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KLJUCNA DOKUMENTACIISKA INFORMACIA

Obvladovanje pojava trihotecenskih mikotoksinov (deoksinivalenol in nivalenol) v
neindustrijski verigi pridelave in predelave krusnih Zit

UDK: 633.11:632.48:664.641:664.661:664.72(043.3)=863

Da bi opravili analizo spreminjanja vsebnosti trihotecenskih mikotoksinov deoksinivalenol (DON) in
nivalenol (NIV) v pridelovalni in predelovalni verigi, smo pSenico pridelovali v poljskih poskusih na
majhnih parcelicah, jo pozeli in o€istili z razli¢nimi napravami za ¢i$€enje, nato smo jo zmleli v razli¢ne
vrste moke in nazadnje spekli kruh. Izvedli smo tudi poskus skladis¢enja moke v razli¢nih skladis¢nih
razmerah. Stiri kultivarje pSenice z razliéno stopnjo odpornosti (tolerantnosti) na okuzbe z glivami, ki
povzrocajo fuzariozo klasa (FHB), smo gojili v poljskih poskusih. Med cvetenjem smo pSenico okuzili s
sporami gliv iz rodu Fusarium. Pozeto zrnje smo predistili s pomo¢jo posebne Eistilne naprave, ki je locila
zrnje v §tiri velikostne razrede (F1 >2,4 mm, F2 2,0-2,4 mm, F3 1,8-2,0 mm, F4 < 1,8 mm). Zrnje vsakega
velikostnega razreda smo roc¢no loc€ili na $tiri frakcije glede na pojav in intenziteto vidnih znamenj bolezni
FHB (zrnje brez vsakih znamenj, zrnje s spremembo barve in brez sprememb v obliki, zrnje s spremembo
barve in zmernimi spremembami v obliki ter zrnje s spremembo barve in velikimi spremembami v obliki).
Vsebnost DON in NIV v zrnju razli¢nih frakcij smo dolocili z uporabo tekoc¢inske kromatografije (HPLC-
UV). Izvedene so bile primerjave med vsebnostjo DON v zrnju pred ¢is€enjem in vsebnostjo v loCenih
bila vi§ja pri zmerno odpornem in obcutljivem kultivarju kot pri FHB-tolerantnem kultivarju. O¢is¢eno
zrnje brez vidnih znamenj okuzb je pri tolerantnem kultivarju vsebovalo dvakrat ve¢ DON (870-1350 ug/kg)
kot zrnje enake frakcije pri zmerno tolerantnem kultivarju (160-570 pg/kg) in primerljivo koli¢ino kot pri na
FHB ob¢utljivem kultivarju (905-1140 pg/kg). Rezultati poskusa kazejo na obstoj FHB-tolerantnih pSeni¢nih
kultivarjev, ki imajo lahko velik del zrnja brez vidnih vizualnih znamenj okuzb, ki lahko kljub odsotnosti
znamenj okuzb vsebujejo visoke vsebnosti DON. Taks$nega zrnja pri postopkih priprave za mletje ne moremo
zmanjSanju izgub pridelka zaradi FHB, vendar niso primerni za proizvodnjo polnozrnate moke v
neindustrijskih predelovalnih sistemih. Poskus z mletjem in peko kruha je pokazal, da ta postopka znacilno
vplivata na vsebnost DON in NIV v kruhu. Preuceval se je vpliv treh mlevskih tehnik (standardno
industrijsko mletje — IM, mlin kladivar — KL in tradicionalni mlevski kamen — MK) ter dveh nac¢inov peke (v
industrijski pe¢i in v kerami¢ni krusni peci). Zaetna vsebnost DON v zrnju je bila 1400-1900 pg/kg ter NIV
130200 pg/kg in se je po mletju v tri tipe moke v moki gibala med 310-370 pug/kg DON in <50-70 pg/kg
NIV pri industrijski moki — 1M, 1060—-1400 pg/kg DON in 60—87 pg/kg NIV v industrijski polnozrnati moki
— KL ter 1100-1770 pg/kg DON in 80-95 pg/kg NIV v tradicionalni polnozrnati moki — MK. Povpre¢no
zmanjSanje vsebnosti DON med peko kruha je bilo po 70-minutni peki (195-235 °C) 47,2 % pri peki v
industrijski peéi ter 48,7 % pri peki v keramiéni pe€i. Vsebnosti DON v kruhu so bile po peki v industrijski
pe¢i iz IM pod mejo 500 pg/kg, medtem ko so vrednosti pri kruhu, pripravljenem iz polnozrnate
tradicionalne moke in peCenem v krusni pe¢i gibale med 850 in 950 pg/kg. Rezultati poskusa s
skladisc¢enjem moke v razli¢ni embalazi so pokazali, da ni bilo statisticno znacilnih razlik v spreminjanju
vsebnosti DON v moki med skladis¢enjem pri skladiS¢enju pri 10 °C in 25 °C. Po 120-dnevnem skladis¢enju
so se vsebnosti DON in NIV zmanjsale za 0-29 % glede na zacetne vrednosti in v odvisnosti od uporabljene
embalaZe. Najvecja redukcija vsebnosti mikotoksinov smo opazili pri KL- in MK-moki, pakirani v papirnate
vrecke in skladis¢eni pri 25 °C. NajmanjSe zmanjsanje je bilo pri IM-moki, pakirani v zatesnjene plasti¢ne
vreCke in skladis€eni pri 10 °C. Statistine analize so pokazale, da je na stopnjo ohranjanja DON
signifikantno vplival material skladi§¢nih vreck, vendar ni bilo povezave s tipom moke ali skladi§¢no
temperaturo.

Kljuéne besede: mikotoksini, deoksinivalenol, pSenica, zrnje, kultivar, ¢iS€enje, mletje,
predelava, polnozrnata moka, ohranjanje toksinov, skladi§¢enje moke
OP: 162 str., 31 pregl., 9 slik, 260 ref.
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KEY WORD DOCUMENTATION

Management of trichothecene mycotoxins (deoxynivalenol and nivalenol) in non-
industrial cereal production and processing chain

UDC: 633.11:582.28:632.48:664.641:664.661:664.72(043.3)=863

To analyze the variation of content of trichothecene mycotoxins deoxyinivalenol (DON) and nivalenol (NIV)
within the cereal production and processing chain wheat was grown on small experimental plots. Grain was
harvested, cleaned by different types of cleaning devices and processed to different types of flours from
which bread was baked. Additionally storage of flours under different storage regimes was performed. Four
wheat cultivars with different level of tolerance to Fusarium head blight (FHB) were grown in small plots
and were inoculated with spores of Fusarium fungi during the anthesis to promote development of FHB. The
harvested grain was cleaned by special cleaner which separated grain in 4 size fractions (F1 > 2.4mm, F2
2.0-2.4mm, F3 1.8-2.0mm, F4 < 1.8mm). All of the four grain size fractions were divided manually further
in 4 sub-fractions according to the rate of FHB symptom expression (grain without any visible symptoms,
grain with changes of colour without changes of shape, grain with changes in colour and moderate changes in
shape or size and heavily infected malformed grain). Deoxynivalenol (DON) content in grain of different
fractions was determined by HPLC-UV analysis. A comparisons between initial DON concentration before
cleaning and DON concentration in individual fractions after cleaning were done. The cleaning efficacy (rate
of DON concentration reduction) due to the cleaning and separating of grain in size fractions was higher in
semi tolerant and susceptible cultivars than in FHB tolerant cultivar. In consequence of the low cleaning
efficiency, cleaned grin of tolerant cultivar, without any symptom of FHB, contained twice more DON (870—
—1350 ug/kg) than cleaned and visually healthy grain of semi tolerant cultivar (160-570 pg/kg) and
contained comparable amount of DON as susceptible cultivar (905-1140 pg/kg). Results of trial demonstrate
the existence of FHB tolerant cultivar which can bear a high portion of visually healthy grain containing high
levels of DON. That grain can not be removed during the standard grain cleaning process. Such tolerant
cultivars can contribute a lot to minimisation of yield loss due the FHB, yet they are not suitable for
utilisation in the whole-grain wheat flour production. Experiment with milling and baking has showed, that
this procedures significantly affect retention of trichothecene toxins (DON and NIV). Impact of three milling
techniques (industrial roller-grinder — IRG, grain hammer crasher — IHC, traditional millstone —OMS) and
two baking techniques (industrial oven, traditional ceramic stove heated by wood) was observed. Initial
values of DON and NIV in grain sample (2500 kg) ranged from 1400-1900 pg/kg and 130-200pg/kg,
respectively, and were after processing 310-370ug/kg and <50-70ug/kg in standard industrial flour, 1060—
1400 pg/kg and 60-87 ug/kg in industrial wholegrain flour and 1100-1770 pg/kg and 80-95 pg/kg in
traditional wholegrain fluor, respectively. Six diferent types of bread samples were prepared from this flours
and analysed. The average reduction in DON concentration after baking (70 min. at 195-235 °C) was 47.2 %
for bread baked in the industrial oven and 48.7 % for bread baked in the ceramic stove. Concentrations of
DON in bread from industrial flour baked in industrial oven were under 500 pg/kg, but values in bread
prepared from traditional wholegrain flour were higher (850-950 pg/kg). In the flour storage experiment, we
didn’t notice any significant differences between storing flour at 10 °C and 25 °C. After 120 days of storage,
the concentrations of DON and NIV decreased between 0 % and 29 % compared to the initial values,
depending on the combination of experimental factors. The greatest decrease in mycotoxin concentration was
observed in the IHC and OMS flours packaged in paper bags and stored at 25 °C. The smallest decrease in
mycotoxin concentration was observed in the IRG flours packaged in sealed plastic bags and stored at 10 °C.
Statistical analysis showed that the level of retention of DON and NIVdepended significantly on the type of
packaging material, but did not depend on the type of flour or the storage temperature.

Key words: mycotoxins, deoxynivalenol, wheat, grain, cultivar, cleaning, milling,
millstone, retention, whole-grain flour, wheat storage
NO: 162 p., 31 Tab., 9 Fig., 260 Ref.
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1 UVvOD

Mikotoksini so sekundarni metaboliti v presnovi gliv in predstavljajo nevarnost v prehrani
ljudi in zivali. Njihovo ime izvira iz grs$ke besede mycos, ki pomeni plesen, ter latinske
besede »toxicum«, kar pomeni strupen. Izraz »mikotoksin« so prvi¢ uporabili leta 1962
(Bennet in Klinch 2003) po skrivnostni puranji X bolezni, v Kateri je poginilo priblizno
100.000 puranov in so jo pozneje povezali z aflatoksinom iz plesni Aspergillus flavus Link,
Ki je bila na arasidih (Wannop 1961, Blout 1961, cit. po Bennet in Klinch 2003).

Murphy s sodelavci (2006) navaja, da so od ve¢ kot tiso¢ ugotovljenih mikotoksinov le
nekaj sto neposredno nasli v hrani za ljudi in krmi za zivali in od tega jih le nekaj
predstavlja tveganje za ljudi, medtem ko Bennet in Klinch (2003) ocenjujeta, da je bilo do
leta 2003 ugotovljenih preko 400 mikotoksinov, vendar Stevilka ni dokoncna. Glive, ki
oblikujejo mikotoksine, spadajo v rodove Acremonium, Alternaria, Aspergillus,
Chaetomium, Cladosporium, Fusarium, Paecilomyces, Penicillum, Stachbotrys in
Trichoderma, med temi pa glive iz rodov Aspergillus, Fusarium in Penicillum najpogosteje

okuzujejo gojene rastline v Evropi (Creppy 2002).

Klimatske razmere so najpomembnejSi dejavnik, ki vpliva na pojav mikotoksinov v
kmetijstvu, predvsem z dolocanjem temperaturno vodnega rezima v dolo¢enih regijah, zato
klimatologi opozarjajo, da bodo ucinki klimatskih sprememb vplivali tudi na pojavnost

prekomernih vsebnosti mikotoksinov v hrani ljudi in krmi Zivali (Russel s sod. 2010).

Mikotoksini so sekundarni produkti pri presnovi gliv in imajo relativno nizko molekularno
maso (MM=700). So stalna in resna groznja zdravju ljudi in Zivali, ki pa ji Sele v zadnjem
casu posvecamo ve€jo pozornost (Bennet in Klinch 2003). Med najvec¢je proizvajalke
mikotoksinov v Evropi spadajo plesni iz rodov Aspergillus, Fusarium in Penicillum, med
najpogostejSe toksine, prisotne v hrani, pa spada prav deoksinivalenol (DON) (Creppy

2002). Ceprav na vsebnost mikotoksinov vpliva mnogo dejavnikov, so klimatske razmere
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zdale¢ najpomembnejsi med njimi. Tako se danes, v letih s klimatsko ugodnimi pogoji za
razvoj plesni, povzroditeljic mikotoksinov, prakticno ne moremo izogniti njihovemu
pojavu. Za zagotavljanje »varne hrane« smo zato dolocili razlicne mejne vrednosti in
predpise, ki regulirajo najve¢je dovoljene koli¢ine toksinov v hrani in v proizvodih. Z
razvitimi predpisi povzrocamo ekonomske tezave pridelovalcem, predelovalcem in
prodajalcem hrane, vendar kljub temu tveganj zaradi pojava in zauzivanja mikotoksinov ne
moremo povsem prepreciti (Wo 2004). Vecino pridelkov, ki po teh predpisih ni ustrezna za
prehrano ljudi, nato pokrmimo zivalim ali pa gredo v predelavo za zivalsko hrano in tako
se del toksinov preko zivalskih produktov (mleko, meso, jajca itd.) spet vnese v prehrano

ljudi. Oc¢itno dejstvo je, da se zauzivanju mikotoksinov ne moremo popolnoma izogniti.

1.1 Povod za raziskavo

Pri  prehranjevanju smo vsakodnevno izpostavljeni majhnim koli¢inam izlockov
mikroorganizmov, med katerimi so mikotoksini, ki jih vsebujejo izdelki iz zit, med
najpogostejs§imi. To je povezano z dejstvom, da so ti izdelki zelo pomemben segment
naSega jedilnika. Z obicajnimi pridelovalnimi tehnikami Zzit pogosto ni mogoce Vv
popolnosti prepreéiti razvoja gliv, ki oblikujejo mikotoksine. Pri Zitih posve¢amo veliko
pozornost glivam iz rodu Fusarium, ki oblikujejo veliko Stevilo mikotoksinov (trihoteceni,
zearelenoni, fumonisini itd.), ki so zdravju ljudi in zivalim skodljivi. V pridelovalni in
predelovalni verigi so potrebni zelo sistemati¢ni pristopi, da vsebnosti mikotoksinov ne
presezejo mejnih vrednosti, ki so dolocene s pravilniki 0 mejnih vrednostih kontaminantov
v hrani in krmi. V nekaterih letih nam to uspe, veckrat pa so vsebnosti tako visoke, da Zita

niso ve¢ primerna niti za predelavo v zivilski industriji, niti za krmo zivalim.

Med obicajna priporoCila glede zdrave prehrane spada povecano uzivanje z vlakninami
bogatih izdelkov iz polnozrnate moke v kombinaciji z otrobi, kosmic¢i in miisliji. Veliko
potro$nikov povprasuje po tovrstnih izdelkih, vendar si Zelijo tradicionalne izdelke, ki niso

bili proizvedeni iz konvencionalnega zita v industrijskih postopkih mletja in peke.



Kolmani¢ A. Obvladovanje...trihotecenskih mikotoksinov ...verigi pridelave in predelave krusnih Zit
Dokt. disert., Maribor, Univerza v Mariboru, Fakulteta za kmetijstvo in biosistemske vede, 2013

Industrijski pekovski izdelki so obremenjeni z raznimi dodatki (konzervansi, belila, arome,
barvila, vlazila, antioksidanti ipd.), kar ljudi odvraca od prepricanja, da so zdravju koristni.
Taks$no razmisljanje je priloznost za pridelovalce Zit in za manjSe neindustrijske pekarne,
da ponudijo izdelke pridobljene na tradicionalne nacine in tako pridejo do dodatnega vira
zasluzka. Industrijsko predelavo zit navadno spremljajo s Stevilnimi analizami za
dokazovanje mikrobioloske neoporecnosti in za zagotavljanje skladnosti s predpisi o varni
hrani. Pri neindustrijskih postopkih priprave izdelkov iz zit na nivoju kmetij in na nivoju
mini pekarn pa ni mozno izvajati vseh aktivnosti za spremljanje skladnosti s predpisi o
varni hrani (stroSkovni vidik analiz). Postavlja se vprasanje, ali so potro$niki tradicionalnih
prehranskih artiklov iz krusnih zit zaradi tega lahko izpostavljeni tveganjem, ki jih
povzrocajo fuzarijski mikotoksini. Posebej to velja za skupino potros$nikov, ki kupujejo
pSeni¢no zrnje in doma sami pripravljajo polnozrnato moko ter izdelke iz nje.
Sistemati¢nih analiz tveganja za tovrstne potro$nike in tovrstne izdelke pri nas nimamo.
Ker bomo tudi v bodoce $e dodatno vzpodbujali tovrstne stranske aktivnosti na kmetijah, je
potrebno udelezencem v tovrstnih neindustrijskih pridelovalno-predelovalnih verigah
nuditi ¢im ve¢ informacij o nacinih in postopkih zmanjSevanja tveganj za pojav povecanih
vsebnosti fuzarijskih mikotoksinov v izdelkih iz zit. Prav tako je pri pridelavi zit brez
uporabe fungicidov potrebno opozoriti, da je potrebno pridelovalni sistem, izbor sort in
postopke priprave do mletja prilagoditi pekovskim postopkom in vrsti kon¢nih izdelkov, ki

jih Zelimo ponuditi na trgu.

1.2 Cilji doktorske disertacije

Cilj in namen doktorskega dela je opraviti analizo uspeSnosti (kriti¢nih to¢k) obvladovanja
pojava trihotecenskih mikotoksinov v zrnju Zit in v moki, proizvedeni na neindustrijski
na¢in, v razmerah slovenske integrirane pridelave zit ter pridelave brez uporabe
fungicidov. Preko kriticnega pregleda in obdelave literaturnih podatkov in skozi izvedbo
poskusov na poljih ter pri procesiranju Zzitnega zrnja zelimo podati ocene o

uspesnosti/neuspesnosti  prepreCevanja pojava povecanih vsebnosti trihotecenskih
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mikotoksinov (deoksinivalenol — DON in nivalenol — NIV) v moki, proizvedeni iz zrnja
brez uporabe fungicidov na neindustrijski na¢in. Opozoriti Zelimo na dejavnike, ki lahko
povzrocijo povecano vsebnost trihotecenskih mikotoksinov v zrnju ob Zetvi, na dejavnike,
ki onemogocajo uspesno CiS¢enje zrnja pred postopki mletja, in na dejavnike, ki tekom
predelave zrnja in skladis¢enja moke vplivajo na vsebnost trihotecenskih mikotoksinov.
Izdelati zelimo navodila, kako naj pridelovalci zmanjsajo vsebnost mikotoksinov v zrnju
ob zetvi in kako, naj preprecijo pojave poveCane vsebnosti mikotoksinov v polnozrnati
moki, ki se pridobiva na tradicionalne na¢ine pridelave zrnja. Zapolniti zelimo znanje
glede nacinov in ucinkovitosti obvladovanja tveganj, ki jih predstavljajo trihotecenski

mikotoksini v okviru slovenske neindustrijske pridelave in predelave krusnih zit.

1.3 Delovne hipoteze

Postavili smo naslednje delovne hipoteze:

1. Predvidevamo, da vremenske razmere, lokacija, sorta pSenice, uporabljeni fungicidi za
zatiranje gliv in pridelovalni sistem (pridelava brez uporabe fungicidov ali integrirana
pridelava) znacilno vplivajo na vsebnost deoksinivalenola in nivalenola v zrnju ob
zetvi.

2. Predvidevamo, da se vsebnost DON in NIV v Zitnem zrnju, ugotovljena takoj po zetvi,
povecuje z manjSanjem velikosti in teze Zitnih zrn, vendar je korelacija med obema
parametroma pri integrirano pridelanem zitu drugacna kot pri zitu brez uporabe

fungicidov.

3. Predvidevamo, da bo tesnost korelacijske povezave med vsebnostjo DON (NIV) v
zrnju in obsegom zunanjih, vizualno opaznih znamenj okuzb s fuzariozami razli¢na pri
razlicnih sortah pSenice in pri razlicnih nacinih pridelave (brez uporabe
fungicidov/integrirano).

4. Predvidevamo, da obstajajo taks$ne sorte pSenice tolerantne na fuzarioze, pri katerih ni

tesne povezave med zunanjimi znamenji okuzbe na zrnju in vsebnostjo trihotecenskih
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mikotoksinov v njih. V tak$nih primerih lahko tudi vizualno povsem zdrava zrna
vsebujejo velike kolic¢ine trihotecenskih mikotoksinov.

5. Predvidevamo, da je uspesnost postopkov ¢iscenja zrnja z uporabo klasi¢nih naprav za
C¢iS¢enje odvisna od nacina pridelave zrnja (brez uporabe fungicidov/integrirano) in tudi
od sorte (neposredno od stopnje odpornosti oziroma tolerantnosti sort na okuzbe s
fuzariozami).

6. Predvidevamo, da je padec vsebnosti trihotecenskih mikotoksinov med peko kruha iz
moke iz zrnja, pridelanega na integriran ali na nacin brez uporabe fungicidov, razli¢en.

7. Predvidevamo, da mejna, Se dovoljena vsebnost za vsebnost DON in NIV za moko
(750 pg/kg), ki je navedena v uredbi (EC 1881/2006) za tradicionalne polnozrnate
moke, ni ustrezna, ker je padec vsebnosti DON in NIV med peko manjsi kot pri

industrijskih mokah, proizvedenih v postopkih klasi¢nega mletja.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 Mikotoksini

Mikotoksini (iz grske besede pokng (mykes, mukos) kar pomeni "glive" in latinske besede
(toxicum) kar pomeni "strup™), so sekundarni presnovki, ki jih tvorijo organizmi iz
kraljestva gliv, med najvecje proizvajalke pa spadajo nekatere gobe, plesni in kvasovke
(Richard 2007). Izraz "mikotoksin™ je navadno rezerviran za razmeroma majhne molekule
(MM~=700), naravnih toksi¢nih kemi¢nih snovi, ki nastanejo kot sekundarni metaboliti pri
presnovi gliv in so lahko prisotni na pridelkih pred in po spravilu (Richard 2007). Od ve¢
tiso¢ poznanih mikotoksinov jih le peséica predstavlja resno tezavo pri pridelavi hrane
(Murphy s sod. 2006). Ena vrsta plesni lahko oblikuje veliko razli¢nih mikotoksinov in/ali
enake mikotoksine kot druge vrste (Robbins s sod. 2000).

Mikotoksine so prvi¢ diagnosticirali po Turkey X-bolezni, ki je leta 1960 povzrocila pogin
priblizno 100.000 puranov in so jo pozneje povezali z aflatoksinom, prisotnim na arasidih,
namenjenih za njihovo krmo (Wannop 1961, Blout 1961, cit. po Bennet in Klinch 2003).
Ze v preteklosti so se pojavljale razli¢ne bolezni in simptomi, ki so jih povzro¢ali zauziti
mikotoksini, kot je bila bolezen srednjega veka, imenovana »St. Anthony's Fire« (ogenj Sv.
Antona), ki jo je povzrocil mikotoksin (alkaloid) iz rzenih rozickov (ergotin), epidemija
ergotizma v Sparti leta 430 pred Kristusom in $tevilne druge epidemije ergotizma v Evropi
(Haller 1993, cit. po Bennett in Klich 2003). Tudi v novejSem ¢asu kljub vsemu
¢loveSkemu znanju in tehnologiji prihaja do akutnih zastrupitev in smrti zaradi
mikotoksinov, kot se je to zgodilo leta 2004 v Keniji, ko je zaradi uzivanja z aflatoksinom

iz okuzene koruze umrlo 125 in se zastrupilo 250 ljudi (Lewis s sod. 2005).

Po eni teoriji glede desetih biblijskih kug bi naj skrivnostno smrt egipanskih prvorojencev
povzrocili mikotoksini, ki so bili na zgornjih plasteh skladis¢enega zrnja in so ga po

tradiciji prvi zauzivali prvorojenci (Schoental 1984).
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Kadar so pogoji primerni, se glive razmnozujejo v kolonijah in ustvarijo visoko raven
mikotoksinov. Mikotoksini se tvorijo kot sekundarni metaboliti, predvsem kot odgovor na
konkurenco z drugimi mikroorganizmi v tekmovanju za zivljenjske vire ali kot snovi za
onesposobitev obrambnih sistemov okuzZenih tkiv gostiteljev (Bennett in Klich 2003).
Niso potrebni za rast in so obi¢ajno tvorjeni samo v dolocenem obdobju zivljenjskega cikla
gliviénih organizmov. Nekatere glive tvorijo toksine samo na dolocenih nivojih vlage,
temperature ali kisika v zraku. Toksini se zelo razlikujejo v svoji toksi¢nosti. Nekateri SO
smrtonosni strupi, nekateri so prepoznavni po povzro¢anju bolezni ali zdravstvenih tezav,
nekateri oslabijo imunski sistem, spet drugi delujejo kot alergeni ali drazilne snovi, in
nekateri so znani, da nimajo Skodljivih ucinkov na zdravje ljudi. Mikotoksini imajo
obi¢ajno ve¢ negativnih vplivov na populacije domacih zivali kot na ljudi, predvsem zaradi
slabse kakovosti izvornih surovin pri predelavi za krmo, hamenjeno za njihovo prehrano.
Nekateri so lahko Skodljivi tudi za druge mikroorganizme, kot so glive ali celo bakterije,
npr. penicilin (Bennett in Klich 2003).

Mikotoksini se lahko pojavijo v prehrambeni verigi kot posledica gliviénih okuzb
pridelkov, bodisi pri neposrednem uzivanju s strani ljudi ali pa se uporabljajo kot krma za
Zivali in so nato prisotni v Zivalskih produktih. Nekateri mikotoksini so relativno mocno
odporni na razgradnjo pri prebavi (npr. aflatoksin), tako da ostanejo v prehrambeni verigi v
mesnih in mle¢nih izdelkih. Tudi termi¢na obdelava prehranskih izdelkov (substratov), kot
je kuhanje in zamrzovanje, v vecini primerov popolnoma ne razgradi mikotoksinov (Hazel
in Patel 2004).

Mikotoksine delimo po molekularni strukturi na aflatoksine, amatoksine, citrinine,
citochalasine, fumonizine, gliotoksine, iboteni¢ne kisline, muscimol, ohratoksine, patuline,
sterigmatocistine, trihotecene, zeranole, ergote in zearalenone (Bennett in Klich 2003,
D’Mello in Macdonald 1997).

Naravna glivi¢na flora, povezana s pridelavo hrane sestoji v vecini iz rodov Aspergillus,

Fusarium in Penicillium (Murphy s sod. 2006) in glive iz teh rodov so glavne tvorke
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mikotoksinov. Pojavljajo se lahko na vseh kulturnih rastlinah po celem svetu, ¢e so

zadoscCeni kriteriji glede potrebne minimalne vlage in temperature.

2.2 Trihoteceni

Danes trdimo, da obstaja priblizno 180 trihotecenskih toksinov, ki jih izloCajo glive iz
rodov Fusarium, Trichoderma, Trichothecium, Cephalosporium, Verticimonosporium in
Stachybotrys, vendar jih je za ¢loveka nevarnih samo nekaj (Murphy s sod. 2006). Ime so
dobili po prvem identificiranem toksinu iz te skupine, imenovanem trihotecin. Trihotecene
delimo na tip A (T-2-toksin, HT-2-toksin) ter tip B, C in D. V tip B spadajo
deoksinivalenol (DON), ki je tudi najpomembnejsi v smislu nevarnosti za ¢loveka, 3- in

15-acetildeoksinivalenol, nivalenol (NIV) in drugi.

Vsi trihoteceni imajo skupen 12-, 13-epoksitrinotecenski skelet in olefinsko vez z
razli¢nimi stranskimi veriznimi substituti (Bennett in Klich 2003), kot je razvidno na sliki
1. So zelo moc¢ni inhibitorji evkarioti¢ne sinteze proteinov, razli¢ni toksini motijo zacetne,

trajajoce in terminalne stopnje tega procesa (Bennett in Klich 2003).

Trihoteceni nosijo substitutiente, ki vsebujejo Kisik, na eni ali ve¢ih pozicijah; Cs, C4, C7,
Cg in Cys. Ti substitutienti so lahko hidroksili, esterificirani hidroksili, keto verige (pozicija
Cg) ali epoksi verige (pozicija C7,Cg) ali njihove kombinacije. Verukarin in roridin (tip D)
spadata v posebno skupino, ki jo dolo¢a makrocikli¢ni ester ali ester-eterski most med

pozicijama Cy4 in Ci15 (Committee 1983).
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F—~H

Slika 1: Trihoteceni (Committee 1983)
Picture 1: Trichothecenes (Committe 1983)

Trihotecene lahko razdelimo v naslednje skupine (Ueno 1980):

Skupina A-trihoteceni Skupina B-trihoteceni
trihotecen (scirpenol) trihotekolon
trihodermol (roridin C) trihotecin
dihidrotrihotecen deoksinivalenol (DON)
scirpen-4,8-diol 3-acetildeoksinivalenol
verrucarol 5-acetildeoksinivalenol
scirpentriol 3-, 15-diacetildeoksinivalenol
T-2-tetraol nivalenol

pentahidroksiscirpen 4-acetilnivalenol (fusarenon X)
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4-deacetilneosolaniol
trihodermin
deacetilcalonektrin
calonektrin
diacetilverrucarol
4-monoacetoksiscirpenol
4-, 15-diacetoksiscirpenol (DAS)
7-hidroksidiacetoksiscirpenol
8-hidroksidiacetoksiscirpenol
(neosolaniol)

7-, 8-dihidroksidiacetoksiscirpenol
7-hidroksi-8-acetildiacetoksiscirpenol
8-acetilneosolaniol (8-acetil - DAS)
NT-1
NT-2
HT-2-toksin
T-2-toksin
acetil T-2-toksin

Skupina C-trihoteceni

crotocol

crotocin

Simptomi zastrupitev, ki jith povzro€ajo razli¢ni trihoteceni, vkljucujejo ucinke na skoraj
vse glavne sisteme v telesu sesalcev, vecina teh procesov je zaradi sekundarnih vzrokov
povezanih z napakami v sintezi proteinov (Bennett in Klich 2003). Od naravno prisotnih

trihotecenov sta najbolj toksi¢na toksina T-2 in diacetoksiscirpenol, medtem ko je najbolj

4-, 15-diacetilnivalenol
4-, 7-, 15-triacetilnivalenol

tetracetilnivalenol

Skupina D-trihoteceni

verrucarin A
verrucarin B
verrucarin J
2-dehidroverrucarin A
roridin A
roridin D
roridin E
roridin H
satratoksin C
satratoksin D
satratoksin F
satratoksin G
satratoksin H

vertisporin

pogost trinotecen DON, ki je klasificiran kot manj nevaren toksin.
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DON se pojavlja predvsem na pSenici, rzi, je¢menu, ovsu, koruzi, redkeje pa na rizu, sirku
in tritikali. Pojav DON toksina na teh rastlinah lahko povezemo z glivami iz rodu
Fusarium, med temi pa sta Fusarium graminearum Schwabe ter Fusarium culmorum (W.
G. Sm.) Sacc., najvecji tvorki tega mikotoksina. F. culmorum uspeva bolj v krajih z
zmerno klimo, medtem ko F. graminearum ugajajo bolj topli in vlazni kraji. Bila je
potrjena interakcija med geografsko razsirjenostjo fuzarioze klasa, povzroc¢eno od gliv F.
gramineum in F. culmorum, ter pojavom deoksinivalenola v moki posameznih regij (Beyer
s sod. 2006).

Studije na akutni toksi¢nosti deoksinivalenola pri Zivalih so pokazale, da lahko povzro¢a
vnetje koze, zavracCanje hrane, bruhanje, drisko, krvavitve, splave ter celo smrti (Rotter s
sod. 1996). Glede toksi¢nosti za ljudi avtorji ocenjujejo, da ni kancerogen kot npr.
aflatoksin, vendar dolgotrajna izpostavljenost vseeno povzroca razli¢ne bolezni ter mogoce
tudi raka, je pa ugotovljena imunotoksi¢nost. Obenem pa ugotavljajo, da je bilo v smeri

toksic¢nosti za ljudi narejenih premalo raziskav (Murphy s sod. 2006).

2.2.1 Deoksinivalenol (DON) in Zita

Primarne fuzarijske okuzbe so zelo povezane z vremenom in tako lahko dezevje med
cvetenjem ter dozorevanjem zit povzro¢i mnozi¢no okuzbo s fuzariozami. Nasprotno pa
visoke temperature v tem Casu (npr. susa) lahko signifikantno zmanjsajo okuzbe. Tako je
vreme najpomembnejsi dejavnik, ki dolo¢a okuzbe s fuzariozami (Schaafsma s sod. 2001,
Jouany 2007). Najpomembnejsi okuzevalki zit sta glivi F. graminearum ter F. culmorum,
sledijo pa F. avenaceum (Fr.) Sacc., Monographella nivalis var. nivalis (Schaffnit) E.
Miill. (sinonimi Fusarium nivale, Microdochium nivale itd.) ter F. poae (Peck) Wollenw.
Povezave med naselitvijo rastlinskih tkiv z njimi in vsebnostjo trihotenocenskih
mikotoksinov (npr. DON) so bile potrjene (Beyer s sod. 2006). Katera gliva bo dominirala
v doloceni sezoni, je odvisno od temperature. Tako v toplejsih regijah previaduje F.

graminearum, v hladnejsih pogojih pa ostale (Brennan s sod. 2003, Doohan s sod. 2003).
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Pojavili so se tudi razlicni modeli napovedovanja okuzb z glivami za dolocanje
optimalnega ¢asa Skropljenja, med katerimi je DONcast trenutno med najuporabnejSimi
(Hooker s sod. 2002). Nastanek DON lahko povezemo tudi s stresnimi dejavniki, ki jih
gliva dozivlja skozi rastno dobo. Med njimi sta konkurenca med samimi glivami,
izpostavljenost fungicidom ter nenadni neugodni pogoji (stresni pogoji za rastline) po
primarnih okuzbah (suse, poskodbe itd.) najpomembnejsi. Med vsemi »mikotoksinskimi«
glivami so fuzarioze in z njimi povezani toksini med najbolj razSirjenimi po svetu in
sprememba klime bo verjetno povzrocila le spremembo razmerij med razli¢nimi vrstami.
Tako lahko v trenutno hladnejsih krajih (S Evropa, Kanada, S Azija itd.) z nara$¢anjem
temperatur pri¢akujemo, da bo F. graminearum pridobivala na pomenu. Po drugi strani pa
bo pomanjkanje padavin oziroma prerazporeditev padavin v kombinaciji s temperaturami
nad 32 °C lahko rezultiralo celo z zmanjSanjem okuzb. S stalis¢a potro$nikov hrane je
popolnoma vseeno, kateri tip glive bo dominanten v dolo¢enem geografskem obmocju, ker
se bo v vsakr$nih razmerah nasla kaks$na vrsta, ki bo v neki specifiéni kombinaciji razmer
oblikovala veliko mikotoksinov. Tako lahko zaklju¢imo, da bo klima ostala
najpomembnejsi dejavnik v determiniranju fuzarioz in bo tudi v prihodnosti dolocala

okuzbe s fuzariozami (Russel s sod. 2010, Magan s sod. 2011).

Slika 2: Deoksinivalenol (Tocris 2010)
Picture 2: Deoxynivalenol (Tocris 2010)
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2.3 Ostali pomembnejsi mikotoksini

2.3.1 Aflatoksini

Aflatoksini so med najbolj raziskanimi toksini. Njihove raziskave segajo vse od Turkey X-
bolezni v 60-ih letih prejSnjega stoletja pa vse do danes. Aspergillus flavus Link je
dominantna gliva tega razreda toksinov, ki tvori AFB;- in AFB,-toksine, nikakor pa ne gre
zanemarjati Aspergillus parasiticus Speare, ki lahko tvori vse $tiri znane toksine, AFBy,
AFGy, AFB; in AFG,. Ostali znani proizvajalci aflatoksinov so §e A. nomius Kurtzman,
B. W. Horn & Hesselt., A. bombycis S. W. Peterson, Yoko Ito, B. W. Horn & T. Goto, A.
pseudotamarii Yoko Ito, S. W. Peterson, Wicklow & T. Goto, A. ochraceoroseus Bartoli &
Maggi, Emericella venezuelensis Frisvad & Samson in druge (Frisvad s sod. 2005). Med
vsemi je AFB; zdale¢ najbolj kancerogen in najbolj razsirjen aflatoksin ter je posledi¢no
tudi vecina raziskav usmerjena na njega (Steyn 1995). Aflatoksini so izredno substitilni
kumarini, danes poznamo 18 sorodnih toksinov, npr. AFM; je hidroksilirani AFB; in je
med najpogostejsimi toksini v mleku, urinu in iztrebkih kot metaboli¢ni produkt (Enomoto
in Saito 1972). Toksi¢nost aflatoksinov sicer pada po tem vrstnem redu B; > M; > G; > B,

> My#G; (Ayres s sod. 1980).

Padavine med ali pred Zetvijo lahko vodijo v prekomerne vsebnosti aflatoksinov pri vecini
pridelkov v toplejsih regijah. Indirektne povezave med vi§jimi dnevnimi temperaturami v
aridnih, semiaridnih in su$nih pogojih v tropskih krajih in aflatoksikozami so dokazane
(Lewis s sod. 2005). Rastline so v za¢etnih rastnih obdobjih razmeroma odporne na okuzbe
z glivami A. flavus, vendar pa povecane temperature in suse povzrocajo stres pri rastlinah,
pri nekaterih plodovih (npr. pistacijah) povzroca pokanje ali pred¢asno odpiranje ali
lupljenje plodov, kar se odraza z lazjimi primarnimi okuzbami z A. flavus. Tako je klima
neposredno povezana z okuzbami. Posredna povezava pa je povezana s poskodbami od
zuzelk, sesalcev, ptic in mehani¢nimi poSkodbami (npr. toca), ki se pojavljajo mocneje pri
vi§jih dnevnih temperaturah. Padavine pred ali med Zetvijo povzro¢ijo mnozi¢no rast glive

A. flavus, ki nato posledi¢no v stresnih pogojih ob pomanjkanju vlage (Zetev, skladiscenje)
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in konkurenci med seboj ali drugimi glivami oblikuje velike koli¢ine aflatoksinov (Lewis S
sod. 2005).

A. flavus ima relativno majhno tekmovalno sposobnost z ostalimi glivami v krajih s
povpre¢nimi temperaturami 0koli 20 °C, medtem ko se ta v krajih s povpre¢no temperaturo
nad 25 °C hitro povecuje. Spore gliv A. flavus med sezonami hibernirajo v organski masi
tal, zato mile oziroma tople zime omogocijo njihovo popolno prezimitev. |z tega razloga so
tropska, aridna, semiaridna ter topla obmocja primarni kraji za okuzbe z aflatoksini. S
spremembami klime lahko tako verjetno pricakujemo Sirjenje A. flavus v regije, kjer so
trenutno zmerni klimatski pogoji (npr. Srednja Evropa, S Evropa). V teh regijah trenutno ni
bilo ve¢jih tezav z aflatoksikozami, razen v posameznih letih (Lewis s sod. 2005).
Pri¢akovano S$irjenje bo tako verjetno zmanjSalo obmocja, primerna za pridelavo
waflatoksikolosko« varne hrane, kar bo Se poslabsalo ekonomski in prehrambeni status,
predvsem drzav v razvoju. V teh drzavah lahko pricakujemo povecano stopnjo zastrupitev
ljudi na racun slabse detoksifikacije, kot se je npr. zgodilo v Keniji leta 2005 (Lewis s sod.
2005). V prihodnje so potrebni bolj zanesljivi pristopi za zmanjSanje izpostavljenosti
prebivalstva prevelikim koli¢inam aflatoksinov. Nove tehnologije prepreCevanja okuzb,
detoksifikacije ter posodobitev sortimenta rastlin so prav tako zazelene (Magan S sod.
2003). Predvidevanja, kako bodo klimatske razmere vplivale na aflatoksikoze, so po oceni

Russella s sodelavci (2010) med najbolj zanesljivimi.
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Slika 3: Aflatoksini (Food 1999)
Picture 3: Aflatoxins (Food 1999)

2.3.2 Fumonizini

Fumonizini so $e ena vrsta mikotoksinov, ki jih povzrocajo glive iz rodu Fusarium, kot so
Fusarium moniliforme J. Sheld, Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg, Fusarium
proliferatum (Matsush.) Nirenberg in druge (Munkvold in Desjardins 1997). Odkrili so jih
leta 1988 in oznacili kot rakotvorne mikotoksine (Gelderblom s sod. 1988). Najbolj
relevantne oblike toksina so FB1, FB; in FB3. Koruza je najpomembnejsa rastlina, na kateri
se pojavljajo, vremenski pogoji ter poskodbe rastlin pa odigrajo veliko vlogo pri okuzbah.
Okuzbe se lahko pojavljajo po celotni zemeljski obli, Kjer se prideluje koruza (Munkvold

in Desjardins 1997). Tako suho, vroce vreme, ki mu sledijo padavine v ¢asu metlicenja,
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omogocajo idealne pogoje za okuzbo z glivami. Poskodbe zaradi insektov, sesalcev ali
vremensko povzrocene poskodbe precej povecajo stopnjo okuzbe, ker omogocajo lazje
primarne okuzbe gliv. Tako Russell s sodelavci (2010) citira rezultate raziskave, Ki sta jo
objavila Schaafsma in Hooker (2007) in v kateri so pokazali, da najvecji vpliv na stopnjo
»okuzbe« z fumonizini predstavljalo vreme (47 %), poskodbe od insektov (17 %), hibrid
(14 %) ter Bt-hibrid (11 %).

