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Charakteristika aflatoxinov a vyznam ich pritomnosti v potravinach

Aflatoxiny su sekundarne toxické metabolity produkované mikroskopickymi vlaknitymi
hubami, najma druhmi Aspergillus flavus, A. parasiticus alebo A. nomius. K ich produkcii
dochéadza prevazne vo vlhkych a teplych podmienkach, pricom kontaminuju Siroka skalu
polnohospodarskych komodit ako su arasSidy, kukurica, obilniny, ryza a mnohé dalSie. Ku
kontamindcii plodin aflatoxinmi dochadza prevazne po zbere urody, po¢as nepriaznivych
skladovacich podmienok. Doteraz bolo popisanych priblizne 20 aflatoxinov, priCom AFB,,
AFB,, AFG, a AFG,, st z hladiska toxicity a distribucie v potravinarskych komoditach
najvyznamnejsie. VSetky tieto zluCeniny posobia ako silné karcinogény a preto boli
Medzinarodnou agenturou pre vyskum rakoviny, zaradené do skupiny 1 ,karcinogénne pre
ludi“. Okrem iného patria aflatoxiny medzi teratogény a maju cytotoxicky, imunosupresivny,
nefrotoxicky a génotoxicky ucinok. Najvacsia pozornost, je venovana prave AFB,, ktorého
toxicky charakter je sposobeny pritomnostou lakténového a difuranového kruhu. Okrem
negativneho vplyvu aflatoxinov na zdravie ludi a zvierat, su s aflatoxinovou kontamindaciou
spajané aj vysoké ekonomické straty v polnohospodarstve. Odhaduje sa, Ze prave kvoli
mykotoxinom, ku ktorym aflatoxiny patria, dochddza kazdoro¢ne ku strate 25 % svetovych
zasob polnohospodarskych produktov. Prave z tohto dovodu bolo potrebné vyvinut urcité
metddy odstranovania aflatoxinov z potravin.

Metddy eliminacie aflatoxinov v potravinach

Nakolko aflatoxiny predstavuji znacné zdravotné rizika a sposobuju obrovské ekonomické
straty v polnohospodarstve a potravinarstve, boli vytvorené rozne metddy ich elimindcie.
Pokusy o odstranovanie aflatoxinov z potravinarskych komodit, si vSak znaéne obmedzené.
Je to sposobené prave Strukturou aflatoxinov, ktoré si nebielkovinovej povahy a odolavaju
vysokym teplotam, nizkym hodnotam pH a mnohym dalSim environmentdlnym faktorom.

V suCasnosti existuje mnozstvo réznych metod elimindcie aflatoxinov, pricom k tym hlavnym
patria:

o fyzikalne metody eliminacie

e chemické metddy eliminacie
* biologické metody eliminacie.
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V poslednych rokoch bola preferovana najma aplikacia fyzikalnych metdd ako je mechanické
triedenie, vplyv vysokych teplot alebo Ziarenia. Po nich boli vyvinuté chemické metody
elimindcie, ktoré zahrnaju aplikdciu organickych a anorganickych kyselin, oxidacnych
¢inidiel, zdsad a mnohych dalSich. K nevyhodam tychto eliminacnych metod vSak patri
pomerne nizka ucinnost a negativny dopad na senzorické a nutriéné vlastnosti potravin.

Z tohto dovodu bolo potrebné vyvinut nové, ale najma ucinnejsie sposoby eliminacie
aflatoxinov. V tejto suvislosti, sa ako zaujimavé rieSenie javi prave biologicka eliminacia
aflatoxinov, s vyuzitim réznych mikroorganizmov alebo ich sekundarnych metabolitov.
Siroku aplikaciu v odstratiovani aflatoxinov z potravin a krmiv predstavuji napriklad
kvasinky, ktoré majui oproti baktériam a mikroskopickym vlaknitym hubam vyhodu v tom, ze
neprodukuju ziadne iné toxické metabolity pre ¢loveka alebo zvierata. K dalsim vyhodam
aplikacie kvasiniek, patri aj vysoka uc¢innost dekontaminacie, minimalny dopad na zZivotné
prostredie a nizke naklady spajané s ich pouzitim. Princip ich aplikacie spociva bud

