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7. Podsumowanie

Using of microorganisms for mycotoxin removal from food and feed

Abstract: Contamination of food and feeds with mycotoxins is a serious economic problem and primarily a phenomenon threatening
human and animal health due to of their carcinogenic, nephrotoxic, genotoxic and teratogenic properties. In order to prevent mycotoxin
production by fungi, special precautions should by applied, such as good agriculture practice, storing raw products under proper humidity
and temperature conditions. Such actions are not always effective. Therefore, several possibilities are available for the decontamination
of raw materials, including physical and chemical methods. Few of these have practical application. Biological decontamination to using
microorganisms and enzymes has created new opportunities. This review discusses the available literature on the mycotoxins removal
by microorganisms. Special attention was paid to Saccharomyces cerevisiae yeast and lactic acid bacteria. It seems that the application of
selected strains of lactic acid bacteria and yeast in the production of fermented food and probiotic products may reduce the health risk
related to human exposure to fungal toxins.
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organisms for mycotoxins removal. 5. Lactic acid bacteria. 6. Saccharomyces cerevisiae. 7. Conclusions
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1. Wprowadzenie

W $rodowisku naturalnym wystepuje wiele toksyn
pochodzenia biologicznego, ktére stanowig zanieczysz-
czenie surowcow, zaréwno pochodzenia roslinnego jak
i zwierzecego. Jedng z grup o najwigkszym znaczeniu
sa toksyczne metabolity grzybow plesniowych. Obecnie
poznano ponad 400 zwigzkow, ktore zdefiniowano jako
mikotoksyny. Moga by¢ one magazynowane jako endo-
toksyny w grzybni i konidiach lub tez wydzielane do $ro-
dowiska jako egzotoksyny. Toksyny plesniowe stanowia
zanieczyszczenia surowcow i produktéw przemystu spo-
zywczego, pasz oraz zywosci pochodzenia zwierzecego.
Wytwarzane sg na réznych etapach produkeji zywnosci,
w trakcie wegetacji na polu i podczas zbioru przez tzw.
»grzyby polowe” — patogeny roslin, oraz przez saprofity
w trakcie przechowywania, transportu i przetwarzania
[6, 28]. Skazenie surowcéw i produktéw przemystu
spozywczego oraz pasz przez mikotoksyny stanowi
powazny problem ekonomiczny, ale przede wszystkim
zdrowotny. Prowadzone obecnie badania nad miko-
toksynami maja na celu nie tylko ustalenie stopnia ich
toksycznosci, ale takze wplywu na zdrowie czlowieka,
oraz zmierzaja w kierunku opracowania skutecznych
metod detoksykacji tych zwiazkéow.

W artykule przedstawiono aktualny przeglad pis-
miennictwa dotyczacy metod usuwania mikotoksyn
z roznych srodowisk przy wykorzystaniu mikroorganiz-
mow, ze szczegdlnym uwzglednieniem tych o znaczeniu
biotechnologicznym, tj. bakterii fermentacji mlekowej
i drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

1. Mikotoksyny - produkcja, zagrozenia zdrowotne

Synteza mikotoksyn przez grzyby jest uwarunkowana
genetycznie i zwigzana z pierwszorzedowymi szlakami
metabolicznymi, takimi jak metabolizm aminokwaséw
czy kwasow ttuszczowych, ale fenotypowo determino-
wana czynnikami srodowiskowymi, do ktorych naleza:
sklad chemiczny substratu, jego konsystencja, obecnos¢
mikroelementdw, wilgotnos¢, temperatura oraz obec-
no$¢ mikroflory konkurencyjnej. Wilgotno$¢ produktu
i otaczajacej atmosfery oraz temperatura, wydaja si¢
jednak by¢ najwazniejszymi czynnikami okreslajacymi
podatnos¢ surowcow i produktéw spozywczych na
rozwdj plesni i wytwarzanie mikotoksyn. Wilgotnos¢
wzgledna powietrza (WWP) powyzej 70%, za$ surowca
roslinnego powyzej 15% stymuluje tworzenie miko-
toksyn. Temperatura i aktywno$¢ wody srodowiska,
przy ktorych szczepy wytwarzaja mikotoksyny czesto
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Tabela I
Mikotoksyny i grzyby toksynotworcze
Mikotoksyna Surowiec Gatunek
Aflatoksyny Zboza, orzechy, przyprawy, suszone owoce | Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomius
Ochratoksyna A | Zboza, suszone owoce, wino, kawa, przy- | Aspergillus alutaceus, A. melleus, A. ochraceus, A. carbonarius, A.niger,
prawy, zywno$¢ pochodzenia zwierzecego | A. ostianus, Penicillium verrucosum var. cyclopium, P. verrucosum var.
verrucosum, P. commune, P. nordicum, P. purpurescens, P. variabile
Fumonizyny Zboza i produkty zbozowe Fusarium verticillioides, E. proliferatum, F. subglutinans
Trichoteceny Zboza i produkty zbozowe Fusarium sporotrichioides, E. poae, F. equiseti, F. culmorum,
E graminearum
Patulina Owoce i przetwory owocowe Aspergillus chevalieri, A. clavatus, A. terreus, Penicillium cyclopium,
P expansum, P. patulum, Byssochlamys fulva, B. nivea
Zearalenon Zboza i przetwory zbozowe Fusarium cerealis, F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum
Alternariol Owoce, warzywa, zboza Alternaria alternata, A. brassicae, A. tenuissima, A. tomato

s3 inne niz wartosci tych parametréw optymalne dla
wzrostu grzybni [67].

Uprawiane w Polsce rosliny sg w wiekszosci przypad-
kéw dobrymi substratami do rozwoju grzybow i zarazem
do produkeji mikotoksyn. Najwigksza liczba znanych
mikotoksyn jest produkowana przez gatunki nalezace do
rodzajow Aspergillus, Penicillium, Fusarium i Alternaria.