R, Ry
R, =ﬁ FumonisinB, OH OH
Fumonisin B H OH

CO.H H ’
o) H CO, FumonisinB, OH  H
FumonisinB, H H

Slika 4: Fuminizini (Munkvold in Desjardins 1997)
Picture 4: Fumonisins (Munkvold and Desjardins 1997)

V ¢lanku Munkvold in Desjardins (1997) se pojavljajo nekateri zanimivi izsledki iz
sorodnih raziskav, ki namigujejo, da gliva lahko zivi v simbiotskem (endofiti¢cnem odnosu)
z rastlino. Tako je gliva F. moniliforme, ki je zdale¢ najpogostejsa okuzevalka koruze, tudi
najpogostejSa gliva na koruzi brez vidnih simptomov okuzbe in se jo zato vefinoma
spregleda. Okuzba brez simptomov lahko obstaja po celotni rastlini in sporotvorni sevi se
lahko sistemati¢no razvijejo in okuzujejo zrnje. Munkvold in Desjardins (1997) pravita
takSnemu razvoju glive endofiti¢en simbiontski razvoj. Avtorja raziskave se spraSujeta, ce
ima taka simbioza med glivo in rastlino kake vecje pozitivne uéinke kljub zmanjSanju

kvalitete zrnja, in zakljucujeta, da glede na zbrane podatke lahko gliva pospeSuje rast
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koruze z izlo¢anjem rastnih hormonov, mogoce zmanjsuje okuzbe z A. flavus in tvorbo

aflatoksinov ter lahko zmanjsuje okuzbe z F. graminearum.

Ceprav je vedji del sistemi¢no okuZene rastline brez vidnih simptomov, pa se lahko tudi ti
dobro pokazejo na steblu in storzih. V takih primerih sta Zetev v primerni vlaznosti zrnja
ter pravilna nastavitev kombajna odlo¢ilni za zmanjSanje vsebnosti toksina v zrnju
(zmanjSevanje morebitinih poskodb zrnja) (Bruns 2003). Problemi se pojavljajo predvsem
tam, kjer so rastline okuzene in ne kazejo vidnih znamenj okuzb (Munkvold in Desjardins

1997).

Ceprav so toksine odkrili pred relativno kratkim ¢asom, u¢inke plesnive koruze, okuzene z
glivo F. moniliforme, poznamo Ze dolgo c¢asa. Najbolj znana bolezen je konjska
leukoencefelomalacia ali »ELEM«, smrtonosna bolezen mozganov, ki se pojavlja
predvsem pri konjih, oslih, mulah in zajcih. Druga pomembna bolezen je PPE (»porcine
(Munkvold in Desjardins 1997). Glede nevarnosti za ljudi se pojavljajo razli¢ni rezultati
raziskav, ki so si medsebojno nasprotujoc¢i. Tako je vprasljiva njegova kancerogenost in
citotoksi¢nost, njegova meja pri ljudeh je 2 ug/kg zive teze za vsakega posamicno ali pa za
kombinacijo toksinov (Scientific Committee on Food 2003). Najbolj pogosta akutna

znamenja zastrupitve s toksinom so abdominalne bole¢ine in prebavne motnje.

Klimatske spremembe bodo verjetno povzrocile spremembe v razsirjenosti fumonizinov v
posameznih letih. Glive imajo S$iroko optimalno temperaturno obmocje za tvorbo
fumonizinov (15-30 °C), tako dvigovanje temperature ne bo povzroCilo povecanja
njihovega tvorjenja oziroma migracije gliv v severnejSa obmocja. V krajih, ki omogocajo
pridelovanje koruze, lahko ob ugodnih vremenskih pogojih pricakujemo tudi fumonizine.
Nasprotno pa lahko s spremembo kolic¢ine padavin ter razporeditve le-teh pridelovanje
koruze postane v nekaterih regijah oteZeno, zato se posledi¢no fumonizini tam ne bodo
pojavljali. Tudi visoke dnevne temperature (nad 30 °C) med metlicenjem lahko
zmanjSujejo primarne okuzbe, po drugi strani pa visoke nocne temperature ugodno

vplivajo na insekte in prehranjevanje v naravi prisotnih sesalcev, tako lahko pri¢akujemo
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ve¢ poskodb na rastlinah in tako lazji vstop gliv. Tudi vremenski pojavi, kot so toca, naj bi
v prihodnje postali stalnica in pridobivali na pomenu, tako da tudi tega vidika ne gre
zanemarjati. Najve¢je spremembe v pridelovanju koruze v Evropi se obetajo v
mediteranskem obmocju, kjer bo lahko predvidevano zvisanje temperatur za 4-5 °C ter
zmanjsanje padavin za 25-30 % (Giorgi in Lionello 2008) prakti¢no zelo zmanjsalo obseg
pridelovanja koruze, nasprotno pa bo mogoce pricakovati Sirjenje pridelave v nekatere

severnejse regije, kjer do sedaj ta ni bila tako razsirjena.

2.3.3 Ohratoksini

So $e ena velika skupina mikotoksinov, ki so odvisni od temperature in vlage v dolocenih
regijah. Najpogosteje jih tvorita glivi Aspergillus ochraceus G. Wilh. in Penicillium
verrucosum Dierckx, ki v glavnem okuzujeta grozdje, kavna zrnca, ore$cke, fige ter Zitna
in koruzna zrna (Al-Anat in Petzinger 2006, Pohland s sod. 1992). V Evropi se pojavljajo v
vseh toplejsih krajih, ki omogocajo pridelovanje vinske trte in zit. Dale¢ najbolj
prevalenten iz te skupine je Ohratoksin A, omembe vredna pa sta $e Ohratoksin B in
Ohratoksin C (Al-Anat in Petzinger 2006).

Gre za toksine, ki so ob kroni¢ni izpostavljenosti tumorogeni, kancerogeni, nefrotoksicni,
mutageni, imunotoksi¢ni ter imajo celoten spekter negativnih ucinkov ob akutnih
zastrupitvah. Povzro¢ajo reproduktivne tezave in lahko ovirajo sintezo proteinov (Pohland
s sod. 1992). Lahko se akumulirajo v zivalskih tkivih in izdelkih iz njih ter tako posredno
prehajajo v prehrambeno verigo ljudi. Tako so prisotni v mediteranskem delu oziroma na
Balkanu, kjer jih nekateri raziskovalci povezujejo z balkansko endemiéno nefropatijo
(Castegnaro s sod. 2006). Toplejse tropske regije ugajajo glivi A. ochraceus, medtem ko v
hladnejsih obmodjih prevladuje vrsta P. verrucosum. Obe vrsti gliv pa lahko tvorita
kancerogeni ohratoksin A. Tako je raziskava Clouvela s sodelavci (2008) pokazala, da je
bila v Franciji spodnja meja za tvorbo kriticnih stopenj toksina pri 21 °C. Tudi druge

raziskave potrjuje, da je temperatura v povezavi z vlaznostjo najpomembne;jsi dejavnik za
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tvorbo ohratoksina. V raziskavi Bellija s sodelavci (2005) so dokazali, da se pri
temperaturah nad 30 °C in 100-odstotni zra¢ni vlaznosti, tvori signifikantno ve¢ toksina
kot pri 20 °C. Nasprotno pa je Tassou s sodelavci (2007) v svojih raziskavah ugotovil, da
je bila sicer optimalna rast gliv pri 30-35 °C in 0,96a,, vendar pa je bila najveéja stopnja
tvorbe ohratoksina pri 15-20 °C in 0,93-0,96a,, skratka v neoptimalnih pogojih.
Prevladujoca gliva je bila A. carbonarious (Bainier) Thom in je takoj vzbudila zanimanje
pri znanstvenikih zaradi svoje velike potencialne sposobnosti prilagoditve razli¢nim
okoljskim razmeram. Tudi te glive lahko v neugodnih pogojih odreagirajo s povecano
tvorbo ohratoksina A (Tassou s sod. 2007).

O, OH
QL

M
H

Cl
Slika 5: Ohratoksin A (Fermentek 2009)
Picture 5: Ochratoxin A (Fermentek 2009)

Pojavi naraS¢anja temperature v dolocenih krajih bodo tako v najvecji meri verjetno
ugodno vplivali na rast in primarne okuzbe gliv, ki tvorijo ohratoksin. Tudi verjetna vecja
aktivnost Skodljivih insektov in vremena bosta pozitivno vplivali na okuzbe. Tako lahko
pri¢akujemo povecanje stopnje mikotoksinov v rastlinah oziroma povecanje okuzenih
rastlin na dolo¢enem obmodju. Glive, ki tvorijo te toksine, imajo velik temperaturni
razpon, in sicer od 10-37 °C, in tako bodo verjetne klimatske spremembe povzrodile le
zmanj$anje populacije dolo¢ene glive v neki regiji, ki jo bo takoj nadomestila druga gliva,
ki prav tako lahko oblikuje ohratoksina A (Russel s sod. 2010).
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2.3.4 Patulin

Gre za nevaren mikotoksin, ki ga tvori vec¢ vrst plesni iz rodov Penicillum, Aspergillus in
Byssochlamys, v vecini pa glive Penicillium expansum Link (Hopmans 1997). Prvi¢ so ga
izolirali v 40-ih letih prej$njega stoletja, danes pa se pojavlja po celotnem svetu na sadju v
sadnih sokovih. Te plesni so pogoste skladis¢ne okuzevalke jabolk, hrusk in grozdja ter
posledi¢no vzrok za pojav patulina v sokovih. Patulin je odporen na toploto ter prestane
predelovalne procese, kot tak je odli¢en pokazatelj kakovosti uporabljenega sadja za
predelavo v sokove (Hopmans 1997). Na zacetku so ga raziskovali celo kot antibiotik (ima
nekatere znacilnosti antibiotikov), vendar so razli¢ne $tudije dokazale, da je kljub temu, da
je blago strupen, lahko v dolo¢enih koncentracijah genotoksi¢en, medtem ko
kancerogenosti niso dokazali (Hopmans 1997).

S

Slika 6: Patulin (Fungal 2004)
Picture 6: Patulin (Fungal 2004)

2.3.5 Zearalenon

Je nesteroidni estrogeni mikotoksin, sintentiziran preko poliketidne poti v glivah iz rodu
Fusarium, kot so F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis (Cooke) Sacc., F. equiseti
(Corda) Sacc., F. crookwellense L. W. Burgess, P. E. Nelson & Toussoun in F. semitectum
Berk. & Ravenel, ki so ve¢inoma prisotne v tleh v krajih z zmernejso in toplej$o klimo in
so okuzevalke zit po celotni zemeljski obli (Hagler s sod. 2001, cit. po Bennet in Klinch
2003). V preteklosti je bil poimenovan kot F-2-toksin (Zinedine s sod. 2007).
Biotransformacija v prebavilih rezultira z nastankom dveh presnovnih produktov, o-

zearalenola in B-zearalenola (Zinedine s sod. 2007). V literaturi zaznamo, da je lahko
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beseda toksin pri zearalenonu vprasljivo uporabljena, ker ima zelo majhno toksi¢nost in
bolj spominja na 17 B-estradiol, glavni hormon Zenskih jajénikov (Kuiper-Goodman s sod.
1987, cit. po Bennet in Klinch 2003), tako da avtorja ¢lanka predlagata uporabo imena
mikoestrogen (Bennet in Klinch 2003). Zearalenon (ZEN) v vedini nastaja na okuZeni
koruzi in v nekoliko manjSem obsegu na pSenici, je¢menu, ovsu, sirku, prosu, rzi in rizu,
bil pa je zaznan tudi v proizvodih, kot so moka, je¢émenov slad, v pivu in sojinih tropinah
(Zinedine s sod. 2007). Ceprav je vrhunec tvorbe »toksina« pred spravilom pridelka lahko
v primeru mokrega spravila in napa¢nega skladis¢enja nastajal tudi potem (Zinedine s sod.
2007).

Ceprav zearalenon in njegovi derivati kaZejo veliko biolosko toksiénost, je dejanska
toksicnost zelo majhna. Razli¢ni poskusi so dokazali, da oralna LDsp znaSa tako pri
samicah podgan ve¢ kot 10.000 mg/kg zive teze in pri samicah morskih prasickov ve¢ kot
5000 mg/kg, vendar pa lahko ze 1 pug/kg povzro¢i zaznavno reakcijo maternice pri svinjah
(Hidy s sod. 1977, cit. po Bennet in Klinch 2003). Kljub oceni o nizki toksi¢nosti pa toksin
lahko povzroca razlicne ucinke na zdravje Zivali, kot so reprodukcijske motnje,
hipoestrogene simptome, slabosti, bruhanje in driske in ga oznacujemo kot hepatotoksicen,

hematotoksicen, citotoksi¢en in imunotoksic¢en toksin (Zinedine s sod. 2007).

V poskusih so dokazali, da ZEN lahko zmanjSuje stopnjo prezivetja zarodka, teZo fetusa,
pri prasi¢ih povzroca feminizacijo z =zavrtjem delovanja testosterona, zmanjSuje
spermatogeneze in zavira libido. ZEN ima tudi izredno sposobnost vezave na estrogene

receptorje (Zinedine s sod. 2007), kar povzro¢i hormonske motnje.
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Slika 7: Zearalenon (Chemblink 2010)
Picture 7: Zearalenone (Chemblink 2010)
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Ekstruzija in uporaba prehransko inertnih sorbentov sta pokazala signifikantno stopnjo
redukcije ZEN in sta tudi prakti¢no uporabna nacina detoksifikacije (Zinedine s sod. 2007).

Ceprav je ZEN prisoten prakti¢no v velikem $tevilu Zivil, predstavlja realno nevarnost za
Cloveka in zivali Sele ob zauzitju velikih vsebnosti ali ob dolgotrajni kronicni
izpostavljenosti toksinu (Zinedine s sod. 2007). Njegovih ucinkov na reprodukcijsko

sposobnost in feminizacijo moskih osebkov ne smemo zanemarjati.

2.3.6 Ergot alkaloidi (ergotamini)

Gre za skupino zelo specifi¢nih mikotoksinov. Oblikujejo jih glive iz rodu Claviceps,
najpogosteje vrsta C. purpurea (Fr.) Tul. (rzeni rozi¢ek), in jih razvr§¢amo med indolne
alkaloide (Bennet in Klinch 2003). Skupna znacilnost vseh teh alkaloidov je liseri¢na

kislina.

Rozi¢ki se lahko pojavljajo na vseh travah in Zitih in vsebujejo ergotamine, ki so med
najstarej§imi znanimi toksini z uc¢inkom na zdravje ljudi. Gliva okuzuje rastline med
cvetenjem in med svojim razvojem zmanjsuje kvaliteto zrnja, tvori sklerocije (rozicke), Ki
vsebujejo mesSanice razliénih alkaloidov, kot so ergometrini, ergotamini, ergosini,
ergokristini, ergokriptini in ergocornini. Zastrupitve s temi spojinami imenujemo ergotizmi
ali bolezen »St. Antonys fire» (ogenj sv. Antona) in se lahko kazejo v gangreniozni obliki,
ki prizadene okoncine, ter v epilepti¢ni obliki, ki vpliva na centralni zivéni sistem. Zapise,
ki spominjajo na simptome ergotizma, lahko najdemo ze v letu 600 pred nasim Stetjem
(Hofmann 1972, cit. po Bennet in Klinch 2003).

V zgodovini je bil ergotizem pri ljudeh zmeraj prisoten v Evropi, danes pa je z uporabo
sodobnih metod ¢iSCenja in sortiranja zrnja skoraj izkoreninjen. Po drugi strani pa je pri

zivalih Se kako prisoten (Bennet in Klinch 2003). Znamenja se pojavljajo predvsem pri
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govedu, prasicih, ovcah ter kokosih in se kazejo kot gangrena okoncin, abortusi, epilepsije,

zmanjSane laktacije, hipersensibilnost na svetlobo ter ataksije.

Ergotamini imajo zelo zabrisano mejo med toksinom ter drogami in lahko delujejo tudi na
dopaminske receptorje, telesno koncentracijo noradrenalina ter seretonina. Tako je bila
droga LSD odkrita pri preucevanju ergotalkaloidov. Pod dolo¢enimi pogoji bi se lahko

uporabljali kot zdravila za migrene, parkinsovo bolezen in podobno (Bennet in Klinch

2003).
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Slika 8: Ergotamin (Romer 2012 )
Picture 8: Ergotamine (Romer 2012)

2.4 Ukrepi za zmanjSanje primarnih kontaminacij z deoksinivalenolom (DON)

Ukrepi se posredno in neposredno dotikajo ukrepov pred in med setvijo, tehnik in u¢inkov
¢iS¢enja, mletja, bruSenja in termi¢ne obdelave zrnja pSenice in moke ter njihov vpliv na
vsebnost trihotecenskih mikotoksinov, predvsem ucinek na deoksinivalenol (DON) ter
raznih drugih postopkov, ki so po naSem mnenju pomembni za sploSno razumevanje

problematike.

Pogosto nam z obicajnimi pridelovalnimi tehnologijami ne uspe dovolj temeljito prepreciti
razvoja gliv, odgovornih za nastanek mikotoksinov. Osnovne strategije prepreevanja
okuzb z mikotoksini pri pridelovanju temeljijo na ukrepih (izbira odpornih sort, obdelava
tal, kolobarju, skropilni program itd.), skladis¢enju in obdelavi zrnja (vlaga in temperatura
skladisCenja, CiSCenje zrnja, mletje zrnja ipd.) in konc¢ni pripravi pekovskih in drugih

izdelkov.
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V Evropi sta najpogostejsa mikotoksina DON ter ZEN, ki ju najpogosteje tvorita glivi F.
graminearum v toplejsih delih Evrope in F. culmorum v hladnejsih (Bottalico in Perone

2002). V zrnju pSenice so med najpogostejSimi toksini DON, NIV ter ZEN.

Preprecevanje okuzb na njivi je cenovno najucinkovitejSa metoda in sestoji iz ukrepov, kot
so razkuzevanje semena, kolobarjenje, obdelava tal, ¢as setve, kemic¢no ter bioti¢no varstvo
rastlin, odpornost rastlin in podobno. Vse te tehnike lahko ucinkovito zmanjSujejo stopnjo
okuzb, vendar v letih, ugodnih za razvoj glivicnih patogenov nobena metoda ne more
popolnoma prepreciti okuzb (Jouany 2007). Postopki za zmanjSevanje vsebnosti
mikotoksinov so zdruZeni iz ukrepov pred okuzbo z gliviénimi patogeni, med okuzbo ter iz

ukrepov po spravilu in predelavi (Jouany 2007).

2.4.1 Kolobarni sistem

Kolobarjenje je poznano zZe vec¢ tiso¢ let kot ucinkovita metoda preprecevanja raznih
bolezni in prevelikega razmaha Skodljivcev. Ker vecina gliv povzrociteljic mikotoksinov
(posebej Fusarium spp.) prezimijo na rastlinskih ostankih, je lahko kolobarjenje
priporocljiv ukrep pri zmanjSevanju moznosti okuzbe z obravnavanimi glivami (Jouany
2007, Sutton 1982). Tako lahko monokulturno pridelovanje koruze obogati zemljo z
askosporami glive F. graminearum. Vendar se glede ucinkovitosti kolobarjenja pojavljajo
razli¢ni, nasprotujo¢i si rezultati. Tako je Schaafsma s sodelavci (2001) dokazal, da
vkljucitev rastline, ki ni pSenica, v obdobju dveh let pred setvijo pSenice signifikantno
zmanjSa okuzbo. Pri okuzbi pSenice so odkrili, da so predhodni ostanki koruznice lahko
pomemben dejavnik, ki vpliva na okuzbo (Dill-Macky in Jones 2000, Munkvold 2003),
vendar pa kot nasprotje tem raziskavam Obst s sodelavci (1997) trdi, da ni razlike v
verjetnosti okuzbe, ¢e pSenica sledi zitom ali pa rastlinam, ki ne spadajo v skupino Zit.
Fernandez s sodelavci (2001) je odkril, da je pSenica v monokulturi imela manjSo stopnjo
okuzbe kot tista, sejana v kolobarju. Tako na podlagi razli¢nih rezultatov ne moremo

absolutno trditi, da s kolobarjenjem prispevamo k zmanj$anju pojavnosti mikotoksinov.

24



Kolmani¢ A. Obvladovanje...trihotecenskih mikotoksinov ...verigi pridelave in predelave krusnih Zit
Dokt. disert., Maribor, Univerza v Mariboru, Fakulteta za kmetijstvo in biosistemske vede, 2013

Kot kontrast tem raziskavam pa razli¢ne raziskave trdijo, da lahko vecji delez razlik v vecji
vsebnosti mikotoksinov pri konvencionalni pridelavi v primerjavi z ekoloSko pripiSemo
prav pomanjkljivemu kolobarjenju ali celo odsotnosti kolobarjenja v vegjih
konvencionalnih pridelovalnih sistemih (Bernhoft s sod. 2012, Bernhoft s sod. 2010,
Kopke s sod. 2007). V prihodnje bo potrebno izvajati nadaljnje raziskave glede vpliva
kolobarjenja na mikotoksine, prav tako lahko pricakujemo vkljucitev nekaterih novih
rastlin v kolobar, predvsem rastlin, namenjenih za biogoriva. Trenutno Se ni poznan
dolgotrajnejsi ucinek podnebnih sprememb na kmetijstvo, vendar zgodnji znaki kazejo, da
bodo vplivali na kmetijstvo v dolocenih regijah, predvsem s skrajsanjem ali podalj$sanjem
rastne sezone ter s suSami ali pretiranimi padavinami v dolo¢enih obdobjih. Temu bo
verjetno sledilo tudi prilagajanje kolobarnega sistema v kmetijstvu (Tubiello s sod. 2000).
Kolobarjenje v povezavi z razli¢nimi pridelovalnimi nacini obravnavamo tudi v poglavju

2.10.1.

2.4.2 Obdelava tal

Danes se uporablja vse ve¢ naCinov obdelave tal, ki ne vkljucujejo oranja oziroma
izvajamo samo minimalno obdelavo tal do globine 10 centimetrov. Sicer so ti naéini
obdelave ekonomsko in ¢asovno upraviceni, po drugi strani pa raziskave kazejo, da takSna
obdelava lahko povecuje vsebnost mikotoksinov v Zitnem zrnju. Tako je Obst s sodelavci
(1997) odkril, da je minimalna obdelava tal povecala vsebnost DON v psenici za 10-krat v
primerjavi z oranjem, Steinkellner in Langer (2004) pa sta ugotovila, da globlja kot je bila
obdelava, manjsa je bila poznejSa okuzba. Dill-Macky in Jones (2000) sta dokazala, da
minimalna obdelava ostankov psenice ali koruze signifikantno poveca vsebnost DON v
posevkih, ki sledijo, z izjemo soje. Prav tako sta Schmidt in Nitzsche (2004) dokazala, da
minimalna obdelava signifikantno pove€a »okuzbo« z mikotoksini v zrnih pSenice. Za
setev zit za koruzo na podlagi zbranih podatkov priporoc¢ajo globoko zaoravanje zetvenih

ostankov, ki na¢eloma ponujajo idealno mesto za razvoj fuzarijskih gliv.
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Iz rezultatov omenjenih raziskav lahko sklepamo, da je minimalna obdelava s stali§¢a
mikotoksinov tvegana pridelovalna tehnika in ne pomaga pri zmanjSevanju okuzb. Tudi
odstranitev in kurjenje zetvenih ostankov bi lahko zmanjSalo okuzbe, vendar se zaradi
siromasenja tal z organsko maso ne priporoCata. Trendi podrazitve energentov zaradi
zmanjsevanja zalog in pretirano povecevanje kmetij bodo naredili svoje in v bodoc¢e lahko
pricakujemo vecanje deleza tal, obdelanih z minimalno obdelavo, negativne ucinke bo
potrebno zmanjSevati z drugimi ukrepi, kot sta pravilna izbira odpornejsih sort, prilagojeno
gnojenje ter uporaba fitofarmacevtskih sredstev oziroma uporaba razli¢nih C¢istilnih

postopkov v Zitno-predelovalni industriji.

2.4.3 Gnojenje

Z gnojenjem vplivamo na hitrost in kvaliteto razpada organske mase, na mikrobiolosko
aktivnost zemlje ter na samo odpornost rastlin. Tako so opazili manjSo okuzbo pri uporabi
seCnine v primerjavi z gnojilom na podlagi amonijevega nitrata (Blandino s sod. 2008,
Martin s sod. 1991, Teich 1987). Heier s sodelavci (2005) je dokazal, da gnojenje z N
lahko povecuje okuzbo s fuzariozami in posledi¢no z mikotoksini, nasprotno pa je
Oldenburg s sodelavci (2007) dokazal, da gnojenje pSenice z 0-240 kg N/ha ni znacilno
povecalo vsebnost mikotoksinov. S pravilnim gnojenjem ne povecujemo Vsebnosti
mikotoksinov, nasprotno pa lahko s pretirano velikimi odmerki dusika pove¢amo primarne

gliviéne okuzbe in posledi¢no tudi stopnje mikotoksinov (Oldenburg s sod. 2007).

2.4.4 Cas setve

Tvorba mikotoksinov je verjetnejSa, e rastlina cveti v Casu velikega sproscanja glivnih
trosov. Tako so zgodaj sejane koruze dokazano manj obremenjene z mikotoksini, vendar

lahko vremenski pogoji vplivajo na te rezultate (Munkvold 2003). Pri zitih so ozimne sorte
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manj okuzene kot spomladanske. Roki setve se v bliznji prihodnosti verjetno ne bodo zelo
spreminjali, vsaj v naSem obmoc¢ju ne. Opaznejse spremembe bodo le pri rastlinah, sejanih
pozno spomladi, katerih roki setve se bodo zaceli premikati v sredino spomladi (Tubiello s
sod. 2000).

2.4.5 Uporaba sort, odpornih na okuzbe z glivami, tvorkami mikotoksinov, ter genetsko

spremenjenih rastlin

Zlahtnenje rastlin na odpornost na okuZbe je trenutno najbolj obetavna resitev glede
mikotoksinov. Cilj je ustvariti superiorne genotipe z rekombiniranjem razli¢nih virov in
tipov odpornosti, ki pa imajo tudi zadovoljive agronomske lastnosti. V novejsem cCasu so
identificirali mnogo tipov, odpornih na fuzarioze. Tako pri pSenici poznamo varietete
Praag 8 in Novokrumka 0102 (ozimni pSenici iz vzhodne Evrope), Sumai 3, Ning 8343 in
Wuhan #1 (rane sorte pSenice S Kitajske), Nobeokabozu (rana pSenica z Japonske) ter
Frontana (rani tip iz Brazilije) (Snijders 2004). Toda vse te pSenice imajo razen odpornosti
na fuzarioze nezadovoljive agronomske lastnosti, ki jih zahtevamo od modernih sort.
Odporne tipe razdelimo na tri genske bazene: ozimne pSenice iz vzhodne Evrope,
spomladanske pSenice s Kitajske in Japonske ter spomladanske pSenice iz Brazilije in
Italije (Snijders 1990b, Tomohiro in Kazuhiro 2000). Trenutno se ti tipi uporabljajo za

namene Zlahtnenja in introdukcijo njihovih genov odpornosti v moderne sorte.

Obstajajo morfoloSke lastnosti pSenice, Ki pomagajo ovirati okuzbe. Tako so visoke in
resaste pSenice lahko manj podvrzene okuzbam v primerjavi z niZjimi pSenicami brez res
(Mesterhazy 1987, Snijders 1990a, Hilton s sod. 1999, Gervais s sod. 2003), vendar
obstajajo tudi izjeme. Tako so poskusi dokazali, da je tudi pri pritlikavih sortah mogoce
odkriti genotipe z odli¢no odpornostjo na fuzariozo zitnega klasa (Buerstmayr s sod. 1999,
Hilton s sod. 1999, Gervais 2003). QTL (Quantitaive trait loci) so bili identificirani za
odpornost psenice na fuzarioze in pogosto sovpadajo z geni, ki vplivajo na morfoloske

lastnosti pSenice (Buerstmayr s sod. 1999, Snijders 2004, Schmolke 2008). Genetska
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odpornost na fuzarioze sestoji iz treh komponent: odpornost na zacetno penetracijo hif (tip
1), odpornost na Sirjenje glive po tkivu rastline (tip 2) (Schroeder in Christensen 1963,
Snijders 1990a) ter odpornost v smislu sposobnosti razgraditve mikotoksinov (tip 3)
(Miller s sod. 1985, Snijders 1990a). V novejSem c¢asu pa so identificirali Se tip 4
odpornosti (odpornost na okuzbe zrnja) ter tip 5 (tolerantnost na fuzarioze) (Mesterhazy s
sod. 1999). Raziskave so pokazale, da na primer kultivar Frontana nosi dva ali tri gene za
tip 2 odpornosti in kultivar Ning 7840 tudi dva gena za tip 2 odpornosti, vendar so vsi ti
geni med seboj razli¢ni (Tomohiro in Kazuhiro 2000, Singh s sod. 1995). Tako so rezultati
raziskave pokazali, da na odpornost lahko vpliva manjse Stevilo genov (Tomohiro in
Kazuhiro 2000, Yang 1994), v nasprotju s tem pa nekateri raziskovalci trdijo, da je
odpornost izrazena z mnogimi geni (Gocho s sod. 1992). Za Zlahtnenje na odpornost je
zazeleno, Ce en gen vpliva na ve¢ patogenov, in tako je Mesterhazy (1987) odkril, da je
genetska osnova za odpornost na glivi F. culmorum in F. graminearum pri ozimnih
pSenicah enaka, prav tako je Snijders (1990c) porocal, da so jari tipi pSenice odporni na
fuzarioze klasa, povzro¢ene od F. graminearum, odporni tudi na F. culmorum. Spekulira
se 0 obstoju antifuzarijskih proteinov, ki bi v primeru identifikacije koristili v transgenem

pristopu resevanja odpornosti (Dahleen s sod. 2001).

Genetski inZeniring za dosego cilja zmanjSanja vsebnosti mikotoksinov v pridelku
uporablja razli¢ne pristope: povecuje odpornost rastlin na okuzbe z mikotoksigenimi
glivami, povecuje odpornost rastlin na napade zuzelk ter spodbuja mehanizme rastline za
lastno detoksifikacijo mikotoksonov oziroma sprozenje procesov, ki inhibirajo delovanje
mikotoksinov v zrnju (Duvik 2001). Tako npr. Bt-koruza nudi zas¢ito pred napadom
koruzne vesce, kar posledi¢no lahko zmanjsa okuzbe koruze s fuzariozami in omogo¢i, da
koruza vsebuje manj mikotoksinov. Tako Hammond s sodelavci (2004) trdi, da lahko
Bt-koruza zmanjsa stopnjo pojava fumonizinov. Pristop genetskega inZeniringa za
povecevanje odpornosti proti glivam in na mikotoksine se pocasi uveljavlja in v
prihodnosti, z natancnejSo identifikacijo genov, lahko pricakujemo oprijemljivejSe

rezultate.
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V prihodnosti bo nujna potreba po rastlinah, odpornih na povzrocitelje mikotoksinov, ne
glede na to, ¢e so pridobljene s klasicnim nafinom zlahtnenja, uporabo genetskih
markerjev, transgenega pristopa ali kombinacijo vseh treh (Snijders 2004). Vecja stopnja
zas¢ite bo pomenila manjse tveganje za potrosnika ter pridelovalca glede izgub pridelkov.
Uporaba genetskih markerjev lahko signifikantno skrajsa ¢as iskanja in identifikacije
odpornih genov v rastlinah brez uporabe patogenov in v prihodnosti se bo njihova uporaba
povecala (Yang s sod. 2003). Prav tako je smiselno delati na skrajSevanju ¢asa ustvarjanja
novih odpornih sort. Medtem ko bi s tehnologijo genetskega inZeniringa to potekalo zelo
hitro (trenutno vprasljiva eti¢nost te metode), pa pri uporabi navadnih zlahtniteljskih metod
traja pridobitev novega kultivarja okoli 10 let po optimalnem scenariju. Uporaba genetskih
markerjev bi v tem primeru skrajSala ¢as zlahtnenja za eno generacijo, prav tako pa bi
zmanj$ala moznost zgresitve elitnih odpornih linij (Snijders 2004). Za ve¢ generacij bi
Zlahtnenje skrajSala tudi uporaba metode dvojnih haploidov (DH-metoda), s katero v eni
generaciji dobimo popolne homozigote (Snijders 2004). Edina ovira te metode je visok
strosek, povezan z njeno izvedbo. Z uporabo teh metod bi lahko signifikantno skrajsali ¢as

pridobivanja novih tolerantnih sort.

2.4.6 Kemicno zatiranje gliv, povzrociteljic fuzarioze klasa

Mnogo aktivnih snovi so preizkusali na delovanje proti gliviénim patogenom, ki
proizvajajo mikotoksine ter predvsem na delovanje proti fuzariozam. Da bi bilo njihovo
delovanje zadovoljivo, mora fungicid v celoti zatreti patogene, drugace lahko stimulira
proizvodnjo mikotoksinov (D'Mello s sod. 1998). Pred letom 1998 je veéina ¢lankov in
avtorjev kot najboljse sredstvo za zatiranje fuzarioz navajalo foliarne pripravke na podlagi
tebukonazola (Parry s sod. 1995, Suty s sod. 1996, Mesterhazy in Bartok 1997). Danes
imamo $irSo paleto pripravkov, ki so registrirani za zatiranje gliv, povzrociteljic fuzarioz.
Pancaldi s sodelavci (2004) je preuceval ucinke fitofarmacevtskih pripravkov na osnovi
bromokonazola, prokloraza ter tebukonazola na fuzariozo zitnega klasa in vsebnostjo DON

v zrnju in ugotovil, da so vsi ti pripravki signifikantno zmanjSali okuzbo in vsebnost

29



Kolmani¢ A. Obvladovanje...trihotecenskih mikotoksinov ...verigi pridelave in predelave krusnih Zit
Dokt. disert., Maribor, Univerza v Mariboru, Fakulteta za kmetijstvo in biosistemske vede, 2013

mikotoksinov v zrnju. Pripravki iz skupine triazolov (tebukonazol, metkonazol,
propikonazol, bromukonazol, ciprokonazol) Se danes ostajajo ucinkovito sredstvo in v
praksi tudi edino sredstvo za zmanjSevanje stopnje okuzbe s fuzariozami (Blandino s sod.
2006, Horsley s sod. 2006, Jennings s sod. 2000, Dardis in Walsh 2002, Edwards s sod.
2001), vendar so poskusi dokazali, da se z njihovo uporabo lahko vsebnost mikotoksinov v
zrnju tudi poveca (Hysek s sod. 2005). Azoksistrobin, kadar je uporabljen kot samostojna
aktivna snov, se v vecini poskusov ni izkazal z delovanjem na fuzarioze, in je v nekaterih
primerih celo povecal vsebnost DON v zrnju (Edwards s sod. 2001, Dardis in Walsh
2002, Pirgozliev s sod. 2002, Jennings s sod. 2000).

Raziskave fungicidov z delovanjem na talno mikofloro so pokazale dolo¢ene ugodne
uéinke, vendar se zaradi moznosti negativnega delovanja na talno mikrofloro niso

uveljavili v praksi (Knudsen s sod. 1995).

V prihodnosti se bomo verjetno morali ukvarjati s povecevanjem stopnje odpornosti na
trenutne pripravke iz druzine triazolov. Obetajo pa se nam tudi novi pripravki, Ki
obljubljajo boljso in predvsem ciljno delovanje na patogene (Chase 2004). Prav tako se bo
verjetno povecevala poraba fitofarmacevtskih sredstev, predvsem na racun slabo odpornih
kultivarjev in sprememb podnebja, ker toplejSa in bolj vlazna klima povecuje pritisk
gliviénih obolen;j in skodljivcev (Chen in McCarl 2001). Na drugi strani pa bosta verjetno
vse boljSa okoljska ozaveS€enost ljudi in vse strozji pogoji za uporabo narekovala manjso
uporabo fungicidov. Vprasljivo je tudi, ¢e se lahko trenutno in tudi v bliznji prihodnosti,

povsem odpovemo uporabi fungicidov (Magkos s sod. 2006).

2.4.7 Bioti¢no zatiranje gliv, povzrociteljic fuzarioze klasa

Ker je kemi¢no varstvo le delno ucinkovito, so se pojavile nekatere strategije vkljuevanja
bioti¢nih pripravkov v strategijo zmanjSevanja pojava mikotoksinov (Dawson s sod. 2002,
Luz s sod. 2003). Bacon s sodelavci (2001) ter Varga in Toth (2005) sta ugotovila, da
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nanos bakterije Bacillus subtilis na psenico lahko vpliva na razvoj fuzarioz v endofiti¢nih
razvojnih fazah. Nekih natan¢nejsih in v praksi uporabnih raziskav na to tematiko nimamo
in bi bilo potrebno izvesti dodatne raziskave, da bi moznosti uporabe bioti¢nih agentov v

boju z mikotoksini znanstveno bolje pojasnili.

2.4.8 Zatiranje zuzelk in pojav mikotoksinov

Zuzelke so prav tako pomemben del v ciklu okuzb z glivami, ki oblikujejo mikotoksine. Z
mehanskimi poskodbami povrhnjic rastlinskih tkiv omogocajo, da se hife gliv lahko lazje
naselijo in imajo boljsi dostop do hranil, lahko pa so zuzelke prenasalci trosov gliv. Tako
bi na primer lahko z zatiranjem Zuzelk z uporabo Bt-koruze dosegli manjSo vsebnost
mikotoksinov, kot je ugotovil Munkvold s sodelavci (1999). Rezultati njegove raziskave so
pokazali, da bi naj bila Bt-koruza signifikantno manj okuzena s fuzariozami ter naj bi
imela manjSo vsebnost fumonizinov v primerjavi z obi¢ajno koruzo. V Kkontrast tej
raziskavi sta Schaafsma s sodelavci (2002) ter Bakan s sodelavci (2002) ugotovila, da je
uporaba Bt-koruze le rahlo zmanjsala gliviéne okuzbe ter posledi¢no vsebnost DON v
zrnju. V tem trenutku ne obstajajo zanesljivi znanstveni dokazi, da bi transgene rastline
zmanjSevale vsebnost mikotoksinov. Mnogo raziskav se Se mora opraviti v tej smeri, da
bomo imeli zanesljive rezultate, predvsem pa se morajo pojaviti transgene rastline z
resni¢no odpornostjo na mikotoksine. V prihodnosti se bo intenziteta teh raziskav
povecala, prav tako bo verjetno tehnologija, kakovost in varnost transgenih rastlin
napredovala in tako bodo lahko te rastline posledi¢no zanimiva alternativa za zmanjsevanje
mikotoksinov (GMO 2008).
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2.4.9 Moznosti zatiranja v ekoloskem kmetijstvu

Ekolosko kmetovanje ima v zadnjem €asu ogromen trzni potencial, ki ga je morda trenutna
ekonomska kriza nekoliko zmanjSala. Tako postaja zanimiva alternativa klasi¢nemu
kmetovanju in povrSine, namenjene ekoloSkemu kmetovanju, kaZejo trend naras$éanja
(Ministrstvo 2012). Seveda je to kmetovanje od zacetka ob uvedbi tezje, zahtevano je ve¢
znanja, spremenjeni so mnogi pogoji in prakse. Trenutno za uporabo v ekoloskih
pridelovalnih sistemih ni na voljo posebnih bioti¢nih pripravkov za skropljenje v klas, ki bi
bili namenjeni prav specificnemu preventivnemu zatiranju gliv, povzrociteljic fuzarioze
klasa. V razvoju pri raziskovalnih inStitucijah so pripravki, ki pa Se niso komercialno

dostopni (ustni vir).

Pri pridelovanju v ekoloskih pridelovalnih sistemih se zanaSamo na naslednje pozitivne
prakse (Uredba ES 834/2007 2007, Uredba ES 889/2008 2008, Pravilnik o ekoloski
pridelavi in predelavi kmetijskih pridelkov oziroma zivil 2010, Jouany 2007, Méder s sod.
2007):

- Sejemo preizkuSene sorte, ki niso obcutljive in so visoko prilagojene na lokalno
okolje. Dejansko je potrebno s poskusi natan¢no preveriti, katere sorte so ustrezne
za lokalno okolje in kaks$na je vsebnost mikotoksinov v zrnju ob zetvi.

- Uporabimo ¢im manj okuzeno seme, po moznosti razkuzeno z nekaterimi
alternativnimi ekoloskimi pripravki na podlagi mikroorganizmov in izlo¢kov
rastlin.

- Imamo pester kolobar, kar je v ekoloski pridelavi samo po sebi umevno.

- Sejemo na srednjo gostoto, sorte z vi§jo slamo, ker oddaljenost klasa od tal lahko
nekoliko zmanjSa okuZzbe.

- Vnesemo ¢im ve¢ organskih gnojil in z razpolozljivimi postopki obdelave tal
maksimalno pospeSimo razpad slame zit in koruznice, da se prekine razvojni krog
gliv, razvijajocih se na zetvenih ostankih.

- Ob zetvi nastavimo kombajn tako, da ¢im bolj selektivno odstrani zrnje, ki po tezi

in obliki odstopa od povprecja.
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- Pred predelavo uporabimo ¢im novejSo tehnologijo ¢iS¢enja zrnja, po moznosti tudi
stroje, ki zrnje obrusijo od zunaj.

- Za predelavo v polnozrnato moko uporabimo samo zrnje nadpovprecne debeline,
pri katerem s prostim o¢esom ni mozno zaznati nobenih sprememb zaradi glivicnih
okuzb.

- Pred predelavo zrnja uporabimo hitre ELISA-teste za okvirno dolo¢itev vsebnosti

mikotoksinov, ¢etudi zrnje na oko daje videz, da je povsem zdravo.

