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Abstrakt Mykotoxin  produkovany hubami  rodu Fusarium
zearalenon sa ¢asto vyskytuje v krmivach pre zvierata a v I'udskych
potravinach. V sucasnej dobe existuji rézne preventivne metody,
ktorymi je mozné degradovat’ zearalenon v potravinach a krmivach.
T&o praca bola zamerana na vyhodnotenie Urovne degradacie
zearalen6bnu v koncentrécii 1 ppm pomocou bezbunkovych
supernatantov probiotickych baktérii Limosilactobacillus fermentum
213, Limosilactobacillus reuteri L26, Lactiplantibacillus plantarum
CCM 1904 a Bacillus subtilis. NajvysSiu mieru degradacie 1 ppm
zearalen6nu vykazoval bezbunkovy supernatant druhu Bacillus
subtilis. V zavidlosti od pouZitej koncentracie (100 %, 50 % a 25 %)
sa stupen degradacie pohyboval od 4,4 % do 3,8 %. Najmenej
u¢inny bol supernatant L. plantarum CCM 1904, uroveti degradacie
sa pohybovalav rozpéti 0,01 % — 0,4 %.

Kli¢ova slova Degradécia, mykotoxiny, zearalenén

1. UvoD

S globalnou zmenou klimy a zne€istenim zivotného prostredia sa
mdze zvySovat aj riziko kontaminacie potravin a plodin
mikroskopickymi  vlaknitymi  hubami. Kontamindcia krmiv a
potravin  mikromycétami a ich sekundarnymi  metabolitmi
(mykotoxinmi) sa stava globdnym problémom. Okrem inych
mykotoxinov sa za polnohospodarsky vyznamny kontaminant
povazuje zearalendn (ZEA). Zearalen6n sa vyskytuje najma v
obilninach, ako je kukurica, pSenica, ryZa, jamefi, cirok, sdja, ovos
a vo vyrobkoch z nich (Han a kol., 2022). Na negativne ¢inky
zearalenonu su senzitivne o$ipané, kraliky, hydina ale aj l'udia
prostrednictvom prijmu mykotoxinom znehodnotenych potravin a
krmiv (Bulgaru a kol., 2021). Zearalendn je celosvetovo rozsireny a

vykazuje estrogénom podobnu aktivitu. Predstavuje zdravotné riziko
pre ludi a hospodarske zvieratd v suvislosti s reprodukénou
slistavou. Je meng citlivy na zmeny prostredia a tepelné
spracovanie, zostava stabilny pocas skladovania a spracovania
potravin (Yazar akol., 2008).

Z hradiska prevencie vyskytu mykotoxinov existuje mnoho rdznych
postupov a prostriedkov na degradéaciu a eliminéciu mykotoxinov v
krmivach a potravindch. Jednou z moZnosti je degradacia
mykotoxinov prostrednictvom biologickych metéd. Principom
biodegradécie je pouzitie enzymov a metabolitov nepatogénnych
mikroorganizmov (baktérie alebo kvasinky), ktoré vznikajii pocas
ich rastu a vyvoja. Mikroorganizmy mozu priamo adsorbovat
mykotoxiny alebo ich redukovat’ (Feng a kol., 2020; Xu a kol.,
2022). Nepatogénne mikréby, ako napriklad druhy rodov Bacillus,
Saccharomyces a Lactobacillus, maja schopnost’ detoxikovat’
krmiva kontaminované zearalenonom, pretoze spiiiajii tandardy
bezpeCnosti pouzivania bez toho, aby krmivo negativne
ovplyviiovali v suvislosti s neprijemnym zapachom alebo chut'ou
(Wang a kol., 2019; Zhu a kol., 2021). Zidtilo sa, Ze niektoré
kvasinky a kmene Lactobacillus si cytologicky kompatibilné so
ZEA, st schopné ho adsorbovat’ a tym znizuji jeho biologicku
dostupnost’ (Vega a kol.,, 2021). Okrem toho sa potvrdilo, ze
mikroorganizmy, ako napriklad Bacillus subtilis, m6zu menit’
molekularnu $truktiru ZEA pocas svojich metabolickych procesov,
¢im sa mdze znizit jeho estrogénny ucinok (Ju a kol., 2019).

Ciel'om tejto prace bolo vyhodnotit’ uroven degradacie zearalenonu
v koncentrécii 1 ppm pouZitim Styroch réznych bezbunkovych
supernatantov probiotickych baktérii Limosilactobacillus fermentum
213, Limosilactobacillus reuteri L26, Lactiplantibacillus plantarum
CCM 1904 a Bacillus subtilis.
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2. MATERIAL A METODIKA
2.1 Pripravabezbunkovych supernatantov