W tabeli I przedstawiono mikotoksyny najlepiej po-
znane i najwazniejsze z ekonomicznego i toksykologicz-
nego punktu widzenia, gatunki grzybow toksynotwor-
czych, wsrdd ktdrych sg szczepy je wytwarzajace oraz
najbardziej zagrozone surowce [6, 28, 32, 52, 61, 64, 66].

Gléwnym zrodtem ekspozycji cztowieka na dziata-
nie mikotoksyn jest zywnos¢. Do organizmu ludzkiego
zwigzki te przedostajg si¢ nie tylko z zanieczyszczonych
produktéow zywnosciowych pochodzenia roélinnego
(droga pierwotna), ale takze wtornie poprzez skazone
tkanki zwierzece (migso, mleko i jaja), pochodzacych od
zwierzat karmionych skazong pasza [81]. Skutki zdro-
wotne narazenia na mikotoksyny nazywane mikotok-
sykozami to zatrucia o zréznicowanym przebiegu, ostre
oraz przewlekle powstajace w wyniku przyjmowania
matych dawek przez diuzszy czas. W naszych warun-
kach klimatycznych wystepuja czesciej u zwierzat niz
u ludzi [32, 81]. Mikotoksyny wykazuja wielokierun-
kowe dziatanie na organizm cztowieka i zwierzat, powo-
dujg uszkodzenie watroby, nerek, zakldcajg funkcje
przewodu pokarmowego i ukladu immunologicznego.
Moga wykazywa¢ wlasciwosci kancerogenne, muta-
genne, cytotoksyczne, teratogenne, neurotoksyczne czy
estrogenne. Niektore mikotoksyny, ze wzgledu na swe
wlasciwosci kancerogenne zostaly umieszczone przez
Miedzynarodowsg Agencj¢ Badan na Rakiem w wyka-
zie substancji rakotworczych. W grupie 1 kanceroge-
néw ludzkich znalazta sie aflatoksyna B,, natomiast do
grupy 2A, ktéra obejmuje substancje o potencjalnym
dzialaniu rakotworczym zaliczone s ochratoksyna A,
sterigmatocystyna, aflatoksyna M, griseofulwina, fumo-
nizyna B, i toksyny wytwarzane przez Fusarium monili-

forme. W tabeli I przedstawiono najwazniejsze skutki
zdrowotne mikotoksykoz [42, 81, 88, 96].

O skali problemu skazenia mikotoksynami §wiad-
czy liczba powiadomien alarmowych i informacyjnych
w europejskim systemie RASFF (Rapid Alert System
for Food and Feed), do ktdrego docieraja informacje
dotyczace zywnodci i pasz, ktéra stanowi zagrozenie
dla konsumentéw. Od stycznia 2010 roku do maja
2011 roku w systemie odnotowano 64 powiadomienia
alarmowe, 48 informacyjne i az 834 z kontroli granicz-
nej, dotyczacych skazenia zywnosci przez mikotoksyny.
W wigkszosci przypadkéw produkty, gléwnie orzechy,
zboza i przyprawy, byly zanieczyszczone aflatoksynami
(powyzej 75% ogodlnej liczby powiadomien).

Badania prowadzone w ostatnich latach w Polsce
wykazaty, ze zanieczyszczenie mikotoksynami zywnosci
i pasz stanowi duzy problem réwniez i w naszym kraju,
zaréwno w odniesieniu do produktéw krajowych jak
i importowanych [35, 36, 49, 59, 72, 78].

Tabela II
Zagrozenia zdrowotne zwigzane ze skazeniem zywnosci
mikotoksynami
Dzialanie toksyny Mikotoksyna
Rakotworcze Aflatoksyna B, ochratoksyna A,
sterigmatocystyna, grizeofulwina,
fumonizyna B,
toksyny Fusarium moniliforme
Hepatotoksyczne | Aflatoksyny, sterigmatocystyna, patulina
Neurotoksyczne | Ochratoksyna A, cytrynina
Kardiotoksyczne | Moniliformina
Neurotoksyczne | Alkaloidy sporyszu, citreowirydyna
Immunotoksyczne | Aflatoksyny, ochratoksyna A, trichoteceny
Teratogenne Aflatoksyny, patulina, ochratoksyna A
Dermatotoksyczne | Trichoteceny, toksyna T-2
Estrogenne Zearalenon
Wymiotne Deoksynowalenol
Krwotoczne Patulina, trichoteceny, toksyna T-2
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Panuje zgodnos¢, ze mikotoksyny, jako substancje
potencjalnie rakotworcze dla czlowieka, ktorych nie
mozna catkowicie wyeliminowaé, powinny by¢ limi-
towane na mozliwie najnizszym poziomie. Ustalenie
takich limitéw wymaga uwzglednienia réznorodnych
czynnikow, takich jak: warunki klimatyczne oraz zwy-
czaje zywieniowe w poszczegdlnych krajach, stopien
dostepnosci danych toksykologicznych oraz danych
dotyczacych pobrania mikotoksyn z Zywnoscig i oceny
ryzyka, odpowiednie metody analityczne i prawidlowe
procedury pobrania préb. Dzialania te majg stuzy¢
przede wszystkim zdrowiu konsumenta (Rozporzadzenie
Komisji UE 1881/2006; Dz.U. L364 z 20.12.2006, z pdz-
niejszymi zmianami - 1126/2007; Dz.U. L255 2 29.9.2007
i 165/2010; Dz.U.L50 z 27.2.2010), ustalajace najwyz-
sze dopuszczalne poziomy niektérych zanieczyszczen
w $rodkach spozywczych).

