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Ozonowanie zb0z wykorzystywanych
w zywieniu zwierzat

The ozone disinfection treatment of cereal grain used in animal nutrition

Streszczenie. Obowigzujace przepisy obliguja producentow do wytwarzania pasz wysokiej jakosci
oraz dostosowania ich do zrdznicowanego zapotrzebowania zywieniowego zwierzat. Celem pracy
byta ocena wykorzystania ozonu do redukcji zanieczyszczen mikrobiologicznych podczas przechowy-
wania zb6z. Probki ziaren grupy do$wiadczalnej poddano procesowi ozonowania, a probg kontrolng
stanowito zboze niepoddane ozonowaniu. Uzyskane wyniki badan dezynfekcji ozonem potwierdzaja
jego wysoka aktywno$¢ wobec mikroorganizmoéw wystepujacych na powierzchni ziaren zb6z. Na
skuteczno$¢ zabiegu dezynfekcji ozonem wplywa rodzaj ziarna poddanego ozonowaniu i czas
ekspozycji. Najwyzszy wskaznik redukcji bakterii uzyskano dla pszenzyta juz po 45 minutach
ozonowania, a grzybow plesniowych i drozdzy po 30 minutach. Uzyskane wyniki potwierdzaja
zasadno$¢ wykorzystania ozonu do dezynfekcji ziarna zboz.
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WSTEP

W ostatnich latach zwraca si¢ coraz wigkszag uwage na bezpieczenstwo zywnosci,
w tym jako$¢ i bezpieczenstwo pasz podawanych zwierzetom. Obowigzujace przepisy
obliguja producentow do wytwarzania pasz wysokiej jakosci oraz dostosowania ich do
zrdznicowanego zapotrzebowania zywieniowego zwierzat. Pasze nie powinny zawieraé
pozostatos$ci wplywajacych negatywnie na zdrowie zwierzat czy bezpieczenstwo produk-
tow zwierzgcego pochodzenia [Zawadzki 2008, Biernasiak i in. 2012, Piotrowska 2012].
Czysto$¢ mikrobiologiczna surowcow stata si¢ wyznacznikiem ich jakosci, tak jest row-
niez w przypadku zbdz. Sktad mikroflory wptywa na trwatos$¢, warto$¢ technologiczng
oraz bezpieczenstwo zdrowotne zarowno zboza, jak i jego przetwordw. Jest to szczegol-
nie istotne, gdyz w Polsce ponad 70% plonéw zbozowych przeznacza si¢ na pasze dla
zwierzat. W ostatnich latach przyklada si¢ coraz wigkszg wage do produkcji zywnosci
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ekologicznej, gdzie ogranicza si¢ lub catkowicie wyklucza uzycie §rodkéw ochrony ro-
$lin. Mikroflor¢ zboza réznicuje si¢ na mikroflore polowa (epifityczna), gdzie ziarno
ulega zakazeniu w warunkach polowych, i mikroflore wglebna, ktéra rozwija si¢ podczas
przechowywania ziarna. Drobnoustroje epifityczne bytuja zazwyczaj na powierzchni
ziarna, rzadko w nie wnikajg i uszkadzajg. Do tej grupy zalicza si¢ bakterie, drozdze
i grzyby, ktérych zrédlem sa gleba, pyt, woda, nawozy organiczne czy odchody zwierzat.
Bakterie zakazajace ziarno na polu to m.in.: Alcaligenes, Agrobacterium, Arthrobacter,
Bacillus, Flavobacterium, Pseudomonas, G(-) szczepy Achromobacter, Acinetobacter,
Azotobacter, Moraxella oraz G(+) szczepy Micrococcus, Mycobacterium, Streptococcus
i Streptomyces. Wsrdd izolowanych gatunkéw znajduja si¢ réwniez szczepy patogenne,
stanowigce potencjalne zagrozenie dla zdrowia, takie jak Clostridium perfringens, Clo-
stridium botulinum, Escherichia coli, Salmonella spp. Podczas prawidlowego magazy-
nowania zboza, gdy jego wilgotno$¢ ulega zmniejszeniu, wigkszo$¢ bakterii wymiera, a ich
iloé¢ redukuje si¢ do 1000 jtk/g [Zawadzki 2008, Broda i Grajek 2009, Biernasiak i in. 2012].

