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1 PREHLED ZAKLADNICH MYKOTOXIN U

11 Uvod

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity plisni, mohse vyskytovat viznych
krmivech, jako jsou picniny, silaze, a hlgvm riznych obilovinach. Obiloviny a zelené
rostliny sklizené ke krmnymé¢élim vzdy obsahuji spory toxikogennich plisni. Nafitnizka
vodni aktivita zabnguje jejich fistu. Rist plisni niize byt redukovan také fiplavky
organickych kyselin, hlawn kyseliny propionové (Lacey, 1989). Pro eliminadg |
vytvoienych mykotoxif v krmivech neexistuje zatim spolehlivy postup,efetivnsjSi a

Rozvijeji se ale nové metodyinné v pibéhu skladovani nebo na steaspotebitele —
farmy i zvirat. Obsah aflatoxin prijatych zviaty s krmivem lIze sniZzit pomocitigavki
sorbent jako je aktivni uhli, hlinitokemiitany jako jsou bentonit a zeolit, nebo glukany z
kvasinek (Jard et al., 2011). Velmi kontaminovanm@iko by v Zadném ifpact nentlo byt
podavano zvatim, kontaminované obiloviny tak lze riéfdad vyuZit pro produkci ethanolu
(Hinton, 2000).

Lidem hrozi pravépodobre nejvySSi riziko otrav mykotoxiny z‘pgné konzumace
kontaminovanych obilovin, lu&in a zeleniny. Z potravin zivgsnéeho f@vodu je riziko
praveEpodobre mensi, i kdyZz mykotoxiny byly nalezeny v mase, kalévejcich a také ve
zpracovanych surovinach riap parcich (Park and Liang, 1993; Ramos et ab6a}

Limity mykotoxini v potravinach stanovuje Kaeni komise (ES)c. 1881/2006.
Maximalni limity v krmivech jsou definovany Simici Evropského parlamentu a Rady
2002/32/ES. Tato sémice aleteSi pouze aflatoxiny. Limity pro ostatni mykotoxifgou
specifikovany v platném dopafteni komise 2006/576/ES — Q@itomnosti deoxynivalenolu,
zearalenonu, ochratoxinu A, T-2 toxinu, HT-2 a fumsona v produktech utenych ke krmeni
zvirat. Toto doporéeni nema formu zavazné normy pro vyrobce krmiv.oBgr snési a
chovatelé zvat by gesto néli v zajmu ochrany viejného zdravi a zdravi zaet intenzive
monitorovat krmiva ufena ke krmeni zvét a pro¥iovat soulad se stmymi hodnotami.
Producenti krmnych surovin by daleginrespektovat Doporteni Komise 2006/583/ES —
Doporweni k prevenci a snizovani fusariovych taxw obilovinach a vyrobcich z obilovin,

které shrnuje znamé zéasady spravné agrotechnikyspibeni obsahu mykotoxin Mezi



hlavni mykotoxiny nalézané v krmivech fadflatoxin B — AFB; (produkovanyAspergillus
flavus), fumonisin Fusarium spp.), ochratoxin Aspergillus ochraceus, Penicillium
viridicatum) a trichothecenové mykotoxiny deoxynivalenol (DO&)T-2 toxin Fusarium
spp.) (Meronuck and Concibido, 1996).

1.2 Aflatoxiny

Aflatoxiny (AF) byly prvni objevené mykotoxiny. Ritakénim organismem je
Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus (Jay, 1996). Nasledkem akutni otravy uhynulo v
Anglii v 60. letech minulého stoleti 100 00GiKch brojlei po zkrmovani kontaminovaného
Srotu z podzemnice olejné (Jay, 1996). Dnes jsaikai spojena zejména s kufiai,
bavinrtnym semenem a maniokemiedevsim, jsou-li skladovany v tropickych oblastgth
vysSi teplot a vlhkosti (Larbier and Leclercq, 1992). Jsou zpagtyii hlavni druhy
aflatoxini, ozn&ované jako aflatoxin B(AFB,), aflatoxin B (AFB,; sviti mode po ozé&eni
ultrafialovym s¥tlem), aflatoxin G (AFG;) a aflatoxin G (AFG; sviti zele®). NegasgjSim
experimeni je zangieno na &, stejre tak i legislativni normy. Na aflatoxiny jsou cith
zejména kiata, kitata a prasata (Tab. 1). Skot a ovce jsou agilnpravapodobré
v dasledku pitomnosti bachoru a souvisejicich mikroorgariismebo enzymovych aktivit
(Patterson and Allcroft, 1970). Aflatoxiny maji kaamogenni &inky, zejména v jatrech.
Tvorbu tumoti mohou vyvolat davky jiz od 1 mg/kg. Zvl&stitliva je vodni diébez, na
kachata negativé pasobi jiz 30 pg/kg. Ly pro jednotliva zuiata je uvedena v Tab. 1, jsou
v rozmezi 0,05-10 mg/kg.

Aflatoxiny mohou zfisobovat akutni a chronickou toxicitu, karcinogeniaratogenitu,
genotoxicitu a imunotoxicitu (Creppy et al., 2004)istem vzniku naddr u zvirat jsou
obvykle jatra (Hussein and Brasel, 2001), nasledéJadvinami. Aflatoxin M (AFM,) je
metabolit, ktery se objevuje v mléce krav vystavdnyysokym davkam AFB Karcinogenni
potencial AFM je 10x niZSi nezZ je tomu u ARBWild and Gong, 2010).



Tab. 1: Vybrané hodnoty LE pro AFB; (mg/kg)

Druh Davka (mg/kg) Druh Davka (mg/kg)
Kralik 0,3 Potkan 55
Kotka 0,6 Makak 78

Pes 0,05-1,0 My$ 9,0
Prase 0,6 Krecek 10,2
Pavian 2,0 Clovék 0,54-1,62

(Wild and Gong, 2010)

V novém konsolidovaném #ni 2002/32/ES ze dne 06.09.2012 jsou maximalni
povolené limity AFB oproti pivodnimu n&izeni zpisnény a jsou 20 pg/kg u komponent
krmnych snési a 10 pg/kg u kompletnich krmnych &t 5 pg/kg u dojnic a mi&t (viz.
Tab. 2).

Tab. 2: Maximalni povolené limity AFBv krmivech pro hospodgka zvfata dle
konsolidovaného zmi Snernice Evropského parlamentu a Rady 2002/32/ES ee dn
06.09.2012

Smérné hodnoty obsahu

NeZadouci latka Produkt pro Ucely vyzivy zvifat (mg/kg) pro krmivo 0 12%
vihkosti
Aflatoxin By Komponenty krmnych smési 0,02
Dopliikova a kompletni krmiva 0,01
s vyjimkou:

krmiv pro dojnice, telata, ovce na produkci mléka, jehnata,
kozy na produkci mléka, kizlata, selata a mladata dribeze 0,005

krmiv pro skot (s vyjimkou dojnic a telat), ovce (s vyjimkou
ovci na produkci mléka a jehdat), koz (s vyjimkou koz na
produkci mléka a kdzlat) a dribez (s vyjimkou mladat) 0,02

1.3 Fumonisiny

Fumonisiny (FB) jsou mykotoxiny produkované plisn Fusarium sp. Vyskytuji se
hlavre na kuktici, ale i ostatnich obilovinach (Stockmann-Juvated Savolainen, 2008).
V oblastech zvySeného vyskytu jednoho z praédigh kmer — F. moniliforme, byl
zaznamenan&si vyskyt rakoviny jicnu u lidi (Rheeder et al992). Chronickou intoxikaci
fumonisinem¢asto doprovazi rakovina jicnu ale i jater (Maras2®)1). Poskozuji také
nervovou soustavu (Waes et al., 2005) asppuji kardiovaskularni obtize (Fincham et al.,



1992). Skot a dibezZ jsou odolgsSi vici FB nez kow, prasata, kralici nebo laboratorniiata
(Voss et al., 2007).

Kontaminace kukiice je EZna a FB byva detekovarasto u 100 % vzoik krmiv
(Grajewski et al., 2012). Zatimco produkty z kiike uené pro lidskou vyzivu zpravidla
obsahuji mé& nez 1 mg/kg fumonisinu B(FBy), krmiva pro zviata byvajicasto tzce
kontaminovana. Jsou popsany mykotoxikozy jako je&kdencefalomalacie u koni a plicni
edémy u prasat #gobené fumonisinem. Napaz 330 mg/kg FBbylo d&five nachazeno
v krmivu pro prasata (Shephard et al., 1996). \telisppublikované Grajewskim byla mezi
polskymi krmivy v letech 2006-2009 mira pozitivity kukuice na zrno 52-100 %,
s vazenym pmérem Vv rekterych letech az 1 mg/kg. U silazi byl ve stejnéaneeningu
zjisten vazeny pkmér dokonce 2 mg/kg. VdZnych letech se vazenygonér u sildzi a
kukuticnych krmnych srsi pohyboval ale mezi 10-19 ug/kg (Grajewski et 2012). Pro
fumonisin gitom nejsou zakonem ¢&ny maximalni limity, Evropska komise ale dophaje
maximalni limity na zaklagl2006/576/ES (Tab. 3).

Tab. 3: Maximalni limity pro fumonisiny v krmivech pro hpsd&ska zvfata dle Doporéeni
komise 2006/576/ES

Smémé hodnoty
Nezadouci latka Produkt pro Ucely vyzivy zvifat obsahu (mg/kg) pro
krmivo 0 12% vihkosti

Fumonisin B1 a Bz Krmné suroviny
kukufice a produkty kukufice 60
Dopliikova a kompletni krmiva pro:
prasata, koné (Equidae), kréliky a zvifata v z&jmovém chovu 5
ryby 10
drlbez, telata (< 4 mésice), jehfata a kizlata 20
dospélé pfezvykavce (> 4 mésice) a norky 50

U potkari dochazi k vyskytu rakovinyipdavkach 2,2 a 6,6 mg/kg Zivé hmotnosti
(2. hm.) na den nebo také 0,50 mg:/kB diety (Howard et al., 2001). U koni fumonisiny
vyvolavaji leukoencephalomalacii, kterou je mozpagrovat jiz od 7. dne po otrgwbvykle
ale 14. az 21. den (Morgavi and Riley, 2007).

Drabe? je relativa odolna wici toxickym (inkam fumonisini. Kufata krmené 100—-400

mg FBi/kg krmiva po dobu 21 dni &a nizSi girastky hmotnosti a a4Send jatra sifznaky



jaterni nekrozy od200 mg FB/kg krmiva (Ledoux et al., 1992). Jatermzymy mohou byt
indikatorem subletalnihofpmu kolem 20-80 mg FiBkg krmiva (Henry et al., 2000).ifem
FB v krmivu v koncentraci 150 mg/kg snizuje odoindsiat wici infekci Salmonella

gallinarum a vede kastjSim piijmam (Deshmukh et al., 2005).

1.4 Ochratoxiny

Existuje celkem asi sedm ochratakirz nichZz nejznag)si je ochratoxin A (OTA),
ktery je zarové i nejvice toxicky (Jay, 1996). Hlavnim produkm organismem je
Aspergillus ochraceus, dale pakA. alliaceus, A. ostianus, A. mellus a dalSi plisé tohoto rodu.
OTA je produkovan také peniciliiPenicillium viridicatum, P. cyclopium, P. variable a
dalSimi (Jay, 1996). Tento mykotoxin byl nalezekukurici, bobu, kakau, séjovych bobech,
ovsu, j€meni, citrusovych plodech, podzemnici olejné a¢k@lay, 1996). V krmivech pro
hospodéska zvfata byva nalézan v mensi koncentraci a ¢nf&asto nez AFB Rozsahlou
studii na vyskyt OTA v krmivech v sousednim Polgkiblikoval Grajewski (2012). Od roku
2006 pokleslo zanteni polskych krmnych obilovin OTA z 88 % na 27 ¥%a2ény piimer
pozitivnich vzork se stale pohybuje v rozmezi 0,6-10,9 png/kg. Maxiylo 760 pg/kg a
vazeny piimér pozitivnich vzork 33 png/kg. U silazi a kukic byly zachyty o Bco nizsi, ne
ale u kompletnich sési, kde byl vdzeny gmér 1,8-14,8 pg/kg. U kompletnich krmnych
smesi byla niZSi celkova maxima, nikoliv ale vaZzen&miry, cozZ je zfisobeno promichanim
surovin arednim ve vyrobnach. U &sSiny hospodéskych zviat je limit toxicity pro OTA
kolem 1 mg/kg (Larbier and Leclercq, 1992). Podeolbaview na saiasné poéty a trendy
vyskytu mykotoxiri v krmivech publikovala Streit et al. (2012). Odiordn A se v zavislosti
na zemi EU a provedené studii vyskytoval u 2—-87 26rkii. Primérny paiet pozitivnich
krmiv ale byl v EU kolem 30 % (Streit et al., 2012)

Toxicita OTA je zavisla na zivesném druhu, pohlavi a é#pobu podani (Pfohl-
Leszkowicz and Manderville, 2007). Mezi hlaviginky pati nefrotoxicita (Milicevic et al.,
2008) a posSkozeni jater (Malagutti et al., 2005JAQvykazuje ale i imunotoxicky dinek
(Al-Anati and Petzinger, 2006). To vede k vysSiemisZnych onemoaini zvitat a snizeni
uzitkovosti. Mimo jiné sniZuje dinnost vakcinace (Stoev et al., 2002). skPri peroralnim
podani se pohybuje od 0,2 mg/kg Z. hm. & psbo 30,3 mg/kg Z.hm u potkarDavky 0,2
mg/kg Z. hm. vedou u potkark ¢astym vyskyim nadoi ledvin (Boorman et al., 1992).

Oralni podavani 400 a 800 pg/kg Z. hm. OTA potkanvedlo ke sniZzeniifjmu,

poklesu sérového tyroxinu, k 37% poklesétpaiervenych krvinek ve srovnani s kontrolou.



Snizil se také paet bilych krvinek, doslo k vyraznému Batu hmotnosti Zaludku a dochazelo
k hromadnym uhyiim (Elaroussi et al., 2006). Pro OTA nejsou zakonegeny maximalni
limity, Evropsk& komise ale dopafwje maximalni limity na zaklad2006/576/ES (Tab. 4).

Tab. 4: Maximalni povolené limity pro OTA v krmivech pro$podéska zviata dle
Doporweni komise 2006/576/ES

Smémé hodnoty obsahu

NeZadouci latka Produkt pro Ucely vyzivy zvifat (mg/kg) pro krmivo 0 12%
vihkosti
Ochratoxin A Krmné suroviny
obiloviny a produkty obilovin 0,25
Doplrikova a kompletni krmiva:
dopliikova a kompletni krmiva pro prasata 0,05
doplrikova a kompletni krmiva pro dribez 0,1

1.5 Trichotheceny

Jsou toxiny produkovand-usarium spp., které se vyskytuji hla¥nv kukurici,
piilezitostré ve Spatd skladované ryzi a pSenici. Nejzn§8imi z4stupci jsou T-2 toxin a
DON (Larbier and Leclercq, 1992). U obou latekgritky limit pro kurata 4 mg/kg (Larbier
and Leclercq, 1992). Stejny limit plati i pro nasmiu kterych jsou vysSi davky spojeny s
dramatickym poklesem snasky a dochazi i k poklegality vajec (Brake et al., 2002).
Trichotheceny byvaji nalézany také v krmivech pn@spta, které je mohouéste&né
transformovat aiejmeé i detoxikovat pomoci vlastniistvni mikroflory (Eriksen et al., 2002).