2. Dzialania prewencyjne i usuwanie mikotoksyn
Z SUrowcow

Ze wzgledu na niekorzystny wpltyw mikotoksyn na
zdrowie ludzi i zwierzat, jak réwniez straty ekonomiczne
wynikajace ze skazenia zywnosci i pasz konieczne jest
zminimalizowanie ryzyka narazenia produktu na zanie-
czyszczenie plesniami toksynotworczymi. Najlepszym
sposobem s3 dzialania prewencyjne polegajace na
odpowiednim traktowaniu surowca roélinnego podczas
wegetacji, zbioru i magazynowania. Nalezg do nich:

— wybér odmian/hybryd odpornych na infekcje grzy-

bowe i na szkodniki owadzie,

— minimalizowanie narazenia roélin na stres np. brak
wody, zimno,

— uwazne stosowanie srodkéw ochrony roslin,

— stosowanie srodkéw owado- i chwastobdjczych,

— selekcja siedliska dla tych samych gatunkéw roslin,
przestrzeganie odlegtosci miedzy rzedami roslin,

— terminowe zbiory,

— unikanie uszkodzen mechanicznych oraz zanie-
czyszczenia gleba,

— dobre gospodarowanie gleba (orka) w celu usu-
niecia, zniszczenia lub zakopania zainfekowanych
resztek pozostatych po zniwach,

— plodozmian,

— magazynowanie surowcow w odpowiednich wa-
runkach temperatury i wilgotnosci.

Wytyczne do stosowania wlasciwych dziatan pre-
wencyjnych zostaly przedstawione w Rozporzadzeniu
Komisji UE 1881/2006; Dz.U.L364 z 20.12.2006 oraz
Zaleceniu Komisji UE 583/2006; Dz.U.L234 z 29.8.2006
(w sprawie zapobiegania wystepowaniu i ograniczania
wystepowania toksyn Fusarium w zbozach i produk-
tach zbozowych), jak réwniez omdwione w pismiennic-
twie [45, 46, 53, 70, 84].
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Zminimalizowanie produkcji toksyn przez grzyby
plesniowe nie zawsze jest mozliwe, jesli juz dojdzie do
zanieczyszczenia surowcow roslinnych przez te zwiazki,
to nalezy przeprowadzi¢ ich dekontaminacje, ale jest to
dopuszczalne tylko w odniesieniu do pasz. Nie moze by¢
stosowane do zywnosci oraz do surowcéw przeznaczo-
nych do jej produkgji.

W zastosowanej metodzie dekontaminacji musza
by¢ spelnione nastepujace kryteria wedtug zalecen FAO
[20, 84]:

- usuniecie toksyn poprzez ich transformacj¢ do nie-

toksycznych zwigzkow,

— usunigcie z paszy toksyn w takiej ilosci, aby nie
stwierdzano ich w produktach zywno$ciowych
pochodzacych ze zwierzat karmionych tg pasza,

- zniszczenie wszystkich form morfologicznych grzy-
béw plesniowych,

- zachowanie warto$ci odzywczej, sensorycznej oraz
wlasnosci fizycznych produktu,

- ekonomiczne uzasadnienie procesu dekontamina-
¢ji (koszt usuwania toksyny mniejszy niz wartos¢
paszy).

Wyrdznia si¢ kilka metod dekontaminacji pasz o roz-

nym stopniu praktycznego wykorzystania [20, 84]:

- mechaniczne oddzielanie ziaren zanieczyszczonych
(sortowanie),

- dodatek materialéw adsorpcyjnych do paszy,

- dzialanie czynnikami fizycznymi,

- dzialanie czynnikami chemicznymi,

- metody biologiczne.

Do metod fizycznych eliminowania mikotoksyn na-
lezg dziatanie wysoka temperaturg oraz promieniowa-
niem UV i gamma, réwniez w polaczeniu ze zwigzkami
chemicznymi. Mikotoksyny sg termostabilne, jednak
traktowanie podwyzszong temperaturg przez dluz-
szy czas prowadzi do ich czg¢$ciowej degradacji. Wiele
zwigzkow chemicznych, takich jak amoniak, NaOCI,
H,0,, SO, moze reagowac z toksynami powodujac ich
degradacje. Wymienione metody nie znajdujg jednak
praktycznego zastosowania gléwnie ze wzgledu na nie-
bezpieczenstwo tworzenia toksycznych pozostatosci lub
zmiany warto$ci odzywczej oraz cech organoleptycz-
nych oczyszczanych produktow [20].

Inne podejscie do problemu dekontaminacji miko-
toksyn zwiazane jest z dodatkiem do pasz obojetnych
suplementow diety, ktore skutecznie adsorbujg toksyny
bezposrednio w paszy lub w przewodzie pokarmo-
wym zwierzat, w wyniku, czego nie nastepuje wchta-
nianie toksyn do krwioobiegu oraz uniemozliwiona
jest ich resorpcja [43]. Do takich adsorbentéw mozna
zaliczy¢: glinki, kaolin, zeolity, wegiel aktywny, glino-
krzemiany sodu i magnezu oraz HSCAS (uwodniony
glinokrzemian sodowo-wapniowy) i bentonit. W pro-
cesie adsorpcji istotne sg parametry fizyczne adsorbenta
np. catkowita powierzchnia dziatania i wielko$¢ poréw
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oraz wlasciwosci substancji adsorbowanej np. wielkos¢
i ksztalt czasteczki oraz jej rozpuszczalnosc i polarnos¢
[43, 46]. Wadg tych adsorbentdw jest takze to, ze wigza
witaminy, mikro - i makroelementy oraz inne nie-
zbedne skladniki pokarmowe. Adsorbenty dodawane
do pasz znane s3 pod réznymi nazwami handlowymi.
Jednym z nich jest Mycobond - glinokrzemian sodowo-
-wapniowo-potasowo-magnezowy. Zwigzek ten nie
ogranicza dostepnosci witamin, pierwiastkow slado-
wych i aminokwasow, przez co nie zmniejsza wartosci
odzywczej paszy. Produkowany jest przez firme Optivite
International z Wielkiej Brytanii. Adsorbentem uzu-
pelnionym o dodatki enzymatyczne jest Mycofix Plus,
austriackiej firmy Biomin. Aflatoksyny sa specyficznie
przytaczane do powierzchni adsorbenta, natomiast inne
toksyny, takie jak zearalenon i trichoteceny sg rozkla-
dane enzymatycznie.