2.5  Modeli napovedovanja okuzb z glivami, povzrociteljicami fuzarioz

V zadnjem c¢asu se je pojavilo kar nekaj takih modelov, ki z upoStevanjem nekaterih
vremenskih parametrov ter parametrov na terenu bolj ali manj uspe$no napovedujejo
moznosti za okuzbe zit z glivami, povzrociteljicami fuzarioz. Enega takih modelov je
naredil Widstrom s sodelavci (2000) za ocenjevanje okuzb zit v obdobju pred Zetvijo v
ZDA. Model za napovedovanje vsebnosti DON v pSenici sta predstavila Hooker s
sodelavci (2002) ter De Wolf s sodelavci (2003). Marin s sodelavci (1999) je postavil
okvire modela za napovedovanje fumonizinov. Ti modeli sluzijo za zgodnje
napovedovanje prevelikih stopenj mikotoksinov v posameznih letih. V prihodnosti se nam
obetajo novejsi modeli, ki bodo temeljili na dolgoro¢nih vremenskih informacijah in
zgodovinskih podatkih o pojavih mikotoksinov ter bodo tako imeli Ze neko vecjo prakti¢no

uporabnost.

2.6 UKrepi za zmanjSevanje pojava mikotoksinov pri in po Zetvi

Nastavitev kombajna ima pomembno vlogo pri zmanjSanju vsebnosti mikotoksinov v
pozetem zrnju, ker s pravilno nastavitvijo lahko odstranimo veliko mo¢no okuzenih ter

lazjih zrn, ki vsebujejo najve¢ mikotoksinov (Nowickis sod. 1988, Chelkowski in
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Perkowski 1992). Prav tako ima pomembno vlogo skladi$¢enje zrnja, ki sicer samo po sebi
ne zmanjSuje koncentracije ze vsebovanih toksinov, temve¢ pri pravilnih pogojih
skladi$¢enja zmanjSuje moznost za nastanek novih. Tako mora biti zrnje pred vstopom v
skladis¢ni prostor posuSeno na ustrezno vlago. Birzele s sodelavci (2000) dokazuje, da se
tvorba DON s strani Fusarium spp. v skladis¢u signifikantno poveca pri vlagi zrna 17—
20 % pri 20 °C, medtem ko se nekatere glive rodu Aspergillus lahko razvijajo ze pri 13—
18-odstotni vlaznosti. Na splo$no se za skladi$¢enje priporo¢a optimalna vlaga 10-14
%, kar so potrdili tudi rezultati raziskave Ono s sodelavci (2002). Tudi ukrepi pri predelavi
zit imajo dolo¢ene vplive na vsebnost toksinov. Tako lo¢evanje celih zrn od poskodovanih
lahko zmanjsa vsebnost mikotoksinov (Balzer s sod. 2004, Jackson in Bullerman 1999,
Malone s sod. 1998). Tudi pranje zrnja pred nadaljnjo obdelavo lahko zmanjsa njihovo
vsebnost (Fandohan s sod. 2005, Wilson s sod. 2004). Mletje nima neposrednega ucinka na
mikotoksine, vendar povzroc¢i njihovo razli¢no porazdeljevanje po mlevskih frakcijah. Z
odstranitvijo frakcij, ki vsebujejo najvec¢je koli¢ine mikotoksinov, lahko zmanjSamo
vsebnosti v kon¢nih mlevskih proizvodih (Saunders s sod. 2001). Rezultati uporabe
termic¢nih postopkov pri zmanjSevanju mikotoksinov se zelo razlikujejo. Tako so nekateri
mikotoksini, kot je DON, v nekaterih raziskavah ve¢inoma bili spoznani kot odporni na
temperaturni razpad (Hazel in Patel 2004, Larsen s sod. 2004, Scott s sod. 1983), nekateri
pa so v drugih raziskavah ugotovili precejSen razpad ob izpostavljenosti visokim
temperaturam (Neira s sod. 1997). Predvsem kuhanje ima signifikanten u¢inek zmanjSanja
vodotopnih mikotoksinov (Nowicki s sod. 1988, Abbas s sod. 1988, Visconti s sod. 2004,
Sugita-Konishi s sod. 2006, Ragab s sod. 2007). Tudi na fumonizine, na primer
moniliformin, je bilo dokazano obsezno razgradno delovanje visokih temperatur (Meister
in Springer 2004, Brera s sod. 2004, Voss s sod. 2001, Castelo s sod. 1998). V prihodnosti
se tehnike priprave hrane najverjetneje ne bodo dramaticno spreminjale. IzboljSave se
obetajo predvsem glede detekcije okuZenih zrn z uporabo opti¢nih detektorjev (Delwiche
in Hareland 2004, Delwiche s sod. 2005) ter moznosti uporabe bioloske detoksifikacije, ki
kaze obetajoce rezultate (Fuchs s sod. 2002, Molnar s sod. 2004). Vendar glede uporabe
raznih opti¢nih detektorjev ze danes obstajajo doloceni zadrzki zaradi obcutno prevelikega

odpada zrnja (kala).
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2.7  Moznosti za zmanjSevanje vsebnosti mikotoksinov pri postopkih pred mletjem

Mnogo raziskav je preucevalo ucinek postopkov pred mletjem na zmanjSevanje
mikotoksinov v mlevskih proizvodih. ZmanjSevanje temelji predvsem na dejstvu, da se
mo¢no okuzena zrna razlikujejo od zdravih — tako vizualno kot po tezi in obliki.
Chelkowski in Perkowski (1992) sta ugotovila, da se je najve¢ DON nahajalo v dveh
frakcijah pod 2,5 mm (96 %), medtem ko je bilo v ostalih dveh nad 2,5 mm zelo malo
DON (4 %), vendar sta frakciji pod 2,5 mm obsegali priblizno 61,2 % vsega zrnja, zato je
popolna odstranitev teh dveh frakcij ekonomsko neupravicena. NovejSe sorodne raziskave
so potrdile korelacijo med velikostjo zrn in vsebnostjo DON v njih tudi pri ostalih Zitih
(Perkowski 1998, Perkowski in Kaczmarek 2002).

2.7.1 Postopki skladiS¢enja

Potrebno je vzdrzevati ustrezno vlago skladiS¢enega materiala, ki ne omogoca nadaljnjega
razvoja gliv, ki tvorijo mikotoksine. Velja standardno pravilo, da skladis¢imo material S
primerno vlago v suhem, Cistem in temnem prostoru, ki naj omejuje dostop razli¢nih Zivali.
Priporoceno je razkuZevanje prostora pred skladiS¢enjem, da v ¢im vecji meri uni¢imo
morebitne mirujoce Skodljivce. Zrnje mora biti pred skladiS¢enjem posuSeno na ustrezno
vlago. Birzele s sodelavci (2000) dokazuje, da se tvorba DON v skladi$¢u signifikantno
poveca pri vlagi zrna 17-20 % pri 20 °C, medtem ko se Aspergillus sp. lahko razvija ze pri
13-18-odstotni vlaznosti. Na splosno se za skladiS¢enje priporo¢a optimalna vlaga
10-14 %, kar so potrdili tudi rezultati raziskave Ono s sodelavci (2002). Med
skladiS¢enjem potekajo v zrnju razlicni procesi, kot so dihanje zrnja, biokemi¢ni procesi
znotraj zrnja ter mikrobioloski procesi. Vsi potekajoci procesi lahko ob neprimerni stopnji
vlage vplivajo negativno na kakovost zrnja. Prednost skladis¢enja v kontroliranih pogojih
nam omogoca, da lahko S temi procesi manipuliramo, jih podaljSujemo oziroma
prekinjamo ter tako zagotavljamo najve¢jo mozno kakovost surovine. Za skladis¢enje

vlaznega zrnja se lahko uporabi tehnika s pomocjo CO», kjer se ustvari anaerobne razmere
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za skladiScenje. V takih pogojih samo anaerobno okolje skladis¢a preprecuje nadaljnji
razvoj in nastanek micelija gliv kljub neustrezni vlagi zrnja, kar v nadaljevanju tudi
prepreCuje nastanek skladiS¢nih mikotoksinov. Pri dolgotrajnejSem skladiS¢enju se
priporoca izvajanje rednih analiz (tedenski pregledi) na stopnjo vlaznosti, na prisotnost
skladis¢nih Skodljivcev, temperaturo zrnja (kvarni procesi povecujejo temperaturo zrnja) in

podobne spremembe (ustni vir).

2.7.2 SuSenje in pranje zrnja

Uporaba vrocega zraka pri 160 °C ni pokazala signifikantnega razkroja DON (Yumbe-
Guevara s sod. 2003). Kristensen s sodelavci (2005) je ugotovil, da s suSenjem rzi v bobnu
lahko zmanjSamo glivi¢ne kontaminante, medtem ko na obstojece mikotoksine postopek ni
imel vpliva. Kwon s sodelavci (2004) je ugotovil, da je pranje je¢menovega zrnja
zmanjSalo vsebnost DON do 67 %, prav tako Jouany (2007) trdi, da rezultati raziskav
kazejo, da pranje zrnja pred nadaljnjo obdelavo lahko signifikantno zmanjsa vsebnost
mikotoksinov. Ragab s sodelavci (2007) pa navaja, da so rezultati pranja zrnja sicer
pokazali zmanjSanje DON za 24 %, vendar avtor navaja veliko nihanje med rezultati

podobnih Studij.

2.7.3 Postopki klasi¢nega ¢iS¢enja na strojih za ¢iS€enje zrnja

Scott s sodelavci (1983) je ugotovil, da je bilo po ¢is¢enju najve¢ DON ugotovljenega Vv
mlevskih odpadkih (16,7 mg/kg), oCisceno zrnje ga je vsebovalo 4,6 mg/kg, vendar je
pricakovana le majhna redukcija DON, ker je frakcija mlevskih odpadkov vsebovala le
3,2 % okuzenih zrn. Scott s sodelavci (1984) ter Young s sodelavci (1984) sta ugotovila, da
¢isc¢enje ni signifikantno zmanjsalo vsebnosti DON v zrnju. Redukcijo 5,5-19 % s postopki

CiSCenja je ugotovil Abbas s sodelavci (1985). Seitz s sodelavci (1985) je ugotovil
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zmanj$anje DON za 16 %, odstranjena pSenica je vsebovala 4,7-krat ve¢ DON kot
oc¢is¢ena. Normalno, enojno c¢is¢enje okuzene pSenice, je pokazalo 48—86-odstotno
ucinkovitost zmanjSanja vsebnosti DON, v odvisnosti od vsebnosti DON (Seitz s sod.
1986). Brusenje pSenice lahko ucinkovito zmanjSuje vsebnost DON (do 22 %), ker je
neenakomerno porazdeljen po zrnju, z najve¢jimi delezi v zunanjih plasteh zrnja (Nowicki
74-odstotno zmanj$anje DON, vendar v praksi s ciSCenjem dosezemo le majhno
zmanjianje s tem postopkom (do 20 %). Cidenje in sortiranje ima razli¢en vpliv na
zmanjSanje DON, od zelo velikega (74 %) pri zrnih, na katerih so fuzarioze naredile veliko
Skodo, do relativno majhnega (20 %) pri zrnju, ki je okuzeno s fuzariozami, vendar ima
normalno obliko in tezo (Hazel in Patel 2004). Visconti s sodelavci (2004) je ugotovil, da
je CisCenje le rahlo zmanjSalo vsebnost DON. Bullerman in Bianchini (2007) trdita, da
¢is¢enje lahko odstrani DON za 2-8 %. Kushiro (2008) na podlagi rezultatov mnogih
raziskav trdi, da ¢is¢enje pred mletjem do neke mere zmanjSa vsebnosti DON v kon¢nih
proizvodih, predvsem na racun odstranitve prahu in praznih izmali¢enih zrn. Rezultati so

pokazali, da so frakcije po ¢iS€enju zrnja, ne glede na to, ali je bilo zrnje iz umetno ali

naravno okuzene psenice, vsebovale toksine (Lancova s sod. 2008).

2.7.4 Novejsi postopki z uporabo teznostnih sit ter opti¢nega selekcioniranja zrn

Tzachuk s sodelavci (1991) je ugotovil, da je s teznostnim sitom mozno odstraniti
izmaliena ter prazna zrna od ostalih in da je v teh ponavadi najve¢ deoksinivalenola. Z
odstranitvijo teh zrn se zmanj$a vsebnost deoksinivalenola v moki, vendar avtor navaja, da
obstaja problem uporabe odstranjenega zrnja, ker vrednosti DON v njem presegajo
dovoljene stopnje za krmo. Z uporabo opti¢nega detektorja pri valovni dolZini 1200 nm
lahko dosezemo 95-odstotno detekcijo s fuzariozami okuzenih zrn (Delwiche in Hareland
2004). Delwiche s sodelavci (2005) je ugotovil, da je en prehod pSenice skozi opti¢ni sorter
zmanjsal stopnjo DON v povprecju za 51 %, nadaljnji prehodi pa Se za dodatnih 61 %. V

kontrast mehani¢nemu ¢iS€enju je Desjardins s sodelavci (2000) ugotovil, da roc¢no
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odstranjevanje zrn na podlagi videza zrnja (tradicionalno ¢iS¢enje v Nepalu) lahko prav
tako ucinkovito zmanjsa stopnjo mikotoksinov. Seveda si tega v praksi pri vecjih koli¢inah

zrnja nih¢e ne more privosciti.

2.8 Moznosti za zmanjSevanje vsebnosti mikotoksinov pri postopkih mletja

Velika vecina pSenice je predelana v industrijskih mlinih in namenjena ¢loveski prehrani.
Mnogo raziskovalcev je ugotovilo neuniformno porazdeljenost trihotecenskih
mikotoksinov po razli¢nih morfoloskih strukturah zrnja. Najve¢je vsebnosti so navadno v
zunanjih delih zrnja in manjSe v notranjosti. Zunanje dele zrnja navadno pri mletju
odstranimo in se tako lahko znebimo pomembnega dela celokupne koli¢ine mikotoksinov
(Scott s sod. 1983, Scott s sod. 1984, Young s sod. 1984, Abbas s sod. 1985, Seitz s sod.
1986, Lee s sod. 1987, Nowicki s sod. 1988, Trigo-Stockli s sod. 1996, Larsen s sod. 2004,
Hazel in Patel 2004, Visconti s sod. 2004, Railiene s sod. 2005, Jouany 2007, Naresh in
Aldred 2007, Bullerman in Bianchini 2007, Gértner s sod. 2007, Palpacelli s sod. 2007,
Kushiro 2008).

2.8.1 Temperiranje — navlazevanje

Od preucevanih metod pri predelavi Zita je velik u¢inek zmanjSanja toksinov dala metoda
temperiranja (Kwon s sod. 2004). V raziskavi Ragaba s sodelavci (2007) je namakanje
zrnja za 6 in 12 ur pred nadaljnjo obdelavo zmanjSalo vsebnost DON v povprecju za 13 %.
Umivanje zrnja pred nadaljnjo obdelavo je v enaki raziskavi v povpre¢ju zmanjsalo
vsebnost DON za 24 %. Postopka v raziskavi nista imela signifikantnega u¢inka na

zmanjSanje DON.

38



Kolmani¢ A. Obvladovanje...trihotecenskih mikotoksinov ...verigi pridelave in predelave krusnih Zit
Dokt. disert., Maribor, Univerza v Mariboru, Fakulteta za kmetijstvo in biosistemske vede, 2013

2.8.2 Mletje

Po mletju je vsebnost DON padla iz izhodis¢nih 4600 ug/kg v zrnju na 4100 ug/kg v moki,
v otrobih je bilo 4600, v mlevskih odpadkih 6900 ter v krmni moki 8000 ug/kg (Scott s
izgub DON. Pri mletju se je pokazalo, da je najve¢ DON prisotnega v zunanjih delih,
dvakratno povecanje so opazili v mlevskih odpadkih in krmnih otrobih, medtem ko so v
otrobih izmerili manjse povecanje DON (Scott s sod. 1984). Rezultati analize DON in
ergosterola so pokazali, da je bilo najve¢ DON in ergosterola v zunanjih delih zrnja (otrobi
0,98 mg/kg) in da se z odstranitvijo otrobov pri mletju lahko zmanjSa DON, medtem ko ga
je bilo v notranjih delih zrna relativno malo (moka druge meljave 0,28 mg/kg) (Young s
sod. 1984). Abbas s sodelavci (1985) je odkril, da mletje zrnja prav tako ni odstranilo DON
(zadrzalo se je 90,1-98,2 % DON), vendar se je vsebnost DON razlikovala v frakcijah (21
mg/kg v otrobih in 1 mg/kg v moki druge meljave). V naslednjem poskusu za oceno
porazdelitve DON so ga zaznali v vseh mlevskih frakcijah, uporabljenih v poskusu.
Povpre¢na koli¢ina DON v moki druge meljave je bila 90 % vsebnosti, najdene v o¢is¢eni
pSenici (Seitz s sod. 1985). Razli¢ni uporabljeni nacini ¢is€enja niso popolnoma odstranili
DON, so pa zmanjsali njegovo vsebnost za 14-52 %. V vseh mlevskih frakcijah od
okuzenih vzorcev so zaznali DON, vendar je bila najvecja vsebnost v mlevskih odpadkih
in najmanjSa v beli moki (Seitz s sod. 1986). Lee s sodelavci (1987) je ugotovil 24-48-
odstotno zmanjsanje DON Vv frakcijah, namenjenih ¢loveski prehrani. Mletje ni zmanjsalo
DON, ampak le povzrocilo njegovo segmentiranost po frakcijah, v moki je bilo 29 % ter v
moki (zdrob) 52 % od celotne vsebnosti DON (Nowicki s sod. 1988). VV moki iz sortirane
pSenice so zaznali edino DON, in to 80-109 % od izhodis¢ne koli¢ine v zrnju (Tkachuk s
sod. 1991). Pri preiskavi frakcij moke so ugotovili, da se DON in ZEA pojavljata v vseh
frakcijah, vendar nista v vseh v enakem delezu. Najvec¢ toksinov so ugotovili v otrobih (3,4
mg/kg), najmanj pa v moki (1,5 mg/kg) (Trigo-Stockli s sod. 1996). Dexter s sodelavci
(1996) je ugotovil, da je ostanek DON v moki po ¢iS€enju in mletju pri vseh kultivarjih
pSenice znasal okoli 50 %. Pri semolina mletju (zdrob) se je odstranilo do 50 % vsebnosti
DON (Dexter s sod. 1997). Rezultati studije dokazujejo, da so mikotoksini ve¢inoma v

zunanjih delih zrnja, zato jih je mozno s predelavo in odstranjevanjem teh delov v dolo¢eni
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koli¢ini zmanjsati (Schollenberger s sod. 2002). Pri suhem mletju pSenice se najve¢ DON
pojavlja v otrobih in mlevskih ostankih in najmanj v beli moki, zato se z odstranitvijo teh
frakcij lahko zmanj$a DON (Larsen s sod. 2004). Pri suhem mletju pSenice na razli¢ne
frakcije je najvecjo koli¢ino DON moc¢ opaziti v frakcijah, ki vsebujejo zunanje dele zrnja,
medtem ko vecina rezultatov raziskav dokazuje, da se lahko pri moki druge meljave
njegova koli¢ina zmanjsa do 50 % (Hazel in Patel 2004). Koli¢ina DON v semolina moki
(zdrob) je bila 37 % od zacetne vrednosti (Visconti s sod. 2004). Railiene s sodelavci
(2005) je ugotovil, da se je pri tehnoloSkem postopku povrSinskega ¢iscenja in mletja zit
mikrobna okuzba zelo zmanj$ala na racun loc¢itve sekundarnih produktov (otrobi, mlevski
odpadki itd.) od primarne moke. Najvecja vsebnost DON V zrnju je znasala 7730 ug/kg ter
v moki 1380 pg/kg, zmanjSanje DON lahko pripisemo postopkom mletja (Schollenberger
2005). Mletje nima neposrednega ucinka na toksine, ampak povzro¢i njihovo
frakcioniranost v mlevskih frakcijah (Jouany 2007). Najve¢ toksinov je prisotnih v
zunanjih delih zrnja, zato lahko z odstranitvijo teh frakcij (otrobi, zdrob, mlevski odpadki)
reduciramo mikotoksine (Bullerman in Bianchini 2007). Rezultati meritev razporeditve
deoksinivalenola v zrnu, ki jo je izvedel Gértner s sodelavci (2007), so pokazali, da ga je
bilo najve¢ v zunanjih delih zrna (v otrobih 5-krat in v mlevskih odpadkih 3-krat ve¢ kot v
moki druge meljave). Pri uporabi mlevskega kamna so opazili ve¢je zmanjs$anje toksinov
kot pri uporabi mlevskih valjev (Palpacelli s sod. 2007). Pri mletju lahko prihaja do
segmentiranja DON po mlevskih frakcijah, vendar najbolj okuZene frakcije predstavljajo le
majhen del zrnja, zato je nezanemarljiva koli¢ina DON lahko prisotna tudi v najbolj fini
moki (Kushiro s sod. 2008). Pri mletju so najve¢ deoksinivalenola nasli v otrobih, najmanj
pa pri moki prve meljave, kar kaze na neuniformno porazdeljenost DON (Lancova s sod.
2008).

2.8.3 Postopki skladis¢enja moke in drugih proizvodov

Pseni¢no zrnje je precej dlje Casa skladisceno, medtem ko se skladiSCenje moke izvaja

samo za krajsi Cas, veCinoma nekaj mesecev. Moka je kompleksna mesanica organskih
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snovi in mikrobov, ki je pod normalnimi pogoji zaradi nizke stopnje vlage mikrobno
stabilna. Polnozrnate moke so signifikantno bolj obremenjene z mikrobi zaradi nacina
mletja (zunanji deli zrna se v veliki meri vkljucujejo v moko) (Chelkowski in Perkowski
1992). Dva pomembnejsa procesa, Ki se pojavita med skladis¢enjem moke, sta oksidacija
bistvenih sestavin ter razvoj zarkosti moke. Raziskave so pokazale, da je imela moka,
skladisc¢ena 45 dni pri sobni temperaturi, izboljSane lastnosti za peko tort in piskotov ter
slabse za peko kruha (Sur s sod. 1993). Salman in Copeland (2007) sta ugotovila, da so
bile pri skladis¢enju pri 20 in 30 °C v primerjavi z vzorcem, skladis¢enim pri 4 °C,
spremembe signifikantne po 2-3 mesecih skladis¢enja, kar lahko negativno vpliva na
kvaliteto za koncne uporabnike. Pojavljale so se velike spremembe v stopnji mascobnih
Kislin. Rezultati 6-mese¢nega skladis¢enja moke pri -4 °C so pokazali rahlo povecanje

kislosti in tendenco razbarvanja moke (Ortolan 2010).

Vecina standardnih industrijskih mok je podvrzena postopkom staranja, ki je lahko
pospeseno z dodajanjem raznih kemikalij, v veéini pa traja maksimalno skladi$¢enje moke
1-2 meseca. Neindustrijski proizvajalci mok se dodajanju kemikalij izogibajo in starajo
moko na tradicionalni nacin, kar vefinoma podaljSa Cas skladis¢enja na 2—4 ali vec
mesecev. Dinamika procesov med standardno industrijsko moko ter tradicionalno
polnozrnato moko si je podobna, vendar ne enaka. Postopkov, ki se dogajajo v
tradicionalni polnozrnati moki med dalj$im skladis¢enjem, pred naso raziskavo S$e niso
preucevali. V literaturi prakti¢no ni podatkov o tem, ali se lahko vsebnost mikotoksinov
med skladis¢enjem moke kako spremeni. Ena moznost je, da glive v neustrezno skladis¢eni
moki nadaljujejo razvoj in produkcijo mikotoksinov, druga mozZnost pa je, da se
mikotoksini med skladis¢enjem razkrajajo zaradi kemijskih procesov staranja moke. V

literaturi o tem ni navedb.
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2.9  ZmanjSevanje vsebnosti DON s postopki termi¢ne obdelave

Trihoteceni so relativno odporni na temperature; DON je stabilen pri 120 °C, dobro
stabilen pri 180 °C ter zmerno stabilen pri 210 °C, v Sibko kislih raztopinah je relativno
obstojen, v alkalnih raztopinah pa hitro razpade (Hazel in Patel 2004, Larsen s sod. 2004).
DON je vodotopen. V vec€ini primerov okuzba s fuzariozami ter posledi¢no z DON ni
signifikantno poslabsala pekovskih lastnosti ter obstojnosti testenin ter rezancev, le v
primerih uporabe moc¢no okuzene moke so opazili rahlo slabse rezultate peke, manj$o mo¢
vezave glutena ter spremembe barve testenin (Seitz s sod. 1986, Dexter s sod. 1996, Prange
s sod. 2005).

2.9.1 Peka

Scott s sodelavci (1983) je ugotovil, da peka pri 205 °C za 30 minut ni uni¢ila DON. Pri
peki ni bilo opaziti signifikantnega zmanjSanja DON (Scott s sod. 1984). Young s
sodelavci (1984) je ugotovil, da je peka eliminirala do 35 % DON. Pri peki kruha se je
njegova koli¢ina zmanjsala za 33,3, 19,1 in 69,4 % (Abbas s sod. 1985). 24-minutna peka
pri 215 °C je pri kruhu iz manj okuzene pSenice zmanjSala DON ter ga v primeru zelo
okuzene pSenice povecala v kruhu (Seitz s sod. 1986). Peka ni odstranila DON (Dexter s
sod. 1996). Neira s sodelavci (1997) je ugotovil zmanjsanje vsebnosti DON od testa do
produkta, kar je v povpre¢ju znasalo 44,3 % s skrajnima vrednostma 96,6 % in 16,8 %.
Cas, potreben za 90-odstotni razkroj DON in NIV, je bil signifikantno krajsi kot za ZEA in
je v standardnih vzorcih toksinov pri 220 °C znasal 11 minut za DON, 10 minut za NIV in
85 minut za ZEA (Yumbe-Guevara s sod. 2003). Najvec¢ja vsebnost DON v zrnju je
znaSala 7730 pg/kg, v moki 1380 pg/kg ter v kruhu 690 pg/kg, zmanjSevanje DON se
pripisuje predelavi zit ter peki kruha (Schollenberger 2005). Segrevanje DON lahko
povzro¢i razpad in ustvarjanje novih razpadnih produktov, ki so manj citotoksi¢ni kot
DON, zato se zato njegova toksi¢nost zaradi segrevanja lahko zmanjsa (Bretz s sod. 2006).
Rezultati peke kruha so pokazali, da peka ni zmanjsala vsebnosti DON v kruhu, je pa
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zmanj$ala njegovo citotoksi¢nost (Sugita-Konishi s sod. 2006). Peka pri 210 °C za 14
minut ni pokazala signifikantnega zmanjSanja vsebnosti deoksinivalenola (Lancova s sod.
2008).

2.9.2 Fermentacija

Fermentacija pri tradicionalni pridelavi koruznega piva po petih dnevih ni razkrojila
fumonizmov, vsebnost DON pa se je zmanjSala za 50 % (Desjardins s sod. 2000). Pri testu,
fermentiranem pri 50 °C, je bila maksimalna redukcija DON 56 % pri dunajskem ter 41 %
pri francoskem kruhu, pri argentinski pripravi kruha lahko fermentacija zmanj$a DON pri
temperaturah >30 °C (Samar s sod. 2001). Stopnja zmanj$anja DON v jeCmenu pri treh
preucevanih metodah (umivanje z vodo, priprava jeémenovega cCaja in alkoholna
fermentacija) je znasala 67 %, 72,5 % in 100 % (Kwon s sod. 2004). Do 50 %
deoksinivalenola se ohrani pri procesih v testu in procese alkoholne fermentacije (Naresh
in Aldred 2007).

2.9.3 Kuhanje in vrenje

Signifikantno zmanjSanje DON (do 49 %) zaradi hidrolitskega razpada so opazili v
raziskavi pri kuhanju kitajskih rezancev in Spagetov ter delno pri prekuhavanju Spagetov
(Nowicki s sod. 1988). Abbas s sodelavci (1988) je dokazal, da je proces priprave tortilj
signifikantno zmanjsal vsebnosti mikotoksinov v tortiljah, in sicer ZEA za 59-100 %,
DON za 72-82 % ter 15-acetil DON za 100 %. Kuhanje $pagetov za sedem minut pri 100
in 125 mililitrov vode z dodatkom 1 % NacCl je zmanj$alo DON iz 7,0 mg/kg na 2,7 mg/kg
ter iz 0,26 mg/kg na 0,048 mg/kg (Visconti s sod. 2004). Po kuhanju je ostalo v rezancih
~0,30 mg/kg od 0,86 mg/kg, v vodo, uporabljeno pri kuhanju, pa se je absorbiralo ~0,37
mg/kg. Kuhanje rezancev je torej pokazalo signifikantno zmanjSanje DON ter njegove
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citotoksi¢nosti, ve¢ino odstranjenega DON so nasli v vodi, ki se je uporabila za kuhanje
(Sugita-Konishi s sod. 2006). Ragab s sodelavci (2007) dokazuje, da je kuhanje v navadni
vodi pokazalo zmanjsanje DON za 50-70 %, kuhanje v alkalni vodi pa do 93 %.

2.9.4 Ekstruzija

Ekstruzija pri moki in zrnju, tretiranem z natrijevim disulfitom, ni pokazala signifikantnega
zmanj$anja DON v primerjavi z moko in zrni, ki jih niso podvrgli ekstruziji (Accerbi s sod.
1999), nasprotno pa je Cazzaniga s sodelavci (2001) ugotovil, da je ekstruzija pri koruzi v
vseh poskusih zmanj$ala DON za ve¢ kot 95 %, pri aflatoksinu B; pa je detoksifikacija
znasala 10-25 %. Ekstruzija je pokazala izjemno zmanj$anje mikrobov, in sicer v primeru
koncentrirane krme celo za 70 % (Railiene s sod. 2005). Ekstruzija kaze obetavne rezultate

glede redukcije mikotoksinov (Bullerman in Bianchini 2007).

2.9.5 Cuvrtje

Rezultati so pokazali najvecjo stopnjo zmanjSanja DON zaradi cvrtja pri moki z umetno
okuzbo (260 pg/kg), in sicer 66 % pri 169 °C, 43 % pri 205 °C ter 38 % pri 243 °C. Pri
naravno okuzeni moki (1200 pg/kg) je bilo zmanjSanje DON 28 % pri 169 °C, 21 % pri
205 °C ter 20 % pri 243 °C (Samar s sod. 2007).

2.9.6 Uporaba pare za razstrupljanje (detoksifikacijo)

Pri stopnji DON ~8 mg/kg je 15-minutna uporaba nasi¢ene pare pri 100 °C (navlaZevanje
zrnja pred mletjem na 22 % vlage) in 10 g Na,S,0s na kilogram zrnja ze verjetno dovolj za

skoraj popolno uni¢enje DON (Dénicke s sod. 2005). Najvecjo redukcijo DON pri uporabi
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super segrete pare so opazili pri temperaturi 185 °C in Sestih minutah uporabe,znasala je 52
% pri vseh treh hitrostih gibanja pare (Cenkowski s sod. 2007; Pronyk s sod. 2006).

2.10 Ostale metode razstrupljanja (detoksifikacije)

Kuhanje v vodi z raznimi alkalnimi dodatki se je izkazalo kot u¢inkovito pri detoksifikaciji
DON. Tako Abbas s sodelavci (1988) trdi, da je alkalna voda (2 % Ca(OH),), ki se je
uporabila za kuhanje koruze, unic¢ila vecino mikotoksinov, po kuhanju pa ni vsebovala
nobenih mikotoksinov, razen sledov trans-zearalenona. Bioloska detoksifikacija je lahko
ucinkovita metoda, kar je dokazal He s sodelavci (1993). Krma iz plesnive koruze je
vsebovala 4800 pg/kg DON in bioloska detoksifikacija je zmanjSala vsebnost za ve¢ kot 50
% na 2100 pg/kg. Namakanje z NaHSO; za eno uro pri razliénih koncentracijah brez
ekstruzije je zmanjSalo vsebnost DON iz 7300 pg/kg na 800 pg/kg in na 300 ug/kg z
izvedbo ekstruzije (Accerbi s sod. 1999), medtem ko Cazzaniga s sodelavci (2001)
zakljucuje, da je 1 % dodatek Na,S,O rahlo povecal detoksifikacijo, vendar ni imel
signifikantnega vpliva na aflatoksin B;. Pri dodatku Na,S,0s je bila redukcija DON pri
obeh koncentracijah tolik$na, da ni bil ve¢ zaznaven z uporabljenimi metodami detekcije
(Dénicke s sod. 2005). Namakanje v alkalni vodi za Sest in 12 ur je pokazalo zmanjSanje za
63 in 59 % (Ragab s sod. 2007).

2.10.1 Primerjava vsebnosti trihotecenskih mikotoksinov v zrnju ob zetvi med

konvencionalno, integrirano in ekolosko pridelavo

Ekoloska pridelava pridobiva pri potrosnikih na pomenu in veljavi, zato je posledi¢no
postala zanimiva trzna nisa tudi za pridelovalce, tako tudi vse vec ekolosko pridelanega
zrnja Zit najde svojo pot do potroSnikov. Ekoloska pridelava se od konvencionalne in

integrirane pridelave razlikuje v grobem glede (ne)uporabe sinteti¢nih mineralnih gnojil in
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sinteticnih FFS. Ker tak nacin pridelave pridobiva na pomenu, se je pojavila potreba po
podatkih glede fuzarijskih okuzb in vsebnosti mikotoksinov v ekoloski pridelavi zrnja
(Magdos s sod. 2006). Mnogo raziskovalcev ocenjuje tudi, da je stopnja tveganja zaradi
ostankov pesticidov in aditivov manjs$a od stopnje tveganja z akutnimi in kroni¢nimi u¢inki
mikrobioloskih in ostalih naravnih toksinov (Cliver 1999, Kuiper-Goodman 1999, cit. po
Magkos s sod. 2006).

V javnosti se pojavljajo sploSne trditve, da je pojav mikotoksinov pogostejsi in v vecjih
vsebnostih pri ekoloski (organski) pridelavi v primerjavi s konvencionalnimi nacini
pridelave zit (Muri s sod. 2009). Po pregledu literature lahko trdimo, da so razmerja med
vsebnostmi mikotoksinov in pridelovalnimi sistemi kompleksnejsa, kot navajajo take
splosne trditve. Magkos (2006) navaja, da trenutno ne obstajajo znanstveni dokazi, ki
podpirajo ali zavracajo tezo, da je ekoloSka hrana varnejSa in tako bolj zdrava od
konvencionalne ter obratno. Take trditve s strani nekaterih drugih avtorjev oznacuje kot
neprimerne, neresne in brez prave podlage zaradi omejenih znanstvenih podatkov in

nenazadnje tudi iz eti¢nih vidikov.

Bernhoft s sodelavci (2010) je preiskoval povezave med agronomskimi in Klimatskimi
dejavniki in fuzarijskimi okuzbami ter vsebnostmi mikotoksinov v zitih in ugotovil, da so
bila ekolosko pridelana Zita na Norveskem manj obremenjena z mikotoksini kot pri
konvencionalni pridelavi. Kot razlog za to navaja slabo kolobarjenje pri konvencionalnem
pridelovanju, uporabo mineralnih gnojil in v neki meri uporabo FFS pri konvencionalni
pridelavi. Nekatera FFS lahko celo povzro¢ijo povecano produkcijo mikotoksinov pri
glivah, ki so prezivele Skropljenje z njimi (u¢inek stresnega dejavnika). Vendar pa avtor
sam navaja, da obstaja velik del razlike nepojasnjen in ga pripisuje dejavnikom, ki jih v
preiskavo niso zajeli (lokalni klimatski pogoji, specifi¢ne lastnosti posameznih sort v
pridelovalnem sistemu itd.). Velika poraba dusi¢nih gnojil povecuje tveganje za poleganje

zit in poleganje lahko povzroci povecanje vsebnosti mikotoksinov.

Med samimi avtorji raziskav razlik v stopnji trihotecenov med konvencionalnimi in

ekoloskimi nacini pridelave Zit prihaja do razli¢nih rezultatov. Tako zasledimo mnogo
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raziskav, kjer so dokazali, da so signifikantno manjse stopnje deoksinivalenola pri ekoloski
pridelavi v primerjavi s konvencionalnim pridelovanjem zit (Birzele s sod. 2002, Rossi s
sod. 2006, Harcz s sod. 2007, Bernhoft s sod. 2010, Bernhoft s sod. 2012). V kontrast tem
raziskavam pa je mnogo raziskovalcev (Vanova s sod. 2008, Champeil s sod. 2004,
Hoogenboom s sod. 2008, Edwards 2009, Berleth s sod. 1998, Mader s sod. 2007) odkrilo,
da ni bilo signifikantnih razlik v vsebnosti mikotoksinov v zrnju med pridelovalnima
sistemoma. Vecje vsebnosti toksinov pri ekoloskih pridelovalcih zit je ugotovil Malmauret
s sodelavci (2002) in vecjo stopnjo pojava fuzarioz klasa pri ekoloski pridelavi

Czajkowska s sodelavci (1999).

V raziskavi, predstavljeni s strani Schollenberger s sodelavci (2002), je bilo v moki,
proizvedeni iz ekolosko pridelanega zrnja, signifikantno manj DON kot v moki iz zrnja
konvencionalne pridelave (120 pg/kg v primerjavi z 295 pg/kg). Podobne rezultate z
manj$o vsebnostjo DON v moki ekoloskega izvora v primerjavi z moko iz konvencionalne
proizvodnje je dokazal Usleber s sodelavci (2000). V kontrast tej raziskavi pa Marx s
sodelavci (1995) ni ugotovil signifikantnih razlik v vsebnosti DON pri ekoloski in
konvencionalni pridelavi, vsebnost DON je bila pri konvencionalni pridelavi celo nekoliko
nizja od ekoloske (486 pg/kg pri ekoloski in 420 pg/kg pri konvencionalni).

Iz navedenih clankov lahko zasledimo, da so vremenske razmere med rastno dobo
vecinoma pogojevale majhen pritisk bolezni. Klimatske razmere med rastno dobo so
zdale¢ najpomembne;jsi dejavnik, ki vpliva na obseg okuzb. Najvecje razlike v stopnji
trihotecenov med samimi pridelovalnimi sistemi avtorji pripisujejo kolobarjenju in
gnojenju. V vseh konvencionalnih pridelovalnih sistemih v teh drzavah (veliki poljedelski
kompleksi narekujejo minimalno obdelavo in ozek kolobar - celo monokulturno
pridelovanje) prihaja do obcutno preozkega kolobarja, kar potem rezultira z dolo¢enimi
razlikami v stopnji toksinov v primerjavi z ekolosko pridelavo. Tudi sama poraba dusi¢nih
gnojil je signifikantno visja pri konvencionalnih sistemih (zahtevani so ¢im vecji pridelki
na hektar s ¢im boljSo beljakovinsko kvaliteto). Pri raziskavah, kjer te razlike niso bile
signifikantne, so kolobarje bolj $iroko zastavili in gnojenje izvedli na bolj natan¢ne nacine.

Za omilitev slabih u¢inkov ozkega kolobarja in pregnojenja se nato uporabljajo FFS, kar
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lahko v dolocenih pogojih vodi tudi v nastanek prekomernih koli¢in toksinov (Bernhoft s
sod. 2010, Bernhoft s sod. 2012).

Bernhoft s sodelavci (2012) pojasnjuje, da lahko v njegovih raziskavah vi§jo vsebnost
fuzarijskih mikotoksinov pri konvencionalni pridelavi zit razlozimo z uporabo FFS in
mineralnih gnojil, kolobarjenjem, obdelavo tal, gostoto posevka, pSenicnim kultivarjem in
nenazadnje s samimi klimatskimi razmerami. Obenem pa navaja, da so zaznali
signifikantno manjse pridelke pri ekoloski pridelavi, kar je tudi potrebno upostevati. Avtor
navaja, da lahko finan¢no izgubo zaradi manjSega pridelka nadoknadijo z vis$jo odkupno

ceno.

Tudi Vanova s sodelavci (2008) navaja, da lahko iz njenih raziskav pri ekoloski pridelavi

pricakujejo do najve¢ 70 % kolicine zrnja kot pri konvencialnalni pridelavi.

