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AND METHODS OF ITSDECONTAMINATION

Summary

Ochratoxin A is a high toxigenic secondary metabadif fungi and was claimed as a cancerogen cl&sby2the IARC (In-
ternational Agency for Research on Cancer). Ochiist\ is responsible for cancer disease in aninzald probably is
cancerogenic to human. Toxic for animals metabeteduced by fungi often contaminate food and.féedording to the
“from field to fork” strategy it is necessary to ol the level of contamination also in fodderidthighly probable that
basic feed for cattle such as meadow sward, grasgssélages prepared with these sources, can beaaunated with my-
cotoxigenic moulds including OTA-producing straiRer many years there have been carried out redess®n lowering
contamination with toxigenic fungi in food and feémdinactivating mould’s growth or production ofhwatoxin A. Many
physical, chemical and microbiological attempts evenade to eliminate the toxin from these produets.the reason of
lack of an appropriate plant’s protection againsbuids, the promising could be the method of miaiolgical decontami-
nation in biotechnological processes, especialljirdulactic acid fermentation. Nowadays an impottaase to solve is to
evaluate the ability of lactic acid bacteria startltures to eliminate the content of ochratoxiduxing forage’s fermenta-
tion in manufacturing conditions.

OCENA SKAZENIA PASZ OCH RATOKSYNA Al METODY ICH DEKONTAMINACJI
Streszczenie

Ochratoksyna A jest wysoko toksycznym metabolitergodzedowym grzybow stepkowych, zakwalifikowanym przez
IARC (International Agency for Research on Candhr)kategorii 2 B czynnikéw kancerogennych, powgdigh nowo-
twory u zwierat i prawdopodobnie u ludzi. Toksyczne dla zwieraetabolity grzybow pfaiowych stanowi czste zanie-
czyszczenia paszzywnaici. Zapewnienie bezpieamtwa zywnaici ,0d pola do stotu” wymaga bezwzginego ohjcia
urzedowg kontrolg srodkéwzywienia zwiergt. Pasze olgtosciowe jak rui lgkowa, trawy i sporadzone z nich kiszonki, kto-
re stanowq podstawow pasz dla bydta, g czsto skaone pléniami toksynotwdrczymi, w tym produkeymi ochratoksy-
ne A. Od wielu lat prowadzone $adania nad mgdiwosciami ograniczenia zanieczyszczetyanaici i pasz mikotoksyna-
mi, zarbwno na drodze hamowania wzrostu grzyboémeduykcji mikotoksyn, jak i poprzez eliminatpksyn na drodze che-
micznej, fizycznej i mikrobiologicznej. Ze vweryl na brak odpowiednich metod zabezpieczaniinrprzed inwaz plesni,

w sprzyjagcych warunkach klimatycznych, corazkgize zainteresowanie budziAiiwos¢ hamowania ich rozwoju przez
wybrane mikroorganizmy w procesach biotechnologickina szczegdlnie w procesie fermentacji mlekoweajnym obec-
nie problemem do rozyzania jest ocena dziatania kultur starterowych leaikfermentacji mlekowej na ohignie zawar-
tosci ochratoksyny A, w czasie kiszenia pasztofgiowych w warunkach produkcyjnych.

1. Wprowadzenie

. . . Q\jiw O OH O
Grzyby strzpkowe g mikroorganizmami bardzo ezto
powodujcymi psucie @ produktéw zywnosciowych oraz N
pasz ohjtosciowych [1]. Wiele gatunkéw pai jest take H .
zdolnych do produkcji toksycznych dla cziowiekawierzat “ry
metabolitbw drugordowych zwanych mikotoksynami [2], cl

ktérych obecn& w paszach jest powaym zagraeniem dla

bezpieczastwa zywnasci [3]. Wedtug danych FAO z 2001 Rys. 1. Struktura chemiczna ochratoksyny A
roku prawie 25 %swiatowej produkcji pasz tywnaici jest  Fig. 1. Chemical structure of ochratoxin A
zanieczyszczona mikotoksynami [4]adstcoraz czsciej ich
obecné¢ jest uznawana za istotny wskik jakoici pasz i Obok szkodliwego wptywu na zdrowie zwiet ludzi
zywnasci [5-6]. skazenie pasz toksynami grzybéw sfpkowych prowadzi
Ochratoksyna A uznana zostata za napigisz mikotok-  do powanych strat ekonomicznych. Zgodnie z opilfio-
syre stwierdzon w surowcach rdinnych w Polsce, w tym  misji Codex Alimentarius z 2003 roku catkowite umidcie
przede wszystkim we wszystkich ziach [7-8]. OTA jest spgycia ochratoksyny A jest niemtiwe, ale wiele wysit-
peptydem aminokwasa-fenyloalaniny, paiczonym wiza-  ku wkiada st w poszukiwanie nowych metod maeych na
niem peptydowym poprzez grgpminov z pochoda kuma-  celu odkaenie zanieczyszczonych produktow [4, 14-
ryny [7] (rys. 1). Mikotoksyna ta stanowi najéziej izolowa-  Poza metodami fizycznymi i chemicznymi wet zainte-
ny w praktyce zwizek z grupy ochratoksyn. Obok OTA rzad- resowania pojawiajsic metody biologiczne, w tym w spo-
ko wykrywana jako naturalne zanieczyszczemenosci jest  sob szczegélny skupiagsiwag: na maliwosci dekonta-

mniej toksyczna ochratoksyna B. Inne rodzaje ooksyh nie  minacji skaonych pasz przez bakterie fermentacji mleko-
wystgpuja w naturalnych produktach [9-10]. wej [15].
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Komitet Naukowy dsSrodkéw Spaywczych (SCF) Unii Eu-
ropejskiej w swej opinii wyrsonej dnia 17 wrzaia 1998 ro-
ku na temat ochratoksyny A wnioskowad OTA jest miko-
toksyry 0 wiaciwosciach rakotwdrczych, nefrotoksycznych,
teratogennych, immunotoksycznych i prawdopodobaig- r

Problem kontaminacji pasz ebpsciowych ochratoksy-
na A jest szczegolnie istotny z punktu widzenia gespo
darstw rolnych, w ktérych zielonki, kiszonki lubagsa sta-
nowia podstaw zywienia przeuwaczy [6, 10, 17].

