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Таблиця 3
Кратність середніх концентрацій

аерозолю флотореагенту у повітрі робочої зони до ГДКр.з.
під час промислових випробувань

    Технологічні процеси
Кратність до ГДКр.з.
у різні періоди року

холодний перехідний теплий

Склад реагенту 0,43 0,73 0,93
Дозування флотореагенту 0,90 0,84 0,96
Контактний чан 2,31 3,57 3,74
Основна флотація 1,24 1,34 1,67
Гідроциклон 1,33 1,71 1,68
Магнітна сепарація 0,76 1,03 0,97
Контрольна флотація 1,07 1,26 1,31

брудненням повітря робочої
зони флотореагентом до кон-
центрацій, які перевищують ГДК
у 28–44 рази, що зумовлене
відсутністю вкриття й аспірації
на усіх етапах технологічного
процесу. При доробці техноло-
гічної документації нами були
надані відповідні пропозиції що-
до запобігання аналогічній си-
туації при промисловому про-
цесі.

Ці пропозиції були частково
враховані. Результати наших
гігієнічних досліджень показа-
ли, що при промислових ви-
пробуваннях концентрації фло-
тореагенту у повітрі робочих
зон знизилися майже у 12 ра-
зів (табл. 3). Найбільші переви-
щення — до 3,74 ГДКр.з. — ви-
значаються в процесі змішуван-
ня флотореагенту з флотацій-
ною водою, а також при фло-
тації.

Рівні забруднення повітря
робочої зони безпосередньо за-
лежать від температури, тобто
з підвищенням температури і
концентратної пульпи, і повітря
підвищується в’язкість флота-
ційної рідини і відповідно її лет-
кість.

Таким чином, комплекс ток-
сиколого-гігієнічних і санітарно-
технічних заходів на напівпро-
мислових етапах впроваджен-
ня нової гірничо-металургійної
технології дозволяє оптимізува-
ти умови праці до санітарних
норм.

Споживання людиною хар-
чових продуктів рослинного по-
ходження часто може призво-
дити до захворювань. Зерно
хлібних злаків, рослинна сиро-
вина, продукти, корм є сприят-
ливим субстратом для розвит-
ку численних видів грибів, у
тому числі роду Fusarium, які за
певних умов можуть стати при-
чиною мікозів і мікотоксикозів.
Багато видів Fusarium, що ура-
жують зернові культури, про-
дукують фузаріотоксини, які
мають нефротоксичні, імуно-
супресивні та канцерогенні влас-
тивості (аліментарно-токсична
алейкія, уровська (Кашина —
Бека) хвороба, отруєння «п’я-
ним хлібом» та ін.) [1].

Складність проблеми захис-
ту людини від мікотоксикозів
посилюється тим, що продукти
рослинного походження (зерно
і зернопродукти), які містять
мікотоксигенні фузарії, не втра-
чають токсичності протягом ба-
гатьох років. Хімічні та біологіч-
ні методи виділення і визначен-
ня мікотоксинів вельми складні,
трудомісткі, не відповідають ви-
могам масового аналізу [2]. З
1990-х років для виявлення,
ідентифікації та оцінки грибів
почали використовувати метод
полімеразної ланцюгової реак-
ції (ПЛР) [3].

Вищесказане дозволяє вва-
жати пріоритетним: розвиток
досліджень у галузі сільськогос-

подарської та медичної міко-
логії, впровадження широко-
масштабних заходів щодо захи-
сту рослин від токсичних грибів
і селекції стійких генотипів сіль-
ськогосподарських культур, про-
ведення ретельного мікологіч-
ного і мікотоксикологічного конт-
ролю за сільськогосподарсь-
кою та харчовою продукцією з
використанням сучасних техно-
логій.