3. Wykorzystanie mikroorganizmow
do usuwania mikotoksyn

Wobec ograniczen metod fizycznych i chemicznych
rozwazane jest stosowanie innych metod, bardziej bez-
piecznych. Do takich zakwalifikowano metody bio-
logiczne, ktére skupiaja si¢ gtéwnie na poszukiwaniu
drobnoustrojow, ktore skutecznie metabolizowalyby
mikotoksyny, a zarazem nie produkowalby zadnych
toksycznych metabolitow ubocznych, stanowigcych
dodatkowe zagrozenie dla zdrowia cztowieka i zwierzat.
W tabeli IIT wymieniono mikroorganizmy, ktore wedtug
doniesien literaturowych charakteryzuja si¢ zdolnoscia
do usuwania réznych mikotoksyn ze srodowiska.

Dane przedstawione w tabeli wskazujg na duze zain-
teresowanie naukowcéw problemem usuwania toksyn
plesniowych, jednak obszar badan skupia si¢ gtéwnie
na aflatoksynie B, oraz ochratoksynie A, co jest uzasad-
nione, bioragc pod uwage stopien skazenia pasz i Zzyw-
nosci tymi zwigzkami.

Juz w 1966 roku Ciegler i wsp. [16] dokonal
przegladu mikroorganizméw pod katem degradacji
aflatoksyn. Stwierdzil, ze drozdze, promieniowce i glony
nie wykazywaly tej cechy, za$ niektdre plesnie takie jak
Aspergillus niger, A. parasiticus, A. terreus, A. luchuensis,
Penicillium reistrickii czgsciowo przeksztalcaly aflatok-
syng B, do nowego produktu fluoryzujgcego. Jedynie
bakterie Flavobacterium aurantiacum (obecnie Nocardia
corynebacterioides) powodowaty usuwanie aflatoksyny,
zaréwno z pozywki jak i ze srodowisk naturalnych tj.
mleka, oleju, masta kakaowego i zboza. W pézniejszych
badaniach potwierdzono przydatno$¢ tych bakterii do
dekontaminacji nie tylko pozywek modelowych ale tez
surowcow naturalnych [17, 38]. Do uzyskania widocz-
nego ubytku toksyny konieczne bylo zastosowanie
populacji bakterii o gestosci powyzej 10" jtk/ml [51].
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Wykazano ponadto, ze po termicznej destrukcji ko-
morek Flavobacterium aurantiacum aflatoksyny sa uwal-
niane z komédrek w niezmienionej formie, co §wiadczy
o ich adsorbowaniu a nie biodegradacji do innych pro-
duktow. Jednak wpracy Smiley i Draughon [87]
stwierdzono, ze rowniez pod wplywem biatkowego eks-
traktu komérkowego E aurantiacum ilos¢ aflatoksyny B,
ulegta obnizeniu o 75% po 24 godzinach, przy poczatko-
wej zawartosci toksyny 20 pg/ml. Wedlug autorow jest
to dowod na enzymatyczny charakter procesu.

Obserwowano réwniez, ze toksynotwoércze kultury
Aspergillus flavus i A. parasiticus byly zdolne do obni-
zania zawartosci aflatoksyn w §rodowisku. Toksyny te
byly degradowane przez szczepy je wytwarzajace, ale
dopiero po fragmentacji grzybni w przedtuzonej do
kilku tygodni hodowli. W wyniku reakcji otrzymywano
produkt podobny w swej budowie do kwasu kojowego
[21]. Wedlug Browna i wsp. [10] zjawisko usuwa-
nia aflatosyny B, nastepowalo na skutek jej absorpcji
do $ciany komoérkowej grzybni. Im bardziej zdezinte-
growana grzybnia tym degradacja zachodzita z wigksza
wydajnoscig. Stwierdzono, ze maksymalna degradacja
aflatoksyny B, i G, przez grzyby toksynotworcze naste-
powala w temp. 28°C i przy wartosci pH 5 do 6,5 [21].
Badania Engler i wsp. [27] potwierdzily, ze cecha
eliminowania aflatoksyny B, obdarzone s3 réwniez
drozdze Kluyveromyces marxianus i bakterie Bacillus
megaterium. Wlasciwoéci usuwania ochratoksyny A ze
srodowiska wykazywaly bakterie Acinetobacter calco-
aceticus [44]. W pracy Styriaka iwsp. [90] badano
10 szczepdw drozdzy z rodzajow Saccharomyces, Kluy-
veromyces i Rhodotorula w kierunku, biodegradacji
fumonizyny B, trichotecen i ochratoksyny A. Wyka-
zano duze réznice pomiedzy szczepami, natomiast nie
zaobserwowano preferencji, co do rodzaju mikotoksyny.
Fumonizyny byly usuwane przez wigkszos$¢ szczepow
w 100%, deoksynowalenol w zakresie od 63 do 100%,
za$ ochratoksyna A od 69 do 100%.

W badaniach Mateo i wsp. [55] do usuwania
ochratoksyny A wykorzystano 10 szczepow bakterii fer-
mentacji mlekowej Oenococcus oeni (Leuconostoc oenos)
wyizolowanych z wina. Wykazano, ze po 14 dniach
inkubacji bakterii w pozywce kontaminowanej 2 ug/l
ochratoksyny A, ilos¢ tego zwigzku ulegla zmniejsze-
niu 0 60%. Wydajnos¢ procesu zalezna byta od szczepu
bakterii, czasu inkubacji, stezenia OTA, nie zalezala za$
od zywotnosci komorek.

Mozliwo$¢ wykorzystania plesni do usuwania ochra-
toksyny A badana byla przez Varga i wsp. [94, 95].
Autorzy spoérdd 70 izolatow plesni rodzaju Aspergillus,
wyselekcjonowali dwa — Aspergillus fumigatus i Aspergil-
lus niger, ktére wykazywaly ceche obnizania zawartos$ci
ochratoksyny A zaréwno w pozywkach plynnych jak
i statych. Stwierdzono transformacje ochratoksyny A do
ochratoksyny a i fenyloalaniny w ciggu 7 dni inkubacji.



