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Streszczenie. Kukurydza jest jedng z najwazniejszych roslin uprawnych $wiata, a jedno-
cze$nie idealnym siedliskiem dla rozwoju grzyboéw toksynotworczych. Ich rozwdj na powierzchni
i wewnatrz ziarna warunkuje jego wilgotno$¢ oraz czas przechowywania. W przeprowadzonych
badaniach podjeto probe okreslenia czasu niezbgdnego do efektywnego usuwania zanieczyszczenia
aflatoksynami oraz skazenia grzybami ple$niowymi ziarna kukurydzy o podwyzszonej wilgotnosci
— 24%. Proces ozonowania prowadzono przy zastosowaniu ozonu w stezeniu 2 mg-dm przez 15,
30, 60, 120 1 180 minut. Oznaczenie iloSciowe grzyboéw przeprowadzono zgodnie z PN-R-64791.
Zawarto$¢ sumy aflatoksyn zbadano metoda immunoenzymatyczng — ELISA. Przeprowadzone
badania wykazaly, ze zastosowanie gazowego ozonu powoduje blisko stuprocentowe zmniejszenie
ogoblnej liczby grzybow plesniowych i produkowanych przez nie aflatoksyn w wilgotnym ziarnie
kukurydzy. 38% redukcj¢ zanieczyszczenia grzybami i 42% obnizenie poziomu aflatoksyn obser-
wowano juz po 15 minutach prowadzenia procesu ozonowania. Wydtuzenie czasu dziatania ozonu-
do 180 minut spowodowato odpowiednio 99% i1 92% redukcje grzybow plesniowych i aflatoksyn.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze ozonowanie jest efektywnym sposobem zmniejszania zanie-
czyszczenia mikrobiologicznego surowca i nalezy do obiecujacych, stosunkowo tanich metod za-
bezpieczenia ziarna kukurydzy przed dalszymi procesami biodegradacji.

Stowa kluczowe: ozon, kukurydza, aflatoksyny, grzyby plesniowe
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WSTEP

Kukurydza nalezy do podstawowych roslin uprawnych $§wiata, takze w Polsce
jej udziat w strukturze zasiewow jest znaczacy i w 2013 roku wyniost ponad 613
tys. ha, a zbiory ziarna stanowity ponad 4 miln t (FAO 2015). Ziarno kukurydzy
przeznaczane do przechowywania powinno charakteryzowac si¢ zawarto$cia wo-
dy ponizej 15% i temperaturg ponizej 10°C. Ziarno kukurydzy zbierane w warun-
kach Polski zawiera zwykle okolo 25-30% wody. Tak duza wilgotno$¢ ziarna
zmusza do natychmiastowej jego konserwacji, najczesciej przez suszenie (Gawry-
siak-Witulska 1 in. 2006). Duza wilgotno$¢ oraz zawarto$¢ licznych sktadnikow
pokarmowych w ziarnie stanowi idealne siedlisko do rozwoju mikroorganizméw,
w tym patogendéw grzybowych. Roslina ta we wszystkich fazach rozwojowych
jest podatna na infekcje, szczegodlnie grzybami z rodzaju Fusarium. Porazenie
patogenami z tej grupy moze prowadzi¢ do wystgpienia toksycznych metabolitow
wtornych, takich jak: deoksyniwalenol, zearalenon, fumonizyny oraz toksyny T-2
i HT-2 (Blandino 2009, Szulc 2012, Kotowicz i in. 2014). Oprocz mykotoksyn
fuzaryjnych w ziarnie kukurydzy bardzo czgsto identyfikowane sa aflatoksyny —
metabolity wtdrne grzybow z rodzaju Aspergillus, gtdéwnie A. flavus (Chetkowski
2010). Mykotoksyny dziataja kancerogennie oraz teratogennie i sg bezposrednig
przyczyng powstawania nowotworéw np. watroby czy nerek. Szczegolnie niebez-
pieczng wydaje si¢ by¢ aflatoksyna B, ktora znalazla si¢ w wykazie substancji
rakotworczych Migdzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem w grupie 1 (Wil-
liams i in. 2004, Dilkin i in. 2010, Sachadyn-Krol i in. 2013).