1.5.1 T-2 toxin

T-2 toxin se Bzr¢ vyskytuje v pSenici, jmeni, ovsu a kukici (Eriksen and
Pettersson, 2004), dikiemuz je jeho fijlem u zvfat vysoky. Projevem chronickéhdijmu
T-2 toxinu je hubnuti, snizeni §@o erytrocyti a leukocyt, snizeni glykémie. Déle dochazi
k patologickym zminam na Zaludku a jatrech a sniZzeni odolnosti k @eetnim, zvraceni,
letargii, iznym nekrézam a posSkozeni chrugixch tkani (Glavits et al., 1989). Zeita na

tento toxin jsouizre citliva (Tab. 5).
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Tab. 5: Hodnoty LDy, T-2 toxinu pro @izné Ziv@&isné druhy v zavislosti na épobu aplikace

Druh Zpaisob podani (nﬁgfg) Druh Zpaisob podani (nﬁgfg)
My$ oralné 10 Prase orélné 5,0
My$ intraperitoneainé 52 Prase intraperitoneainé 1,5
Potkan orélné 4,0 7-denni brojler oralné 4
Potkan intraperitoneainé 1,5 Nosnice orélné 6,3
Morce orélné 3,06 Jednodenni orélné 1,83
kohoutek
Morce intraperitonealné 1,2 7-denni kure orélné 5

(Burmeister, 1971; DeNicola et al., 1978; Huebner et al.; Li et al., 2011b; Williams, 1989)

Toxicitu T-2 toxinu ovliviuje celarada faktoi, jako je zfisob podani¢as expozice,
davka, sté zvitete, pohlavi, celkovy zdravotni stav &tpmnost dalSich mykotoxin
v krmivu. LDsp T-2 toxinu u sedmidennich kecich brojleti je 5 mg/kg krmiva. Ve srovnani
s ostatnimi mykotoxiny je T-2 toxin jeden z nejii¥Sich (Tab. 6), je genotoxicky,

cytotoxicky a ma imunostatick&iaky (Sokolovic et al., 2008).

Tab. 6: Toxicita mykotoxinu na sedmidenniilaci bojlery

Mykotoxin LDso (mglkg) Mykotoxin LDso (mg/kg)
Aflatoxin 6,8 Deoxinovalenol 140
HT-2 9,33 Ochratoxin 2,1

T-2 toxin 4,97 Diacetoxyscirpenol 2,0-5,9

(Sokolovic et al., 2008)

T-2 toxin ma toxicky vliv na tégt vSechny bu&né procesy v travicim traktu. UZip
malé davce rize dojit k poSkozeni sliznice traviciho traktu so@eni vatebavani Zivin.
Mohou se objevit nekrézy projevujici se jako bitoutlé |éze v dutih astni (Girish and
Devegowda, 2006), Zaludkujfetni sliznici a jatrech (Konjevic et al., 2004).zZkeéa snizeny
priristek se objevuji i po jediné aplikaci toxinu v msvz 5 mg/kg krmivagastji ale po
nag. tydennim krmeni kontaminovaného krmiva s obsab@mu v mnozstvi 1-5 mg/kg
krmiva (Brake et al., 2000).

U prasat T-2 toxin ovliiuje pfijem krmiva a snizuje imunitu jizipkrmeni 0,5 mg T-2

toxinu/kg krmiva. Prasata obecjsou velmi citliva, u prasat je stanovena nejvyiBika, i
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které se nedostavi negativnéinky — ,No observed adverse effect level* (NOAEL&a n
koncentraci 0,2 mg/kg krmiva. Naproti tomu skotvjg&i T-2 toxinu velmi odolny, z velké
casti Z2ejmeé diky mikrobialni degradaci v bachoru (Eriksen &wadtersson, 2004).

1.5.2 Deoxynivalenol

Deoxynivaleol je méantoxicky nez T-2 toxin, nicmé&nextrémni davky mohou #apobit
Sok a nasledhsmrt. Akutni toxicitu provazi zvySené gsimi, nevolnost, pijem, zvraceni a
anorexie, proto je DON oztavan jako vomitoxin. Minimalni emeticka davka jeprtasat
50 pg/kg z. hm. nebo 75 pg/kg krmiva (Pestka, 200QAEL je stanoven na 25 pg/kg
Z.hm. (Forsell et al., 1987). Kata nejsou tak citlivA na DON jako prasataidiopmnost
5 mg/kg v krmivech neZsobuje Zadné Skody (Eriksen and Pettersson, 20§4kum, ktery
provedl Yunus et al. (2012) vSak nazme, Ze DON niZe sniZzit uzitkovost brojlér Se
vzriastajici koncentraci DON v krmivu je pozorovan neggtvliv na stevni epitel, délky
a paty klkd a s rostouci dobou expozice dochazi ke zkracotémidého seva a klesa
schopnost véebavani Zivin.

U psi koncentrace 8 mg DON/kg krmiva indukuje zvracétii.koncentraci mensi nez
6 mg/kg jiz zvraceni neni indukované a NOAEL je @g/kg Z. hm., podobny efekfip
srovnatelnych davkach je pozorovatelny weédo (Hughes et al., 1999). Pro trichotheceny
zatim nejsou zakonemdaany maximalni limity, Evropska komise ale dopaje maximalni
limity pro DON na zakla&l doporieni 2006/576/ES (Tab. 7), limity pro T-2, jeho ninetis
HT-2 a NIV se ale fipravuiji.

Tab. 7: Maximalni limity pro DON v krmivech pro hospad&a zvfata dle Doporéeni
komise 2006/576/ES

Smérné hodnoty obsahu (mg/kg)

NeZadouci latka Produkt pro Ucely vyzivy zvifat oro krmivo 0 12% vihkosti
Deoxynivalenol Krmné suroviny
obiloviny a produkty obilovin s vyjimkou vedlejSich
kukufiénych produktd 8
vedlej8i kukuficné produkty 12
Doplrkova a kompletni krmiva s vyjimkou 5
doplrikovych a kompletnich krmiv pro prasata 0,9

doplrikovych a kompletnich krmiv pro telata (<4 mésice),
jehnata a kizlata 2

12



1.5.3 Nivalenol

Nivalenol (NIV) se pirozere vyskytuje v obilovinach, je obdoBrioxicky jako DON a
ma imunotoxické a hematotoxické citky. Nivalenol je pomalu absorbovatelny
z gastrointestinalniho traktu a je v§twan vyliené stolici. Pro NIV nejsou dle naseho
prazkumu literatury zji&tné hodnoty NOAEL $ oralnim podani # dlouhodobych studiich.

Zatimco u potkain krmenych krmivem NIV v koncentracich 0,4—-6,9 mg/X hm. po
podobu 90 di doslo k vyraznému poklesu hmotnosti ajprim, mlada prasata krmenéa 0—
5 mg/kg ¢istého NIV po dobu 3 tydn byla i v nejvysSi koncentraci beziinak.
Mikroskopické zhodnoceni stavu gastrointestinalnifadtu u nich ale ukazalo patologicke
zmeny Vv ledvinach (Hedman et al.,, 1997). K poklestdijnpu krmiva dochazi az
v koncentracich od 5,8 mg NIV/kg z. hm. (WilliamedaBlaney, 1994).

1.6 Zearalenon

Zearalenon (ZEN) je znamy pro své estrogenfinky na zvfata, kdy se vaze na
receptory ERx a ERB, ma tedy slaby estrogenni efektiggstavuje problém souvisejici se
snizenou reprodukci hospdsliaych zvfat (Hussein and Brasel, 2001). Akutni toxicita UINZE
je ponerné nizka a neni davana obvykle do souvislosttisipu toxicitou. LBy u mysi,
potkani nebo motat je 2000-20000 mg/kg. Bylo zjito, Ze prasata a ovce jsou ci|ii
nez hlodavci, NOAEL u prasat je 40 pug/kg Z. hm.desm ve srovnani s potkanem, kde
NOAEL je 100 pug/kg Z. hm. (Kuipergoodman et al.871p Mimo vlivu na reprodukci je ZEN
v podezeni z karcinogeneze (Zinedine et al., 2007). Stymbekazuji na ZEN jako na
moznou picinu vysSiho rizika vzniku rakoviny prsu (Ahamedaét 2001).

U brezich samic ZEN zvySuje praygbdobnost Ghynu plodu nebaide snizit hmotnost
plodu (D'Mello et al., 1999).ffem ZEN ovliviiuje i dlohu, sniZuje sekreci luteinizaiho
hormonu a progesteronu aibe vest ke zenmam v morfologii dlozni tkarg (Etienne and
Dourmad, 1994). ZEN u kafictlumi produkci testosteronu, oviiuje funkci varlat,
spermatogenezi, potlaje sandi libido a mize vyvolat feminizaci. U krav Zgobuje
neplodnost a snizuje produkci mléka (D'Mello et 41999). Byly pozorovany i zémy
hmotnosti ledvin a morfologické zZmy na Stitné Zlaze. Oviwje hypofyzu nebo sekreci
progesteronu a estradiolu v organismu (Kuipergoadetaal., 1987). Samci dostavajici 20
mg/kg 2. hm. ZEN derinpo dobu pti tydna méli zvySené mnoZstvi séroveho prolaktinu,

mensi varlata a doslo ke Zmam spermatogeneze (Milano et al., 1995). Evropskaise

13



doporiuje maximalni limity pro ZEN v krmivech na zaktadoporieni 2006/576/ES (Tab.
8).

Tab. 8: Maximalni povolené limity pro ZEN v krmivech pro$podéska zvfata dle
Doporweni komise 2006/576/ES

Smémé hodnoty obsahu

Nezadouci latka Produkt pro Ucely vyzivy zvifat (mglkg) pro krmivo 0 12%
vihkosti
Zearalenon Krmné suroviny
obiloviny a produkty obilovin s vyjimkou vedlejSich produktd
kukufice 2
vedlejsi produkty kukufice 3

Doplrikova a kompletni krmiva:

dopliikova a kompletni krmiva pro selata a prasni¢ky (mladé
prasnice) 0,1

dopliikova a kompletni krmiva pro prasnice a vykrm prasat 0,25

1.7 Problematika maskovanych mykotoxindi

Od 80. let se diskutuje o tzv. ,maskovanych“ mykitech. Jedna seétsinou o
glykosidy nebo acetylované formy. Zatim je znambrwenalo o tom, jak vznikaji, v jakych
organelach a strukturach jsou ukladany, biologiakévit¢ a metabolismu v plisnich nebo
napadenych rostlinach.¢které z nich byly objeveny nedavno. Nitad dnes velmi znamy a
v krmivech roz&eny metabolit deoxynivalenolu — deoxynivalenol-8igisid (D3G) nebyl
konverenimi analytickymi metodami zji8h az do roku 2005 (Berthiller et al., 2005)itgm
jeho koncentrace v krmivech js@asto vysoké aigvysujici vlastni DON. V kukici ¢inil
podil D3G 70 % z celkového DON a v jiné studii pgdené na pSenici D3G dokonce
dominoval (Berthiller et al., 2009).

Maskované mykotoxiny vznikaji v plisnich dude novo, ziejm¢ jako prekurzor
nativniho mykotoxinu, nebo druh@tw napadenych rostlinach. Ty se timto procesemnéhra
pied toxickymi &inky xenobiotika. Maskované mykotoxiny mohou bygzg uvoliovany a
aktivovany na nativni formu v fibéhu fermentace, naiklad sildZovani, aigjme i v travicim
traktu zivaicha (Berthiller et al., 2011).
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Mykotoxiny jsou v rostlinach detoxikovany a enzymolky metabolizovany do
polarrgjSi a tedy rozpustné formy, ktera je uloZzenainae vakuole nebo konjugovana s
komponenty bugné sény. Metabolické procesy probihajici v rostlimahrnuji deepoxidace,
deacetylace a isomerace nebo konjuga¢aeB tchto reakci jsou reaktivni futii skupiny
redukovanyi maskovany tak, aby se toxicita riovzniklého produktu snizila eliminovala.
Pt konjugaci jsou volné mykotoxiny vazany na glukosulfat¢i glutathion (Berthiller et al.,
2005). kinnost detoxikanich proces v rostling je zZejms zakladem rezistence ddf pSenice
vaci plisnim, napiklad fusarioze klasu (FHB = Fusarium Head Blightlera souvisi se
schopnosti fenmenovat DON na pro rostlinu méntoxicky konjugat deoxynivalenol-3-O-
glukosid (D3G) (Berthiller et al., 2009).

Rostliny kroné¢ DON detoxikuji ifadu dalSich mykotoxin Napgiklad Arabidopsis
thaliana rychle transformuje ZEN na spektrum Iizmych slodenin, glykosid, malonyl-
glykosidi, dihexosidi, pentosylhexositl a metabolii a-ZOL and B-ZOL. Dulezitou roli
v této biotransformaci hraje enzym glukosyltrans$er (Berthiller et al., 2007). Suspenzni
kultura A. thaliana také vytvdi D3G z prekurzoru DON v reakci katalyzované enzyme
UDP-glukosyltransferasou (Poppenberger et al., R088u znamy maskované konjugaty
fumonisini i OTA (Berthiller et al., 2009).

V napadenych rostlindch byvaji nachazeny jak gly&eané tak i acetylované formy
mykotoxini. Deoxynivalenol je v krmivechifiomen také jako 3-acetyl deoxynivalenol (3-
ADON) nebo 15-acetyl deoxynivalenol (15-ADON), anhevzdy Zejmé, ktery pochazi
z rostlin nebo z plisni. Vlastni DON je ale vzdiitpmen v koncentracich #d vysSich
(Berthiller et al., 2009; Mirocha et al., 1989).

Konjugaty mykotoxii mohou byt ale enzymaticky uvavany a tedy aktivovany v
prabéhu fermentace potravin a krmiv. Sladké kynutéiyae obsahovalo 1;21,9x vice DON
nez mouka, ze které bylo vyrobendejme diky konverzi neznamého konjugatu na nativni
DON (Young et al., 1984). Kostelanska et al. (208@tila vysoké mnoZstvi D3G v pivu.
Navic, stejny tym zjistil, Ze D3G v pivu stoupé niipshu sladovéani. Podili se na torfepne
dva procesy -de novo syntéza souvisejici sistem plisg v pribéhu kliceni zrna, ale i
enzymatické uvoltni D3G z dalSich nerozpustnych forem (Kostelangkal.e 2009). Neni
nic zndmo o podobnych procesechingfi silazovani (Lancova et al., 2008).