Towarzyszacy fermentacji cukrow w procesie kiszenia

niez neurotoksycznych. OTA zostata zaklasyfikowana przepasz spadek pH, ogranicza wzrost drobnoustrojéponie

IARC (The International Agency for Research on @anjako
kancerogen klasy 2B [16]. Sigod zwierat gospodarskich
najbardziej wraliwe na ochratoksynA sa $winie i dréb [17],
u czlowieka OTA powoduje jednostkchorobow zwary
.Batkanska Endemicza Nefropaty” [12].

2. Skazenie mikologiczne oraz wystegpowanie ochratok-
syny A w paszach obj etosciowych

Grzyby pléniowe z rodzajuAspergillus oraz Penicil-
lium w korzystnych warunkach agjaja mozliwosé nie-
ograniczonego rozwoju, co m® prowadzt do produkciji
dwzych ilosci toksyn i ich koncentracji w skanej paszy
[15]. Obecnéc¢ tej mikotoksyny w misie jest skutkiem
tzw. efektu carry-over zwranego ze skarmianiem zwigtz
rzeznych oraz drobiu pagzskazona OTA, ktéra podlega
kumulacji w organizmie zwiest, wiaze sk z biatkami krwi
i przedostaje sido mksa [18-20]. Mikotoksyna ta kumulu-
je sk przede wszystkim w nerkach,atnobie, mesniach
i tkance tluszczowejwin oraz drobiu skarmianych skan
pasa [19]. Uwaza sk, ze okolo 5-10% OTA spgywanej
przez ludzi pochodzi z rBa wieprzowego [20-21]. Miko-
toksyna ta jest rzadko spotykana wesi wotowym ze
wzgledu na mikrofloe zwacza [19]. Ral ochratoksyny A
w tancuchu pokarmowym ilustruje rys. 2.

Na skaenie mikologiczne natane & przede wszyst-
kim pasze zanieczyszczone odpadami komunalnynni-ro
czymi np. gnojowig. Wigkszym skaeniem mikologicz-
nym oraz zawarteia OTA cechuje si czsto ruh takowa 2z
gospodarstw ekologicznych w poréwnaniu z gospoda
stwami konwencjonalnymi, na co a®mi& wpltyw sposob
nawaenia uytkéw zielonych [10, 15].

Rozwd) plesm z rodzaju
Aspergillus1 Penicillivon

FProdukeja OTA przez
pleénie obecne

w sirowen roslinym
lub skazone) paszy

Efekt carry —over
lnmulacja OTA
w tkankach zwierzecych

Efekt carry —over:
kumulagja OTA
w tkankach Indzkich
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Rys. 2. Rola ochratoksyny A wieuchuzywieniowym
Fig. 2. The role of ochratoxin A in food chain
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danych takich jak dealze i plesnie [22]. Kiszonki stanovi
jednak matrye, w ktorej rozwdj pléni moze nasipi¢ na-
wet w ostatnich dniach terminu przydatciodo spaycia
przez zwiergta [23]. Praktyka rolnicza pokazujpse wzrost
grzybéw strzpkowych mae by wynikiem zbyt stabego
ubicia masy kiszonej, nieszczelnego przykryciassiléub
uszkodzenia folii, a tale niewtdciwej powierzchni wybie-
rania kiszonki. Drobnoustroje mg@gozwija sie na po-
wierzchni i we wetrzu siloséw lub balotéw [20, 24]. Roz-
woj plesni w kiszonkach me skutkowa produkcy tok-
sycznych metabolitow, co jest szczegblnie istotné&on-
tekscie faktu, # kiszonki stanova podstawowy rodzaj pa-
Sszy wzywieniu przeuwaczy [23, 25].

Wedlug danych literaturowych w paszach etdcio-
wych spotyka s od kilku milionow do kilku tysicy za-
rodnikéw pléni w 1 g paszy. Podajeesize liczba zarodni-
kéw grzybéw pléniowych mae waha sic od < 16 j.t.k./g
do > 10 j.t.k./g [20]. Analiza mikrobiologiczna zielonek i
kiszonek z upraw nawonych gnojowig przeprowadzona
przez Kluczka i Kurtyk wykazata obecni@ plesni w ilosci
od 3,55x 10* do 1,60x 10° j.t.k./g w zielonkach oraz od
2,15x 107 do 2,72x 10° j.t.k/g w sianokiszonkach i kiszon-
kach z traw Ill pokosu [15]. Amigot i in. analizolivd47
prébek kiszonek i ocenili kukurydjako najbardziej zanie-
czyszczon grzybami strgpkowymi (25,6% probek zawie-
rato wiecej niz 10° j.t.k./cn?), za najmniej sorgo ze wzef
du na obecnd tanin (16,4%) [24].

Badania mikroflory kiszonek wykonanych z kukurydzy

Wwykazaty, ze do najczsciej spotykanych gatunkéw poten-

cjalnie toksynotwdrczych pdai nalea Arthrinium phae-
ospermum; Aspergillusp, Byssochlamysp; Fusarium
sp, Monascus ruber; Penicilliunsp. Plesnie z rodzaju
AspergillusorazPenicilliumwyizolowano take z polskich
kiszonek z kukurydzy, lucerny,ziyta. Istnieje ograniczona
liczba doniesi# na temat ochratoksynotwérczej mikroflory
kiszonek spormzonych z runigkowej, ktén mog stano-
wi¢ plesnie z rodzajow:Aspergillusi Penicillium [15, 26]

i powaznie zagraat skazeniem mikotoksynami produko-
wanymi w warunkach klimatu umiarkowanego, charakter
stycznego dla Polski [27].