Poszukiwanie nowych, innowacyjnych rozwigzan, ktore pozwolg na ogranicze-
nie negatywnych skutkéw obecno$ci aflatoksyn w zywnosci, jest bardzo istotne.
Jedna z niekonwencjonalnych metod eliminacji zanieczyszczen mikrobiologicz-
nych stanowi zastosowanie gazowego ozonu. Zostat on dopuszczony do stosowania
w przetworstwie zywnosci w Stanach Zjednoczonych, uzyskujac status GRAS (Ge-
nerally Recognised As Safe) (Alencar i in. 2011). Dzigki silnym wiasnosciom utle-
niajagcym skutecznie niszczy on komorki bakterii, grzybow oraz wirusow, a takze
spor grzybow. Ponadto umozliwia eliminacj¢ mykotoksyn i pozostalosci pestycy-
dow w wielu produktach roslinnych (Freitas-Silva i in. 2010, Adamicki 2008).
Abdel-Wahhab i in. (2011) zanotowali spadek zawartosci aflatoksyn w orzeszkach
ziemnych dzigki zastosowaniu gazowego ozonu o stezeniu 2 mg-dm” przez
10 minut. Redukcje aflatoksyn w orzeszkach ziemnych na poziomie 60% przy za-
stosowaniu 6 mg Os-dm i czasie ekspozycji 10 minut zaobserwowat takze Chen
1in. (2014). Wydtuzenie czasu ekspozycji do 30 minut spowodowato spadek zawar-
tosci aflatoksyn o kolejne 10%. Dwugodzinny czas ekspozycji nie skutkowal dalsza
redukcja poziomu mykotoksyn z tej grupy. Badacze nie stwierdzili istotnych réznic
w zawartos$ci polifenoli 1 resweratrolu oraz jako$ci oleju w badanych probkach.
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Celem niniejszej pracy byla optymalizacja procesu eliminacji grzybow ple-
$niowych z rodzaju Aspergillus oraz produkowanych przez nie aflatoksyn z wyko-
rzystaniem gazowego ozonu przy uwzglednieniu réznego czasu kontaktu w wil-
gotnym ziarnie kukurydzy. Ponadto podjeto probe opracowania praktycznych
wskazowek do prowadzenia procesu ozonowania w warunkach przemystowych.

MATERIAL I METODY

Materiat badan stanowito ziarno kukurydzy odmiany DKC2787 pozyskanej
z gospodarstwa rolnego Wiestawa Gryna (Rogow, Lubelskie, Polska) o wilgotno-
sci 24%. W celu zwigkszenia zawartoSci grzybow z rodzaju Aspergillus flavus
oraz zawartosci mykotoksyn, ziarno kukurydzy zostalo skazone. W tym celu
1000 g ziarna kukurydzy zaszczepiono zawiesing przygotowana ze 100 cm® wody
destylowanej i zarodnikow A. flavus o gestosci optycznej 1. Probki byty inkubo-
wane w temperaturze 37°C przez 7 dni, a nastepnie w temperaturze 25°C przez
kolejne 7 dni.

Inkubowane ziarno poddano procesowi ozonowania. Ozon wytwarzano gene-
ratorem ozonu ZY-H103 (Zhong-Yi) w ilosci 600 mg Os-h™ oraz przeptywie
powietrza 5 dm’-min'. Probki kukurydzy (80 g) umieszczono w gazoszczelnym
cylindrze i poddano dzialaniu ozonu o stezeniu 2 mg-dm przez 15, 30, 60, 120
1 180 minut. Proces ozonowania prowadzono w temperaturze 21°C i wilgotnosci
powierza 65-70% z zachowaniem wszelkich §rodkow bezpieczenstwa.

Oceng liczebnosci grzyboéw przeprowadzono zgodnie z PN-R-64791 (1994),
inkubujac ptytki w temperaturze 27°C przez 7 dni. Oznaczenie iloSciowe prze-
prowadzono w trzech powtdrzeniach, a wynik podano jako $rednig liczbe jedno-
stek tworzacych kolonie wyrazong w CFU na 1 g badanego materiatu (CFU-g ).
Oznaczenie gatunkowe przeprowadzono w oparciu o klucz Watanabe (2010).

Zawarto$¢ sumy aflatoksyn ogdtem przeprowadzono, stosujac test immuno-
enzymatyczny (ELISA) — AgraQuant® Total Aflatoxin Assay (Romer Labs®).
Ekstrahowano 20 g rozdrobnionego wczes$niej ziarna kukurydzy roztworem me-
tanolu w wodzie w stosunku 70/30 (v/v), zgodnie z instrukcja zalaczona przez
producenta testu. Wynik analizy odczytano spektrofotometrycznie przy dtugosci
fali =450 nm, przy uzyciu automatycznego czytnika mikroptytek ELx808
(BIOKOM) oraz oprogramowania GenS5.

