Rizikové faktory potravového retfazca V. - 2005, Nitra

Moznosti eliminacie mykotoxinov vo veterinarnej medicine

Conkovd, E., S‘tyriak, L%, Laciakova, A., Leng, L.*, MojZiSova, J.
Univerzita veterinarskeho lekarstva, Komenského 73, 041 81 KoSice
* Ustav fyzioldgie hospodarskych zvierat SAV, Soltésovej 4, 040 01 KoSice

Abstract

This work deals with possibilities of mycotoxins elimination. The decontamination
effect of some adsorbent (activated charcoal, white clay, zeolit), yeast and commercial
preparation Detoxa 2000 plv. a.u.v. on zearalenon (ZEA) was experimentally tested.
The high adsorbent ability by zeolit (99-100%) was detected. White clay reduced
extremely both of ZEA concentrations (10 and 50 ng/ml). Zea reduction by activated
charcoal ranged from 72,9 to 96,2%. Also Saccharomyces cerevisiae and Detoxa 2000 plv.
a.u.v. appeared very good inactivation ability (97,8-99,8%).

Uvod

Mykotoxiny ako sekundarne metabolity toxinogénnych mikromycét predstavuju riziko
nielen pre potravinové zvieratd, ale aj pre konzumentov zivo¢isSnych produktov — l'udi.
Znamych je priblizne 300 metabolitov mikroskopickych hub s toxickym potencialom
(Fink-Gremmels, 1999). Mnohé z nich okrem signifikantnych ekonomickych strat v
dosledku poklesu produkcie a znizenia reprodukcie st pricinou aj vyrazného narastu
chorobnosti u zvierat. Konzumécia mykotoxinmi kontaminovanych krmnych zmesi
vyvolava akutne, resp. pri dlhodobejSom prijme chronické intoxikacie s réznymi
klinickymi priznakmi (Galvano a kol., 2001 ). Zndmy je teratogénny, karcinogénny
(najmd pecenn a oblicky), estrogénny a imunosupresivny efekt mykotoxinov, na
produkecii ktorych sa podielaju plesne najmé z rodov Aspergillus, Penicillium, Fusarium
a Alternaria (Ostry, 1998). V nasom klimatickom pasme vyznamné miesto predstavuju
mykotoxiny produkované fuzariovymi mikromycétami. V oblasti vychodnej Europy su
najcastejSie detekované zearalenon a vomitoxin (DON) (Devegowda a kol., 1998).
Inaktivacia mykotoxinov, vzhladom k zabezpeceniu ochrany zdravia zvierat i l'udi, je
aktualnym problémom, ktorym sa zaoberaji mnohi odbornici. Vedecké timy
odskusavaju rozne latky vhodné na profylaxiu. Minimalizacia mykotoxinov v krmivach
sa zabezpecuje viacerymi sposobmi. Prvé preventivne kroky sa vykonavaju uz v obdobi
zatvy a nasledne po wuskladneni kifmnych ceredlii vytvorenim vhodnych
mikroklimatickych podmienok (teplota — nepresahujuca 10 °C a relativna vlhkost’
skladovacieho prostredia — pod 13%). Vyuzitie mikroorganizmov, najmi kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, na biodegradaciu mykotoxinov predstavuje d’alsi efektivny
sposob ich elimindcie (Devegowda a kol., 1998). NajznamejSou metddou je vSak
aplikacia réznych adsorbentov, ktoré navdzuju mykotoxiny na svoj povrch. Tuto
schopnost’ maju prirodné ily ako bentonit, zeolit a hlinka vyznacujice sa laminarnou
Struktarou s vel'kym povrchom. Nes$pecifickym adsorbentom je aktivne uhlie, ktoré ma
vo veterinarnej medicine skor terapeuticky ako profylakticky vyznam.

Prezentovand praca hodnoti inaktivaény uc¢inok vybranych sorbentov (aktivne uhlie,
biela hlinka a zeolit) a biodegrada¢ny i¢inok kvasiniek na zearalenon.
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Material a metodika

V in vitro experimente boli Studované nasledujuce latky:

Mpykotoxin: - zearalenon — ZEA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), ktory bol
riedeny 8% roztokom etanolu na koncentraciu 100 pg ZEA/ml. Na d’alSie riedenia 10,
resp. 50 ng/ml, bola pouzitd destilovana voda, resp. Sabouradov bujon pre kvasinky.
Ako sorbenty boli testované: aktivne uhlie (Carbo adsorbens, v pripravku Carbosorb,
Imuna, Sari$ské Michal'any, SR), biela hlinka (Bolus alba sterilisata, Lachema Blansko,
CR) a zeolit (Bystré, SR), pridavané v 0,1, resp. 0,4% koncentracii k 10 ml roztoku
ZEA.

