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Assessment of the possibility of zearalenone removal  
by soil bacteria of the genus Rhodococcus 

Ocena możliwości usuwania zearalenonu  
przez bakterie glebowe z rodzaju Rhodococcus 

Romuald Gwiazdowski1*, Daniela Gwiazdowska2, Krzysztof Juś2, Agnieszka Waśkiewicz3 

Summary 
 The aim of the study was to assess the possibility of reducing the content of zearalenone by soil bacteria of the genus Rhodococcus 
in model conditions. The experiment was carried out for 72 hours in a pepton broth as well as in a buffer, controlling the amount of 
toxin every 24 hours. The results showed that the tested strains of Rhodococcus bacteria were able to reduce of zearalenone content 
in relation to the control samples. The degree of reduction of zearalenone content was dependent on the bacteria strain as well as 
time incubation and environment, in which the process was conducted. In the samples collected during the incubation derivatives 
were not observed. 
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Streszczenie 
 Celem pracy była ocena możliwości redukcji zawartości zearalenonu przez bakterie glebowe rodzaju Rhodococcus w warunkach 
modelowych. Proces prowadzono przez 72 godziny w pożywce peptonowej oraz w buforze, kontrolując ilość toksyny co 24 godziny. 
Otrzymane wyniki wykazały, że badane szczepy bakterii powodują redukcję ilości zearalenonu w stosunku do prób kontrolnych. 
Stopień redukcji stężenia zearalenonu był uzależniony od szczepu bakterii, czasu inkubacji oraz od środowiska, w jakim prowadzono 
proces. W próbkach zebranych w trakcie inkubacji nie obserwowano wystąpienia związków pochodnych. 
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Wstęp / Introduction 
 
 Obecność patogennych grzybów i wytwarzanych przez 
nie mikotoksyn w płodach rolnych każdego roku 
przyczynia się do obniżenia plonów i pogorszenia ich 
jakości. Mikotoksyny, czyli wtórne metabolity wytwarzane 
przez grzyby strzępkowe, wykazują dużą toksyczność 
względem ludzi i zwierząt (Bennet i Klich 2003). Do dziś 
poznano i opisano około 400 tych metabolitów, należy 
jednak przypuszczać, że lista tych związków nie jest 
zamknięta. Do mikotoksyn o szczególnym znaczeniu 
ekonomicznym zaliczane są: aflatoksyny, ochratoksyna A 
oraz toksyny fuzaryjne. Do najważniejszych mikotoksyn 
fuzaryjnych należą: trichoteceny grupy A i B, zearalenon 
i fumonizyny (Suchorzyńska i Misiewicz 2009). Nie-
bezpieczeństwo związane z występowaniem mikotoksyn 
w płodach rolnych wiąże się z możliwością przedosta-
wania się tych związków do łańcucha żywności i pasz, 
stanowiąc tym samym zagrożenie dla ludzi i zwierząt. 
Oddziaływanie mikotoksyn na organizm żywy jest bardzo 
zróżnicowane, ponieważ poszczególne toksyny charakte-
ryzują się właściwościami: kancerogennymi, teratogen-
nymi, estrogennymi, embriotoksycznymi czy mutagen-
nymi (Chełkowski 2009). Powszechność występowania 
toksynotwórczych grzybów, jak również negatywne od-
działywanie mikotoksyn na organizm sprawia, że ich 
zawartość w produktach żywnościowych i paszach jest 
ważnym wskaźnikiem ich jakości i bezpieczeństwa 
(Pokrzywa i wsp. 2007). Tymczasem z danych FAO (Food 
and Agriculture Organization) z 2001 roku wynika, że na 
świecie około 25% plonów, żywności oraz pasz jest 
zanieczyszczona przez mikotoksyny. Komisja Codex Ali-
mentarus w 2003 roku wydała z kolei opinię wskazującą, 
że uniknięcie spożycia jakiejkolwiek ilości mikotoksyn jest 
praktycznie niemożliwe (Kapturowska i wsp. 2010), co jest 
związane przede wszystkim z dużą opornością tych 
substancji na czynniki: fizyczne, chemiczne i biologiczne 
(Emrich i wsp. 2008).  

Pomimo stosowania różnych sposobów zapobiegania 
rozwojowi toksynotwórczych grzybów, jak fungicydy czy 
zabiegi agrotechniczne, problem obecności mikotoksyn 
jest wciąż aktualny. Z doświadczeń przeprowadzonych 
przez Twarużek i wsp. (2012) wynika, że w ziarnach 
kukurydzy zebranych w całej Polsce w latach 2009–2011 
obecne są toksyny fuzaryjne, takie jak: zearalenon, 
fumonizyny, niwalenol, deoksyniwalenol, toksyna T-2 
i HT-2. Ich obecność stwierdzono niemal we wszystkich, 
badanych próbach. Wobec tego istnieje duża potrzeba 
poszukiwania nowych i skutecznych sposobów na 
ograniczenie ilości mikotoksyn w żywności i paszach. Jed-
ną z możliwości jest zastosowanie metod mikrobiolo-
gicznych. 