Otazkou #astava, nakolik jsou maskované mykotoxiny biologicitivni ve srovnani
s pavodnim mykotoxinem. Aktivita je podména hydrolyzou a je otazkou, zda k ni vilmihu

traveni dojde.
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Podle nedavno provedené studie je D3G velmi stabilh02M HCI, Zaludéni Faw,
umeélych stevnich $avach, odolnost &¢i mandlové i Sn& glukuronidase a lidské-
glukosidase. &inn¢ ho ale Stpila na DON cellobiasa &spergillus sp. a 0 #co mér
cellobiasa ZIrichoderma sp. Schopnost #stupiovat D3G je tak i2jmé¢ domeénou $evnich
mikroorganisni a gisluSnych glukosidas. Vyznamnou roliegr¢ hraji mikroorganismy
traviciho traktu. V rdmci Sirokého screeningiznych druli byla zjiS€na schopnost &pit
D3G u Bifidobacterium adolescentis, zastupé Enterococus sp., aLactobacillus plantarum
(Berthiller et al., 2011). Endogenni enzymy produkwe bukami tenkého $eva Zejme
D3G hydrolyzovat nedokaze.tiPexperimentech s D3G na travicim modelu ferym
burg¢nou linii CaCo-2 nebyl D3G hydrolyzovan ani absord, na rozdil od DON (De Nijs
et al., 2012).

2 SNIZOVANiI DOPADU MYKOTOXIN U NA ZDRAVI ZVIiRAT

21 Piedsklizhova Gprava a Slechténi rezistentnich odrtid

Pro snizeni f@dskliziové kontaminace polnich plodin jsou v kon¥teim zengdélstvi
pouzivany fungicidy. Hledaji se vSak nové altenrdtia efektivni zpsoby, mezi nimi
Slechtni polnich plodin s vysSi rezistenci. Tenidsfup se jevi jako velmi perspektivni a je
podrobré shrnut v review (Munkvold, 2009). Intaktni voskovéstva semene na povrchu
perikarpu je #ejmeé jednim z faktol rezistence a Slecaiti za &elem zesilit tuto vrstvu vede
k vySSi odolnosti semen (Sampietro et al., 200820most se za#uje i na KiZzeni odolnosti
pSenice proti fusaridoze klasu FSBagpbovand-usarium graminearum, které v napadenych
klasech vytvei DON. V mnoZstvi vyprodukovaného DON hraje roljere kmenFusarium
sp., ale je &jmy i vliv odraidy. Bylo pozorovano, Ze whkterych odfidach je vysSi obsah
DON pxi stejné mife napadeni (Mesterhazy, 2002). Negjévvyzkumy ale ukazuji, Ze to
ziejmé souvisi s pemenou DON na D3G nebo jiné konjugaty, které zvolemalygicka
metoda nezachytne (Berthiller et al., 2009), i kdhdhou byt stéle biologicky aktivni.

Jako perspektivni se dale jevi moznost biologickétioly vyskytu A. flavus a A.
parasiticus v polnich plodinach prosdnictvim netoxikogennich km&nA. flavus, tzv.
biokompetitivni exkluze (Horn et al., 2001). MnahtEchto kmeri jsou stej virulentni jako
kmeny toxikogenni a efekti¢nsnizuji kontaminaci ze&délskych plodin. Aplikace spor
netoxikogenni plish,La3328" sokasre s vybranym toxikogennim kmenem na semeienl p
setim vedlo ke sniZeni vyskytu aflatokirv zrnu o 70-99 % ve srovnani s kontrolou
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zaakovanou pouze toxikogennim kmenem (Atehnkeng et aD08). Ne vSechny

netoxikogenni kmeny vSak skudte produkci aflatoxifi snizuji (Cleveland et al., 2003).

2.2 Skladovani krmiv

Pro prevenci zaplismi krmiv je dilezita dikladna inspekce v pbéhu skladovani.
Skladovani nesmi probihatipvihkosti vysSi nez 15 %. iezitym bodem skladovani je
snizeni vyskytu tzv. vihkych kapes, kde doché&zidsifmimu rozvoji pliséh a vysoké
koncentraci toxin (Kabak et al., 2006). VIhkd mista mohou vznikat dasledku stidani
teplot @ skladovani a kondenzace vody, hapti povrchu obalu (ES 006/583/ES). Tyto
lok&lni zdroje kontaminace se bez povSimnuti seifgdrmalnim krmivem a #gobi celkové
zvySeni koncentrace toxin Monitoring a odstrami lokélnich loZisek je dinna strategie,
nagiklad, okrajovani jablek v fibchu zpracovani jabémého dZusu vede k 90% snizeni
obsahu mykotoxinu patulinu (Lovett et al., 1975pnkaminované obili ma obvykle jiny
vzhled, coz ftidéni usnaduje. Podob& myti suroviny vede ke snizeni obsahu mykotdxin
Napriklad myti pSenice i@d mletim snizi koncentraci DON v produktu o vieZ r20 %
(Visconti et al., 2004).

2.3 Fyzikalni a chemické metody snizeni mykotoxint v krmivech

Jsou znamy procesy, které transformuji mykotoxiaynetoxické produkty. i2hled o
téchto metodach poskytuje nedavno publikované reyi€abak et al., 2006). He et al. (2010)
zase publikoval rozsahlé review na moznosti transéce a detoxikace trichothecenovych

mykotoxina.

2.3.1 Tepelna dprava

Mykotoxiny jsou obec# velmi stabilni. V piibéhu normalniho vi@ni, parni Gpravy
nebo prazeni nedochazi k vyznamnému Ubytku. Tdpsébilita u éznych mykotoxit se
ale lisi. Uvadi se ndjklad, Ze teploty nutné pro zni aflatoxim jsou 207-306 °C. ilesto
nagiklad vaeni tiznych potravin vedlo k 41% ubytku ArE AFB, (Kabak and Dobson,
2009). Podoba i vareni nebo prazeni kukige vedlo k 28% a 38-54% snizeni AFB
v kukurici. Vareni ryZze v nadbytku vody s naslednym slitim vedidka&9% sniZzeni obsahu
AFB;. Vysoky Ubytek AFB je pozorovan §i tlakovem vdeni. Také prazeni je vyznamnym
krokem v Upra¥ podzemnice. V gibéhu prazeni se ztraci 43—83 % obsahu aflatogtabak
and Dobson, 2009).
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Ochratoxiny jsou row¥ pongrné labilni. Z pohledu lidské vyzivy je vyskyt
ochratoxiri velkym problémem v kay v pribéhu komeéniho prazeni vSak udajrdochazi
k 65-90% snizeni. ZvIastni je, Ze tyto Udaje jsawaporu s laboratornimi studiemi, které
vliv prazeni na redukci OTA v ké&wzpochyhiuji. V prabéhu prazeni kavyiip 200 °C po dobu
20 min doSlo maximakhke 12% sniZeni obsahu OTA. Mai ryZze v nadbytku vody vedlo
k 83% ubytku OTA. Nkolik studii ale upozatuje na fakt, ze v fibehu tepelné Upravy
v zavislosti na matrici ize dojit k izomerizaci na maskované produkty, kiegu mozna
meére toxické, ale stale ftomny (Kabak and Dobson, 2009). Zvolené analytiokétody
mohou veést k falegnnegativnim vysledkm, nebd@ tyto maskované mykotoxiny nezachyti.
Prikladem toho je tive zmhovany D3G, ktery dlouho unikal pozornosti (Berthillet al.,
2005).

Fumonisiny jsou také po¥mé stabilni molekuly. Bzné vaeni potraviny nebo
pasterace mléka nevede k jejich snizeni. Dekompofimonisinu B z&ina g tepelné
Upraw nad 150 °C. Najklad zattati Srotu na 190 °C po dobu 60 min vede pouze BG%-
snizeni FB. Az 218 °C po dobu 15 minut vedlo ke kompletna#tfumonisinu. Opt zde
plati, Ze produkty hydrolyzy fumonisinu nebo protjulMaillardovy reakce fumonisinu
s redukujicimi cukry v matrici krmiva mohou mit Istgpodstatnou biologickou aktivitu a
toxicitu a mohou byt aktivovany v travicim traktdympf and Voss, 2004). U Maillardovy
reakce ale dochazi k blokovani aminoskupiny a tdlovek nizSi toxici¢ in cellulo na
potkanich hepatocytech a také v testechivo (Humpf and Voss, 2004). Deoxynivalenol je
seskviterpen, a z mykotoxinziejm¢ nejstabil@jSi. Tepelna Uprava nema vyznamny vliv
s vyjimkou smazeni ip teplotaich nad 169-243 °C, kdy dojde az k60 % tKiny
K vyznamnému ubytku ale dochazi vip¢hu alkalického vieni, kdy 30 minutovy z&bv (i
120 °C a pH 10 vedl ke kompletni degradaci DON.dBkty degradace DON nejsou st
dostatén¢ znamy, dosud byly popsany derivaty norDON A, B,aDCE, F a laktony. Tyto
nor-derivaty vykazuji mnohem nizSi toxicituji gestech na IHKE htkdch nevykazovaly
toxicitu ani @ 100 uM koncentraci (Bretz et al., 2006). Zearalelje stabilni sloéenina,
ktera v krmivech vydrzi za&bv pi 120 °C po dobu 4 h, je ale degradovatia225 °C po
30 min. Produkty jeho degradace hap pribéhu pe&eni chleba maji po zpracovani nizsi

estrogenni aktivitu (Kabak and Dobson, 2009).

2.3.2 Chemické prostiedky — oxidacni a redukéni inidla
Oxidatni c¢inidla, jako ozon nebo peroxid vodiku maji potehcidegradovat

mykotoxiny. Napiklad krmivo pro brojlery sigdavkem AFB, které bylo upraveno
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elektrochemicky vzniklym § vykazovalo po podani nizsi toxicitu u krodarOxygreeft
proces (http://www.oxygreen.com) je patentovany tyggosupravy pekiskych mouk a
Zivocisnych krmiv, pi kterém vyrobce garantuje sniZzeni obsahu mikrausyai, rezidui
pesticidi, mykotoximi a usmrceni Zijictho hmyzu. Na webovych strankagiobce uvadi
94% &innost g oxidacni degradaci OTA. PodobriLemke et al. (1999) demonstroval, Ze
aplikace ozonu sniZila estrogenni aktivitu zea@benu mysi (Lemke, 1999). Ozén mimo to
snizuje toxicitu trichothecén pravdépodobré S€penim v mist dvojné vazby (McKenzie et
al., 1997).

Redukni ¢inidla, jako kyselina askorbova figitany a pyrodicitany snizuji mnozstvi
AFB; a DON v krmivech. Pyrostitan sodny (SBS) ndjklad transformuje DON na DON-
sulfonat (DONS), ktery je méntoxicky nez DON a krmivo oSe&iné timto progedkem
v davce 5 g/kg nevykazovalo u sel&tzpaky toxicity zgisobované DON (Dénicke et al.,
2005). DONS byl také hlavnim metabolitem v krvi adekrmenych SBS-oSelvanym
krmivem. Metoda byla ne&inna v gipact zearalenonu. Vzhledem k tomu, Ze prasata jsou
velmi citlivd na DON, jedna se o velmi perspektignigr vyzkumu (Danicke et al., 2010).
Redukujici cukry D-glukosa a D-fruktosa jsou zasenme (i detoxikaci FB. P extruzi
krmiv s obsahem glukosy reaguje veliast FB na N-(deoxy-D-fructos-1-yl)-fumonisin B
Ten je mén toxicky nez fivodni produkt. Bez glukosy byl viiv na FBiZSi, samotna extruze
krmiva bez pidavku redukujicich cukirvedla ke sniZzeni kolem 20 % (Jackson et al., 2012)

Mimo vySe zmigné byly na krmivech a potravinach testovany hydioxapenaty,
monomethylamin, plynny chlor, kyselina askorbovgselina chlorovodikovda, sirovodik a
formaldehyd nebo oxid i€ity. Chemické oSéeni, festoze je v mnohatripadech dinné, je
ponmerné drahé a silnd oxidai nebo redudni ¢inidla mohou vést k degradactkierych
Zivin. Z tohoto divodu nejsou v praxiffis uplatnitelné (Awad et al., 2010).

Jednou z moznosti jak snizovat toxicitu mykotdgxinpotravinach a krmivech je pouziti
amoniaku (Park, 1993). Pouziti amoniaku k detoxikdtatoxini v krmivech je procedura
schvélena v &kterych statech USA, Francii, Velké Britaii Senegalu. Rimérné naklady
této procedury se pohybuji mezi 5 a 20 % ceny katpodlezi nejwtSi nevyhody této
metody pafi nelinnost na jiné mykotoxiny krotnaflatoxini a mozné poskozeni zdravi

zvirat rezidui amoniaku v krmivu (Huwig et al., 2001).

19



2.4 Adsorbenty

Fyzikélni a chemické metody jsou drahé, natdsto neni i&jmé, zda nevedou jen
k maskovani mykotoxinu, ktery ime byt pozdji aktivovan v travicim traktu. Proto je
alternativnim pistupem deaktivace mykotoxXinn vivo v travicim traktu zviat, nagiklad
adsorpci na inertniastice nebo mikroorganismy, které odchazi s vykdlgouwasné dob je
znamo ikolik desitek adsorbeitna bazi modifikovanych hlinitdemiitani nebo aktivniho
uhli.

2.4.1  Aktivni uhli

Aktivni uhli ve vodném roztoku je schopnéipavitro podminek efektivé absorbovat
vétSinu mykotoxiri, zatimco alein vivo Zadny vliv u fizré aktivovanych uhli pozorovan
nebyl. Aktivni uhli vznika pyrolyzou organické hrgotza nepistupu kysliku, grafitové
destiky vytvéri spoustu mikropdr a poskytuji velkou abso¥pi plochu, piblizné 800—-1600
m?/g. Jedna se ale o adsorbent nespecificky. Jeltvr#l nizka &innostin vivo s sebou

navic nese vysoké riziko adsorpce jinych nepostealgch Zivin (Ramos et al., 1996a).

2.4.2 Bentonity a zeolity

hospodéskych zvfat se jako adsorbenty pouzivékalik druha jilovitych hornin. Mezi nimi
kaolinit, bentonity nebo zeolity. Jednd se o velporézni horniny, které obsahujici
trojrozmerné matrice tetraedirAlO4 a SiQ tvorici st'ovou strukturu s vysokou schopnosti
vazat vodu. Diky kationt@vwvyménné kapacit fady dalSich fitomnych iont vazi ifadu
jinych organickych molekul (Anthony et al., 1990)

Kaolinit je vodnaty kemiitan hlinity (Al,Si;Os(OH)). Je to mineral ve velké iei
zastoupeny v hornindch kaolinech. Mimo Al® SiQ nema Zadné dalSi substituce jinymi
prvky. Bentonit oproti tomu chemicky pramliva a hife definovana hlinitolemiita hornina,
jejiz hlavni sloZkou jsou smektity, ®as€ji montmorilonit (vodnaty kemiitan hlinity a
hofe¢nato-vapenaty, (Na;Ca)Al;MQ)2SiyO10(OH),.nH,0). Krome toho obsahuje i dalSi
piimeési jako kaolinit (Anthony et al., 1990).

