkovali 3 roquefortin C, avSak grizeofulvin nebol produkovany. P. griseofulvum
produkoval vietky sledované mykotoxiny, okrem kyseliny cyklopiazénovej. Ziaden zo 4
kmeniov P. hordei neprodukoval sledovany roquefortin C. P. carneum produkoval
roquefortin C, ale neprodukoval patulin ani penitrém A, P. verrucosum neprodukoval

ziaden zo skriningovanych mykotoxinov.

Tab. ¢. 20: Kmene penicilii testované na schopnost’ produkcie mykotoxinov metoédou TLC
(in vitro) zo vzoriek pSeni¢nych zfn z oboch regiénov stredného a vychodného Slovenska

v sezone 2008

Regiony stredného a vychodného Slovenska
Testované Endogénna

druhy penicilii O Oplach

C OTA| PA |[RC| C [CPA| G |OTA[ P [PA|RC
P. carneum 0/1 10/1] 11
P. citrinum 1*/1%*
P. coprophilum 0/4 3/4
P. crustosum /1 | 1/1
P. griseofulvum 02 | 22 2/2 2/2
P. hordei 0/4
P. chrysogenum 0/5 1/5
P. roqueforti 2/2
P. verrucosum 1/1 0/1 0/1 0/1
Pouzité skratky:

C - citrinin, CPA — kyselina cyklopiazénova, G — grizeofulvin, OTA — ochratoxin A, P — patulin,
PA — penitrém A, RC —roquefortin C

* - poCet pozitivnych kmenov ** - poCet testovanych kmenov




5 Diskusia

Mykotickd kontaminacia obilnin sa stava celosvetovym problémom. FAO uvadza,
ze az 25 % obilnin z celosvetovej produkcie je znehodnotenych mykotoxinmi — toxickymi
metabolitmi mikromycét, s ¢im su spojené obrovské ekonomické a agronomickeé straty.

Predkladana praca sa zaoberd prave touto problematikou, pricom vysledky ziskané
z analyzy mykotickej a mykotoxinogénnej kontamindcie pSeni€nych zfn zregionov
stredného a vychodného Slovenska zo sezony 2008 porovnava s vysledkami inych autorov.
Vzorky pSeni¢nych zfn sme odobrali zo Styroch krajov Slovenska (Banskobystricky,
Zilinsky, Kogicky, Presovsky), celkovo sme ziskali 11 vzoriek, ktoré sme podrobili
sledovaniu mykotickej kontaminacie druhmi rodu Penicillium z endogénnej mykocendzy
aoplachu. Druhy rodu Penicillium su casto pritomné ako kontaminanty
pol'nohospodarskych komodit pocas susenia a skladovania (Creppy, 2002). Po identifikécii
jednotlivych druhov penicilii sme analyzovali toxinogenitu izolatov, ¢ize ich schopnost’
tvorit’ v substrate mykotoxiny. Toxinogenita bola detekovand metddou tenkovrstvovej
chromatografie (TLC) v podmienkach in vitro.

Z regionov stredného Slovenska sme izolovali a identifikovali celkovo 14 druhov
a 185 izolatov penicilii. Najvyssi pocet izolatov (126) vykazoval druh P. chrysogenum, €o
predstavovalo 68 % zo vSetkych izolatov. Najvyssiu frekvenciu vyskytu (60 %) z oboch
metod izolacie (endogénna mykocenoza, oplach) sme zistili pri druhu P. aurantiogriseum,
¢o sa zhoduje s vysledkami Tanc¢inovej et al. (2009), ktori zo vzoriek pSenice z roku 2007
zistili najvyssiu frekvenciu vyskytu (23,3 %) prave z druhu P. aurantiogriseum.

Mykotické osidlenie vzoriek z regidonov vychodného Slovenska sa v porovnani so
vzorkami z lokalit stredného Slovenska mierne liSilo. Mykoflora tych istych skladovanych
produktov bude rozdielna, ak budu skladované za rozdielnych podmienok (Tan¢inova et
Labuda, 2006). Z lokalit vychodného Slovenska sme identifikovali celkovo 15 druhov
a 717 1izolatov penicilii z oboch foriem izolacie. Najvyssiu frekvenciu vyskytu (100 %)
a zaroven najvacsi pocet izolatov (562) sme analyzovali zdruhu P. aurantiogriseum
zoboch metdd izolacie (endogénna mykocenoza, oplach). P. aurantiogriseum sa
celoplosne vo svete bezne vyskytuje (Frisvad et Samson, 1991).