Biodegrada¢né schopnosti boli posudzované u Saccharomyces (S). cerevisiae a
komeréného pripravku Detoxa 2000 plv. a.u.v. (Dr. Bata, Hungary) vyrabaného na baze
kvasiniek (S. cerevisiae, S. tellmis a S. teluris), ktoré sa k ZEA (10 ml) pridavali v 0,1
koncentracii.

Roztoky s pridavkom sorbentov boli pretrepavané a po 1 h expozicii prefiltrované.
Vzorky s obsahom Saccharomyces cerevisiae a Detoxa 2000 plv. a.u.v. boli inkubované
24 h pri 37 °C teplote a nasledne prefiltrované. Filtraty boli pouzité na stanovenie
zvyskového ZEA.

Analyza rezidualneho ZEA sa vykonavala kompetitivnou ELISA metodou podla
inStrukcii prilozenych v diagnostickej stprave (EURO-DIAGNOSTIKA, Malmo,
Sweden). Vzorky boli od&itané pri vlnovej dizke 450 nm Elisa-readerom Dynex.
Ziskané vysledky boli pouzité na vyhodnotenie adsorbénej resp. biodegradacnej
schopnosti vybranych substancii, vyjadrenej percentualne pomocou vzorca: R= (¢, — ¢):
co x 100

R — adsorb¢na schopnost’; ¢, — pociatocna koncentracia ZEA; ¢ — rezidualny ZEA

Vysledky

Tabulka 1 hodnoti percentualnu redukciu ZEA jednotlivymi sorbentmi. Biela hlinka
(0,4%) dekontaminovala koncentraciu 10 ng/ml ZEA az o 100%. Tiez zeolit v oboch
koncentraciach vyrazne znizil pociato¢ni koncentraciu ZEA.

Tabulka 1.
Redukcia (%) zearalenonu vybranymi sorbentmi

Testovany sorbent - Koncentracia zearalenonu ng/ml
koncentracia (%) 10 50
Carbo adsorbens - 0,1 72,9 93,8
- 04 83,2 96,2
Bolus alba sterilisata - 0,1 95,3 98,4
-04 100 97,7
Zeolit - 0,1 99,8 100
-04 99,7 99,0

Biodegrada¢ni schopnost’ (%) kvasinky Saccharomyces cerevisiae a komer¢ného
pripravku Detoxa 2000 plv. a.u.v. porovnava tabul’ka 2. Obe testované latky vykazovali
vysoku inaktivacnu schopnost’ (97,8-99,8%).
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Tabul’ka 2.
Biodegradacna schopnost’ Saccharomyces cerevisiae a Detoxa 2000 plv. a.u.v.

Testované vzorky— koncentracia (%) Koncentracia zearalenonu ng/ml
10 50
Saccharomyces cerevisiae — 0,1 98,9 97,9
Detoxa 2000 plv. a.u.v. — 0,1 99,8 97,8

Diskusia

Zearalenon (ZEA) nesteroidny estrogénny mykotoxin produkovany réoznymi fuzariami
(Fusarium. graminearum, F. culmorum, F. cerealis, F. equiseti, F. semitectum) je
jednym z najcastejSie detekovanych mykotoxinov v ceredliach (pSenica, ovos, jaCmen
raz, ale najmi v kukurici) pestovanych v naSich klimatickych pasmach (Placinta a kol.,
1999). Jeho ucinky su viac prestudované u zvierat, aj ked’” zdravotné problémy moéze
vyvolat 1 u Tudi (Wood, 1992). Okrem silnych estrogénnych uc¢inkov, ma aj
hematotoxické a genotoxické vlastnosti (Ostry, 1998). Mykotoxikdzy spdsobené ZEA
su zndme predovsetkym u oSipanych. Diagnostikované moézu byt vSak aj u ostatnych
druhov zvierat. Uz nizke davky ZEA (1 ppm) st pri¢inou neplodnosti u oSipanych a
krav (Schweighardt, 1980). Davky 50-100 ppm ovplyviiuju ovulédciu, koncepciu,
implantaciu, vyvoj plodu a zivotaschopnost’ narodenych zvierat (Price a kol., 1993).
Aplikacia ZEA kancom a kohutikom perli¢iek (30 — 40 ppm) vedie k naruSeniu
spermatogenézy (Vanyi a Széky, 1980a, b). Poruchy fertility sa zistili u krav pri prijme
1,6 ppm ZEA denne (Schuh a Baumgartner, 1988). V humannej medicine bol ZEA
detekovany v endometriu zien. Zo 49 vysetrenych vzoriek v 27 bol oznaceny ako
povodca endometridlneho adenokarcindmu, v 11 pripadoch endometridlnej hyperplazie
a v 11 pripadoch bol diagnostikovany v normélnom proliferativnom endometriu
(Tomaszewski a kol., 1998).