V zavislosti na slozeni se rozlisSuji tzv. sillbobtnavé a ménbobtnavé bentonity,
piicemz ty sil® bobtnavé jsou povazovany za kvaljBi. Bobtnavost je dana obsahem
smektiti, tedy hlavé montmorillonitu. DalSim rritkem kvality v gfimé souvislosti se
schopnosti vadzat mykotoxiny je kationtowymeénna kapacita (CEC).ilive byly povazovany
za standard kvality bentonity z USA, nové studiaaiki, Ze skteré hrgdé bentonity z Indie
nebo Recka mohou byt i kvalit§3i (Ahonen et al., 2008). Z bentdhiziejmé nejvice
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prozkoumany je Novasil (Novasil PLU" (distribuovan firmou BASF; jvodns Kaiser
Chemicals, Cleveland, OH), ktery je znam také JEISCAS a je selektivni vyvazo¥aFB,
neni tedy efektivni vifpad jinych mykotoxiria. Prvni studii na HSCAS publikoval (Phillips
et al.,, 1988), kdy u brojlérpodavani HSCAS ip sowasné intoxikaci AFB v davce 7,5
mg/kg krmiva vyznamé snizil dopad intoxikace, t&hna urové kontroly. Pozitivni efekt
byl pozorovéan i u neintoxikované normalni kontrayridavkem HSCAS. Vysledky byly
potvrzeny i v dalSich studiich (Ramos and Hernand®96).1n vitro i in vivo je HSCAS
témei dvakrat @inn¢jSi nez vyvazovée na bazi kvasinek (Li et al., 2010Y}i pridavku 0,5 %
NovaSil HSCAS do krmiva s 3 mg/kg AkRloSlo ke zvySeniifristku na urove 84 %
kontroly bez AFB. Jeho dinek byl ale srovnatelny s HSCAS od jiného vyrolfdarvey et
al., 1994). Adsorpce ostatnich mykotakifako zearalenon, ochratoxin A a fumonisin je ale
slabSi nebo %bec Zadna (DON) (Friend et al., 1984; Huff et #092; Kubena et al., 1990;
Ramos et al., 1996b).

Kromé bentonifi jsou jako absoimi jily vyuzZivany zeolity. Zeolity jsou Sirokou
skupinou jilovitych hornin, z nichZ nejzn&j®i je klinoptiolit. Zeolity nebo bentonity mohou
byt chemicky modifikovany obohacovanim o NaCl, awéni jejich sorgni kapacitu a
specificitu. Lin et al. (2012), takto demonstrowdiv modifikace prostednictvim NaCl na
schopnost vazat amoniak. Modifikace predhictvim C&', K*, CU/**, Cd* rovnsZ vyznamg
méni sorpci amoniaku, vy3si podil €aovliviiuje sorpci negativh (Ivanova et al., 2010).
Zeolity jsou mimo jiné vyuzivany jako iontamice @i Upravach a odsolovani vody.
Klinoptiolit je ptirodni zeolit ¢asto vyuzivany ve vyziy zvicat. Mimo to se uplauji
syntetické zeolity, které nachazetné ptimyslové aplikace, mj. jako molekulova sita,
rozmeéry dutin jsou ale obvykle mnohendtgi nez u firodnich zeolik (Sherman, 1999).

2.4.3 Organojily

Limitem jilovych vyvazovaa je jejich specificky tinek pouze k aflatoxiim a jejich
nizky pripadré velmi maly &inek k ostatnim mykotoxim (Phillips, 1999). Toto omezeni
muze byt gekonano chemickymi modifikacemi. Podstat@ehto modifikaci jsou zgny
povrchovych vlastnosti, kterych se dosahuje &you strukturalnich katiofitnahrazenych
kvartérnimi amoniovymi slaieninami s vysokou molekulovou hmotnosti. Toutoé¢mau
vzrastd hydrofobicita (Papaioannou et al., 2005). ¢kotika studiich byla testovana
schopnost organozedlivazat gkteré mykotoxinyin vitro (Dakovic et al., 2007; Dakaviet
al., 2007; Dakow et al., 2005; Dakoviet al., 2003). Vysledkyéthto studii prokazaly, Ze
modifikované zeolity (organozeolity) efekti&mdsorbuji AFB, ZEA, OTA a FB. Adsorpce
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AFB; vSak u modifikovanych zeaiit poklesla ve srovnani s nemodifikovanymi zeolity.
Vysledky, které prokazaly rozdilna mnoZstvi navdzanZEA, OTA a AFB naznduji
rozdilnosti funknich skupin a rozdilny tvar molekutchto mykotoxiri. To potvrzuje, Ze
fyzikalni a chemické vlastnosti mykotoximvliviiuji schopnost organo-mineralnich matetrial
je vazat. Na zakladprovedenych studii Izéci, Ze organozeolity mohou byt vyuzivany jako
krmna aditiva adsorbujici mykotoxiny, pokud vSaldéyejich &innost prokazana takéim
vivo studiich (Kolosova and Stroka, 2011) Jinyiikladem organojilu je produkt, ktery je
sowsasti komeniho produktu Amadeife (Olmix, s.a.) tento produkt je montmorillonitem
modifikovany extraktem ze zelenych fekych fas. V procesu zvaném interkalace dojde
k navazani polysachafid z maskych ftas mezi jednotlivé vrstvy horniny a vytemi
nanokompozitu s vlastnostmi spojujicimi organickénorganické adsorbenty (Laza et al.,
2007).

Z organickych latek je v nasledujici kapitolénevana pozornost polysachand a
jejich komplexim s proteiny. Z jinych organickych vyvazawabyla v literatie wnovana
pozornost cholestyraminu, neni ale znamo, Ze bytdstovan na zvatech (Hartinger and
Moll, 2011).

2.5 Adsorbenty na bazi glukand a mikroorganismu

Anorganické vyvazouwge na bazi jilovitych hornin jsou problematické edikka
G¢innosti, jsou specifické zejména k aflatokim a mohou nespecificky vazédu dalSich
Zivin a tim sniZzovat nutni hodnotu krmiv. Byly také popsanyipady, kdy pidani jila
dokonce zvySovalo toxicky ¢inek mykotoxiri (Jard et al., 2011). Z tohotoiavbdu se
pozornost v posledni détobraci na mikroorganismy (Binder, 2007). Mikroargany jsou
schopny sniZovat toxickycinek mykotoxini na organismus zkdte rékolika zpisoby, jednim
z nich je adsorpce, druhym enzymatickd detoxikdcao aktivita byla popsana tady
mikroorganisni, jak nag. padnich hub, tak i &terych girozere se vyskytujicich v travicim
traktu zvtat (Pizzolitto et al., 2012a).

2.6 Antioxidanty — soucasti komplexnich vyvazovacu

Po rekolika letech experimefita prodeje komenich produkl zaloZzenych na HSCAS
a dalSich bentonitech je v tomto sektoiatelny trend vedouci k vyvoji Sirokospektralnich
vyvazova&u zaloZenych na glukanech, hlinitgknicitanech a enzymech vedoucich k
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biologické transformaci mykotoxinna metabolicky mé&naktivni nebo neaktivni produkty.
Castym doprovodnym faktorenschto komplexnich fipravki jsou girodni antioxidanty.
Antioxidanty jsou potencion&nucinné v oblasti ochrany organismu proti toxickym
acinkam mykotoximi nékolika moznymi mechanismy. Prvnim z nich je zackgtnych
radikali a jinych reaktivnich forem kysliku a omezeni pa&a DNA, druhym
mechanismem je zvySeni exprese detakikeh enzyni v jatrech, jako je katalasa, superoxid
dismutasa a zejména glutathion-S-transferasa aathglah peroxidasa. Metabolismus
mykotoxini probiha obvykle v jatrech prdstnictvim cytochrorn P450. Aktivace &kterych
enzymi tohoto systému zodpégnych za detoxikaci dkterého z mykotoxiéh je (innou
metodou prevence aflatoxik6zy. Tento efekt bylifidad popsan u léva fenobarbitalu, ale i
nékterych flavonoid (Mezes et al, 2010). Z fipodnich slodenin jsou jako
nejvyznamgjsSimi antioxidanty rostlinna barviva: karotenoidghlorofyl, anthokyany,

polyfenoly dale vybrané vitaminy a selen.

2.6.1 Karotenoidy

VétSina mykotoxird, jako napiklad AFB;, T-2 toxin nebo OTA vyvolava v organismu
poSkozeni bunych membran zjsobené peroxidaci lipida tvorbou volnych radikal
Nap‘iklad B-apo-8’-karotenal (E160e), kantaxanthin (E161g¥t@eanthin (E161j) pouzivané
jako barviva u dibeze, snizuji v jatrech vznik preneoplastickychi,lgsSkozeni DNA,
karcinogenezi a genotoxicitu,iggme¢ tim, Ze zvySuji detoxikaci AFRBna jeho mé#
genotoxicky produkt AFM (Gradelet et al., 1998). Utippdnihop-karotenu a lykopenu byl
rovnéZ popsan vliv na snizovani vlivu mutagenezésgiené AFBa T-2 toxinem (Galvano
et al., 2001, Leal et al., 1999; Rauscher et 808).

2.6.2 Vitaminy

Proti mykotoxikbzam se dopafuje napiklad gridavek vitaminu B1, neloplisre
produkuji mimo mykotoxifi i anti-AFB; faktory, T-2 toxin je zase znam tim, Ze sniZuje
pristupnost vitaminu E (Weber et al., 2007). Dle rinleo manualu firmy BASF udajn
zvySeni pidavku vitaminu C, A a vitaminu E o0 25 % oprotirsfardni davce sniZuje toxicitu
AFB; a environmentalni stres utkr(Weber et al., 2007). Podobn Webster et al. (1996)
popsal, Ze karcinogeneze AfFByla vySSi u potkans nedostatkem vitaminu A, naopak se
radikalre snizila u potkam krmenych zvySenym mnozstvim vitaminu A ve férm
karotenoid. Krom¢ vitaminu C, A a E, také riboflavin maigm¢ potencialni chemo-
preventivni dinek proti poskozeni DNA indukovaném AFB vivo u potkarh (Webster et
al., 1996a, b).
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2.6.3 Polyfenoly, prirodni latky a extrakty

Nekteré girodni latky jako fenolické kyseliny, kumarin, chbdyl a jeho derivaty ale i
extrakty z I€ivych rostlin jsou také znamy jakatina prevence mykotoxikéz (Galvano et
al., 2001). V testech provaaych na potkanech siidavkem rostlinnych polyfendl se
urychlila detoxikace AFB Flavonoidy jako kvercetin, kemferol, morin, naim, katechin a
fenolické kyseliny (kavova, chlorogenova), dalSndkckeé latky jako eugenol a thymol
zvySuji aktivitu glutathion-S-transferasy, ktera Jicova k detoxikaci metabolicky
aktivovanych karcinogennich epoxid\FB; (Guengerich et al., 1996). Nidad sylimarin,
smes flavolignam z ostropeste marianského (Silyjbum marianum) ma vliv na zvysen
aktivity antioxida&nich enzynmi u potkari exponovanych AFB (Rastogi et al., 2001). Z
rostlinnych latek byl powrné podrobri zkouméan kurkumin, latka obsazena v z&zvorovitych
rostlinach rodu Curcuma sp.. Podavani kurkuminiamlo toxicitu zgisobovanou AFB
(Soni et al., 1997) a vedlo ke snizeni DNA-addukin, Ze zvySilo expresi &hkterych
cytochromii P450 (Firozi et al., 1996). Perspektivou je pdupiostedki tradicni ¢inské
mediciny, tzv. adaptogeny jako schizandmaskd, ZenSen, nebo katmik zemni sniZzovaly
karcinogenni vliv AFB in vitro na bugénych liniich (Ip et al., 1996)Rada produkt
uvedenych v Tab. 9., napElitox, Ultrabond, Zetox antioxidanty obsahuje&kgasouast
formulace. Uvedena tabulkarghledé ukazuje, které produkty byly testovany na které
mykotoxiny a dale které produkty jsou dostupné ma.t Tabulka nemé za cil byt Gplna,
usnadiuje orientaci v jednotlivych typech produkt

Tab. 9: Prehled produkt na eliminaci mykotoxit v krmivech dostupnych na trhu v EU
(upraveno podle EFSA Scientific Report, 2009; Wipwvw.efsa.europa.eu/en/scdocs/doc/
22e.pdf)

Kategorie Produkt Viyrobce Fyzikélné-chemické vlastnosti Cilene . va l?f
absorbentu mykotoxiny  néni
Bentonit- Astra Ben 209 Prince Agri-product  Bentonit sodny AFBs, AFMy S
irPontmorIIon Red Crown® Prince Agri-product ~ Bentonit vapenaty AFBi, AFMy S
Flow Guard® Laporte Biochem, Bentonit sodny AFB1, AFM; S
Inc.
Microsorb® American Colloid Barva bila; nnerozpustny ve AFBy, AFM; S
Co. vodé, sodny bentonit
Volclay FD-181 Volclay International  Prasek; pH: 8,0 — 10,5 v 6 % AFB; S
Pty Ltd suSiné, chemické slozeni: 63,02

% SiO2, 21,08 % Al;0s, 3,25 %
Fe20s, 0,35 % FeO, 2,67 %
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Kategorie Produkt Viyrobce Fyzikalné-chemické viastnosti Cilene . va l?f
absorbentu mykotoxiny  néni
MgO, 2,57 % Na;0, 0,65 %
Ca0, bentonit sodny
Bentonit sodny Primérna velikost Castic: 53 um;  AFBs, FB+ S
chemické slozeni: 54,91 % SiO,,
1,41 % A|203, stopy Fe203, 0.01
% Mn0,0,1 % TiO,stopy CaO,
2,81 % MgO, 1,70 % Na-0, 0,16
% Kzo, stopy 803, 0,05 % P205,
5,59 % H0, pH: 8,5
ATOX® Tolsa Svétle krémova barva, vihceny  AFBi, AFMy S, P
prasek, jil s obsahem smektitu a
sepiolitu
Bentonit Sigma chemical FBs
Agrabond Agranco Corp. SloZeni: SiO,- 72,8 %, Al,O3 — Fusariovéa P
26,4 %, Fe:03-0,1 %, KO- 0,3  aspergillové
% MgO- .1%, Ca0- 0,2 % Na,O- mykotoxiny
0,1 %; Sedy prasek,
modifikovany hlinitokfemicitan
vapenaty
Mycosil a Topsil Dresen Quimica S
(Mexiko)
BIONIT®S Stid-Chemie AG Montmorilonit, modifikovany AFB; P
Toxisorb®, Toxisorb® Siid-Chemie AG Modifikovany montmorillonit AFB4, FBy, P
Classic a Toxisorb® ¢asteéné
Premium ZENiOTA
Fixat® Binder E558 Siid-Chemie AG Bentonit-montmorillonit AFB1, ZEN, P
OTA, FB;
Sodno-vapenaty Engelhard Chemical AFBs, ZEN S
montmorillonit corp.
Organicky modifikovany  Siid-Chemie Chemické slozeni: 54,.8 % SiO,, DON, ZEN S
montmorillonit 15,6 % AlOs, 4,2 % Fe03, 2,0
% Ca0, 3,5 % MgO, 1,5 % K0,
3.5 % Na,O
Montmorillonit Aldrich-Chemie Prasek; povrch 20-40 m?g, Aflatoxiny S
objemova hustota: 800-850 g/l
primérna velikost ¢astic < 1um
Nano-kompozitné Feed science Velikost astice: 10-60 nm Aflatoxiny S
upraveny montmorillonit  institute, China
Milbond-TX®: bentonit Milwhite Inc Chemické slozeni: 54,6-65,6 %  AFB; S
SiOy, 14,5-19,7 % Al,O3, 4,05-
5,02 % Fe;0s, 0,64-0,97 %
Ca0, 0,94-2,08 % MgO, 0.6-
1,19 % K0, 0,54-1,37 %Na0,
0,63-0,77 % TiO,
Swy-2: Wyoming Source Clay Velikost astic < 2um S
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Kategorie Produkt Viyrobce Fyzikalné-chemické viastnosti Cilene . va l?f
absorbentu mykotoxiny  néni
montmorillonit sodny Repository of the
Clay Minerals
Society
NovaSil™ (HSCAS) Engelhard Chemical Prasek AFBi, AFMy S
corporation
Myco-Ad® Special Nutrients Prasek, HSCAS Aflatoxiny, P
FB+, OTA,
ZEA
Myco-Ad® A-Z Special Nutrients HSCAS, pro prasata P
(alternativni nazvy:
CoBind AZ, ToxFree,
MycoAd ZT)
Myco-Ad DF HSCAS, pro drlbez P
Hydratovany sodno- Silver and Baryte Velikost <1 mm
norechato-vapenaty - OresMinng o chemicke slozent: 68,26 %
SiOg, 13,30 % Al;03, 0,08 %
Fe203, 4,34 % Ca0, 1,05 %
MgO, 094 % K0, 0.26 Na-0,
116 %
Myco-Binder® Matura Tech, Inc.
Sorbatox Kiotechagill Aflatoxiny,
FB+, OTA,
ZEN, T-2
toxin
EMBI-100 Agri-growth P
International Inc.
FLO-BOND Agri-Tec
FLO-BOND PLUS Agri-Tec
Azomite ® (HSCAS) Azomite Mineral
Products, Inc
Toxfin®Dry Kemin Bentonit s obsahem sepiolitu P
(hydratovany hofeCnaty
kfemicitan)
MexSil™ Grupo Karluis - Luis  HSCAS S
A. Espejel (Mexiko)
Solis®Prisma Novus ZEN. P
aflatoxiny
Calibrin-A Amlanint. (IL, USA)  Pfirodni montmorillonit AFB;
Calibrin-Z Amlanint. (IL, USA)  Modifikovany montmorillonit pro  AFB+, ZEN P
SirSi spektrum latek
Mycobond Optivite, GB Nespecifikovany AFB; P