Jak wykazaty badania ostatnich lat, OTA wpsie w
znikomych ilgciach we wszystkich rodzajach pasz wilgot-
nych i suchych [20]. Doniesienia naukowe mgwizanie-
czyszczeniu ochratoksynA polskich mieszanek paszo-
wych orazsruty zbaowej. O aktualnéci problemu skze-
nia toksykologicznego polskich paswiadcz wyniki ba-
dan przeprowadzonych w latach 2002 — 2004, gdzie da 82
prébki mieszanek paszowych stwierdzono ob&Er@TA
w 747 analizowanych prébkach [15, 28]. Ocena pomiom
zanieczyszczenia pasz i materiatdw paszowych omksgat
na A przeprowadzona w Polsce w latach 2005-2007 wyka-
zala prawie dwukrotny wzrost liczby skaych probek
w latach 2006-2007 w stosunku do roku witeejszego,
ktory wyniost w 2005 roku 22%. Mikotoksynwykrywano
w przedziale zawarteoi od 0,12 do 47,50 ppb [29].

Istnieje niewiele doniestenaukowych na temat stopnia
skazenia OTA kiszonek wykonanych z runkbwej. Bada-
nia prowadzone w Instytucie Biotechnologii Przemyst

,Journal of Research and Applications in Agricultural Engineering” 2010, Vol. 55(3)



Rolno — Spaywczego wykazaty skeenie OTA runi dko-
wej pochodzcej z gospodarstw ekologicznych w it
srednio 7,2 ppb w suchej masie [10]. Nawetm®jesienne
pokosy traw zawierajOTA, ktora ulega pewnej biodegra-
dacji na etapie produkcji sianokiszonek [20].

4. Biologiczne metody hamowania rozwoju mikroflory
plesni w paszach fer mentowanych

Nowoczesne pod@jie hamowania rozwoju mikroflory
plesni w paszach obejmuje wykorzystanie naturalnych

Podobne niemieckie badania monitoringowe (prowazdolndci mikroorganizméw do antagonistycznego oddzia-

dzone w latach 1996 — 1999) zbidproduktdéw zbaowych

tywania pomédzy sol, a w szczegdlnei zwraca si uwa-

(m.in. pszenicy, kukurydzyzyta i owsa) wykazaly obec- ge na r@norodne gatunki LAB [Schillinger i Varela Villar-
nos¢ OTA w skzeniu powyej 3 ppm w 1,4 % z 2374 pr6- real 2010]. Bakterie fermentacji mlekowej produkligzne
bek zbd [19]. Wsrdd francuskich probek kiszonek zidenty- zwiazki o aktywndci bakteriobdjczej oraz hanuge wzrost
fikowano obecn& OTA w niskiej koncentracji od 1,5 do 5 m.in. grzybéw z rodzajMonilia, Aspergillus, Penicillium
ppb, coswiadczy o maliwosci naraenia zwierat gospo- i Fusarium[1]. Wytwarzanie skladnikéw o charakterze an-
darskich na systematyczne przyjmowanie matych dawejek tyfungistatycznym zaley od fazy wzrostu, w jakiej znajdu-

toksyny [25, 30].

Wedtug FAO/WHO dopuszczalny poziom bezpieczne

go dziennego spgycia (TDI — ang.tolerable daily intakg
ochratoksyny A zzywnoscia dla cztowieka wynosi do
5 ng/kg masy ciata (5 ppt) [9, 18]. Maksymalne dsgpu
czalne szenia OTA w paszachadrudne do oszacowania,
co wynika z niejednoznacznych w interpretacji wyivik

bada oraz probleméw w ujednoliceniu standardéw na ryn

ku towarow w handlu mibzynarodowym [12]. W Europie
dziata co najmniej kilka rtnych organizacji odpowiedzial-
nych za szacowanie ryzyka zwanego z wygpowaniem
OTA [3]. Nadal brak jest jednak jakichkolwiek urdéguwan
UE dotycacych zawartéci OTA w paszach. Sgood kra-
jéw europejskich w Danii wprowadzono przepisy dlae
jace dopuszczalny poziom OTA w ¢sie. Istnieje tam

obowiazek dyskwalifikowania tuszek wieprzowych, w ner-

kach ktérych ta mikotoksyna znajduje sninimum na po-
ziomie 25 ppb oraz podrobéw dla tuszek z zawario
OTA na poziomie 10 ppb [9].

3. Ograniczenie stopnia skazenia mikologicznego

Obecne trendy i wymagania stawiane przez produce

téw zywnosci i konsumentéw sprawiaj ze istnieje ko-
nieczng¢ stalego podnoszenia jakbd pasz izywnosci,
takze w odniesieniu do toksycznych metabolitow grzybé
strzzpkowych [24]. Kontaminagj pasz mana ogranicz§
juz na etapie produkcji polowej, gédyskaenie zywnaosci

i pasz mikotoksynami jest konsekwepcpzwoju pléni na
surowcach réinnych [15]. Due znaczenie przywiuje sg
do r&norodnych strategii prowadzonych zaréwno prze
zasiewem, w trakcie wzrostustim oraz podczas zbiorow
[31]. W przypadku ochratoksyny A, typowej mikotoksgy
przechowalniczej, niezidna jest take prawidtowa techni-
ka przygotowania paszy, jej konserwacja i magazyroev
[13]. Rekomendowanea sstosowanie Dobrej Praktyki Rol-
niczej (GAP) oraz Dobrej Praktyki Produkcyjnej (GMP
a take wprowadzanie Systemu HACCP (Analizy Zagfo
w Krytycznych Punktach Kontroli) w gospodarstwac r
nych [32].