WYKORZYSTANIE MIKROORGANIZMOW DO USUWANIA MIKOTOKSYN Z ZYWNOSCI I PASZ 113

Tabela III
Mikroorganizmy wykazujace ceche usuwania mikotoksyn
Mikotoksyna Mikroorganizm Pismiennictwo
Aflatoksyna B, Flavobacterium aurantiacum [16,17, 38,51, 87]
Lactobacillus acidophilus, L. gasseri, L. rhamnosus, Lactococcus lactis [73]
Lactobacillus rhamnosus [22, 23, 25, 26, 92]
Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus [9]
Lactococcus sp. [57]
Mycobacterium fluoranthenivorans [91]
Rhodococcus erythropolis [3,91]
Bifidobacterium lactis, Lactobacillus johnsonii, L. salivarius, L. crispatus [69]
Bifidobacterium sp. [63]
Kluyveromyces marxianus, Bacillus megaterium [27]
Saccharomyces cerevisiae [83]
Aspergillus niger, A. parasiticus, A. terreus, A. luchuensis, Penicillium reistrickii [16]
Corynebacterium rubrum, Aspergillus niger, Trichoderma viride [54]
Aspergillus parasiticus, A. flavus [10, 21]
Ochratoksyna A | Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis [30]
Bifidobacterium bifidum, Lactococcus salivarius subsp. thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus [34, 85]
Acinetobacter calcoaceticus [15, 44]
Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. sanfranciscensis, L. acidophilus [75, 76]
Oenococcus oeni [55]
Saccharomyces cerevisiae (4, 8,11, 56, 77, 90, 93]
Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula rubra [90]
Phaffia rhodozyna, Xanthophyllomyces dendrorhous [71]
Metschnikowia pulcherrima, Pichia guilliermondii, Rhodococcus erythropolis [68]
Rhizopus sp. [94]
Aureobasidium pullulans [19]
Aspergillus niger, A. carbonarius, A. fumigatus, A. versicolor [1,2,7,95]
Fumonizyna B, Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides [62]
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula rubra [90]
Trichoteceny Bakterie zwacza [31]
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula rubra [90]
Zearalenon Bakterie glebowe [58]
Propionibacterium fraudenreichii [37]
Rhizopus sp. [94]
Trichosporon mycotoxinivorans [60]
Patulina Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis [30]
Rhizopus stolonifer [94]

Podobna reakeja rozktadu wigzania peptydowego ochra-
toksyny A w sposob naturalny odbywa si¢ u przezuwaczy,
co jest wynikiem dziatalnosci mikroorganizméw zwacza
przy udziale karboksypeptydazy A (EC 3.4.17.1) [41,
48, 65]. Badane grzyby plesniowe metabolizowaly row-
niez ochratoksyne a. Jej ilos¢ wzrastata w ciagu pierw-
szych 6 dni inkubagji, a nastepnie zaczynata male¢, by po
10 dniach doj$¢ do sladowych ilo$ci. Dowodzi to degrada-
cji réwniez ochratoksyny a do nieznanego produktu [95].

Stwierdzono w badaniach in vitro, ze efektem dzia-
tania na roztwor ochratoksyny A surowego preparatu
lipazy pochodzacej od Aspergillus niger (handlowa
nazwa Amano A) byl rozklad ochratoksyny A z wydzie-
leniem ochratoksyny a i fenyloalaniny [89]. Podobne
rezultaty uzyskat Abrunhosa [1, 2] w odnie-
sieniu do degradacji ochratoksyny A przez szczepy
grzybow wyizolowanych z winogron oraz przez suro-
we preparaty proteaz z Aspergillus niger, jak réwniez
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handlowe enzymy proteolityczne. Enzymatyczny roz-
ktad ochratoksyny A w moszczach gronowych zostat
réwniez zaobserwowany w hodowli plesni Aureobasi-
dium pullulans [19].

W pracy Bejaoui iwsp. [7] wykazano usuwanie
ochratoksyny A z moszczy gronowych przez szczepy
nalezace do sekcji Nigri rodzaju Aspergillus przebie-
galo wedlug dwoch réznych mechanizméw. Konidia
zywe prowadzily biodegradacje OTA do fenyloalaniny
i ochratoksyny a, za$ konidia inaktywowane termicznie
adsorbowaly toksyne. Na nature procesu miat wptyw
charakter powierzchni komorek, a gtéwnie hydrofobo-
wos¢. Wydajno$¢ procesu byta jednak taka sama nieza-
leznie od stanu fizjologicznego plesni. Wykorzystanie
konidiéw plesni, szczegolnie martwych, jako adsorben-
tow w praktyce enologicznej jest obiecujaca metoda,
jednak wymaga dopracowania w zakresie immobilizacji
konidiéw. Podstawowa wada jest tez zmiana zabarwie-
nie moszczy pod wplywem konidiéw plesni.

Nieliczne doniesienia naukowe skupiajg si¢ na innych
mikotoksynach wystepujacych w srodowisku. W bada-
niach in vitro prowadzonych przez Younga i wsp.
[99] wykazano, Ze na skutek aktywnosci mikroorganiz-
mow wyizolowanych z przewodu pokarmowego kurczat
12 mikotoksyn nalezacych do grupy trichotecen ulegto
biodegradacji. Transformacja toksyn polegata na ich
czg$ciowej badz catkowitej deepoksydacji lub deacyla-
cji. Wyniki te s3 spojne z rezultatami badan Fuchs
i wsp. [31], ktorych przedmiotem byly trichoteceny
typu A. Wykazano w nich, ze szczep bakterii beztleno-
wych, gramdodatnich wyizolowany z zwacza, wstepnie
zaklasyfikowany do rodzaju Eubacterium prowadzit
transformacje tych zwigzkéw do nietoksycznych form
nieepoksydowanych. Mozliwe kierunki transformacji tri-
chotecen pod wplywem czynnikéw chemicznych i bio-
logicznych zostaly omdéwione przez He i wsp. [40].

