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ANOTACE

Bakalaiska prace se zabyva popisem a zpisobem biotransformace nejcastéji se vyskytujicich
mykotoxinii. V praci je zahrnut popis jednotlivych mykotoxind, jejich vyskyt v ptirodé,
onemocneéni, které jsou schopné vyvolat. V dalsi ¢asti je uveden zpusob jejich degradace ze
surovin urc¢enych k dal§imu zpracovani a to fyzikélni a chemickou cestou a biotransformace

pomoci enzymd ¢i adsorpce za vyuziti mikroorganismu.

KLICOVA SLOVA

mykotoxiny, biotransformace, mikroorganismy

TITTLE

Biotransformation of mycotoxins

ANNOTATION

The bachelor’s thesis deals with the description and method of biotransformation of the most
common mycotoxins. The work includes a description of individual mycotoxins, their
occurrence in nature, diseases that they are able to cause. The next part of the work discusses
the method of their degradation from raw materials intended for further processing by physical

and chemical means and biotransformation by enzymes or adsorption using microorganisms.
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UVOD

Onemocnéni, ktera mohou mykotoxiny vyvolat, pfedstavuji vysoké riziko pro zvitata
ilidi. V hospodatském primyslu miize pfitomnost mykotoxinti zptsobit vysoké ekonomické
ztraty, a proto je tfeba rozvijet zplsoby umoziujici odstranéni mykotoxinli z krmiva,

¢1 znemoznit jeho toxickému plsobeni na organismus zvifat a lidi.

V této praci jsou popisovany jednotlivé mykotoxiny, jejich vliv na zdravi

hospodarskych zvitat a jak vysoké potencialni riziko piedstavuji pro zdravi lidi.

V dalsi ¢asti se vénuji metodam schopnych odbourdvat mykotoxiny. V dnesni dobé¢ jsou
vyuzivany metody fyzikalni a chemické, ty vSak dokazi v fad¢ pripadi znehodnotit nutri¢ni
hodnoty surovin, dale pak zpisobuji senzorické zmény surovin. Slibnou metodou odbouravani
mykotoxinil je vyuziti mikroorganismi jako adsorbentli, ¢i odbourdvani pomoci enzymd.
Tyto metody pfedstavuji nizsi zatéz pro zivotni prostfedi a snadny zplsob kultivace

mikroorganisma.
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1 Strucna charakteristika mykotoxini

Mykotoxiny jsou strukturné rozmanité, ptirozené¢ se vyskytujici latky, produkované
jako sekundarni metabolity plisni a povazuji se za latky schopné zptisobit onemocnéni zvané
mykotoxikdzy. Tato onemocnéni mohou zpusobovat akutni 1 chronické poskozeni zdravi u lidi
1 zvifat. Jednd se o latky nizkomolekularni a nebilkovinné povahy, vétSina z téchto latek

vykazuje stabilitu pfi vyssich teplotach.

Na organismus ¢lovéka maji relativné nizsi akutni toxicitu, dilezitéjsi je vSak toxicita
chronicka, ktera se miize projevovat teratogenitou, karcinogenitou a imunosupresivni aktivitou

(Hrdina, 2004).

Mezi nejznaméjsi producenty mykotoxini se fadi rody Aspergillus, Penicillium,
Fusarium a jejich sekundarni metabolity zvané aflatoxiny, ochratoxiny, patulin, fusariové
mykotoxiny. V soucasnosti je znamo pies 500 druhli mykotoxind a jsou objevovany dalsi
(Kalhotka, 2014). Nejcasté€ji detekovanym mykotoxinem v krmivech na izemi Evropské unie
je aflatoxin B1 z rodu Aspergillus. Primérné se ve zkoumanych vzorcich nachazi az z 95 %.
Mezi dalsi ¢asto detekované mykotoxiny fadime deoxynivalenol a zearalenon. Mezi méné

detekované fadime fumonisiny a ochratoxin A (Chlebicz a Slizewska, 2020).

Mykotoxiny mizeme nalézat v potravinach rostlinného ptivodu, jako jsou ofechy, zrna
a ovoce, tak 1 v potravinach zivoc¢isného pivodu jako je mléko, mlé¢né vyrobky, vejce a maso.
Do Zivocisnych vyrobkl se mykotoxiny dostavaji pres organismus hospodaiskych zvitat
z divodu zkonzumovani napaden¢ho krmiva mykotoxiny. K rozvoji mykotoxinli v zrnech
dochazi bud’ na poli v dob¢ riistu a to hlavné u rodu Fusarium, nebo v dob& po sklizni béhem
Spatné¢ho skladovani zrn, kdy k jejich rozvoji ptiznivé ptsobi vlhké prostiedi a vyssi teploty

(Malit et al., 2003).
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2 Nejbéznéjsi mykotoxiny

2.1 Aflatoxiny

Jedna se o prvni objevené mykotoxiny, jejichz zkoumani zapocalo v roce 1960,
kdy v Anglii vypukla epidemie zvana jako ,,onemocnéni X*“. Ta zapfi€inila uhynuti kritich
mlad’at v fadech desetitisict (Malif ef al., 2003). Onemocnéni se u zvifat projevovalo anorexii,
letargii a ochabnutim kitidel. Pfi zkoumani znecisténého krmiva, v tomto pfipad¢ arasidové
moucky, nebylo mozné identifikovat bakteridlniho ani virového pavodce, a proto bylo
onemocnéni identifikovano jako intoxikace (Patocka, 2004). Nasledné€ doslo k izolaci nezndmé
latky s modrou fluorescenci v UV svétle, a tim byl objasnén ptivodce této latky, Aspergillus

flavus. Jeho metabolity dostaly nazev aflatoxiny (Malif et al., 2003).

Aflatoxiny jsou syntetizovany ptredevSim kmeny Aspergillus flavus a Aspergillus
parasiticus, které se bézné vyskytuji v ptidé a riznych organickych materidlech. Mezi nejcastéji
se vyskytujici formy aflatoxinti fadime alfatoxin B1 (AFB1), aflatoxin B2 (AFB2), aflatoxin
Gl (AFG1), aflatoxin G2 (AFG2). Dalsimi derivaty jsou aflatoxiny M1 a M2, které jsou
derivaty AFB1 a AFB2 a milZeme je nachizet v mléce, mléEnych vyrobcich a masu
(Ashiq, 2014). AFM1 muazeme také nachdzet v mlécnych vyrobcich jako je syr ve vysSich
koncentracich nez v mléce, jelikoz je tepelné stabilni. Vaze se na mlécné bilkoviny a jeho

koncentrace neni ovlivnéna procesem vyroby syrt (Barbiroli et al., 2007).

vvvvvv

na jejich biotransformaci v organismu, jelikoZ samy o sobé nevykazuji toxicitu.
Biotransformaci dochéazi ke vzniku tzv. epoxidi. Tyto epoxidy se poji s bunéénymi
makromolekulami, RNA a DNA. Pii vazbé s DNA dochézi k degradaci buné¢né informace
atoxickému ucinku na organismus. U jater dochazi k poSkozeni hepatocytli, casto
koncici jejich nekrézou a bujenim jaternich Zlu€ovodii. Déle byly prokazany u¢inky na imunitu,
kdy se organismy stavaji citlivéjsi pro nékteré infekce (Kalhotka, 2014). Aflatoxiny jsou od
roku 2012 dle vyzkumu pracovni skupiny pro Mezindrodni agenturu pro vyzkum rakoviny

klasifikovany do skupiny 1, coZ znamena, Ze jsou karcinogenni pro ¢lovéka (Ostry ef al., 2017).

Aflatoxiny se tvofi béhem riistu na navlhlych plodinach, kde plisobi na reprodukéni
organy rostlin a plisn¢ produkujici aflatoxiny jsou schopné se dale rozmnozovat pti dalSim

zpracovani nebo skladovani téchto plodin (Kalhotka, 2014).
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Tabulka 1: Maximalni limity vybranych potravin pro obsah aflatoxinti dle natizeni Komise (ES)
¢. 1881/2006

_ _ ' Maximalni
Kontaminant Surovina/potravina
hodnoty

Mandle, pistacie, merunikova jadra urcené k ptimé lidské | 8 ug/kg

spotiebé

. Liskové ofechy a para ofechy urcené k piimé lidské | 5 pg/kg
Aflatoxin B1
spotiebé

Obilné ptikrmy a ostatni ptikrmy pro kojence a malé déti | 0,10 ng/kg

Aflatoxin | Syrové mléko, tepeln€ oSetfené mléko a mléko pro vyrobu | 0,050 pg/kg
MIl mlécnych vyrobki

Vyskyt aflatoxini v zemédé€lskych komoditach pfedstavuje vysoké riziko pro zdravi
hospodaiskych zvifat a stim spojené ekonomické ztrity. Vnimava pro aflatoxiny jsou
predevsim kufata, kriity, kachny a prasata, naopak odolné&jsi je skot a ovce. Pro jejich rozvoj
znacn¢ prispiva nedostatecné suSeni sklizné, Spatné skladovani, vlhké prostredi a teplo.
MiuzZeme je nachédzet urtiznych druhii ofechii, v kukufici, mléce a mléénych vyrobcich.