Analyzované vzorky z oboch sledovanych regionov Slovenska vykazovali zna¢nu
povrchovi mykotickd kontaminéciu, z 20 druhov penicilii sme az 16 druhov identifikovali

zoplachu. Z celkového poctu 902 izolatov sa najCastejSie vyskytoval druh P.



aurantiogriseum (581), ktory tvoril 64 % podiel izolatov, a P. chrysogenum (131) s 15 %
podielom.

Jednotlivé izolaty penicilii sme podrobili testovaniu toxinogenity - schopnosti
vytvarat’ v podmienkach in vitro zdraviu nebezpecné mykotoxiny. Analyzované kmene
(21) odobraté z oboch regionov Slovenska produkovali mykotoxiny v oboch spdsoboch
izolacie (endogénna mykocenoza, oplach).

Z 8 kmenov testovanych z endogénnej mykocendzy 3 kmene (37 %) produkovali
mykotoxiny. Vac¢sinu mykotoxinov sme detekovali z oplachu, z 19 odobratych kmenov sa
az 14 kmenov (74 %) podielalo na produkcii mykotoxinov. Druh Penicillium griseofulvum
produkoval sucasne viac mykotoxinov (grizeofulvin, patulin, roquefortin C), ¢o sa
stotoziiuje s tvrdenim Dlouhého (1998), ze konkrétny druh huby moéze produkovat’ rozne
mykotoxiny.

Citrinin je klasifikovany ako stredne silny mykotoxin s nefrotoxickymi t¢inkami.
Moze sa vyskytovat spolo¢ne s ochratoxinom A (Simiinek, 2003), ¢o sa v naich
vysledkoch nepotvrdilo. Z toxinogénnych kmeniov P. citrinum (1) a P. verrucosum (1) oba
produkovali citrinin so 100 % frekvenciou, ¢o sa zhoduje s vysledkami autorov Tan¢inove;j
et al. (2009), ktori zo vzoriek pSenice z roku 2007 izolovali dva kmene P. citrinum, pricom
oba kmene produkovali citrinin. Obdobne Fel§6ciova et al. (2009) zo vzoriek pSenice
z konvenéného polnohospodarstva zo sezony 2006/2007 izolovali ako producentov
citrininu 5 kmenov P. citrinum.

Kyselina cyklopiazénova (CPA) patri medzi neurotoxiny, spdsobuje poskodenie
traviacej sustavy a pe¢ene (Siminek, 2003). Z nadich testovanych kmetiov P. griseofulvum
ani jeden CPA neprodukoval.

Z hladiska toxicity patri grizeofulvin medzi slabo toxické mykotoxiny (Golian,
1998), posobi toxicky v kostnej dreni, crevnom epiteli a tumoroch (Pitt et Leistner, 1991).
Produkcia grizeofulvinu bola zaznamenand u dvoch (33 %) zo 6 kmenov. Grizeofulvin
produkovali dva kmene P. griseofulvum, ¢o sa zhodovalo aj s vysledkami Tancinovej et al.
(2009), ktori uvadzaju produkciu grizeofulvinu u vSetkych 20 kmenov P. griseofulvum.

Potencidlnym producentom ochratoxinu A bol druh Penicillium verrucosum. Za
hlavného producenta ochratoxinu A v obilninach dopestovanych v Europe povazuju Lund
et Frisvad (2003) prave tento druh. Nami izolovany kmen Penicillium verrucosum
ochratoxin A neprodukoval.