v prevencii produkcie aflatoxinov, prostrednictvom aplikacie biokontrolnych kvasiniek alebo
ich sekundarnych metabolitov - ,killer toxinov“ a prchavych organickych zlucCenin. Ich
ucinok spociva v inhibicii rastu mikroskopickej vlaknitej huby alebo v inhibicii produkcie
mykotoxinu mikroskopickou vldknitou hubou. Dal$ou moZnostou aplikacie kvasiniek je
biodegradacia aflatoxinov, za vzniku menej toxickych alebo netoxickych produktov. V tomto
procese zohravaju hlavnu ulohu predovsetkym intracelularne alebo extracelularne
metabolity kvasiniek ako su enzymy. Inou moznostou je aj aplikacia kvasiniek ako tzv.
bioadsorbentov, schopnych viazat aflatoxiny z prostredia, na zaklade unikatnej Struktary ich
bunkovej steny.

Prchavé organické zluceniny ako nastroj biokontroly

Pri kontrole fungalnych patogénov a ich mykotoxinov, sa pouzivajui ré6zne biokontrolné
kvasinky alebo ich sekundarne metabolity. Mnohé kvasinky napriklad dokazu produkovat
prchavé organické zlucCeniny (Volatile organic compounds - VOCs), ktoré mozno pouzit ako
biokontrolné Cinidla proti aflatoxigénnym hubdm a ich mykotoxinom. Prchavé organické
zluCeniny, st zliceniny na baze uhlika, s nizkou molekulovou hmotnostou, ktoré sa vdaka
svojej povahe jednoducho Siria v prostredi. Zaradujeme k nim rézne zlucCeniny, vratane
kyselin, esterov (etylpropionat, n - propylacetat, izolbutylacetat, 2 - izobutylacetat, 2 -
fenylacetat), ketonov (heptan - 2 - 6n, acetylbenzén), aromatickych zlucenin, alkoholov (2 -
fenyletanol, benzylalkohol), uhlovodikova inych. Ich vyznam spociva prave v biologickej
kontrole fytopatogénov ako su aj aflatoxinogénne mikroskopické vlaknité huby a ich
mykotoxiny. Vyznamny antifungalny a antiaflatoxinogénny vplyv maju napriklad prchavé
organické zluceniny produkované kvasinkou druhu Saccharomyces cerevisiae NJ - 1, ktoré
ako hlavnu prchavu organicku latku, produkuju 3 - metyl - 1 - butanol. Tato zlic¢enina
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dokdaze ucinne inhibovat rast aj sporulaciu mikroskopickej vlaknitej huby rodu Aspergillus
flavus, uz po 6 hodinach spoloc¢nej kultivacie. Okrem iného, st tieto prchavé organické
zliceniny, schopné ucinne inhibovat expresiu génu zodpovedného za produkciu aflatoxinu
B,.

Obrazok 1: Vplyv prchavych organickych zlic¢enin, produkovanych kvasinkou druhu
S.cerevisiaeN] - 1, na rast mycélia a sporuldciu mikroskopickej vlaknitej huby druhu A.
flavuspoa-0,b -4, c -8, d - 12 hodinach (zdroj: Yang et al., 2023).

Medzi iné vyznamné prchavé organické zliceniny, produkované kvasinkami, patri aj 2 -
fenyletanol, ktory dokaze znizovat koncentraciu AFB,, AFB,, AFG, a AFG, v rozmedzi od 56 -
100 %. Mechanizmus ucinku 2 - fenyletanolu spociva v inhibicii klicenia spdr a rastu
mikroskopickej vlaknitej huby druhu A. flavus a inhibicii expresie génov hdaA a rpdA z A.
flavus, ¢im dochadza aj k potlaceniu syntézy aflatoxinov. Kvasinka druhu Kwoniella
heveanensis DMKU - CE82, dokaze produkovat 4 rézne typy prchavych organickych
zlicenin, ktoré priamo inhibuju rast mikroskopickej vlaknitej huby druhu A. flavus a tiez
inhibuju aj produkciu AFB, v zrnéch kukurice. Najvacsi podiel prchavych organickych
zliCenin s antagonistickym ucinkom dokazala kvasinka vyprodukovat v teplotnom rozmedzi
30 - 35 °C, pri 98 % relativnej vlhkosti vzduchu. Kvasinka produkuje celkovo 4 hlavné
prchavé organické zlicCeniny - kyselina izovalerova, 2 - metyl - 1 - butanol, 3 - metyl - 1 -
butanol a 1,1 - dimetylhydrazin. VSetky testované prchavé organické zluceniny produkované
kvasinkou dokdazu znizit produkciu AFB, v zavislosti od roznych nastaveni teploty a vlhkosti
v rozmedzi od 76 - 85 %. Taktiez dokazu potlacit rast a sporulaciu mycélia mikroskopickej
vlaknitej huby druhu A. flavus. K dalSim prchavym organickym zliCeninam, ktoré maju
antifungdlny, antisporula¢ny a antiaflatoxinogénny charakter patria tiez acetaldehyd,
etylacetat, 1 - propanol, 2 - metyl - 1 - propanol, kyselina octova, a iné. Pricom vacsina
prchavych organickych zli¢enin pracuje synergicky.
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Kvasinkové , Killer toxiny”