Zanimivo raziskavo glede primerjave Stirih razli¢nih pridelovalnih sistemov na vsebnost
DON v treh preucevanih letih je objavil Champeil s sodelavci (2004), rezultati so prikazani

v preglednici 1.
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Preglednica 1: Primerjava vsebnosti DON in prisotnosti bolezni med $tirimi razli¢nimi

pridelovalnimi sistemi v treh preuc¢evanih letih (Champeil s sod. 2004)

Table 1: Comparison of DON content and the presence of disease between four different

cultivation systems in the three years study (Champeil et al. 2004)

Pridelovalni sistem Zasnova 2000 2001 2002
poskusa ug/kg DON ug/kg DON ug/kg DON
Konvencionalni sistem I 1230 (24 %) 120 (0 %) 150 (3 %)
I 860 (23 %) Nz (0 %) 380 (1 %)
Integrirana pridelava I 430 (6 %) Nz (0 %) Nz (0 %)
I 270 (8 %) Nz (0 %) 280 (0 %)
Neposredna setev I 7420 (34 %) Nz (-) 400 (1 %)
I 9100 (38 %) Nz (-) 600 (0 %)
Ekoloska pridelava I 230 (5 %) 430 (0 %) 100 (0 %)
I 350 (22 %) 370 (0 %) 110 (0 %)
SORTA CHARGER
BREZ FUNGICIDOV
Konvencionalni sistem I 490 (63 %) Nz (0 %) 310 (4 %)
I 530 (22 %) 60 (0 %) 340 (1 %)
Integrirana pridelava I 530 (28 %) Nz (0 %) 310 (2 %)
I 320 (17 %) 10(0 %) 340 (2 %)
Neposredna setev I 4230 (47 %) - 800 (5 %)
I 8220 (23 %) - 1100 (3 %)
Ekoloska pridelava I 370 (2 %) 1120 (0 %) 600(5 %)
I 670 (1 %) 1020 (0 %) 600 (3 %)

Nz-vrednosti niso bile zaznavne (meja detekcije je bila 30 pug/kg), vrednosti v oklepajih

predstavljajo odstotek prisotnosti bolezni
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V treh letih sta se skropljenje s fungicidi in predhodni posevek pri vseh postopkih vsako
leto spreminjala. V letih 1999-2000 so uporabili strobilurinske pripravke, 2000-2001 in
2001-2002 pa kombinacijo strobilurinskih in triazolskih pripravkov. Zaradi otezenih
pogojev pri neposredni setvi v letu 2000 in posledi¢no zelo slabem vzniku v tistem letu
niso vzeli vzorcev pSenice iz sistema z direktno setvijo. PodrobnejSe razlage zasnove
poskusa lahko najdemo v opisani raziskavi Champeil s sodelavci (2004). Rezultati
raziskave potrjujejo dejstvo, da pogostost bolezni v najve¢ji meri pogojujejo klimatski
pogoji, vendar pa ima v letih s srednjim in mo¢nim pritiskom bolezni tudi pridelovalni
sistem vpliv na pogostost okuzb. V letu 2000 je bil pritisk bolezni zelo mocan, kar
prikazujejo tudi podatki iz preglednice 1. Neposredna setev je rezultirala z najvec¢jimi
vsebnostmi DON (predposevek koruza), kar potrjuje dejstvo, da koruza kot predposevek
ob nezaoravanju ostankov lahko zelo poveca stopnjo toksinov (Dill-Macky in Jones 2000).
V letu 2000 je konvencionalna pridelava rezultirala z ve¢jo vsebnostjo DON kot ekoloska
ter obratno v letih 2001 in 2002. Povecana stopnja v letu 2000 pri konvencionalni pridelavi
je lahko nastala zaradi rabe neprimernega fungicida. Za strobilurinske pripravke je znano,
da ne delujejo dovolj u¢inkovito na fuzarioze, uni¢ijo pa vecino ostalih konkuren¢nih gliv,
prisotnih na zitu, in tako ima fuzarijski micelij ve¢jo sposobnost razvoja, ker je izkljucena
konkurenca saprofitov. V letih 2001 in 2002 se je uporabila kombinacija strobilurinskih in
triazolskih pripravkov. Zrnje iz integrirane pridelave je v vseh letih izkazovalo najmanjso
stopnjo vsebnosti toksinov. Rezultati kazejo, da je imela neposredna setev v vseh
preucevanih letih najvedje vsebnosti toksinov v primerjavi z ostalimi sistemi. Zanimivi so
tudi izsledki pri ekoloski pridelavi v letu 2001, kjer so pri sorti Charger ugotovili vrednosti
nad 1000 pg/kg DON pri 0-odstotni stopnji vizualno ocenjenih znamenj prisotnosti
bolezni, kar nam potrjuje hipotezo, da verjetno obstajajo sorte, ki lahko kljub odsotnosti
vizualnih znamenj prisotnosti fuzarioze klasa rezultirajo z velikimi koli¢inami toksinov
(Champeil s sod. 2004).

Obilice natan¢nih raziskav s primerjavami med integriranimi nacini pridelave polj$¢in in
ekoloSkimi nismo naSli med znanstvenimi c¢lanki. Integrirana pridelava ponuja bolj
kontroliran, naravi prijaznejsi nac¢in kmetovanja, ki temelji na manjsi porabi naravnih virov

in hoCe zagotavljati najvecji mozni pridelek z najvi§jo kvaliteto z omejeno uporabo gnojil
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in pesticidov. Uporaba kolobarja je strogo obvezna, prav tako je reguliran vnos organskih
in mineralnih gnojil ter uporabe FFS. Vecina dejavnikov, ki po mnenju Bernhofta s
sodelavci (2012) povzroca vecjo vsebnost mikotoksinov pri konvencionalni pridelavi, je

pri integrirani pridelavi kontroliranih in zmanjSanih na minimum.

Tako bi lahko sklepali, da pri rezultatih primerjave vsebnosti trihotecenov med integrirano
in ekolosko pridelavo ne bo signifikantnih razlik kljub pricakovanemu ve¢jemu pridelku
zrnja pri integrirani pridelavi. Nekatere potrditve takSnega sklepanja lahko najdemo tudi v
raziskavi Blandino s sodelavci (2012), kjer so ugotovili, da je 97-odstotno stopnjo
redukcije mikotoksinov mozno dose¢i s kombinacijo agrotehni¢nih ukrepov oranja,
uporabe na fuzarioze srednje tolerantne sorte in ob aplikaciji triazolov (lahko primerjamo s
simulacijo integrirane pridelave) v primerjavi z direktno setvijo, uporabo na fuzarioze
obcutljivo sorto in neskropljenjem (simulacija konvencionalne pridelave brez skropljenja)
oziroma 48 % v primerjavi z direktno setvijo, uporabo na fuzarioze obcutljive sorte in ob
uporabi triazolov (simulacija konvencionalne pridelave). Sam vpliv odpornosti sorte je bil
signifikanten v letih z majhnim in srednjim pritiskom bolezni, medtem ko v letu z mo¢nim
pritiskom niso opazili signifikantnih razlik med obcutljivo in srednje tolerantno sorto. 1z
tega lahko sklepamo, da ekolosko kmetovanje, ki temelji na uporabi ¢im bolj tolerantnih
sort, v letih, primernih za razvoj bolezni, nima ustrezne moznosti, da bi popolnoma
preprecilo pojav mikotoksinov. Zdale¢ najvecji uéinek na pridelek in stopnjo mikotoksinov
je pokazala aplikacija triazolov. V letih, kjer je bil manjsi pritisk bolezni, ni bilo tako
ogromnih razlik med pridelovalnimi sistemi in ukrepi, iz ¢esar lahko sklepamo, da v letih,
kadar ni velikega pritiska fuzarioz, ne pricakujemo signifikantnih razlik med ekoloskim in
integriranim pridelovanjem, obratno pa v letih, kjer je vecji pritisk bolezni, lahko

pri¢akujemo vecjo prisotnost toksinov vV ekoloskem zrnju (Champeil s sod. 2004).
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2.10.2 Primerjava vsebnosti trihotecenskih mikotoksinov v moki, proizvedeni na
industrijski nacin, in v moki, proizvedeni po tradicionalnih neindustrijskih metodah

mletja

Mnogo raziskovalcev je raziskovalo distribucije in vsebnosti trihotecenskih toksinov v
moki. U¢inki, ki jih ima sam postopek mletja na distribucijo mikotoksinov, so podrobneje

predstavljeni na straneh 37—-39. Povzemamo samo rezultate nekaterih raziskav:

Preglednica 2: Rezultati nekaterih raziskav glede primerjave nac¢inov mletja na vsebnosti
DON v moki

Table 2: Results of some studies on concerning the effect of milling on DON content in

flour
Raziskovalec Nacin mletja DON v zrnju DON v moki
130 pg/kg
Thammawong s Industrijski nacin
) B . 860 pg/kg
sod. (2011) (simulacija v laboratoriju)
4690 ng/kg
Thammawong s Industrijski nacin
) B N 896 ng/kg 860 ug/kg
sod. (2010) (simulacija v laboratoriju)
Abbas s sod. 79009500
Industrijski nacin 1100-3100 pg/kg
(1985) ng/kg
Visconti s sod. Industrijski nacin 350—13.400
. . " 1906370 pg/kg
(2004) (simulacija v laboratoriju) ng/kg
Roming in Avram Industrijski nacin
) B N 1111 pg/kg 780 ng/kg
(2010) (simulacija v laboratoriju)
Trigo-Stockli s sod., Industrijski nacin
) N B 2800 pg/kg 1500 pg/kg
(1996) (simulacija v laboratoriju
382 ng/k; 220 ng/k;
Rios s sod. Polindustrijski nacin nerke nerke
(2009) (simulacija v laboratoriju)
4203 pg/kg 2940 pg/kg
Tradicionalno mletje s
Palpacelli s sod. kamnom 170 pg/k
P ) _ DON ni bil Hexe
(2007) Industrijsko mletje
) N B dolocen
(simulacija v laboratoriju) 370 ug/kg
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Ucinek industrijskega mletja na porazdelitev toksinov pri moki je vsaj navidezno relativno
dobro poznan (Thammawong s sod. 2011, Thammawong s sod. 2010, Abbas s sod. 1985,
Visconti s sod. 2004, Roming in Avram 2010, Trigo-Stockli s sod. 1996, Rios s sod. 2009,
Palpacelli s sod. 2007), vendar $e zdale¢ ne popolnoma pojasnjen. Ne povzroca direktnega
odstranjevanja toksinov, ampak njegovo frakcioniranost po razli¢nih mlevskih produktih.
Sama frakcioniranost DON in ucinkovitost CiS¢enja se lahko drasticno spreminjata.
Koli¢ine toksinov praviloma narascajo s tipom moke, ki vsebuje ve¢ zunanjih delcev zrnja.
Ponovimo dejstvo, da je DON prisoten po celotnem zrnju, vendar v najve¢jih koli¢inah v

zunanjih delih zrnja.

V zadnjem casu je zelo popularna uporaba raznih mlin¢kov za mletje Zit v polnozrnato
moko, katerih vpliv na deoksinivalenol in zadrzevanje stopnje DON v moki $e ni bil
temeljito raziskan (ustni vir). Ker gre tu za uporabo celotnega zrnja, lahko sklepamo, da
celotna koli¢ina DON ostane v moki in se njegova biotransformacija pri¢ne Sele v
nadaljnjih postopkih procesiranja moke. Pri tak$ni pripravi polnozrnatih mok je vsebnost
mikotoksinov v moki povsem odvisna od vsebnosti le-teh v zrnju. V dolocenih letih je
lahko zrnje z uporabo domacih mlinckov povsem primerno za tako uporabo, v letih z
intenzivnimi okuzbami pa je lahko uporaba tvegana. V literaturi ob nasem pregledu nismo

nasli ¢lankov, ki bi obravnavali to tematiko.

Zanimiva je raziskava Palpacelli s sodelavci (2007), ki je ob enakem vhodnem materialu
ugotovil vecjo stopnjo redukcije toksinov pri mletju z mlevskim kamnom. Avtor te
zanimive rezultate pojasnjuje z vecjo stopnjo odstranitve zunanjih delov pri uporabi
mlevskega kamna ter uporabi redukcijskih valjev pri industrijskem mletju, ki sluzijo za
ekstrakcijo vse mozne moke iz otrobov. Zal avtor v ¢lanku ni predstavil izhodiséne

vsebnosti mikotoksinov, da bi se lahko dolocila stopnja redukcije pri obeh nac¢inih mletja.
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2.10.3 Primerjava vsebnosti trihotecenskih mikotoksonov v industrijskih proizvodih iz

krusnih zit z vsebnostjo v proizvodih iz neindustrijske proizvodnje

Zanimivo raziskavo s tega podro¢ja je izvedel Tanaka s sodelavci (2010), ki je primerjal
vsebnost toksinov v piskotih za odrasle in otroke. Ugotovili so, da so piSkoti vsebovali
Sirok spekter fuzarijskih toksinov (DON, NIV, HT, HT2, ZEN) vendar se vsebnosti pri
obeh vrstah niso statisticno razlikovale. Zdale¢ najvecjo prisotnost v piskotih je izkazoval
DON (98 % pozitivnih vzorcev pri pisSkotih za odrasle in 89 % pozitivnih pri otroski hrani,

n=201).

Za nas mnogo pomembnejse podatke pa je zbrala in predstavila Schollenberger s sodelavci
(1999), ki je v letih 1998 preucevala vsebnosti mikotoksinov v zitnih proizvodih na
obmocju jugozahodne Nemcije. Zbrane podatke zaradi preglednosti predstavljamo v

preglednici 3.
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Preglednica 3: Nekateri fuzarijski toksini v zitnih proizvodih z obmoc¢ja jugozahodne
Nemcije (Schollenberger s sod. 1999)
Table 3: Some Fusarium toxins in wheat products from the region of Southwest Germany
(Schollenberger et al. 1999)

% pozitivnih Toksini v pozitivnih vzorcih (ng/kg)
Tip hrane Mikotoksin P
vzorcev Razpon Povpredje Mediana*
Kruh in sorodni DON 83 15-788 92+102 62°
proizvodi NIV 2 67-169 118+51
. DON 93 15-1670 158+334
Rezanci 62
NIV 3 52 52
. DON 56
Zitarice za zajtrk 15-238 75+72 53%
NIV 0
Hrana za dojencke DON 60 b
. 15-314 61486 23
in otroke NIV 0
DON 54
Riz 15-305 107+109 35%
NIV 0
DON 52 15-505 138+159 92%
Ostala hrana
NIV 7 25-231 128

*Vrednosti znotraj stolpca, ki nimajo enakih ¢rk, se signifikantno razlikujejo med skupinami (P < 0,05)

Rezultati raziskave dokazujejo, da je v tistem obdobju na tistem obmocju industrijsko
pridelana hrana ustrezala predpisom in ni predstavljala nevarnosti za potroSnika. Posebe;j
negativno odstopa en vzorec rezancev z vrednostjo 1670 pg/kg, vendar je bilo povpreéje
vseh odvzetih vzorcev (n=29) dale¢ pod zakonsko doloceno mejo. Podobno so nakazali
podatki raziskave razlicnih skupin kruha, ki ga je izvedla Schollenberger s sodelavci
(2005), kjer se je dokazalo, da je bil v letu 1999 maksimalno dovoljen vnos 1 pg/kg telesne
teze DON na dan povsem ustrezen in ni bil prekorac¢en. DON so zaznali v 92 % vzorcev in
NIV v 5 %, mediana je bila 134 pg/kg in 25 ng/kg. V vzorcih kruha iz ekoloskih Zit so bile
vrednosti DON in NIV signifikantno nizje kot iz drugih vrst pridelave.
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Gonzalez-Osnaya s sodelavci (2011) so opravili raziskavo o vsebnosti trihotecenov (DON,
T2) v kruhu in testeninah, dostopnih v Spaniji. V raziskavo so zajeli 75 vzorcev iz
supermarketov ter njihovih tradicionalnih pekarn. DON so zaznali v 28 % vzorcev kruhov
in 62,6 % testenin v povprecni vsebnosti 42,5 pg/kg ter 137,1 ug/kg. Noben od vzorcev ni
presegel zakonsko dolocene meje (500 pg/kg za kruh in 750 pg/kg za testenine). Rezultate
raziskav niso predstavljali loceno za razli¢ne tipe izvora kruha in testenin (domace pekarne
ali industrijske). Nekoliko vecje stopnje toksina v testeninah ne predstavljajo tezave, ker
samo priblizno 25 % vsebnosti DON ostane v testeninah po kuhanju (Abecassis in Feillet
2003).

Harcz s sodelavci (2007) je ocenil, da so v njihovi projekciji potrosniki v Belgiji zauzili
0,56 ug/kg telesne teze DON na dan (56 % maksimalno dovoljenega dnevnega vnosa) pri
uzivanju ekoloskih Zzivil ter 0,99 pg/kg telesne teze DON na dan (99 % maksimalno
priporoCenega dnevnega vnosa) pri uzivanju konvencionalnih zivil. Navedeni podatki
izrazajo projekcijo vrednosti, ki bi bila po mnenju avtorja mogoca, ¢e bi vrednosti toksinov
iz nepredelanega zrnja ostale enake vse do konzumacije zivil. Iz rezultatov mnogih drugih
raziskav, zajetih v tej disertaciji, pa vemo, da v postopku priprave zivil prihaja do razli¢nih

stopenj zmanjSevanja vsebnosti toksina DON.

Nadaljevanje raziskave Malmauret s sodelavci (2002) je opravil Leblanc s sodelavci
(2002), ki je izvedel simulacijo izpostavljenosti francoskih potrosnikov DON iz ekoloske
in konvencionalne hrane. V zakljuckih raziskave je ocenjeno, da okoli 10 % potroSnikov

ekolosko pridelane hrane tvega dnevno prekoracitev dovoljene meje vnosa DON.

Primerjave razli¢nih proizvodov iz pSenice ter njihove vsebnosti DON prikazujemo v

preglednici 4.
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Preglednica 4: Pojav DON v razliénih zitnih proizvodih (Codex Committee on
Contaminants in Food 2010 )

Table 4: Occurrence of DON in different groups of wheat products (Codex Committee on
Contaminants in Food 2010 )

Stevilo Povp. Mediana Maks.
Blago Regija vzorcev ng/kg ng/kg ng/kg Viri
Kruh
Azija 8 20 78 Ok s sod. (2009)
Azija 30 62 1130  Poapolathep s sod. (2008)
Evropa 4 <100 Vendl s sod. (2010)
Cano-Sancho s sod.
Evropa 41 246 242 739 (2011)
Evropa 75 147 Gonzalez s sod. (2011)
Francoski Juzna Amerika 12 263 294 436 Pacin s sod. (1997)
Francoski Juzna Amerika 66 41,6 35.5 271 Pacin s sod. (2010)
Dunajski Juzna Amerika 45 30,1 22 149 Pacin s sod. (2010)
Severna
Amerika 3 400 Trucksess s sod. (2010)
Testenine ali rezanci
Azija 30 4,3 350 Poapolathep s sod. (2008)
Evropa 4 nd Vendl s sod. (2010)
Evropa 75 623 Gonzalez s sod. (2011)
Schollenberger s sod.
Evropa 29 158 62 1670 (1999)
Severna
Amerika 2 100 Trucksess s sod. (2010)
Zitni proizvodi
Zitarice za Schollenberger s sod.
zajtrk Evropa 32 75 53 238 (1999)
Zitarice za Cano-Sancho s sod.
zajtrk Evropa 27 130 157 437 (2011)
Zitarice za Severna 400
zajtrk Amerika 4 Trucksess s sod. (2010)
Zitarice za Severna
zajtrk Amerika 29 110 940 Roscoe s sod. (2008)
Severna 400
Slano pecivo Amerika 4 Trucksess s sod. (2010)
Severna 1200
Preste Amerika 7 Trucksess s sod. (2010)
Piskoti Azija 8 9 35 Ok s sod. (2009)
Piskoti Azija 70 23 791 Tanaka s sod. (2010)

Nekih natancnejSih raziskav glede primerjav vsebnosti trihotecenov med ekoloSkimi in

konvencionalnimi proizvodi ni, kar kaZe na potrebo po tovrstnih raziskavah. Obstojeci

57



Kolmani¢ A. Obvladovanje...trihotecenskih mikotoksinov ...verigi pridelave in predelave krusnih Zit
Dokt. disert., Maribor, Univerza v Mariboru, Fakulteta za kmetijstvo in biosistemske vede, 2013

rezultati raziskav kazejo na protislovja, kar nam splosne ocene stanja varnosti ekolosko
pridelanih zivil ne omogoca. Kar nekatere raziskave opisujejo kot tradicionalno pripravo
hrane, bi mogoce na prvi pogled lahko smatrali kot ekolosko pripravo, vendar gre tukaj za
ogromne kulturno-eti¢ne razlike, ki z ekoloSko pridelavo hrane v Evropi nimajo povezav.
Konzumacija ekoloskih zivil se bo verjetno povecevala in bo potreba po natancnejsih
podatkih o toksinih v njej postala nujna zahteva potros$nikov. Nekateri so v njihovih
raziskavah prisli do zakljuckov, da zahteve potroSnikov po povsem ekoloskih pristopih pri
pridelavi ziveza in predelavi hrane lahko vodijo do neZelenih u¢inkov glede varnosti hrane
(Zink 1997).

2.11 Klimatske spremembe in mikotoksini

Glive, ki tvorijo mikotoksine, so razsirjene skoraj po vsem svetu in za veéino velja, da
najbolje uspevajo v krajih s toplo in vlazno klimo, vendar so seveda izjeme, ki uspevajo v
izredno vrocih ali mrzlih krajih ter v krajih z skoraj ni¢ vlage. Tako npr. F. graminearum
najbolje uspeva v krajih z zmerno toplo klimo (25 °C, 88 % vlaznost zraka), F. culmorum
pa v rahlo hladnejsih, severnejSih delih sveta (21 °C, 87 % vlaZznost zraka) (Canadys sod.
2001). Na podlagi teh informacij, bi lahko klimatske spremembe signifikantno vplivale na

okuzbe, razvoj, tip in koli¢ine mikotoksinov (Chakraborty s sod. 1998).

Mikotoksini so klimatsko pogojeni preko celotnega procesa njihovega nastanka, in tako je
klima najpomebnejsi dejavnik v gliviénih okuzbah in produkciji mikotoksinov (Magana s
sod. 2003). V toplih krajih lahko spremembe teoreti¢no povzrocijo celo izumrtje doloc¢enih
gliv, tudi tvork mikotoksinov, kar je lahko tudi nepri¢akovana pozitivna posledica

klimatskih sprememb (Russell s sod. 2010).

Napovedovanje vpliva klimatskih sprememb na mikotoksine spremlja relativno velika
nenatancnost, ker je preprosto prevelik nabor dejavnikov, Ki jih je potrebno upostevati

(European Commission 2007). Ocenjujemo, da v bliznji prihodnosti te spremembe ne bodo
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bistveno vpivale na fuzarijske toksine v Sloveniji. Dolgoro¢ne napovedi sicer kazejo vecje

ucinke klimatskih sprememb za obmocje Slovenije (European Commission 2007),

podrobneje pa se ne bi spuscali v to tematiko.

Preglednica 5: Optimalne temperature za rast in tvorbo nekaterih gliv ter mikotoksinov
(Sanchis in Magan 2004, cit. po Paterson in Lima 2010)

Table 5: Optimal temperatures for growth and the formation of some fungi and mycotoxins
(Sanchis and Magan 2004)

Najpogostejse
mikotoksingene

glive

Optimalna
temperatura za
tvorbo

mikotoksinov

Mikotoksini
Aflatoksini Fumonizni  Deoksinivalenol Ohratoksin A
Aspergilus Fusarium Fusarium Aspergillus
flavus verticillioides, culmorum, ochraceus
Fusarium Fusarium Penicillium
proliferatum, graminearum verrucosum
Fusarium
moniliforme
33°C 15-30 °C 30-26 °C 25-30 °C
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3 MATERIAL IN METODE DELA

3.1 Zasnova in postopek poskusa za dolofanje povezave med vizualno
ovrednoteno stopnjo okuzbe razliénih sort psenice v poljskem poskusu v
odvisnosti od lokacije in nacina varstva pred boleznimi in vpliva le-tega na

Wew W

vsebnost mikotoksinov v zrnju pred in po zaklju¢enem c¢iS€enju zrnja

V sezoni 2008 smo opravili dva poljska poskusa, na dveh lokacijah v osrednjem (Jablje) in
vzhodnem delu Slovenije (Maribor) s Stirimi sortami ozimne pSenice, gojenimi na majhnih
parcelah (10 m?), urejenih po sistemu nakljuénih blokov s §tirimi ponovitvami. Poskusi so
se izvedli v okviru standardnih sortnih mikroposkusov, ki jih izvaja Kmetijski institut
Slovenije v vsakoletnem programu preizkusanja sort. V poskus smo vkljucili sorte z
razli¢nim odzivom na okuzbe s fuzariozami. Glede na informacije, dobljene v ve¢ poskusih
glede primerjave sort, so ugotovili, da je sorta Incisif ob¢utljiva na fuzarioze klasov (FHB),
Super zitarka je srednje obcutljiva, Renan srednje tolerantna in sorta Bastide tolerantna
(posvet s strokovnjaki Kmetijskega inStituta Slovenije). Parcelice smo med rastno dobo
umetno okuzili s trosi gliv iz rodu Fusarium. Metodika umetnega okuZevanja je

obrazloZena v podpoglavju 3.1.1.

Pridelek zrnja smo izmerili po Zetvi poskusov z Wintersteiger kombajnom v polni zrelosti.
Stroj smo nastavili na standardno kvaliteto ¢is¢enja. Z individualnih poskusnih parcelic
smo pozeto pSenico spravili v papirnate vre¢ke in jo pozneje strojno ocistili. Pred in po
¢is¢enju sSmo odvzeli vzorce psSenice za analize mikotoksinov iz vsake vrecke, da bi dobili
informacije o zaCetni vsebnosti mikotoksinov ob Zetvi ter o vsebnosti po ciS¢enju in
lo¢evanju v posamezne frakcije. Kar se dotika obdelave tal, setve ter osnovnega gnojenja
je bila agrotehnika enaka za vse parcelice in v skladu s standardom integrirane pridelave
zit. Razlika med parcelicami je bila le v tem, da smo jih polovico pred boleznimi varovali s
fungicidi ter dognojevali z dusikom, druga polovica pa je bila brez uporabe fungicidov in
brez dognojevanja z dusSikom (pridelava brez uporabe fungicidov), kar je podrobneje
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obrazlozeno v podpoglavju 3.1.2. Na obeh lokacijah je bila predposevek koruza. Na
lokaciji Jablje smo psenico posejali 18. 10. 2007, ki je vznikla 2. 11. 2007. Predsetveno
gnojenje smo izvedli na vseh parcelicah s 400 kg NPK 7 : 20 : 30 (enako na parcelicah z
integrirano ter pridelavo brez uporabe fungicidov). Povpre¢na gostota setve je bila
470-530 rastlin na m* (410-430 klaskov na m?). Dusikova gnojila za dognojevanje smo
dodali dvakrat v rastni dobi pri parcelicah z integrirano pridelavo. Prvi¢ smo dognojili
21. 3. 2008 z 250 kg KAN 27 %/ha (67,5 kg N/ha) in drugi¢ 29. 4. 2008 z 200 kg KAN
27 %/ha (54 kg N/ha). Parcelice z oznako brez uporabe fungicidov nismo dognojevali z
dusikovimi gnojili. Herbicid smo uporabili samo na parcelicah z integrirano pridelavo, in
sicer Hussar OD 1 I/ha (10 % jodosulfuron metil natrij) 4. 4. 2008. Insekticid smo prav
tako uporabili samo na parcelah z integrirano pridelavo. Uporabili smo pripravek Karate
Zeon 5 CS (5 % lambda-cihalotrin), aplicirali smo ga v sredini faze klasenje (BBCH 43)
skupaj s prvo aplikacijo fungicida (podpoglavje 3.1.2). Zetev vseh parcelic na lokaciji
Jablje smo izvedli 30. 7. 2008.

Na lokaciji Maribor smo 24. 10. 2007 izvedli osnovno gnojenje z 500 kg NPK/ha (enako
na integriranih parcelicah ter parcelah brez uporabe fungicidov). PSenice smo posejali
6. 11. 2007, vznik smo opazili 24. 11. 2007. Povprecna gostota setve je bila 470-530
rastlin na m? (410-430 klaskov na m?). Dusikova gnojila za dognojevanje smo dodali
trikrat v rastni dobi pri parcelicah z oznako integrirana pridelava. Prvi¢ smo dognojili
12. 3. 2008, drugi¢ 19. 4. 2008 in tretjic 7. 6. 2008, v vseh terminih smo uporabili 150 kg
KAN 27 %/ha (40,5 kg N/ha). 10. 3. 2008 smo samo na parcelicah z oznako integrirana
pridelava uporabili herbicid Lintur 70 WG (65,9 % dikamba + 4,1 % triasulfuron)
0,18kg/ha. Na istih parcelicah smo 7. 5. 2008 za zatiranje $kodljivcev uporabili insekticid
Fastac 100 EC (10 % alfa cipermetrin) 0,1l/ha. Na parcelicah z oznako »brez uporabe
fungicidov« nismo uporabili herbicida in insekticida, prav tako tam nismo izvajali
dognojevanja z dusikovimi gnojili. Zetev vseh parcelic na Lokaciji Maribor smo izvedli

29. 7. 2008.
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3.1.1 Okuzevanje pSenice s trosi gliv in ocena stopnje okuzenosti klasov

Vse zitne poskuse smo inokulirali s sporami med cvetenjem, ko je 80 % rastlin cvetelo v
razvojni fazi BBCH 63-65. Fungicide za zatiranje fuzarioz smo aplicirali 24 ur pred
inokulacijo rastlin, ki smo jo izvedli s konidiji dveh izolatov gliv; F. culmorum (W. G.
Sm.) Sacc. KIS 722/07 in F. graminearum Schwabe KIS1220/08) in sta v hrambi na
Kmetijskem institutu Slovenije. Skropili smo s suspenzijo, ki je vsebovala priblizno 2000
konidijev na mililiter Skropilne tekocine. Konidije smo pridobili v petrijevkah po
standardnem protokolu, ki ga je opisal Nirenberg (1976) in so ga izvedli na Kmetijskem
institutu Slovenije. Glive so inkubirali 10 dni pri temperaturi 20 °C s svetlobnim ciklom 12
ur svetlobe in 12 ur teme. Poskuse smo Skropili s poskusno Skropilnico z
elektromotorckom (Fox Motori F200 Electra, uporabljena Soba Teejet 800067), ki ima
porabo 350 I/ha in je delovala pri konstantnem tlaku tri bare. Skropili smo po mokrih
rastlinah po koncu deZja, v popoldanskih urah. Dodatno smo uporabili ¢ metodo raztrosa
okuzenih klasov po povrsju zemlje na poskusnih parcelicah. Okuzene klase so nabrali eno
sezono pred nasim poskusom po razli¢nih lokacijah v Sloveniji. Bili so skladis¢eni pod
naravnimi pogoji, vise¢i v vreCah pod streho. V sredini aprila smo klaske za tri dni
poskusih (20 g/m?) proti koncu faze klasenja tako, da so bile rastline pSenice najbrz
okuzene tudi z vecCimi nedolofenimi lokalnimi sevi fuzarijskih gliv. Ocenjevanje
prisotnosti bolezni — stopnje okuZenosti klasa (% FHB) je sledilo pet tednov po inokulaciji
(BBCH 77). Bolezen smo ocenili z vizualno oceno na 300 naklju¢no izbranih klasih na
vsaki parcelici, ocenili smo delez povrsine klasa, okuzen s fuzariozami. Za 0ceno Smo
uporabljali 13-stopenjsko vizualno skalo za ocenjevanje, ki jo je zasnovala Engle s
sodelavci (2003). Od zacetka cvetenja do polne zrelosti je dez padal 6-krat, rastline so bile
veckrat omocene za daljSo casovno obdobje. Vremenski pogoji so bili naklonjeni razvoju
fuzarioz (preglednica 6). Razvoj drugih gliv (pepelovka, rja, itd.) v poskusih ni bil

intenziven.
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Preglednica 6: Vremenske razmere (temperatura in padavine) med rastno dobo za obmocje
Brnik - letalis¢e in Maribor - letalis¢e (ARSO 2007, ARSO 2008)

Table 6: Weather conditions (temperature and precipitation) during the growing season for

the area of Brnik — airport and Maribor Maribor —airport (ARSO 2007, ARSO

2008)
2007 2008
Nov | DEC | JAN | FEB | MAR | APR | mAJ JUN JUL
BRNIK ]
LeTALSCE  |POV-C | 33 1,21 09 | 2 43 89 | 159 19,2 19,2
VP (mm)| 36 48 72 | 34 132 126 86 188 279
MARIBOR .
LeTaLee POV C | A0 07 28 | 3,8 6,1 10,5 17 19,7 20,6
VP (mm)| 32 54 2 28 106 44 73 148 144

Legenda: POV. °C — povprecna temperatura zraka, VP — viSina padavin

3.1.2 Aplikacija fungicidov

Fungicide smo aplicirali dvakrat s poskusno Skropilnico Fox Motori F200 Electra s Sobo
Teejet 800067 (poraba 350 1 skropilne brozge/ha). Prvo aplikacijo smo izvedli v sredini
faze klasenja (BBCH 43), tri tedne pred cvetenjem, in drugo med cvetenjem (BBCH 63—
65), 24 ur pred inokulacijo s sporami. Prvo aplikacijo (LAP) smo izvedli za kontrolo zitne
pepelovke, pseni¢ne listne pegavosti in rje, ter drugo aplikacijo (2AP) za preprecevanje
okuzbe psenice s fuzarijskimi glivami med cvetenjem. V Jabljah smo za 1AP uporabili
0,75 I/ha Amistar Extra (20 % azoksistrobin + 8 % ciprokonazol; Syngenta Agro) ter 2AP
0,8 I/ha Prosaro (12,5 % protiokonazol + 12,5 % tebukonazol; Bayer AG). Na lokaciji
Maribor smo za 1AP uporabili 1,3 I/ha Opus Team (8,4 % epoksikonazol + 25 %
fenpropimorf; BASF) ter 2AP 0,6 I/ha Falcon (25 % spiroksamin + 16,7 % tebukonazol +
4,5 % triadimenol; Bayer AG). Polovico poskusnih parcelic smo skropili, polovice pa ne

(pridelava brez uporabe fungicidov).
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3.1.3 Postopek cis¢enja zrnja

Cis¢enje zrnja smo izvedli z visoko kvalitetnim Gistilcem vzorcev zrnja Pfeuffer SLN
(Pfeuffer GmbH, Kitzingen, Germany), ki ga pri vrednotenju poskusov uporabljajo na
Kmetijskem institutu Slovenije, na poskusni postaji Jablje. Ta odstrani vse necistoée in loc¢i
zrnje v velikostne razrede, glede na vgrajena sita s podolznimi zarezami. Z uporabo tega
stroja smo poskusali posnemati postopke industrijskega CiS¢enja zrnja. Pozeto zrnje iz
razli¢nih variant poskusa smo razdelili v $tiri velikostne frakcije; nad 2,4 mm, 2,2-2,4 mm,
1,8-2,2 mm ter pod 1,8 mm. Te frakcije smo izbrali glede na obi¢ajne prakse v mlevski
industriji. Po lo¢evanju smo vsako frakcijo stehtali ter izraunali delez vsake frakcije glede
na pozeto koli¢ino. Iz vsake frakcije smo odvzeli vzorec za vizualno dolo¢anje stopnje
okuzbe zrnja s fuzariozami. Zrnje individualnih frakcij smo zapakirali in poslali
laboratoriju za dolocevanje mikotoksinov. Postopek dolo¢evanja mikotoksinov je

podrobneje opisan v poglavju 3.2.4.

3.1.4 Vizualna ocena stopnje okuZzbe zrnja pred in po ¢iS¢enju

Iz vsake individualne vrece s posameznih parcelic smo odvzeli vzorce pred in po ¢iséenju
za oceno vizualne prisotnosti ali odsotnosti simptomov — znamenj okuzb z glivami
Fusarium spp. V tej raziskavi smo se odlo¢ili za uporabo izraza znamenja, ¢eprav vemo,
da pri opazovanju okuZenih zrn opazujemo spremembe, ki jih lahko imenuje simptomi ali
znamenja bolezni. Frakcije semen z razli¢nimi znamenji okuzb s fuzariozami smo locili z
uporabo stereo lupe (20-kratna povecava). 300 zrn smo izbrali po sistemu naklju¢nega
izbora iz vsake vrecCe zrnja pred CiS€enjem ter iz individualnih frakcij po ¢iS€enju. Zrna
smo vizualno ocenili z ocenami od 1 do 4, pri ¢emer je 1 pomenilo zdravo zrnje brez vseh
vidnih simptomov okuzb, 2 je pomenilo spremembe barve zrnja, vendar nespremenjena
oblika in velikost zrna, 3 je pomenilo spremembe barve in zmerne spremembe v obliki in
velikosti zrna ter ocena 4 je oznacevala izmali¢ena zrna, ki so bila zelo deformirana zaradi

okuzbe in so imela znacilno roZnato obarvanje. Semena posameznih frakcij smo presteli in
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stehtali. 1z velikostne frakcije >2,4 in vizualne ocene vzorca 1 (brez simptomov) smo
zatehtali 100 gramov vzorca, vsak tak vzorec smo analizirali na mikotoksine. Metodo dela

smo povzeli po sistemu dela, ki sta ga opisala Sinha in Savard (1997).

3.1.5 Statisti¢ne metode, uporabljene pri poskusu za dolo¢anje povezave med vizualno
ovrednoteno stopnjo okuzbe razli¢nih sort pSenice v poljskem poskusu v odvisnosti
od nacina varstva pred boleznimi in vpliva le-tega na vsebnost mikotoksinov v

Wt v v

zrnju pred in po zakljuenem c¢iScenju zrnja

Poljski poskus smo zasnovali kot poskus z dvema dejavnikoma (sorta, Skropilni program)
in z razporeditvijo parcelic v naklju¢nih blokih v petih ponovitvah. Izvedli smo analizo
variance. Za vrednotenje statisti¢nih razlik med variantami smo uporabili Tukey HSD-test
(P < 0,05) ter t-test (P < 0,05).

3.2 Zasnova poskusa za dolo¢anje zmanjSevanja vsebnosti mikotoksinov med peko
kruha

Pri tem poskusu smo uporabili pSeni¢no zrnje sorte Isengrain iz integrirane pridelave brez
uporabe fungicidov. Zrnje smo pridelali v sortnem poskusu na lokaciji Maribor, metodika
pridelave je podrobno opisana v poglavju 3.1. Zrnje, uporabljeno za poskus (sorta
Isengrain), smo pred predelavo za poskus skladis¢ili osem mesecev. Pred zacetkom
poskusa smo poslali na doloc¢itev vsebnosti trihotecenov v zrnju z HPLC-UV-analizo.
Stopnje DON so se v povprecju gibale med 1400 pg/kg in 1900 pg/kg v nepredelanem
zrnju in NIV med 130 pg/kg in 200 pg/kg. Zasledili smo tudi nekaj vzorcev z izrazito
nadpovprecnimi vrednostmi DON in NIV. Vlaznost zrnja smo izmerili, znasala je 13,2 %.

Pred ¢iS¢enjem zrnja smo doloéili vidne simptome fuzarijskih okuzb (rdeckasto obarvanje,

deformacije oblike zrnja ipd.) pri 28 % zrnja. Med samim postopkom c¢iS¢enja smo
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odstranili povprecno 8-18 % zrnja in neCisto¢ v razsutem stanju (moc¢no okuzena,

zmeckana in polomljena zrnja, slama in druge necistoce).

Osnovno koli¢ino zrnja (2500 kg, NZ — neocis¢eno zrnje) smo temeljito premesali in
razdelili v 15 osnovnih podvzorcev (NZ 1-15). Sistem oblikovanja podvzorcev zrnja in
struktura poskusa je prikazana na sliki 9. Pet kilogramov tezke vzorce pSenice smo vzeli iz
vsake podserije za namen analiziranja vsebnosti DON in NIV pred procesiranjem. Pet serij
(NZ 1-5), vsaka po 300 kilogramov (skupna masa serij 1500 kg), in pet serij (NZ 6-10),
vsaka po 100 kilogramov (skupna masa serij 500 kg) je bilo obdelanih z industrijskimi
Cistilnimi napravami (IC — industrijsko ¢id¢enje — ve¢ industrijskih separatorjev, sit in
aspiratorjev). Pet serij (NZ 11-15), vsaka po 100 kilogramov (skupna masa serij 500 kg),
smo odistili s pomogjo tradicionalnega preprostega ¢istilnika — vejalnika (TC — preprosto
CisCenje na kmetiji — preprosta naprava z vgrajenim aspiratorjem), ki se pogosto
uporabljajo na kmetijah. Tako smo dobili 15 serij o¢iscenega zrnja (OZ — ocisceno zrnje —
0OZ 1-5, 0Z 6-10 in OZ 11-15), nato smo iz vsake odvzeli pet kilogramov tezke vzorce ter
jih poslali na analizo vsebnosti DON in NIV. Tako smo izra¢unali zmanjSanje/povecanje

vsebnosti DON in NIV zaradi vpliva postopka ¢iSéenja.
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OSNOVNA SERIJA NEPREDELANEGA ZRNJA 2500 KG (NZ)
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(0Z 1-5)
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ZRNJA
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INDUSTRIJSKE
POLNOZRNATE
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(IMK 6-10)
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(NZ 11-15)
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PEKA V KERAMICNI PECI
OGREVANI Z LESOM

STANDARDNI KRUH (IVM)
POLNOZRNATI KRUH (IMK) G2 B R
STANDARDNI INDUSTRIJSKI TRADICIONALNI POLNOZRNATI KRUH
POLNOZRNATI KRUH (TMK) (TMK)

Slika 9: Zasnova poskusa, pri katerem smo ugotavljali zmanjSevanje vsebnosti

PEKA V INDUSTRIJSKI PECI

STANDARDNI INDUSTRIISKI KRUH (IVM)

STANDARDNI INDUSTRIJSKI

mikotoksinov med peko kruha
Picture 9: The design of the experiment in which we observed the reduction of the levels of
mycotoxins during bread baking
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3.2.1 Zasnova mlevskega poskusa in tipi proizvedene moke

Poskus z mletjem smo izvedli v zasebnem mlinskem podjetju Mlinarstvo Sajko, s. p., ter
na ekoloski kmetiji Kvas (Anton Kvas, Dolgi Vrh — Laporje), kjer ima proizvodnja
polnozrnatih mok s pomoc¢jo mlinskega kamna dolgo tradicijo. Serije zrnja OZ 1-5 so bile
zmlete z uporabo standardnega industrijskega valj¢nega mlina (IVM), serije OZ 6-10 z
uporabo industrijskega kladivastega mlevskega stroja (IMK) ter serije OZ 11-15 z uporabo
tradicionalnega mlinskega kamna (TMK). Kot rezultat mletja smo dobili pet serij vzorcev
standardne industrijske moke (IVM-moka 1-5), 5 serij industrijske polnozrnate moke
(IMK-moka 6-10) in pet serij tradicionalne polnozrnate moke (TMK-moka 11-15). 1z
vsake serije smo odvzeli tri kilograme moke za analizo vsebnosti DON in NIV in oceno
osnovne pekovske lastnosti mok. Moke smo analizirali v podjetju Intes Maribor na splosne
lastnosti, rezultate prikazujemo v preglednicah 18-20. Mlevske postopke v poskusu smo
izvajali s posnemanjem dejanskih tehnik mletja, ki se uporabljajo v industriji in na
kmetijah, brez sprememb zaradi same izvedbe poskusa. Zeleli smo popolnoma posnemati
tipi¢ne postopke mletja. Pri [IVM-nacinu mletja smo pustili stroje te¢i na prazno 20 minut
med procesiranjem razli¢nih serij, da smo preprecili meSanje mok razli¢nih serij. Vzorce
mok smo odvzeli iz zadnjih 30 kilogramov moke z namenom, da bi $e dodatno preprecili

navzkrizno kontaminacijo mok iz razli¢nih serij.