Do metod utrwalaniaywnaosci i pasz, a tym samym za-
pobiegania skaeniu toksykologicznemu nalge suszenie,

W

ja sie komérki szczepdéw LAB i jest najwgza w logaryt-
micznej fazie wzrostu [35], a ta& od temperatury, podto-
za, sktadnikow oglywczych i pH [36]. Wedlug Magnusson
i in. istniep trzy mechanizmy, ktére ttumagprzeciwdrob-
noustrojow aktywna¢ szczepéw LAB: produkcja kwaséw
organicznych, wspéizawodnictwo o substancjeyedze
oraz synteza antagonistycznych gziéw [36].

Heterofermentatywne oraz wezdhie heterofermenta-
tywne gatunki bakterii fermentacji mlekowej prodijiku
obok kwasu mlekowego ta& inne lotne kwasy organiczne
jak kwas octowy, mréwkowy, propionowy i inne. Kwas
mlekowy jest podstawowym metabolitem omawianej grupy
bakterii, ktéry w decydugy sposob wptywa na obi@nie
wartasci pH. Plégnie i drazdze mog rozwijat sie nawet do
pH o wartdci odpowiednio 2 i 2,5; cikobardzo die st-
zenie wolnych jonéw wodorowych me ograniczé wzrost
wielu gatunkéw m.in. przez denaturaeinzymoéw. Ponadto
forma niezdysocjowana kwasu mlekowego dziata gilnie
Z uwagi na fatwiejsz dyfuzje do wrgtrza komorki na dro-
dze transportu pasywnego. W cytoplazmie kwas migkow
ulega dysocjacji i zakwaszaodowisko wrtrza komorki,
powodupc wzrost cdnienia osmotycznego. W komorce do-
r(]:_hodzi do zniszczenia gradientu elektrochemiczmagto-
néw, co prowadzi démierci komérki [1, 37]. Kwas octo-
wy i kwas propionowy réwnie wptywaja na utra¢ poten-
cjatu elektrochemicznego przez béokomdrkove grzybéw
strzzpkowych. Kwas propionowy redukuje wzrost {le
przede wszystkim w nszym stzeniu oraz przy riszych
wartadsciach pH i uszkadza blergrzybéw przy pH portikej
4,5. Oba kwasy hamwjwchtanianie aminokwasow przez
c!<0m(’)rki grzybow strgpkowych. [1, 38]. Wiéciwosci
grzybobdjcze w stosunku do kilku gatunkéw dpliew tym
Aspergillus nigew stzeniach rzdu mg/cni posiada take
kwas 4-hydroksyfenylomlekowy produkowany przez
L. plantarum21B i MILAB 393 L. corynifromis Si3, Pe-
diococcus pentosaceus. sakeil, 39-40].

Bakterie fermentacji mlekowej natedo grupy mikroor-
ganizmow katalazo-ujemnych, a zatem w trakcie izhostu
nadtlenek wodoru kumulujeesiv znacznych iléciach wsro-
dowisku i powoduje destrukgjstruktury biatek komorko-
wych. Wykazano tate, ze reuteryna (mieszanina monome-
rycznych oraz cyklicznych dimeréw 3-HPA - aldehy8u
hydroksypropionowego) hamuje wzrost grzybéw z rpdza

mrozenie, przechowywanie w warunkach chtodniczych lubCandida, Torulopsis, Saccharomyces, Aspergititez Fusa-

w atmosferze zmodyfikowanej, traktowanie engigeplm
oraz inne metody fizyczne [1]. Wzrost grzyBaochraceus

rium [41].
Wiekszai¢ metabolitbw szczepédw LAB pochodzenia

hamuje take dawka promieniowania X od 2 do 5 kGy, alebiatkowego o aktywnéi przeciwdrobnoustrojobdjczej to

zastosowanie tej metody do dekontaminagjvnosci i pasz
jest watpliwe [32]. Istnieje take grupa metod chemicznych,
ktére wykorzystuj réznorodne konserwanty, ograniczeg
lub hamugce rozwdj pléni [33].
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bakteriocyny. Nie ma jednoznacznych dowoddéviadcz-
cych o tym,ze bakteriocyny hamujtakze wzrost pléni.
Istnieje jednak kilka doniesienaukowych na temat pepty-
déw o aktywnéci antyfungistatycznej produkowanych
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przez bakterie fermentacji mlekowej. Autorzy Gousam
i Bullerman [42-43], pracaf nad antypléiowymi wia-

czek sodowy) rozkladajochratoksya A tylko od 60 do 71
%. Dodatek tych zwizkéw do paszy ma jednak wptyaé

sciwosciami popularnego biopreparatu do kiszenia pasajjemnie na zwierga monogastryczne, a &@ naswinie i

odkryli niskocasteczkowe peptydy (0 masie pogi

1 kDa) syntezowane przdz casei subsp. pseudoplanta-
rum. Znane g takze inne tego typu peptydy m.in. harpey
wzrost wielu gatunkéw péai i drozdzy produkowany
przez szczep SiB. coryniformissubspcoryniformis[1].

dréb [46].