(Negash, 2018).

2.2 Ochratoxiny
Ochratoxiny jsou sekundarni metabolity, které produkuji rody Aspergillus
a Penicillium. Rod Aspergillus tvoti ochratoxiny piedevSim v teplych oblastech, kde je pro

jejich rist vhodna teplota okolo 28 °C. Rod Penicillium tvoii mykotoxiny v chladnéjSich

oblastech pfi teploté od 4 °C (Kalhotka, 2014).

Nejznaméjsim toxinem z této skupiny je ochratoxin A (OTA), ktery se zdroven povazuje
za nejvice toxicky ze skupiny ochratoxini. Zptisobuje neurotoxické a karcinogenni poskozeni.
Dle probéhlych studii mlze byt jeho vyskyt spojen s chronickym tubulointersticialnim
onemocnénim ledvin zvanym jako balkdnskd endemicka nefropatie (BEN). Ta byla
zaznamenana v Bulharsku, Rumunsku, Bosné a Hercegoviné a Chorvatsku. Jde o chronické
progresivni onemocnéni, které vede k chronickému selhani ledvin (Pavlovi¢, 2013). Mezi dalsi
ucinky OTA na organismus se fadi karcinogenita, teratogenita, neurotoxicita a imunotoxicita

(Koszegi a Poor, 2016).
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Kontaminovanym krmivem pfechézeji toxiny do zaZivaciho traktu zvirat, kde se dokazi
hromadit v orgdnech, které mohou dale kontaminovat produkty z nich ziskévané, jako jsou

mléko, maso a masné vyrobky (Kumar et al., 2020).

Nejcitlivéjsimi pro OTA jsou prasata, u kterych zplisobuje onemocnéni zvané porcinni
mykotoxickd nefropatie, doprovazejici gastroenteritidy, zvraceni a nadmérné moceni.
Dochézi k thynu zvitfat béhem par dni z divodu dehydratace organismu. Nefropatii muize
zpusobovat 1u drubeze, ktera je k nému také citliva. U piezvykavei dochazi diky jejich

mikroflofe k pfeméné OTA na mén¢ toxicky a-ochratoxin (Suchy a Herzig, 2005).

Tabulka 2: Maximalni limity vybranych potravin pro obsah ochratoxinu A dle nafizeni Komise
(ES) ¢. 1881/2006

Kontaminant Surovina/potravina Maximalni
hodnoty

Vino 2 nglkg
PraZend kavova zrna 5 ng/kg

Ochratoxin | Rozpustna kéva 10 pg/kg

A

Obilné ptikrmy a ostatni piikrmy uréené pro kojence a | 0,50 ng/kg
malé déti

Ochratoxiny se vyskytuji v celé skale zemédélskych komodit jako je kukufice, pSenice,

oves, kdva a zejména jsou pfitomny ve viné, hroznové §t’avé a ovoci (Alshannaq a Yu, 2017).

OTA je od roku 1993 zatfazen Mezindrodni agenturou pro vyzkum rakoviny do skupiny

2B, to znamena, ze je pro ¢loveéka povazovan za mozny karcinogen (Ostry et al., 2017).

2.3 Patulin

Chemicky se jednd o nenasyceny heterocyklicky lakton, produkovany rody Aspergillus,
Penicillium, Byssochlamys (Alshannaq a Yu, 2017). Mezi vyznamny kmen produkujici patulin
(PAT) patii Penicillium expansum, ktery je odpovédny za kontaminaci PAT v jadrovych
plodech, zejména pak v jablcich a vyrobcich z nich (Mahato et al., 2021).

Objeven byl v roce 1942, kdy byl izolovan pii1 vyzkumu novych antibiotik. Vykazoval
velkou UCinnost v boji proti grampozitivhim a gramnegativnim bakteriim, jako je
Mycobacterium tuberculosis a dal§Sim druhim. BohuZzel kvili jeho toxickym ucinkiim

na organismus byl jako antibiotikum vyfazen a zafazen mezi mykotoxiny (Malif ef al., 2003).
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Na povrchu zdravého ovoce se tyto houby vyskytuji normélné. Ke zmnozeni a produkci
mykotoxinu dochazi pfi poruseni jejich povrchu, coz muaze byt zpiisobeno mechanickym
poskozenim ¢i hmyzem (Patocka, 2006). Z nahnilych jablek mizeme PAT nachézet ptitomny
v dzusech a mostech, kdy v kyselém prostiedi a za pfitomnosti antioxidantti je schopny vydrzet

teplotu i 120 °C a je tedy obtizné se ho zbavit i technologickymi postupy pfi vyrobe¢.

Akutni vystavovani se PAT ma za nésledek nevolnost, zvraceni, sttevni krvaceni a 1éze
na dvanactniku, funk¢ni poskozeni stfevni bariéry, poSkozeni ledvin (Melo et al., 2012).
Dlouhodoba konzumace PAT ma za nasledek chronické poskozeni, kam fadime mutagenni,
neurotoxické a imunotoxické poskozeni predevsim u hlodavci. Existuji vSak obavy, zda
podobné Gcinky nebude mit nadmérna konzumace potravin a napoji kontaminovanych PAT i
na lidi (Vidal et al., 2019).

Tabulka 3: Maximalni limity vybranych potravin pro obsah patulinu dle natfizeni Komise (ES)
¢. 1881/2006

) ) ) Maximalni
Kontaminant Surovina/potravina
hodnoty
Ovocné §t'avy a nektary 50 pg/kg

Fermentované napoje ziskané z jablek nebo obsahujici | 50 ug/kg

jable¢nou $tavu

Patul Pevné vyrobky zjablek (kompoty, pyré) urcené k ptimé | 25 ug/kg
atulin
lidské spotiebé

Jable¢na $t'dva a pevné vyrobky z jablek, vcetné jablecného | 10 pg/kg

kompotu a pyré urcené pro kojence a malé déti

Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny se PAT fadi do skupiny 3, coz znamena,

Ze neni povazovan za karcinogenni pro ¢loveéka (Ostry et al., 2017).

2.4 Fusariové mykotoxiny

Rod Fusarium produkuje vice druhii mykotoxinl. RozliSujeme tfi hlavni skupiny
fusariovych mykotoxinl, a to zearalenon, trichotheceny, a fumonisiny. Hlavnim rozdilem
od rodii Penicillium a Aspergillus spo¢iva v dobé¢, kdy dochazi k tvorb¢ toxinu. Rod Fusarium
produkuje toxiny pied sklizni nebo neprodlen€ po ni, kdezto rod Penicillium a Aspergillus jsou
charakteristické tim, Ze kontaminuji krmivo pfi Spatném suSeni a nasledném Spatném

skladovéani (Havrankova a Ovesna, 2012).
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2.4.1 Zearalenon

Zearalenon (ZON) se fadi mezi mykotoxiny produkované nékterymi druhy rodu
Fusarium, ptredevsim kmeny Fusarium graminearum a Fusarium semitectum. Chemicky se
jedna o lakton kyseliny B-resorcylové. Diky jeho podobnosti s estrogeny ma estrogenni ucinky
na zvirata a lidi (Alshannaq a Yu, 2017). Estrogenné piisobi pfedevsim na prasata, mén¢ na skot
adrabez. Dokaze zpiisobit hyperémii, otekla rodidla, zduteni prsnich zlaz a v tézkych ptipadech
muze dochazet k vyhfeznuti rekta a vaginy (Malif et al., 2003). Pti vyzkumu expozice ZON
u laboratornich ~ zvifat zptsoboval neplodnost, otoky d¢lohy, atrofie vajecnikl
a hyperestrogenismus (Alshannaq aYu, 2017). Kromé estrogennich u¢inka byly prokazané také
anabolické uc¢inky u jehnat a vold, kterym byly podavany piipravky syntetického ZON a doslo
k narhstu jejich hmotnosti o 10 az 24 % pti podavani méné potravy (Malit ef al., 2003).