Patulin patri medzi silne toxické mykotoxiny (Golian et Zeleiidkova, 2010), narusa

proces dychania a permeabilitu bunecnych membran (Ruprich, 2002). Zo 4 kmenov



potencialnych producentov patulinu P. carneum, P. coprophilum, P. griseofulvum sme
izolovali tri (75 %), ktoré mykotoxin produkovali. Na produkcii patulinu sa podielali
kmene P. griseofulvum (2) a P. coprophilum (1). V §tudii, ktoru realizovali Fel§6ciova et
al.  (2009) na pSenicnych zrnach vsezone 2006/2007, produkovali patulin
mykotoxinogénne druhy P. coprophilum, P. griseofulvum a P. raistrickii.

Penitrém A je zaradeny medzi silné neurotoxiny (Golian, 1998), obvykle
produkovany druhom P. crustosum (Tan¢inova et Labuda, 2006), s ¢im sa stotoziuji nase
vysledky. Z dvoch testovanych kmenov produkoval penitrém A iba P. crustosum. Podobne
izolovali FelS6ciova et al. (2008) penitrém A zo vSetkych troch kmenov P. crustosum zo
vzoriek pSenice z konvencného pol'nohospodarstva v sezéne 2007.

Roquefortin C patri medzi mykotoxiny s nizkou toxicitou, avSak je klasifikovany
ako neurotoxin (Dijksterhuis et Samson, 2007). Nase vzorky boli najviac kontaminované
prave tymto mykotoxinom. Z 24 testovanych kmeniov az 10 (42 %) produkovalo tento
mykotoxin. Z potencidlnych producentov roquefortinu C sme izolovali druhy P. carneum
(1), P. coprophilum (3), P. crustosum (1), P. griseofulvum (2), P. chrysogenum (1), P.
roqueforti (2). Felsociova et al. (2009) izolovali z pSeni¢nych zfn v sezéne 2006/2007
20 pozitivnych kmenov penicilii, ktoré produkovali roquefortin C, pri€om niektoré
izolovan¢ druhy penicilii boli totozné snaSimi (P. coprophilum, P. crustosum, P.

griseofulvum).



6 Navrh na vyuzitie vysledkov

Vyskyt vldknitych mikroskopickych hub, konkrétne zadstupcov rodu Penicillium
Link ma svoje pozitivne a negativne stranky. Za pozitivum mozno pokladat’ vyznamné
uplatnenie niektorych druhov penicilii v biotechnologidch, potravinarstve, farmacii pri
vyrobe antibiotik, ¢i v genetickom inZinierstve. Ovela castejSie sa vSak stretdvame
s negativnymi strankami ich pdsobenia.

V nemalej miere sa podielaju na skladovej kontamindcii pol'nohospodarskych
komodit, najmi obilnin, ¢im sposobuju vysoké ekonomické straty. Problém vyskytu
penicilii ako skladovych kontaminantov spoc¢iva v produkcii sekundarnych toxickych
metabolitov - mykotoxinov, ktoré predstavuji rozne zdravotné rizika pre 'udi a zvierata.

Predkladana diplomova praca poukazuje najmd na mykotické znehodnocovanie
pSenice potravinarskej, zakladnej zlozky potravinovej pyramidy. Analyzou vzoriek pSenice
potravinarskej, odobratych zregionov stredného a vychodného Slovenska sa potvrdila
mykoticka kontaminicia druhmi rodu Penicillium, ako aj produkcia mykotoxinov u
niektorych druhov.

Na zéklade dosiahnutych vysledkov navrhujeme venovat zvySenii pozornost
pozberovému uskladneniu a skladovym podmienkam, ako aj predzberovej prevencii. Za
dolezité pokladame zavedenie systému HACCP, na ktorom by mal byt’ zaloZeny program
kontroly potravin a krmiv, aby sa zamedzilo spracovaniu kontaminovanych obilnin na
vyrobu potravin a krmiv.

Podl'a naSich odporucani je potrebné sa problematikou vyskytu mikroskopickych

hub, ako aj mykotoxinov v obilninach nad’alej zaoberat'.



7 Zaver

Mykotickd kontaminicia obilnin skladovymi hubami je stcasnosti Coraz viac
rieSenou problematikou. Druhy rodu Penicillium Easto osidl'uji za priaznivych podmienok
uskladnené pol'nohospodarske komodity, obzvlast’ obilniny. Nedochadza len k samotnému
znehodnoteniu kvality alebo nutriénej hodnoty plodiny, ale hlavné riziko spociva
v produkeii tazko odburatelnych toxickych metabolitov — mykotoxinov, ktoré¢ kumulaciou
sa v organizme Cloveka alebo zvierata vyvolavaju ireverzibilné poruchy zdravia.