3.2.2  Priprava testa za peko kruha

Iz vsake od 15 serij mok smo pripravili testo glede na standardne industrijske in
tradicionalne nacéine peke kruha. 15 vzorcev testa smo pripravili za peko v elektri¢ni
industrijski peci in 15 vzorcev za peko v tradicionalni keramic¢ni pe€i, ogrevani z lesno
maso. Vse tipe testa smo pripravili z meSanjem vode, soli, moke in kvasa, brez ostalih
dodatkov. Po meSanju testa do optimalnega stanja je sledilo fermentiranje (pocivanje) testa

za 20 minut, gnetenje testa za nekaj minut ter nato fermentiranje za 75 minut pri
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polnozrnati moki in 45 minut pri standardni industrijski moki. Potem smo strucke

(kilogram in pol vsaka) polozili v industrijsko ali kerami¢no pec.

3.2.3 Postopek peke kruha

Peko v keramicni pecici Smo izvedli na kmetiji Sajko s pomocjo gospodinje, ki ima preko
30 let izkusenj s peko kruha. Peko v industrijski pe¢i smo izvedli v pekarni Aidaren blizu
Ptuja. Temperatura zraka pred zacetkom peke v industrijski peci je bila med 200 in 205 °C
in 225 in 235 °C v keramicni peci. V obeh primerih je peka trajala 70 minut za vse tipe
kruha. Med peko smo merili temperaturo skorje kruha v 10-minutnih intervalih s pomocjo
laserskega infrardeCega termometra (Nieaf Instruments NI T 833). Merilno tocko smo
usmerjeli v sredino vrha vsake Struce kruha. Temperatura skorje kruha se je med peko v
industrijski peci zmanjSala z 205 na 175 °C, pri peki v keramic¢ni peci pa iz 235 na 185 °C
v obdobju 70 minut med peko. Po peki smo ohlajene struce kruha zavili v plasti¢no folijo
in odnesli v laboratorij. Kruh smo polozili v zamrzovalnik in 14 dni po peki analizirali na
vsebnost DON in NIV.

3.2.4 Analiza vsebnosti DON in NIV

Analize vsebnosti trihotecenov v vzorcih smo opravili v laboratoriju QUANTAS Analytik
GmbH, Europe, Technopark 1, 3430 Tulln, Austria. Uporabljena metoda je bila HPLC-
analiza z UV-detekcijo. Podrobno predstavitev standardne, mednarodno potrjene metode
diagnosti¢nih protokolov je navedena v Fuchs s sodelavci (2004), prav tako je dostopna na

spletu na naslovu www.romerlabs.com.
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Osnovni vzorci pSenice so tehtali po pet kilogramov, moke po tri kilograme in vzorci kruha
(vsaka $truca) po kilogram in pol. Po osnovnem mletju vzorcev z uporabo mlina Romer

Series I mill (Romer Labs. Inc., MO, USA) je sledila homogenizacija.

Za izvedbo analiz so uporabili HPLC-napravo (tekocinski kromatograf) HP 1100 Series
HPLC, opremljeno s kolonama HP Hypersil ODS column (2.0x125 mm, 5 pm) in HP
Hypersil ODS precolumn (2.0x4 mm, 5 um) (Agilent® technologies, Nemcija). Zmlete in
homogenizirane vzorce so obdelali z raztopino 100 mililitrov acetonitril : vode (84 : 16,
v/v) za tri minute. Potem so jih filtrirali preko filter papirja in dalje preko filtrov
Mycosep® 227 first step cleanup column ter Mycosep® 216 final step cleanup column
(Romer Labs. Inc., MO, USA). Injektirani volumen za analizo na HPLC-aparatu je znasal
50 pl. Detekcija se je izvajala z uporabo detektorja HP 1100 series diode array detector
(DAD) pri valovni dolzini 220 nm. Stopnja detekcije je znaSala 20 pg (+ 40 %), stopnja
kvantifikacije pa 100 ug (+ 20 %).

vvvvv

Poskus smo zasnovali kot faktorski poskus z dvema dejavnikoma (vrsta moke, nacin peke)
z razporeditvijo v nakljuénih skupinah v petih ponovitvah. Izvedli smo standardno analizo
variance. Za ocenjevanje statisti¢nih razlik med obravnavanji smo uporabili Tukey HSD-
test (P < 0,05) in t-test (P < 0,05).

3.3 Zasnova in postopek skladis¢nega poskusa

Pred zacetkom skladis¢nega poskusa so pSenicno moko (iz sorte Isengrain) proizvedli v
industrijskem obratu Mlinarstvo Sajko ter na ekolosko usmerjeni kmetiji Kvas, kjer so

polnozrnato moko proizvedli z uporabo tradicionalnega mlevskega kamna.
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Zacetne vsebnosti DON in NIV v naravno okuzenih poskusnih vzorcih pSenice so se
gibale od 1400-2200 pg/kg za DON in 130-200 pg/kg za NIV. Za nadaljnje preizkuse
smo izbrali pSenico, pri kateri je testirani vzorec pokazal najvecje vsebnosti obeh toksinov,
ker je bila tako lazja primerjava rezultatov. Zacetna vsebnost vlage je bila 13,2 %. Tri
razli¢ne tipe moke so proizvedli iz iste sorte pSenice (Isengrain): ISM — industrijska
standardna moka, IPM — industrijska polnozrnata moka in TRM - tradicionalno
proizvedena moka mleta s pomocjo kamna. Karakteristike moke so predstavljene v
preglednici 11. Determinacijo osnovnih lastnosti moke so bila izvedli v laboratoriju
mlevskega podjetja Intes Maribor z uporabo standardnih postopkov (1SO 1998, 2003,
2004, 2007). ISM-standardno moko so proizvedli iz zrnja, ki je bilo ocis¢eno z
industrijskimi napravami za ¢iS¢enje (kombinacija separatorjev in aspiratorjev) in zmleto z
industrijskim valjénim mlinom za mletje. IPM-moko pa so proizvedli na nacin, da je bilo
zrnje zmleto z mlinom kladivarjem. Zrnje, uporabljeno za TRM-moko, so najprej ocistili z
uporabo primitivnega tradicionalnega Cistilnika semena in pozneje zmleli z uporabo mlina

na kamen.

Zacetne vsebnosti DON in NIV v moki niso bile enake, ker so nanje vplivali razli¢ni nacini
mletja (preglednica 13-14). Kot rezultat mletja smo pripravili pet serij vseh tipov mok. 1z
vsake serije moke smo odvzeli in skladis¢ili 10-kilogramske vzorce. Zaradi primerjave
zacetnih vrednosti DON in NIV s tistimi na koncu smo odvzeli tri kilograme tezke vzorce

in jih poslali na analize.

3.3.1 Material za pakiranje in skladi§¢ni pogoji

Moke smo pakirali na tri razli¢cne nacine in skladis¢ili 120 dni pri dveh razli¢nih
atmosferskih pogojih. Zeleli smo posnemati skladii¢no okolje kmetij in industrijskih
obratov. Dvoslojne papirnate vrecke (AeroPapiroti, d. 0. 0, Slovenija) in polipropilenske
vrecke (AeroPapiroti, d. 0. 0, Slovenija) smo uporabili za skladis¢enje moke. Papirnate

vrecke so bile od proizvajalcev moke razglaSene kot primerne za skladiS¢enje moke v
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industrijskih obratih in trgovskih skladis¢ih. Polipropilenske prozorne vrecke (0,2 mm) so
bile oznacene kot primerne za pakiranje ve¢ine zivil. Vsako vrecko smo napolnili z
desetimi kilogrami moke. Papirnate vrecke in ena skupina polipropilenskih vreck niso bile
popolnoma zaprte, tako da je imela skladiS¢na atmosfera dostop do moke. Ena skupina
vreCk pa je imela izpraznjen zrak in je bila vakumsko zaprta z uporabo gospodinjskega
vakumskega pakirnega stroja. Ta skupina je bila kontrolna skupina za ocenjevanje, ¢e je

imela skladis¢na atmosfera kakSen vpliv na ohranjanje trihotecenskih mikotoksinov.

v v

skladis¢ni sobi sta imeli normalno atmosfero in sta bili klimatizirani. Skladis¢na
temperatura v prvi sobi je bila konstantna pri 10 + 2 °C in v drugi pri 25 + 2 °C. Zracna
vlaga v prvi sobi je bila med 65 in 75 % in v drugi sobi med 60 in 70 %. Vre¢ke smo
nakljuéno zlozili na lesene palete. Nakljuc¢na razporeditev je omogocala, da so bile vrecke
z razli¢nimi tipi moke izpostavljene razli¢ni mikroklimi na paleti. Poskusna zasnova je bila
poskus v nakljuc¢nih skupinah z ve¢ dejavniki (tip moke, tip pakirnega materiala, pogoji

skladi$¢enja).

3.3.2 Analize mikotoksinov v moki

Analize vsebnosti DON v vzorcih pSenice in moke so bile izvedene v laboratoriju
QUANTAS Analytik GmbH, Tulln, Austria. Uporabljena metoda je bila HPLC-analiza z
UV-detekcijo. Podrobno predstavitev standardiziranega, mednarodno priznanega
diagnosti¢nega protokola je predstavila prof. Fuchs s sodelavci (2004). Postopek je bil

enak, kot je opisano v poglavju 3.2.4.
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3.3.3 Statisticne metode pri skladiS¢nem poskusu

Skladis¢ni poskus smo zasnovali kot trifaktorski poskus s petimi ponovitvami. Preuc¢evani
faktorji so bili tip moke (ISM — standardna industrijska moka, IPM — industrijska
polnozrnata moka in TRM — tradicionalna polnozrnata moka), tip materiala za skladis¢enje
moke (papirnata ali plasti¢na vrecka) in skladis¢ni rezim (10 °C ali 25 °C). Povprecne
vrednosti vsebnosti mikotoksinov in standardno napako povprecnih vrednosti na zacetku
(PS) in na koncu skladis¢enja (KS) smo izracunali. Vsebnosti ob KS (konec skladis¢enja)
so tudi prikazane kot relativne povpre¢ne vrednosti (relativne vrednosti KS) v razmerju z
PS-vrednostmi (pred zacetkom skladis¢enja). Relativne KS-vrednosti (rKS) smo izracunali
na nacin rKS = ((KS/PS) x 100) in so izrazene v odstotkih. Spremembe v vsebnosti
mikotoksinov (povecanja in zmanj$anja) so izrazene numeri¢no. Za posamezne primerjave
povprecnih vrednosti PS in KS za specificne kombinacije faktorjev preizkusa smo
uporabili dvosmerni t-test. Podatke o t-vrednostih, stopnjah prostosti (df) in to¢ne vrednosti
P smo vkljucili v preglednico z rezultati. Podatke o odstotkih rKS povprecij smo obdelali z
ANOVO. Izvedli smo transformacije (arkus sinus kvadratni koren (X), kvadratni koren (X)
in druge) sorazmerno na KS-podatke. Rezultati analize transformiranih podatkov so bili
enaki kot v primeru netransformiranih podatkov, zato smo za diskusijo rezultatov uporabili
podatke ANOVE netransformiranih vrednosti. Za dolocitev signifikantnih razlik povprecij
glavnih obravnavanj in povprecij individualnih kombinacij dejavnikov smo uporabili
Tukey’s HSD-test (P < 0,05).
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

4.1  Rezultati vizualnega opazovanja stopnje okuzbe klasov v poljskem poskusu

Preglednica 7: Primerjava pridelka (13-odstotna vlaga), distribucija velikostnih razredov zrnja med ¢is¢enjem
poZetega zrnja, FHB-stopnja, dolo¢ena vizualno pri BBCH 48 (odstotki okuzene povrsine
klasov), in vsebnost DON pred ¢is€enjem med S$tirimi pSeniénimi kultivarji s parcelic,
Skropljenih ali neskropljenih s fungicidi (lokacija Maribor). Podatki za razrede so izrazeni kot
odstotki mase posameznega razreda v celotni teZi vzorca.

Table 7: Comparison of yield (13% moisture), distribution of grain in size classes during cleaning of
harvested grain, FHB rate determined visually at BBCH 48 (% infected surface spike) and DON
content before cleaning between 4 wheat cultivars from the plots of treated and untreated with
fungicides (location Maribor) . Data for the classes are expressed as % of weight of each weight
class in the entire sample.

Skropljeno s fungicidi: Renan S. zitarka Bastide Incisif Povpregje:
Pridelek (kg/ha) 5306 Bc* 5049 Bb 5036 Ab 4719 Ba 5028 B
Frakcija < 1,8 mm (%) 33 Ab 2,9 Aab 1,4 Aa 4,4 Ab 30 A
Frakcija 1,8-2,0 mm (%) 6,4 Aa 14,7 Ab 34 Aa 15,1 Ab 99 A
Frakcija 2,0-2,4 mm (%) 11,7 Aab 7,7 Aa 15,1 Ab 9,3 Aa 109 A
Frakcija > 2,4 mm (%) 78,6 Bb 74,7 Ba 80,1 Bb 71,2 Ba 76,1 B
FHB-stopnja klasa (%) 14,3 Aa 23,7 Ab 12,4 Aa 30,6 Ab 203 A
FDK (%) 16,8 Ab 26,5 Ac 8,4 Aa 30,5 Ac 211 A
DON-vsebnost (pg/kg) 933 Aa 2548 Ab 1137 Aa 3189 Ac 1952 A
Brez fungicidov: Renan S. zitarka Bastide Incisif Povpredje:
Pridelek (kg/ha) 4850 Ac 3969 Ab 4703 Ac 3306 Aa 4207 A
Frakcija < 1,8 mm (%) 48 Bbc 6,6 Bc 28 Ba 78 Bc 55 B
Frakcija 1,8-2,0 mm (%) 10,6 Bb 19,2 Bc 49 Aa 21,2 Bc 140 B
Frakcija 2,0-2,4 mm (%) 132 Aab 7,1 Aa 17,3 Ab 93 Aa 11,7 A
Frakcija > 2,4 mm (%) 71,4 Abc 67,1 Ab 75,0 Ac 61,7 Aa 68,8 A
FHB-stopnja klasa (%) 239 Bb 36,9 Bc 15,2 Ba 42,8 Bd 29,7 B
FDK (%) 22,5 Bb 34,2 Bc 14,3 Ba 37,7 Ad 272 B
DON-vsebnost (ug/kg) 2425 Ba 3065 Bb 2878 Bb 4023 Bc 3098 B

* Velike ¢rke sluzijo za primerjavo med parametri s fungicidom skropljenih in neskropljenih poskusnih
parcelic (t-test; P < 0,05) in majhne ¢rke za primerjavo specifi¢nih parametrov med razliénimi pSeni¢nimi
kultivarji (Tukey test, P < 0,05). Vse vrednosti so povpre¢je $tirih vrednotenj. Vrednosti, oznacene z enakimi
¢rkami, se signifikantno ne razlikujejo glede na uporabljen test. FDK — odstotek s fuzariozami okuZenih zrn.
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Preglednica 8: Primerjava pridelka (13-odstotna vlaga), distribucija velikostnih razredov zrnja med
¢is¢enjem pozetega zrnja, FHB-stopnja, dolo¢ena vizualno pri BBCH 48 (odstotki
okuzene povrsine klasov) in vsebnost DON pred ¢is¢enjem med $tirimi pSeni¢nimi
kultivarji s parcelic, Skropljenih ali neskropljenih s fungicidi (lokacija Jablje).
Podatki za razrede so izrazeni kot odstotki teze posameznega razreda v celotni tezi
vzorca.

Table 8: Comparison of yield (13% moisture), distribution of grain in size classes during cleaning
of harvested grain, FHB rate determined visually at BBCH 48 (% infected surface spike)
and DON content before cleaning between 4 wheat cultivars from the plots of treated and
untreated with fungicides (location Jablje) . Data for the classes are expressed as % of
weight of each weight class in the entire sample.

Skropljeno s fungicidi: Renan S. zitarka Bastide Incisif Povpregje:
Pridelek (kg/ha) 6518 Bb 5907 Ba 6959 Bc 6380 Bb 6441 B
Frakcija < 1,8 mm (%) 0,6 Aa 2,7 Ab 10 Aa 42 Ac 21 A
Frakcija 1,8—2,0 mm (%) 97 Ab 93 Ab 6,3 Aa 71  Aa 81 A
Frakcija 2,0-2,4 mm (%) 42 Aa 56 Aa 16,5 Ab 18,8 Ab 113 A
Frakcija > 2,4 mm (%) 85,5 Bc 82,4 Bc 76,2 Bc 69,9 Aa 785 B
FHB-stopnja klasa (%) 6,9 Aa 20,4 Ab 57 Aa 17,9 Ab 12,7 A
FDK (%) 123 Aa 215 Ab 104 Aa 22,7 Ab 16,2 A
DON-vsebnost (ug/kg) 557 Aa 1289 Ab 1151 Ab 2837 Ac 1458 A
Brez fungicidov: Renan S. zitarka Bastide Incisif Povpregje:
Pridelek (kg/ha) 6085 Ab 5090 Aa 6553 Ac 5097 Aa 5706 A
Frakcija < 1,8 mm (%) 1,4 Ba 44 Bb 1,9 Ba 47 Ab 31 B
Frakcija 1,8—2,0 mm (%) 17,4 Bc 12,7 Bb 45 Aa 14,3 Bbc 122 B
Frakcija 2,0—2,4 mm (%) 6,6 Aa 148 Bb 245 Bc 15,1 Ab 152 A
Frakcija > 2,4 mm (%) 746 Ab 68,1 Aa 69,1 Aa 659 Aa 694 A
FHB-stopnja klas (%) 118 Ba 29,2 Bb 90 Ba 28,5 Ba 196 B
FDK (%) 185 Ba 26,7 Bb 145 Ba 29,7 Bb 224 B
DON-vsebnost (ug/kg) 1855 Ba 2454 Bb 1910 Ba 2908 Ac 2282 B

* Velike ¢rke sluzijo za primerjavo med parametri s fungicidom skropljenih in neskropljenih poskusnih
parcelic (t-test; P < 0,05) in majhne ¢rke za primerjavo specifiénih parametrov med razli¢nimi p$eni¢nimi
kultivarji (Tukey test, P < 0,05). Vse vrednosti so povprecje $tirih vrednotenj. Vrednosti oznacene z enakimi

¢rkami, se signifikantno ne razlikujejo glede na uporabljen test. FDK — odstotek s fuzariozami okuZenih zrn.
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V poskusu na lokaciji Maribor sta se pri uporabi fungicidov glede na odstotek ocenjenih
fuzarioz klasa (FHB) kot najboljsi izkazali sorta Bastide (12,7 %) ter Renan (14,3 %). Sorti
Super zitarka (23,7 %) ter Incisif (30,6 %) sta imeli statisticno znacilno vecjo prisotnost
FHB. Statisti¢no znacilno najnizji odstotek FDK je imela sorta Bastide (8,4 %), ostale sorte
so imele vec¢je vrednosti, Renan 16,8 %, Super zitarka 26,5 % ter Incisif 30,5 %.
Najmanjso vsebnost DON sta v povpre¢ju vsebovali sorti Renan (933 pg/kg) ter Bastide
(1137 pg/kg), medtem ko je sorta Incisif vsebovala najve¢ DON (3189 pg/kg). Pri
neuporabi fungicidov na tej lokaciji se je kot sorta s statisticno znacilno najmanj$o
povpre¢no okuzbo z FHB izkazala sorta Bastide (15,2 %). Ostale sorte so bile bolj
dovzetne za okuzbe (Renan 23,9 %, Super zitarka 36,9 % ter Incisif 42,8 %). Najmanjsi
delez FDK je imela sorta Bastide (14,3 %), medtem ko so ostale sorte imele statisticno
znacilno vi§ji odstotek poskodovanih zrn. Na lokaciji Maribor se je kot sorta z najmanj
determiniranimi znamenji prisotnosti FHB ter FDK izkazala sorta Bastide v obeh
variantah, medtem ko povprecje poskusov nakazuje manj$o prisotnost FHB in FDK pri
uporabi fungicidov. Najmanj$o vsebnost DON je imela sorta Renan (2425 pg/kg), medtem
ko je sorta Incisif imela najvi§jo vsebnost (4023 pg/kg) DON. Statisti€no znacilno vi§jo
povprecno vsebnost DON smo ugotovili pri poskusu brez uporabe fungicidov (3098 ug/kg
na lokaciji Maribor ter 2282 pg/kg na lokaciji Jablje) (preglednici 7 in 8).

V poskusu na lokaciji Jablje (Ljubljana) sta pri uporabi fungicidov, podobno kot v
Mariboru, najmanj vidnih znamenj prisotnosti FHB izkazovali sorti Bastide (5,7 %) ter
Renan (6,9 %), medtem ko so bile vrednosti pri Super Zitarki (20,4 %) ter sorti Incisif (17,9
%) vecje. Podobni rezultati so pri FDK, kjer je bil najman;jsi delez takih zrn ugotovljen pri
sorti Bastide (10,4 %) ter sorti Renan (12,3 %). Sorti Super Zzitarka (21,5 %) ter Incisif
(22,7 %) sta imeli statisticno znacilno vecji odstotek FDK. Najnizja vsebnost DON je bila
pri sorti Renan (557 pg/kg) ter najvi§ja pri sorti Incisif (2837 pg/kg). Pri neuporabi
fungicidov sta najmanjsi odstotek okuzb z FHB imeli sorti Bastide (9 %) in Renan (11,8
%), sledita sorti Incisif (28,5 %) ter Super zitarka (29,2 %). Odstotek FDK sta imeli
statisti¢no znacilno najmanjsi sorti Bastide (14,5 %) ter Renan (18,5 %), sledita sorti Super
zitarka (26,7 %) in Incisif (29,7 %). NajmanjSo vsebnost DON sta imeli sorti Renan (1855
ng/kg) in Bastide (1910 pg/kg), najvisjo pa sorta Incisif (2908 pg/kg). Vsi trije parametri

76



Kolmani¢ A. Obvladovanje...trihotecenskih mikotoksinov ...verigi pridelave in predelave krusnih Zit
Dokt. disert., Maribor, Univerza v Mariboru, Fakulteta za kmetijstvo in biosistemske vede, 2013

so bili statisti¢no znacilno visji pri poskusu brez uporabe fungicidov (preglednica 8), razen

pri sorti Incisif, kjer ni bilo razlik med obema nac¢inoma.

4.1.1 Razprava o rezultatih vizualnega opazovanja stopnje okuzenosti s fuzariozami Vv

poljskem poskusu

Signifikantne razlike med sortami in vsebnostmi DON so bile opazene v mnogih poskusih,
izvedenih v preteklosti (Bai s sod. 2001). Sorte se lahko zelo razlikujejo glede obrambnih
mehanizmov in glede prodiranja glive s primarno okuzenih to¢k klaskov po celotnem
obmodju klasa. Korelacija med vsebnostjo DON in stopnjo okuzb na polju je bila pri
poskusih izvedenih s strani Baia in sodelavcev (2001) odvisna od tipa odpornosti na FHB.
Razli¢ne sorte imajo razli¢ne nacine odpornosti. Najpogostejsa sta tip I. (odpornost proti
zacetnim penetracijam ob infekciji) in tip II. (odpornost proti Sirjenju patogena po tkivih
gostitelja, po prodoru v notranjost) (Mesterhazy s sod. 1999). Pri dolo¢enih sortah lahko
okuzeno tkivo tolerira velike stopnje DON, ne da bi bilo deformirano. V teh primerih
izgleda zrno relativno nedeformirano, vendar lahko vseeno vsebuje veliko DON
(Mesterhazy 2002). Taksno odpornost na toksine so oznacili kot tip V (Mesterhazy 2003,
Mesterhazy s sod. 1999).

V raziskavah Mesterhazyja (2003) in Mesterhazyja s sodelavci (1999) so identificirali
pSenicne genotipe, pri katerih je bila vsebnost DON signifikantno vecja, kot so pric¢akovali
glede na korelacijske funkcije med DON- in FHB-stopnjo okuzbe na njivi ali pri pregledu
zrnja v skladis¢u. Tako so priskrbeli dokaze o pSeni¢nih genotipih, pri katerih obstaja nizka

korelacija med DON in FHB ali FDK, njihovi rezultati so primerljivi z nasimi.

Podobne razlage o neskladju v razmerju med FHB- in FDK-stopnjo ter vsebnostjo DON so
bile predstavljene v raziskavah Snijdersa (1990a, b, ¢), Bennett in Richard (1996) ter Sinha
in Savard (1997). Nasprotno od nasih dognanj, pa so v raziskavi Hernandez Nopsa s

sodelavci (2012) dokazali zelo tesne korelacijske povezave. Tolerantna sorta uporabljena v
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njihovem poskusu, je prav tako rezultirala z vecjimi vsebnostmi DON kot na FHB
obcutljiva sorta, kar je primerljivo z nasimi rezultati. Nasprotno pa rezultati mnogih
raziskav nakazujejo, da obcutljive sorte vsebujejo vecje vsebnosti DON kot zmerno
tolerantne (Miller s sod. 1985, Mesterhazy s sod. 2003, Mesterhazy s sod. 1999).

Cowger in Arrellano (2010) ter Osborne (2007) so predstavili odkritja glede ene mozne
poti razvoja bolezni. Ce spore kalijo na gostiteljskem tkivu razmeroma pozno v razvoju
semena, se pojavi povrsinski razvoj gliv. Stopnja okuzbe in glavni vidni simptomi se v
veéini primerov ne morejo razviti v enakem obsegu kot pri zgodnjih okuzbah v ¢asu
cvetenja. Vpliv pozne okuzbe na nastanek toksinov $e ni povsem razjasnjen. Pri teh poznih
okuzbah lahko glive kolonizirajo tkivo zrna tudi brez neposrednega parazitiranja
(uni¢evanja tkiv). Tako lahko tudi ob odsotnosti vseh vidnih znamenj prisotnosti glive

najdemo ob zetvi mikotoksine v zrnju.

Ena od moznih poti gliviénih okuZzb je tudi notranja sistemi¢na okuzba. Bila je potrjena pri
patogenezi glive F. culmorum (Wagacha in Muthomi 2006). Sistemi¢ne okuzbe ponavadi
vodijo k popolnemu unicenju celotnega klasa. Vendar je mozno tudi, da aplikacija
fungicidov preprec€uje hiter razvoj micelija v notranjosti plev in tako povzrocijo le latentni

razvoj v plevah in posameznih zrnih, ki ostanejo skoraj nespremenjena.

En razlog za prisotnost DON v navidezno zdravih zrnih je lahko tudi translokacija DON iz
okuzenih tkiv v tkiva, ki niso okuzena. DON je vodotopen in se tako lahko translocira po
floemskem tkivu pSenice. Tako so DON odkrili v tkivih klasov, okuzenih s F. culmorum,
in tudi v Kklaskih, ki niso bili neposredno okuzeni in v katerih glivnega micelija ni bilo
(Snijders in Krechting 1992). Tudi toksini, proizvedeni na plevah, se lahko v deZevnih
obdobjih translocirajo v zrnje (Snijders in Krechting 1992).

Beyer s sodelavci (2007) je demonstriral, da potrebujemo zelo veliko nata¢nost ¢is¢enja
zrnja, ¢e hoCemo locevati zdravo zrnje od okuzenih. Dokazali so, da je bilo v povprecju
4,27 % okuzenih zrn dovolj, da so dosegli mejo 1250 png/kg za nepredelano zrnje, ki je

zakonsko dolocena dovoljena meja za vsebnosti DON v EU. Korelacija med stopnjo
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okuzbe in vsebnostjo DON je bila v njihovi raziskavi zelo velika (determinacijski
koeficient 0,93-0,99). Prisli so do zakljucka, da podobne stopnje FHB-okuzb v poljskih
pogojih lahko vodijo v razli¢ne stopnje FDK in tudi v razli¢ne vsebnosti DON v zrnju po
¢is¢enju. Tocna napoved stopnje DON v zrnju pSenice na podlagi vizualnega opazovanja
stopnje okuzbe na njivi ali vizualnega opazovanja izrazanja bolezni na zrnju je glede na
njihovo mnenje zelo nenatan¢na. To pomeni, da tudi odsotnost vidnih znamenj prisotnosti
fuzarijskih okuzb ni zagotovilo, da polnozrnata moka, pridobljena iz pSenice brez vidnih
znamenj okuzb, ne bo vsebovala velikih koli¢in DON. Dolo¢itve DON pred mletjem se
morajo zato morajo izvajati vedno, ne glede na vizualno stanje zrnja pred mletjem. To je
dejstvo, ki ga proizvajalci polnozrnate moke na nivoju kmetij ne poznajo dovolj. Na
podlagi nekaterih prejS$njih raziskav o redukciji DON tekom ¢iS€enja, mletja in peke in tudi
nasih rezultatov, lahko trdimo, da je samo zrnje, ki vsebuje pod 500 pg/kg DON, primerno
za predelavo v polnozrnato moko. Le pri takSnem zrnju lahko zagotovo zagotovimo
vrednosti mikotoksinov, ki so niZje od zakonsko predpisanih meja. Ce ima zrnje vedje
izhodis¢ne vsebnosti (po zakonodaji dovoljeno 750 pug/kg) po naSem mnenju ni primerno

za predelavo v polnozrnate izdelke in v tem segmentu zakonodaja ni ustrezna.
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4.2  Rezultati analize vsebnosti mikotoksinov glede na frakcijo zrn, dobljeno pri

4

¢iscenju

Preglednica 9: Primerjava razredov zrnja, urejenih glede na prisotnost FHB-simptomov,
ocenjenih z vizualnim razvr§¢anjem semen pred (PC) in po ¢is¢enju (F1,
F2). Lokacija Maribor

Table 9: Comparison of grain classes arranged according to the presence of FHB
symptoms, assessed by visual classification of seeds before (PC) and after
treatment (F1, F2). Location Maribor

Skropljeno s fungicidi Renan S. zitarka Bastide Incisif Povpregje:
Brez FHB (%) PC 66,5 Baa* 749 Bba 724 Aba 624 Aaa 69,1 Ba
Col ch Ne SH (%) PC 198 Aab 172 Aab 177 Aab 233 Aac 195 Ab
Col ch M. SH (%) PC 64 Aaa 51 Aaa 66 Aaa 90 Aba 68 Aa
Col ch Sig. SH (%) PC 73 Abc 28 Aab 33 Aac 53 Aabc 47 Ac
Brez FHB (%) F2 751 Aab 744 Aaa 733 Aaa 709 Aab 734 Aa
Col ch Ne SH(%) F2 55 Aaa 88 Aaba 119 Bba 112 Bba 94 Ba
Col ch M. SH (%) F2 14,7 Aab 140 Aab 13,5 Aab 14,2  Aab 141 Ab
Col ch Sig. SH (%) F2 47 Abb 28 Aab 12 Aab 37 Aabb 31 Ab
Brez FHB (%) F1 743 Bab 71,1 Aaa 722 Aaa 734 Aab 718 Aa
Col ch Ne SH (%) F1 174 Aab 232 Abc 221 Bbb 179 Aab 20,2 Ab
Col ch M. SH (%) F1 6,7 Aaa 46 Aaa 51 Aaa 74 Aaa 60 Aa
Col ch Sig. SH (%) F1 16 Aba 1la Aaa 06a Aaa 13 Aaba 12 Aa
Brez fungicidov: Renan S. zitarka Bastide Incisif Povpregje:
Brez FHB (%) PC 56,3 Aaa 55,7 Aaa 66,0 Aba 56,6 Aaa 58,7 Aa
Col ch Ne SH (%) PC 21,1 Abb 208 Abb 161 Aab 232 Abc 20,3 Ab
Col ch M. SH (%) PC 138 Bba 119 Bab 88 Aaa 109 Aaa 114 Bab
Col ch Sig. SH (%) PC 88 Aac 116 Bbb 91 Bac 93 Bab 97 Bb
Brez FHB (%) F2 65,4 Aab 72,2 Aab 81,2 Bhc 79,2 Abc 745 Ac
Col ch Ne SH (%) F2 68 Aaa 69 Aaa 57 Aaa 52 Aaa 62 Aa
Col ch M. SH (%) F2 226 Bbb 148 Aab 98 Aaa 119 Aaa 148 Ab
Col ch Sig. SH (%) F2 52 Aab 61 Bba 33 Bab 37 Aaa 46 Ba
Brez FHB (%) F1 63,0 Aaab 664 Aab 76,2 Abb 683 Aab 685 Ab
Col ch Ne SH (%) F1 233 Abb 181 Aab 129 Aaab 142 Aab 17,1 Ab
Col ch M. SH (%) F1 110 Baa 76 Aaa 85 Baa 123 Bba 99 Ba
Col ch Sig. SH (%) F1 27 Aaa 79 Bca 24 Baa 42 Bba 43 Ba

* Velike ¢rke sluzijo za primerjavo med parametri s fungicidom Skropljenih in neSkropljenih parcelic z
uporabo t-testa (P < 0,05). Majhne ¢rke sluzijo za primerjavo specifi¢nih parametrov med pSeni¢nimi
kultivarji in majhne poudarjene ¢rke za primerjavo parametrov pred in po ¢is¢enju z uporabo Tukey HSD-
testa (P < 0,05). Vse vrednosti so povprecje osmih vrednotenj. Vrednosti, oznacene z enakimi ¢rkami, se
signifikantno ne razlikujejo glede na uporabljen test.

Legenda:

Brez FHB — ni zaznavnih znamenj okuzbe zrnja, Col ch Ne SH — opaZene spremembe barve, ni vidnih
sprememb oblike in velikosti, Col ch M. SH — opazene spremembe barve in zmerne spremembe oblike in
velikosti zrn, Col ch Sig. SH — signifikantne spremembe v barvi zrn, obliki in velikosti. (%) — delez od teze
vzorca. Vsak vzorec je bil sestavljen iz 300 zrn. F1 — frakcija zrn 2,0-2,4 mm, F2 — frakcija zrn > 2,4 mm.
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Preglednica 10: Primerjava razredov zrnja, urejenih glede na prisotnost FHB-simptomov,
ocenjenih z vizualnim razvr§¢anjem semena pred (PC) in po ¢iscenju (F1,
F2). Lokacija Jablje

Table 10: Comparison of grain classes arranged according to the presence of FHB
symptoms, assessed by visual classification of seeds before (PC) and after
treatment (F1, F2). Location Jablje

Skropljeno s fungicidi Renan S. zitarka Bastide Incisif Povpredje:
Brez FHB (%) PC 83,1 Aaa* 795 Bab 848 Abb 733 Baa 80,2 Bb
Col ch Ne SH (%) PC 76 Aab 6,1 Aaa 50 Aaa 124 Abb 78 Aa
Col ch M. SH (%) PC 6,4 Aaa 124 Aba 70 Aaa 75 Aaa 83 Aa
Col ch Sig. SH (%) PC 29 Aab 20 Aaa 32 Aab 68 Abb 47 Ab
Brez FHB (%) F2 83,5 Bba 67,2 Aaa 77,6 Abab 684 Baa 742 Aa
Col ch Ne SH (%) F2 93 Aab 21,2 Bcbh 143 Abb 119 Aab 142 Ab
Col ch M. SH (%) F2 56 Aaa 93 Aaa 6,7 Aaa 109 Aaa 81 Aa
Col ch Sig. SH (%) F2 15 Aaa 23 Aaa 14 Aaa 88 Abb 35 Ab
Brez FHB (%) F1 87,5 Aba 826 Aac 758 Aaa 796 Aaa 814 Ab
Col ch Ne SH (%) F1 42 Aaa 6,2 Aba 148 Acb 6,7 Aba 80 Aa
Col ch M. SH (%) F1 72 Baa 9,1 Aaa 8,3 Aaa 10,8 Aaa 8,9 Aa
Col ch Sig. SH (%) F1 11 Aaa 21 Aba 11 Aaa 29 Aba 18 Aa
Brez fungicidov: Renan S. zitarka Bastide Incisif Povpregje:
Brez FHB (%) PC 775 Abb 62,3 Aaa 76,9 Aba 57,9 Aaa 68,7 Aa
Col ch Ne SH (%) PC 10,8 Baa 12,7 Baa 11,0 Baa 14,2 Aab 13,3 Bab
Col ch M. SH (%) PC 76 Aab 96 Aaba 94 Aabb 124 Bbb 9,7 Ab
Col ch Sig. SH (%) PC 41 Bbb 109 Bcc 2,7 Aab 157 Bdc 84 Bc
Brez FHB (%) F2 69,2 Aba 72,8 Abab 77,1 Aba 56,7 Aaa 69,0 Aa
Col ch Ne SH (%) F2 224 Bbb 144 Aaa 152 Aab 286 Bcc 20,3 Bb
Col ch M. SH (%) F2 46 Aaa 79 Aba 48 Aaa 7,2 Aba 6,1 Aa
Col ch Sig. SH (%) F2 38 Bab 49 Babb 23 Baab 75 Abb 46 Bb
Brez FHB (%) F1 859 Abc 77,6 Aab 774 Aaa 789 Aab 80,0 Ab
Col ch Ne SH (%) F1 89 Baa 12,8 Baa 10,3 Aaa 94 Baa 104 Ba
Col ch M. SH (%) F1 41 Aaa 70 Aba 105 Acb 78 Aba 74 Aa

Col ch Sig. SH (%) F1 11 Aaa 26 Aaba 18 Aaa 39 Bba 24 Aa

* Velike ¢rke sluzijo za primerjavo med parametri S fungicidom skropljenih in neskropljenih parcelic z
uporabo t-testa (P < 0,05). Majhne ¢rke sluzijo za primerjavo specifi¢nih parametrov med pSeni¢nimi
kultivarji in majhne poudarjene ¢rke za primerjavo parametrov pred in po ¢is€enju z uporabo Tukey HSD-
testa (P < 0,05). Vse vrednosti so povprecje osmih vrednotenj. Vrednosti, oznacene z enakimi ¢rkami, se
signifikantno ne razlikujejo glede na uporabljen test.

Legenda:

Brez FHB — ni zaznavnih znamenj okuzbe zrnja, Col ch Ne SH — opaZzene spremembe barve, ni vidnih
sprememb oblike in velikosti, Col ch M. SH — opazene spremembe barve in zmerne spremembe oblike in
velikosti zrn, Col ch Sig. SH — signifikantne spremembe v barvi zrn, obliki in velikosti. (%) — delez od teZe
vzorca. Vsak vzorec je bil sestavljen iz 300 zrn. F1 — frakcija zrn 2,0-2,4 mm, F2 — frakcija zrn > 2,4 mm.
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Preglednica 11: Vsebnost DON v zrnju (ng/kg) pred ¢is¢enjem (PC) in po &iséenju (KC), v
dveh velikostnih frakcijah zrnja Stirih pSeni¢nih kultivarjev s parcel,
Skropljenih in neskropljenih s fungicidi. Lokacija Maribor

Table 11: DON content in grain (ug/kg) before cleaning (PC) and after cleaning (KC) in
two grain size fractions of four wheat cultivars in plots treated and untreated
with fungicides. Location Maribor

Skropljeno s fungicidi Renan S. zitarka  Bastide Incisif Average:
PC

Vse frakcije skupaj 933  Aab* 2548 Acb 1137 Aba 3189 Adb 1952 Ab
Frakcija 2,0-2,4 mm

KC 988 Aa 2456 Acb 1235 Aba 3420 Adc 2024 Ab
R DON con. KC/PC +59 Aab -36 Bb +8,6 Ba +7,2  Aa +3,7 A

Frakcija > 2,4 mm

KC 565 Aaa 2013 Aca 1045 Aba 2316 Aca 1485 Aa
Relativna vsebnost

KC/PC -394 Ac -20,9 Ac -80 Aa -27,3 Ab -239 A
DON brez FHB s. 490 Aa 930 Ab 970 Ab 1070 Ab 940 A

Brez fungicidov:

PC

Vse frakcije skupaj 2425 Bac 3065 Bbb 2878 Bab 4023 Bcb 2911 Bb
Frakcija 2,0-2,4 mm

KC 2139 Bab 3918 Bcc 2907 Bbb 4263 Bdb 3307 Bb
R DON con. KC/PC -11,8 Ba +278 Ab  +10 Ab +59 Ab  +133 B

Frakcija > 2,4 mm

KC 975 Baa 2006 Aba 2207 Bba 3258 Bca 2111 Ba
R DON con. KC/PC -59,8 Bc -3456Ab  -23,3 Ba 191 Aa 274 B
DON brez FHB s. 570 Ba 1030 Ab 1350 Bc 1140 Abc 1022 A

* Velike ¢rke sluzijo za primerjavo med parametri s fungicidom Skropljenih in neSkropljenih parcelic z
uporabo t-testa (P < 0,05). Majhne ¢rke sluzijo za primerjavo specifi¢nih parametrov med pSeni¢nimi
kultivarji in majhne poudarjene ¢rke za primerjavo parametrov pred in po ¢is€enju z uporabo Tukey HSD-
testa (P < 0,05). Vse vrednosti so povprecje osmih vrednotenj. Vrednosti, oznacene z enakimi ¢rkami, se
signifikantno ne razlikujejo glede na uporabljen test.

Legenda:

R DON con. KC/PC — vsebnost DON po ¢&iséenju relativno na vsebnost DON pred ¢igéenjem.

R DON con. KC/PC = 100 —((KC/PC)*100) (= %).