K inym zaujimavym metabolitom, ktoré kvasinky dokazu produkovat urcite patria aj tzv.
JKiller toxiny“. Z hladiska chemickej Struktury sa jedna o proteiny, ktoré si schopné
rozpoznavat a viazat sa na Specifické receptory cielovej bunky a nasledne ju usmrtit.

V dnesnej dobe je popisanych priblizne 100 réznych druhov ,killer” kvasiniek, ako st
napriklad Saccharomyces cerevisiae, Pichia anomala, Pichia membranifaciens,
Kluyveromyces lactis, Metschnikowia pulcherrima. Zaujimavé je, Ze killer toxiny
produkované kvasinkami je mozné aplikovat nie len v biokontrole rastlinnych patogénov
alebo mykotoxinov, ale aj v humannej terapii. Aj napriek Sirokym moznostiam ich aplikacie,
je v dnesnej dobe vacsina killer toxinov a mechanizmus ich pésobenia pomerne
neprebadanou oblastou. Medzi najvyznamnejsie kvasinkové killer toxiny vzhladom na ich
genetické, biochemické

vlastnosti a u€innost st K1, K2 a K28, produkované Saccharomyces cerevisiae, PMKT a
PMKT?2 z Pichia membranifaciens, zymocin z Kluyveromyces lactis, PaKT

z Wickerhamomyces anomalus, Kpkt z Tetrapisispora phaffii a HM - 1 z Cyberlindnera
mrakii. Okrem inhibicie rastu aflatoxinogénnych mikroskopickych hub, dokazu spominane
killer toxiny inhibovat aj rast inych mikroskopickych vlaknitych hub. Ich t¢inok spociva nie
len v destrukcii bunkovej steny cielového organizmu, ale aj v degradacii DNA a inhibicii
bunkového cyklu mikroskopickych vlaknitych hib. Killer toxiny produkované kvasinkami
druhu Wickerhamomyces anomalus a Torulaspora delbrueckii dokazu ucinne inhibovat rast
aflatoxinogénnej mikroskopickej huby druhu A. flavus, v zavislosti od teploty. Najvyssi
inhibi¢ny potencial dosahuju vyprodukované killer toxiny pri teplote 30 °C a naopak ziadny
inhibi¢ny potencial neprejavuju pri teplotach nizsich ako je 15 °C. Okrem teploty, ovplyviiuje
ucinok killer toxinov aj hodnota pH. Pri nizSom pH ich schopnost eliminovat A. flavus stupa,
naopak so zvysujucim sa pH prostredia, tato schopnost klesa. Vyznam aplikdacie killer
toxinov vSak spociva skor v prevencii produkcie mykotoxinov, nakolko killer toxiny,
nedokazu priamo degradovat mykotoxiny. Ich ucinok spociva v elimindcii mikroskopickych
vldknitych hub, prostrednictvom narusSenia integrity ich bunkovej steny, ¢im sa zabrani aj
potencidlnej produkcii mykotoxinov.