Do metod eliminacji naley takze usuwanie mikotoksyn
ze skaonych pasz za pomaarganicznych lub nieorga-
nicznych adsorbentéw (detoksykantow), ktére poprzez
swoje fizyczne i chemiczne wdeiwosci powinny whzat

Odkryte kwasy 3-hydroksyttuszczowe produkowane przemikotoksyny w paszy oraz w warunkagtodowiska prze-

szczep.actobacillus plantarunMiLAB 14 wplywaja nega-
tywnie na rozwdj komorek niektérych gatunkéw grzyho
Nadal istniej jednak sprzeczne dane dotyoe korelacii
pomigdzy diugacia tancucha wglowodorowego w kwa-
sach a efektywnigia ich dziatania. Minimalne stenie
hamupce (MIC) dla hydroksylowanej formy kwaséw tlusz-
czowych wynosi od 10 do 1Q@g/cn?, co odpowiada st
zeniom popularnych lekéw przeciwgrzybicznych [44}-C
kliczne peptydy zbudowane gtéwnie z proliny i fergla-
niny, glicyny i L-leucyny, a take mewalonolakton hamuj
rozwoj plesni w sezeniach rzdu mg/crd, a ich antyfungi-
statczyne wigciwosci ;3 stabsze ri wspomnianych kwa-
séw tluszczowych [1, 40].

Warto podkréli¢, ze hamowanie wzrostu glel w wielu
badaniach modelowych wskazupa zl@ona interakcg
pomiedzy wieloma metabolitami bakterii fermentacji mle-
kowej, w tym tymi nadal niepoznanymi, co stwarzaa#c
nowe wyzwania dla badaczy poruszsich & tematyk
i budzi wcaz nowe maliwosci aplikacji tej grupy drobno-
ustrojow [1, 34].

5. Metody dekontaminacji ochratoksyny A

W momencie pojawienia eiktopotdw zdrowotnych
zwierzt, bedacych efektem dziatania mikotoksyn, pierw-
szym zabiegiem dokonywanym przez hodevyest odsta-
wienie skaonej paszy i zagpienie jej inm, wolmg od za-
nieczyszczé. Ze wzgkdu na straty ekonomiczne skaa
pasza nie jest utylizowana, ale podejmujesibby jej de-
toksykacji, ktérej celem jest zniszczenie, modyfikalub
ekstrakcja mikotoksyny. [14, 17, 33]. Metody usuigan
OTA ze skaonego materiatlu obejmujte fizyczne, che-
miczne oraz biologiczne, z czego jedynie niektéaedniai
dzisiejszy rekomendujeesdo stosowania nie tylko na skal
laboratoryjr, ale take dla praktycznej aplikacji w warun-
kach produkcyjnych [45].

Metody detoksykacji skanej paszy klasyfikuje size

wodu pokarmowego. Natg jednak podkrdi¢, ze ich sto-
sowanie nie jest jak dgd dozwolone na terenie Unii Euro-
pejskiej [16; 32]. Do znanych adsorbentéw zaliczassb-
stancje o wiéciwosciach sorpcyjnych jak glinokrzemiany,
tlenek glinu, zeolit, kaolin, bentonit i inne. Adbaja one
mikotoksyny w porach struktury krzemianéw [33]. et
tych nie uwaa sk za wystarczago skuteczne w odniesie-
niu do ochratoksyny [17, 47], cbav badaniachzywienio-
wych drobiu wykazano pozytywny efekt preparatow Bhyc
fin® oraz SorbiX (ktérego gtéwny sktadnik stanoavigli-
nokrzemianach) na obmnie szkodliwego wplywu OTA
[48-49]. Istnieja jednak obawyze dodatki te mogwywie-
ra¢ negatywny efekt na biodeginas¢ mineratow, a ponie-
waz map one take zdoInd¢ do wizania wody, tym sa-
mym blokup przyswajalné¢ czgéci witamin rozpuszczal-
nych w wodzie. [50]. Istotn redukcg zawartédci OTA
w krwi i tkankachswin zaobserwowano, stoagj wegiel
aktywowany. Brak takich rezultatbw odnotowano w do-
$wiadczeniach z zastosowaniem glinokrzemianéw, bento
tu czy komorek dradzy [47].

Ostatnie doniesienia naukowe wskazof duy poten-
cjat wiazania mikotoksyn przez frakcje D-glukanow komo-
rek drazdzy za pomog wiazan wodorowych oraz sit van
der Waals’a [50]. Nowoczesne pogs¢ badaczy obejmuje
poszukiwanie substancji pochodnych pod wdgm struk-
tury do OTA lub o wysokim powinowactwie do biatel-s
rowicy krwi, ktére mog wypiera OTA z pohczeh z prote-
inami i przyspiesza jej eliminacg [16]. Sugeruje si ze
aspartam mge ograniczé toksyczné¢ OTA poprzez me-
chanizm kompetycyjny, bowiem jego struktura jedizb
na do rodziny tej grupy mikotoksyn [12]. Istniefakze
préby identyfikacji zwaizkdw chemicznych, ktdre hamuj
syntez; OTA przez plénie i wystpuja naturalnie w przy-
prawach. Znaneaswitasciwosci antyfungistatyczne pipery-
ny izolowanej z pieprzu czarnegBifer nige) oraz piper-
longuminy zP. longum, sezaminy i kurkuminy, ktore to
zwiazki hamujp takze biosyntez OTA przez szczepy.

wzgledu na mechanizm dziatania na metody fizyczne, chealliaceusi A. sclerotiumoraz oregano, rgiy, bazylii, szat-

miczne oraz biologiczne. ldealny sposéb dekontagjina
mikotoksyny powinien cechowasie prostof, by¢ ekono-
micznie uzasadniony, nie wptywana jak@¢ oraz bezpie-
czeastwo spaycia paszy przez zwiegta [31]

Spos6b dekontaminacji pasz zaleod rodzaju paszy,
grzybow pléniowych obecnych w skanym materiale, ich
rozprzestrzeniania gi warunkdw wzrostu i rozwoju, a tak-
ze od wytwarzanych toksycznych produktow ich metabol

wii i kolendry [32, 51]. Do nowych intensywnie bagah
strategii nalea takze stosowanie antyoksydantéw m.in.
kwasu wanilinowego oraz 4-hydroksybenzoesowegaka t
ze olejkéw eterycznych z gatunkéwslio Thymus vulgaris
oraz Aframomum danielliPrébuje s} takze stosowéa do-
datki antyoksydantow, ktérych celem jest clemie nega-
tywnego efektu powodowanego przez OTA [31].