V Kanad¢ a ve Spojenych statech americkych dochazi ke kontaminaci ZON nejcastéji

v kukufici a pSenici, naopak v evropskych zemich je nejéastéji kontaminovano zito, oves

a pSenice (Alshannaq a Yu, 2017).

Tabulka 4: Maximalni limity vybranych potravin pro obsah zaeralenonu dle nafizeni Komise
(ES) ¢. 1881/2006

Kontaminant Surovina/potravina Maximalni

obsah

Nezpracované obiloviny jiné nez kukutice 100 pg/kg

Nezpracovana kukufice kromé nezpracované | 350 pg/kg

Zaeralenon kukufice ur¢ené ke zpracovani mokrym mletim

Obiloviny urcené k pfimé lidské spotiebe | 75 pg/kg
(Obilna mouka, otruby, klicky)

Kukufti¢né ptikrmy pro kojence a malé déti 20 pg/kg

Trichotheceny jsou povazovany za nejvice chemicky rozmanité ze skupiny fusariovych
mykotoxinid. Mame 4 hlavni skupiny trichothecenovych mykotoxini, které délime dle struktury
na skupiny A, B, C a D. Nejvyznamnéj$imi jsou u skupiny A T-2 toxin, HT-2 toxin a u skupiny

B deoxinivalenol (Havrankové a Ovesnd, 2012).

2.4.2 Trichotheceny
K popisu tcinku trichothecenil na ¢lovéka doslo pfi vypuknuti epidemie alimentarni

toxické aleukémie (ATA) behem druhé svétove valky v letech 1944-1945 v tehdejsSim SSSR,
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kdy se konzumovalo pfezimované obili a klicky. Mezi symptomy se fadily zdnéty dutiny Ustni
a gastrointestinalni sliznice pfechazejici az k zvraceni a bolesti bficha. Po n¢kolika dnech
dochazelo k vymizeni téchto symptomil a pacientovi bylo Iépe. Pti dal§im vystaveni se toxinu
dochazelo po nékolika tydnech k rozvinuti progresivni leukopenie, agranulocytozy, nekrotické
anginy, poskozeni kostni dfen¢ a sepse (Krmencik a Kysilka, 2001). Mortalita onemocnéni
dosahovala az 60 % z celkového poctu nakazenych a dochazelo k ni v disledku celkové sepse

organismu (Patocka, 2004).

2.4.2.1 T-2 toxin

T-2 toxin je fazen do skupiny A trichothecenovych mykotoxini a je povazovan za jeden
z nejtoxictéjSich z rodu fusariovych mykotoxinti. T-2 toxin je schopny negativné pusobit
na vice organt jako jsou mozek, ledviny a gastrointestinalni trakt (Zhang ef al., 2020). Poklada

se za jednoho z moZnych ptivodcti ATA spole¢né s dal§im mykotoxinem DON.

HT-2 toxin vznika jako metabolicky produkt T-2 toxinu. Pro Clovéka predstavuje
vysoké zdravotni riziko a miize zptsobovat nekrozu kize, hemoragie, ale hlavné ptisobi
na imunitni systém, kde zpiisobuje zmény v poctu leukocytl a zvySenou vnimavost k infekcim
(Havrankova a Ovesna, 2012). Dle Zhang et al., (2020) tyto toxiny zplsobuji neurotoxicitu,
indukujici nekrézu a apoptdézu neuronovych bunék. Oba dva jsou také schopni pisobit

cytotoxicky na hepatocyty (Yang et al., 2017).

Oba je mizeme nachdzet v kukufici, ovsu, jeCmeni, fazolich, séjovych bobech,

a ceredlnich produktech (Buszewska-Forajta, 2020).

2.4.2.2 Deoxynivalenol
Deoxynivalenol (DON) trividlnim ndzvem vomitoxin byl poprvé izolovan v roce 1973
v USA, kdy po podani infikovaného krmiva pomoci Fusarium graminearum zpisobilo

prasatim zvraceni neboli vomitus (Malif ef al., 2003).

Radime ho do skupiny B trichothecenovych mykotoxini a je nejvice stanovovanym
toxinem v zrnech a to pfedevs§im u pSenice, jeCmene, ovsa, zZita a kukufice. Miizeme ho také
nalézat v détské vyzivé vyrdbéné z obilovin, ryzi, pivu, cesneku, sojovych bobech.
Na ptitomnost DON v ceredliich mize ukazovat pfitomnost zrn zménéné barvy a struktury,

zrna jsou nacervenald, bélava vyrazné lehka a poptipadé scvrkla (Suchy a Herzig, 2005).

Obvyklymi projevy intoxikace je nevolnost, zvraceni, krvaceni na sliznicich, porucha

krvetvorby a pti vysSich davkadch muze zplsobit ndhly thyn zvéfe. Mechanismus toxického
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ucinku je v enterocytech, kde vyvoladva apoptézu a inhibuje proteosyntézu. Velmi citliva
k DON jsou prasata, u kterych pfi ptijmu vyssich davek vyvolava zvraceni, akutni prijmy a pii
nizsich davkach zvirata ubyvaji na vaze a odmitaji krmivo. U dribeZe, jsou nachazena vajicka
se snizenou hmotnosti a zhorSenou kvalitou skotapky (Suchy a Herzig, 2005). U lidi bylo

prokdzano akutni gastrointestindlni onemocnéni (Kalhotka, 2014).

Tabulka 5: Maximalni limity vybranych potravin pro obsah deoxinivalenolu dle nafizeni
Komise (ES) ¢. 1881/2006

. . ‘ Maximalni
Kontaminant Surovina/potravina
hodnoty

Nezpracované obiloviny jiné nez pSenice tvrda, oves | 1250 ug/kg

a kukufice

. Pecivo, jemné trvanlivé pecivo, suSenky, svacinky | 500 pg/kg
Deoxynivalenon o _
z obilovin a snidanové ceredlie

Obilné piikrmy a ostatni piikrmy uréené pro kojence a | 200 pg/kg

malé déti

2.4.3 Fumonisiny

Fumonisiny (FUM) byly objeveny diky izolaci druhu Fusarium moniliforme MRC 826
z kukufice. Z uvedené kultury byly izolovany nepopsané mykotoxiny, které dostaly nazev
fumonisiny. Prvnim zastupcem takto izolovanym byl Fumonisin By (FB1) (Malif et al., 2003).
FUM jsou produkovany ptedevS§im druhy Fusarium verticillioides (dtive Fusarium

moniliforme), Fusarium proliferatum, Furarium anthophilum a Alternaria alternata.

Strukturné¢ se podobaji sfingolipidovym bazim jako je sfinganin a sfingosin.
Tato struktura tedy naznacuje mechanismus jejich G€inku spocivajici v naruseni metabolismu

sfingolipidli (Yazar a Omurtag 2008).

Bylo izolovéano pftiblizn¢ 28 druhtt FUM, které¢ tadime do skupin A, B, C a P.
Nejcastéji se vyskytujicim FUM je fumonisin B1 (FB1), ktery je béznym kontaminantem
kukufice. FUM muzeme déle nachéazet v pSenici, sgji, Cerném ¢aji a jemeni (Alshannaq a Yu,
2017). Vroce 2014 byly zjisteny FB1, FB2 a FB3 jako kontaminanty u 98 % vzorkl

z kukufiénych produkttl pochazejici z &inské provincie San-tung (Jiang et al., 2015).
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Tabulka 6: Maximalni limity vybranych potravin pro obsah fumonisinti dle nafizeni Komise
(ES) ¢. 1881/2006

Maximalni hodnoty

Kontaminant Surovina/potravina
(suma B1 a B2)