DON brez FHB s. — zrnje iz frakcije >2,4 mm brez vidnih FHB-simptomov.
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Preglednica 12: Vsebnost DON v zrnju (ng/kg) pred ¢is¢enjem (PC) in po &iséenju (KC), v
dveh velikostnih frakcijah zrnja Stirih pSeni¢nih kultivarjev s parcel,
Skropljenih in neskropljenih s fungicidi. Lokacija Jablje

Table 12: DON content in grain (ug/kg) before cleaning (PC) and after cleaning (KC) in
two grain size fractions of four wheat cultivars in plots treated and untreated
with fungicides. Location Jablje

Skropljeno s fungicidi Renan S.zitarka  Bastide Incisif Povprecje

PC

Vse frakcije skupaj 557  Aac* 1289 Abb 1151 Aba 2837 Acc 1458 Ac
Frakcija 2,0-2,4 mm

KC 472 Aab 1015 Abb 1121 Aba 2216 Acb 1206 Ab
R DON con. KC/PC -153 Ab 21,3 Bc 26 Aa -219 Bc -173 B

Frakcija > 2,4 mm

KC 188 Aaa 881 Aba 1043 Aca 1435 Ada 887 Aa
Relativna vsebnost

KC/PC 662 Ad  -31,7 Ab 94 Ac -494 Ac -392 A
DON brez FHB s. 160 Aa 420 Ab 870 Ac 905 Ac 589 A
Brez fungicidov:

BC

Vse frakcije skupaj 1855 Bab 2454 Bbc 1910 Bab 2908 Acc 2282 Ac
Frakcija 2,0-2,4 mm

KC 1730 Bab 2287 Bbb 1560 Baa 2499 Abb 2019 Bb
R DON con. KC/PC -6,7 Ba -6,8 Aa -18,3 Bb -14,1 Ab -115 A

Frakcija > 2,4 mm

KC 524 Baa 1134 Bba 1290 Aba 1231 Aba 1045 Ba
R DON con. KC/PC -71,8 Ac -53,8 Bb -32,5 Ba -57,7 Bb 542 B
DON brez FHB s. 220 Aa 570 Bb 920 Ac 980 Bc 672 B

* Velike ¢rke sluzijo za primerjavo med parametri S fungicidom skropljenih in neskropljenih parcelic z
uporabo t-testa (P < 0,05). Majhne ¢rke sluzijo za primerjavo specificnih parametrov med pSeni¢nimi
kultivarji in majhne poudarjene ¢rke za primerjavo parametrov pred in po ¢is¢enju z uporabo Tukey HSD-
testa (P < 0,05). Vse vrednosti so povprecje osmih vrednotenj. Vrednosti, oznac¢ene z enakimi ¢rkami, se
signifikantno ne razlikujejo glede na uporabljen test.

Legenda:

R DON con. KC/PC — vsebnost DON po ¢&is€enju relativno na vsebnost DON pred ¢igenjem.

R DON con. KC/PC = 100 —((KC/BPC)*100) (+ %).

DON brez FHB s. — zrnje iz frakcije > 2,4 mm brez vidnih FHB-simptomov.
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4.2.1 Razprava o rezultatih vsebnosti DON v razli¢nih velikostnih frakcijah zrnja in

ocenjevanje zrnja po razli¢nih simptomih okuzb

Podatki o vsebnosti DON v razliénih velikostnih frakcijah zrnja glede na izrazanje
simptomov okuzb so prikazani v preglednicah 11 in 12. Postopek ¢iS¢enja je zmanjSal
delez mikotoksinov, razliéno glede na posamezne kultivarje in glede na uporabo
fungicidov. Kot prvo smo opazili, da je bilo zmanjsevanje DON pri frakciji F1 (>2,4 mm)
v povprecju vecje pri poskusih z neskropljenih parcelic (Maribor F1 37,7 %, Jablje F1 53,9
%) kot pri poskusih z aplikacijo fungicidov (Maribor F1 28,6 %, Jablje F1 39,2 %). V
pri zmerno tolerantnem Kkultivarju Renan (39,7-71,8 %) in pri zmerno obcutljivem
kultivarju Zitarka (31,7-53,8 %). Pri poskusih v Jabljah je bilo najvedje zmanjsanje
opazeno pri kultivarju Renan (66,2—71,8 %) ter drugo najvecje pri sorti Incisif (49,4-57,7
%).

Koncna vsebnost DON je pri o¢is¢enem zrnju zelo jasno nakazovala razlike med samimi
sortami. V poskusih v Jabljah je bila najnizja stopnja DON dolo¢ena pri sorti Renan (188
ug/kg za Fl- in 472 pg/kg za F2-kategorijo zrnja). Zrnje sorte Renan je glede na to
primerno za mletje v polnozrnato moko. Tolerantna sorta Bastide je pokazala popolnoma
drugacen rezultat, kjer je bila v smislu odpornosti (ocene FHB, FDK) in po manjsih
izgubah pridelka veliko boljSa od sorte Renan, vendar je na koncu zaradi slabse
in 1121 pg/kg za F2 kategorijo). Zrnje sorte Bastide 1z tega poskusa ni bilo primerno za
predelavo v polnozrnato moko, ker pri postopku proizvodnje polnozrnate moke ne moremo
nadalje zmanjsati vsebnosti mikotoksinov (ni mlevskega odpada). Primerljiv rezultat je bil
pri mariborskem poskusu. Zrnje sorte Renan je bilo primerno za predelavo v polnozrnato
moko, zrnje ostalih sort pa ne. V primeru sorte Super zitarka smo imeli obseZzne fuzarijske
okuzbe, vendar relativno veliko udinkovitost ¢is¢enja. Cisenje je uspesno odstranilo
okuzeno zrnje in na koncu v o¢i§¢enem zrnju ni bilo tako dosti mikotoksina, kljub temu da

je bilo zrnje ob zetvi videti mo¢no okuzeno. Pri sorti Bastide smo imeli majhno okuzbo na
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njivi, vendar tudi majhno ucinkovitost ¢iS¢enja. Pri sorti Incisif je bila okuzba tako izrazita,

da nobena frakcija ni bila primerna za mletje v polnozrnato moko.

Med dolo¢anjem stopnje izrazanja fuzarijskih bolezni na zrnih smo ro¢no odbrali in
zatehtali 100 g zrnja F1 frakcije (>2,4 mm) (zrnje brez vidnih znamenj okuzb s
fuzariozami, v preglednicah 9 in 10 oznaceno kot Brez FHB). V preglednicah 11 in 12 so
podatki prikazani pod oznako DON brez FHB. Opazimo lahko, da je bila v mariborskem
poskusu najnizja vsebnost DON dolocena pri sorti Renan in da vsebnosti, dolo¢ene pri
sorti Bastide (970 in 1350 pg/kg) niso bile signifikantno nizje od vrednosti, doloCene pri
sorti Incisif (1070 in 1140 pg/kg). Ta rezultat je bil presenetljiv za nas, posebej ce
upostevamo zacetno vsebnost DON pred ¢iscenjem, ki je bila skoraj dvakrat visja pri
obcutljivi sorti Incisif kakor pri tolerantni sorti Bastide. Podobni rezultati so bili pri
poskusu v Jabljah. Tudi tu je bila dolo¢ena najnizja vsebnost DON pri sorti Renan in
najvisja pri sorti Incisif. Razlike med vsebnostjo DON pri sorti Bastide (870 in 920 pg/kg)
in Incisif (905 in 980 pg/kg) niso bile statisticno znadilne. Ta rezultat potrjuje naso
hipotezo, da obstajo sorte, ki so tolerantne na primarne okuzbe s fuzariozami in ne utrpijo
znaCilnih deformacij tkiva zaradi okuzb. Zrnje takih sort lahko na zunaj izgleda skoraj

povsem zdravo, vendar vsebuje relativno visoke vsebnosti DON.

Frakcionirana porazdelitev DON v zrnju psenice je dobro poznana in raziskana s strani
mnogih raziskovalcev (Scott s sod. 1983, Scott s sod. 1984, Young s sod. 1984, Abbas s
sod. 1985, Seitz s sod. 1986, Lee s sod. 1987, Nowicki s sod. 1988, Trigo-Stockli s sod.
1996, Larsen s sod. 2004, Hazel in Patel 2004, Visconti s sod. 2004, Railiene s sod. 2005,
Jouany 2007, Naresh in Aldred 2007, Bullerman in Bianchini 2007, Gértner s sod. 2007,
Palpacelli s sod. 2007, Kushiro 2008) in smo jo potrdili tudi v nasi raziskavi. Rezultati nase
raziskave v tem parametru ne odstopajo od drugih raziskav. Dejstvo, da agrotehnika
pridelave (Champeil s sod. 2004, Jouany s sod. 2007 ) ter sortne znacilnosti (odpornost
oziroma tolerantnost) (Mesterhazy 2003) vplivajo na vsebnost DON smo potrdili tudi v

na$i raziskavi.
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V nasem poskusu so bile vsebnosti DON vecje pri neuporabi fungicidov v primerjavi s
vsebnostmi pri uporabi fungicidov, kar je primerljivo z rezultati raziskave Champeila s
sodelavci (2004), ampak pri doloGenih sortah po posameznih frakcijah ni bilo statisti¢nih
razlik med zrnjem iz pridelave z uporabo fungicidov ter brez fungicidov (preglednici 11 in
12).

Vv W

vsebnosti DON, vendar v nobenem primeru niso rezultirali s popolno odstranitvijo
toksinov (Bullerman in Bianchini 2007, Lancova s sod. 2008, Kushiro 2008). Na zmoznost
¢is€enja so tudi v njihovem primeru vplivale sortne znacilnosti. Sorte, ki so dovzetne za
okuzbe, imajo izrazitejSa bolezenska znamenja na zrnju in okuzeno zrnje je tako mogoce
lazje odstraniti (Nowicki s sod. 1988, Chelkowski in Perkowski 1992, Kushiro 2008).
Sorte, ki so tolerantnejse na okuzbe s fuzariozami, imajo ve¢ zrnja brez bolezenskih
znamenj, ki jih je tezje odstraniti s tradicionalnimi postopi ¢iS¢enja, in tako lahko pri njih
prihaja do manjSega ucinka ¢iS€enja na zmanjSevanje vsebnosti DON. V naSem poskusu

smo pri sortah, ki so tolerantnej$e na fuzarioze, opazili manj$o u¢inkovitost postopkov

¢is€enja na zmanjSevanje vsebnosti DON.

Raziskav, ki bi neposredno obravnavale sorte, ki smo jih mi vkljuéili v poskus, pri naSem
pregledu literature nismo zaznali. Zato ne moremo opraviti neposrednih primerjav nasih

rezultatov z drugimi rezultati.
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4.3  Rezultati analize regresijske povezave med stopnjo okuZenosti klasov s
fuzariozami (%, FHB) oziroma deleZem s fuzariozami okuZenih zrn (%, FDK)

in vsebnostjo DON (ug/kg) v razli¢nih frakcijah zrnja

Preglednica 13: Prikaz tesnosti linearne povezave (dk — determinacijski koeficient) med ocenjeno
stopnjo okuzenosti klasov s fuzariozami (%, FHB) oziroma delezem s fuzariozami
okuzenih zrn (%, FDK) in vsebnostjo DON (ug/kg) v razli¢nih frakcijah zrnja

wrw v

pred in po ¢iséenju. Sorta Renan, lokacija Maribor

Table 13: Tightness of the linear relationship (dk — coefficient of determination) between the
estimated rate of wheat heads infections with FHB (%, FHB) or percentage of infected
kernels (%, FDK) and DON content (ng/kg) in different grain fractions before and after
treatment. Variety Renan, location Maribor

- Z uporabo fungicidov: - Brez uporabe fungicidov:

SORTA RENAN

Mo ¥

DON v nepreci§¢enem zrnju ob Zetvi

Pov. = 2425 pg/kg

DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi

Pov. = 932,5 ng/kg

FHB Don =462,6 + 32,7 * Fhb, dk = 0,98 Don = 484,4 + 81,2 * Fhb, dk = 0,96
R? = 0,96, Standardna napaka=25,4 R? = 0,93, Standardna napaka = 91,8
FDK Don =628,1 + 18,1 * Fdk, dk = 0,95 Don =774,2 + 73,2 * Fdk, dk = 0,96

R? = 0,90, Standardna napaka = 39,8 R? = 0,92, Standardna napaka = 96,7

Mew v

DON v AC1-frakciji po ¢is¢enju
Pov. = 988 ng/kg

Y

DON v AC1-frakciji po ¢is€enju
Pov. = 2139,25 png/kg

FHB Don =-214,1 + 83,8 * Fhb, dk = 0,88 Don = -1283,9 + 143,2 * Fdk, dk = 0,88
R? = 0,77, Standardna napaka = 178,0 R?=0,78, Standardna napaka = 312,7
FDK Don = 318,7 + 39,8 * Fdk, dk = 0,73 Don =-938,1 + 136,5 * Fdk, dk = 0,93

R? = 0,53, Standardna napaka = 253,8 R? = 0,87, Standardna napaka = 243,8

DON v AC2-frakciji po ¢iS¢enju
Pov. =565 ng/kg

DON v AC2-frakciji po €is€enju
Pov. = 974,75 pg/kg

FHB Don =192,8 + 25,9 * Fhb, dk = 0,78 Don =522,4 + 18,9 * Fhb, dk = 0,65
R? = 0,60, Standardna napaka = 81,8 R? = 0,43, Standardna napaka = 90,7
FDK Don =287,4 + 16,5 * Fdk, dk=0,87 Don =574,6 + 17,7 * Fdk, dk = 0,68

R?= 0,76, Standardna napaka=64,1 R? = 0,46, Standardna napaka = 88,17

DON v zrnih brez znamenj okuzbe
Pov. = 489,75 ng/kg

DON v zrnih brez znamenj okuzbe
Pov. = 570 ng/kg

FHB Don =210,2 + 19,5 * Fhb, dk = 0,88 Don =1054 - 20,2 * Fhb, dk = 0,51
R? = 0,77, Standardna napaka = 41,5 R? = 0,26, Standardna napaka = 142,2
FDK Don =357,9 + 7,8 * Fdk, dk = 0,62 Don =1115,4 — 24,2 * Fdk, dk = 0,67

R? = 0,39, Standardna napaka = 68,1

R? = 0,45, Standardna napaka = 122,3
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Preglednica 14: Prikaz tesnosti linearne povezave (dk - determinacijski koeficient) med ocenjeno

stopnjo okuzenosti klasov s fuzariozami (%, FHB) oziroma delezem s fuzariozami
okuzenih zrn (%, FDK) in vsebnostjo DON (ug/kg) v razli¢nih frakcijah zrnja

pred in po ¢iscenju. Sorta Super Zitarka, lokacija Maribor

Table 14: Tightness of the linear relationship (dk — coefficient of determination) between the
estimated rate of wheat heads infections with FHB (%, FHB) or percentage of infected
kernels (%, FDK) and DON content (ng/kg) in different grain fractions before and after
treatment. Variety Super zitarka, location Maribor
Z uporabo fungicidov Brez uporabe fungicidov

SORTA SUPER ZITARKA
DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi
Pov. = 3372,5 pg/kg Pov. = 3787 ng/kg

FHB Don = 2432,1 + 39,7 * Fhb, dk = 0,73 Don = 1157,4+ 71,3 * Fhb, dk = 0,22
R? = 0,54, Standardna napaka = 107,0 R? = 0,05, Standardna napaka = 993,2

FDK Don = 2613,4 + 28,6 * Fdk, dk = 0,36 Don =-1679,6 + 159,8 * Fdk, dk = 0,87
R? = 0,13, Standardna napaka = 147,5 R? = 0,75, Standardna napaka = 503,0
DON v AC1-frakciji po ¢is€enju DON v AC1-frakciji po ¢is¢enju
Pov. = 2456 ng/kg Pov. = 3918 ng/kg

FHB Don =-983,7 + 154,1 * Fhb, dk = 0,99 Don = 1359 + 69,3* Fhb, dk = 0,29
R?=0,99, Standardna napaka = 23,2 R? = 0,08, Standardna napaka = 718

FDK Don =-2619,1 + 191,1 * Fdk, dk = 0,88 Don =-300 + 123,3 * Fdk, dk = 0,91
R? = 0,78, Standardna napaka = 198,5 R? = 0,83, Standardna napaka = 310,5
DON v AC2-frakciji po ¢is¢enju DON v AC2-frakciji po ¢is¢enju
Pov. = 2013 pg/kg Pov. = 2005,75 pg/kg

FHB Don = 1253,8 + 32 * Fhb, dk = 0,72 Don =858,4 + 31,1 * Fhb, dk = 0,60
R? = 0,52, Standardna napaka = 90,4 R? = 0,35, Standardna napaka = 131,8

FDK Don = 14155 + 22,3 * Fdk, dk = 0,34 Don = 1295,9 + 20,7 * Fdk, dk = 0,70
R?= 0,11, Standardna napaka = 122,6 R? = 0,49, Standardna napaka = 116,9
DON v zrnih brez znamenj okuzbe DON v zrnih brez znamenj okuzbe
Pov. = 930 pg/kg Pov. = 1029,75 pg/kg

FHB Don =491,3 + 18,5 * Fhb, dk = 0,85 Don=-1117,4 + 58,2 * Fhb, dk = 0,87,

R? = 0,72, Standardna napaka = 33,8 R? = 0,75, Standardna napaka = 104,5

FDK Don =474,9 + 17,1 * Fdk, dk = 0,53 Don=812,2 + 6,4 * Fdk, dk = 0,17

R? = 0,28, Standardna napaka = 54,2

R? = 0,03, Standardna napaka = 207,3
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Preglednica 15: Prikaz tesnosti linearne povezave (dk — determinacijski koeficient) med ocenjeno

stopnjo okuzenosti klasov s fuzariozami (%, FHB) oziroma delezem s fuzariozami
okuzenih zrn (%, FDK) in vsebnostjo DON (ug/kg) v razli¢nih frakcijah zrnja

pred in po ¢is€enju. Sorta Bastide, lokacija Maribor

Table 15: Tightness of the linear relationship (dk — coefficient of determination) between the
estimated rate of wheat heads infections with FHB (%, FHB) or percentage of infected
kernels (%, FDK) and DON content (ng/kg) in different grain fractions before and after
treatment. Variety Bastide, location Maribor
Z uporabo fungicidov Brez uporabe fungicidov

SORTA BASTIDE
DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi
Pov. = 1136,75 pg/kg Pov. = 2877,5 pg/kg

FHB Don =1182,1 - 3,6 * Fhb, dk = 0,35 Don =1998,2 + 57,8 * Fhb, dk = 0,40
R? = 0,16, Standardna napaka = 21,3 R? = 0,16, Standardna napaka = 182,0

FDK Don = 1149,35 - 1,5 * Fdk, dk = 0,15 Don = 3236,8 — 25,1 * Fdk, dk = 0,23
R? = 0,02, Standardna napaka = 22,3 R? = 0,05, Standardna napaka = 153,7
DON v AC1-frakciji po ¢is€enju DON v AC1-frakciji po ¢is€enju
Pov. = 1235 pg/kg Pov. =2906,75 ng/kg

FHB Don =1154,1 + 6,5 * Fhb, dk = 0,15 Don =2941,8 - 2,30 * Fhb, dk = 0,01
R? = 0,02, Standardna napaka = 94,8 R? = 0,0, Standardna napaka = 236,8

FDK Don =985,8 + 29,6 * Fdk, dk = 0,70 Don = 2462,5 + 31,0 * Fdk, dk = 0,24
R? = 0,49, Standardna napaka = 68,2 R? = 0,06, Standardna napaka = 230
DON v AC2-frakciji po ¢iS¢enju DON v AC2-frakciji po ¢iS¢enju
Pov. = 1044,5 pg/kg Pov. = 2207,25 pg/kg

FHB Don = 430,6 + 49,3 * Fhb, dk = 0,39 Don =-176,3 + 156,8 * Fhb, dk = 0,46
R? = 0,15, Standardna napaka = 259,3 R?= 0,21, Standardna napaka = 422,2

FDK Don = 225,6 + 97,2 * Fdk, dk = 0,79 Don = 3287,8 - 75,4 * Fdk, dk = 0,29
R? = 0,62, Standardna napaka = 173,5 R? = 0,08, Standardna napaka = 454,9
DON v zrnih brez znamenj okuzbe DON v zrnih brez znamenj okuzbe
Pov. = 970,25 pg/kg Pov. = 1350 pg/kg

FHB Don =1504,8 - 42,9 * Fhb, dk = 0,65 Don = 4004,1 - 174,6* Fhb, dk = 0,96
R? = 0,42, Standardna napaka = 111,3 R? = 0,91, Standardna napaka = 73,9

FDK Don = 1268,8 - 35,4 * Fdk, dk = 0,55 Don =-416,9 + 123,3 * Fdk, dk = 0,88

R? = 0,30, Standardna napaka = 121,8

R? = 0,78, Standardna napaka = 118,5
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Preglednica 16: Prikaz tesnosti linearne povezave (dk — determinacijski koeficient) med ocenjeno

stopnjo okuzenosti klasov s fuzariozami (%, FHB) oziroma delezem s fuzariozami
okuzenih zrn (%, FDK) in vsebnostjo DON (ug/kg) v razli¢nih frakcijah zrnja

pred in po ¢is¢enju. Sorta Incisif, lokacija Maribor

Table 16: Tightness of the linear relationship (dk — coefficient of determination) between the
estimated rate of wheat heads infections with FHB (%, FHB) or percentage of infected
kernels (%, FDK) and DON content (ng/kg) in different grain fractions before and after
treatment. Variety Incisif, location Maribor
Z uporabo fungicidov Brez uporabe fungicidov

SORTA INCISIF
DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi
Pov. = 3188,66 pg/kg Pov. = 4084 pg/kg

FHB Don =-160,1 + 109,4 * Fhb, dk = 0,95 Don =-534,5 + 108 * Fhb, dk = 0,48
R? = 0,90, Standardna napaka = 177,3 R? = 0,23, Standardna napaka = 736,8

FDK Don =-1079,2 + 140* Fdk, dk = 0,89 Don = 1469,8 + 69,2 * Fdk, dk = 0,27
R? = 0,79, Standardna napaka = 264,6 R? = 0,07, Standardna napaka = 809,3
DON v AC1-frakciji po ¢iScenju DON v AC1-frakciji po ¢is¢enju
Pov. = 3420,1 pg/kg Pov. = 4262,5 pg/kg

FHB Don = 3078,8 + 11,1 * Fhb, dk = 0,96 Don =-3396,6 + 179,2 * Fhb, dk = 0,84
R? = 0,93, Standardna napaka = 15,1 R? = 0,71, Standardna napaka = 430,9

FDK Don =3120,7 + 9,8 * Fdk, dk = 0,62 Don = 899,8 + 89 * Fdk, dk = 0,36
R? = 0,38, Standardna napaka = 45,4 R? = 0,13, Standardna napaka = 741,3
DON v AC2-frakciji po ¢iS¢enju DON v AC2-frakciji po ¢iS¢enju
Pov. = 2316,39 pg/kg Pov. = 3258,25 ng/kg

FHB Don = 1825,8 + 16 * Fhb, dk = 0,37 Don =-10553,5 + 323,1 * Fhb, dk = 0,73,

R? = 0,14, Standardna napaka = 198,6 R? = 0,53, Standardna napaka = 1136,2

FDK Don =792,6 + 50 * Fdk, dk = 0,85 Don =1084,5 + 57,5* Fdk, dk = 0,11
R? = 0,73, Standardna napaka = 111,7 R? = 0,01, Standardna napaka = 1647,7
DON v zrnih brez znamenj okuzbe DON v zrnih brez znamenj okuzbe
Pov. = 170,15 pg/kg Pov. = 1140 pg/kg

FHB Don =-305,1 + 15,5 * Fhb, dk = 0,95 Don =1014,3 + 2,9 * Fhb, dk = 0,13
R? = 0,90, Standardna napaka = 26,4 R? = 0,02, Standardna napaka = 86,9

FDK Don =-481, + 21,4 * Fdk, dk = 0,95 Don =426,4 + 18,9 * Fdk, dk = 0,70

R? = 0,91, Standardna napaka = 25,2

R?=0,49 Standardna napaka = 62,5
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Preglednica 17: Prikaz tesnosti linearne povezave (dk — determinacijski koeficient) med ocenjeno

stopnjo okuzenosti klasov s fuzariozami (%, FHB) oziroma delezem s fuzariozami
okuzenih zrn (%, FDK) in vsebnostjo DON (ug/kg) v razli¢nih frakcijah zrnja

pred in po ¢is¢enju. Sorta Renan, lokacija Jablje

Table 17: Tightness of the linear relationship (dk — coefficient of determination) between the
estimated rate of wheat heads infections with FHB (%, FHB) or percentage of infected
kernels (%, FDK) and DON content (ng/kg) in different grain fractions before and after
treatment. Variety Renan, location Jablje
Z uporabo fungicidov: Brez uporabe fungicidov:

SORTA RENAN
DON v nepreciS¢enem zrnju ob Zetvi DON v nepreciS¢enem zrnju ob Zetvi
Pov. = 557,25 pg/kg Pov. = 1885 ng/kg

FHB Don = 368,5 + 27,3 * Fhb, dk = 0,83 Don = 13,6+ 158,3 * Fhb, dk = 0,99
R? = 0,68, Standardna napaka = 70,2 R? = 0,99, Standardna napaka = 35,1

FDK Don=171,9 + 31,3 * Fdk, dk = 0,90 Don =148,1 + 93,9 * Fdk, dk = 0,99
R? = 0,81, Standardna napaka = 54,7 R? = 0,98, Standardna napaka = 56,9
DON v AC1-frakciji po ¢is€enju DON v AC1-frakciji po ¢iS€enju
Pov. = 472,25 pg/kg Pov. = 1729,5 pg/kg

FHB Don = 308,0 + 23,8 * Fhb, dk = 0,70 Don =58,7 + 141,3 * Fhb, dk = 0,99
R? = 0,49, Standardna napaka = 92,2 R? = 0,98, Standardna napaka = 46,5

FDK Don = 44,3 + 34,8 * Fdk, dk = 0,97 Don=172,7 + 84,2 * Fdk, dk = 0,99
R? = 0,94, Standardna napaka = 32,3 R? = 0,98, Standardna napaka = 53,2
DON v AC2-frakciji po ¢is€enju DON v AC2-frakciji po ¢is€enju
Pov. = 187,5 pg/kg Pov. = 523,5 ng/kg

FHB Don =97,3 + 13,1 * Fhb, dk = 0,41 Don =-913,7 + 121,5 * Fhb, dk = 0,83
R? = 0,94, Standardna napaka = 32,3 R? = 0,70, Standardna napaka = 194,8

FDK Don =-186,8 + 30,4 * Fdk, dk = 0,92 Don =-865,2 + 75,1 * Fdk, dk = 0,86
R? = 0,84, Standardna napaka = 47,6 R? = 0,74, Standardna napaka = 178,6
DON v zrnih brez znamenj okuzbe DON v zrnih brez znamenj okuzbe
Pov. = 160,25 pg/kg Pov. = 220,25 pg/kg

FHB Don = 45,6 + 16,6 * Fhb, dk = 0,97 Don =-26,1 + 20,8 * Fhb, dk = 0,77
R? = 0,94, Standardna napaka = 15,7 R? = 0,60, Standardna napaka = 41,6

FDK Don =64,5+ 7,8 * Fdk, dk = 0,43 Don=-54+12.2*Fdk, dk=0,76

R?=0,19, Standardna napaka = 58,3

R?= 0,57, Standardna napaka = 42,8
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Preglednica 18: Prikaz tesnosti linearne povezave (dk — determinacijski koeficient) med ocenjeno

stopnjo okuzenosti klasov s fuzariozami (%, FHB) oziroma delezem s fuzariozami
okuzenih zrn (%, FDK) in vsebnostjo DON (ug/kg) v razli¢nih frakcijah zrnja

wrw v

pred in po ¢iscenju. Sorta Super zitarka, lokacija Jablje

Table 18: Tightness of the linear relationship (dk — coefficient of determination) between the
estimated rate of wheat heads infections with FHB (%, FHB) or percentage of infected
kernels (%, FDK) and DON content (ng/kg) in different grain fractions before and after
treatment. Variety Super zitarka, location Jablje
Z uporabo fungicidov Brez uporabe fungicidov

SORTA SUPER ZITARKA
DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi
Pov. = 1288,71 pg/kg Pov. = 2453,77 pg/kg

FHB Don =-1182,2 + 120,8 * Fhb, dk = 0,97 Don =-4336,9 + 232,4 * Fhb, dk = 0,75
R? = 0,95, Standardna napaka = 105,9 R? = 0,57, Standardna napaka = 338,1

FDK Don =-261,5+ 72,0 * Fdk, dk = 0,98 Don =-244,6 + 101,1 * Fdk, dk = 0,55
R?=0,97, Standardna napaka = 79,7 R? = 0,30, Standardna napaka = 429,7
DON v AC1-frakciji po ¢iScenju DON v AC1-frakciji po ¢iscenju
Pov. = 1014,77 ng/kg Pov. =2287,11 png/kg

FHB Don =154,4 + 42,1 * Fhb, dk = 0,94 Don =-5437,3 + 264,3* Fhb, dk = 0,84
R? = 0,88, Standardna napaka = 58,1 R? = 0,70, Standardna napaka = 284,1

FDK Don =490,0 + 24,4 * Fdk, dk = 0,92 Don =-1241,9 + 132,2 * Fdk, dk = 0,70
R? = 0,85, Standardna napaka = 64,1 R? = 0,50, Standardna napaka = 372,7
DON v AC2-frakciji po ¢is€enju DON v AC2-frakciji po ¢iS€enju
Pov. = 780,85 pg/kg Pov. = 1133,79 ng/kg

FHB Don =-374,9 + 56,5 * Fhb, dk = 0,98 Don =-6521,2 + 261,9 * Fhb, dk = 0,94
R? = 0,95, Standardna napaka = 46,6 R? = 0,89, Standardna napaka = 153,5

FDK Don =55,0 + 33,7 * Fdk, dk = 0,99 Don =-3127,6 + 159,6 * Fdk, dk = 0,96
R?= 0,98, Standardna napaka = 31,8 R?=0,92, Standardna napaka = 128,6
DON v zrnih brez znamenj okuzbe DON v zrnih brez znamenj okuzbe
Pov. = 420,25 ng/kg Pov. = 570 png/kg

FHB Don =-325,4 + 36,5 * Fhb, dk = 0,99 Don = 1453 - 30,2* Fhb, dk = 0,64
R? = 0,99, Standardna napaka = 13,6 R? = 0,41, Standardna napaka = 60

FDK Don = -44 + 21,6 * Fdk, dk = 0,99 Don = 855,3 - 10,7* Fdk, dk = 0,38
R? = 0,99, Standardna napaka = 4,5 R? = 0,14, Standardna napaka = 72,4
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Preglednica 19: Prikaz tesnosti linearne povezave (dk — determinacijski koeficient) med ocenjeno

stopnjo okuzenosti klasov s fuzariozami (%, FHB) oziroma delezem s fuzariozami
okuzenih zrn (%, FDK) in vsebnostjo DON (ug/kg) v razli¢nih frakcijah zrnja

pred in po ¢is¢enju. Sorta Bastide, lokacija Jablje

Table 19: Tightness of the linear relationship (dk — coefficient of determination) between the
estimated rate of wheat heads infections with FHB (%, FHB) or percentage of infected
kernels (%, FDK) and DON content (ng/kg) in different grain fractions before and after
treatment. Variety Bastide, location Jablje
Z uporabo fungicidov Brez uporabe fungicidov

SORTA BASTIDE
DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi
Pov. = 1151,16 pg/kg Pov. = 1910,4 pg/kg

FHB Don = 1266 — 20,2 * Fhb, dk = 0,05 Don = 2765,2 — 94,9 * Fhb, dk = 0,29
R? = 0,01, Standardna napaka = 493,2 R? = 0,08, Standardna napaka = 444,2

FDK Don =2110,9 — 92,1* Fdk, dk = 0,41 Don = 2296,4 — 26,8 * Fdk, dk = 0,18
R?= 0,17, Standardna napaka = 450,6 R? = 0,03, Standardna napaka = 456,5
DON v AC1-frakciji po ¢is€enju DON v AC1-frakciji po ¢is€enju
Pov. = 1121,44 pg/kg Pov. = 1559,64 ng/kg

FHB Don =906,5 + 37,9 * Fhb, dk = 0,55 Don =1942,7 — 42,7 * Fhb, dk = 0,21
R? = 0,30, Standardna napaka = 77,4 R? = 0,04, Standardna napaka = 277,6

FDK Don =996,3 + 12,0 * Fdk, dk = 0,28 Don = 869,8 + 47,8 * Fdk, dk = 0,52
R? = 0,08, Standardna napaka = 88,9 R? = 0,27, Standardna napaka = 242,3
DON v AC2-frakciji po ¢iS€enju DON v AC2-frakciji po ¢iS¢enju
Pov. = 1043,39 pg/kg Pov. = 1289,55 pg/kg

FHB Don =819,9 + 39,4 * Fhb, dk = 0,17 Don =2741,7-161,3 * Fhb, dk = 0,38
R? = 0,03, Standardna napaka = 306,7 R? = 0,15, Standardna napaka = 548,6

FDK Don = 2066 — 98,1 * Fdk, dk = 0,69 Don = 2365 -74,5* Fdk, dk = 0,39
R? = 0,48, Standardna napaka = 224,4 R? = 0,15, Standardna napaka = 547,2
DON v zrnih brez znamenj okuzbe DON v zrnih brez znamenj okuzbe
Pov. = 870 pg/kg Pov. = 920 pg/kg

FHB Don =912 - 7,4 * Fhb, dk = 0,03 Don = 295,8 + 69,3 * Fhb, dk = 0,47
R? = 0,0, Standardna napaka = 363 R? = 0,22, Standardna napaka = 184,2

FDK Don =1631,3 - 73 * Fdk, dk = 0,44 Don =1166,8 - 17,1 * Fdk, dk = 0,25

R?= 0,19, Standardna napaka = 325,8

R? = 0,06, Standardna napaka = 201,7
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Preglednica 20: Prikaz tesnosti linearne povezave (dk — determinacijski koeficient) med ocenjeno

stopnjo okuzenosti klasov s fuzariozami (%, FHB) oziroma delezem s
fuzariozami okuzenih zrn (%, FDK) in vsebnostjo DON (pg/kg) v razli¢nih

Vot v

frakcijah zrnja pred in po ¢is€enju. Sorta Incisif, lokacija Jablje

Table 20: Tightness of the linear relationship (dk — coefficient of determination) between the
estimated rate of wheat heads infections with FHB (%, FHB) or percentage of infected
kernels (%, FDK) and DON content (ng/kg) in different grain fractions before and after
treatment. Variety Incisif, location Jablje
Z uporabo fungicidov Brez uporabe fungicidov

SORTA INCISIF
DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi
Pov. = 2837,25 pg/kg Pov. = 2907,5 pg/kg

FHB Don =1820,9 + 56,8 * Fhb, dk = 0,99 Don =-1097,8 + 140,5 * Fhb, dk = 0,80
R? = 0,99, Standardna napaka=26,7 R? = 0,64, Standardna napaka = 535

FDK Don = 2259,3 + 25,5* Fdk, dk = 0,93 Don =-3945,5 + 230,3 * Fdk, dk = 0,84
R? = 0,86, Standardna napaka = 99,2 R? = 0,70, Standardna napaka = 484,2
DON v AC1-frakciji po ¢is¢enju DON v AC1-frakciji po ¢iscenju
Pov. = 2215,75 pg/kg Pov. =2499,25 pg/kg

FHB Don =890,8 + 74 * Fhb, dk = 0,78 Don = -2866,3 + 188,3 * Fhb, dk = 0,75
R? = 0,61, Standardna napaka = 277,2 R? = 0,57, Standardna napaka = 831,7

FDK Don = 1534 + 30 * Fdk, dk = 0,66 Don =-5842,6 + 280,4 * Fdk, dk = 0,72
R? = 0,44, Standardna napaka = 334,1 R? = 0,51, Standardna napaka = 878,9
DON v AC2-frakciji po ¢iS€enju DON v AC2-frakciji po ¢iS¢enju
Pov. = 1435,25 pg/kg Pov. = 1231 pg/kg

FHB Don =-245,2 + 93,9 * Fhb, dk = 0,91 Don =-336,6 + 55 * Fhb, dk = 0,82
R? = 0,82, Standardna napaka = 204,2 R? = 0,66, Standardna napaka = 196,8

FDK Don = 322,1 + 49 * Fdk, dk = 0,99 Don =-1611,7 + 95,5* Fdk, dk = 0,91
R? = 0,98, Standardna napaka = 74,9 R?= 0,82, Standardna napaka = 142,5
DON v zrnih brez znamenj okuzbe DON v zrnih brez znamenj okuzbe
Pov. = 905,25 pg/kg Pov. =980 ng/kg

FHB Don = 314,7 + 33 * Fhb, dk = 0,97 Don =817,7 + 5,7 * Fhb, dk = 0,11
R?= 0,94, Standardna napaka = 38 R? = 0,01, Standardna napaka = 247,1

FDK Don =539,6 + 16,1 * Fdk, dk = 0,99 Don =-215,1 + 40,2 * Fdk, dk = 0,52

R?= 0,98, Standardna napaka = 24,4

R?= 0,27, Standardna napaka = 212,1
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4.3.1 Razprava o rezultatih analize regresijske povezave med stopnjo okuzenosti klasov s
fuzariozami (%, FHB) oziroma delezem s fuzariozami okuzenih zrn (%, FDK) in

vsebnostjo DON (ug/kg) v razli¢nih frakcijah zrnja

Kot je bilo pricakovano, se determinacijski koeficienti zelo razlikujejo med posameznimi
sortami, nacini tretiranja ter lokacijo. Tako je bila regresijska povezava med stopnjo
okuzenosti klasov s fuzariozami (% FHB) ter delezem s fuzariozami okuzenih zrn (%
FDK) pri sorti Renan na lokaciji Maribor vec¢inoma zelo tesna (preglednica 13). Srednje
tesna povezava je bila edino pri DON v zrnih brez znamenj okuzbe (z uporabo fungicidov)
pri FDK (dk = 0,62) ter pri neuporabi fungicidov FHB (dk = 0,51). Na lokaciji Jablje so pri
tej sorti prav tako prevladovale tesne regresijske povezave, srednje tesne smo opazili edino
pri FHB in DON v AC2-frakciji po ¢is¢enju/uporaba funcicidov (dk = 0,41) ter FDK in
DON v zrnih brez znamenj okuzbe/uporaba fungicidov (dk = 0,43) (preglednica 17).

Sorta Super zitarka je na lokaciji Maribor imela mocno regresijsko povezavo pri FHB z
DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi/uporaba fungicidov, DON v AC1-frakciji po
¢is¢enju/uporaba fungicidov, DON v AC2-frakciji po ¢is¢enju/uporaba fungicidov in DON
v zrnih brez znamenj okuzbe/uporaba fungicidov/brez fungicidov ter pri FDK z DON v
nepre¢is¢enem zrnju ob zetvi/brez fungicidov, DON v AC1-frakciji po ¢is¢enju/uporaba
fungicidov/brez fungicidov, DON v AC2-frakciji po CciS€enju/brez fungicidov. Slaba
regresijska povezava je bila med FHB in DON v nepre¢is¢enem zrnju ob Zetvi/brez
fungicidov (dk = 0,22) ter FDK in DON v zrnih brez znamenj okuzbe/brez fungicidov (dk
= 0,17). Pri ostalih parametrih so bile regresijske povezave srednje tesne (preglednica 14).
Na lokaciji Jablje so pri sorti Super zitarka veCinoma prevladovale tesne regresijske
povezave (preglednica 18), srednje tesne povezave so bile opazene pri parametrih FHB in
DON v neprecis¢enem zrnju ob zetvi/brez fungicidov (dk = 0,55), FHB in DON v zrnih
brez znamenj okuzbe/brez fungicidov (dk = 0,64) ter FDK in DON v neprecis¢enem zrnju
ob Zetvi/brez fungicidov (dk = 0,55) ter Sibka pri FDK in DON v zrnih brez znamenj

okuzbe/brez fungicidov (dk = 0,38).
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Sorta Bastide je na lokaciji Maribor izkazovala ve¢inoma Sibkejse regresijske povezave
med parametri (preglednica 15). Tako smo jih zaznali pri FHB in DON v AC1-frakciji po
¢is¢enju/uporaba fungicidov/brez fungicidov (dk = 0,15, dk = 0,01) ter pri FDK in DON v
nepreCis¢enem zrnju ob zetvi/uporaba fungicidov/brez fungicidov (dk = 0,15, dk = 0,23),
FDK in DON v AC1-frakciji po ¢iscenju/brez fungicidov (dk = 0,24), FHB in DON v
nepre¢is¢enem zrnju ob Zetvi/uporaba fungicidov (dk = 0,35) ter FHB in DON v AC2-
frakciji po ¢iS€enju/uporaba fungicidov (dk = 0,39). Srednje tesne povezave so bile pri
FHB in DON v neprecis¢enem zrnju ob zetvi/ brez fungicidov (dk = 0,40), FHB in DON v
AC2-frakciji po ¢is¢enju/brez fungicidov (dk = 0,46), Sibka korelacija pri FDK in DON v
AC2-frakciji po ¢is¢enju/brez fungicidov (dk = 0,29) in srednje tesna FDK ter DON v
zrnih brez znamenj okuzbe/uporaba fungicidov (dk = 0,55). Ostali parametri so kazali
tesne povezave (preglednica 15). Na lokaciji Jablje so bili pri sorti Bastide podobni
rezultati (preglednica 19). Sibke regresijske povezave smo opazili pri FHB in DON v
nepre¢iséenem zrnju ob Zetvi/uporaba fungicidov (dk = 0,05), FHB in DON v AC1-frakciji
po cis¢enju/brez fungicidov (dk = 0,21), FHB in DON v AC2-frakciji po ¢iS€enju/uporaba
fungicidov (dk = 0,17) ter FHB in DON v zrnih brez znamenj okuzbe/uporaba fungicidov
(dk = 0,03). Sibka korelacija je bila med FDK ter DON v nepredi§éenem zrnju ob
zetvi/brez fungicidov (dk = 0,18). Sibke regresijske povezave smo opazili tudi pri FHB in
DON v neprec¢iséenem zrnju ob zetvi/brez fungicidov (dk = 0,29), FHB in DON v AC2-
frakeiji po ¢is€enju/brez fungicidov (dk = 0,38) ter srednje mocne pri FHB in DON v zrnih
brez znamenj okuzbe/brez fungicidov (dk = 0,47) in FHB in DON v AC1-frakciji po
¢is¢enju/uporaba fungicidov (dk = 0,55). Srednje tesno povezavo smo dokazali tudi pri
FDK in DON v neprec¢iS¢enem zrnju ob Zetvi/uporaba fungicidov (dk = 0,41), FDK in
DON v AC1-frakciji po ¢iscenju/ brez fungicidov (dk = 0,52), FDK in DON v AC2-
frakciji po ¢is¢enju/uporaba fungicidov (dk = 0,69) ter FDK in DON v zrnih brez znamenj
okuzbe/uporaba fungicidov (dk = 0,44). Sibke povezave smo ugotovili med FDK in DON
v AC1-frakciji po ¢is¢enju/uporaba fungicidov (dk = 0,28), FDK in DON v AC2-frakciji
po ¢is¢enju/ brez fungicidov (dk = 0,39) FDK in DON v zrnih brez znamenj okuzbe/ brez
fungicidov (dk = 0,25). Pri ostalih smo dokazali tesno regresijsko povezavo (preglednica
18).
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Sorta Incisif je na lokaciji v Mariboru imela sibke regresijske povezave med FHB ter DON
v zrnih brez znamenj okuzbe/brez fungicidov (dk = 0,13) ter FDK in DON v AC2-frakciji
po ¢idcenju/brez fungicidov (dk = 0,11) (preglednica 16). Sibke povezave smo ocenili med
FHB in DON v neprecis¢enem zrnju ob Zetvi/brez fungicidov (dk = 0,27), FHB in DON v
AC2-frakciji po c¢iscenju/uporaba fungicidov (dk = 0,37) ter med FDK in DON v
nepre¢iséenem zrnju ob Zetvi/brez fungicidov (dk = 0,27) ter FDK in DON v AC1-frakciji
po ciscenju/brez fungicidov (dk = 0,36). Pri ostalih so povezave tesne in srednje tesne
(preglednica 16). Na lokaciji Jablje pri sorti Incisif (preglednica 20) smo izmerili $ibko
regresijsko povezavo samo pri FHB in DON v zrnih brez znamenj okuzbe/brez fungicidov
(dk = 0,11) ter srednje tesno povezavo pri FDK in DON v zrnih brez znamenj okuzbe/brez

fungicidov (dk = 0,52). Pri ostalih so regresijske povezave tesne (preglednica 20).