Pri priprave bezbunkového supernatantu z kmetia Bacillus subtilis
(Bs) bola pouzita 24-hodinova kultlra narastend na B10 agare pri
35°C. Pomocou sterilnej inokulacnej kl'ucky s objemom 10 pl boli
odobraté bakteridlne kolénie, ktorymi bolo inokulovanych 50 ml
B10 bujonu v Erlenmeyerovych bankach. Bezbunkové supernatanty
jednotlivych kmetiov laktobacilov Limosilactobacillus fermentum
213 (L1), Limosilactobacillus reuteri L26 (L2), Lactiplantibacillus
plantarum CCM 1904 (L 3) boli pripravené inokulaciou 50 ml MRS
bujonu koldniami narastenymi za anaerébnych podmienok na MRS
agare pri 35 °C pocas 48 h, pricom anaerobidza bola zabezpecena
pouzitim systému GasPak. Kultivéacia buniek z kmetiov laktobacilov
L1, L2 aL3 aBacillus subtilis prebiehala v termostate za aerébnych
podmienok pri 35 °C s pretrepavanim na orbitalnej trepacke (Orbital
Shaker — Biosan) pri 170 rpm. Po 24-hodinovej inkubécii bola
suspenzia kmena B. subtilis centrifugovana dvakrdt po 20 min pri
6000 rpm. Po druhej centrifugacii bol ziskany ¢isty bezbunkovy
supernatant, ktory bol nésledne prefiltrovany cez sterilny
mikrobiologicky filter s porovitostou 0,22 pm. Supernatanty
laktobacilovych kmeiiov L1, L2 a L3 boli pripravené analogickym
postupom, aviak doba inkubacie bola predizend na 48 h.
Bezbunkové supernatanty laktobacilov boli testované v 4
koncentréciach: 100 %, 50 %, 25% a 125% a Bs v 3
koncentréciach: 100 %, 50 % a 25 %. Pri riedeni bezbunkovych
supernatantov na nizSie koncentrécie sme pouzili MRS bujén pre
laktobacily a B10 bujén pre Bacillus subtilis.

2.2 Postup testovanie biologickej degradéacie zearalen6nu
in vitro

Zearalen6n bol k jednotlivym koncentraciam bezbunkovych
supernatantov pridany tak, Ze jeho vysledna hladina v 5 ml kazdej
vzorky predstavovala 1 ppm (tabul’ka ¢. 1).

Tabulka & 1: Schéma pripravy koncentrécii bezbunkovych
supernatantov s obsahom zearalenénu 1 ppm
Ee"z';ﬁ;g‘;"/‘?'fh Bezbunkové | Zivné ZEA 10
Y super natanty médium ppm
super natantov
100 % 4,5ml - 0,5ml
50 % 2,5ml 2,0ml 0,5ml
25% 1,25 ml 3,25 ml 0,5ml
12,5 % 0,625 ml 3,875ml 0,5 ml
0% (PK) - 45ml 0,5ml

ZEA — zearalendn, PK — pozitivna kontrola

Pozitivna kontrola (PK) bola pripravena nariedenim zearalenénu v
MRS, resp. B10 bujone na koncentraciu 1 ppm. Skumavky boli
inkubované pri teplote 35 °C a po 24 h expozicii bol zostatkovy
zearalendn zo vzoriek extrahovany pomocou koloniek — Neocolumn
for Zearalenone (Neogen corporation, USA). Na vyhodnotenie
koncentrécii zearalendnu bola pouZita ELISA metdda, vyuZitim
ELISA kitu Veratox for Zearalenone (Neogen corporation, USA).
Zistené hodnoty koncentracii boli pouzité na vypocet percenta
detoxikacného efektu bezbunkovych supernatantov, podl'a vzorca:

CPK - CV

% biodegradacie = x 100

PK

Cy — koncentrécia zearalendnu vo vzorke
Cpx — koncentrécia zearalenonu v pozitivng kontrole
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3. VYSLEDKY

Detoxikacny  ucinok  réznych  koncentracii  bezbunkovych
supernatantov kmeniov L. fermentum 213 (L1); L. reuteri L26 (L2),
L. plantarum CCM 1904 (L3) a Bacillus subtilis CCM 2794 (Bs)
voci zeralenonu v koncentracii 1 ppm uvadza graf ¢. 1. Vysledky vo
vSeobecnosti poukazujii na velmi nizku ucinnost’ bezbunkovych
supernatantov. Najlepsi detoxikaény ucinok bol pozorovany pri
bezbunkovom supernatante Bacillus subtilis CCM 2794, ktory v
100% koncentrécii  zdegradoval zeardendbn o 44 %, v
koncentréciach 50 % a v 25 % zniZil hladinu ZEA o 3,8 %.
Z bezbunkovych supernatantov ziskanych z laktobacilov bol
najucinnejsi L1, ktory v 100 % koncentréacii degradoval ZEA o 2,8
%, v 50 % koncentracii jeho detoxikaény G¢inok bol 2 %, v 25 %
koncentréacii 1,5 % av 12,5 % koncentracii 1,3 %. Supernatant L3 v
100 % koncentrécii zniZil hladinu ZEA 0 2,4 %, v 50 % koncentrécii
01,4 %, v 25% 00,9 % apri nginizSg] skiSang koncentracii 12,5
% to bolo len 0,6 %. Najmenej G¢inny bol bezbunkovy supernatant
L3, pri ktorom bol detoxika¢ny uéinok takmer nulovy (0,01 — 0,4
%).