Повсюдна поширеність гри-
бів роду Fusarium, наявність у
них патогенних і токсиноутво-
рюючих ознак і пов’язана з цим
можливість розвитку грибів, на-
громадження мікотоксинів не
тільки в період вегетації рос-
лин, а і під час зберігання ви-
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значають актуальність розроб-
ки ДНК-технології детекції фу-
заріїв у зерні та харчових виро-
бах рослинного походження, що
є метою нашого дослідження.

Матеріали та методи
дослідження

Матеріалом дослідження бу-
ли зразки різновидів кукурудзи,
кукурудзяних харчових виробів
і культур грибів роду Fusarium
(таблиця). Виділення тотальної
ДНК з зерен кукурудзи, кукуру-
дзяних харчових виробів і міце-
лію грибів проводили згідно з
методикою, наведеною у роботі
[4]. ПЛР-ампліфікацію родо-
та геноспецифічних фрагментів
виконували на ампліфікаторі
MIR-D30 (“Sanyo”, Японія). Склад
реакційної суміші та умови елект-
рофорезу описані у попередніх
дослідженнях [5]. Дизайн STS-
праймерів і температури відпа-
лу наведено у [6; 7].

Результати дослідження
та їх обговорення

Для розробки ДНК-технології
детекції фузаріїв у об’єктах рос-
линного походження поперед-
ньо опрацювали етапи ПЛР-
аналізу на модельних об’єктах
— колекційних штамах шести
видів роду Fusarium. У резуль-
таті оптимізованої методики
ПЛР-аналізу отримано специ-
фічні фрагменти ампліфікації
певної довжини, а саме: 431 п. н.
— фрагмент при використанні
родоспецифічних пар прайме-
рів і 544 п. н. — фрагмент для
скринінгу гена tri5, що кодує
триходієнсинтазу, яка каталізує
перший крок біосинтезу трихо-
теценів.

Результати, отримані на мо-
дельних зразках, дозволили ви-
користати оптимізовану мето-
дику для тестування зерна ку-
курудзи і продуктів його пере-

робки. Досліджували тотальну
ДНК, виділену з розмелених
зерен анонімних качанів зубо-
подібної, крем’янистої, цукрової
кукурудзи, з використанням ПЛР
з родоспецифічними праймера-
ми ItsF/R (рис. 1). Позитивний
результат у вигляді наявності
фрагментів з молекулярною ва-
гою 431 п. н. виявлено у візу-
ально інфікованих зернах зубо-
подібної, крем’янистої, цукрової
кукурудзи. При тестуванні ДНК
із зерен без візуальних симп-
томів ураження не спостеріга-
лося продуктів ампліфікації ДНК
патогену в зразках зубоподіб-
ної та крем’янистої кукурудзи,
але у зразку ДНК із зерна візу-
ально не ураженої цукрової ку-
курудзи показано наявність при-
хованої інфекції.

ПЛР-аналіз ДНК, виділеної з
кукурудзяної крупи торговель-
ної марки А (наважки вихідного
матеріалу для виділення ДНК

Таблиця
Дослідний матеріал

Тип матеріалу Дослідні зразки

Зерна качанів різновидів кукурудзи Зубоподібна, крем’яниста, цукрова

Кукурудзяні харчові вироби Кукурудзяна крупа, пластівці, консервована кукурудза різних
українських виробників (торговельні марки А, Б, В)

Культури грибів роду Fusarium F. macroceras, F. oxysporum, два штами F. graminearum,
два штами F. gibbosum, два штами F. sporotrichiella,
два штами F. moniliforme