Pri vecini sort, preucevanih v naSem poskusu, so ugotovljene povezave med FHB/FDK ter
DON v zrnih brez znamenj okuzbe Sibke (dk pod 0,4) oziroma srednje tesne (dk med 0,4 in
0,7), kar nam potrjuje dejstvo, da je na podlagi prisotnosti oziroma odsotnosti vidnih

znamenj prisotnosti fuzarioz tezko okvirno napovedati vsebnosti DON v zrnju.

V hipotezah smo predvidevali, da obstajajo takSne sorte pSenice tolerantne na fuzarijske
okuzbe, pri katerih ni tesne povezave med zunanjimi znamenji okuzbe na zrnju in
vsebnostjo trihotecenskih mikotoksinov v njih. V tak$nih primerih lahko tudi na oko
povsem zdrava zrna vsebujejo velike koli¢ine trihotecenskih mikotoksinov. Z analizo
tesnosti povezav med FHB oziroma FDK ter vsebnostjo DON smo naso hipotezo vsaj
delno potrdili, ker smo imeli ve¢ primerov, ko so bile vrednosti FHB in FDK visoke in je
bila vsebnost DON nizka, ter obratno, da smo imeli $e ve¢ primerov, ko so bile vrednosti
FHB in FDK nizke, vsebnosti DON pa so bile dokaj visoke. Ugotovili smo razlike med
sortami glede tesnosti povezav in tudi razlike med integriranim in sistemom pridelave brez
uporabe fungicidov. Odziv enake sorte je lahko v razlicnem sistemu pridelave razlicen.
Tako lahko ima ista sorta v pridelovalnem sistemu brez uporabe fungicidov dokaj tesno
povezavo med FHB in vsebnostjo DON in dokaj Sibko v integriranem pridelovalnem

A4

sistemu. Se posebej so razlike izrazite pri o¢i§¢enem zrnju, kjer skoraj ni veé¢ vidnih
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znamenj okuzb, zrnje pa kljub temu vsebuje DON. V tak$nih primerih imamo zelo nizke

determinacijske in korelacijske koeficiente.

Na sam razvoj FHB vpliva mnogo dejavnikov (Yuen in Schoneweis 2007), podobno velja
za tvorbo deoksinivalenola (Prandini s sod. 2009). Povezave med FHB oziroma FDK ter
vsebnostjo DON so podvrzene veliki variabilnosti, ki nam lahko preprec¢uje natan¢no
predvidevanje vsebnosti DON na podlagi vizualnih znamenj okuzb (Beyer s sod. 2010,
Beyer s sod. 2007, Prandini s sod. 2009, Koch s sod. 2006, Paul s sod. 2005).

V raziskavi Kocha s sodelavci (2006) so dokazali, da sta na tesnost regresijske povezave
med FHB in DON vplivala predvsem predhodna kultura ter odpornost oziroma tolerantnost
sorte. Vpliv sortnih razlik na vsebnost DON smo dokazali tudi v naSem poskusu,

ugotovitve so primerljive z rezultati raziskave Kocha s sodelavci (2006).

Beyer s sodelavci (2010) je v njihovih raziskavah dokazal, da je determinacijski koeficient
za povezavo med vsebnostjo DON v pSeni¢nih zrnih in delezem FDK (%) v povprecju
znasal 0,49. Uporaba podatkov iz poskusa s spektrometri¢no analizo deleza FDK namesto
vizualne ocene FDK je v njihovem poskusu zmanjsala stopnjo nepojasnjene variance za
35 % in rezultirala z determinacijskim koeficientom 0,84, vendar Se kljub temu ni bilo
dovolj natan¢no za lo¢evanje zrn z vsebnostjo DON pod 1,25 mg/kg (Beyer s sod. 2010).
Tesnost linearne povezave v poskusu je primerljiva z nasimi rezultati in potrjuje dejtvo, da
je vizualna ocena znamenj prisotnosti bolezni lahko le omejeno natanéna metoda
predvidevanja koli¢in DON. Podobne rezultate je za obmocje juzne Brazilije dokazal Del
Ponte s sodelavci (2012), kjer je bila korelacija med DON in FDK S§ibka (R = 0,27, P =
0,02).

Beyer s sodelavci (2007) ter Hernandez Nopsa s sodelavci (2012) sta dokazala tudi primere
zelo tesne povezave med odstotkom FDK in vsebnostjo DON, kar nasprotuje nasim
ugotovitvam. Mogoce je do razlik prislo zaradi drugac¢nega vpliva okolja ter genotipa sort.
Sama variabilnost vsebnosti DON pri FDK- zrnih je v njihovem poskusu variirala za faktor

11,59 med leti in 1,87 med kultivarji. Razlike lahko najdemo tudi v razli¢ni metodologiji
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dolo¢anja FDK-vzorcev. Verjetno je do razlik prislo tudi zaradi dejstva, da je na$ poskus

obsegal samo eno leto preizkusanja sort v poljskih pogojih.

Meta analiza podatkov 163 raziskav, ki so obravnavale FDK in DON v Zdruzenih drzavah
Amerike je pokazala, da je bilo 53 % razlik med DON pojasnjeno s FDK v poljskih
poskusih (Paul s sod. 2005). To nam nakazuje, da v poljskih poskusih $e neznani ali

nemerljivi dejavniki vplivajo na razmerja med DON in FDK.

V literaturi ob naSem pregledu nismo zaznali nobenega ¢lanka, ki bi na znanstveni nacin
obravnaval regresijske povezave med FHB oziroma FDK in sortami, ki smo jih mi
preucevali v poskusu. Zato v tem konteksu na$ poskus pojasnuje dosedaj neznane lastnosti
teh sort. V bodoce bi bilo potrebno poskus razsiriti na ve¢ sort ter vkljuciti nekatere
obetajo¢e metode doloc¢anja bolezenskih znamenj, ki rezultirajo s tesnej$imi regresijskimi

povezavami.
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4.4  Rezultati analize zmanjSevanja vsebnosti mikotoksinov pri ¢iS¢enju in med

peko kruha

Preglednica 21: Nekatere lastnosti moke, proizvedene med poskusom.

Table 21: Some properties of flour produced during experiment

Tip moke Vlaga (%) Pepel (%) FN Kislost Razporeditev velikosti delcev (%)
>250 um >200 pm >132 um
IVM-moka 13,4 0,563 204 3,2 0,9 31 23
IMK-moka 131 1,765 221 44 19,6 26,9 43
TMK-moka 13,1 1,502 292 3,3 23,8 311 54,2

Legenda: IVM: industrijsko valj¢no mletje (industrijska standardna moka); IMK: industrijski mlin kladivar
(industrijska polnozrnata moka); TMK: tradicionalni mlevski kamen (tradicionalna polnozrnata

moka); FN: padajoce Stevilo
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Preglednica 22: Vsebnost DON in NIV (ug/kg) v pSeni¢nem zrnju pred in po ¢is¢enju z
uporabo industrijskih &istilcev zrnja (IC) ali tradicionalnih &istilcev (TC)

ter redukcija (%) vsebnosti mikotoksinov med ¢is¢enjem

Table 22: DON and NIV content (ug / kg) in wheat kernels before and after cleaning using
industrial cleaners grain (IC) or traditional cleaners (TC) and reduction (%) of

mycotoxins content during cleaning

Postopek: Min. vrednost  Maks. vrednost Povpreéje = SEM

Vrednosti mikotoksinov v zrnju:

Pred ¢iscenjem DON 1743 2382 1949 + 226 ¢
Po IC-¢is¢enju DON 1156 1423 1201+ 140 a
Po TC-gis¢enju DON? 1343 1928 1548 + 266 b
Pred &is¢enjem NIV 157 238 194+ 12,6 ¢
Po IC-¢is¢enju NIV 92 197 128 £15,7 a
Po TC-¢is¢enju NIV? 137 208 164 +10,5b
Redukcija zaradi ¢is€enja:
IC-¢icenje DON -33,7 -40,2 -382+1,1b
TD-¢isenje DON? -16,8 -22,9 —20,8+09a
IC-¢is¢enje NIV -17,2 -46,7 —348+4,1b
TD-¢iscenje NIV? -12,6 -18,4 ~155+09a

SEM: standardna napaka povpredja petih ponovitev. ®: tradicionalna metoda predelave. Povpreéja oznadena z

enako ¢rko (znotraj NIV ali DON) se ne razlikujejo znacilno glede na Tukey HSD-test (P < 0,05).

101



Kolmani¢ A. Obvladovanje...trihotecenskih mikotoksinov ...verigi pridelave in predelave krusnih Zit

102
Dokt. disert., Maribor, Univerza v Mariboru, Fakulteta za kmetijstvo in biosistemske vede, 2013

Preglednica 23: Vsebnost DON (ug/kg) v moki, mleti s tremi tehnikami mletja, vsebnost v kruhu
po peki treh tipov moke v industrijski in keramicni peéi, ogrevani z lesom, in
redukcija (%) vsebnosti mikotoksinov med mletjem in peko

Table 23: DON content (ug/kg) in the flour processed by three techniques of milling, the content in
bread after baking three types of flour in industrial and ceramic stoves heated with wood
and reduction (%)of mycotoxins content during milling and baking

| OSNOVNA SERIJA NEPREDELANEGA ZRNJA 2500 KG (N2) |

v

Ocisceno zrnje
| |
| |

v

Ocisceno zrnje
| |

v

Ocisceno zrnje
| |

v

REDUKCIJA (%) MED REDUKCIJA (%) MED REDUKCIJA (%) MED
IVM-MLETJEM ZRNJA IMK-MLETJEM ZRNJA TMK-MLETJEM ZRNJA
min max pov+SEM min max pov+ESEM min max pov+SEM
DON -70,2 -741  -71,3£1,6 +8,5 -6,8 -0,5+0,8 -1,9 -10,6 -9,5+2,8
n L | n
(IVM) STANDARDNA (IMK) INDUSTRIJSKA (TMK) TRADICIONALNA
INDUSTRIJSKA MOKA POLNOZRNATA MOKA POLNOZRNATA MOKA
min max pov+SEM min max pov+SEM min max pov+SEM
DON 311 368  345+20,7 1061 1398 1220+124 1105 1771 14174218
a... d ...."00.. b .‘.. e .0. o.c"........ f .-...
a 'o.,... ..: :.o.'. ..o
o' o ®e, . ....-' A ‘.
g .=.':
< ‘ ‘.-0 A

Zmanjsanje (%) toksinov med peko kruha v
industrijski peci

ZmanjSanje (%) toksinov med peko kruha v
keramicni peci

min max pov+SEM min max pov+SEM
a DON -26,1 -45,6 -36,6+2,5 d DON -29,1 -45 -35,4+2,4
b DON -64,1 -69,4 -67,4+1,9 e DON -66,5 -77,3 -73,4+1,5
c DON -26,8 -49,6 -39,4+2,7 fDON -32,1 -46,5 -37,1£2,3

A\ 4
Standardni industrijski kruh (ISM)

Standardni kruh iz tradicionalne peke (ISM)

min max pov+=SEM min max pov+SEM

DON 169 272 219+12,7 DON 171 261 223+13,9
a .
v \ 4

Industrijski polnozrnati kruh (IPM) Polnozrnati kruh iz tradicionalne peke (IPM)

min max pov+ESEM min max pov+SEM

DON 327 502 2974219 DON 253 468 329+31,1
. .
v v

Industrijski polnozrnati kruh (EKO) Tradicionalni polnozrnati kruh (TRM)
min max pov+tSEM min max pov+SEM
DON 809 893 859+11,7 DON 750 950 869+32,5

L — pod mejo detekcije 50 pg/kg
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Preglednica 24: Vsebnost NIV (pug/kg) v moki mleti s tremi tehnikami mletja, vsebnost v kruhu po
peki treh tipov moke v industrijski in kerami¢ni peci, ogrevani z lesom, in
redukcija (%) vsebnosti mikotoksinov med mletjem in peko

Table 24: NIV content (ug/kg) in the flour processed by three techniques of milling, the content in
bread after baking three types of flour in industrial and ceramic stoves heated with
wood and reduction (%)of mycotoxins content during milling and baking

| OSNOVNA SERIJA NEPREDELANEGA ZRNJA 2500 KG (N2) |
L) u

v

Ocisceno zrnje
|}

v

Ocisceno zrnje
|}

v

\4

Ocisceno zrnje
|}

v

REDUKCIJA (%) MED REDUKCIJA (%) MED REDUKCIJA (%) MED
IVM-MLETJEM ZRNJA IMK-MLETJEM ZRNJA TMK-MLETJEM ZRNJA
min max pov+SEM min max pov+SEM min max pov+SEM
NIV -64,8 -711  -67,9£1,5 -38,1 -59,9 -47,2+3 4 -37 -54,3 -4542,6
| ] n n
(IVM) STANDARDNA (IMK) INDUSTRIJSKA (TMK) TRADICIONALNA
INDUSTRIJISKA MOKA POLNOZRNATA MOKA POLNOZRNATA MOKA
min max pov+SEM min max pov+ESEM min max pov+SEM
NIV 50(<50") 59 54+1,8 60 79 65+3 .4 82 95 89+1,6
a ... d ...."00.. b .'.. e .... ..00........ f .o...
. .°o...o. .: :.o". ..'
% * ..". ol".. A "
° s8]
‘ ‘ ‘.Q. * A

Zmanjsanje (%) toksinov med peko kruha v
industrijski peci

Zmanjsanje (%) toksinov med peko kruha v
keramicni peci

min max pov+=SEM min max pov=SEM
aNIV (<50" (<50" (<50" dNIV (<50 (<50" (<50"
b NIV -12,7 -36,7 -27,1+6,1 e NIV -20,6 -27,8 -24+£1,3
c NIV -14,6 -45,6 -29,843,9 fNIV -28,4 -45,6 -38,4+2,3
n u
\4 v
Standardni industrijski kruh (ISM) Standardni kruh iz tradicionalne peke (ISM)
min max pov+SEM min max pov+SEM
NIV (<50") (<50") (<50 NIV (<50') (<50') (<50"
. .
v v
Industrijski polnozrnati kruh (IPM) Polnozrnati kruh iz tradicionalne peke (IPM)
min max pov+SEM min max pov+SEM
NIV 50 59 54+1,5 NIV (<50" 60 55+1,8
[ ] | ]
| | o
v v
Industrijski polnozrnati kruh (EKO) Tradicionalni polnozrnati kruh (TRM)
min max pov+ESEM min max pov+SEM
NIV 53 70 62+2.9 NIV 53 68 55425

L — pod mejo detekcije 50 pg/kg
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4.4.1 Razprava o rezultatih zmanjsevanja vsebnosti DON in NIV med ¢is¢enjem zrnja

pred peko

Rezultati poskusa so pokazali, da je ¢iS¢enje zrnja na industrijski nac¢in zmanjsalo vsebnost
DON za 38,2 % in NIV za 34,8 %. Pri uporabi tradicionalnega stroja za CiSCenje
(vejalnika) na kmetiji smo dosegli 20,8 % zmanj$anje vsebnosti DON in 15,5 %
zmanjSanje vsebnosti NIV (preglednica 22). Glede na ugotovitve so bili nasi rezultati
¢is€enja vecji od pricakovanih vrednosti (20 %), ki jih navaja Larsen s sodelavci (2004),
vendar znotraj okvirov rezultatov vecih drugih raziskav (Young s sod. 1984, Scott s sod.
1984, Tkachukks sod. 1991, Bennett in Richrad 1996, Murphy s sod. 2006).

Zrnje, mocneje okuzeno s fuzariozami, postane izmali¢eno in lazje ter obi¢ajno vsebuje
ve¢je koli¢ine DON kot okuzeno in normalno veliko zrnje (Nowickis sod. 1988,
Chelkowski in Perkowski 1992). Tako zrnje je razmeroma enostavno odstraniti s postopki
¢is¢enja. Uc¢inek Cis¢enja tako zavisi od stopnje penetracije glivnega micelija v notranjost
zrna in njegove biomase znotraj zrna (Trigo-Stockli s sod. 1996, FAO 2002, Murphy s sod.
2006). V rastni sezoni, naklonjeni mocnim fuzarijskim okuzbam, lahko tudi zrna z
normalno obliko in tezo vsebujejo vecje koli¢éine DON (Bennett in Richard 1996). Ta
pojav je pogostejsi pri sortah, tolerantnejSih na okuzbe. V takih primerih je standardni
postopek c¢iS€enja zrnja manj uspeSen pri zmanjSevanju DON in NIV pred mletjem.
Sklepamo, da se je podobno zgodilo v naSem poskusu. Sorta, uporabljena v nasem
poskusu, je zmerno tolerantna na fuzarijske okuzbe. Mikotoksinska vsebnost je bila po
8-mesecnem skladis¢enju pred pricetkom poskusa s ¢is¢enjem za 35 % visja od vrednosti
pri zetvi, kar lahko nakazuje na nadaljnji razvoj gliv ali nadaljnjo tvorbo mikotoksinov

med skladis¢enjem. Zrnje, ki jih fuzarioze okuzijo med skladis¢enjem, povrSinsko ni

Ww W
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4.4.2 Razprava o rezultatih zmanjsevanja stopnje DON in NIV med mletjem

Kot je Ze navedeno, mletje ve¢inoma vodi v porazdelitev DON in NIV v razlicne mlevske
frakcije, ve¢je vrednosti so pricakovane v frakcijah, ki vsebujejo zunanje dele zrnja (otrobi,
polnozrnata moka itd.), in manjse v tistih, ki vsebujejo samo notranji endosperm (fina bela
moka) (Scott s sod. 1983, Scott s sod. 1984, Young s sod. 1984, Abbas s sod. 1985). V
zrnih, ki so mo¢no okuzena s fuzariozami, so velike vrednosti DON in NIV mogoce tudi v
notranjosti zrnja. Porazdelitev DON in NIV v razli¢nih frakcijah zavisi od sorte, mlevske

tehnike in stopnje gliviéne okuzbe (Samar s sod. 2001, Samar s sod. 2003).

V nasem poskusu smo preizkusili tri mlevske metode. Z uporabo standardnega
industrijskega mletja (IVM) smo zmanjsali koli¢cino DON za 71,3 % in NIV za 67,9 %
(preglednici 23 in 24). Dobljene vrednosti so bile vecje, kot smo jih pri¢akovali glede na
rezultate poskusov drugih raziskovalcev (0-40 %) (Scotts sod. 1984, Youngs sod. 1984,
Abbass sod. 1985, Viscontis sod. 2004). Mlinsko podjetje, kjer se je izvajal poskus,
proizvaja fino standardno moko za kruh (tip 550-600) z majhno vsebnostjo pepela
(preglednica 21). Vsebnost DON in NIV je ponavadi tesno povezana s stopnjo surovega
pepela v moki. V moki z vecjo vsebnostjo surovega pepela lahko pricakujemo vecje
vsebnosti DON in NIV. V nasem poskusu je pri IVM-mletju le majhen delez frakcij blizu
endosperma vstopa v fino mleto moko. To dejstvo je morda razlog za veliko stopnjo

redukcije vsebnosti mikotoksinov med industrijskim mletjem (preglednici 23 in 24).

IVM-mletje je imelo signifikantno vecji u¢inek na vsebnost mikotoksinov kot IMK (mlin
kladivar) (-0,5 % za DON, preglednici 23 in 24) in TMK (mlinski kamen) (-9,5 % za
DON, preglednici 23 in 24). V obeh primerih (IMK in TMK) smo celotno zrnje zmleli in
nobene frakcije nismo odstranili s siti. Mogoce sama mlevska procedura vpliva na vezavo
toksinskih molekul na matriks (matrix) polnozrnate moke in posledi¢no na ekstrakcijske
postopke mikotoksinov v laboratorijski pripravi vzorcev za HPLC-analize. V literaturi
nismo nasli nobene potrditve te domneve, prav tako ne informacij o razlicnem nacinu
vezave mikotoksinov na matriks moke zaradi kemicnih reakcij zaradi IMK- ali TMK-

mletja. Primerjava velikosti delcev v moki iz IMK- ter TMK-mletja je pokazala, da je
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IMK-moka vsebovala manjse Stevilo vecjih delcev kot TMK-moka (43 % in 54,2 %)
(preglednica 20). Pomembna razlika med obema nacinom mletja je bila tudi temperatura
mletja. Pri mletju z uporabo mlina kladivarja je lahko material izpostavljen temperaturam
60-75 °C, kar je sicer prenizka temperatura, da bi povzrocila signifikanten razpad
toksinov, mogoce pa je lahko vplivala na mo¢ vezave toksina na matriks moke. V primeru
mletja z mlinom kladivarjem smo izmerili povpreéen padec vsebnosti DON 0,5 % v
primerjavi z zafetnimi izmerjenimi vrednostmi. Vendar se vrednosti, izmerjene pred
zaCetkom mletja ali vrednosti po mletju z mlinskim kamnom niso statisticno znacilno
razlikovale. Verjetno so izmerjene razlike v vsebnosti mikotoksinov pred in po mletju
rezultat variabilnosti, povzrocene z naklju¢no pripravo vzorcev in ne kakih posebnih
procesov med mletjem, ki spreminjajo fizi¢ne in kemi¢ne lastnosti molekul toksinov. Pri
laboratoriju. MeSanju materialov razlicnih vzorcev se ne moremo popolnoma izogniti.
Pomembno je tudi dejstvo, da IMK- in TMK-mletje ne more zmanjsati vsebnosti toksinov

do te mere kot IVM-mletje, ker vsi deli zrnja vstopajo v moko.

Zmanjsanje vsebnosti NIV je bilo ve¢je kot pri DON. V literaturi nismo nasli zapisov, da
je porazdelitev NIV v okuZenem zrnju druga¢na kot od DON ali da je vezava NIV na

matriks moke drugacna od vezave DON.

4.4.3 Razprava o rezultatih zmanjsevanja vsebnosti DON in NIV med peko

Podatki zmanjSanja vsebnosti toksinov med peko so prikazani v preglednicah 23 in 24. V
naSem primeru je peka v industrijski pefi zmanjSala vsebnost DON v povprecju
36,6-67,4 % in NIV 27,1-29,8 %. Peka v keramic¢ni peci je zmanjsala vsebnost DON od
35,4-73,4 % in NIV od 24,0 do 38,4 %. Razlike med industrijsko peko in peko v
keramicni peCi so bile majhne in se niso statisticno znacilno razlikovale. V literaturi
najdemo nasprotujoce si rezultate raziskav, ki kazejo tako majhno znizanje vsebnosti med

peko za 5-10 % (Scott s sod. 1983, Scott s sod. 1984, Young s sod. 1984, Wolf-Hall s sod.
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1999, Hazel in Patel 2004) kot tudi zmerno zmanjsanje od 20 do 70 % (Seitz s sod. 1986,
Lauren in Smith 2001, Bretz s sod. 2006). Podatkov o rezultatih vpliva peke v kerami¢nih
peceh na vsebnosti DON in NIV nismo nasli. Zmanj$anje DON in NIV zaradi vpliva peke
pri IMK- in TMK- moki je bila ve¢ja pri peki kruha v kerami¢nih peceh. V nasem poskusu
so bile razlike v temperaturi med industrijsko peko in peko v kerami¢nih pe¢eh majhne
(10-15 °C), vendar verjetno dovolj, da so rahlo vi§je temperature v kerami¢ni peci
povzroc¢ile malenkostno veéji razpad DON in NIV. ZmanjSanje vsebnosti toksinov pri
IMK-peki je bilo veliko vecje (67,4-73,4 %) kot stopnja redukcije pri peki polnozrnatega
kruha iz TRM-moke (37,1-39,4 %) (preglednici 23 in 24). Tako veliko razliko ne moremo
razloziti samo z variabilnostjo vzor¢enja. Mogoc¢e vezava DON na matriks testa ni enaka
pri obeh tipih testa. Morebiti je velikost delcev v moki vplivalo na ekstrakcijo toksinov iz

matriksa kruha.

Peka ima dokazano majhen uc¢inek na odstranitev DON in NIV zaradi njune toplotne
obstojnosti (Sugita-Konishi s sod. 2006). 70-minutna peka pri temperaturi blizu 200 °C ni
zmanj$ala vsebnosti DON in NIV za ve¢ kot 77 %, zato pri podobnih tehnikah peke ne

moremo pri¢akovati popolnega razpada omenjenih toksinov.

45  Rezultati skladiS¢nega poskusa

Preglednica 25: Pekovske lastnosti moke pred skladis¢enjem

Table 25: Baking properties of flour before storage

Porazdelitev delcev po velikosti (%)

Vlaga Pepel Kislost
Tip moke (%) (%) FN (mmol/kg) >250 um  >200um  >132 um
ISM-moka 13,4 0,53 202 31 0,8 3,5 24
IPM-moka 13,2 1,715 218 42,9 18,6 25,9 45
TRM-moka 13,3 1,67 295 33,7 22,3 33,2 56,2

ISM — industrijska standardna moka, IPM — industrijska polnozrnata moka, TRM — tradicionalna polnozrnata

moka, FN — stevilo padanja.
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Preglednica 26: Povpreéje (SE — standardna napaka povpreéja) stopnje vlage in kislosti vzorcev
moke na zacetku (PS) in ob koncu 120-dnevnega skladisc¢enja (KS) v povezavi s

tipom moke (TM), tipom embalaze (TE) in skladi§¢no temperaturo (ST)

Table 26: Average (SE- standard error of the mean) levels of moisture and acidity in samples of
flour at the beginning (PS) and at the end of the 120-day storage (KS) in relation to the
type of flour (TM), type of packaging (TE) and storage temperature (ST)

Tip moke Tem. skladiS¢enja Tip embalaze Vlaga (% £SE) Kislost (mmol/kg + SE)
PS KS PS KS
TRM 10 °C Pa 13,1+0,1 142+ 0,2% 33,5+£0,1 34,0+0,1
TRM 10 °C Pl1 13,2+0,1 13,8+ 0,1%* 33,5+£0,1 33,7+0,1
TRM 10 °C Pl 2 13,2+0,1 13,4+0,1 33,3+0,2 33,7+0,1
TRM 25°C Pa 13,3 £0,0 142+ 0,1* 33,5+0,1 349+0,1*
TRM 25°C Pl 1 13,3+0,1 13,2+0,1 33,7+0,2 34,3+0,2
TRM 25°C Pl 2 13,3+0,1 13,2+ 0,1 33,7+0,2 34,1+0,2
IPM 10 °C Pa 13,0+ 0,1 13,7+ 0,2%* 42,6+0,3 46,6+ 0,5*%
IPM 10 °C Pl1 13,0+ 0,1 132+0,1 433+0,7 453+0,5*
IPM 10 °C PI 2 13,0+ 0,1 13+0,0 438+05 44,5+03
IPM 25°C Pa 13,2+0,1 13,5+ 0,1 43,0+04 47,8+0,3%
IPM 25°C Pl1 13,2+0,1 13,2+ 0,0 433+02 44,4+02%
IPM 25°C PI 2 13,1£0,1 132+0,1 43,6+0,2 43,2+0.2
ISM 10 °C Pa 13,4+0,1 13,8+ 0,1 304+04 31,4403
ISM 10 °C Pl1 13,4+0,1 13,6 0,1 30,3+03 31,4403
ISM 10 °C Pl 2 13,5+0,1 13,5+ 0,1 30,8+0,1 30,7+0,1
ISM 25°C Pa 13,4+0,1 13,4+0,1 30,9402 32,7+0,1
ISM 25°C PI1 13,5+0,1 13,5+0,1 31,0+ 03 32,1+0,1
ISM 25°C Pl 2 13,4+0,1 13,5+0,2 30,5+0,2 30,7+0,1

ISM — industrijska standardna moka, IPM — industrijska polnozrnata moka, TRM — tradicionalna polnozrnata
moka, Pa — papirnata vrecka, P11 — odprta plasti¢na vrecka, P12 — zaprta plasti¢na vrecka.
*KS-vrednosti so se signifikantno razlikovale od PS-vrednosti glede na t-test parjenih vzorcev (P < 0,05) za

specifi¢ne kombinacije eksperimentalnih faktorjev.

108



Kolmani¢ A. Obvladovanje...trihotecenskih mikotoksinov ...verigi pridelave in predelave krusnih Zit
Dokt. disert., Maribor, Univerza v Mariboru, Fakulteta za kmetijstvo in biosistemske vede, 2013

Preglednica 27: Povprecje (SE — standardna napaka povprecja) vsebnosti deoksinivalenola (DON)

pred (PS) in po 120-dnevnem skladi$¢enju (KS) v povezavi s tipom moke (TM),
skladi§¢no temperaturo (ST) in tipom embalaze (TE) z rezultati t-testov parjenih
vzorcev za vsako specificno kombinacijo poskusnih dejavnikov

Table 27: Average (SE — standard error of the mean) levels of deoxynivalenol (DON) from (PS)

and after 120-day storage (KS) in relation to the type of flour (TM), storage temperature
(ST) and the type of packaging (TE) with the results of t-tests of paired samples for
each specific combination of experimental factors

™ ST TE ug/kzsi SE ug/kzszt SE t df P
TRM 10°C Pa 1400 + 109 1316 £ 108 -2,071 4 0,107
TRM 10 °C PI1 1288 + 102 1246 + 107 -1,586 4 0,188
TRM 10 °C P12 1343 + 89 1339 £ 130 -0,071 4 0,947
TRM 10 °C Pov 1344 + 56 1300 + 190 -1,894 14 0,079
TRM 25°C Pa 1294 + 52 1143 £33 -1,947 4 0,123
TRM 25°C PI1 1424 + 63 1425 £ 69 0,038 4 0,971
TRM 25°C P12 1401 + 64 1380 £ 52 -0,502 4 0,642
TRM 25°C Pov 1373 £ 69 1316 £ 37 -1,697 14 0,112

IPM 10 °C Pa 1227 + 62 1119+ 77 -1,329 4 0,255

IPM 10 °C PI1 1114 + 68 1126 + 69 0,23 4 0,829

IPM 10 °C P12 1133 £ 56 1132 £ 81 -0,024 4 0,982

IPM 10 °C Pov 1158 £ 60 1150 £ 127 -0,398 14 0,697

IPM 25°C Pa 1296 + 27 1150 + 88 -4,074 4 0,015*

IPM 25°C PI1 1209 + 90 1150 + 88 0,123 4 0,000*

IPM 25°C P12 1088 £ 111 1143 £ 109 0,749 4 0,495

IPM 25°C Pov 1198 £ 104 1153 £222 -1,111 14 0,285

ISM 10 °C Pa 344+ 10 331+22 -0,691 4 0,528

ISM 10°C PI1 322+22 326 +24 0,411 4 0,702

ISM 10 °C P12 283 £21 283+ 15 -0,117 4 0,913

ISM 10 °C Pov 317+30 313+41 -0,422 14 0,665

ISM 25°C Pa 300+ 27 289 + 33 -1,552 4 0,196

ISM 25°C PI1 327+16 321+32 -0,281 4 0,793

ISM 25°C P12 350+ 14 346 + 14 -0,168 4 0,875

ISM 25°C Pov 325+25 318+ 36 -0,682 14 0,506
10°C Pov 940 = 35 921 +36 -1,699 44 0,096
25°C Pov 966 + 72 929 +£ 69 -2,046 44 0,047*

Pa Pov 977 + 89 906 + 28 -3,296 29 0,003*

Pl 1 Pov 948 + 87 932 + 86 -1,281 29 0,21

PI 2 Pov 934 + 87 937 + 88 0,245 29 0,809
TRM Pov 1358 +45 1308 £ 53 -2,509 29 0,018*

IPM Pov 1178 +43 1151 £49 -1,175 29 0,25

ISM Pov 322+ 15 316+ 14 -0,821 29 0,419

ISM — industrijska standardna moka, IPM — industrijska polnozrnata moka, TRM — tradicionalna polnozrnata
moka, Pa — papirnata vrecka, P11 — odprta plasti¢na vrecka, P12 — zaprta plasti¢na vrecka, Pov — povprecje.
*Vrednosti kazejo statisti¢no signifikantne razlike med KS- in PS-povpre¢ji pri 5-odstotnem tveganju
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Preglednica 28: Povpre¢je (SE — standardna napaka povprecja) vsebnosti nivalenola (NIV) pred
(PS) in po 120-dnevnem skladis¢enju (KS) v odvisnosti od tipa moke (TM),
skladis¢nih temperatur (ST) in tipa embalaze (TE) z rezultati t-testa parjenih
vzorcev za vsako specifi¢no kombinacijo poskusnih vzorcev

Table 28: Average (SE — standard error of the mean) levels of nivalenol (NIV) from (PS) and after
120-day storage (KS) in relation to the type of flour (TM), storage temperature (ST) and
the type of packaging (TE) with the results of t-tests of paired samples for each specific
combination of experimental factors

™ ST TE ug/lfgsi SE ug/kzsi SE t df P
TRM 10°C Pa 97 +£6,6 83+45 2,158 0,097
TRM 10 °C PI1 93+6,6 81+5,3 1,591 0,187
TRM 10 °C P12 116 £53 103 +5,5 1,194 4 0,298
TRM 10 °C Pov 102+4,2 89+5,1 2,844 14 0,013*
TRM 25°C Pa 111+£11,7 78 £8.,4 1,721 4 0,16
TRM 25°C PI1 113+15,8 92+5,9 1,914 4 0,128
TRM 25°C P12 102 £ 6,7 90+ 12,8 1,037 4 0,358
TRM 25°C Pov 109 + 6,5 87+5,3 2,728 14 0,016*

IPM 10 °C Pa 123+ 6,4 110+4,7 1,787 4 0,148

IPM 10 °C PI1 955+3,0 91+23 0,638 4 0,558

IPM 10 °C P12 123+83 116 £3,7 0,61 4 0,575

IPM 10 °C Pov 113 £5,1 106 + 4,7 1,722 14 0,107

IPM 25°C Pa 86+ 5,1 69+72 2,72 4 0,053

IPM 25°C PI1 110+10,2 97 +5,1 1,849 4 0,138

IPM 25°C P12 91+£528 89 +£4,8 0,746 4 0,497

IPM 25°C Pov 96 +4,8 84+4,4 3,113 14 0,008*

ISM 10 °C Pa 57+3,0 50+04 2,119 4 0,101

ISM 10°C PI1 56+28 50+2,7 3,085 4 0,037*

ISM 10 °C P12 54+19 49+0,8 2,557 4 0,063

ISM 10 °C Pov 55+14 50+0,9 4,349 14 0,001*

ISM 25°C Pa 61+6,2 49+0,6 1,962 4 0,121

ISM 25°C PI1 68+ 6,5 5723 2,094 4 0,104

ISM 25°C P12 64+5,1 5714 1,169 4 0,307

ISM 25°C Pov 64 £3,1 54+1,3 3,152 14 0,007*
10°C Pov 90+44 81+4,1 4,069 44 0,000*
25°C Pov 90 £4,0 75+32 4,543 44 0,000*

Pa Pov 89+5.2 73+43 4,124 29 0,000*

Pl 1 Pov 89+5,1 78 £3,7 4,004 29 0,000*

PI 2 Pov 92+52 89+53 2,422 29 0,022*
TRM Pov 105+3,9 88 +3,6 3,785 29 0,001*

IPM Pov 105+3,8 96+3.4 3,326 29 0,002*

ISM Pov 60+1,9 52+09 4,619 29 0,000*

ISM — industrijska standardna moka, IPM — industrijska polnozrnata moka, TRM — tradicionalna polnozrnata

moka, Pa — papirnata vrecka, P11 — odprta plasti¢na vrecka, P12 — zaprta plasti¢na vrecka, Pov — povprecje.

*Vrednosti kazejo statisti¢no signifikantne razlike med KS- in PS-povpre¢ji pri 5-odstotnem tveganju

110



Kolmani¢ A. Obvladovanje...trihotecenskih mikotoksinov ...verigi pridelave in predelave krusnih Zit
Dokt. disert., Maribor, Univerza v Mariboru, Fakulteta za kmetijstvo in biosistemske vede, 2013

Preglednica 29: Rezultati ANOVA-faktorske analize za relativno povpreje (rAs)
vsebnosti deoksinivalenola in nivalenola
Table 29: Results of ANOVA-factor analysis for the relative average (rAS) content of

deoxynivalenol and nivalenol

Vir variabilnosti df F (DON) P (DON) F (NIV) P (NIV)
Glavni dejavniki
A: Tip moke 2 0,37 0,693 1 0,374
B: Skladis¢na temperatura 1 0,35 0,555 1,38 0,244
C: Tip embalaze 2 3,42 0,038* 3,34 0,043*
Interakcije
AB 4 0,23 0,919 0,07 0,933
AC 2 0,05 0,95 0,12 0,976
BC 2 0,64 0,528 0,41 0,633
ABC 4 0,56 0,691 0,05 0,955
Ostanek 72
Skupno 89

rAs (%) = ((As/Bs) x 100); As, Bs — vsebnost mikotoksinov po in pred skladis¢enjem moke.

*Signifikantni u¢inek faktorja pri 5-odstotnem tveganju.
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Preglednica 30: Povpre¢je (SE - standardna napaka povprecja) relativne vsebnosti

deoksinivalenola (rKS, %) v odvisnosti od razli¢nih tipov moke (TRM,

IPM, ISM), skladis¢ne temperature (10 °C, 25 °C) in tipa embalaze (Pa,

PI1, PI2)

Table 30: Average (SE - standard error of the mean) relative concentrations of

deoxynivalenol (rKS, %) depending on the different types of flour (TRM, IPM,

ISM), storage temperature (10 °C, 25 °C) and the type of packaging (Pa, PI1,

PI2)
TRM IPM ISM Pov

10 °C 96+ 1,8 (15)Aa 99+ 1,9 (15) aA 99 + 2,7 (15) aA 98 + 0,6 (45) A

25°C 96+2,5(15)Aa 97 +3,8(15) aA 97 +3,2 (15) aA 97 £ 1,5 (45) A
Pa 92+£1,2(10)aA  93+2,2(10) aA 96 + 4,4 (10) aA 93+ 1,8 (30) A
PI1 98 +1,6 (10)aA 98 +2,8(10) aAB 99 + 4,7 (10) aA 98 + 1,5 (30) AB
PI2 99+£1,2(10)aA 103 +2,2(10) aB 100 + 5,4 (10) aA 101 + 1,6 (30) B
Pov 96+ 1,3 (30) a 98 + 1,4 (30)a 98+ 1,9 (30) a 97 + 3,1 (90)

ISM — industrijska standardna moka, IPM — industrijska polnozrnata moka, TRM — tradicionalna polnozrnata

moka, Pa — papirnata vrec¢ka, P11 — odprta plasti¢na vrec¢ka, P12 — zaprta plasti¢na vrecka, Pov — povpreéje.