Istniep programy genetyczno-hodowlane g na ce-

zmu [15]. Stosunkowo skutecznym sposobem zmniejgzanlu wytworzenie nowych odmian o mniejszej podatma

zawartgci OTA w zbawu jest obrébka termiczna, granulo-
wanie oraz jego przeréb technologiczny. Amézqueita i
[14] opracowali prost metod: dekontaminacji zanieczysz-
czonych tupin kokosowych polegaj na ekstrakcji OTA

porazenie grzybami stepkowymi. Poszukuje i form
opornych w bankach genéw, ale problem stanowi wprow
dzenie nowej cechy do genetycznego tta odmiangkdap
wysokie plony i cechujsie duza wartdcia technologicza.

weglanem potasu, ktdrproponuj jako potencjalnie sku- Wspoiczesna itynieria genetyczna dysponuje co najmniej
teczm réwniez dla zbé [33]. Przy niskich dawkach toksy- kilkoma maliwosciami modyfikacji genetycznych, ktore
ny mazliwa jest jej cazsciowa eliminacja poprzez suszenie mog prowadzé do zwkkszonej produkcji biatek o wia-
[17]. Bardzo silne zwizki chemiczne (mocznik i dwusiar- $ciwosciach antyfungistatycznych oraz wzmacniania wia-
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snych mechanizméw obronnychslia lub hamowania syn-
tezy enzymow grzybéw stgpkowych odpowiedzialnych za
produkcg mikotoksyn [5, 31].

Prostym przyktadem biologicznej metody atamia
ochratoksyny A w paszy jest jej wymieszanie z matem
nieskaonym. Takie pogpowanie nie ogranicza jednak ry-
zyka ponownego rozwoju grzybéw sipkowych i produk-
cji przez nie mikotoksyn, dlatego w najnowszych odeich
biologicznych wykorzystuje sinaturalne zdolnii mikro-
organizméw do dekontaminacji paszyivnosci [17].

6. Biologiczne metody obnizania stezenia OTA

6.1. Dekontaminacja ochratoksyny A w paszach przez
bakterie fermentacji mlekowej

Ogodlnie wiadomogze wyselekcjonowane szczepy LAB
oraz fermentowane produkzywnosciowe wykazuy efekty
antymutagenne w stosunku do metalgzkich (kadm,
otéw), amin aromatycznych, policyklicznycheglowodo-
row aromatycznych i cyjanotoksyn, a tak mikotoksyn
[4, 52-54]. Jelitowe oraz izolowane Zeodowisk rglin-
nych szczepy LAB g w stanie eliminowé takie mikotok-
syny jak: ochratoksynA, patulirg, aflatoksyny oraz toksy-
ny fuzaryjne jak deoksyniwalenol, zearalenon i fuiagny
B, i B, [4, 53, 55-57].

Wiekszai¢ doniesié@ naukowych dotyczy zdolsoi do
eliminacji aflatoksyn przez mikroorganizmy. Tylkéelicz-
ne doniesienia naukowe trakfugagadnienia mikrobiolo-
gicznej degradacji ochratoksyny A.$w#d drobnoustrojéw
zdolnych do eliminacji OTA g wybrane szczepy LAB z
rodzajulLactobacillus (. in. L. salivarius, L. delbrueckii,
L. acidophilus, L. helvetius, L. casei, L. lactis gubactis,
L. plantarum, L. sanfranciscensis, L. brevi&. rhamno-
su9. Wigkszas¢ z nich obnta zawarté¢ ochratoksyny A
tylko o okoto kilkandcie procent. Wyjtkiem s szczepy,
ktére powoduyj spadek OTA wsrodowisku o ponad 50%
[36, 58].

Znaczna wikszas¢ szczepow LAB zdolnych do elimi-
nacji OTA jest take niewraliwa na obecn& OTA
w badanym przedzialeegen mikotoksyny od 5 ppb do 500
ppb. Jednak szczepy, ktére ceehsk ta samy wrazliwo-
$cia w stosunku do mikotoksyny, m@gnacznie réni¢ sie
stopniem jej degradacji wodowisku [8, 46, 58]. Prowa-
dzone g réznorodne badania w kierunku oklenia opty-

nizania s¢zenia OTA przez bakterie fermentacji mlekowej:
transformacja metaboliczna oraz adsorpcjasciany ko-
mérkowej [8, 58].

Wykazano,ze zaréwno martwe jak kywe komorki
szczepOwLactobacillus rhamnosussG i LC-705 ma
zdolnai¢ do wigzania OTA, co sugeruje mechaniznara-
nia toksyny do elementé¥ciany komérkowej. Dodatkowo
ci sami autorzy podaj ze zauwayli istotne r@nice w eli-
minacji OTA przezzywe komoérki szczepéw LAB oraz
komorki traktowane kwasem i poddawane dziataniuowys
kiej temperatury [52]. Mateo i in. podapdmienne rezulta-
ty, dowodac, ze w przypadku komoérekenococcus oeni
nie obserwuje sikorelacji pom¢dzy zywotndécia a wiaza-
niem mikotoksyny przez komorki bakterii, chavskazuy
na szczepozataos¢ badanej cechy [45].