Bledy przechowalnicze, wzrost wilgotno$ci czy samonagrzewanie si¢ zbdz moze do-
prowadzi¢ do namnozenia si¢ zywych mikroorganizméw, w tym do nagltego rozwoju
flory grzybiczej. Moze to skutkowa¢ nagromadzeniem mikroorganizméw i ich metaboli-
tow w materiale zbozowym. W zwiazku z tym szuka si¢ alternatywnych metod oczysz-
czania ziarna z zanieczyszczen mikrobiologicznych, aby zapewni¢ zarowno zwierzgtom,
jak i konsumentom maksymalne bezpieczenstwo, natomiast producentom zmniejszenie
kosztow produkcji i magazynowania ziaren [Broda i Grajek 2009, Biernasiak i in. 2012].

Celem pracy byta ocena wykorzystania ozonu do redukcji zanieczyszczen mikrobio-
logicznych podczas przechowywania wybranych ziaren zbdz (pszenica, pszenzyto
i jgczmien).

MATERIAL I METODY BADAN

Materiat do badan stanowito ziarno pszenicy, pszenzyta i jgczmienia. Probki zbior-
cze zb6z o masie 500 g poddano ozonowaniu z uzyciem generatora. St¢zenie ozonu na
wyjsciu z generatora wg danych producenta wynosito 2,8-3,2 G/h. Nastepnie odwazono
3 proby po 20 +£0,1 g pszenzyta, pszenicy, jeczmienia i umieszczano je w sterylnym po-
jemniku. Prébe kontrolng stanowilo zboze niepoddane ozonowaniu. Przygotowane w ten
sposob probki umieszczano w butelkach zawierajacych jatowy ptyn do rozcienczen i homoge-
nizowano. Nastepnie wykonano z nich seryjne rozcieficzenia dziesigtne, ktore zostaly
uzyte do wykonania posiewow na uprzednio przygotowane sterylne podtoza mikrobiolo-
giczne. Posiewy wykonano na pozywce Sabouroda oraz agarze odzywczym dla kazdego
rodzaju ziarna z uwzglgdnieniem czasu ozonowania [PN-R-64791:1994]. Ptytki do
oznaczenia ogodlnej liczby bakterii inkubowano odpowiednio w 37, 25 1 4°C, a do ozna-
czenia ogodlnej liczby grzybow w temperaturze 25°C. Poszczegodlne kolonie grzybow
identyfikowano z wykorzystaniem klucza do identyfikacji grzybow strzepkowych Wata-
nabe [2010]. Oznaczenia wykonano w trzech powtorzeniach, a wyniki przedstawiono
jako $rednia, wyrazajaca ilos¢ bakterii i grzyboéw w postaci jednostek tworzacych kolonie
w odniesieniu do 1 g badanego materiatu (jtk/g), a takze logarytmiczny wskaznik reduk-
cji RF.
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WYNIKII DYSKUSJA

W trakcie przechowywania ziarna dla zwierzat moze dochodzi¢ do wzrostu mikro-
flory przechowalniczej, a w efekcie do zmiany jego barwy i zapachu. Drobnoustroje
podnosza wowczas temperature sktadowanego zboza do wartosci, ktora umozliwia im
swobodny rozwo6j. W takich warunkach dochodzi¢ moze m.in. do hydrolizy thuszczow
zawartych w ziarnie (wzrost kwasowosci tluszczowej), zmian biochemicznych w zbozu
(obnizenie wartosci odzywczej) i powstania kwasnego lub gnilnego zapachu. Skutkuje to
pogorszeniem jakosci surowca [Broda i Grajek 2009, Broda i Leja 2010].

Wyniki przeprowadzonych badan z wykorzystaniem ozonu do dezynfekcji ziaren
wykorzystywanych do celow paszowych przedstawiono w tabelach 1-3 i na rysunkach
1-2. Ogdlna liczba bakterii przed ozonowaniem ksztattowata si¢ na poziomie: dla pszen-
zyta — 4,7 log jtk/g, pszenicy — 3,9 log jtk/g, jeczmienia — 4,7 log jtk/g.