Nezpracovana kukufice krom¢ nezpracované | 4000 pg/kg

kukufice urc¢ené ke zpracovani mokrym mletim

Fumonisiny | Kukufi¢né piikrmy a ostatni piikrmy urcené pro | 200 pug/kg

kojence a malé déti

Kukuti¢né snidanové ceredlie a svacinky z kukufice | 800 ug/kg

Fusarium verticillioides zpisobila béhem roku 1970 konskou leukoencefalomalacii
(ELEM), coz je smrtelné onemocnéni zptisobujici nekrézu neuronti centralni nervové soustavy.
U prasat je pak povazovan za puvodce plicniho edému (Yazar a Omurtag, 2008). Déle bylo
zjisténo, ze cili na jatra a ledviny a dochazi k silné toxicité u laboratornich zvifat (Alshannaq
a Yu, 2017). Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny je FB1 klasifikovan do skupiny 2B,

coz znamena, ze je pro ¢lovéka potencidln€ karcinogenni (Ostry et al., 2017).
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3 Prevence vzniku mykotoxint

Mykotoxiny piedstavuji vysoké riziko pro hospodarska zvitata, ale také lidi. Proto je
nutné se zamé&fit na preventivni opatfeni pred setim plodin na pole, béhem riistu plodin a béhem
skladovani téchto plodin. Mezi preventivni metody pfed setim fadime vybér kvalitnich zrn.
V dnes$ni dobé probihaji vyzkumy geneticky modifikovanych plodin, které jsou odolné viici
plisnovym infekcim a jsou piizplisobeny mistnim podminkdm (Haque et al., 2020). Musime
zde také zatadit metody k oSetieni proti hmyzu, jelikoz hmyz je schopny roznaset spory plisni.
Proto musime zaradit 1 vyuziti riznych pesticidl, jejichz vyuziti je ale v dneSni dobé cCasto
omezovano (Oqunade ef al., 2018). Dnes je zkoumano vyuziti biopesticidil, obsahujici uzitecné
houby, které maji za tikol ovliviiovat riist rostlinnych patogend. Tyto houby bojuji s patogeny

o0 potravu, misto nebo tvoii latky, které patogen usmrti (Sarrocco a Vannacci, 2018).

Béhem riistu plodin hraje diilezitou roli dodrzovéani osevnych postuptl, coz znamena
sttidani plodin se spravnymi druhy, napiiklad po sklizni kukufice zlstavd na poli velké
mnozstvi zbytkl, které predstavuji potencidlni riziko pro dalSi oseté plodiny (Pavelkova

a Muccio, 2016).

Béhem sklizn€ je nutné sklizet potraviny vcas, sklizet plodiny zral¢ a nekontaminované
plisnémi, nastavit vysku seceni plodin tak, aby nedochéazelo ke kontaminaci ptidou. Dale by
mélo dochazet k neprodlenému uskladiiovani, abychom zabranili vystavovani plodin zbytecné

vlhkosti, ktera je ptizniva pro rozvoj mykotoxini (Munkvold, 2014).

Béhem skladovani bychom méli skladovat krmivo pouze Cisté a nekontaminované,
udrZovat nizké hodnoty vlhkosti prostiedi, skladovat dostatecné vysuSend zrna, udrZovat
anaerobni podminky a dbét zvySené opatrnosti pro pronikani §kiidcti a hmyzu do sildze (Peng

etal., 2018).

Jako dalsi preventivni opatfeni mtiizeme také zaradit vyuziti nékterych mikroorganismi
schopnych potlacit riist toxigennich hub a zabranit kumulaci mykotoxint. Pfikladem miize byt
vyuziti kmene Aspergillus niger, ktery potlacuje rist Aspergillus flavus a snizuje obsah AFBI
(Xing et al., 2017). Byly také objeveny 3 neaflatoxigenni kmeny Aspergillus flavus, které
kompetitivné vylucuji toxigenni kmeny aspergilt. Tyto kmeny se vyuzivaji v USA pro kontrolu

kontaminace u kukufice, pistaciich a bavlnikovych semen (Chang et al., 2012).

Prevenci rozvoje mykotoxinit mizeme provadét i v nasich domécnostech, kdy bychom
m¢éli dobfe kontrolovat kupované potraviny, zda nejevi zndmky napadeni plisni, nekupovat

potraviny po dob¢ zaru¢ni lhiity a samoziejmé nakupovat pouze tolik potravin, kolik jich jsme
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schopni zkonzumovat, aby nedochézelo k dlouhodobému skladovani téchto potravin, jako je

skladovani ovoce a zeleniny.

Potraviny jasné napadené plisni naptiklad chléb, dzemy, kompoty bychom v zadném
piipadé nikdy neméli konzumovat. VétSina mykotoxini je tepeln€é odolna a v piipadé
plesnivého chleba je pravdépodobnd moznost vyskytu ochratoxinu A i u tepelné zpracovanych
topinek. U dzemt a kompotti nikdy nevyhazujeme pouze viditelné napadend mista, ale vzdy
cely obsah. Mykotoxiny jako je PAT jsou schopné difundovat do celého obsahu zavafeniny
(Malit et al., 2003).
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4 Fyzikalni a chemické metody degradace mykotoxini

4.1 Fyzikalni metody degradace

Za prvotni opatieni miZzeme povazovat mechanické tfidéni napadenych zrn. Je to velice
efektivni opatfeni, béhem kterého dochazi k likvidaci viditeln¢ nakazenych zrn ¢i semen od
zdravych a dochazi ke sniZzeni moZnosti rozvoje plisni a pfipadné kontaminace celé sklizné
(Luo et al., 2018). V ekonomicky méné vyspélych zemich se tiidéni provadi ru¢né€, dnes jiz

existuje moznost vyuziti tfidicich strojt.

Dalsim zptisobem fyzikalni dekontaminace muze byt oSetfeni varem za vysokych
teplotnich hodnot. VétSina mykotoxintl je stabilni i za vysokych teplot a pti nizkych hodnotach
pH a toto oSetfeni na n¢ tedy neucinkuje. Tepelné osSetfeni miizeme kombinovat 1 s vyS§imi
hodnotami tlaku, kterych miizeme dosahovat v tlakovych nadobéch (autoklavech), ve kterych
dochazi k desinfekci pomoci nasycené ¢i prehtaté vodni pary. Citlivost mykotoxinl k tomuto
osetfeni je zavislé na druhu mykotoxinu, dobé vystaveni se zvySené teploté, obsahu vody
v krmivu a samotnych hodnotéch teploty. Za termostabilni mykotoxiny povazujeme bezvodé
aflatoxiny, namelové alkaloidy a ZON, naopak citrinin je teplem velmi dobfe rozpoustén.
U PAT muzZe také dochéazet k jeho dobrému rozpusténi za zvySenych teplot, av§ak plisobenim
vitaminu C, ktery PAT stabilizuje, nedochézi k jeho rozpusténi ani za vysokych teplot (Hezig

a Suchy, 2005).

Dale k oSetfeni krmiva muze byt vyuzivano UV zafeni. AFB1 a OTA mohou byt
potencidlné dobie degradovany pomoci UV zafeni. UVA a UVB vykazovala u¢innost pfi

ozatovani mandli, kdy doslo k téméf iplnému odstranéni aflatoxinti (Luo et al., 2018).

Vyuziti rozpoustédel jako je aceton €1 etanol k extrakci mykotoxint je ti¢inné napiiklad
u aflatoxind, u kterych se provadi extrakce z hrubé namletych jader olejnatych plodin.
Tato metoda ma vSak fadu nevyhod, jako uz cenovou narocnost tak pii zpracovani dochazi
k znehodnoceni Srotu o nékteré Ziviny, které jsou v téchto rozpoustédlech rozpustné, a tim mize

dochazet 1 ke zméndm v organoleptickych vlastnostech (VeliSek a Hajslova, 2009).

4.1.1 Fyzikalni adsorpce mykotoxint

Dals§i moZnosti odstranéni mykotoxini z krmiva je jejich navdzani na inertni Castice
¢1 mikroorganismy, které odejdou z traviciho traktu spolecné s vykaly (Rada a Havlik, 2012).
Za latky toho schopné miZzeme povazovat hydratovany hlinitokfemicitan, bentonity, sepiolity

a mineralni jily. Tyto latky se pfidavaji pfimo do potravy, kdy pfi prichodu travicim traktem
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na sebe vazi molekuly mykotoxint a tim je izoluji od vstfebani do krve a toxickych t€inkt
na organismus. Velisek a Hajslova (2009) uvadéji, ze pifi podavani hydratovaného
hlinitokfemicitanu vapenatého do krmiva dojnych krav se snizilo vylucovani aflatoxinu M1 az

0 24-44 %.