Przedstawione powyzej przyktady aktywnosci dro-
bnoustrojow w kierunku usuwania mikotoksyn maja
gltéwnie znaczenie naukowe, pozwalajace na lepsze
poznanie szczepdéw, ich wlasciwoséci oraz mechaniz-
mow zachodzacych proceséw. Ich ograniczona rola
aplikacyjna sprawila, ze badania naukowe zwrocily sie
w strone takich organizméw, ktére mozna zastosowaé
w procesach biotechnologicznych podczas produkciji,
np. zywnosci fermentowanej, gdzie surowiec moze by¢
skazony mikotoksynami. Wsréd nich szczegélne zna-
czenie maja bakterie fermentacji mlekowej i drozdze
Saccharomyces cerevisiae.

5. Bakterie fermentacji mlekowej
Bakterie fermentacji mlekowej, w tym szczepy pro-

biotyczne budzg szczegolne zainteresowanie ze wzgledu
na ich korzystne, fizjologiczne wlasciwo$ci w organizmie
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czlowieka i zwierzat. Ponadto bakterie te hamujg wzrost
plesni oraz tworzenie przez nie mikotoksyn [18, 33].

Dane literaturowe wskazuja na wystepowanie mie-
dzy typowymi bakteriami mlekowymi odmian o zréz-
nicowanych uzdolnieniach do detoksykacji srodowisk
z mikotoksyn, co wykazano zaréwno w badaniach in
vitro jak i in vivo.

Badania réznych autoréw dowodzg posiadania
tej cechy przez szczepy probiotyczne Lactobacillus
rhamnosus [22-25, 68, 75]. Szczepy L.rhamnosus
GG, L. rhamnosus LC-705 zostaly uznane za najbar-
dziej skutecznie wigzace aflatoksyne B, w poréwnaniu
z innymi szczepami bakterii Gram-dodatnich (Lacto-
bacillus casei Shirota, L. acidophilus) i Gram-ujemnych
(Escherichia coli). Brak zdolnosci do eliminowania
aflatoksyn przez bakterie Gram-ujemne zwigzany jest
z odmienng budowg $ciany komodrkowej tych bak-
terii w poréwnaniu ze $ciang komodrkowa bakterii
Gram-dodatnich [23]. Wykazano, ze proces ten jest
bardzo szybki, juz po 4 godzinach kontaktu bakterii
z toksyna jej ilos¢ ulegta zmniejszeniu w zakresie od 50
do 77%, za$ przedluzenie czasu inkubacji do 24 godzin
nie zwiekszylo istotnie wydajnosci procesu, a nawet
w niektérych przypadkach zaobserwowano uwalnianie
sie toksyny z komorek, co dowodzi nietrwalosci pola-
czenia [22]. Szczepy bakterii Lactobacillus acidophilus
i L. rhamnosus charakteryzowaly sie réwniez zdolno$-
cig do usuwania aflatoksyny M, z mleka w zaleznosci
od szczepu w zakresie od 18 do 57% [73]. W kazdym
przypadku zaobserwowano, ze komoérki inaktywowane
termicznie byly bardziej skuteczne od komoérek zywych,
co wynika ze zmiany wlasciwosci powierzchniowych
komorek, ktore zachodzg pod wpltywem wysokiej tem-
peratury [22, 68].

Wykazano, ze szczepy Lactobacillus acidophilus oraz
Bifidobacterium bifidum, B.longum 1 inne nie tylko
zmniejszaja ilos¢ aflatoksyny Bl w pozywce, ale tez
obnizajg mutagennos$¢ srodowiska. Cechy te byty bar-
dziej widoczne w przypadku szczepow inaktywowanych
termicznie [9, 50].

Badania innych autoréw skupialy sie na bakteriach
fermentacji mlekowej wykorzystywanych do produkeji
jogurtu. Prowadzono fermentacj¢ mleka zawierajacego
aflatoksyne B, w ilosci 600, 1000 i 1400 pg/kg z wyko-
rzystaniem bakterii jogurtowych z rodzaju Strepto-
coccus. W jogurcie o pH=4,0 ilo$¢ toksyny zostala
zredukowana, w zaleznosci od jej poczatkowej zawar-
tosci odpowiednio w 97, 911 90%. W doswiadczeniach
tych stwierdzono zmiany morfologiczne w komorkach,
natomiast cechy organoleptyczne jogurtu pozostaly bez
zmian [57]. Inni autorzy badajac obnizanie zawartosci
AFB, w mleku w wyniku dziatania bakterii jogurtowych
stwierdzili catkowitg transformacj¢ AFB, do nowego
produktu fluoryzujacego o R =0,18 identycznego z afla-
toksyng B, [57,79].
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Wykazano, ze nie tylko aflatoksyna jest skutecz-
nie usuwana przez bakterie mlekowe. W badaniach
Skinjar iwsp. [85] potwierdzono zdolnoé¢ do obni-
zania zawartosci ochratoksyny A w mleku przez bakterie
fermentacji mlekowej nalezace do gatunkéw Lactococ-
cus salivarius, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgari-
cus i Bifidobacterium bifidum. Ilos¢ patuliny w pozywce
zmniejszyla sie w zakresie od 10 do 82% pod wplywem
bakterii nalezacych do rodzaju Lactobacillus oraz Bifi-
dobacterium. Potwierdzily si¢ wczedniejsze obserwacje
innych autordéw, ze przebieg procesu zalezy od gestosci
inokulum, pH i stezenia toksyny. Sposrod badanych
szczepow L. acidophilus, usuwal nawet 96% toksyny doda-
nej do pozywki w ilosci 1 pg/ml [30]. Niderkorn
i wsp. [62] przeprowadzil skrining bakterii fermentacji
mlekowej i propionowej w kierunku cechy usuwania
deoksynowalenolu i fumonizyny z roztwordéw. Wyka-
zano, najlepszymi predyspozycjami do usuwania tych
toksyn charakteryzowaly sie bakterie mlekowe: Lacto-
bacillus rhamnosus powodowal usuniecie 55% deok-
syniwalenolu, Leuconostoc mesenteroides 82% fumo-
nizyny B, za$ Lactococcus lactis 100% fumonizyny B,
dodanych do pozywki.