Skutecznos¢ dezynfekcji zalezy od stopnia redukcji mikroorganizméw. W przypadku
bakterii redukcja powinna wynosi¢ co najmniej 3 log, co odpowiada 99,9% efektywnosci
biobdjczej dezynfekanta [Rohm-Rodowald i in. 2008]. Taki rezultat otrzymano
w przypadku pszenzyta juz po 45 minutach ozonowania, a logarytmiczny wskaznik re-
dukcji RF wynosit 3,34 log. Wynik uzyskany po takim czasie dla pszenicy (RF45 = 1,43)
oraz jeczmienia (RF45 = 2,07) odpowiada skutecznosci kolejno o co najmniej 90%
199%. Z wynikéw tych mozna wnioskowac, ze wydtuzenie czasu dezynfekcji ozonem
ponad 45 minut skutkuje osiggni¢ciem wymaganej redukcji bakterii.

4
3.5
|3
=4
=3
= 3
=
2
=
g 2.5
-
%
=
g 2
1.5
1
0.5
pszenzyto/ triticale pszenica/ wheat jeczmien/ barley
015 minut 1,18 0,81 0,17
(430 minut 2,17 0.97 1,07
845 minut 3,34 1,43 2,07

Rys. 1. Skuteczno$¢ dezynfekcji ozonem bakterii wystepujacych na ziarnach zb6z
Fig. 1. Effectiveness of ozone disinfection on cereal grain bacteria
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Tabela 1. Wptyw ozonowania na liczebno$¢ bakterii w zbozach
Table 1. Effect of ozonation on the number of bacteria in the cereals

C . Tlos¢ bakterii (log jtk)
'zas ozonowal'na Number of bacteria (log cfu)
Time of ozonation - - - —
(min) psz.e.nzyto pszenica jeczmien
triticale wheat barley

0 4,70 3,90 4,68

15 3,52 3,09 4,51

30 2,53 2,92 3,61

45 1,36 2,47 2,61

Minimalny poziom redukcji grzybéw plesniowych i drozdzy powinien wynosié¢ co
najmniej 1 log, co stanowi 90% redukcji. Przed ozonowaniem koncentracja grzybow
w badanych ziarnach zbdz wynosita: pszenzyto — 5,43 log jtk/g, pszenica — 5,13 log
jtk/g, jeczmien — 5,31 log jtk/g. Na rysunku 2 oraz w tabeli 2 przedstawiono wyniki ba-
dan zanieczyszczenia mikologicznego zbdz. Uzyskane wartosci pokazujg, jak ksztattowat
si¢ wskaznik RF w przypadku redukcji grzybow po 15, 30 i 45 minutach dezynfekcji O;.
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Rys. 2. Skuteczno$¢ dezynfekcji ozonem grzybow wystepujacych na ziarnach zboz
Fig. 2. Ozone disinfection against fungi occurring in cereal grains
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Tabela 2. Wptyw ozonowania na liczebno$¢ grzybow plesniowych i drozdzy
Table 2. Effect of ozonation on the number of mold and yeast

Tlos¢ grzybow plesniowych i drozdzy (log jtk)
Czas ozonowania Number of mold and yeast (log cfu)
Time of ozonation
(min) pszenzyto pszenica jeczmien
triticale wheat barley
0 5,43 5,13 5,31
15 4,70 4,54 4,61
30 4,40 4,53 4,38
45 3,76 3,75 3,75
Tabela 3. Grzyby izolowane z probek ziaren zb6z
Table 3. Fungi isolated from samples of cereal grains
. Rodzaj Zboze/Grain
izolowanych grzybow
Type of isolated fungi pszenzyto pszenica Jjgczmien
triticale wheat barley
Grzyby plesniowe Aspergillus niger Aspergillus fumigatus | Aspergillus flavus
Molds Cladosporium sp. Aspergillus sp. Aspergillus niger
Fusarium sp. Cladosporium sp. Cladosporium sp.
Penicillium sp. Fusarium sp. Fusarium sp.
Pseudomycelium Penicilliomyces Penicilliomyces
Ulocladium sp. Penicillium expansum | Penicillium expansum
Penicillium sp. Penicillium sp.
Pseudomycelium Phoma sp.
Ulocladium sp. Pseudomycelium
Ulocladium sp.
Drozdze Rhodothorulla Rhodothorulla Rhodothorulla
Yeast drozdzaki drozdzaki drozdzaki

W przypadku grzybow plesniowych i drozdzy redukcje 90% uzyskano juz po 30 minu-

tach ozonowania ziaren pszenzyta (RF;o = 1,03). Po 45 minutach dezynfekeji pszenicy (RF,s =
1,38) i jeczmienia (RF45 = 1,79) otrzymano redukcje mieszczacy si¢ w przedziale od 90%
do 99%. Wyniki pokazuja, iz dezynfekcja ozonem skutecznie eliminuje grzyby plesnio-
we 1 drozdze z powierzchni ziaren zboz w krotkim czasie — zaledwie 30 minut. Wyniki
wyizolowanych kolonii grzybow plesniowych i drozdzy przed i po procesie ozonowania
poddano identyfikacji i zamieszczono w tabeli 3.