Graf ¢.1: Degradacia 1 ppm zearalenéonu bezbunkovymi
supernatantmi vybranych druhov laktobacilov a Bacillus subtilis
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L1 — Limosilactobacillus fermentum 213, L2 — Limosilactobacillus reuteri L26, L3 —
Lactiplantibacilius plemtarim CCM 1904, Bs — Bacillus subtilis CCM 2794

4. DISKUSIA

Zearalenon a jeho metabolity predstavuji potencialne Skodliveé latky
pre zdravie zvierat v slvislosti skrmivom a l'udi prostrednictvom
potravinového retazca. Dlhodoby prijem vys$sich koncentracii
zearalenonu ma zavazné toxické u€inky na organizmus cicavcov,
moze narusit’ reprodukcény systém a vyvolat endokrinné poruchy.
Podobne dlhodoba expozicia nizkymi davkami  zearalenénu
sposobuje endokrinné poruchy, ktoré mozu viest' k metabolickym
porucham a zvysit' riziko ochoreni stvisiacich s metabolickym
syndrémom.  V kone¢nom  dosledku  kontaminacia  krmiva
mykotoxinmi moéze byt pri€inou ekonomickych strait v
chovatel'skom priemysle (Han a kol., 2022).

V sucasnej dobe existujil rozne preventivne opatrenia na znizenie
mykotoxickej zataze krmiv a potravin (Kova¢ Tomas a Jurcevi¢
Sangut, 2025). Vieobecne sa preventivne opatrenia rozdel'uji na
predzberové, ktoré zahffiaju striedanie plodin, spravne obrabanie
pody, vyvazené hnojenie, pouzivanie vhodného semenného
materialu a sejbovych technik, S$lachtenie a vyber plodin a
pozberové opatrenia, ktoré moézeme rozdelit’ na fyzikalne, chemické
a biologické metody degradacie mykotoxinov (Agriopoulou akal.,
2020).

V stvidlosti s biologickou degradéciou zearalenonu v potravinach a
krmivach sa zistilo, Zze spomedzi kmenov rodu Bacillus, B.
licheniformis, B. subtilis, B. natto a B. cerues vykazuju najvyssi
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detoxikaény ucinok (Gari a Abdela, 2023). Podobne, podla nasSich
vysledkov vykazoval najvySSiu mieru degradéacie 1 ppm zearalenénu
bezbunkovy supernatant druhu Bacillus subtilis. V zavislosti od
pouzitej koncentracie (100 %, 50 % a 25 %) sa stupent degradécie
pohyboval od 4,4 % do 3,8 %. Xiang a kol. (2024) zitili az 88 %
degradacénti uéinnost u kmena Bacillus subtilis ZENLQ9
v experimente so zearalenénom v koncentrécii 1 ppm. Podobné
vysledky a 99 % schopnost’ Bacillus subtilis zdegradovat
zearalendn v koncentrécii 1 ppm prezentovali g Cho akal. (2010).

Probiotika s vhodnymi  prostriedkami  pre  biodegradaciu
zearalen6nu v potravindrskom priemysle, pretoZze vykazuju
zdravotné benefity pre I'udi a zvierata a vacsina baktérii mliecneho
kvasenia sa v potravinarskom priemysle povazuje za bezpetné
(Wang a kol, 2019). Podla naSich vysledkov bol spomedzi
laktobacilov najuéinnej$i bezbunkovy supernatant L. fermentum 213
s degradaénym efektom v rozsshu 2,8 % - 1,3 % v korelacii so
zvy3ujicou sa koncentréciou (100 % - 12,5 %) a najmenej Gcinny
bol bezbunkovy supernatant L. plantarum CCM 1904, pri ktorom
bol detoxikacny ucinok takmer nulovy (0,01 % — 0,4 %). Naproti
tomu, Chen a kol. (2018) zistili vy$$iu uroven degradécie
zearalen6nu (45 %) v koncentrécii ZEA 5 mg/L pri pouZiti
supernatantu z kmena L. plantarum. AvSak podla Hathout a Aly
(2014) nie je dekontaminacia zearalenonu nikdy Uplnd, pokial’ sa
nevyludi pritomnost jeho estrogénovych analdgov.

5. ZAVER

Napriek Sirokej Skdle fyzikdlnych, chemickych a biologickych
metéd  dostupnych  nazmiernenie  negativnych  dopadov
mykotoxinov zostava u€inna neutralizacia tychto toxickych zlicenin
vyznamnou vyzvou. Vysokd stabilita mnohych mykotoxinov, ich
roznorodé spravanie v rdznych potravinovych a krmivovych
matriciach a obavy tykajuce sa toxicity a bezpe€nosti ich
degrada¢nych produktov komplikuju usilie o dosiahnutie Uplne)
bezpeCnosti. Tieto faktory zdorazilujii pretrvavajiucu potrebu
d’alSieho vyskumu a inovativnych stratégii, ktoré pripravuju cestu
pre ucinnejsiu a udrzatelnejsiu kontrolu mykotoxinov.
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