Bentonity jsou materialy, které vykazuji vysokou schopnost vazat AFBI1. Bentonit je
mineralni jil vznikajici ze sope¢ného popela. Thajsky bentonit pii teplot¢ 600°C dokaze

odstranit az 96 % AFB1(Wongtangtintan et al., 2014).

Aktivni uhli je dal$i z adsorbentt, vyuzivajici své dobré adsorpce ve vodnim prostiedi.
Nékolik studii prokézalo, ze pomoci jejich porézni struktury dochazi ke snizeni zbytkl

aflatoxinti, ZON, DON (Luo et al., 2018).

Adsorpce za vyuziti adsorbentd je vhodné k odstranéni aflatoxind, ochratoxind
a namelovych alkaloidl, mén& G¢inna je v porovnani s odstrafiovanim trichothecent, FUM
a ZON. Spolec¢nost BIOMIN vyvinula bentonit (dioktaedricky montmorillonit), jenz je schopny

vazat aflatoxiny dle platnych nafizeni referencni laboratotfe Evropské unie (www.biomin.net).

4.2 Chemické metody degradace

Vyuziti chemickych latek pro dekontaminaci mykotoxinti zahrnuje zasady, oxidacni
¢inidla, organicka ¢inidla a dal3i latky (Luo et al., 2018). Uskalim vyuZivani chemickych latek
vSak je, ze spousta z nich zplisobi zménu barvy, chuté a nutricnich hodnot surovin (Adebo ef al.,

2020)

Latky vyuzivané k degradaci mykotoxinti fadime mezi oxida¢ni a reduk¢ni prostiedky.
Ozon a peroxid vodiku vykazuji oxidacni ucinky v boji proti mykotoxinim (Rada a Havlik,
2012). Vyuziti ozonu pfi dekontaminaci mykotoxinil vykazuje slibné vysledky pfi odstraiovani
aflatoxind, DON a celkového poctu hub (Trombete ef al., 2016). Mezi reduk¢ni €inidla fadime
kyselinu askorbovou, sifi¢itany, pyrosifiitany, jejichz u€inky snizuji koncentraci AFB1 a DON
v krmivech. Pyrosifi¢itan sodny vykazoval G€inky v transformaci DON na DON-sulfonat
(DONS), ktery je povazovan za mén¢ toxicky. Selata krmend takto oSetfenym krmivem
nevykazovala toxické postiZzeni jako je charakteristické pro intoxikaci DON (Dénicke et al.,

2005).

Amoniak je u€¢inny ve snizovani obsahu aflatoxin, FUM a OTA v zrnech a také dokéaze
zabranit ristu mykotoxigennich hub. Uzitim oxidu sifi¢itého ke konzervaci krmiva vede

k ¢astecné degradaci aflatoxinii Bl a G1 a mlze také rozkladat PAT (Velisek a Hajslova, 2009).
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5 Biotransformace mykotoxini

Biotransformaci mykotoxinii mtizeme rozumét jako vyuziti mikroorganismu, kvasinek
nebo enzymu pii preméné mykotoxinil na jejich metabolity, které jsou svymi ucinky pro zvitata
netoxicka nebo vykazuji mensi toxicitu nez vychozi toxiny a vylouc€eni téchto latek z organismu
je pro n¢ snazsi. Mikroorganismy, které jsou vyuzivany k detoxikaci, by mély splnovat fadu
kritérii, jako byt bezpecné, nepatogenni, degradovat mykotoxiny, byt aktivni béhem skladovani,
nemenit vini, chut’, nutri¢ni hodnoty a mit minimum pozadavka k jejich péstovani a produkeci

(Mubhialdin et al., 2020).

Utinek detoxikace spodiva bud’ v tvorbé enzymu, ktery rozklada mykotoxin nebo
adsorpci na bunéénou sténu mikroorganismd, se kterymi odchazi toxin z organismu. Muze se
také vyuzivat nejriznéjSich rostlinnych extraktt jako piperin, lutein, karotenoidy, éterické oleje
(Aikov a Mehta, 2015). Vyuziti biologickych metod v boji proti mykotoxinim muizeme
a senzorickych hodnot krmiva a metody, kterd méné znecist'uji zivotni prostredi (Zhu et al.,
2017). Tyto metody jsou velice slibné v boji proti mykotoxintim, jelikoz mohou byt specificky

zaméteny a nezanechavaji toxické zbytky.

5.1 Biotransformace pomoci adsorpce pies sténu mikroorganismil

Vyuzivanou metodou k odstranéni mykotoxind je jejich vazba na sténu mikroorganismu
a jeho nasledné odstranéni z organismu. Podminkou pro toto vyuZiti je, aby vazba mezi
mykotoxinem a st€énou mikroba byla stabilni pfi riznych hodnotach pH, a to z dlivodu prichodu
tohoto komplexu celym zazivacim traktem, kde dochazi k témto vykyvim pH (Hathout a Aly,
2014). Mezi ptuvodce schopné na sebe navazat mykotoxiny fadime kvasinky a bakterie
mléc¢ného kvaseni (BMK). Probéhla fada vyzkumi, béhem kterych dochazelo ke zkoumani
probiotickych kmentt BMK (Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium) a kvasinek
(Saccharomyces cerevisiae). Tyto pokusy byly UspéSné a prokazala se tak schopnost vazat
nekteré molekuly prostfednictvim vazebnych struktur na povrch bunééné stény (Rada a Havlik,

2012).

BMK miiZeme povazovat za jedny z bezpecnych pro vyuziti v potravinach, jelikoz jde
o mikroorganismy bézn¢ se vyskytujici v lidském stfeve a fada z nich je snadno kultivovatelna.
Kvasinky a BMK se dfive vyuzivaly ke zpracovani potravin na krmiva, coz je dnes hojné
vyuzivano jako pfirozeny postup pro zpracovani krmiva. Diky fermentaci potravy pomoci

BMK si krmivo zachovava svou vyzivovou hodnotu a pfispivaji k rozvoji struktury a chuti
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potravin. Uginek, kterym dochazi k odstranéni mykotoxini, spoéivd ve vazb& toxinu
s bunéénou sténou BMK. Této schopnosti je dosahovano diky pfitomnosti polysacharidu,

proteinti a peptidoglykanii v jejich bunécné sténé (Chapot-Chartier a Kulakauskas, 2014).

Mechanismus uc¢inku BMK v odstranovani mykotoxini dosud neni zcela s jistotou
objasnén ana zékladé probehlych vyzkumi se predpokladaji 3 mozné cesty degradace
mykotoxind za vyuziti BMK. Prvni moznosti je znehodnocovani mykotoxinli za vyuziti
enzymu tvotrenych buitkami BMK, druhou adsorpce na bunécnou sténu BMK a tieti moznosti

je reakce mykotoxina s metabolity tvofenymi buitkami BMK (Mubhialdin ef al., 2020).

Biodegradace a adsorpce 2,
» F\( >
Buiika a enzymy Zﬂpy A

ENZYMY
PRODUKOVANE
BMK
- 2
i r O
} _0,3%:.1
METABOLITY oy
BMK o

Obrazek 1: Schéma mechanismii podilejici se na degradaci mykotoxinii pomoci bakterii
mlécného kvaseni (pfevzato a upraveno podle Muhialdin et al., 2020)

5.1.1 Adsorpce alfatoxint

Aflatoxin Bl fadime mezi nejvice studované mykotoxiny, jelikoZ je to nejbéznéji se
vyskytujici mykotoxin v potravinach a také je v porovnani s ostatnimi druhy aflatoxind vysoce
toxicky. Nejcastéjsimi druhy studovanymi pro adsorpci jsou Lactobacillus a Saccharomyces,
které mohou U¢inn€ vazat aflatoxiny pomoci polysacharidi zakotvenych v jejich bakteridlni

sténe€.
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El-Nemazi et al. (1998) pti vyzkumu prokazali, ze kmeny Lactobacillus rhamnosus GG
a Lactbacillus rhamnosus LC-705 vykazovaly schopnost az z 80% ucinnosti vyvazovat AFB1
ze zkoumaného roztoku. Peltonen et al., (2001) zkoumali schopnost rodu Lactobacillus,
Bifidobacterium a Lactococcus adsorbovat aflatoxiny. Pfi tomto vyzkumu zjistili, Ze 3 kmeny
rodu Lactobacillus dokazi vyvazovat aflatoxiny az s 50% ucinnosti. U kmene Lactobacillus
amylovorus strains CSCC 5160 byly uc¢inky v boji proti AFB1 59,7 %, u kmene CSCC 5197
to bylo 57,8 % a u Lactobacillus rhamnosus 54,6 %. U&inky zkoumaného kmene
Bifidobacterium lactis CSCC1906 se ucinky pohybovaly okolo 48 % a dal§Sim G€innym
kmenem byl Bifidobacterium animalis CSCC1942, jehoz efektivnost byla pies 45 %.
Nejucinngj$i z rodu Lactococcus byl kmen Lactococcus lactis ssp cremoris ARH74, ktery

vyvazoval pies 41 % AFB1 (Peltonen ef al., 2001).