Degradacia a biotransformacia

Medzi dalSie zaujimavé metddy odstranovania aflatoxinov z potravin a krmiv patri aj
biodegradacia alebo biotransformacia. Vacsina kvasiniek je schopnych produkovat rozne
enzymy, ktoré zohravaju klucovu tlohu v degradacii aflatoxinov. Mnohé enzymy
produkované kvasinkami nasledne nartsaju toxicku Struktiru aflatoxinov, za vzniku menej
toxickych alebo netoxickych zlucenin. Prva zmienka o mikrobidlnej degradacii AFB, bola
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publikovana este v roku 1966 a od tejto doby sa enzymatickou degradaciou aflatoxinov,
zacalo zaoberat mnoho dalSich studii. AvSak len niekolko z nich odhalilo aj pravé produkty
degradacie aflatoxinov a preverilo ich toxicitu. Vo vSeobecnosti rozliSujeme 2 hlavné
sposoby detoxikacie AFB, Prvou moznostou je narusenie difuranového kruhu molekuly,
alebo druhd moznost - narusenie kumarinovej Struktiry AFB,. K vyznamnym enzymom,
ktoré su schopné degradovat aflatoxiny alebo aflatoxinogénne mikroskopické vldknité huby,
patria mnohé hydrolytické enzymy ako je napriklad B - 1,3 - glukandza, chitindza, amyldza,
celuldza, mangdnovd peroxiddza a mnohé iné. Zaujimavy potencidl v degradacii AFB, ma
napriklad lakaza zo Saccharomyces cerevisiae, ktora dokaze ucCinne znizit koncentraciu
AFB,, az 0 91 %. Pri degradacii AFB,, pritom dochadza k naruSeniu klucovych toxickych
skupin mykotoxinu - dvojitej vazby v ramci difuranového kruhu a k naruseniu laktéonového
kruhu v kumarinovej ¢asti molekuly. Vysledkom enzymatickej degraddcie je vznik 4 hlavnych
degradacnych produktov (C,;H,,0,, C,,H,;0,, C;H,(N,O a C,,H,,0,), ktoré vykazuji po
testoch na potkanich hepatocytoch minimalny toxicky uc¢inok. Kvasinky ako Sacharomyces
cervisiae RC016, S. boulardii RC009 a Kluveromyces marxianus VM003, dokazu G¢inne
znizit koncentraciu AFM, v mlieku v rozmedzi od 30 - 70 % pocas 24 hodin. Po 48 hodinach
koinkubacie, st vSetky kvasinky schopné degradovat minimalne 80 % AFM, v mlieku, za
vzniku réznych degradacnych produktov. VSetky produkty degradacie pritom nevykazuju
Ziadny cytotoxicky efekt. Kvasinky izolované z bachorovej tekutiny dobytka - K. marxianus a
P. kudriavzevii, dokazu degradovat AFB, v rozmedzi od 86 - 93 % uz po 12 hodinach v in
vitro podmienkach. Kvasinka druhu Candida tropicalis MY115, napriklad dokaze
zdegradovat az 77 % AFB, pritomného v obilnej kasi.

Kvasinky v ulohe bioadsorbentov

Niektoré druhy kvasiniek dokdZu okrem inhibicie a degradacie mykotoxinov, tieZ aflatoxiny
ucinne viazat. Tato schopnost vyplyva predovsetkym z unikatnej Struktiry ich bunkove;
steny, ktord je tvorend vonkajSou vrstvou pozostavajicou z manoproteinov a vnutornou
vrstvou tvorenou P - glukanovymi retazcami spojenymi s chitinom a manoproteinmi. Ku
kli¢ovym komponentom pre bioadsorbciu aflatoxinov patria prave hydroxylova skupina p -
1,3 - glukanu, ktora sa viaze s hydroxylovou, keténovou alebo laktdnovou skupinou
aflatoxinu a nasledne B - 1,6 - glukdny, posilnuju stabilitu tohto komplexu prostrednictvom
van der Waalsovych sil. Zdsadnu rolu v tomto mechanizme plni prave hrubka vrstvy p -
glukdnov, ¢im je tato vrstva hrubsia, tym je mechanizmus bioadsorbcie ucCinnejsi. Samotna
bioadsorb¢na kapacita kvasiniek samozrejme zavisi aj od koncentracie aflatoxinov

v prostredi, teploty, pH a mnohych dalSich. Teplom usmrtené bunky kvasinky druhu S.
cerevisiae A18, dokazu adsorbovat 73,03 % AFB,. PriCom je zname, ze adsorbcna kapacita
kvasiniek sa zvysSuje prave v pripade usmrtenych buniek kvasiniek, pretoze teplo zvysSuje
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permeabilitu cytoplazmatickej membrany tychto bioadsorbentov. Vplyv na adsorb¢nu
schopnost kvasiniek ma aj pH prostredia. Niektoré kmene kvasiniek maju vyssiu adsorb¢nu
schopnost pri pH 3 alebo 8, naopak pri pH 6, sa ich adsorb¢na kapacita vyrazne znizuje
(Tabulka 1).