hlinitokfemicitan
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Kategorie Cilené Uplat

absorbentu Produkt Viyrobce Fyzikalné-chemické viastnosti mykotoxiny  néni*
Zeolity Klinoptilolitovy- OTA NIV, S
heulanditovy jil DAS, T-2
toxin, ZEN
AFB;
Klinoptilolit Engelhard Chemical Pramér ¢astice: 2,68 uM , AFB; (+ S
Corporation specificky povrch: 1,35 m?g ostatni
aflatoxiny)
ZAR-MIN Zeo Inc. Kationtové-vyménna kapacita AFB1, ZEN, P
1,75 meq OTA, T-2,
NIV. DON,
FB1
Ocra-TOX Kremelina, max.70 % oxidu P
kfemicitého
Aktivni uhli  Aktivni uhli Sigma F.I.S. Velmi porézni, nerozpustny ZEN, FBy, S
prasek s velkou plochou na FB,, OTA,
hmotnostni primér DON, AFB;,
AFM;
Filtrasorb 400 Calgon carbon Lehce alkalicky charakter, Aflatoxin S
corporation granulovany produkt, primérna
velikost Castic 0,55-0,75 mm
Aquacarb™ 207EA Waterlink Sutcliffe Lehce alkalicky charakter, pH 7-  Aflatoxin S
carbon 8, povrchova plocha : 950-1100
m2/g
GCN 1240 Norit Lehce alkalicky charakter Aflatoxiny S
Nuchar® SA-20 Westvaco Praek, pH 4-6; plocha: 1400  AFBs1, AFM; S
1800 m%g
Darco KB-B Aldrich Chemical prasek; primér ¢astic 45 um AFB;, OTA S
Co.
Super aktivni uhli Requa, Inc. Plocha: 2000 m?g, granulovany  Aflatoxiny, T- S
2 toxin
Aktivni uhli Carlo Erba FB4, FB> Aktivni uhli S
SORBOPOR MV 125 Camel Environment  Plvod: rizné dievéné zdroje, FB1
SrlL plocha: 1116 m3g
Bunééné Bunécéna sténa kvasinek  Alltech Lesaffre Aflatoxin, P
stény Group OTA, ZEN,
kvasinek T-2 toxin
MTB-100® (polymerni Alltech Svétle hnéda barva, mirné OTA, FBy, P
glukomannan rozpustni ve vodé Moniliformin,
extrahovany z bunécnych ZEN, AFBy,
stén kvasinek) AFMy, T-2
toxin, DAS,
kyselina
fusarova
Mycosorb™ (absorbent  Alltech Jemné svétle hnéda barva, FB1, ZEN, P
mykotoxinu na bazi DON, NIV,
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Kategorie Produkt Viyrobce Fyzikalné-chemické viastnosti Cilene . va l?f
absorbentu mykotoxiny  néni
glukanu z kvasinek): nerozpustny ve vodé T-2 toxin,
polymerni glukomannan Aflatoxin
Esterifikovany Alltech AFB4, OTA, S
glukomannan T-2 toxin
EX16 (cukrovarnické Lesaffre (Bio- OTA S
vypalky obsahujici 16%  Springer)
bunéénych stén
kvasinek) (roztok
obsahujici 16 %
bunéénych stén)
BETA (Cisténa frakce Lesaffre (Bio- OTA S
glukand z buné&nych Springer)
stén)
LEC (suSené frakce Lesaffre (Bio- OTA S
bunéénych stén Springer)
kvasinek)
Zivé kmeny  Kvasinky Trichosporon OTA, ZEN, S
kvasinek mycotoxinivorans DON
Phaffia rhodozyma a OTA S
Xanthophyllomyces
dendrorhous izolaty
Mycotox® NG CEVA Animal Oxicinol, thymol, prasek z Aflatoxin P,S
Health kvasinek
Mycofix® Biomin FB1, ZEN, P
DON, NIV,
DAS, T-2
toxin, OTA
Ostatni Aspergillus niger, AFB;, S
houby Eurotium herbariorum, Aflatoxiol
Rhizopussp.,
netoxikogenni kmen
A. flavus
A. parasiticus NRRL AFB; S
2999 a NRRL 3000
Zivé Lactobacillus rhamnosus  INRA DON, FB;, S
bakterie strain GC, Lactobacillus FBo, ZEN
helveticus 46 a 72,
Lactobacillus jugurti 63,
Lactobacillus lactis 170,
Lactobacillus casei spp.
Casei C3 Streptococcus
thermophilus NG40Z a
C5, Lactobacillus
paraplantarum
Lactobacillus rhamnosus  Valio Ltd. AFBs, ZEN, S

kmen GG, Lactobacillus
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Kategorie Cilené Uplat

absorbentu Produkt Viyrobce Fyzikalné-chemické viastnosti mykotoxiny  néni*
rhamnosus kmen LC-705
B. longum, L. AFB; S
acidophilus,
S. typhimurium
Eubacterium sp. BBSH Biomin Ltd. Bachorova tekutina T-2 toxin, SP
797 HT-2 toxin,
T-2 tetraol,
T-2 triol,
scirpentriol
Nocardia asteroides AFB; S
Mycobacterium
fluoranthenivorans sp.
nov. Rhodococcus
erythropolis
Smésna kultura ZEN S
(Alcaligenes sp., Bacillus
sp., Achromobacter sp.,
Flavobacterium sp. a
Pseudomonas sp.)
Curtobacterium sp. strain T-2 toxin S
114-2
Vlaknina ADFIMAX® REALDYME Mleta vlaknina - éastice <100 OTA SP
pm
ToxTrap™ (vyvazovaC ABAC R&D OTA,ZEN, SP
na bazi viakniny) Ltd.(CH) aflatoxiny
Ostatni Cholestyramin Bristol-Myers Sigma ZEN, FB;, S
polymery Chemical FB2, OTA
Antitox Vana Qualitech Products DON S
(Polyvinylpolypyrrodilon)  Inc.
Polyvinylpolypyrrodilon Sigma Chemical Skupenstvi: pevné; slabé Aflatoxiny, S
bézovy prasek ZEN
Enzymy Proteasa A Amano Inc. Z Aspergillus niger OTA
Pankreatin Biocatalysts Prasedi slinivka OTA
Epoxidasa z Eubacterium ZEN,OTA, SP
BBSH 797 DON
Aflatoxin-detoxifizyme Armillariella tabescens AFB; SP
(ADTZ)
Laktanohydralasa Clonostachys rosea IFO 7063 ZEN
Smésné T5X® Guyokrma - Evialis  Hlinitokfemicitany, bunécné
komeréni stény kvasinek
produkty Neutox Kiotechagill Smés aluminosilikat, Aflatoxiny, P
kfemelina, ¢isténa frakce FB+, OTA,
z bunéénych stén kvasinek, ZEN, T-2
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Kategorie

Cilené

Uplat

absorbentu Produkt Viyrobce Fyzikalné-chemické viastnosti mykotoxiny  néni*
propionova kyselina toxin
M-TOX+ Iframix Organojily — montorillonit Aflatoxiny, P
modifikovany polysacharidy FB1, OTA,
z fas (Almadeite® - Olmix, s.a.) ZEN, T-2
toxin
Kombinace z Biomin OTA, ZEA P
Eubacterium BBSH 797
a Trichosporon
mycotoxinivorans
Agrotox Agromed GmbH Slozeni neni znamo P
(AT)
Mycofix®Plus Biomin 38 % bentonit, 30 % P
inaktivované kvasnice, 25 %
kfemalina, 5 % Srot z morskych
fas and 2 % bylinné
komponenty.
Elitox® Impextraco Smés chitosanu a HSCAS, P
dopInéna nespecifikovanymi
enzymy, extrakty a vitaminem C.
Myco-Met® Matura Tech, Inc PrediSténa mannanova frakce, P
3-1-3, 1-6 D-glukan,
hlinotokfemicitan cholestiramin,
travici enzymy a kvasnicny
extrakt
Ultrabond Optivite, GB Ziejmé hlinitokfemicitany AFB1, ZEN, P
s flavonoidy (ve formé extraktu) ~ OTA, T-2,
NIV. DON,
FB1
Zetox Optivite, GB Smésny P
produkt,nespecifikovany
vyvazovac, antimikrobialni
extrakty, inhibitory plisni
UT-Aflatrol Ultra-Biologics Inc.  Obsahuje MOS a AFB4, T-2, P
hlinitokiemicitany DON
Myco-Pro Protocol technolgies  Smés MOS, hlinitokfemicitant a P

(TX, USA)

fermentacnich produkt(
kvasinek

*S, studie: vysledky byly publikovany formou studie, vyrobek mize byt na trhu jako komeréni produkt nebo jeho soucast; pro
reference http://www.efsa.europa.eu/en/scdocs/doc/22e.pdf;

P, je na trhu jako komeréni produkt pro koneéného spotfebitele;
Pozn.: tabulka neni kompletni studii vSech produkti na trhu, vznikla pfevzetim a roz§ifenim vySe uvedeného zdroje
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3 MIKROORGANISMY A JEJICH ROLE V ADSORPCI
NEBO ENZYMATICKE DEGRADACI MYKOTOXIN U

3.1 Adsorpce

Mezi organické agens s potencialem mykotoxiny vaztin je odstrigovat z traviciho
traktu organismu pét kvasinky a bakterie mé@ého kvaseni (BMK). Studie se zé&imji
piredevSim na probiotické kmeny BMKLdctobacillus, Lactoccocus, Bifidobacterium) a
kvasinky Gaccharomyces cerevisiae). Nékolik desitek pokus potvrdilo schopnost kvasinek a
BMK vazat rekteré molekuly, jako jsou n&ptoxiny a ionty kow prostednictvim vazebnych
struktur na povrchu bwinych sén (Shetty and Jespersen, 2006). Vyhodou je, Zetee t
mikroorganismy c¢asto pirozert vyskytuji jak vtraktu zwvat, tak i ve fermentovanych
potravindch a krmivech. dkteré skupiny BMK jsou jiz dnes vyuZzivany jako adita to
piedevsim § silaZovaniRada studii potvrzuje jejich¢inek na dostupnost mykotoxinale i
dalSich xenobiotikn vitro (Fazeli et al., 2009; Kolosova and Stroka, 2011).

Mikroorganismy jsou schopny snizovat toxickginek mykotoxiri na organismus
zvirete rékolika zpisoby, jednim z nich je adsorpce. Adsorpce na pobraiicné sény je
interakce mezi toxinem a fudkimi skupinami na povrchu bky, zaloZzené na fyzikélni
adsorpci, vyming ionti a komplexaci. Tyto interakce nejsou zavislé naatn@ismu briky.
Komponenty bu&né sény zahrnuji polysacharidy, proteiny a lipidy, ktengvareji velkou i
mezidruhovou variabilitu navzajem odliSnych adsaiph center na baztiznych vazebnych

mechanism (vodikové niistky, iontové a hydrofobni interakce) (Huwig et aD01).

3.1.1  SloZeni bunéénych stén kvasinek

Bunééné sény S cerevisiae prestavuji asi 30 % celkové hmotnostinky. Strukturalni
Cast skn kvasinekS. cerevisiae je tvarena (1-3)--D-glukanen a (36)-B-D-glukanen.
VétSina proteinu buitnych sén (mannoproteinu) je s glukanem kovaleénspojena fes -
1,6-glukanové&etézce. Tyto proteiny jsou velice heterogenni skupiglykoproteiri a je jich
identifikovano asi 70. Sacharidova frakce Hvasi 90 % mannoprotain 50 % z &échto
sacharid jsou mannanové oligosacharidy (MOS). Mannoproten@dro Siroce rozvuji
manosoveé postranmiettzce (spojené se zbytky asparaginu) a kratkéczkgp a shluky
oligomanosylovychetzci. Manosylové zbytky mohou byt fosforylovany. DalSdilezitym
rysem jsou fosfodiesterové astky na manosylové strantetézci, které pispivaji
k negativnimu néboji povrchu b&ék Buni¢nd stna je vysoce dynamicka struktura rychle
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reagujici na zrmy prostedi a stres (Aguilar-Uscanga and Francois, 2003). zBklad
chemického slozeni, a fyzikalni podstaty &tnych s&n kvasinek S. cerevisiae je
opodstatiné se domnivat, Ze b&my povrch poskytuje néstné mnozstvi vazebnych mist

pro fyzikalni adsorpciirznorodych molekul (Shetty and Jespersen, 2006).
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3.1.2  SloZeni bunéénych stén bakterii mlééného kvaseni

PrestoZze jsou BMK pominé heterogenni skupinou mikroorganigmmaji typickou
bungénou stnu Gram-pozitivnich bakterii, ktera je dosti odé&3pd struktury bugnych sén
kvasinek S. cerevisiae. Bunééna stna BMK je sloZena z peptidoglykanové matrix ifed
hlavni strukturalni komponent, na ktery jsou vazamiSi komponenty jako teichoova
kyselina a lipoteichoova kyselina, S-layer proteiay neutralni polysacharidy. Tyto
komponenty maji mnoho funkci, jez zahrnuji i adhezmnakromolekularni vazbu, tuto Glohu
maji predevsim fibrilarni $7 teichoové kyseliny a neutralni polysacharidy (8heind
Jespersen, 2006). Na zaklaekperimeni se gedpoklada, Ze ve vaZhoxinu hraji dilezitou
roli hlavré peptidoglykan a polysacharidy (Zhang and Ohta,1198edavné studie ukazaly,
Ze pestoZe hlavni roli ve vazebném procesu hraji, degtykan a polysacharidy, role
proteimi se také jevi jako vyznamna (Haskard et al., 2003davné studie nazity
moznost, Ze jak vazba mykotoxinu tak adhese milgamsmu na gevni mukdzu vyuZzivaji
stejna vazebna mista. V pokusu, kdy byly inkubovaejttive se sevni mukozou a poté
s aflatoxinem i naopak), byla ovlivéna nasledna vazebna schopnost mikroorgan{&@natz
et al., 2004).