Wyizolowana mikroflora w trakcie badan z probek ziarna okazala si¢ dos¢ zrozni-
cowana pod wzglgdem gatunkowym, jednakze ilo$¢ i réznorodno$¢ grzyboéw plesnio-
wych przewyzszata pod tym wzgledem drozdze.

Dezynfekcja ozonem bakterii znajdujacych si¢ na zbozach okazala si¢ skuteczna.
Najlepszy efekt osiggnieto w przypadku pszenzyta po 45 minutach ozonowania. Loga-
rytmiczny wskaznik redukcji wynosit wymagane 3 log, czyli redukcje rzedu 99,9%.
W przypadku jeczmienia redukcja po tym samym czasie wynosila 99%, natomiast dla
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pszenicy 90%. W badaniach uzyskano wyniki znacznie réznicujace gatunek badanych
zboz. Najwigksza skuteczno$¢ dezynfekcji wiréd badanych gatunkoéw zboz uzyskano dla
pszenzyta, najmniejsza dla pszenicy.

Wyniki pokazuja, iz redukcja grzybdéw plesniowych wystgpujacych na powierzchni
ziaren pszenzyta, pszenicy i jeczmienia wynosi ponad 90% w czasie od 30 do 45 minut.
W przypadku pszenzyta juz po 30 minutach dezynfekcji otrzymano wymagang skutecz-
nos¢, czyli redukcjg, o co najmniej 1 log (90%), co w przypadku pozostatych zbo6z osia-
gnigto po 45 minutach. Czynnikiem decydujacym o skutecznos$ci dezynfekcji byl czas
ekspozycji ziarna na dziatanie ozonu. Mozna wnioskowaé, iz wydluzenie czasu badz
podwyzszenie stezenia O; prowadziloby do zwigkszenia skuteczno$ci dezynfekceji.

Pomimo iz kazde ze zb6z bylo opryskiwane preparatem przeciwgrzybicznym, pod-
czas magazynowania nie udalo si¢ unikna¢ ich zanieczyszczenia przez flore mikroorga-
nizméw przechowalniczych. Prowadzenie skutecznej redukcji drobnoustrojow pozwala
na wydiuzenie czasu przechowywania zb6z, ograniczenie strat spowodowanych ple$nie-
niem czy samozagrzewaniem si¢ zboza, minimalizuje psucie si¢ przetwordw zbozowych,
a przede wszystkim wptywa korzystnie na bezpieczenstwo zywnosci i pasz.

Skutecznos¢ dezynfekcyjna ozonu wobec zanieczyszczen zboza grzybami przecho-
walniczymi potwierdzaja rowniez badania prowadzone w réznych osrodkach naukowych
[Allen i in. 2003, Mendez i in. 2003, Rozado i in. 2008, Nowakowicz-Debek i in. 2011,
2012, 2013, Wozniak i in. 2016]. Wedtug Allen i in. [2003] juz 5-minutowa aplikacja
gazowego ozonu (16 mg O;/g na min) na grzyby (zarodniki i fragmenty grzybni) wyste-
pujace na jeczmieniu powoduje ich redukcje o 95%. Wiadomo, iz ozon w pewnych ilo-
$ciach moze niekorzystnie wptywac na sit¢ kietkowania ziarniakéw. Jednak zastosowane
w badaniu dawki O; dezaktywujace grzyby miescily si¢ znacznie ponizej punktu kry-
tycznego dla procesu kietkowania. Kottapalli i in. [2005] osiagneli efekt redukeji grzy-
boéw Fusarium sp. na ziarnach jeczmienia browarnego rzgdu 36%, dzialajac dawka
11 mg Os/g na min przez 15 minut. Naukowcy litewscy oceniali skutecznos¢ dezynfek-
cyjng ozonu wobec grzyboéw przechowalniczych podczas suszenia pszenicy gazowym O;.
Po skoficzonym procesie otrzymano wymagane zmniejszenie wilgotno$ci ziarna oraz
dwu-, a nawet trzykrotna redukcje koncentracji grzybow plesniowych [Raila i in. 2006a,
2006b]. Nowakowicz-Debek i in. [2013] wykazali natomiast, iz ozonowanie zmniejsza
koncentracj¢ grzybow w ziarnie pszenicy, zaréwno calym, jak i mielonym. Juz po potgo-
dzinnnej ekspozycji zredukowano liczbe¢ mikroorganizméw. Okazalo si¢ réowniez, iz
dezynfekcja catego ziarna byta skuteczniejsza niz zboza zmielonego.