Pridavanie réznych adsorbentov do krmiva patri medzi najcastejSie profylaktické
metddy eliminidcie mykotoxinov. Mechanizmus ich uU¢inku spociva v naviazani
mykotoxinov na povrch. Vytvorenim sorbent-mykotoxinového komplexu sa redukuje
absorpcia mykotoxinu v gastrointestinalnom trakte, ¢im sa zaroveinl znizuje jeho toxicky
efekt pre zviera ako aj jeho prenos do zivocisSnych produktov urcenych na Tudsky
konzum (Galvano a kol., 2001).

Piva a kol. (1995) a Ramos a kol. (1996) hodnotili u réznych sorbentov
(aluminosilikaty, bentonit, kremicitany, zeolit a aktivne uhlie) schopnost’ eliminovat
mykotoxiny v krmivach zvierat. Hydratované sodno-vapenaté aluminosilikaty sa
ukazali u¢inné len pri redukcii aflatoxinu. Vel'mi slaby protektivny ucinok bol
pozorovany v pripade ochratoxinu a zearalenonu a Ziadny u trichotecénov.

Zeolity, ako hydratované¢ aluminosilikaty s alkalickym jadrom, st charakterizované
velkou trojrozmernou S$truktirou. Vysledky adsorbéného testu ovplyviiuji povod a
fyzikélne vlastnosti zeolitu. Ddlezitth tlohu zohrava velkost pérov. Ak je kompatibilna
s velkost'ou molekuly mykotoxinu, absorpcia moze byt pozorovana (Galvano a kol.,
2001). Pomerne vysoka adsorpcia ZEA zeolitom testovanym v nasom experimente je
zrejme dosledok nielen vhodnej Struktury, ale aj velkosti poérov. Uvedené tidaje sme
vSak od dodavatel'a neobdrzali.

Podla literarnych tdajov, ily ako kaolin, sepiolit a montmorilonit maju vel'mi nizku
redukénii schopnost’ a st obmedzené iba na aflatoxin (Ramos a kol.,, 1996).
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Prekvapujico vynikajice vysledky boli dosiahnuté v naSom pokuse s bielou hlinkou
(Bolus alba sterilisata), ktord zredukovala obe koncentracie ZEA o viac ako 95%.
Osobitnu skupinu adsorbentov predstavuje aktivne uhlie. Ziskava sa pyrolyzou réznych
organickych latok a aktivaénym procesom sa upravuje na vel'ka pordznu Struktiru. Ma
zna¢nu adsorpént schopnost’ s plochou 500-3500 m*/g. Ako antidotum sa pri otravach
pouziva uz od 19. storo¢ia (Huwing a kol., 2001). Patri medzi nepolarne adsorbencia,
ktorych hlavnou indikacnou oblastou st dietetické chyby, intoxikacie bakteridlnymi
toxinmi, anorganickymi a organickymi jedmi (Neuchl a kol., 1998). Galvano a
kol.(1997a,b,c) v experimentoch in vitro preukdzali vysokt adsorbénti schopnost
aktivného uhlia pre ochratoxin A, aflatoxin B1, deoxynivalenol a fumonizin BI.
V porovani so zeolitom a bielou hlinkou malo aktivne uhlie v naSom experimente nizsiu
adsorbcnu schopnost’, ¢o je zrejme ovplyvnené vel'kost'ou jeho adsorpcnej plochy, ktort
vSak vyrobca neuvadza.

ZvySend pozornost’ sa v ostatnom Case venuje mikroorganizmom pouzivanym na
redukciu mykotoxinov. Protektivny U¢inok kvasinky Saccharomyces cerevisiae bol
zisteny u broilerov exponovanych aflatoxinom B1 (Devegowda a kol., 1996). Ukézalo
sa, ze mananoligosacharidy nachadzajuce sa v bunkovej stene tejto kvasinky sa
vyznaCuju vysokou vdzobnou schopnostou — aflatoxin B1 95%, zearalenon 80%,
fumonizin B1 59% a DON 12% (Devegowda a kol., 1998). Vysledky nasho
experimentu poukazuju na vel'mi dobrti detoxikacnii schopnost’ nielen kvasinky S.
cerevisiae, ale aj  komer¢ného pripravku Detoxa 2000 plv. a.u.v., ktory je
kombindciou troch kvasiniek.

Siroka $kala mykotoxinov ako aj d’alie moznosti ich redukcie — vyuzitie antioxidantov,
aditiv, rastlinnych extraktov atd’., vytvaraji priestor pre budicu vedecku pracu.
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