Literatura o mechanismu vazbgznych mykotoxii na bugé¢nou stnu a o podstét
tohoto komplexu je stale omezenéegevsim US. cerevisiae. Dostupné zdroje naztigi, ze
na vaz toxinu, a to jak u BMK, tak u kvasinek, se podiblysacharidovaast bug¢né
stény. Je slozité porovnavat vazby ob@ahto mikroorganisrin s mykotoxiny, neb dosud
neexistuje srovnavaci studiéchto interakci. Nicméf) zakladni rozdily ve strukia jejich
burgcnych stn naznduji moznost rozdilné schopnosti vazby, z hledis§akapacity i sily.
Dale je také zap#ebi dalSich studii odhalujicich podstatu vazhigdpvsim za podminek
v gastrointestinalnim traktu (Shetty and Jesper2@06).

3.1.3 Pozadavky na viastnosti mikrobialnich vyvazovaci

Vyvazova musi byt schopny efekti¢nodstraiovat jednotlivé mykotoxiny pro které je
urcen. V rekterych gipadech je vyhodné, pokud je adsorbent specifick§i yednomu
mel vyznamré zabraiovat toxickému &inku latek na zve a nendl by mit zadné vedlejSi
acinky, nebo by ginejmensim mily pozitivni inky prevazit ty negativni. Cena musi byt
dostaténé nizk4a, aby umoznila praktické vyuziti. Rezidua wigkinu, kterd #stala ve

zvirecich €lech po pouziti adsorbentu, by n&len mit negativni vliv na potraviiigké
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produkty. Mykotoxiny v krmivech bytnito adsorbenty neély byt maskovany, tak aby byla
znemozina jejich detekce. Adsorbenty byein byt takové povahy, aby byla mozna jejich
fyzikélni pouzitelnost a jejich kom&ri vyroba. PouZiti a ugpnost &chto latek by nila byt
owvetitelna. Vazba mezi adsorbentem a mykotoxinem kharyt velmi silna, tak aby nebylo
mozné jeji vymytigi jeji rozpojeni po interakci s jinymi latkami, nagivinami. Dalezitym
kritériem je UspSnost adsorbeftpii rizném pH (pedevsSim kyselém a neutralnim), nébo
adsorbent by # byt schopen vazat mykotoxin po celé délce trénidiraktu. Adsorbent by
mél vyvazovat pouze latky, pro které jecan tak, aby nedochazelo k odstnaini nékterych

esencialnich zivin (Jard et al., 2011).

3.1.4  Mikrobialni adsorpce aflatoxint

Fruhauf et al. (2012) porovnavali 30 ko dostupnych produlit s obsahem
burg¢nych sén kvasinek a jejich schopnost vazat AFB ZEN v roztocich s rozdilnym pH
(pH 3,0 a pH 6,5) a v Zalutlei ¥aw. Vazebna schopnost korelovala s obsahem popelovin
v téchto gipravcich. Naopak nekorelovala s obsahem mannagusealcharid (MOS) anif-
glukani. Produkty s obsahem popelovin vysSim nez 30 % agkaly vazebnou schopnost
AFB; vysSi nez 90 % alespw jednom z roztok U zearalenonu také nenalezli korelaci mezi
vyvazovaci schopnosti a obsahem MOS$-glukan. AvSak nejnizSi us@nost nalezli u
produki s obsahem MOS #&-glukami menSi nez 10 % naopak nejvysSi u produkt
s obsahemsthto latek vysSim nez 50 %.

Jeden z méla pokutisin vivo provedli Haothout at al. (2011). Sedeséti potikan
podavali roztoky 4 actobacillus casel a Lactobacillus reuteri v davkach 10 ml/kg z. hm. a
krmivo kontaminované aflatoxiny (3 mg/kg krmiva g@oyti tydny). U skupiny potkain
s krmivem s aflatoxiny (bez BMK) byl zji&t vyznamny pokles fifmu krmiva a snizeni
télesné hmotnosti. Dale u této skupiny vyzngnpoklesla antioxidéni kapacita sledovana
rozborem biochemickych paramietr krve.Lactobacillus reuteri byl ve snizovani toxického
efektu mykotoxir U¢innéjSi nezLactobacillus casai.

V pokusu Pizzolitta et al. (2012a) atitsledovali schopnosttyi kmer S. cerevisiae
izolovanych z vykal brojlem: vazat AFB. Také sledovali schopnosgtchto kvasinek fezit za
podminek podobnych prdetli v zazivacim traktu a za zvySené slanosti. Nejléoxin
adsorbovaly kmenyS cerevisiae 08 a 01. Tato schopnost byla ovkwma koncentraci
mykotoxini i mnozstvim kvasinek. V testovanych prestich nejlépe iezivaly kvasinky

S cerevisiae kmeneg. 08, a to az s 98 % GSmosti, &S. cerevisiae kmenec. 01 s UspSnosti
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75 %. Podle autdrje kvasinkaS. cerevisiae 08 nejlepSim kandidatem pro budouivivo
studie zabyvajici se snizovaniinka AFB;.

Velmi zajimavou studii usgadali Dogi et al. (2011), ktetestovali schopnosfiznych
kmeni S. cerevisiae vazat AFB za podminek podobnych travicimu trakiefvykavd. Take
sledovali Zivotaschopnostahto kmeri kvasinek vtomto prostdi a jejich dinek na
bachorovou fermentaci. VSechny kmeny kvasinek tsglgopny vazat AFBa pezivat i
raiznych pH. NejlepSi schopnost vazat ARBokazal kmerS. cerevissiae RC016 @i vSech
trech testovanych pH. Kmer§ cerevisiae RC008 a RC016 zvySovaly §g celulolytickych
bakterii v bachorové tekutin tyto kmeny také zvySovaly tvorbu kyseliny octowe
propionové p fermentaci. DalSi aflatoxinu

Pklady adsorpce préstinictvim

mikroorganisni viz Tab. 10.

Tab. 10: Vazba/adsorpce aflatoxinu prienictvim mikroorganisin

Mikroorganismus Aflatoxin Vazba (%) Podminky
Bakterie
Lactobacillus rhamnosus GG (LBGG), AFBy 80 2x10'9CFU/ml, 0 h, 37 °C,
L. rhamnosus (LC-705) tekuté médium
Bifidobacterium infantis, B. pseudolongum, B. AFB+ 20-50 3h
bifidum
L. rhamnosus GG, Propionibacterium AFB+ 74, 63, 37 10'°CFU/ml, 1 h, 37 °C, in
freudereichii spp Shermanii JS LC705 vitro, kufeci duodenum
Lactobacillus sp. a Propionibacterium sp. (smés)  AFB1 57-66, 25 10" CFU/ml, 30-60 min.,
37 °C, PBS?, kufeci
duodenum
Lactobacillus sp., Lactococcus sp., AFB+ 5,6-59,7 1010 CFU/ml, 24 h, 37 °C,
Bifidobacterium sp. PBS
Lactobacillus sp., Lactococcus sp. AFM1 18-62,19-70  10"°CFU/ml, 16 h, 37 °C,
PBS, nizkotu¢né a plnotuéné
miéko
Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. AFM;4 25,7-32,5, 24 h, 37 °C, PBS, nizkotu¢né
21,2-29,3 mléko
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei, AFB+ 25-61 2x10"0CFU/ml, 72 h, 37 °C,
Lactobacillus plantarum tekuté médium
Enterococcus faecitum M74 a EF031 AFB+ 19,3-37,5 10" CFU/ml, 48 h, pH 7,0,
tekuté médium
L. plantarum, L.fermentum, Lactobacillus spp., AFB1 15-60 10°CFU/ml, 72 h, 25 °C,
Selangorensis sp., Pediococcus acidilactici, roztok PBS
Weissella confusa
Kvasinky
S. cerevisiae AFB+ 40 107 CFU/ml, 1 h, 37 °C,
roztok PBS
Saccharomyces sp. a Candida sp. AFB+ 15-60 108 CFU/ml, 72 h, 25 °C,
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Mikroorganismus Aflatoxin Vazba (%) Podminky

roztok PBS

S. cerevisiae (komponent bunéénych stén — AFB+ 81,6 3h, 37 °C, pH 4,5,

esterifikovany glukomanan EGM) kontaminované krmivo, 0,1 %
EGM

S. cerevisiae AFB1 1040 109CFU/ml, 12 h, 25 °C,
roztok PBS

(Guan etal., 2011)

3.1.5 Mikrobialni adsorpce trichothecenu

El-Nezami et al. (2002b) testovali schopnbsthamnosus GG, L. rhamnosus LC705 a
Propionibacterium freundenreichii ssp, schermanii JS zachytit trichotheceny z kagbein
media. Sledovali deoxinivalenol, 3-acetyldeoxyn&radl, nivalenol, fusarenon,
diacetoxyscirpenol, T-2 toxin a HT-2. V pokusechlybyouzity, jak zivé, tak tepetn
usmrcené BMK. Autth demonstrovali schopnost BMK odsivat trichotheceny (20 pg/ml).
Tato schopnost zavisela na kmeni bakterie a na stviotoxinu. Zivé i usmrcené bakterie
kmeneL. rhamnosus GG nely vétsSi Usgsnost vyvazovani nez kmen rhamnosus LC705.
Nej&inngjSi kmeny bakterii byly schopny vyvazovétyii ze sedmi testovanych toxin
Uginnost vyvazovani se pohybovala mezi 18 a 93 %.n¥&men BMK nebyl schopen
vyvazovat 3-acetyldeoxynivalenol. HT-2 byly schopryvazovat pouze deaktivované
bakterie kmené. rhamnosus GG a LC705.

3.1.6 Mikrobialni adsorpce zearalenonu

Long et al. (2012) porovnéavali schopnost osmi kin&MK izolovanych z bachoru
vazat zearalenom vitro v MRS (de Man, Rogosa a Sharpe) médiu. Schopnostzevat
toxin u €chto kmeri kolisala od 25,64 % do 69,33 %. NejvysSi schoprmgeazovat toxin
byla prokdzana W. mucosae 1m4208. Adsorpce byla ovligna délkou kultivace, pH a
teplotou. Schopnost adsorpce byla sniZef&ydtivaci s Zaludéni a stevni $avou, aviak
stale Aistavala na vysoké drovni.

El-Nezami et al. (2002a) testovali schopniosthamnosus GG aL. rhamnosus LC705
vyvazovat zearalenon a jeho deriv&tearalenon z tekutého média. Bylo navazano vyzeamn
mnoZzstvi obou toxiin (38 a 46 %) bakterialnimi peletami. Dale nebyljemany zadné
produkty degradace zearalenonuca&earalenonu poreéch dnech inkubace. Vazby byly
schopny jak bakterie oehé teplotou tak kyselinou. Coz nazma, Ze toxin nebyl odstran

metabolickou cestou. Proces byl rychly a zavisehmenZstvi buiénych sén a koncentraci
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toxinu. Spoléna inkubace mikroorganidiree zearalenonemoeazearalenon snizila procento
vazeb u obou latek, coZ nazoge, Ze se oba toxiny vazZi na stejnd vazebna mista.
Niederkorn et al. (2008) sledovali stabilitu vazbyezi BMK Sreptococcus
thermophilus RAR1 a zearalenonem v bachorové tekutan v prostedi, které simulovalo
podminky v travicim Ustroji. Po 18 hodinové inkubacbachorové tekutin zistalo 70 %
vazeb zachovano. Po dalSi inkubaci spolu s pepsihamzymem, pankreatickowd&/ou a
Zlugi, zastalo zachovano 50 %ipodnich vazeb, nehlédcha to zda byl komplex inkubovan

dohromady sémito latkamic¢i postupr.

3.1.7  Mikrobialni adsorpce ochratoxinu A

Piotrowska a Zakowska (2005) sledovaly 29 kinBMK patiici do rodi Lactobacillus
a Lactococcus a jejich schopnost vyvazovat OTA z kapalného metligechny testované
kmeny byly schopny vyvazovat OTA &t8ina z nich byla necitliva ai toxicit¢ OTA.
Nejvyssi schopnost adsorpce, vice nez 50 %, vykdzowacidophilus CH-5, L. rhamnosus

GG, L. plantarum BS, L. brevis aL. sanfranciscensis. (Tab. 11).

Tab. 11: Pokles mnoZstvi ochratoxinu Aipn vitro testu adsorpce na vybrané kmeny

Pokles Pokles
Micoogmnis () Knen SO MO gy ot
(%) A (%)
Lactobacillus acidophilus CH-2 451+0,72  Lactobacillus casei B 11,5+0,44
A92 50,2 + 0,62 150 29,8+0,30
CH-5 70,5+ 0,98 18H 570,44
Lactobacillus delbrueckii ssp. ~ J7 59+0,62 18 ¢z 16,6 £ 0,46
bulgaricus P7 343+046  Lactoccocus lactis 168 16,8 0,62
1712 9,6 +0,26 Ccz 45,7 £ 0,26
SL 28,3+0,53 147 21,0+0,53
Lactobacillus helveticus 8 67,1+ 0,46 8FD 7,8+0,61
D (a) 11,9+ 0,44 202 59,6 + 0,44
3035 17,0£0,26  Lactobacillus B 1074 11,9+0,75
plantarum
ES 31,0+0,36 B 1149 35,5+ 0,46
Lactobacillus brevis, BS 56,2+ 0,72 BS 56,2+ 0,72
Lactobacillus rhamnosus GG 8754066  Lactobacilus BS 52,0 +0,53
sanfranciscensis

(Piotrowska and Zakowska, 2005)
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Piotrowska (2012) sledovala schopnostduB. cerevisiae vazat OTA. Zivé a tepetn
inaktivované biiky inkubovala v PBS s ochratoxinem A. Poté&ita metodou HPLC rezidua
toxinu v supernatantu. Blly navazaly 20 % toxinuipkoncentraci 1 mg susiny v biomase
(burék) na ml, 29 % B 5 mg/ml a 75 % H 50 mg/ml. Také prokazala, Ze tepeln
inaktivované biiky odstraiovaly z roztoku wtSi mnozZstvi mykotoxinu nez bky Zivé.
Proces adsorpce byl velmi rychly, za 30 minut pdctdni bugk s toxinem hladiny toxinu
vyrazre poklesly. Komplex OTA s inaktivovanymi Bkami byl még pevny nez s Zivymi.
Adsorpce toxinu je ve vztahu k zastoupeni ddagch sén kvasinek, protoze liky bez
burgcnych stn (protoplast) ztracely schopnost adsorpce OTA.