Chlebitcz a Slizewska (2020) kromé kment Lactobacillus zkoumali i detoxikaéni
ucinnost kvasinky Saccharomyces cerevisiae, u které byly hodnoty v boji proti AFB1 podobné
jako hodnoty Lactobacillus. Po 6 hodinach se snizila koncentrace v priméru o 58 % a po 24
hodinach doslo ke snizeni AFB1 az o 65 % zplvodni hodnoty ve vzorku (Chlebitcz
a Slizewska, 2020)

5.1.2 Adsorpce Ochratoxinu A

Piotrowska (2014) provedla vyzkum k detoxikaci ochratoxinu A pomoci 3 druhtt BMK.
Jednalo se o kmeny Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis a Lactobacillus
sanfranciscensis. Experiment byl provadén v MRS médiu a PBS pufru. Tato média byla
naockovana Zivou nebo tepelné inaktivovanou biomasou BMK. Hodnoty se liSily v zavislosti
na druhu a hustoté¢ dané biomasy, kdy v MRS médiu doslo k poklesu o 16 %-35 % OTA
av PBS pufru pfiblizn€ o 14 %-26 % OTA. Zavérem tohoto zkoumdni bylo, Ze tepelné
inaktivované buiiky maji vyssi schopnost v odbourdvani OTA nez Ziva biomasa o shodné
koncentraci. Jednalo se ale také o velice rychlou reakci, kdy po 30 minutach byl z PBS OTA
odstranén. Vazba mezi OTA a buiikou se dala ¢aste¢né uvolnit promyvanim pomoci vody nebo
kyseliny, coz znaci, Ze se nejedna o pfili§ pevnou vazbu. Podobny experiment prob¢hl jiZ v roce
2012, kdy byl zkouman vliv na detoxikaci OTA pomoci kvasinek Saccharomyces cerevisiae
zivych a tepelné inaktivovanych. Kvasinky v zavislosti na koncentraci suSiny v biomase vazaly
toxin od 20 % do 75 %. Také se dokézalo, Ze tepeln€ inaktivované kvasinky vazi OTA vice nez

zivé bunky (Piotrowska, 2012).
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Fuchs et al. (2008) pfi zkoumani detoxikace OTA a PAT prokazali az 90% ucinnost
dekontaminace OTA pomoci kmene Lactobacillus acidophilus prostiednictvim adsorpce

na jeho buné¢nou sténu.

5.1.3 Adsorpce fumonisina
Niderkonr et al. (2006) zkoumali 26 kmeni BMK a 3 kmeny Propionibacterium

pro zjiSténi ucinnosti odstraiiovani FB1, FB2 a DON z kultivacniho média. Z jejich zkoumani
lze fici, ze ve schopnosti vadzat mykotoxiny byly obecné ucinn€jsi BMK nez
Propionibacterium. Tato schopnost vSak byla ovlivnéna pH, jelikoz pfi pH 7 a vice nebyly
BMK ucinné v odstraniovani FB1 a FB2. Déle bylo také prokdzano, ze FB2 byl vychytavan vice

v porovnani s ostatnimi zkoumanymi mykotoxiny (Niderkorn et al., 2006).

Chlebicz a Slizewska (2020) pii zkoumani GginkQ Lactobacillus sp (12 kmeni)
a kvasinky Saccharomyces cerevisiae (6 kmentl) zjistili ucinnost v degradaci smési FUM.
Bakterie rodu Lactobacillus snizila koncentraci FUM v priméru o 51 % po 6 hodinach
inkubace. Po inkubaci 24 hodin klesla ptivodni koncentrace FUM v priméru o 70 %. Inkubace

po dobu 24 hodin s kvasinkou Saccharomyces cerevisiae klesla piivodni koncentrace FUM az

0 72 % z pavodni hodnoty (Chlebicz a Slizewska, 2020)

5.1.4 Adsorpce zearalenonu

Pti zkoumani schopnosti adsorbovat ZON z organismu zvitat, se ukazalo, Ze kvasinky
se chovaji relativné stabiln€ ve schopnosti adsorbovat ZON a za tuto funkci jsou odpovédné

funk¢ni skupiny sacharidi zakotvené v bunéénych sténach (Wang et al., 2019).

Uéinky kmentt RC008, RC009, RCO12 a RCO16 Saccharomyces cerevisiae zkoumali
Armando et al. (2012). Dokazali G¢innost adsorpce ZON v zévislosti na tloustce bunécné
stény, kdy kmen RCO008 vykazoval maly obsah bunééné stény a byl méné ulinny pfi
odstraiovani mykotoxinu. Naopak kmeny RC009, RC012 a RC016 se vyznacovaly velkou
schopnosti odstranovat mykotoxin a nejvét§im obsahem bunécné stény. Tyto udaje pak vedly
k zavéru, Ze schopnost kvasinek reagovat s mykotoxiny je predev§im adsorpcniho charakteru
a ¢im vice bunécné stény kvasinka obsahuje, tim je ve schopnosti vyvazovat ZON u¢inné;jsi

(Armado et al., 2012).

Zhao et al. (2015) zkoumal ucinek 27 kmena Lactobacillus plantarum na odstranéni
ZON ve vodném médiu. Z takto zkoumanych kmenl se vyznaCovaly 3 s vySsi schopnosti

degradovat ZON a to kmeny L. plantarum 22, L. plantarum 39 a L. plantatum 4, které
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degradovaly mykotoxin s uc¢innosti 47 %, 38 % a 39 %. Tyto kmeny byly pouzity pro dalsi
zkoumani na zavislost degradace na teploté, kdy se ukézalo, Ze nejvyssi aktivitu vyvazovat
ZON maji pii teplotach 37 °C a 30 °C. Pro teplotu 37 °C vyvazovalo L. plantarum 22 ZON
s ucinnosti 49 %, L. plantarum 39 ze 44,5 % a L. plantarum 2 z 56,6 % (Zhao et al., 2015).

Byly také zkoumdany absorpcéni schopnosti n€kterych kmenti Bacillus spp. jmenovité
Bacillus subtilis 168 a Bacillus natto CICC 24640, které jsou schopné vyvazovat ZON
s ucinnosti az 55 %. Adsorpce ZON kmeny Bacillus je podobné adsorpci kmeny Lactobacillus,
jelikoz se v obou pfipadech jednd o grampozitivni bakterie s charakteristickou bunécnou
sténou. Zaroven se ukdzalo, Ze absorpcni schopnost kment Bacillus spp. je méné dulezitd nez
jejich schopnost degradovat mykotoxin enzymaticky, a proto se dal$i vyzkumy zamétovaly na

jejich vyuziti v technologii degradace enzymi (Tinyiro ef al., 2011).

5.1.5 Adsorpce trichothecenovych mykotoxint

Pti vyzkumu adsorpce DON pomoci kment Lactobacillus a Saccharomyces cerevisiae,
se doSlo k zavéru, Ze tyto kmeny nejsou tolik i¢inné v adsorpci DON v porovnani ve schopnosti
vazat aflatoxiny, ZON nebo FUM. Po 24 hodinové inkubace s kmeny Lactobacillus do§lo
ke snizeni piivodni koncentrace DON ve vzorku o 30 % a pomoci kvasinky Saccharomyces
cerevisiae v pruméru o 33 %. Naopak k adsorpci T-2 toxinu se tyto kmeny ukéazaly jako u¢inné
a ve vysoké mife snizovali jeho obsah. V priméru doslo k poklesu az o 61 % pomoci kmenil
Lactobacillus a 61 % pomoci kmenti Saccharomyces cerevisiae (Chlebitcz a Slizewska 2020).
Podobného vysledku dosahli 1 Zou et al. (2015), ktefi zkoumali U¢inek adsorpce kmeny
kvasinky Saccharomyces cerevisiae, kde zavérem uvedli, ze za sniZzeni T-2 toxinu miize vazba

kvasinek s mykotoxinem (Zou et al., 2015).