Wedlug Gwiazdowskiej i in. komorki inaktywowane
termiczne byly zdolne do efektywniejszej eliminagksyn
fuzaryjnych, co sugerowatée usuwanie niwalenolu, deok-
syniwalenolu oraz zearalenonu odbywatsize na drodze
adsorpcji do powierzchni komérek [4, 13]. Wysokenpe-
ratura prowadzi do denaturacji biatek, powstawgncduk-
tow reakcji Maillarda oraz do generowania porowtmls
turze sciany komorkowej Srodowisko kwane mae skut-
kowat uwalnianiem monomerdéw z biatek i polisacharydow,
a rozpad wizan glikozydowych prowadzi do powstania
aldehydéw. Oba te procesy skutkuwickszaniem liczby
miejsc whzacych OTA, sid mazliwe jest skuteczniejsze
wigzanie mikotoksyn przez komorki inaktywowane ter-
micznie [61, 62].

Mechanizm adsorpcji ochratoksyny A przez elementy
sciany komodrkowej bakterii fermentacji mlekowej jesdj-
prawdopodobniej podobny do tego obserwowanego adro
Z rodzajuSaccharomyceigpolega na tworzeniu wian wodo-
rowych oraz sit van der Waals'a [50]. W procesiezania
bierze udziat warstwa peptydoglikanu oraz polisaai@w,
ale nie wyklucza sitakze udzialu pewnych bialedciany ko-
mérkowej. Sita wizania pomidzy OTA a elementami komé-
rek szczepOw LAB jest dé staba i w wyniku jednego ptuka-
nia biomasy bakteryjnej odpowiednim buforemzmep tatwo
odzyska& od 31,50 do 55,28% toksyny. Pozostales€zz-
steczek jest jednak zagiana silniej i ich odzyskanie jest nie-
mazliwe [59]. Ponadto proces eliminacji OTA przez squyz
bakterii fermentacji mlekowej zé&odowiska jest cgciowo
odwracalny [8, 16, 45, 58], gt istnieje koniecznig bada,
ktérych celem jest ocena sity awania OTA z elementami

malnych warunkéw tego zjawiska. Grupa naukowcowkomdrek mikroorganizmow.

z Austrii wykazataze na poziom eliminacji OTA przez ba-
dane szczepy wplywaty: pH podi, liczba bakterii oraz

stezenie samej mikotoksyny [4]. Do innych czynnikdw,

ktére wptywaj na dekontaminaej OTA przez szczepy
LAB wymieniane §: faza wzrostu komérek bakteryjnych,
czas inkubacji, rodzaj medium hodowlanego lub nwtry
[45, 59].

Zdolnas¢ do obnikania zawartéci OTA przez bakterie z
rodzajuLactobacillusjest wi&ciwoscia szczepow [58-60].
Szczepy zdolne do obminia zawartéci ochratoksyny A,
nie koniecznie muaz by¢ efektywne w degradacji innej
grupy mikotoksyn, co wykazano na przyktadzie patuli
ochratoksyny A. Jedynie dwa spoéd 30 badanych szcze-
péw LAB (L. plantarumoraz L. curvatu$ powodowaty
identyczra redukcg obu toksyn, co m@ by wynikiem

Dekontaminacja dragadsorpcji jest jednak procesem,
ktéry nie generuje powstawania innych toksycznycb- p
duktéw, sid stanowi wane walory praktyczne [63].
Szczepy LAB zmniejszajcytotoksycznét OTA w bada-
niachin vitro na ludzkiej linii komérek wtrobowych He-
pG2, co wskazuje na efektywdgoobserwowanego procesu
redukgiji ilosci OTA w srodowisku [4]. Jest to wme spo-
strzezenie, gdy niekoniecznie obserwujecsiakie zjawisko
w przypadku innych mikotoksyn np. na drodze biatran
formacji m.in. aflatoksyn i zearalenonu naogowstawa
pochodne o wjszej toksyczngi [16, 56].

Niektore déwiadczenia wskazaj ze nie jest maiwe
zbilansowanie iléci OTA usunttej na drodze wgizania do
sktadnikéw sciany komérkowej oraz ikei toksyny pozo-
statej wsrodowisku. Sugeruje to istnienie innego mechani-

réznic w chemicznej budowie poszczegélnych mikotoksynzmu jej eliminacji [8, 58]. Fuchs i in. w publikacj

skutkupc réznym mechanizmem molekularnym ich elimi-

nacji [4]. Istniep dwie hipotezy odrémie mechanizmu ob-
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zdoIngci enzymatycznej degradacji OTA przez szczepy Petchkongkaew i in. dowiedli detoksykacyjnych wia-
winiarskie LAB: L. brevisi L. plantarum[59]. Wiadomo $ciwosci laseczekBacillus spp.w stosunku do OTA oraz
jednak,ze enzymatyczna detoksykacja ochratoksyny A wyAFB; [69]. Do grupy bakterii o zdoldgiach do eliminacji
stepuje wérod mikroflory zwacza i odbywa sipoprzez hy- OTA naleza takze szczepy gatunkéwButyrivibrio fibri-
drolize wiagzania peptydowego z uwolnieniem fenyloala-solveng70], Acinetobacter calcoaceticyg1], Escherichia
ninny [64]. coli [16] czy Phenylobacterium immobil[&, 58].