431 п. н.
М 1 2 3 4 5 6 М F 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Рис. 1. Електрофорез продуктів ампліфікації тотальної ДНК із зерен качанів зубоподібної
(1, 2), крем’янистої (3, 4) та цукрової (5, 6) кукурудзи (без візуальних симптомів інфекції та
інфікованих відповідно) і кукурудзяних харчових виробів із родоспецифічними праймерами
ItsF/R: F — ДНК F. moniliforme (позитивний контроль); ДНК із наважок крупи, мг: 7 — 50;
8 — 100; 9 — 150; 10 — 200; 11 — 250; 12 — 300; 13 — 350; ДНК із наважок пластівців, мг:
14 — 50; 15 — 100; 16 — 150; 17 — 200; ДНК із наважок консервованої кукурудзи, мг: 18 — 100;
19 — 150; 20 — 200; М — маркер молекулярної ваги pGEM
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масою 50, 100, 150, 200, 250, 300
та 350 мг), пластівців торговель-
ної марки Б (100, 150, 200 мг) і
консервованої кукурудзи торго-
вельної марки В (100, 150, 200 мг),
з використанням родоспеци-
фічних праймерів показав від-
сутність фрагментів родоспе-
цифічної ампліфікації у наваж-
ках крупи торговельної марки
А, що свідчить про неураже-
ність фузаріями даної продук-
ції. Продукт ампліфікацїї розмі-
ром 431 п. н. виявлено у дослід-
них зразках торговельної марки
Б, виділених із 100, 150, 200 мг-
наважок, тобто ця продукція ура-
жена грибами роду Fusarium.

Виявлено, що при збільшен-
ні маси наважки інтенсивність
продуктів ПЛР зменшується.
Це підтверджує недоцільність
використання більшої кількості
вихідного матеріалу. З другого
боку, зменшена кількість вихід-
ного матеріалу може стати при-
чиною хибнонегативного ре-
зультату. Так, відсутність амп-
ліфікації у зразку ДНК із наваж-
ки 50 мг пластівців торговель-
ної марки Б може зумовлюва-
тися недостатньою кількістю
грибної ДНК для здійснення від-
палу праймерів. Вищенаведене
дозволяє констатувати, що маса
оптимальної наважки вихідного
матеріалу становить 100 мг. Те-
стування консервованої куку-
рудзи торговельної марки В та-
кож дозволило виявити наяв-
ність інфекції, що продемонст-

рувало можливість контролю
якості консервованої продукції
методом ДНК-типування.

Другим напрямком виявлен-
ня фузаріозного ураження є де-
текція потенційних токсинопро-
дуцентів у рослинних і харчових
джерелах. Оптимізація умов ПЛР
шляхом добору складу реакцій-
ного буфера, концентрації та
температури відпалу специфіч-
них праймерів до консерватив-
ного регіону tri5-гена, що є пред-
ставником кластеру генів син-
тезу трихотеценів, дозволило
апробувати адекватність їх ро-
боти на вибірці з десяти зразків
грибів роду Fusarium (рис. 2).
За даними фітопатологічного
аналізу, штами F. macroceras 29,
F. graminearum ав, F. gibbo-
sum 38/в виявили патогенні влас-
тивості при контакті з рослиною.
За допомогою ПЛР-аналізу отри-
мано продукти ампліфікації зав-
довжки 544 п. н. саме у даних
зразках грибної ДНК, що свід-
чить про наявність консерва-
тивних ділянок tri5-гена, тобто
дані штами є потенційними ток-
синопродуцентами.

Розроблена двофазна систе-
ма виявлення фузаріїв, а саме
детекція на рівні роду Fusarium
безпосередньо і генів токсино-
утворення у геномах даного ро-
ду грибів дозволяє проводити
експрес-контроль якості рос-
линної та харчової продукції на
наявність інфекції та потенцій-
ну токсичність.
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Рис. 2. ПЛР-детекція консервативних ділянок tri5-гена у зразках грибної ДНК: 1 — F. macroceras
29; 2 — F. oxysporum 74; 3 — F. graminearum 56a; 4 — F. graminearum ав; 5 — F. gibbosum 40;
6 — F. gibbosum 38/в; 7 — F. sporotrichiella 715в; 8 — F. sporotrichiella 714в; 9 — F. moniliforme 9.9;
10 — F. moniliforme 4.3; M — маркер молекулярної ваги pGEM