Wszystkie wyniki dotyczace liczebnosci grzybdéw plesniowych i koncentracji
sumy aflatoksyn poddano jednoczynnikowej analizie wariancji oraz poréwnano je
wielokrotnym testem Tukeya przy poziomie istotnosci p = 0,05 z wykorzystaniem
oprogramowania SAS 5.1 1 (SAS Institute, Inc.). Obliczono takze wspotczynnik
korelacji migdzy liczebnoscig grzybow plesniowych a koncentracjg sumy aflatoksyn.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Analiza statystyczna wykazata istotny wplyw zastosowanego czasu ozonowania
na 0godlng liczebno$¢ grzybow (tab. 1). Przebywanie ziarna kukurydzy w atmosfe-
rze ozonu o stezeniu 2 mg-dm™ w przedziale czasowym od 15 do 120 minut istot-
nie zmniejszyto liczbe grzybow. Juz 15 minut prowadzenia procesu wystarczyto do
zmniejszenia liczebnosci grzybow o polowe. Najnizszg liczbg jednostek tworzacych
kolonie odnotowano w ziarnie ozonowanym przez 180 minut, za§ najwyzsza
w probee kontrolnej, nie poddanej procesowi ozonowania. Po maksymalnym bada-
nym czasie kontaktu osiggnig¢to niemal 99% redukcj¢ liczby jednostek tworzacych
kolonie. Nalezy zwroci¢ uwage na niewielkg zmienno$¢ (CV%) w obrebie po-
szczegblnych czaso6w ozonowania wynoszacg od 6,2 do 8,0%.

Tabela 1. Srednia liczba grzybow (CFU-g ") w ziarnie kukurydzy
Table 1. Average number of fungi (CFU g™') in maize grain

. Liczba grzybow
Czas ozonowania grzy

1 0,
Ozonation time (min) Fl(lggFlSOgn,tf;m CV%
0 757 528 a 6,2
15 466 969 b 7,3
30 257575¢ 8,0
60 98 181d 6,6
120 38432 ¢ 5,9
180 9030 ¢ 6,9
Srednia — Mean 2712945 -

CV% — Wspotczynnik zmiennosci — CV% Coefficient of variation
Wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami nie sg istotne statystycznie przy p = 0,05
Values with the same letter are not significantly different at p = 0.05

Analogicznie do liczby grzyboéw plesniowych ksztattowata si¢ zawarto$é
sumy aflatoksyn w badanym ziarnie kukurydzy. Zastosowanie ozonu przez
15 minut spowodowato obnizenie zawarto$ci mykotoksyn o 42% w pordwnaniu
z obiektem kontrolnym. Wydluzenie czasu ozonowania spowodowato dalsze
obnizenie zawartosci aflatoksyn, osiagajac poziom 0,08 ug-kg ' po 180 minutach
ozonowania, co stanowito 91% redukcje (rys. 1).



EFEKTYWNOSC OZONOWANIA W ELIMINOWANIU GRZYBOW 371

= 1,0

5 a

= 0,9

8
s 08

g o7
2 0,6
<= 7 b

''en 0,5

£ { be
£z o c
% 03 cd

0,2

- ,
2 0 d
= 1

<

z 0,0
N 0 15 30 60 120 180

Czas ozonowania - Ozonation time (min)

Rys. 1. Zawartosé sumy aflatoksyn (ug-kg™) w ziarnie kukurydzy w zaleznosci od czasu ozonowania.
Srednie oznaczone tymi samymi literami nie r6znig sig istotnie na poziomie p = 0,05

Fig. 1. Aflatoxin content (ug kg™') in maize grain, depending on ozonation time. Values with the
same letter are not significantly different at p = 0.05

W badaniach wykazano silny liniowy zwigzek pomiedzy liczbg grzybow toksy-
notwoérczych a zawartoscig sumy aflatoksyn w ziarnie. W 95% przypadkow ilosé
sumy aflatoksyn zalezata od catkowitej liczby grzybow. Skutecznos¢ ozonu w po-
prawie wilasciwosci mikrobiologicznych réwniez wykazuja inni autorzy. McDo-
nough i in. (2011) wykazali obnizenie liczebnosci grzybow z ponad 10 600 do
68 CFU-g ' przy zastosowaniu ozonu o stezeniu 2280 mg-dm . El-Desouky i in.
(2012) rowniez wskazali wyrazng zalezno$¢ pomiedzy czasem ozonowania i jego
stezeniem a redukcja poziomu aflatoksyny B;. Z badan tych autoréw wynika, iz
traktowanie ziaren pszenicy gazowym ozonem o stezeniu 2 mg-dm™ przez 20 mi-
nut jest skuteczna metoda degradacji aflatoksyny B;.

Spadek ogolnej liczby grzyboéw plesniowych, w tym grzybow z rodzaju
Aspergillus 1 produkowanych przez nie aflatoksyn, stwierdzit rowniez Rodrigues
de Alencar i inni (2011). Autorzy ci obserwowali 50% spadek ogolnej liczby
grzybow oraz 45% spadek A.flavus i A.parasiticus. Ponadto redukcji ulegta ogol-
na zawarto$¢ aflatoksyn i aflatoksyny B; odpowiednio o 30 i 25%. Redukcje
grzybow, bakterii i mykotoksyn w figach w wyniku procesu ozonowania obser-
wowali Zorlugenc i in. (2008), a takze Inan i in. (2008) w czerwonej papryce,
oraz Prudente i King (2002) w kukurydzy.