Povpregja 1KS za specifi¢ne kombinacije postopkov, oznacena z enako ¢rko, se signifikantno ne razlikujejo

glede na Tukey’s HSD-test (P < 0,05). Majhne ¢rke se nanasajo na primerjave med vrsticami in velike ¢rke

za primerjavo med stolpci.
rKS = ((KS/PS) x 100). Velikost vzorca je prikazana v oklepajih.
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Preglednica 31: Povpre¢je (SE - standardna napaka povprecja) relativne vsebnosti
nivalenola (rKS, %) v odvisnosti od razli¢nih tipov moke (TRM, IPM,
ISM), skladis¢ne temperature (10 °C, 25 °C) in tipa embalaze (Pa, PI1,
PI2)

Table 31: Average (SE - standard error of the mean) relative concentrations of nivalenol
(rKS, %) depending on the different types of flour (TRM, IPM, ISM), storage
temperature (10 °C, 25 °C) and the type of packaging (Pa, PI1, PI2)

TRM IPM ISM Pov
10 °C 88+ 1,2 (15) aA 95+ 1,5 (15) aA 90 + 2,8 (15) aA 91+3,6(45) A
25 °C 83+£3,0(15)aA 89 £22(15)aA 88 +3,2 (15) aA 86+ 1,5 (45) A
Pa 81+3,2(10)aA 85+472(10) aA 86+ 4,4 (10) aA 84 +0,8 (30) A
PI1 87+1,7(10)aA  94+28(10)aAB 88 +£4,7 (10) aA 89 + 1,5 (30) AB
PI2 88+ 1,9 (10) aA 97 +2,6 (10) aB 92 £ 5.4 (10) aA 92+1,5(30)B
Pov 86+2,3 (30) a 92+1,4(30)a 89+ 1,8(30)a 89 £ 2,7 (90)

ISM — industrijska standardna moka, IPM — industrijska polnozrnata moka, TRM — tradicionalna polnozrnata
moka, Pa — papirnata vrecka, P11 — odprta plasti¢na vrecka, P12 — zaprta plasti¢na vrecka, Pov — povpreéje.
Povpredja rKS za specifiéne kombinacije postopkov, ozna¢ena z enako ¢rko, se signifikantno ne razlikujejo
glede na Tukey’s HSD test (P < 0,05). Majhne ¢rke se nana$ajo na primerjave med vrsticami in velike ¢rke
za primerjavo med stolpci.

rKS = ((KS/PS) x 100).Velikost vzorca je prikazana v oklepajih.

45.1 Razprava o rezultatih spremembe vlaznosti zrnja in stopnje kislosti

Rezultati glede spremembe v vlaznosti zrnja in v stopnji kislosti so prikazani v preglednici
26. Opazili smo minimali porast vlage v vecini paketov in pri obeh mikroklimatskih
razmerah skladiSCenja. Najvecji porast vlage smo izmerili pri TRM-moki, pakirani v
papirnate vreCke in skladis¢eni pri 10 °C. Vsebnost vlage se pri moki, skladiS¢eni v

plastic¢nih vreckah ni signifikantno spremenila, ne pri 10 in ne pri 25 °C. Najvecji porast v
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stopnji kislosti smo izmerili pri IPM-moki v papirnati vrecki, skladis¢eni pri 25 °C ter
najmanj$i pri moki, zaprti v plasticnih vreckah brez dostopa atmosferskega zraka.
Povecane vsebnosti kislin pri ISM-mokah niso bile signifikantne pri nobenem pakiranju in

skladi$énem rezimu.

Porast kislosti pri IPM-moki je posledica pregrevanja moke pri postopku mletja. Moka se v
mlinu kladivarju lahko segreje na vec kot 70 °C. To so pokazale lastne meritve temperature
kovinskega oboda mletvene komore, kar povzro¢i oksidacijo dostopnih mas¢ob. Povecana
kislost kaze na zaCetek kvarnih procesov zaradi hitre oksidacije. To se pri mletju na

valjénem mlinu in pri mletju na mlinskem kamnu ne zgodi v tako velikem obsegu.

4.5.2 Razprava o rezultatih spremembe vsebnosti DON in NIV tekom skladis¢enja moke

Rezultati primerjave vsebnosti DON in NIV v 120-dnevnem skladis¢enju so prikazani v
preglednicah 27 in 28. V vecini primerov Smo zaznali rahel padec vsebnosti toksinov po
skladis¢enju. Glede na rezultate t-testa (preglednici 27 in 28) v primeru TRM- in ISM-
moke nismo opazili signifikantno zmanjsanje v nobeni kombinaciji materiala za pakiranje
in temperaturnega rezima. Signifikantno zmanjSanje vsebnosti DON smo opazili pri IPM-
moki, skladis¢eni v papirnati vrecki pri 25 °C (t = 4,074, df = 4, P = 0,015) in pri odprti
plastiéni vrecki (t = 0,123, df = 4, P = 0,0004). rKS-vrednosti so bile 90 % za IPM 25 °C
Pa-moko in 95 % za IPM 25 °C Pll-moko. To kaze na neko stopnjo zmanj$evanja
vsebnosti DON tekom skladis¢enja. Rezultati ANOVE (preglednica 29) dokazujejo, da ni
25 °C (F172 = 0,350, P = 0,555). Na stopnjo ohranjanja DON je imel vpliv samo material
za pakiranje. Zmanjsanje vsebnosti DON je bilo pri moki, skladis¢eni v papirnatih vreckah,
signifikantno vecje kot pri plasticnih vre¢kah (rKS = 101 %, F,7, = 3,42, P = 0,038)
(preglednica 27). To je verjetno nastalo zaradi odsotnosti dostopa zraka v primeru

plasti¢nih vreck. Razlike v stopnjah ohranjanja DON med posameznimi tipi mok (rKS
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TRM = 96 %, rKS IPM = 98 %, rKS ISM = 98 %) niso bile statisticno znacilne
(preglednica 27).

Rezultati primerjave vsebnosti NIV med 120-dnevnim skladi$¢enjem so prikazani v
preglednici 28. V povpre¢ju je bilo zmanjSanje vsebnosti NIV vecje kot pri DON.
ZmanjSanje vsebnosti NIV ni bilo statisticno znacilno glede na rezultate t-testa za vse
kombinacije moke, skladiS¢nega rezima in materiala za pakiranje (preglednica 27). Edina
izjema je bila IPM-moka pri 10 °C in Pl1-vrecka (t = 3,085, df = 4, P = 0,037) in na ta
rezultat je verjetno v ve¢ji meri vplivala variabilnost vzoréenja in detekcije kot pa
preucevani faktorji. Rezultati ANOVE na ucinke glavnih preucevanih faktorjev
(preglednica 28) so bili enaki kot pri DON. Stopnje zmanj$evanja NIV niso bile statistiéno
znacilne (F172 = 1,38, P = 0,2449) pri razlicnih mokah (rKS 10 °C = 91 %, rKS 25 °C =
86 %). Razlike v stopnjah ohranjanja NIV med posameznimi pakirnimi materiali so bile
statisticno znacilne pri primerjavi papirnatih vreck (Pa; rKS = 84 %) in zaprtih plasti¢nih
vreck (P12; tKS = 92 %) (F,72 = 3,34, P = 0,043) (preglednici 27 in 28). Razlike v
ohranjanju NIV med tipi mok (rKS TRM = 86 %, rKS IPM = 92 %, rKS IRG = 89 %) niso
bile statisticno znacilne (F, 7, = 1,00, P = 0,374).

Tehnike mletja lahko signifikantno vplivajo na $tevilo mikrobov in na njihovo aktivnost v
moki in v pekovskih produktih (Eyles s sod. 1989, Berghofer s sod. 2003). Nekaj sto tiso¢
mikrobnih spor lahko najdemo v gramu sveZze moke takoj po mletju (Weidenborner s sod.
2000, Lugauskas s sod. 2006). Glede na objavljene podatke se mikrobi niso sposobni
razvijati in mnoziti med primernimi skladis¢nimi pogoji z 12-odstotno vlaznostjo (vodna
aktivnost a,, pod 0,65). V takih pogojih so mikrobi v fazi mirovanja. Stopnja mikrobnega
metabolizma v tej fazi ni poznana. Predpostavljamo lahko, da v takih razmerah mikrobi ne
morejo signifikantno vplivati na biokemicne encimatske reakcije, ki nastajajo med
staranjem moke. Na primer: skladi§¢enje moke z zacetno vlaznostjo 18 % pri sobni
temperaturi za 16 tednov je povecalo mikrobno vsebnost iz 50-200 kolonij na gram na 13 x
10° - 2,7 x 10° kolonij na gram (colonies per gram) (Daftary s sod. 1970). Pomembno je

zagotoviti, da ne prihaja do povec¢ane kondenzacije vlage med skladis¢enjem in staranjem
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moke, ker to lahko vodi do lokalno povecane vodne aktivnosti moke (ay 0,95) in omogoci

zacetek prehoda mikrobov iz faze mirovanja v aktivno fazo.

Pri polnozrnatih mokah lahko pri¢akujemo vecjo Stevilo mikrobov kot v standardnih
mokah. Mikrobi in encimi iz otrobov so zmesani z endospermom pri polnozrnatih mokah.
V poskusu nismo preverjali, ali se mikrobna populacija spreminja med skladis¢enjem, in
nismo pri¢akovali mikrobnega kvarjenja moke med poskusom, ker so bili skladis¢ni pogoji
tipi¢ni in primerni za dolgoro¢no skladiS¢enje moke in ohranjanje njene kakovosti in roka

uporabe.

Med stirimese¢nim obdobjem skladis¢enja ni bilo signifikantnih sprememb v lastnostih
moke (preglednica 26). Vsebnost vlage se je rahlo spremenila pri moki, skladis¢eni v
papirnatih vreckah, prakti¢no enaka pa je ostala pri moki v plasti¢nih vreckah. Kislost se je
rahlo povecala, posebej pri polnozrnati moki, skladiS¢eni v papirnatih vreckah z dostopom
zraka ter zmleti z mlinom kladivarjem. Polnozrnate moke vsebujejo veéji odstotek mascob
kot standardne moke, ker so kal¢ki zmleti z endospermom. Med mletjem polnozrnate moke
z uporabo mlina kladivarja je bila moka segreta do temperature 70-80 °C, kar povzroci

povecano oksidacijo maS¢ob in vecjo stopnjo kislosti.

Opazene spremembe v lastnostih mok so primerljive z obiajnimi spremembami, ki se
dogajajo med procesom skladis¢enja in staranja moke in so bile opisane s strani mnogih
raziskovalcev (Hruskova in Machova 2002, Butt s sod. 2004, Nishio s sod. 2004, Rose s
sod. 2008). Zaradi majhnih sprememb v vlaznosti in kislosti lahko predvidevamo, da
potekajo¢i biokemiéni procesi med staranjem moke (veéinoma hidroliti¢na lipoliza in

proteoliza) niso signifikantno posegali v mikotoksinsko molekularno matrico v moki.

Zanimivo je, da so bile v povpreéju relativne vsebnosti DON in NIV na koncu skladi$¢enja
manjse (1-29 %) kot na zacetku (preglednici 27 in 28). Stopnja zmanjSevanja NIV je bila
vecja kot pri DON. Vecina opazovanih razlik se ni statisticno znacilno razlikovala med
seboj. Znano je, da so mikotoksinske vsebnosti v rastlinskih materialih zelo variabilne,

zato je pogosto tezko lociti u€inek obravnavanja od variabilnih ucinkov, povzrocenih s
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strani vzor¢enja. Kljub temu je pri petih ponovitvah zlahka opaziti trend zmanjSevanja
vsebnosti mikotoksinov. To opaZanje nas vodi do predpostavke, da verjetno v moki
potekajo procesi, ki vodijo do poCasnega zmanjSevanja vsebnosti mikotoksinov, vendar so
obicajni Casi skladiSCenja oziroma staranja moke prekratki, da bi dosegli signifikantno
zmanj$ane vsebnosti DON in NIV. lIzpostavitev moke okoljski atmosferi rahlo poveca
razgradnjo mikotoksinov DON in NIV. Kljub tem rezultatom ni gotovo, da prisotnost
zraka signifikantno vpliva na razpad mikotoksinov. Rezultati dokazujejo, da ni nobene
razlike pri skladis¢enju moke pri 10 °C, ker je mikrobiolosko stabilna tudi pri 20-25 °C.
Ce upostevamo, da so &asi skladis¢enja polnozrnatih mok na kmetijah zelo kratki in da se
sanitarne nevarnosti tekom skladiS¢enja prakti¢no ni nobene nevarnosti za porast vsebnosti
trihotecenskih mikotoksinov. Le manjsi delez kupcev polnozrnatih mok zahteva postarano
moko, ki ima boljSe pekovske lastnosti za doloCen izdelek, zato se staranje moke na
kmetijah ne izvaja v velikem obsegu. Tudi Ce bi izvajali ve¢mesecno klasi¢no staranje
moke, po na$ih rezultatih ni nobene nevarnosti, da bi se povecala vsebnost mikotoksinov.
SkladiS¢enje moke s staliS¢a varne verige predelave na kmetijah ni Sibka kriti¢na tocka v

procesu obvladovanja trihotecenskih mikotoksinov.
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5 SKLEPI

5.1 Dolo¢anje povezave med stopnjo okuZenosti klasov in vsebnostjo DON v

razli¢nih frakcijah pred in po ¢iS¢enju zrnja pri razli¢nih sortah

Na podlagi vizualne ocene okuzenosti klasov ne moremo povsem objektivno oceniti
vsebnost DON v zrnju. Korelacijski koeficienti med obema parametroma izkazujejo
veéinoma manj tesno stopnjo povezave. Odpornost oziroma tolerantnost sorte prispeva
bistveni del, kajti zmerno okuZene sorte s fuzariozo klasa lahko vsebujejo manjse koli¢ine
toksina kot sorte, ki na njivi kazejo manjSo stopnjo okuzenosti, ker so tolerantne na razvoj
glive v tkivih. Mehanizmi medsebojne odvisnosti med stopnjo okuzbe klasov in obsegom
oblikovanja toksinov so pri vecini sort v Sloveniji slabo pojasnjeni. Rezultati doktorske
disertacije v tej tematiki pomembno prispevajo k sploSnemu znanju o dinamiki
medsebojnih vplivov v pridelovalnih razmerah v Sloveniji. V naSem poskusu se je kot
relativno mikotoksikolosko stabilna sorta izkazala sorta Renan, kljub temu da ne spada v
skupino sort, Ki so izrazito tolerantne na fuzarioze, in kot tako jo lahko tudi priporo¢amo za
pridelovanje v pridelovalnem sistemu brez uporabe fungicidov v Sloveniji. Odlo¢ilen vpliv
na koné¢no vsebnost DON je imela uspesnost ¢is¢enja zrnja posameznih sort. Ceprav so
imele tolerantne sorte pred ¢is¢enjem rahlo manj$e vrednosti toksinov, so se po Cis¢enju
razmerja obrnila. Tako je sposobnost ¢iS€enja pri sortah z moc¢no obcutljivostjo na
fuzarioze rezultirala z manj$o kon¢no vrednostjo toksinov. Sama prisotnost bolezni lahko
puséa izrazita znamenja na zrnju, tako dobimo manjsa, lazja in celo prazna zrna, ki so
lahko razli¢no deformirana in obarvana. Pri sorti, ki ob prisotnosti bolezni izrazito reagira s
spremembami zrnja, lahko z normalnimi tehnikami c¢iS¢enja uspesSneje zmanjSamo
vsebnost toksinov. Iz literature znano dejstvo, da je vecina toksinov v zrnih, katerih

velikost je manjsa od 2,5 mm, se je tudi v naSem poskusu izkazalo za to¢no.
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52 Vpliv sorte in pridelovalnega sistema na vsebnost DON po zaklju¢enem

procesu priprave na mletje

Ena od predpostavk za pridelovanje zdravega in ekonomsko sprejemljivega pridelka v
integriranih nacinih pridelave ter pri pridelavi brez uporabe fungicidov je uporaba sort,
odpornih na bolezni. V primeru fuzarioze klasa moramo biti pozorni ne samo na odpornost
sort na bolezen, ki zmanjSa pridelek in poslabSa pekovske lastnosti moke, ampak tudi na
uc¢inkovitost ¢is¢enja zrnja pri obdelavi zrnja pred mletjem v moko. Pri drugih boleznih zit
0 zadnjem omenjem ucinku ni potrebno razmisljati. Rezultati raziskave kazejo, da morda
vse sorte, ki so odporne oziroma tolerantne na fuzarioze, niso primerne za predelavo v
polnozrnato moko. Pri nekaterih od teh je obiajno dosezena ucinkovitost ¢is¢enja v smislu
zmanjSevanja toksinov med postopkom cis¢enja lahko premajhna, da bi dosegla merila
kvalitete za polnozrnato moko (manj kot 750 ug/kg DON v moki pred peko). Pri teh sortah

je lahko velik del zrnja na oko videti popolnoma zdrav, vendar vsebuje velike koli¢ine

WtV W

vvvvvv

Zaradi nepredvidljive narave fuzarijskih gliv in nastanka njihovih mikotoksinov bi morali
zitni pridelovalci in predelovalci (mlinarji, kmetje itd.), ki Zelijo predelovati zrnje v
polnozrnato moko, uporabljati kvalitetne naprave za ¢iS€enje zrnja in se zaceti sistemati¢no
posluzevati hitrih ELISA-testov za dolocanje vsebnosti mikotoksinov. ELISA-testi so
dandanes postali cenovno dostopni in dovolj obcutljivi, da pokazejo vsebnosti
mikotoksinov pri tolik$ni stopnji natanc¢nosti, da se lahko odlo¢amo o primernosti zrnja za
mletje v polnozrnato moko. Uporaba ELISA-testov na kmetijah in pri buti¢nih pekarnah bi
bil velik napredek pri obvladovanju pojava pove€anih vsebnosti trihotecenskih

mikotoksinov v neindustrijski predelovalni verigi.

Zlahtnitelji novih pSeni¢nih sort bodo morali vzeti v obzir Zitno-predelovalne postopke in

jim v doloCeni meri prilagoditi Zlahtniteljske nacrte pri Zlahtnenju na odpornost na
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Fusarium spp. Najbrz obstajajo $e nekateri tipi sortne odpornosti — tolerance, ki $e niso
dovolj pojasnjeni in lahko povzro¢ajo nizko stopnjo ¢iS¢enja zrnja glede na DON v okviru
standardnih tehnik ¢is¢enja zrnja. Verjetno potrebujemo drugacen Zlahtniteljski program za
pSeni¢ne kultivarje, ki so namenjeni za predelavo v tradicionalno polnozrnato moko in bi
imeli drugacen tip odpornosti na FHB kot sorte, namenjene za predelavo v standardno belo
industrijsko moko. Glede na rezultate nase raziskave lahko opozorimo na moznost obstoja
na FHB odpornih oziroma tolerantnih sort, ki lahko imajo pomemben delez zrnja z
relativno velikimi vsebnostmi DON, vendar kljub vsemu brez zaznavnih, vidnih
simptomov prisotnosti bolezni. Ti tipi odpornih oziroma tolerantnih sort ne resujejo
tveganj okuzbe z DON v prehranski verigi od njive do kroznika, posebej ¢e je zrnje
predelano brez vmesnega preverjanja stopnje DON. Potrebno bo izvesti Se ve¢ raziskav, da
bi preverili stopnjo mikotoksinov v pSeni¢nem zrnju, ponujenem potro$nikom s kmetij, in
se izognili razlicnim zdravstvenim tveganjem, ki lahko nastanejo ob dolgotrajnem

zauzivanju jedi iz “domace” polnozrnate moke.

5.3  Pekovski poskus

Kljub dejstvu da se metode industrijske in tradicionalne priprave testa in kruha v Sloveniji
razlikujejo v trajanju Casa priprave, uporabi razliénih dodatkov in temperaturi peke, kaze,
da se v slovenskih razmerah povpreéno zmanjsanje DON in NIV s peko kruha ne razlikuje
signifikatno glede na industrijsko ali tradicionalno pripravo. V postopku priprave
kolicino DON in NIV v kruhu kot tehnike peke kruha. ZmanjSanje obeh toksinov je
primerljivo pri obeh nacinih peke, vendar je pri¢akovan razpad pri posameznih tipih mok
ve¢ji v keramiéni krusni pe¢i. Vsebnosti DON in NIV v tradicionalnem polnozrnatem
kruhu nad dovoljeno mejo (500 pg/kg) so pricakovane le v redkih primerih, ko bi pri peki
uporabili moko iz zelo okuZenega zrnja zaradi uporabe nekvalitetnih naprav za ¢is¢enje

zrnja.
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V primeru upostevanja postopkov, predvidenih za izvedbo v prehranski verigi »from field
to fork« (od njive do vilice), glede vsebnosti DON in NIV ne pri¢akujemo signifikantnih
razlik med industrijskim polnozrnatim kruhom, ki je na voljo v supermarketih in pekarnah,
ter polnozrnatim kruhom, Ki je na voljo na kmetijih in v posebnih trgovinah. Pri¢akovane
vsebnosti DON in NIV pri polnozrnatih kruhih so malce veéje kot pri kruhu, pripravljenem
iz fine industrijske moke, vendar ne toliko vecje, da bi bilo ogrozeno zdravje potrosnikov,

ki uzivajo tradicionalni polnozrnati kruh.

5.4  Skladis¢ni poskus z moko

Iz rezultatov naSega poskusa sklepamo, da skladi$¢enje polnozrnate pSeni¢ne moke za
nekaj mesecev pri normalnih sobnih pogojih (20-25 °C, 13-odstotna vlaga moke in 60—
70% r. z. v.) ne vpliva signifikantno na vsebnost trihotecenov (DON in NIV) v moki.
Pekarne na kmetijah, ki izvajajo tradicionalno staranje polnozrnate moke s skladis¢nimi
pristopi, podobnimi na$im, ne rabijo biti zaskrbljene glede potencialnega povecanja
vsebnosti DON in NIV tekom skladis¢enja moke. V pogojih, podobnim nasim (normalni
skladi$¢ni pogoji), ni moznosti poveCanja vsebnosti mikotoksinov zaradi aktivnosti
fuzarijskih gliv. Prav nasprotno, vsebnosti DON in NIV se lahko med skladiS¢enjem celo
zmanjSujejo. Razpad DON in NIV poteka najhitreje pri moki, skladiS¢eni pri 25 °C v
odprtih papirnatih vreckah. Med skladis¢enjem pri 10 °C in skladis¢enjem pri 25 °C ni bilo
signifikantnih razlik v vsebnosti toksinov po koncu skladiS¢enja. V kolikor se skladiS¢enje
moke na kmetijah in buti¢nih pekarnah izvaja pri sobni temperaturi in ima moka manj kot
12 % vlage (aw vsaj 70) ni nobene nevarnosti za razvoj fuzarijskih gliv v moki. Po nasi
oceni skladiSc¢enje moke ne predstavlja kriti€ne to¢ke v procesu obvladovanja povecanih
vsebnosti trihotecenskih toksinov v izdelkih iz krusnih Zit. Skladi§¢ni ¢asi na kmetijah so
kratki, tako da tudi tradicionalni nacini skladi§¢enja ne omogocajo razvoja fuzarijskih gliv
v moki. Postopki skladis¢enja zrnja pred mletjem SO na nekaterih kmetijah pri
dolgoro¢nem skladi§¢enju bistveno bolj kriticna tocka varne verige od samega skladiS¢enja

moke.
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5.5

Ukrepi za zmanjSevanje tveganj zaradi povecanih vsebnosti trihotecenskih
mikotoksinov v izdelkih iz nekonvencionalnih Zit, predelanih v neindustrijski

predelovalni verigi (tehnoloSka navodila)

Vreme je zdale¢ najpomembnejsi in neobvladjiv dejavnik pri okuzbah s fuzariozami in pri

oblikovanju mikotoksinov, medtem ko so sortne lastnosti pSenic (odpornost/toleranca) ter

agrotehnike pridelave dejavniki v pridelavi, na katere ima pridelovalec zit vecji vpliv.

Ukrepe za obladovanje pojava fuzarijskih mikotoksinov v pridelovalno-predelovalni verigi

zit lahko razdelimo na ve¢ sklopov.

551

Ukrepi pred setvijo Zit

Pred setvijo zit je priporo¢ljivo globoko zadelati rastlinske ostanke predposevka ali
jih v ¢im vedji meri odstraniti s polja.

Minimalna obdelava tal je s staliS§¢a mikotoksinov lahko tvegana; pred setvijo zit
priporo¢amo uporabo pluga in globoko oranje na globino 20-25 cm.

Omogociti je potrebno ¢im boljsi razpad Zetvenih ostankov v zemlji (tla, ki so
biolosko aktivna, omogocajo hitrejsi razkroj Zetvenih ostankov; na manjse koscke
razsekani ostanki predposevka razpadajo hitreje).

Kolobar je potrebno zasnovati ¢im $irSe s ¢im ve¢ botani¢no nesorodnimi ¢leni
(vkljucevanje kriznic, metuljnic, oljnic itd.). Priporo¢en ukrep je izogibanje setve
koruze v kolobarju kot predposevek zitom.

Priporoc¢ena je uporaba sort, ki imajo preverjeno tolerantnost na fuzarioze (v nasih
raziskavah se je kot taka sorta izkazala sorta Renan). Poudariti je potrebno, da sama
odsotnost bolezenskih  znamenj ne pomeni absolutno manjse Vvsebnosti
mikotoksinov v zrnju. Presoja primernosti sorte zgolj na opazovanju zunanjih
bolezenskih znamenj med rastno dobo in na zrnju ob Zetvi ni mozna.

Izbrane sorte naj imajo ¢im kraj$i ¢as dozorevanja in posledi¢no zgodnejsi termin

zetve. Na sploSno je premalo informacij glede obnasanja posameznih sort glede
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tolerantnosti na fuzarioze med rastno dobo, skladis¢enjem ter nadaljnjo obdelavo
zrnja.

Potrebno je opraviti posebno presojo primernosti sort za pridelavo in nadaljnjo
predelavo zrnja na neindustrijski na¢in. Standardni sortni poskusi tega preverjanja
ne omogocajo in so za ta namen metodolosko neprimerni.

Za potrebe ekoloskega kmetovanja je potrebno razviti dodatne metode preverjanja
sort. Sam sortni poskus se mora nadaljevati tudi s skladis¢nim poskusom in tudi s
poskusom za analizo vsebnosti mikotoksinov v polizdelkih, ki se proizvedejo na
nacine, ki so v uporabi v ekoloskih, neindustrijskih predelovalnih sistemih. Le na
takSen nacin lahko objektivno presodimo, katere sorte so primerne za ekoloski ali

drug alternativni pridelovalni in predelovalni sistem.

Priporocamo, da bi se na ravni drzave skupaj s semenarskimi podjetji izvedle stalne

raziskave, Ki bi omogocale presojo in izdelavo list »mikotoksikoloSko« varnejSih sort in

vzpostavitev rednega loCenega monitoringa sort, primernih za ekolosko pridelavo. Te bi

nato kmetijski svetovalci lahko v praksi svetovali za setev pridelovalcem pSenice.

5.5.2  Ukrepi med rastno dobo

Priporo¢amo setev v zgodnjih terminih priporoenega Casa setve s priporoceno
minimalno setveno normo. Gostota posevka lahko vpliva na lokalno mikroklimo in
lahko ustvarja pogoje za primarne okuzbe s fuzariozami. Pregosti posevki zit so
izpostavljeni razlicnim oblikam fizioloSkega stresa zaradi povecCanih ucinkov
znotrajvrstnega tekmovanja in sprememb v morfoloski zgradbi tkiv, s ¢imer je
povecana njihova dovzetnost za okuZbe in zmanjSana tolerantnost za poskodbe, ki
jih naredijo glive. Pretirana rast v visino kot posledica tekmovanja lahko tudi vpliva
na lazje primarne okuzbe. Celice takih rastlin imajo tanjSe celi¢ne stene, medceli¢ni
prostor je vecji in primarne okuZbe s strani glivnega micelija so v takih pogojih

hitrejSe in lazje. Take »pretegnjene« celice rabijo ve¢ vode in hranil za svoj
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normalen obstoj, zato je tudi mobilizacija omenjenih snovi hitrej$a, to pa ima lahko

za posledico, da ima micelij gliv na zacetku okuzbe na razpolago ve¢ hranljivih

snovi in se v vecji meri lahko naseli na rastlini gostiteljici.

- Dognojevanje je potrebno izvesti v pravem ¢asu in s pravilno koli¢ino gnojil.
Mnogo raziskovalcev je povezalo interakcijo med dognojevanjem z dusikom in
stopnjo FHB. Enako lahko odsotnost dostopnega dusika vodi k stresnemu okolju za
rastline in pove¢anemu tveganju za okuzbe. Prekomerno dognojevanje z dusikom

lahko vodi do poleganja rastlin, Kjer se lahko tvori tudi do 10-krat ve¢ toksinov kot

v sestojih zit, ki niso polegli.

- Posebno pozornost moramo nameniti pravilni uporabi fitofarmacevtskih sredstev.
Fitofarmacevtska sredstva je potrebno uporabljati v skladu z naceli dobre kmetijske
prakse, navodili za uporabo, ostalimi predpisi, ki urejajo posamezne pridelovalne
sheme, ter raznimi okoljskimi predpisi (vodovarstvena obmoc¢ja ipd.). Sama
uporaba fungicidov v letih, ugodnih za razvoj fuzarioz, ne more popolnoma
preprecditi razvoja gliv, ki tvorijo mikotoksine na zitu. Zato je potrebno uporabljati
pripravke, ki u¢inkovito delujejo na te glive. Preventivna uporaba je pogoj za dobro
delovanje pripravka, zato jih je potrebno aplicirati v optimalnem ¢asu. Nepravilna
uporaba lahko vodi v povecanje vsebnosti mikotoksinov kljub navidezni odsotnosti
rastlinskih bolezni. Nekatere aktivne snovi (npr. azoksistrobin) nimajo dokazanega
delovanja na fuzarijske glive, nasprotno pa lahko povzrocijo propad nekaterih
drugih antagonisti¢nih gliv, ki ovirajo razvoj fuzarijskih gliv. Preko mehanizma
izkljuevanja antagonisti¢nih gliv lahko uporaba azoksistrobina povzro¢i povecanje

vsebnosti mikotoksinov. Zadovoljivo ucinkoviti SO novejsi pripravki na podlagi

aktivnih snovi iz skupine triazolov.

-V tuji literaturi lahko zasledimo (stran 45), da je pri ekoloski pridelavi zit (brez
uporabe fungicidov) moZzno pricakovati celo manjSo stopnjo mikotoksinov kot pri
konvencionalni pridelavi. Ob pregledu literature lahko spoznamo, da ta trditev

(oziroma rezultati raziskav) temelji na velikih pridelovalnih sistemih velikih drzav,

kjer so doloceni ukrepi (kolobarjenje, gnojenje itd.) nepravilno izvajani.

- Visoka gostota plevelov lahko prav tako vpliva na stopnjo okuzbe s fuzariozami.

Priporoceno je mehani¢no =zatiranje plevelov z uporabo cesal. Mehani¢no
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odstranjevanje plevelov ima mnogo pozitivnih u¢inkov na rast rastlin in posledi¢no
na odpornost rastlin na primarne okuzbe. To velja tudi pri fuzariozah zit.

- Zatiranje Skodljivcev med rastno dobo pri Zitih ne vpliva v veliki meri na vsebnost
mikotoksinov, lahko pa pripomore k ustvarjanju manj stresnega okolja za rastlino.
Pri nekaterih drugih rastlinah ima zatiranje med rastno dobo bistveno ve¢ji vpliv na
mikotoksine.

- Zetev je potrebno izvesti pri ustrezni vsebnosti vlage v zrnju in z ustreznimi stroji.
Najve¢ toksinov se nahaja v drobnih, izmaliCenih ter lazjih zrnih. S pravilno
nastavitvijo pretresal kombajnov ter vetra pri puhalih lahko veino teh zrn
odstranimo.

- Ce v posameznih letih prihaja do pojavov nadpovpreéne stopnje okuZenosti na
lokalnih obmo¢jih, bi bilo priporocljivo zrnje s takSnih obmocij posebej

obravnavati pri odkupu in skladiscenju.

Priporo¢amo vzpostavitev prognosti¢nih sistemov z uporabo nam prilagojenih modelov za
napovedovanje pojava obdobij okuzb s fuzariozami. Dobro bi bilo vzpostaviti sistemati¢ne
poskuse z ziti po razliénih regijah in spremljati, kako vplivajo doloCeni dejavniki na
vsebnost mikotoksinov v zrnju v razli¢nih sezonah (natan¢na dolocitev klimatskih pogojev
preko celotnega leta, natan¢no spremljanje agrotehnike pridelave Zita, vpliva razli¢nih sort,
vpliva regije itd.). S temi zbranimi podatki bi v naslednjih letih lahko ustvarili prognosti¢ni
model za napovedovanje pricakovanih vsebnosti mikotoksinov. Ta model bi lahko sluzil
tudi za preventivne napovedi zatiranja, napovedovanja kvalitete zetve ipd. Kmetijsko-
svetovalna sluzba bi morala uvesti bolj natancno svetovanje glede uporabe FFS in
priporocati samo tista sredstva, ki imajo ustrezen zaviralni vpliv na tvorbo mikotoksinov
(moznost zlorab!). Za to bi potrebovala hitrejsi dostop do informacij glede rezultatov

poskusov. Pretok informacij in njihova implementacija v praksi sta e vedno prepocasna.
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5.5.3 Ukrepi po zetvi

-V kolikor bi zrnje pozeli z neprimerno vlaznostjo, bi morali takoj izvesti susenje.
Pri tem bi morali redno meriti vlago (vzorec mora biti reprezentativen!) in susiti na

malce nizjo vlago, kot jo priporoc¢ajo za skladis¢no stabilnost (namesto na 14,

priporo¢amo susenje vsaj na 12 % vlage pri pSenici).

- Za skladiS¢enje je potrebno zagotoviti razkuzen prostor, Cist, suh in temen, brez
dostopa razlicnih zivali. Priporocamo tedensko spremljanje na prisotnost
skladis¢nih Skodljivcev ter kvarnih procesov. V kolikor prihaja do pojava
Skodljivcev, je potrebno izvesti zatiranje, pri kvarnih procesih pa je potrebno

odstraniti pokvarjeno zrnje oziroma z ukrepi prepreciti nadaljnji postopek kvarjenja

(dosuSevanje, premetavanje, transport v drugi silos itd.).

- Pri industrijskem mletju je sama tehnika mletja in zmanjSevanja toksinov relativno
dobro izdelana, tezave nastopijo pri domac¢em mletju in uporabi tega zrnja. Uporabi
primitivnih mlevskih strojev, ki prakti¢no nimajo mlevskih odpadkov (zunanji deli
zrnja, ki vsebujejo najvecje koli¢ine mikotoksinov se premalo odstranijo), bi se
morali v letih s pri€akovanimi velikimi koli¢inami mikotoksinov v zrnju izogibati
(tu bi v postev prisel model prognosticne napovedi mikotoksinov). V teh letih bi v

kon¢nem produktu oziroma med pripravo testa in peko kruha prislo do premajhne

redukcije toksinov.

- Na splodno se Se pri domacih neindustrijskih tehnikah mletja zrnja, priprave in peke
kruha ne izvajajo meritve vsebnosti toksinov (stroskovni element), kar Se dodatno
poslabSuje kakovost monitoringa nad stanjem vsebnosti mikotoksinov v
neidustrijski verigi. Priporo¢amo izvedbo vsaj hitrih ELISA-testov, katerih
natancnost je v zadnjih letih Ze na sprejemljivi stopnji za kakovostno dolocanje

vsebnosti v obmogjih, ki so potrebna za preverjanje skladnosti produktov z

zakonskimi predpisi.
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6 POVZETEK

Slovenskih raziskav o vplivih pridelovalne tehnike in neindustrijske predelave pseni¢nega
zrnja na vsebnost trihotecenskih mikotoksinov v moki je, sode¢ po analizi dostopnih
znanstvenih virov, izredno malo. Raziskave, izvedene v okviru doktorske disertacije, se
dotikajo nekaterih segmentov obvladovanja pojava trihotecenskih mikotoksinov (DON —
deoksinivalenol in NIV — nivalenol) pri pridelovanju in predelavi pSenice v slovenskih
pridelovalnih sistemih. Izvedli smo primerjavo med pridelovalnim sistemom pSenice brez
uporabe kemicnega varstva (pridelava brez uporabe fungicidov) in integrirano pridelavo ter
med predelavo pseni¢nega zrnja skozi poenostavljene postopke priprave moke in
skladis¢enja moke na neindustrijski nacin (na kmetijah in neposredno pri potrosnikih) z
industrijskim na¢inom, kot se izvaja v mlinskih podjetjih v Sloveniji. Ugotovili smo, da pri
pridelovanju pSenice dolocenih sort obstaja povecano tveganje za preveliko vsebnost
trihotecenskih mikotoksinov v zrnju in pozneje v polnozrnati moki, pridobljeni iz tak$nega
zrnja. Povecano tveganje je posledica tega, da obstajajo nekatere tolerantne sorte, ki kljub
intenzivni okuzbi s fuzariozami ne utrpijo velikih sprememb na tkivih zrnja. To smo
dokazali z zelo Sibkimi korelacijskimi povezavami med stopnjo okuZenosti zrnja in
velikem obsegu zmanjSati vsebnost DON in NIV. Moka, pridobljena iz takSnega zrnja,
predstavlja povecano tveganje za potroSnike polnozrnate moke. Vecina sodobnih raziskav
obvladovanja fuzarijskih mikotoksinov v Zzitih obravnava industrijske nacine predelave
zrnja in ne posveca pozornosti neindustrijskim na¢inom predelave, ki pa so ponovno v
porastu zaradi povecCanega povprasevanja potroSnikov po polnozrnati moki. Potrebno je

povecati obseg raziskav neindustrijskih nacinov predelave zrnja. Pri primerjavi

wev W

Vv W

odstotno zmanjsanje vsebnosti mikotoksinov (DON in NIV), pri industrijskem ¢is¢enju pa
38,2 % ter 34,8 %. Rezultati kazejo, da je za izboljSanje obvladovanja tveganj glede DON

W v W

in NIV potrebno povecati ucinkovitost ¢iSCenja v neindustrijskih obratih (posodobitev
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opreme). Analizirana je bila tudi dinamika spreminjanja vsebnosti DON in NIV v razli¢nih
vrstah moke, skladis¢ene v razlicnih razmerah za daljsi ¢as. Ugotovili smo, da med
skladis¢enjem polnozrnatih mok, pridobljenih iz pridelanega zrnja brez uporabe
fungicidov, na kmetijah ni moznosti za povecevanje vsebnosti mikotoksinov DON in NIV.
Vsebnosti se med skladis¢enjem lahko celo zmanjsajo. V poskusih s peko kruha iz
razli¢nih vrst mok v krusni in industrijski pe¢i smo ugotovili, da lahko med peko DON in
NIV razpadeta v dokaj velikem obsegu (do 73,4 % DON ter 38,4 % NIV), vendar ne
popolnoma. Obseg razpadanja pri peki v krusni pec¢i (do 73,4 % DON) ali v industrijski
peci (do 67,4 % DON) je primerljiv. ZmanjSanje vsebnosti toksinov pri peki z industrijsko
polnozrnato moko je bilo veliko vecje (67,4-73,4 %) kot pri peki polnozrnatega kruha iz

tradicionalne polnozrnate moke (37,1-39,4 %).
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7  SUMMARY

Slovenian researches on the effects of cultivation techniques and non-industrial processing
of wheat grain on Fusarium mycotoxin content of the flour are according to the analysis of
the available scientific literature scarce. Research carried out within the framework of the
doctoral thesis are touching some segments of controling trichothecene occurrence of
mycotoxins (DON — deoxynivalenol and NIV — nivalenol) in the Slovenian systems of
wheat production and processing. A comparison was made among the production system
without the use of chemical methods for disease controling (production without using
fungicides) and integrated production, processing of wheat grain through simplified
processes of flour preparation and storage in non-industrial processing (on-farm and direct
to consumers) and with industrial processing, as implemented in the mill business in
Slovenia. It was found that in the production of certain wheat varieties increased risk exists
for excessive content of trichothecene mycotoxins in grain and later in the whole wheat
flour obtained from such grains. The increased risk is consequence of the fact that there are
some tolerant varieties of wheat which do not suffer any significant changes in grain
tissues despite intensive infection of Fusarium fungi. We proved this with a very weak
correlations between the degree of grain by Fusarium contamination and DON/NIV
content in grain. Cleaning procedures in such varieties can not reduce the content of DON
and NIV on a sufficient level. Flour, produced from such grains represents an increased
risk to consumers of whole wheat flour. Most modern research is focused towards
management of Fusarium mycotoxins in cereals processed in industrial methods of
processing grain and give no attention to non-industrial processing methods, which are
again on the rise due to increased consumer demand for whole wheat flour. It is necessary
to increase studies of non-industrial methods of grain processing. When comparing the
effectiveness of cleaning grain on the farm and in the industrial plant, we found that the
cleaning efficiency of simple machines on the farm could have 30 % lower efficiency
compared to the industrial plant cleaning. When cleaning the grain on the farm, we
achieved 20,8 % and 15,5 % reduction in the levels of mycotoxins (DON and NIV), and

38,2 % and 34,8 % for industrial cleaning, respectively. The results suggest that
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improvement of risk management of DON and NIV is necessary to increase cleaning

efficiency in non-industrial processing (hardware modernization).

Analysis of the dynamics of changing DON and NIV concentrations in different types of
flour stored under different conditions for a longer time were also caried out. We found
that during the storage of whole wheat flour obtained from the organic farm no possibility
exists of increasing DON and NIV concentrations. Concentrations may even be reduced
during storage. In experiments with the bread baking from different types of flour in
ceramic (traditional) and industrial ovens, we found that during baking DON and NIV
decayed to a fairly large extent (73,4 % to 38,4 % of DON and NIV), but not completely.
Extent of decay in baking bread in the ceramic oven (up to 73,4 % of DON) or in industrial
furnaces (up to 67,4 % of DON) is comparable. Reduction of toxins in baking with whole-
wheat flour industry was much higher (67,4 to 73,4% DON) than the rate of reduction in
baking bread from organic whole wheat flour (37,1 to 39,4 %).
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