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ykotoksyny to chemicznie zréznicowane wtor-
ne metabolity wytwarzane przez grzyby ple-
$niowe. Plesnie to organizmy fitopatogenne zaka-
zajace rosliny w trakcie wzrostu na polu oraz grzyby
saprofityczne kolonizujace produkty roslinne juz po
zbiorach, w trakcie ich przechowywania (1). Do naj-
wazniejszych rodzajow plesni wytwarzajacych my-
kotoksyny wykrywanych w Zzywnosci oraz w paszach
naleza: Aspergillus spp., Fusarium spp., Alternaria spp.
i Penicillium spp. Najczesciej wykrywanymi toksynami,
ktére posiadajg okreslone limity w paszach, s3: de-
oksyniwalenol (DON), fumonizyna B1i B2 (FB1i FB2),
ochratoksyna A (OTA), toksyna T-2 i HT-2 (T-2 i HT-2)
oraz zearalenon (ZEN) (tabela 1) (1). Wystepowanie za-
kazen grzybiczych, a nastepnie zanieczyszczen my-
kotoksynami réznych upraw stanowi powazny pro-
blem ze wzgledu na konsekwencje dla bezpieczenstwa
zywnosci i pasz.
Mykotoksyny od lat uwazane sg za istotny problem
w toksykologii weterynaryjnej. Pomimo tego, ze rzad-
ko dochodzi do ostrych zatru¢ mykotoksynami, ich
obecnos¢ w paszach moze powodowaé w zaleznosci
od gatunku zwierzat: utrate masy ciala, wymioty, hi-
perestrogenizm, wywotywac efekt immunosupresyj-
ny, teratogenny, karcynogenny badz nefrotoksyczny,
a w konsekwencji prowadzi¢ do zwigzanych z tym strat
ekonomicznych (2). Badania naukowe ostatnich lat po-
kazuja, ze stezenia mykotoksyn stwierdzane w zyw-
nosci i paszach w trakcie rutynowych badan moga by¢
niedoszacowane, na skutek obecnosci tzw. modyfiko-
wanych form mykotoksyn — pochodnych mykotoksyn
powstajacych w wyniku biotransformacji form macie-
rzystych m.in. w roslinach poprzez sprzeganie tok-
syn ze zwigzkami hydrofilowymi (np. aminokwasa-
mi, cukrami) badZ w wyniku metabolizmu bakterii
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lub grzyboéw (np. redukeja) (3). Obecnosé modyfikowa-
nych mykotoksyn moze mie¢ duze znaczenie toksy-
kologiczne, poniewaz niektére moga wykazywac tok-
syczno$¢ wyzsza niz formy podstawowe, badZ moga
one uwalnia¢ sie do form macierzystych w przewo-
dzie pokarmowym zwierzat i ludzi.
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Tabela 1. Podstawowe formy mykotoksyn i ich modyfikowane formy

Forma podstawowa

DON

ZEN

OTA

T-2iHT-2

FB1iFB2

Wytwarzajace grzyby Wplyw na zdrowie zwierzat

Utrata masy ciata, niecheé¢ do
pobierania pokarmu, wymioty,
biegunka

Fusarium culmorum,
Fusarium graminearum

Fusarium culmorum,
Fusarium graminearum,
Fusarium heterosporum

Hiperestrogenizm, problemy
zrozrodem

Gatunki Aspergillus,
Penicillium

Efekt immunosupresyjny,
teratogenny, karcynogenny,
nefrotoksyczny

Fusarium sporotrichoides Zahamowanie syntezy biatek, efekt

immunotoksyczny

Fusarium proliferatum,
Fusarium verticillioides,
Aspergillus niger

Efekt hepatoksyczny,
nefrotoksyczny, immunosupresyjny

Tabela zostata opracowana na podstawie artykutu Freire i wsp. (12)
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Rys historyczny