Pro snizeni obsahu trichothecent ve sladovych zrnech pSenice byla pouzita suspenze
BMK, ktera snizila obsah DON, T-2 toxinu a HT-2 toxinu v praméru o 23 %, 34 % a 58 %.
Suspenze se skladala z Lactobacillus sakei, Pediococcus acidilactici a tii kmenl Pediococcus

pentosaceus (Juodeikiene et al., 2018).

5.2 Biotransformace mykotoxini enzymaticky

Kromé¢ metod chemickych a fyzikélnich, jejichz vyuziti v dekontaminaci je Casto
nedostate¢né, ovliviluje nutriéni hodnoty a chut krmiv je slibnou metodou biologicka
transformace mykotoxint, pii které se vyuziva schopnosti kvasinek, hub a bakterii rozkladat
¢i enzymaticky transformovat mykotoxiny na jiné méné toxické sloudeniny. Rada

mikrobi, které jsou toho schopné, miiZzeme nachézet jako pfirozenou soucast traviciho traktu
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zvitat (Loi et al., 2017). Reakce podilejici se na biotransformaci zahrnuji acetylaci, glykosylaci,

Stépeni kruhu, hydrolyzu, deaminaci a dekaroxylaci (Li ef al., 2020).

V dnesni dobé existuji 1 komeréné proddvané piipravky uc¢inné v biotransformaci
nékterych druht mykotoxind. Spole¢nost BIOMIN® vyvinula produktovou fadu Mykofix®, jez
ptredstavuje krmna aditiva deaktivujici fadu mykotoxinti pfitomnych v krmivech. Enzymaticky
dokazi odstranovat ZON, FUM, trichotheceny, OTA a s 99% ucinnosti adsorbovat aflatoxiny.
FUM zyme® je jediny zjejich pftipravkd, ktery obsahuje vyvinuty ¢istény enzym

fumonisinesterazu ucinny v degradaci FUM (https://www.biomin.net).

5.2.6 Enzymaticka degradace aflatoxint

Existuje mnoho studii zamétfenych na biotransformaci aflatoxintl, ale vétSina z nich

je zaméfena na detoxikaci AFBI, jelikoZ se jedné o nejtoxictéjsi z aflatoxind.

Vroce 1998 Liu et al., ziskaly extrakty zpelet mycelia houby Armilleriella
tabescens, jehoz ucinnost na snizovani toxicity a mutagenity testovali na potkanech. Dosli
k zavéru, ze tyto extrakty obsahovaly enzymy, které snizuji mutagenitu otevienim difuranového
kruhu AFBI a uc¢inné€ snizuje koncentraci pfi niz§ich koncentracich AFB1 v substratu (Liu et

al., 1998).

Zkoumala se i uc¢innost enzymu lakaz extrahovanych z hub bilé hniloby (ligninolytické
houby) pro schopnost biotransformovat AFB1. Tyto houby degraduji lignin a mohou byt u¢inné
proti polyaromatickym uhlovodikiim. Pii pouziti kmene Pleurotus ostreatus dochézelo
k poklesu modré fluorescence, coz znaci, ze dochéazelo ke Stépeni laktonového kruhu AFB1
a tim i jeho uginné degradaci (Motomura ez al., 2003). Cisty lakazovy enzym z houby Trametes
versicolor vykazoval U¢innost v boji s AFB1 az 87 % a rekombinantni lakdzovy enzym

exprimovany Aspergillus niger vykazoval G€innost 55 % (Albetrs et al., 2009)

Byly provedeny nejen vyzkumy za vyuZiti hub ¢i kvasinek ale i bakterii. Alberts ef al.
(2006) stanovovali degradacni ptisobeni extracelularni frakce kapalné kultury grampozitivni
ty¢inky Rhodococcus erythropolis. Pokles koncentrace byl sledovan po dobu 72 hodin a jiz po
2 hodinach dochazelo k poklesu AFB1 ve zkoumaném vzorku. Po této dob¢ se ve zkoumaném
vzorku nachazelo pouze 33,2 % zbytkové koncentrace aflatoxinu. Soucasné byl také proveden
Amesuv test, ktery dokazal, Ze doslo k vyraznému poklesu mutagenni reakce a po 72 hodinach
se nejevil vyrazny rozdil v mutagenni reakci mezi negativnimi referenénimi vzorky a vzorky

s obsahem Rhodococcus erythopolis (Alberts et al., 2006).

32



Zhao et al. (2011) pfipravili a vycCistili enzym z Myxococcus fulvus zvany jako
myxobacteria aflatoxin degradation enzyme (MADE), ktery vykazoval zna¢nou ucinnost
v degradaci AFBI, AFG1 a AFM1 zroztoka. Aktivita tohoto enzymu prokdzala stabilitu
v Sirokém rozmezi pH mezi 5,0-7,0 a teplot mezi 30 °C-45 °C, coz mtize byt vyhodné pro

vyuziti MADE v zazivacim traktu zvitat (Zhao et al., 2011).

Petchkongkaew et al., (2008) provedli fadu screeningovych testt za vyuziti Bacillus
spp. k odstranéni AFBI, pii kterém z 23 izolatu Bacillus spp. bylo 11 u¢innych v detoxikaci
AFBI1. Zajimavé je, Ze kmen Bacillus licheniformis degradujici AFB1 s u€innosti 74 % dokézal

degradovat OTA s 92% tucinnosti (Petchkongkaew et al., 2008).

Farzaneh et al. (2012) dokézali u¢innost degradace AFBI1 na skotapkovych plodech
pistacii pomoci Bacillus subtilis UTBSP1, ktery vykazoval u¢innost az 95 %. Dalsi vyzkum
provedli Chen et al. (2015) na araSidové moucce pomoci oSetieni Streptococcus thermophilus
a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, kde dosahovali u¢innosti az témét 100%

v degradaci AFBI.

Samuel et al. (2014) byli schopni dosdhnout degradace AFB1 az z 90 % po inkubaci
24h s Pseudomonas putida a také byli schopni identifikovat metabolity degradace jako
AFDI1, AFD2, a AFD3, které maji mnohem niz§i mutagenitu a toxicitu nez pivodni AFBI.

5.2.7 Enzymaticka degradace ochratoxinu A

Pro biotransformaci OTA je vyuZivdna fada bakterii, plisni, kvasinek, které jsou
schopné preménovat OTA a to pfedevs§im za vzniku ochratoxinu a (OTAa), ktery je povazovan
za netoxicky a zaroven ma piiblizn€ 10x kratsi Cas eliminace z organismu nez OTA (Loi et al.,

2017).

Mezi prvni enzym schopny hydrolyzovat OTA tfadime karboxypeptidazu A (CPA),

ktera byla izolovéana z hovézi slinivky bfisni (Pitout, 1969).

K degradaci OTA byl také proveden vyzkum za vyuziti nékolik kmenl Aspergillus.
Z testovanych kmeni OTA eliminovaly pouze dva kmeny a to Aspergillus fumigatus
a Aspergillus niger, pro dalsi studie se pokra¢ovalo pouze s netoxigennim druhem Aspergillus
niger. Tento kmen degradoval OTA jak v pevném, tak 1 kapalném médiu, coz je slibné pro
eliminaci toxinu z pevnych substrati jako jsou obiloviny (Varga et al, 2000). DalSim
zkoumanym kmenem z tohoto rodu byl Aspergillus tubingensis izolovany z Meju (vyrobek ze

suSenych séjovych bobtl). Piedev§im dva kmeny Aspergillus tubingensis M036 a M074
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dokazaly degradovat OTA az z 95 % béhem 14dni, cozZ je dostacujici k degradaci OTA béhem

fermentace s0ji, ktera trva ptiblizné¢ 6 méesicti (Cho et al., 2016).

5.2.8 Enzymaticka degradace fumonisini

Pro ucinnou biotransformaci FUM byly objeveny enzymy karboxylesterazy (EC 3.1.1)
a aminostransferazy (EC 2.6.1). Uginek karboxylesteraz spo¢ivd v odstdpeni dvou
trikarboxylovych skupin z FB1, za vzniku jeho hydrolyzované formy HBFI, téz znamé jako
aminopentol (AP1), ktery ma piiblizn€ 7x mensi toxicitu nez FB1, ale stale je pro organismus
toxicky. V dalsim kroku tedy dojde k pfeméné tohoto metabolitu na 2-OXO-12,16-dimethyl-
3,5,10,14,15-ikosaenpentol poloacetal (2-OP1 hemiketal) (Loi et al., 2017). Duvick et al.,
(1998), byli prvnimi, kteii uvedli kmeny Exophiala spinifera , Rhinocladiella atrovirens jako
ucinné v detoxikaci FB1. Tento mechanismus si v roce 1994 nechali patentovat (Duvick et al.,

1998).