Wobec tak sprzecznych informacji nalerzypuszczé, Wykazanoze szczepy dralzy z gatunkuSaccharomy-
ze nie tylko ilg¢ eliminowanej mikotoksyny, ale ta& sam ces cerevisiaea zdolne do degradacji OTA w zakwasie
mechanizm obuania zawartéci OTA w srodowisku mae  piekarskim [8] oraz szczep$. cerevisiagé S. bayanusio
by¢ zalezny od badanego szczepu LAB. obnizania zawartéci OTA w winie. Na uzyskane rezultaty

Prace badawcze dotyze biologicznej inaktywacji ma wplyw pocztkowa liczba komorek dealzy. Bejaoui i
ochratoksyny A i hamowania rozwoju grzybow toksyno-in. nie obserwowali zmian gtenia zaadsorbowanej toksy-
tworczych prowadzoneasnadal w wyskim zakresie i obej- ny po czasie 5 minut. Nawet po 72 h inkubacji pozio
muja przede wszystkim procesy fermentacyjne [16]. PrzyOTA zwiazanej przez dralze wynosit niezmiennie ok.
ktadami praktycznego zastosowania mikroorganizmw s90%. Brak produktéw metabolizmu mikotoksyny dajelpo
biopreparaty szczepdw LAB przeznaczalwekiszenia pasz stawe do zataenia hipotezyze za efekt obuania stzenia
(kukurydzy, runi 4kowej), hamujce rozwoj pléni oraz  OTA w plynie pohodowlanym odpowiedzialny jest mecha
drozdzy, poprawiajce stabilné¢ tlenows kiszonek, a tym nizm niespecyficznej adsorpcji (w przecivwstwie do wi-
samym zagpujace m.in. popularny konserwant chemicznyzania toksyny killerowej) do sktadnikégeciany komarko-

- benzoesan sodu [1]. Kiszenie jest jednym z pedsta wej (glukanu, mannanu, biatek i ttuszczy) poprzézzania
wych sposobéw konserwacji pasz, adldoakterii fermen- wodorowe, jonowe oraz interakcje hydrofobowe [6B30-
tacji mlekowej obecnych w surowcushmnym jest czsto  rig t¢ potwierdza brak obecid metabolitéw hipotetycz-
wystarczajca do zapocgkowania fermentacji. Dodatek nego rozkladu enzymatycznego toksyny. Pevwake w eli-
kultury starterowej zapewnia nam jednak wysqikas¢  minacji OTA przez komorki dealzy mogy mie¢ takze
przygotowanej paszy, a odpowiednia selekcja i@  zwiazki fenolowe [72].
dobor szczepédw LAB o specjalnych ddavosciach [65- Skrining czterdziestu szczepéw z gatunk@sgpergillus
66]. Efekty synergicznego dziatania omawianej grapy  carbonarius, A. japonicusrazA. nigerprzeprowadzony w
kroorganizmoéw potwierdzajcoraz to nowe badania mode- syntetycznym soku winogronowym wykazaé 77% bada-
lowe [58, 67, 68]. nych szczepdéw eliminowato OTA w co najmniej 30%.
SzczepyAspergilluspotrafity metabolizowa OTA do nie-
6.2. Dekontaminacja ochratoksyny A przez inne mikro-  znanych produktéw, cléonie istniej dane potwierdzage
organizmy obecndci w komdrkach grzyba enzymu karboksypeptyda-
zy [61]. Do grzybow strgokowych, ktére posiadajoma-

Zdolnads¢ do obnkzania zawartéci ochratoksyny A jest wiam cechy zalicza st takze niektére szczepy z rodzajow
cechy wiasciwa nie tylko bakteriom z rodzajuactobacil-  Alternaria, Botrytis, Cladosporiurfil6] orazRhizopus sto-
lus, ale take innym szczepom LAB z rodzajstreptococ- lonifer, R. oryzaei R. microsporug[70]. Nawet szczepy
cusorazBifidobacterium[4, 8, 58, 63], a tate mikroflorze  Pleurotus(boczniaka) i ich enzymy byty zdolne do degra-
bakteryjnej jelitaslepego szczuréw oraz jelita ludzkiego dacji OTA [69].

[69]. Ochratoksyna A ulega biotransformacji w przwmed- Ciekawym przyktadem jest doniesienie patentowe
kach przeuwaczy najprawdopodobniej @ki obecnym  Schatzmayr i in., w ktérym autorzy prezentajetod dekon-
tam pierwotniakom, cho gatunki odpowiedzialne za ten taminacji pasz dla zwiesz na drodze mikrobiologicznej hy-
proces nie zostaty jak dat zidentyfikowane. Bydio jest drolizy wiazania peptydowego OTA przez drobnoustroje m.in.
dzieki temu mniej wraliwe na mikotoksyny w poréwnaniu bakterie i dradze: Eubacterium sp., Streptococcus sp., Rhodo-
do swin czy drobiu [15, 64, 69]. torula spp., Trichosporon spp., Stenotrophomonag&3.
Chocia okreilone mikroorganizmy potwierdzajzdolngé
Tab. 1. Mikroorganizmy zdolne do okania zawartéci  do obngania zawartéci OTA w warunkach eksperymen-

ochratoksyny A talnych, to brak jest wystarcaaych danych na temat ich
Tabele. 1. Microorganisms with the ability of rethgcthe  praktycznego zastosowania. Coe@@j poziomy eliminacji
content of ochratoxin A toksyny uzyskiwane na podiach syntetycznych i w wa-
runkach imitugcych naturalnesrodowisko fermentacyjne
Bakterie Drozdze Plesnie réznia sie miedzy sola ze wzgkdu na réne maliwosci
Acﬁ]ae‘it;)':cter Yeast Mould dyfuzyjne casteczek oraz ich kwasod ktéra zweksza
e o —— Candida sp. Alternariasp. jonizacg grup aminowych w esteczce OTA i utatwia jej
Bacillus spp. Cryptococcus spp. Aspergillus spp. adsorpgj [61, 63].
Bifidobacterium sp. Pichia sp. Botrytis spp.
Butyrivibrio Saccharomyces . ;
fibrisolvens bayanus Cladosporium sp. 7. Literatura
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