Wilgotno$¢ powietrza i materialu roslinnego jest waznym czynnikiem wply-
wajacym na wydajno$¢ procesu ozonowania. Zastosowanie suchego ozonu czy
ozonowanie suchego ziarna jest mniej efektywne niz ozonowanie w warunkach
o zwigkszonej wilgotnosci. Luo i in. (2014) po ozonowaniu 100 g kukurydzy
przez 40 min przy stezeniu ozonu 40, 65 i 90 mg-1"' obserwowali 41, 56 i 88%
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redukcj¢ poziomu aflatoksyny B1 przy wilgotnosci ziarna 13,5%, za$ 37, 50
172% dla ziarna wilgotnego (20,4%). McKenzie i in. (1998) potrzebowali
92 godziny ozonowania o stezeniu 5,4 mg-dm, aby uzyskaé ponad 95% reduk-
cje poziomu aflatoksyny B;. Kells i in. (2001) obserwowali natomiast 63% reduk-
cje liczebnosci grzybow Aspergillus parasiticus w ziarnie kukurydzy po zasto-
sowania ozonu w stezeniu 2,4 mg-dm przez 3 dni.
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Rys. 2. Réwnanie regresji pomi¢dzy zawartoscia grzybow a zawarto$cia aflatoksyn
Fig. 2. Regression equation between the content of fungi and the content of aflatoxin

Niewlasciwy sposob zastosowania gazowego ozonu negatywnie wpltywa na
jako$¢ surowcow roslinnych i zwierzgcych. Jak donosi Kim i in. (1999) Zastoso-
wanie zbyt wysokich dawek ozonu prowadzi do utleniania powierzchni, surowca
co skutkuje powstaniem przebarwien, zmianom tekstury oraz pogorszeniem sma-
ku. Badania prezentowane przez Alena i in. (2003) dowodza ze wydtuzenie czasu
ozonowania ponad 30 min w stezeniu 0,98 mg Os'g jeczmienia prowadzi do
spadku zdolnosci kietkowania o 20% w poréwnaniu do obiektu kontrolnego.

Na podstawie wynikow przeprowadzonego eksperymentu oraz po analizie do-
stepnej literatury mozna stwierdzi¢, ze w celu skutecznej eliminacji aflatoksyn
1 ograniczenia skazenia grzybami toksynotworczymi zbedne sg wysokie stgzenia
ozonu (> 2 mg-dm™), czy tez bardzo dhugi czas kontaktu (do 180 min) ozonu
z ziarnem kukurydzy. Przyczyni si¢ to do obnizenia kosztéw instalacji i samego
procesu ozonowania. Z punktu widzenia technologii istotny wydaje si¢ by¢ po-
ziom wilgotnos$ci ziarna kukurydzy oraz zapewnienie mozliwie maksymalnego
kontaktu ziarna z ozonem, na przyktad poprzez ozonowanie stosunkowo niewiel-
kich partii materiatu.
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WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze:

1. zastosowanie gazowego ozonu w stezeniu 2 mg-dm > przez 180 minut po-
zwala na niemal catkowita redukcje (99%) ogoélnej liczby grzybdéw plesniowych,
w tym toksynotworczych;

2. poddanie wilgotnej kukurydzy dzialaniu ozonu o stgzeniu 2 mg-dm” przez
15 minut redukuje zawarto$¢ aflatoksyn o 42%, za$ przez 180 minut — niemal o 100%;

3. uzycie ozonu jest bardzo skuteczng metoda eliminacji aflatoksyn obecnych
w ziarnie kukurydzy, zwigkszajaca bezpieczenstwo mikrobiologiczne przecho-
wywanego wilgotnego surowca do produkcji pasz i zywnosci.
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Abstract. Corn is one of the most important crop in the world and also the ideal habitat for
the growth of fungi. Their growth on the surface and inside the grain depends on the moisture con-
tent and determines its shelf life. The present study attempted to determine the time required for the
efficient removal of fungi and aflatoxin contamination of corn grain with 24% humidity. The
ozonation process was carried out using the ozone concentration of 2 mg dm™ for 15, 30, 60, 120
and 180 minutes. Quantification of fungi was carried out in accordance with PN-R-64791. The total
aflatoxin content was tested using the immunoassay — ELISA. The study showed that the use of
ozone gas causes nearly one hundred percent reduction in the total number of fungi and aflatoxins
produced by them in a damp grain corn. 38% reduction of fungi contamination and 42% in aflatoxin
level was observed after 15 minutes of operation. Extension of the contact time for 180 minutes
resulted in 99% and 92% reduction respectively. Ozone treatment is effective tool in reducing the
microbial load of raw material and is a promising, relatively inexpensive way to protect the raw
material before any further processing.

Keywords: ozone, corn, aflatoxins