Kiedy w latach 80. ubieglego wieku nie zawsze uda-
wato sie skorelowaé wystepujace objawy mykotoksy-
koz u zwierzat z oznaczonymi niskimi stezeniami my-
kotoksyn w paszy, zwrdcono uwage na zagadnienie
,mykotoksyn modyfikowanych”. W tym czasie po raz
pierwszy sformulowano takze hipoteze metabolicznej
transformacji DON w kukurydzy zaszczepionej Fusa-
rium graminearum do mniej toksycznych pochodnych in
planta (4). Okreslenie ,,mykotoksyna modyfikowana” po
raz pierwszy zostalo uzyte w 1990 r. w odniesieniu do
glikozydowej pochodnej ZEN znalezionej w kukurydzy
i zhydrolizowanej do formy macierzystej w przewodzie
pokarmowym $win (5). Nastepnie w 1992 r. z zawiesi-
ny komoérek kukurydzy hodowanej z DON wyizolowa-
no najbardziej rozpuszczalny sposrdod jego metaboli-
tow — deoksyniwalenol-3-p-D-glukozyd (DON-3-Glc)
(6). W kolejnych latach wykazano, ze po zainfekowa-
niu pszenicy DON wytwarza ona DON-3-Glc (7). Ko-
lejnym waznym momentem bylo wyizolowanie i pet-
ne scharakteryzowanie DON-3-Glc z pszenicy w 2005 r.
(8). 0d tego czasu prowadzi sie szereg badan nad me-
chanizmami powstawania i toksyczno$ciag modyfiko-
wanych mykotoksyn.

Mykotoksyny maskowane — niepetna definicja

Poczatkowo termin ,,mykotoksyny maskowane” sto-
sowany byt w odniesieniu do podkreslenia trudnosci
w ich wykryciu w drodze rutynowych analiz. Obecnie
sytuacja diametralnie si¢ zmienila, szerokie zastoso-
wanie spektrometrii mas (MS) pozwolilo wielu grupom
badawczym na wykorzystanie w badaniach metod wie-
losktadnikowych (9, 10). Kiedy mykotoksyny masko-
wane staly sie elementem rutynowej analizy, termin
ten przestal by¢ adekwatny. W literaturze mozna spo-
tka¢ rowniez takie okreslenia jak ,,ukryte”, ,,sprzezo-
ne” i ,,zwigzane” mykotoksyny.

Poniewaz pierwotne okreslenie ,,mykotoksyny ma-
skowane” obejmowalo tylko koniugowane formy my-
kotoksyn, wytworzone przez rosliny, Rychlik i wsp.

Modyfikowane formy
DON-3-glukozyd; DON-S-cysteina; DON-glutation; DON-malonylo-
glucozyd; 15-acetyl-DON-3-glukozyd; 3-acetyl-DON; DON-3-siar-
czan; DON-15-siarczan; de-epoxy DON; DON-glukuronid; de-epoxy
DON-3-siarczan; de-epoxy DON-15-siarczan
ZEN-16-glukozyd; ZEN-14-0-B-glukozyd; a-zearalenol,
B-zearalenol; a-zearalenol-glukozyd; B-zearalenol-glukozyd,;
ZEN-4-glukozyd; ZEN-4-siarczan

ochratoksyna a; 4S-hydroksyochratoksyna A; hydroksyochratoksyna
A-B-glukozyd; ester metylowy ochratoksyny A; amid ochratoksyny a

HT2-3-glukozyd; T-2-a-glukozyd; T-2 -B-glukozyd; hydroksy-HT2-
-glukozyd; 3-acetyl-HT2; 3-acetyl-T2; HT2-siarczan

ukryte fumonizyny; N-(carboxymethyl) fumonisina B1; N-Acyl hydro-
lyzed fumonisin B1; bound hydrolyzed fumonisins