Zainteresowanie bakteriami fermentacji mlekowej
nie ogranicza sie tylko do ich zdolno$ci wigzania miko-
toksyn. Obecnie, gdy zabronione jest stosowanie anty-
biotykéw jako dodatkéw do pasz, z uwagi na antago-
nistyczne dzialanie w stosunku do wielu patogenéw,
organizmy te mogg stanowi¢ alternatywe w ich stosowa-
niu. Badania in vivo wykazaly, ze bakterie Lactobacillus
rhamnosus ograniczaly w 75% adsorpcje aflatoksyny B,
w przewodzie pokarmowym kurczat [24]. Ekspery-
menty in vivo wskazujg, ze stosowanie bakterii probio-
tycznych jako dodatkéw do pasz ogranicza efekty miko-
toksykozy u zwierzat, jak réwniez zmniejsza kumulacje
toksyn w tkankach, obnizajac w ten sposob skazenie
zywnosci pochodzenia zwierzecego przez toksyny [86].

Fakt usuwania toksyny réwniez przez bakterie nie-
aktywne wyklucza enzymatyczny charakter procesu,
a potwierdza, ze jest to adsorpcja do komorki, a przede
wszystkim do zewnetrznych warstw jej $ciany komor-
kowej. Szczegdlng role w mechanizmie adsorpcji toksyn
do komorek bakteryjnych, zywych i martwych moga
odgrywac peptydoglikan i egzopolisacharydy komorek,
kwasy tejchonowe oraz oddziatywania zwigzane z hydro-
fobowoscig komorki i wlasciwosciami elektrostatycz-
nymi [100]. Wykazano, ze wigzanie toksyn z komor-
kami bakterii fermentacji mlekowej jest powierzch-
niowe, a przy zastosowaniu bakterii inaktywowanych
termicznie trwale, w odrdznieniu od bakterii zywych,
z ktérych komoérek mozna wyplukac zwigzang wczedniej
toksyne [39, 47]. Nie s3 jednak znane dane literaturowe
na temat stabilnosci wigzania w warunkach przewodu
pokarmowego. Trwalos$¢ takiego polaczenia, a jedno-
cze$nie brak przylegania bakterii do nablonka jelita, co

umozliwialoby resorpcje toksyny determinuje przyszte
zastosowanie praktyczne bakterii fermentacji mlekowej
do dekontaminacji réwniez zywnosci.

6. Drozdze Saccharomyces cerevisiae

Druga grupa organizméw o potencjalnym znacze-
niu aplikacyjnym sa drozdze Saccharomyces cerevisiae.
Organizmy te szeroko wykorzystywane sg w wielu pro-
cesach biotechnologicznych, w piekarstwie, browarnic-
twie, winiarstwie, gorzelnictwie. Ze wzgledu na czeste
skazenie mikotoksynami surowcéw uzywanych w tych
procesach — maki, stodu, moszczy gronowych, rozwa-
zana jest mozliwo$¢ prowadzenia fermentacji przy uzy-
ciu szczepdw, ktére obok wiasciwych cech technolo-
gicznych, posiadaja zdolno$¢ do obnizania zawartosci
toksyn, dzieki czemu produkt finalny bedzie bardziej
bezpieczny. Wigkszos¢ danych literaturowych w tym
obszarze dotyczy ochratoksyny A. Badania wykazaly, ze
drozdze efektywnie usuwajg ochratoksyne A z surow-
cow pochodzenia roslinnego podczas fermentacji, jak
i w warunkach modelowych z pozywek mikrobiologicz-
nych. W badaniach Scott iwsp. [82] stwierdzono, ze
ochratoksyna A dodana do brzeczki stodowej w ilosci
0,19 pg/ml, zostala wyeliminowana w 21% podczas
fermentacji prowadzonej z udzialem drozdzy browar-
niczych Saccharomyces cerevisiae var. carlsbergensis.
Rowniez podczas fermentacji zakwasu piekarskiego
przez mieszang kulture starterowa drozdzy i bakterii
mlekowej zawarto$¢ ochratoksyny A w mace ulegata
znacznemu obnizeniu [76]. W badaniach interakcji
miedzy ochratoksyna A a szczepami drozdzy Saccha-
romyces cerevisiae i Kloeckera apiculata stosowanymi
pojedynczo i w mieszaninie wykazano, ze dodatek
toksyny do medium hodowlanego nie wplywa negatyw-
nie na przebieg fermentacji alkoholowej. Ubytek toksyny
wahal si¢ od 28 do 40% wartosci poczatkowej w zalez-
nosci od szczepu i iloéci toksyny w medium. Badania
potwierdzily tez, ze toksyna nie jest biodegradowana,
a adsorbowana przez drozdze [4].

Skazenie ochratoksyng A moszczéw gronowych jest
powaznym problemem w winiarstwie. Niektore szczepy
enologiczne s3 zdolne do usuwania ochratoksyny A
z sokéw i moszczéw gronowych [8, 11, 13, 14, 56].
Doniesienia Bejaoui i wsp. [8] wskazuja, Ze proces
usuwania ochratoksyny A z soku gronowego jest bardzo
szybki, juz po 5 minutach kontaktu z komérkami droz-
dzy 90% poczatkowej zawartosci toksyny, tj 10 pg/ml
ulegto zwigzaniu. Wyniki tych badan sg spojne z rezulta-
tami uzyskanymi dla bakterii mlekowych, mimo znacz-
nych réznic w budowie komdrek. Autorzy [8] wska-
zali na mozliwo$¢ wykorzystania martwych drozdzy
odpowiednich szczepéw jako adsorbentéw w praktyce
winiarskiej. Taki adsorbent jest tani, bezpieczny i nie
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wplywa na zmiany organoleptyczne wina. Dyskusyjna
jest jednak utylizacja komorek drozdzy z ochratoksyna,
ponadto wada takiego sposobu dekontaminacji jest wig-
zanie innych korzystnych dla jakosci wina sktadnikéw,
takich jak zwiazki polifenolowe czy antocyjany [12].