Tabulka 1: Vplyv pH na schopnost roznych kmenov kvasinky Saccharomyces cerevisiae
viazat AFB, (Zdroj: Dogi et al., (2011), upravené: VojcCikova).

H
Kmene kvasinky S. cerevisiae p 6 3
RC008 72.6 % 49.6 % 81.8 %
RC009 85.3 % 41.6 % 84.2 %
RCO16 94.5 % 55.6 % 88.6 %

K dalsim faktorom ovplyvnujiucim adsorbénu schopnost kvasiniek patri teplota a ¢as
expozicie. Kvasinka druhu S. boulardii (10° CFU/ml), dokaZe U¢inne naviazat az 96,88 %
AFM, v mlieku, pri po¢iatoCnej koncentracii mykotoxinu - 0,75 ng/ml, pri 37 °C, pocas 90
minut. Zo znizujucou sa teplotou, sa schopnost kvasinky viazat AFM, v mlieku postupne
znizuje a najvyssiu adsorbcnu schopnost kvasinka dosahuje pocas prvych minit pésobenia.
Zaujimavé vysledky vo vazbe AFB, z kontaminovaného krmiva, dosahuje aj extrakt bunkovej
steny kvasiniek. Z dostupnych studii je zname, Ze u potkanov, ktoré boli kimené krmivom
kontaminovanym AFB,, doslo vdaka podavaniu extraktu bankovej steny kvasiniek

k vyviazaniu 7,6 ng/l AFB,, z pévodnych 10 pg/l. So schopnostou adsorbcie mykotoxinov

z potravin a krmiv su spajané mnohé druhy probiotickych kvasiniek, k tym najviac
preskumanym, patri predovSetkym Saccharomyces cerevisiae, S. boulardii, Kluyveromyces
marxianus alebo K. lactis. U¢inok aplikacie probiotickych kvasiniek schopnych viazat
aflatoxiny z prostredia sa znaCne zvySuje, v pripade pouZzitia kombinécie viacerych druhov
kvasiniek, popripade aj s vyuzitim baktérii mliecneho kvasenia.

Zaver

V dnesnej dobe, je stale pomerne preferovana aplikacia konzervacnych latok a fungicidov,
ktoré zvysuju vyvoj rezistentnych kmenov hub a maji negativny vplyv na zivotné prostredie
a ludské zdravie. Vacsina fyzikalnych a chemickych metdd eliminacie aflatoxinov

v potravinach ma nizku tc¢innost a negativny dopad na kvalitu potravin. Preto je potrebné
zvazit aplikaciu biologickych metdd kontroly rastu aflatoxinogénnych vlaknitych hub,
produkcie ich mykotoxinov a znizit tak bezpec¢nostné rizika a dopad na Zivotné prostredie.
Avsak, aj napriek rozsiahlemu zoznamu uc¢innych kmenov kvasiniek, ktoré sa mozu
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potencidlne aplikovat v polnohospodarstve, len niekolko z nich je registrovanych a komercne
dostupnych na ochranu rastlin proti mykotoxinom. Nizky trend poc¢tu vyvinutych produktov
na baze kvasiniek je spésobeny najma nedostatoéne preskimanym mechanizmom ich
ucinku, nakladmi na registraciu a absenciou komercnych partnerov. Prvou zaregistrovanou
a komeréne vyuzivanou kvasinkou, ktora ma potencial produkovat antifungalne enzymy -
proteazy a VOCs, bola kvasinka Candida oleophila. Neskor, boli zaregistrované aj kvasinky
druhu Aureobasidium pullulans, Cryptococcus albidus, Metschnikowia fructicola a
Saccharomyces cerevisiae. Aplikacia kvasiniek ako prostriedkov biologickej kontroly voci
mikroskopickym vlaknitym hubam a ich mykotoxinom ma na rozdiel od inych
mikroorganizmom niekolko vyhod. Kvasinky maju vo vSeobecnosti jednoduché poziadavky
na rast, mozu rast rychlejsie, dokonca aj na suchych povrchoch a nie je zname, ze by
produkovali toxické metabolity ako mikroskopickeé vlaknité huby alebo baktérie. Aj napriek
vyhodam, ktoré biologicka elimindacia aflatoxinov prostrednictvom kvasiniek pontka, je tento
spoOsob biokontroly rastlin, potravin a krmiv pomerne neprebadanou a neustale odstivanou
témou.
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