(11) zaproponowali systematycznag definicje obejmujaca
wszystkie formy modyfikacji sktadajaca sie z 4 pozio-
mow hierarchicznych. W pierwszej kolejnosci rozr6z-
niono formy wolne i niezmodyfikowane mykotoksyn
zwigzane z matrycg oraz strukturalnie zmodyfikowa-
ne (ryc. 1A). Nastepnie rozrézniono formy modyfikacji
biologicznej i chemicznej (ryc. 1B), w obrebie ktérych
rozrézniono mykotoksyny uformowane termicznie
i nietermicznie (ryc. 1C). Czwarty poziom w tej hie-
rarchii to mykotoksyny modyfikowane skoniugowane
przez rosliny, zwierzeta i grzyby (ryc. 1D). Aby ujedno-
lici¢ nazewnictwo, przyjeto, ze termin ,,mykotoksyny
modyfikowane” powinien by¢ uzywany w kontekscie
pochodnych form mykotoksyn oraz ich metabolitéw,
za$ pojecia ,,mykotoksyny maskowane” mozna uzy-
wac odnoszac sie tylko do form powstatych w wyniku
dzialania metabolizmu roslinnego (metabolity fazy II).

Powstawanie i wystepowanie mykotoksyn
modyfikowanych

Modyfikowane mykotoksyny moga powstawaé w wy-
niku dziatania systemu obronnego roslin (np. DON-3-
Glc, zearalenon-14-glukozyd (ZEN-14-Glc), niwalenol-
-3-glukozyd (NIV-3-Glc), HT-2-glukozyd (HT-2-Glc)),
metabolizmu bakterii (deepoxy-DON), grzybéw (np.
3-acetyl-deoksyniwalenol (3-Ac-DON), 15-acetyl-deok-
syniwalenol (15-Ac-DON)), zwierzat (np. powstawanie
aflatoksyny M1 z aflatoksyny B1), ale takze w wyniku
przetwarzania zywnosci (12). Jednakze to maskowa-
ne mykotoksyny majg jak na razie najwieksze zna-
czenie spos$réd wszystkich modyfikowanych myko-
toksyn. Formy te powstajg, kiedy rosliny (np. rézne
gatunki pszenicy) chronig sie przed formami wolnymi
mykotoksyn, przeksztalcajac je w forme bardziej po-
larnych metabolitow, czesto mniej toksycznych. Na-
stepnie metabolity te s3 akumulowane w wakuoli lub
sprzegane do biopolimerdéw (ryc. 2) (13). Poniewaz na
polu najczesciej dochodzi do zakazen grzybami z ro-
dzaju Fusarium, mykotoksyny takie jak DON, ZEN, FB1,
FB2, T2, HT-2 i niwalenol (NIV) s3 najczesciej meta-
bolizowane przez rosliny.
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A) POZIOM PIERWSZY
Wolne mykotoksyny

(DON, AEL BI, 3-acetylo-DON,
1 5-acetylo-DON)

B) POZIOM DRUGI
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C) POZIOM TRZECI

Kompleksy i mykotoksyny fizycznie
rozpuszczone lub zwigzane

Mykotoksyny zwigzane z matryca

/N

Zwigzane kowalencyjnie

(Fumsmizyny awigenne s skrobig,
DON- i OT A-oligosacharydy)

Biologicznie ——

Mykotoksyny modyfikowane

Przez rosliny

/" (DON-3-Gle)

__» SprzgZone ~

D) POZIOM CZWARTY

» Przez zwierzeta

- (metabolity 2 fazy) (DON-3/8/15-ghuk
~— . Przez grzyby
T~ (ZEN-14- siarczan)

T Funkcjonalizowane
(metabolity 1 fazy)
(epoksyd aflatoksyny B1)

Chemicznie ——* Roéznorodnie zmodyfikowane

(DOM-1)

----"““x__ . .
* Zmodyfikowane termicznie
{14-R-OTA, N-karboksy-metylo-FB1, nor DON A-C)

Zmodyfikowane nietermicznie
(DON-sulfonian, norDON A-C — w warunkach zasadowych)