V predkladanej diplomovej praci sme analyzovali 11 vzoriek pSenice letnej formy
ozimnej (Triticum aestivum L.) slovenského povodu zo sezény 2008, ktoré sme odobrali
z regionov stredného (Banskobystricky - 3; Zilinsky kraj - 2) a vychodného (Kogicky — 3;
a PreSovsky kraj — 3) Slovenska. Zo vsetkych vzoriek boli izolované penicilia.

Z regionov stredného Slovenska sme zo vzoriek pSenice najvysSiu diverzitu
penicilii ziskali z Banskobystrického kraja z endogénnej mykocendézy (11 druhov, 86
izolatov) s prevahou druhu P. chrysogenum (72 izolatov). Spolu sme zo vzoriek stredné¢ho
Slovenska izolovali 14 druhov penicilii, z ktorych 6 druhov bolo pritomnych v oboch
sposoboch izolacie. Zo 185 izolatov sa najcastejSie vyskytoval druh P. chrysogenum (126)
so 68 % podielom izolatov.

Z regionov vychodného Slovenska sme zo vzoriek pSenice najvysSiu diverzitu
penicilii ziskali z PreSovského kraja z oplachu (12 druhov). Prvenstvo v pocte izoldtov sme
zaznamenali v KoSickom kraji opét’ z oplachu (551) s prevahou druhu P. aurantiogriseum
(519). Z 15 identifikovanych druhov penicilii zo vzoriek z lokalit vychodného Slovenska
sa 4 druhy penicilii nachadzali v endogénnej a povrchovej mykocenoze. Z poctu 717
izolatov tvoril druh P. aurantiogriseum (562) najvyssie percento izolatov (78 %).

Sledovanim endogénnej a povrchove] mykocendzy sme sumarne zo vzoriek
z oboch regionov stredného a vychodného Slovenska izolovali 20 druhov penicilii, pricom
13 druhov tvorilo endogénnu mykocenézu a 17 druhov sme identifikovali z oplachu.
Z uvedeného vyplyva, ze vzorky pSeni¢nych zfn boli od zna¢nej miery kontaminované
povrchovo, avS§ak vyrazna bola aj endogénna kontaminécia zrna.

Z celkového poctu 902 izoldtov sme zaznamenali na celom sledovanom uzemi
najcastejSi vyskyt druhu P. aurantiogriseum (581), ktory tvoril 64 % podiel izolatov a P.
chrysogenum (131) s 15 % podielom.



Vybraté kmene potencialne toxinogénnych druhov penicilii sme testovali metdédou
TLC v podmienkach in vitro na schopnost produkovat sledované mykotoxiny (citrinin,
kyselina cyklopiazonova, grizeofulvin, ochratoxin A, patulin, penitrém A a roquefortin C).
Celkovo sme izolovali 27 kmeniov deviatich potencidlne toxinogénnych zastupcov
penicilii: P. carneum, P. citrinum, P. coprophilum, P. crustosum, P. griseofulvum, P.
hordei, P. chrysogenum, P. roqueforti a P. verrucosum. Rozborom endogénnej
mykocendzy sme analyzovali na toxinogénnost 8 kmenov penicilii, pricom vSetky
s vynimkou P. chrysogenum produkovali aspon jeden mykotoxin. Va¢Sinu mykotoxinov
sme izolovali z oplachu, z 19 kmetiov az 14 (74 %) produkovalo minimélne jeden zo
sledovanych mykotoxinov.

Z testovanych 27 potencidlne toxinogénnych kmenov produkovalo mykotoxiny 21
kmenov (81 %). Desat’ kmenov (48 %) produkovalo roquefortin C, dva kmene (10 %)
produkovali citrinin, grizeofulvin, patulin a jeden kmen (5 %) produkoval penitrém A.

Ani jeden z testovanych kmenov neprodukoval kyselinu cyklopiazénovi, ani ochratoxin A.
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