Enzym fumonisinesteraza (EC 3.1.1.87) izolovana ze Sphingopyxis sp MTA144,
produkovanym kmenem Komagataella pastoris (diive Pichia pastoris) je soucasti patentované
formule vyrobku FUMzyme ®, ktery biotransformuje FB1 a dal§i FUM na jejich netoxické
metabolity. Esteraza degraduje FUM odstépenim diesterovych vazeb a uvolnénim kyseliny

trikarballylové (www.biomin.cz).

5.2.9 Enzymaticka degradace zearalenonu

V organismu dochédzi k metabolické pfeméné ZON na a-zearalenol a B-zearalenol,
pficemz se nejednd o metabolity méné estrogenné ucinné neZ sam ZON. Dalsi redukci pak
vznikaji a-zearalanol a -zearalanol, které jsou uZ méné toxické nez ZON (Loi et al., 2017).
Zpisob, jakym jsou mikroorganismy schopné meénit strukturu ZON, spociva predevSim
v hydrolyze laktonového kruhu, §tépeni dihydroxybenzenového kruhu, redukce karbonylové,

ketonové skupiny a modifikace fenolové hydroxylové skupiny (Huang et al., 2019).

Jak uZ bylo zminéno né&které kmeny Bacillus spp. byly zkoumany pro svou schopnost
degradovat ZON pomoci adsorpce, ale zaroven se u nich vyskytla schopnost degradace ZON
enzymaticky. Za pouziti kultivacnich extraktd Bacillus subtilis 168 a Bacillus natto CICC
24640 byl ZON degradovan po inkubaci 24hodin pii 30 °C s t€innosti 81 % az 100 %. Po reakci
nebyla zjis§té€na ptitomnost zddného z estrogennich metaboliti, ale dochazelo k produkci oxidu
uhli¢itého, jeho pfitomnost ukazuje na degradaci ZON pomoci dekarboxylace (Tinyiro et al.,

2011).
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Zhu et al. (2021) izolovali kmen Bacillus sp S62-W, ktery zcela transformoval ZON
na ZON-14-fosfat za 24hodin pomoci mechanismu fosforylace. Metoda fosforylace vykazuje
slibné vyuziti v detoxikaci ZON, tato metoda vSak neni dosud zcela prozkoumana a je tieba

vyvinout strategie uplatnéni tohoto transformac¢niho mechanismu pro komer¢ni ucely (Zhu et

al., 2021).

Takahashi-Ando et al. (2002) izolovali gen ZHD101 kédujici enzym laktonhydrolasu.
Tento enzym izolovali z mykoparazitické houby Clonostachys rosea IFO 7063, ktery tispésné
degradoval ZON. Gen byl vyuzit k vytvofeni transgenni Esherichia coli a Saccharomyces
cerevisiae. Zatim co rekombinantni Escherichia coli dokazala zcela degradovat ZON
z kapalného roztoku, rekombinantni kvasinky Saccharomyces cerevisiae nebyly v degradaci
ZON zcela G¢inné a degradovali ZON na metabolit B-zearalenol, ktery je stale estrogenné
aktivni (Takahashi-Ando et al., 2004). Tento tym se také podilel na vyvoji geneticky
modifikované kukufice s timto genem. Semena této kukufice byla schopna vyloucit téméf

vSechen ZON ve vSech fazich jejich zrani s ucinnosti az 95 % (Igawa et al., 2007).

Huang et al. (2018) dokazali dle vyzkumu, Ze kombinace sloZenych probiotik (Bacillus
subtilis, Lactobacillus casein a Candida utilis) a enzymu degradujici mykotoxiny (Aspergillus
oryzea) maji vysoké detoxikacni ucinky soucasné na AFB1 a ZON, ale také tato kombinace
pozitivng ovliviiuje stfevni epitelovou bariéru proti poskozeni mykotoxiny (Huang et al., 2019).
Kombinaci sloZzenych probiotik a enzymi degradujici mykotoxiny muze piedstavovat dalsi

metodu v boji proti mykotoxiniim.

5.2.10 Enzymatické degradace trichothecenovych mykotoxinti
Nejznaméjsimi mykotoxiny ze skupiny trichothecenti jsou HT-2 toxin, T-2 toxin
a DON. Nejcastéji se vyskytujicim mykotoxinem z této skupiny je DON, neni vSak povazovan

za tolik toxicky v porovnani s T-2 toxinem.

Ito et al. (2013) se veénovali vyzkumu bakterie Sphingomonas sp kmen KSMI1 jako
bakterii potencialn€ schopnou degradovat DON. Tento kmen béhem svého rlstu degraduje
DON inivalenol a vyuzival tyto mykotoxiny jako zdroj uhliku. Klonovanim genu odpovédného
za degradaci DON byla ur¢ena genova sekvence kodujici enzym cytochromu P540 (Ito ef al.,

2013).

Dnes je komeréné prodavany piipravek Biomine BBSH 797, ktery obsahuje Cistou

kulturu Eubacterium BBSH 797 izolovanou z bachorové tekutiny, ktery se vyuziva
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k biodegradaci trichothecent, diky némuz jsou pfevedeny na neskodné metabolity (Loi et al.,
2017)

Gao et al. (2018) izolovali z kufecich stfev bakterii Eggerthella sp. DII-9, kterd se
ucinné podilela na transformaci DON, HT-2 toxinu, T-2 triolu a T-2 tetraolu. Rovnéz se pfi

studiu prokdzala jeji stabilita pii vysokych vykyvech pH (5-10) (Gao et al., 2018).
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6 Zavér

V této bakalarské praci jsem se zabyvala charakterizaci nejcastéji se vyskytujicich
mykotoxind v pfirod¢ a vlivem jaky maji na lidsky organismus a hospodaiska zvifata. Dale
jsem se vénovala zptusobtim jejich dekontaminace a odstraiiovéani z krmiva a ze surovin uréené

pro dals$i zpracovani.

Fyzikélni a chemické metody degradace Casto zplsobuji nutri¢ni ztraty potravin, vysoké
naklady, nizkou efektivnost a specifi¢nost, a proto je dnes fada vyzkumi zaméfovana na vyuziti
biologické transformace pomoci mikroorganismt pfeménujici mykotoxiny na méné toxické

slouceniny.

Bakterie a houby transformujici mykotoxiny slouzi jako zdroj enzymu, vyuzivanych
k dekontaminaci zemédélskych komodit nebo jako ptisady do krmiv. Stile dochézi
k identifikaci téchto enzymil a geny je kodujici jsou klonovany a exprimovany ve vytvofenych
mikroorganismech, za uéelem omezeni kontaminace plodin pied sklizni. Rada enzymu je jiz
komeré&né dostupnych. Spoleénost BIOMIN® nabizi fadu ptipravki vyuzivajicich adsorpénich
¢i enzymatickych mechanismi ve svych pfipravcich. V procesu adsorpce mykotoxinii na
bunécnou sténu mikroorganismu se jevi velice t€inné bakterie mlééného kvaseni. Jejich vyuZiti
v potravinach je bezpecné, mlizeme je pfirozené nachazet v lidském stfevé a fada z nich je
dobfe kultivovatelna. Nejucinnéjsimi se zdaji byt dva rody a to Lactobacillus a kvasinky

Saccharomyces, které¢ dobte adsorbuji aflatoxiny T-2 toxin, fumonisiny a zearalenon.

Tyto metody pfedstavuji velice slibnou a ekologickou alternativu k vyuZzivani
chemickych a fyzikéalnich metod. Nedavné vyzkumy spojené se vznikem komeréné dostupnych
enzymatickych latek déavaji moznost k lepS§imu pfistupu pro detoxikaci mykotoxini
v potravinovych fetézcich pro ¢loveéka a zvifata. Na vzestupu je také vyuziti geni kodujici

enzymy pro vyvoj geneticky modifikovanych druht, které jsou vhodné k primyslové produkci.
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