Rycina 1. Systematyczna definicja ,modyfikowanych mykotoksyn”. Rycina wykonana na podstawie artykutu Rychlika i wsp. (11).
Objasnienie skrotow: DON — deoksyniwalenol; OTA — ochratoksyna; AFL B, - aflatoksyna B ; DOM-1 — deepoxydeoksyniwalenol;

DON-3-Glc - deoksyniwalenol-3-glukozyd; ZEN - zearalenon

Sposrod wszystkich dotychczas oznaczonych mody-
fikowanych form mykotoksyn najwiecej danych istnie-
je na temat wystepowania DON-3-Glc. Stosunek DON-
3-Glc do formy niezmodyfikowanej waha sie od 20 do
70%, w zaleznos$ci od rodzaju badanej matrycy, kra-
ju i w poszczegdlnych latach. Niektore wyniki badan
wskazuja takze, ze stezenia DON-3-Glc moga wynosic
nawet ponad 1000 pg/kg i stanowi¢ ponad 100% for-
my macierzystej (14). Inni badacze odnotowali takze
obecno$¢ NIV-3-Glc (15) oraz T-2-Glc i HT-2-Glc (16)
W pszenicy, jak réwniez w zycie. Z kolei metaboli-
ty ZEN (m.in. ZEN-14-Glc, ZEN-14-S) byly oznaczane
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w kukurydzy oraz zbozach, jednakze w niskich steze-
niach (17). Jednakze nadal niewiele jest dostepnych da-
nych na temat wystepowania modyfikowanych form
pozostatych mykotoksyn.

W Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii Panistwo-
wego Instytutu Weterynaryjnego — PIB w Pulawach
réwniez podjeto prace nad oznaczaniem modyfiko-
wanych mykotoksyn w paszach dla zwierzat. Opraco-
wano metode LC-MS/MS pozwalajgcg na oznaczanie
DON-u oraz jego form modyfikowanych (DON-3-Glc,
3-Ac-DON oraz 15-Ac-DON) w paszach. Ze wstepnych
wynikow badan wynika, ze DON-3-Glc wystepuje
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Ryc. 2. Transfer
deoksyniwalenolu
i jego pochodnych
w faricuchu
Zywieniowym
Zwierzat.
Objasnienia
skrétow:

DON -
deoksyniwalenol;
DON-3-Glc -
deoksyniwalenol-3-
glukozyd;
3-Ac-DON

- 3acetylo-
deoksyniwalenol;
15-Ac-DON

- 15acetylo-
deoksyniwalenol

545



PRACE POGLADOWE

546

réwnie czesto co DON. Przy zastosowaniu nowo opra-
cowanej metody DON byt oznaczany we wszystkich
do tej pory przebadanych prébkach (n=40), za§ DON-
3-Glc w ponad 90% prdbek. Co wiecej stosunek ste-
zen DON-3-Glc do toksyny macierzystej wynosit okoto
25%. Wyniki te $wiadczg o tym, ze stezenia DON w pa-
szach mogg by¢ niedoszacowane.