Armando et al. (2012), zkoumali schopnogznych kmeid kvasinekS cerevisiae
vyvazovat ochratoxin A a zearalenon. Dale sledovztiah mezi tlou&ou burgéné sény a
detoxik&ni schopnosti kvasinek. Byla porovnavana schopwégiat toxin pi rtaznych
koncentracich toxinu a dale byl sledovan efekt maulvanych gastrointestinalnich
podminek. V8echny sledované kmeny potvrdily schepodstréaovat OTA a ZEN. Kmeny
S cerevisiae RC012 a RCO16 vykazovaly nejvySSi procento nawdzartoxinu OTA a
kmeny RC009 a RC012 nejvysSi schopnost vyvazoval. Z&utori také prokazali pozitivni

korelaci mezi mnozstvim bgéné stny a schopnosti vyvazovat mykotoxiny (Tab. 12).

Tab. 12: Schopnost vybranych kmékvasinekSaccharomyces cerevisiae vazat ochratoxin a

zearalenon

. Kmen kvasinek S. cerevisiae a mnozstvi navazaného toxinu (%)
Mykotoxin (koncentrace)

RC008 RC009 RCO12 RCO16
OTA (1 pg-mH) 46,0 430 63,0 740
OTA (5 pg-mH) 16,0 16,0 39,2 30,4
OTA (10 ug-ml) 145 494 56,4 58,0
OTA (40 ug-ml) 17,9 373 39,2 39,2
OTA (100 pg-mk) 56,7 67,2 712 742
ZEN (1 pg-mi) 48,0 85,0 87,0 53,0
ZEN (5 pg-ml) 56,6 72,8 78,0 60,6
ZEN (10 pg-mk) 56,7 67,2 712 74,2
ZEN (20 pg-mk) 617 64,1 52,0 517
ZEN (50 pg-mk) 411 66,8 58,4 68,7

(Armando et al., 2012)
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DalSimi, kdo sledovali schopnost BMK vyvazovat OB4li Fuchs et al. (2008).
Z tiiceti sledovanych kmeéntestovanych v bujénu nejlépe vyvazoval kmeactobacillus
acidophilus VM 20, a to s usfsnosti pesahujici 95 %. Vliv na procento vazelglyn

koncentrace toxinu, gtu burek, pH a Zivotaschopnost bakterii (Fuchs et al. 3200

3.1.8 Mikrobialni adsorpce fumonisinu

Niederkorn et al. (2006) byl prvni, kdo testovalvitro interakce mezi fumonisiny,
deoxynivalenolem a BMK. Schopnost 29 kmeBMK a tti kmeni Propionibacterium
odstraiovat FB, FB, a DON z okyseleného MRS bujénu (pH 4,0) byla pmwa. FB byl
odstraiovan s ¥tSi Usgsnosti. \étSina z kmef byla schopna odstitavat vSechnyit toxiny,
avSak mezi kmeny byly nalezeny vyznamné rozdilgateopnosti vazat mykotoxiny. Obe&cn
Ize tici, Ze Propionibacterium sp. byl mére usgsSny nez BMK. Vazebna schopnost byla
ovlivnéna pH a to pouze u fumonisinPi pH 7 BMK nebyly schopny vychytavat kB FB
(viz Tab. 13).

Tab. 13: Adsorpce/odstrami (%) deoxynivalenolu a fumonigirzivymi bakteriemi z média

Deoxynivalenol Fumonisiny
BMK ¢islo DON (%) FB1 (%) FB2(%)
Lactobacillus rhamnosus GG ATCC53103 54+3 74 1 94+0
Lactobacillus rhamnosus R0011 30+4 67+0 87+0
Lactobacillus rhamnosus R1039 40+4 61+1 9210
Lactobacillus plantarum R1012 200 74+2 910
Lactobacillus plantarum R1027 230 74 1 92+1
Lactobacillus plantarum R1051 1311 72+2 97+0
Lactobacillus plantarum R1096 19+2 74 +1 97+0
Lactobacillus brevis R0002 32+ 1 ND 82+3
Lactobacillus acidophilus R0052 34 +1 54+3 78 1
Lactobacillus delbruekii ssp. bulg. R0149 55+ 1 72+ 1 95+0
Lactobacillus reuteri R0365 22+3 35+%2 81+1
Lactobacillus buchne$ R1102 19+1 ND 57%5
Lactobacillus helveticus 46 ND 51+1 92+0
Lactobacillus helveticus 72 211 5117 81+1
Lactobacillus jugurti 63 190 14+3 3214
Lactobacillus lactis 170 27+3 52%2 81+£2
Lactobacillus casei spp. Casei C3 36+1 65+ 1 902
Pediococcus acidilactici R1001 ND 57+2 87+0
Pediococcus pentosaceus R1044 ND 791 920
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Deoxynivalenol Fumonisiny

BMK gislo DON (%) FB1 (%) FB2(%)
Streptococcus thermophilus R1018 313 ND 910
Streptococcus thermophilus NG40Z 22+3 ND 83+2
Streptococcus thermophilus BS 3710 ND 95+0
Lactococcus lactis CS43 231 ND 100+0
Lactococcus lactis CS 202 405 ND 1000
Lactococcus lactis CS 197 23+ 1 ND 1000
Leuconostoc mesenteroides R1107 46 £ 1 8210 9% £ 0

(Niderkorn et al., 2006); ND = nejsou data

Cilem studie Pizzolitta et al. (2012) bylo&it schopnost kvasine® cerevisiae CECT
1891 a bakteriLactobacillus acidophilus 24 odstraovat FB z tekutého progedi. DalSimi
cili bylo objasnit podstatu vazby mezi FB mikroorganismy, u¢it, zda gidani AFB
ovliviiuje tuto vazbu a prayit stabilitu vazby. Procento adsorpce bylo podoptiévSech
testovanych koncentracich: ~60 % u kvasinek a ~2Q B@akterii. Rozdilnd Urovievazeb
poukazuje, podle autir na specifickou podstatu vazeb u jednotlivych mikganisni.
Vznik vazby byl velmi rychly, protoZze po 1 migubyl paiet navazaného mykotoxinu stejny
jako po 4,5 hodinach. Po usmrceni #urfteplotou) stoupla vazebna kapacita bakterii 2x a
kvasinek 1,5x%. MnoZstvi navazaného;Fviselo na koncentraci mikroorganisnStabilita
vazby testovana promyvanim acetonitrilem byla udbéciii 50 %, a u kvasinek 20-25 %
puvodné navazanych vazeb fippromyvani fosfatovym pufrem bylo uva@no 10 % vazeb
s bakteriemi a 5 % vazeb s kvasinkani. $pole&ném podani FBa AFB, nebylo procento
vytvoienych vazeb ovlivno ani u jednoho mykotoxinu jak u kvasinek, tak akterii. To
nazn&uje, Ze oba toxinyiejme¢ vyuZivaji rozdilna vazebna mista. Po navazaniezeimila
chemicka struktura molekul kBa Zistala také zachovana strukturalni integrita &agich

sttn mikroorganism.

3.2 Enzymaticka transformace mykotoxindi

Omezeni vyplyvajici z pouziti metod chemickych aziglnich logicky pivadi
k mysSlence eliminace mykotoxinbiologicky, enzymatickym rozkladem s pomagstych
izolath mikroorganisni nebo z nich purifikovanymi enzymizada mikroorganisinpaticich
mezi bakterie, vlaknité houby nebo kvasinky ma godost biotransformace mykotoxira

mnohé z nich jsou séasti traviciho traktu Ziwachda.
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3.2.1 Transformace aflatoxinu

Eliminace a transformace AkBe predmétem stovek studii, bohuzel v posledni &ob
byl nalezen produkt této transformace, ktery jdestéetabolicky aktivni. Jeden z prvnich
mikroorganisni, u rthoz byla tato transformace studovanaHevobacter aurantiacum
(synonymumNocardia corynebacteroides). Sumarni extrakt zé&p eliminoval AFB, (Ciegler
et al., 1966). Line et al. (1994) a Lillehoj et 4L.967), ale i dalSi tymy doSly k nadzoru, Ze této
transformé&ni aktivity byly schopny pouze Zzivé tky, burt¢né lyzaty nebo teplem
inaktivované biiky, vazaly pouze€ast AFB nespecificky na buftnou sénu. Je tedyiejmé,
Ze na této aktivit se podileji enzymy (Smiley and Draughon, 2000)ddPo: izolaty
Senotrophomonas maltophilia, které byly kultivovany na mediu obsahujicim polmenarin
jako zdroj uhliku (chemickéa slozka AkBnolekuly) ukazaly, Ze jsou schopny transformace
AFB; (Guan et al., 2008). KmeBacillus subtillis DB-9111 byl patentovan jako kmen
s potencialem sniZzovat dopad AFBkrmivu u hospod&kych zvfat (Kubo, 1996)Bacillus
subtilis je kmen také potencialmperspektivni jako vyvazovamykotoxini. Bylo provedeno
nekolik screeningovych studii a byly izolovany kmeBy subtillis s nejvySSi enzymatickou
aktivitou proti AFB,. Zajimaveé je, Ze ty s vysokou aktivitou vykazovabynéZz enzymovou
aktivitu vedouci k degradaci OTA. Jiné kmenglymale aktivitu selektivni proti i jen jednomu
z testovanych mykotoxin(Petchkongkaew et al., 2008). Aktinomycety, jakgcobacterium
fluoranthenivorans byly schopnyin vitro degradovat AFB(Hormisch et al., 2004; Teniola et
al., 2005). Zhao et al. (2011) izoloval 32 kDa enzyMyxococcus fulvusse se schopnosti
degradovat AFB AFG; a AFM,. | negecistény supernatant z kultury ¢hstejnou, jen o &co
nizsi schopnost. Jsou znamy extracelularni enzynmyakroskopické houbyPleurotus
ostreatus, které oteviraji laktonovy kruh aflatoxin¢imz vyznama redukuji jejich toxicitu
(Motomura et al., 2003). Oproti tomu enzymAmmillariella tabescenc otevira difuranovy
kruh (Liu et al., 1998).

3.2.2 Transformace OTA

Nekteré bakterie, plish kvasinky, ale i rostliny jsou schopny transforrab¥DTA a
mnohé z nich takini premeénou OTA na mnohem mértoxicky OTa (Jard et al., 2011).
Aspergillus niger moZna rozklada OTA na jiny produkt nez €@Tale metabolicka draha
k rozkladu OTA prosednictvim ote¥eni isokumarinového kruhu neni znadma. Byla
zkoumana OTA detoxikace prostinictvim netoxigennihA. niger 120.49 a izoldt Rhizopus
sp. a bylo shledano, Ze kmeh niger byl schopen eliminovat OTA z tekutého i pevného

media a degradai produkt O byl nasleds také rozlozen. Mezi dalSi plisschopné této
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enzymatické degradace faPenicillium sp. (Jard et al., 2011Aureobasidium pulluans byl
doporien jako kmen v enologii pro zabgim OTA kontaminace vina (De Felice et al.,
2008). Podob# i makroskopicka houb®. ostreatus je schopna katalyzovat transforina
reakci, ale neni zatim znam degrada produkt, ani jeho toxicita.Trichosporon
mycotoxinivorans je mikroorganismus, ktery byl pouzit pro formulggipravku na snizeni
OTA v krmivech (Molnar et al., 2004). Karboxypemtsy (EC 3.4:17.1) jsou hlavnimi
enzymy hub podilejicimi se nafgmené OTA na OTa a existuje cel&ada i komeme

vyuzivanych karboxypeptidaz (Varga and Toth, 2005).

3.23 Transformace ZEN

Zearalenon (ZEN) e byt mikrobialé transformovan na zearalanon (ZAN) dale na
hydroxylované produkty odvozené od obawhto struktur — zearalenoly{ p-ZOL) a
zearalanoly -, B-ZAL). Mimo to mohou byt tyto struktury natkteré z pozic enzymaticky
hydroxylovany, nebo dochazi k substituci benzenovigdra methoxy-skupinamCastym
produktem mikrobialni degradace mohou byt sulfoglako-sulfo-konjugaty (Jard et al.,
2011). To jsou i meziprodukty jeho detoxitkdho metabolismu u safrcpiicemza-ZAL ma o
dvaiady vysSi afinitu k ERra ER$ neZ mivodni nativni ZEN (EG = 0.49 nM prou-ZAL a
11,8 nM u ZEN v pipad® ER-w. OH-derivaty naproti tomu aktivitu ztrdci (Tabulkgi
obrazku 1; Bravin et al., 200).

Nejcast &jsi metabolity zearalenonu

OH (@] CHs OH (0] CH3 OH (o] CH3
NS = iy, =
HO = g HO OH HO OH

Zearalenon (ZEN) a-Zearalenol (a-ZOL) -zearalenol (B-ZOL)
OH O CHy OH O CHy OH O CHy
HO o HO ““OH HO OH
Zearalanon (ZAN) o-Zearalanol (a-ZAL) B—-Zearalanol (B-ZAL)
Dal$i produkty metabolity bez estrogenni aktivity substrat relativni

estrogenni aktivita

OH CHs OH O CHs
/k/\/COOH ZEN !
HO o a-ZOL 92
_ A OH g-zoL 0,44
HO O HO ZAN 2,5

Produkt 1: a-ZAL 18
1-(3,5-dihydroxyphenyl)-10-hydroxy- Produkt 2 B-ZAL 35
1-undecen-6-on -
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Obr. 1: Metabolity zearelonu podle Bravin et al. (2009Yekiru et al. (2010), relativni
estrogenni aktivita podle (Shier et al., 2001).

Transformace ZEN na ZOL a ZAL&kterymi plisremi neni detoxikace, neBayto
produkty maji estrogenni aktivittasto vyssSi nez ZEN (Minervini et al., 2005; Vekaual.,
2010). Zearalenonesterasa je enzym, ktery ale degraZEN na neaktivni neestrogenni
metabolity a byla identifikovdna sekvence @enrodi Rhodococcus a Nocardia kddujici
dekarboxylaci ZEN na produkt 1 (Obr. 1). Ta bylaegpéovana jiz tive pro @&ely genetické
modifikace kukiice a vytvdgeni transgenni kukice (Duvick and Rood, 1999Jrichosporon
mycotoxinivorans je dalSi houba schopna detoxikovat ZEN (Produkdi,. 1; Vekiru et al.,
2010). Sulfonace ZEN vede rasinke ztrat estrogenni aktivity (Jard et al., 2011), totéz ale
neni jisté pro glykosilaci ZEN, kterou katalyzugkteré mikrobialni enzymy. Glykosilovany
ZEN maze byt v travicim traktu hydrolyzovan glykosidasami

Dokonce wkteré rostliny maji schopnost glykosilace mykotdxirprirozere a
prostednictvim glykosilace ZEN ,maskuji“ a ten je pakapg detekovatelny konve&mimi
metodami. Glykosilovany ZEN je ale v traktu iatiogEt aktivovan (Berthiller et al., 2006).

Takahashi-Ando et al., (2002) izolovali laktonolgldsu z Clonostachys rosea IFO
7063. Tento 30 kDa dimer ozfeny jako ZHD101 je aktivniippH 7 s optimem pH 9-10.
Autori této studie jej dale pouzili pro vytieni transgennk. coli, pSenéného kalusu &
cerevisiae.