Var iwsp. [93] dokonali przegladu 21 réznych szcze-
pow drozdzy wyizolowanych z winogron nalezgcych do
rodzaju Candida, Kloeckera i Cryptococcus pod wzgle-
dem uzdolnien do usuwania ochratoksyny A z wina.
Wykazano, ze najwieksza redukeja ilosci toksyny ok. 30%
charakteryzowal si¢ szczep Candida famata. Poréwnujac
te wyniki z rezultatami innych autoréw nalezy stwierdzi¢,
ze wydajnos¢ tego procesu byla bardzo dos¢ niska, przy
poczatkowym stezeniu toksyny 10 ng/ml.

Podobnie jak w przypadku bakterii fermentacji mle-
kowej ustalono, ze mechanizmem odpowiedzialnym
za usuwanie toksyn przez drozdze jest adsorpcja do
powierzchni komorek. Przemawia za tym fakt, ze ana-
lizy chromatograficzne nie wykazaty obecnosci produk-
tow metabolizmu ochratoksyny A, za$§ komoérki martwe
i wypreparowane $ciany komorkowe drozdzy byly row-
nie efektywne [4, 8, 43, 68, 77, 80]. Mechanizm ten byt
niezalezny od rodzju toksyny, co wykazano w odniesie-
niu do aflatoksyny B , zearalenonu i toksyny T-2 i patu-
liny [29, 83, 98]. Sktadnikami $ciany komorkowej, ktore
biorg udzial w wigzaniu mikotoksyn sg glukany i man-
noproteiny [13, 80]. Wedlug Raju i Devegowda
[80] za wigzanie toksyn odpowiada -D-glukan $ciany
komorkowej drozdzy, a szczegdlnie efektywna jest jego
forma estryfikowana. W oparciu o badania metoda
NMR stwierdzono, ze grupy hydroksylowe, ketonowe
i laktonowe toksyn sa odpowiedzialne za tworzenie
zardbwno wigzan wodorowych jak oddziatywan van
der Waalsa miedzy toksynami a B-D-glukanami [97].
Drozdze i skladniki ich $ciany komdrkowej stosowane sa
réwniez jako dodatki paszowe dla zwierzat, wykorzysty-
wane tez jako adsorbenty, co skutecznie ogranicza efekty
mikotoksykoz u zwierzat hodowlanych [5, 81]. Komer-
cyjnym preparatem jest dodatek paszowy o nazwie
Mycorb (Alltech), ktéry zawiera glukomamannany,
wypreparowane sktadniki sciany komdrkowej drozdzy.

Potencjalna aplikacja drozdzy jako adsorbentéw do
zywnosci i pasz zalezy jednak od stabilnosci wigzania
toksyny z komoérkami w warunkach przewodu pokar-
mowego. Wedtug Yanikourisa iwsp. [99] adsorp-
cja zearalenonu jest najbardziej efektywna w pH kwas-
nym i bliskim obojetnego, a wiec takich, jakie panuja
w niektorych regionach przewodu pokarmowego, za$
warunki alkaliczne zmieniaja konformacj¢ glukanu
w taki sposdb, ze adsorpcja jest niemozliwa, a wiec
mozna przypuszczaé, ze wigzanie jest do$¢ trwale.

Efektem zastosowanie drozdzy do usuwania ochra-
toksyny A jest tez detoksykacja $rodowiska, co wyka-
zano w testach cytotoksycznosci i genotoksycznosci
z wykorzystaniem linii komérkowych nerek swinskich
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[74]. Niektore drozdze wykazujg tez cechy probiotyczne,
co jest dodatkowym argumentem przemawiajacym za
stosowaniem tych organizmoéw.

7. Podsumowanie

W $wietle narastajacych zagrozen zdrowotnych wyni-
kajacych z obecnosci toksyn plesniowych w $rodkach
spozywczych, a takze w otoczeniu cztowieka poznanie
istniejacego w naturze zjawiska biologicznego usuwania
mikotoksyn wydaje si¢ stuszne. Dzialania prewencyjne
zmierzajace do ochrony surowcow roslinnych przed ich
plesnieniem sg cz¢sto nieskuteczne. Niezwykta zdol-
nos$¢ przystosowania si¢ plesni do réznych warunkéw
srodowiskowych sprawia, ze prewencja nie stanowi
rozwigzania skutecznego i uniwersalnego. Wykorzysta-
nie mikroorganizméw lub skfadnikéw ich komoérek do
dekontaminacji zywnosci i pasz budzi duze nadzieje, ale
tez kontrowersje z punktu widzenia konsumenta. Brak
jest unormowan prawnych w tej kwestii, a dane doty-
czace trwalosci polaczenia bakterie-toksyna w przewo-
dzie pokarmowym, jak réwniez dane toksykologiczne
sg wciaz niepelne. Jedyng grupa drobnoustrojow, ktore
obok innych korzystnych cech prozdrowotnych wyka-
zuje zdolno$¢ do usuwania toksyn sg probiotyczne bak-
terie fermentacji mlekowej. Réwniez drozdze Saccharo-
myces cerevisiae oraz skladnik ich $ciany komorkowej
- glukan moga by¢ wykorzystywane w tym celu. Czyn-
niki te moga by¢ uzywane zaréwno jako suplementy
diety u ludzi i sktadniki paszowe w zywieniu zwierzat,
jak i w trakcie proceséw biotechnologicznych.

W artykule dokonano przegladu metod, ktére moga
by¢ rozwazane jako czynnik dekontaminacji surowcow
pochodzenia roslinnego, ze szczegolnym uwzglednie-
niem metod biologicznych.
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