Aspekty toksykologiczne

Potencjalny efekt toksyczny modyfikowanych myko-
toksyn w poréwnaniu z formami macierzystymi ciagle
jest badany. W przypadku DON spozycie paszy skazo-
nej ta mykotoksyna moze powodowac utrate masy cia-
ta, wymioty, nieche¢ do pobierania paszy czy anorek-
sje. Kolejnos$¢ wrazliwo$ci na toksyczne dziatanie DON
przedstawia sie nastepujaco: $winie > myszy > szczu-
ry > drdb = przezuwacze (18). Na poziomie komdrko-
wym dzieki obecnosci grupy epoksydowej DON wig-
ze sie do duzej (60S) podjednostki eukariotycznego
rybosomu, powodujac zatrzymanie biosyntezy bia-
tek (19). Ze wzgledu na r6znice w strukturze chemicz-
nej metabolity DON wykazujg zréznicowang toksycz-
no$¢. DON-3-Glc wykazuje duzo nizsza w poréwnaniu
z DON, dzieki obecnosci reszty cukrowej stabiej wig-
ze sie do rybosomu, przez co biosynteza biatek nie jest
hamowana. Jednakze w tracie trawienia w przewodzie
pokarmowym u $win jest on w wigkszos$ci hydrolizo-
wany przez bakterie jelitowe do formy macierzystej
i moze ona wywolywac objawy kliniczne (20, 21). Me-
tabolity pochodzenia grzybowego DON-u, 3-Ac-DON
i15-Ac-DON moga by¢ deacylowane i wraca¢ do formy
podstawowej, co wiecej, w poréwnaniu do DON wyka-
zuja porownywalng badz nawet wyzsza toksycznoscé
(15-Ac-DON ma wyzsza toksycznos$¢ niz DON u brojle-
réw (22, 23). Modyfikowane formy ZEN-u, ZEN-14-Glc
jak i ZEN-16-Glc wykazuja nizsza toksyczno$¢ niz pod-
stawowa forma ZEN, przez dolgczenie reszty cukrowej
do toksyny macierzystej, w zwigzku z czym metabolit
ten nie wykazuje powinowactwa do receptor6w estro-
gennych (24). Inna forma, ZEN-14-S w badaniach na
liniach komdrkowych réwniez nie wykazywata wta-
$ciwosci estrogennych (25). Z kolei hydroksylowa-
ne formy ZEN: a-zearalenol (a-ZEL) oraz p-zearalenol
(B-ZEL) wykazujg zréznicowany potencjat estrogen-
ny. a-ZEL posiada potencjal nawet 60-krotnie wyzszy
niz forma podstawowa, natomiast p-ZEL nizszy (26).
W przypadku innych modyfikowanych form mykotok-
syn (np. NIV-3-Glc, T-2-Glc, HT-2-Glc) dane na temat
ich toksycznosci sa ograniczone.

Aspekty analityczne

Szybki rozwdj metod analitycznych, w tym zastoso-
wanie spektrometrii mas (MS), pozwolily na ozna-
czenie i zidentyfikowanie wielu nieznanych wczesniej
form metabolitéw roslinnych mykotoksyn. Mozliwos¢
oznaczania nie tylko wolnych, ale takze zmodyfiko-
wanych i zwigzanych z matrycg form mykotoksyn jest
kluczowa z punktu widzenia prawidtowego oszacowa-
nia narazenia ludzi i zwierzat na spozycie mykotoksyn.

Pomimo dostepnych w literaturze danych na te-
mat metod oznaczania réznych modyfikowanych

form mykotoksyn w paszach dla zwierzat, najwiek-
szym problemem dla analitykéw jest brak dostep-
nych na rynku standardéw analitycznych. Obecnie
dostepne sg pochodne DON (DON-3-Glc, 3-Ac-DON
i 15-Ac-DON). Co wiecej, brakuje rowniez certyfiko-
wanych materiatléw referencyjnych potrzebnych do
prawidlowej oceny parametréw metod analitycz-
nych. Konieczno$¢ zastosowania techniki MS oraz
drogich standardéw wewnetrznych powoduje, Ze
analiza mykotoksyn modyfikowanych jest trudna
i kosztowna.