U této GM-modifikované transgen cerevisiae detoxikace ZEN a jeho metabdlit
nebyla 100% &inna, zejména jejéinnost ovliviovala gitomnost jinych neidentifikovanych
reduktasovych aktivit, které vedly k hrongad hlavniho stale velmi estrogenniho metabolitu
B-ZOL (Takahashi-Ando et al., 2004). Stejny tym \gftiytransgenni kuktici s genem pro
expresi vySe zmimé zngené laktonohydrolasy @. rosea. Semena této kukice maji ZEN-
degradujici aktivitu adinnost degradace je az 24 ug ZEN/g semen po dolbu B&gradace
je ténet 100% a obsah ZEN v transgennich semenech byl adinkhinegativni kontroly.
Experiment byl provedein vivo, semena byla nabobtnana ve vodnim roztoku s obysahe
ZEN a nasledhanalyzovana (Igawa et al., 2007).

Zajimavé vysledky byly zjishy pii porovnavani urov zamdeni mykotoxiny
konvertni a Bt-transgenni kukice. | ples variabilitu poasi a klimatu v jednotlivych
lokalitach bylo zji&no, Ze Bt-kukéice MON 810 obsahovala vipnéru o 90 % méa
fumonisinu, 50 % zearalenonu a DON byl ndinysSi. Autdi vyslovili domnénku, Ze se na

kukurici Iépe prosazuji kmeny vytygjici trichotheceny nad fumonisin -produkujicimi
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fusariemi (Folcher et al., 2010). Tato aktivitéze byt nespecificka a mozna souvisi s nizSim
poskozenim bodavym a savym hmyzem, kterésapuje poragni pletiv a je vstupni branou
pro mikroorganismy (Varga and Toth, 2005).

Piadni bakterie Pseudomonas putida kmen ZEA-1 také vyt enzym efektivni v
degradaci ZEN. Byl identifikovan gen zodgawy za tuto aktivitu aignesen dd. coli, kde
dochéazelo k jeho expresi a vznikla rekombinafinéoli byla pak schopna totalni degradace
ZEN v médiu. Optimum aktivity enzymu bylo pH 7—&lykprodukt vykazuje niZsi toxicitu a
estrogenni efekt, struktura produktu ale zatim namma (Altalhi and EI-Deeb, 2009).
Degradace ZEN byla zj&ta i u nepatogenniho kmeRhodococcus pyridinivorans K408,
mechanismus a produkt jeg@mejasny, &oliv nema estrogenni aktivitu (Kriszt et al., 2012
Mimo zmirgné, jsou znamy i dalSi mikroorganismy se schopmogiladat ZEN. Ogt ¢asto
plati, Ze produkty reakce nejsou znamjehPed o tom podavaji review (Jard et al., 2011,
Karlovsky, 1999).

3.2.4 Transformace trichothecent

Transformace trichothecérbyla nedavno podrolérpopsana v review (He et al., 2010).
Trichotheceny jsou chemicky nejrozmaist skupinou mykotoxih. Jsou to tricyklické
seskviterpeny s bazickym 12,13-epoxy-9- trichothece. NejvyznamgSimi jsou T-2 toxin,
HT-2 a DON. 12,13-epoxy kruh je¢asti zodpowdny za jejich toxicitu, pokud je otéen tak
toxicita vyznamg klesne. Rozhodujici pro toxicitu je ale acetyl pazici C-4 a C-15
(Madhyastha et al., 1994).

Nekteré  studie  uvadi  moZnosti  transformace DON ¢smgmi  kulturami
mikroorganisni, ale je znamo jen &kolik produkii této degradace. Mezi nimi je to de-
epoxidovany DON a 3-keto-DON. Oba jsou raéoxické nez DON (Jard et al., 2011). Firma
Biomin ma zaregistrovany kmdgeubacterium sp. DSM 11798 (kmen BBSH 789), ktery je
souwdsti produktu Mycofix plus. Enzym je znam také jad®E — mycotoxin-degrading
enzyme. Jedna se o kmen schopny degradovat ZEN N ®&@ na principu de-epoxidace
(metabolit na Obr. 2), byl pré¢nizolovany, patentovan a publikovan Binderesn al.,

z kravskeho bachoru (Binder et al., 1997), je sehage-epoxidace trichothedeA i B, tedy
DON i T-2 toxin in vitro. Stejna aktivita byla pozorovana v prése tenkém sew
(Schatzmayr et al., 2006). AZ pajd byla tato aktivita identifikovana i u jinych
mikroorganisni, nag. Bacillus sp. LS100 a S 33 a dalSich izélatkureciho tenkého stva
(Li et al., 2011a; Young et al., 2007).
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U neacetylovanych trichothedendochazi tér¥ beze zbytku k de-epoxidaci, u
acetylovanych je to rozmagy$i. U HT-2 gevaZuje de-epoxidace, zato T-2 toxin a dalSi vice
acetylované trichotheceny majiepazujici deacetylaci jako hlavni detoxikéreakci (Young
et al., 2007). Yu et al. (Yu et al., 2010) nedayublikovali studii, kde popisuje izolaci 10
kmeni s de-epoxidéni aktivitou z ditbezich stev. Ty byly identifikovany metodu DGGE-
PCR a z#tazeny do 4 skupin mikroorganifmClostridiales sp., Anaerofilum sp.,Collinsella
sp. aBacillus spp. | rkteré dalSi mikroorganismy izolované idy jsou schopny kompletni
deacetylace na T-2 triol a nasledinT-2 tetraol, kdy jsou odstipnuty 4 hlavni acetyUz

meziprodukt T-2 triol ma aktivitu 20x nizSi nez Twkin. HT-2 toxin ma aktivitu také nizsi
nez T-2 toxin (tabulka v Obr. 2; Jard et al., 2011)

Latka RX

Acetyl T2 toxin (AT-2) 17,6

H,C Deoxynivalenol (DON) 57
HT-2 toxin 66,7

Nivalenol (NIV) 1,3

0 . Neosolaniol (NSL) 4,4

= i H 4-Hydroxy T2 toxin (T2-4ol) 43
OHZ . CHg s o—\ T2 toxin 2400

HO HsC o ) O 15-Acetyl deoxynivalenol (ADON) 13,3

Deoxynivalenol (DON) T-2 toxin RX, relativni aktivita trichothecend k T2 tetraol-

tetraacetatu, méfeno diskovou difuzni metodou na
S. cerevisiae

H3C

OH/:
HO
Nivalenol (NIV)

OH

OH
J

CH
J 3
HO HO

De-epoxy DON 3-keto-DON DON-3-O-glykosid

CHj,

Obr.
Obr. 2: Struktury nejbzn¢jSich trichothecein a tabulka hodnot jejich relativni toxicity proti

S cerevisae

3.2.5 Degradace fumonisint
Fumonisiny jsou strukturan podobné sfingolipi@im, inhibuji ceramidsyntasu a
interferuji tak se sfingolipidovym metabolismemflnonisini se toxicita z velkéasti odviji

od aminové skupiny a deaminace molekuly toxicitangmr snizi. Alfaproteobakterie rodu
Spinghopyxis sp. kmen MTA144 nebo i kvasinkxophiala spinifera nebo Rhinocladiella
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atrovirens maji karboxylesterasovou aktivitu, které vede Eigukeni obou trikarboxylovych
kyselin a transformuje tak RBna hydrolyzovanou formu — HRBtaké ozn&ovan jako
aminopentol AR, Duvick et al., 2005; Hartinger and Moll, 2011rdat al., 2011). Duvick et
al. (2003) patentoval systém degradace fumoiisikarboxylesterasou izolovanou
z mikroorganism vyskytujicich se na kukici a sekvenci usfne pouzil pro tvorbu
transgennich odd. Jedna se o stejny tym, ktery se podilel na abjsmechanismu
detoxikace ZEN. Produkt AP-1 jefgsto stéle toxicky, vzhledem Ekifpmnosti amino-
skupiny. Testy stanoveni ls&AP-1 na korySictArtemia salina ukazaly, Ze toxicita AP-1 je
priblizné 7x nizSi nez u FB teprve acetylace nebo o&®ni aminoskupiny vede k vyznamné
ztrag toxicity (Hartl and Humpf, 2000). &které mikroorganismy jsou vSak schopny tento
metabolit dale konvertovat préstnictvim aminotransferas n#dad na 2-oxo-12,16-
dimethyl-3,5,10, 14,15-icosanepentol hemiketal themiketal). Tato aminotransferasova
aktivita byla zjiséna napiklad u neidentifikovaného mikroorganismu ATCC 585bleinl et
al., 2011) nebo jizidve u plisg Exophiala spinifera (Blackwell et al., 1999). Produkty obou

enzymovych reakci jsou na Obr. 3.

HO OH OH OH
o) CHs
HsC
OH
CH; HO HC HO NH,
0 Aminopentol (AP1)
o)
0 OH OH
CHs
H,C
CH; O HC HO NH,
o] Fumonisin B1
OH CHs
HO
OH o)
o OH
o HsC
HO

CH; HO  CH; OH

2-OP1

Obr. 3: Fumonisin a produkty jeho mikrobialni degradace
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4 ZAVER

Cilem této studie byl komplexni pohled na eliminacykotoxini v krmivech, jeji
degradace mykotoxin Enzymové aktivity vedouci k detoxikaci mykotokitoyly zjiS€ny
v travicim traktu zuiat, ale i napp u pidnich mikroorganisiin nebo u napadenych rostlin.
Fyziologické a mikrobialni pochody v travicim traktzvicat mohou veést k eliminaci
mykotoxini a jsou mozna zodpés#né za rozdily v odolnosti jednotlivych diuhvici
skupinam mykotoxifi. Z&sadni roli ale budou v budoucnu hi@jm¢ enzymy exogenni které
budou zviatim podavany jako fidatné latky. V takovémifpac neni rozhodujici jpvod
enzymu, ale aktivita a technologické vlastnosteer&t geduki jeho vyuziti. Témy ale
neexistuji studie, které by senovaly reakcim &hto detoxikanich enzyni na necilové
molekuly, nap. ziviny.

V sektoru vyvazowv&i pro hospodiéska zviata je Zejmy posun ke komplexnim
pripravkim a rekteré z nich jiz obsahuji enzymy schopné detoxikag&otoxini. Neni vSak
zcela jednoznmé, nakolik tyto enzymygsobiin vivo za realnych podminek chovu. Valna
vétSina tchto aktivit je dobe popsanan vitro, ale jen malo studii potvrzuje jejiclidgnostin
Vivo.

Eliminace mykotoxifi v krmivech a snizeni jejich negativniho vlivu ndravi zviat
musi probihat a probih&a na¢h rovinach:

. Zabrargni plesnini, vyuziti konzervarit nebo kyselin, ipadré mechanicka eliminace
lokalizovatelnych loZisek plign

. Adsorpce v travicim traktu mikroorganiémns pouzitim adsorbeint

. Degradace prostdnictvim mikroorganisfn & jiz metodami adsorpce na hi¢nou
sttnu a jejich vylodeni ve vykalech nebo prastnictvim enzymatické mikrobialni
degradace.

K dobrému zdravotnimu stavu af a prevenci mykotoxik6z mohou dalerigpet

antioxidanty, ¥etnt BHT, BHA nebo diskutované fytochemikalie.

Pouziti vyvazovai ve vyziw hospodéskych zviat je perspektivni sén, jehoz smysl
stoupa sotasré stim, jak se Zsiuji normy pro obsah mykotoxin v krmivech pro
hospodéska zvfata. Existuje &kolik typa vyvazov#&u, zaloZzenych na jilovitych horninach,

aktivnim uhli nebo komplexech polysachéri@t’ jiz ve formeé sacharidovych frakci, Zivych
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nebo lyzovanych hikach), které jsou s@dasti kometnich produkii a je u nich o¥tena
acinnost proti zakladnim tyjpm mykotoxir.

Existujefada ditich publikaci, které potvrzuji vliv na vyvazovanykotoxini in vitro
neboin vivo, je vSak jen malo studii, které by srovnavaly neeiou dGinnost tchto produki
v jednotném modelu nebo experimentu, ifkdpd ve validovaném gastrointestinalnim
modelu. Nkolik takovych praci ale bylo publikovano a poskimoZnost srovnat vyhody a
nevyhody jednotlivych typ (Avantaggiato et al., 2004; Sabater-Vilar et2007). Ve ¥tSire
piipadi se studie shoduji v tom, Zeignost mineralnich ifpravki je vysoka proti AFB, je
ale nizka proti ostatnim mykotoxim, nagiklad DON (mezi 5-15 %), coz je€asto
v kontrastu s tvrzenim vyrobc(Sabater-Vilar et al., 2007). dihnost prostedki na bazi
S cerevisiae je vi¢ci DON a ZEN vySSi, i vice nez 60% v zavislosti nan&entraci
mykotoxinu (Sabater-Vilar et al., 2007). Mannanoligosacharidy a glukany jak z hub, tak i
ztas byly schopny DON vazat gidnosti gevysujici i 80 %, jak bylo ukazano na Caco-2
modelu (Cavret et al., 2009). Je moZné pozoroeattodklonu vyrobi od ¢istych jilovitych
hornin a snaha vyvijet komplexni produkty na bass jili s glukany. Je pt¢ba vyvinout a
validovat jednotny model, ktery bude schopen ¢asi s &innosti \aci jednotlivym

mykotoxinim owfit i jejich vliv na dostupnost esencialnich zivin.
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Transformation of mycotoxins by intestinal microorganisms

Rada Vojtéch, Havlik Jaroslav

The aim of this study was a comprehensive viewhefdlimination of mycotoxins in animal
feed, mainly with microbial enzymes which are cdpab biologicaly degrade mycotoxins.
Enzyme activities leading to the detoxificatiomaycotoxins were found in the digestive tract
of animals, but also in micro-organisms in soil iorinfected plants. Physiological and
microbial processes in the digestive tract of ammaay lead to the elimination of
mycotoxins and are perhaps responsible for therdifices in the resistance of each species to
certain groups of mycotoxins. Crucial role in fiaieure but will probably play exogenous
enzymes that are administered to animals as foddie&s. In this case the origin of the
enzyme is not critical, but the activity and teclogacal properties, which will determine its
use. But almost no studies that describe the macof detoxification enzymes to non-target
molecules, such as nutrients were reported.

The sector mycotoxins adsorbents for livestockpigaaently shift to complex products and
some of them already contain enzymes capable txifieimycotoxins. But it is not entirely
clear how these enzymes acttvivo under real farming conditions. The vast majorityrese
activities is well documentei vitro, but only a few studies confirming their efficaeyvivo.
Elimination of mycotoxins in feed and reduce thedgative impact on animal health must be
carried out at three levels:
» To prevent mold, the use of preservatives orsgoidt mechanical elimination of moldy
focuses from feed.

* Adsorption of microorganisms in the digestive ctra using adsorbents

» Degradation by microorganisms, both methods ebgation to the cell wall and elimination
in faeces via enzymatic or microbial degradation.
The good health of animals and prevention mycotwsés can also contribute antioxidants,

including BHT, BHA or discussed phytochemicals.
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