Duzym problemem zwiazanym z grzybami przechowalniczymi sa mikotoksyny, kto-
re stwarzajg zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat. Dezynfekcja ozonem, niszczac
zywe formy grzybow, zabezpiecza ziarno przed kumulowaniem toksyn i niekorzystnych
produktéw przemiany materii grzybéw. Unieczynnienie mikotoksyn w ziarnie jest proce-
sem trudnym, poniewaz znajduja si¢ we wnetrzu ziarniakow [Broda i Leja 2010, Pio-
trowska 2012]. W Egipcie przeprowadzono badania nad unieczynnieniem aflatoksyny B1
— wytwarzanej przez Aspergillus flavus — w zanieczyszczonym mikotoksyng ziarnie
pszenicy. Okazalo sie, iz stezenie toksyny (20 mg/kg) po ozonowaniu przez 20 minut O3
40 ppm zredukowato si¢ nawet o 96%. Dzialanie ozonu w tym przypadku prowadzito do
rozpadu czasteczki aflatoksyny B1 badz do zmian w jej strukturze, co skutkowalo jej
unieczynnieniem. Wykazano réwniez, ze kolonie Aspergillus flavus zanieczyszczajace
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pszenicg wykazuja wrazliwo$¢ na dezynfekcyjne dziatanie ozonu [El-Desouky i in.
2012].

Otrzymane wyniki badan wtasnych wskazuja, ze ozonowanie zboza moze znalezé
zastosowanie w jego dezynfekcji podczas magazynowania, zanim zostanie podane zwie-
rz¢tom. Wykazano, iz silne wlasciwosci utleniajace ozonu skutecznie niszczg mikroflorg
przechowalnicza. Daje to nadziej¢ na rozwigzanie dotychczasowych probleméw w za-
kresie dezynfekcji zboz. Przede wszystkim ozonowanie jest alternatywa dla metod che-
micznych — moga zosta¢ zastapione lub wspomagane przez naturalny i ekologiczny $ro-
dek, jakim jest O;. Ozon zostal prawnie dopuszczony do stosowania jako bezpieczny dla
produktu i cztowieka, dlatego warto rozwazy¢é wdrozenie tej metody dezynfekcji do
przemystu zbozowego czy paszowego.

WNIOSKI

1. Uzyskane wyniki badan dezynfekcji ozonem potwierdzaja jego wysoka aktywnosé
wobec mikroorganizméw wystepujacych na powierzchni ziaren zb6z.

2. Na skuteczno$¢ dezynfekcji wptyw ma rodzaj ziarna poddanego ozonowaniu
i czas ekspozycji.

3. Dla grzybéw plesniowych i drozdzy wymagany wskaznik redukcji uzyskano
w krétszym czasie niz w przypadku bakterii.
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Summary. The current rules oblige manufacturers to provide high-quality manufactured feeds and
adapt them to varying nutritional requirements of animals. The aim of the study was to evaluate
the use of ozone to reduce microbial contamination during the storage of cereals. The samples of
the experimental group were ozonated and the control was corn without ozone. The results of
ozone disinfection studies confirm its high activity against microorganisms that occur on the sur-
face of cereal grains. The effectiveness of the ozone disinfection treatment is influenced by the
type of ozonated grain and exposure time. The highest reduction rate of bacteria was obtained for
triticale after 45 minutes of ozone, while for mold and yeast after 30 minutes. The results confirm
the possibility of using ozone to disinfect cereal grain.
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