Brak regulacji prawnych
dla modyfikowanych mykotoksyn

Aktualnie w Unii Europejskiej regulacjom prawnym
w zywnosci i paszach podlega 14 mykotoksyn, w tym
aflatoksyna B1, B2, G1, G2, M1, patulina (27) DON, ZEN,
OTA, FB1i FB2 (28), T-2 i HT-2 (29) oraz cytrynina (30).
Jednakze oprdcz regulowanych prawnie form podsta-
wowych mykotoksyn oznaczanych w czasie rutyno-
wych analiz, w badanych prébkach powszechnie wy-
stepuja ich formy modyfikowane. W zwigzku z tym
Komisja Europejska w 2013 r. zwrdcita sie do Europej-
skiego Urzedu ds. Bezpieczeristwa Zywnosci (EFSA)
o opinie na temat ryzyka dla zwierzat i zdrowia pu-
blicznego zwigzanego z obecno$cig metabolitéw, form
zwigzanych i/lub modyfikowanych réznych mykotok-
syn ze zrédta, jakim sg zywnos¢ i pasze (NIV, ZEN, T-2,
HT-2, FB). W 2014 r. EFSA opublikowala raport (31),
w ktérym po ocenie ryzyka zaleca dalsze badania nad
opracowywaniem nowych metod, jak réwniez nad iden-
tyfikacja nowych modyfikowanych form. W kolejnym
raporcie tej agencji dotyczacym DON-u i jego mody-
fikowanych form (32) podkreslita tym samym po raz
kolejny potrzebe rutynowego oznaczania modyfiko-
wanych form DON-u, jak réwniez opracowania ma-
teriatéw referencyjnych, gdyz nie sa one dostepne na
rynku, a takze zalecita miedzylaboratoryjna walidacje
metod oznaczania tych toksyn. Wystepowanie myko-
toksyn modyfikowanych wraz z formami podstawo-
wymi powinno skloni¢ Komisje Europejska do no-
welizacji obowigzujacego prawa dotyczacego limitéw
mykotoksyn w paszach dla réznych gatunkéw zwie-
rzat, w ktérym uwzglednione powinny by¢ takze mo-
dyfikowane formy.

Podsumowanie

Obecnie kladzie sie coraz wiekszy nacisk na opracowy-
wanie nowych metod analitycznych oznaczania form
podstawowych mykotoksyn, jak réwniez ich modyfi-
kowanych pochodnych. Mykotoksyny modyfikowane
wystepuja rownie powszechnie co formy macierzyste,
co moze powodowac niedoszacowanie ilosci mykotok-
syn podstawowych w paszach, jak i zywnosci. W zwigz-
ku z tym powinien by¢ prowadzony pelny monitoring
wystepowania wszystkich form mykotoksyn, tak aby
mac oceni¢ mozliwe tendencje dotyczace wystepowa-
nia tych toksyn, w zalezno$ci od zmian klimatycznych,
technologii uprawy czy przetwarzania zywnosci. Po-
mimo coraz wiekszej liczby danych na temat obecnosci
modyfikowanych mykotoksyn w paszach dalej trudno
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jest dokona¢ prawidlowej oceny ryzyka ich wystepo-
wania, ze wzgledu na brak szczegétowych danych na
temat ich toksycznos$ci u réznych grup zwierzat. Za-
tem konieczne sg dalsze badania poréwnujace toksycz-
nos$¢ form podstawowych i modyfikowanych, a takze
okreslenie dopuszczalnego dziennego spozycia po-
szczegllnych grup mykotoksyn. Z drugiej strony ist-
nieje potrzeba opracowywania nowych standardéw
analitycznych, certyfikowanych materialéw referen-
cyjnych, przeprowadzania miedzylaboratoryjnych wa-
lidacji metod LC-MS/MS, jak rowniez badan bieglosci
sprawdzajacych kompetencje laboratoriéw. Co wiecej,
brak jest takze regulacji prawnych dotyczacych obec-
nosci mykotoksyn modyfikowanych w paszach. Dlate-
go przyszle rozwazania powinny skupi¢ sie réwniez na
ustaleniu limitéw obejmujacych zaréwno mykotoksy-
ny podstawowe, jak i formy modyfikowane.

Zrodto finansowania
Badania nad opracowaniem metody oznaczania
deoksyniwalenolu i jego form modyfikowanych

sfinansowano ze srodkéw dotacji KNOW Konsorcjum
Naukowego ,,Zdrowe Zwierze — Bezpieczna Zywnos$¢?
decyzja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
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