Zearalenon jest jedną z powszechniej występujących 
w przyrodzie mikotoksyn. Pod względem chemicznym jest 
to β-rezorcyno-lakton, zawierający w swojej strukturze 
pierścień rezorcynowy oraz makrocykliczny pierścień 
laktonowy, którego budowa przypomina układ hormonów 
sterydowych. Z tego powodu toksynę tę określa się jako 
niesteroidowy mikoestrogen (Bennet i Klich 2003). Obec-
ność zearalenonu odnotowuje się w licznych gatunkach 
zbóż, takich jak: owies, żyto, pszenica, ryż czy kukurydza, 

w paszach przeznaczonych dla zwierząt, jak również 
w kiszonkach. 

Wykorzystanie mikroorganizmów w celu dekontami-
nacji mikotoksyn obecnych w środowisku lub żywności 
jest zgodne z obserwowaną obecnie tendencją do wpro-
wadzania przyjaznych środowisku metod usuwania tych 
metabolitów. Duże zainteresowanie budzą mikroorga-
nizmy pochodzące ze środowiska naturalnego, m.in. z gle-
by, które wykazują właściwości antagonistyczne w sto-
sunku do patogenicznych grzybów. Przykładem tego typu 
mikroorganizmów są bakterie z rodzaju Rhodococcus. Są 
to gramdodatnie, tlenowe, niezarodnikujące bakterie 
powszechnie występujące w glebie (Alberts i wsp. 2006). 
Niektóre szczepy tych bakterii są zdolne do wytwarzania 
białkowych substancji, takich jak rhodopeptyna, charakte-
ryzujących się właściwościami fungistatycznymi, między 
innymi wobec grzybów rodzaju Fusarium (Chiba i wsp. 
1999). Bakterie Rhodococcus są zdolne do rozkładu 
różnego rodzaju związków, takich jak: izopropylobenzen, 
dichloroetan, pestycydy, leki, składniki zanieczyszczeń 
przemysłowych (Łobocka 2002) oraz polichlorobifenyle, 
które są zaliczane do jednych z najbardziej toksycznych 
zanieczyszczeń środowiskowych (Masai i wsp. 1997). 
Zdolność do degradacji tych związków decyduje o ważnej 
roli jaką pełnią bakterie z rodzaju Rhodococcus w usuwa-
niu toksycznych zanieczyszczeń ze środowiska (Dua i wsp. 
2002). Właściwości fungistatyczne i szerokie spektrum 
dekontaminacji różnego rodzaju toksycznych związków, 
wskazują na potencjalną zdolność tych bakterii do 
rozkładu mikotoksyn oraz ograniczania ich ilości w śro-
dowisku.  
  Celem pracy było określenie potencjalnej zdolności 
bakterii Rhodococcus erythropolis i R. fascians do redukcji 
zawartości zearalenonu w warunkach modelowych.  
 
 
Materiały i metody / Materials and methods 
Materiał badawczy 
 
 W badaniach zastosowano dwa szczepy bakterii: 
Rhodococcus erythropolis PCM 2150 oraz R. fascians 
PCM 2291, pochodzące z kolekcji Instytutu Immunologii 
i Terapii Doświadczalnej we Wrocławiu. Bakterie hodo-
wano na płynnej pożywce peptonowej (pepton – 10 g, 
enzymatyczny hydrolizat kazeiny – 2 g, ekstrakt drożdżo-
wy – 2 g, chlorek sodu – 6 g, glukoza – 20 g, agar – 20 g, 
woda destylowana 1000 cm3), pH 7,0, w temperaturze 
30°C przez 48 godzin. Zearalenon (ZEA), wykorzystany 
w doświadczeniach został zakupiony w firmie Sigma- 
-Aldrich.  
 
 
Ocena redukcji ZEA przez bakterie  
 
 Z płynnych hodowli R. erythropolis PCM 2150 
i R. fascians PCM 2291 oddzielono komórki bakteryjne od 
pożywki przez wirowanie w jałowych probówkach wirów-
kowych (7000 rpm/min, 10 minut). Następnie pożywkę 
zlano znad osadu, po czym komórki zawieszono w ja-
łowym buforze PBS (Phosphate Buffered Saline), pH 7,0. 
Całość wymieszano, otrzymując zawiesinę bakterii 
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w buforze o gęstości 107 jtk/cm3, a następnie rozdzielono 
po 1 cm3 do wyjałowionych probówek typu eppendorf 
(pojemność 1,5 cm3) i ponownie odwirowano zawiesiny 
(10 000 rpm/min, 5 minut). Po odwirowaniu bufor zlano 
znad osadu, a do komórek bakterii dodano po 1 cm3 
przygotowanego wcześniej roztworu ZEA w buforze PBS 
lub pożywce peptonowej o stężeniu 5 µg/cm3 i całość 
dokładnie rozmieszano. Tak przygotowane próbki 
inkubowano w temperaturze pokojowej (ok. 20°C) przez 
72 godziny. Próby kontrolne stanowiły roztwory ZEA bez 
dodatku komórek bakterii. Próby do analizy HPLC (High-
performance liquid chromatography) pobierano w różnych 
odstępach czasowych (0 h, 24 h, 48 h, 72 h) i oznaczano 
w nich stężenie zearalenonu metodą HPLC. Próbki do 
analizy wirowano (14 000 × g, 5 minut), a supernatant 
filtrowano przez filtry Millex GS 0,22 µm (Millipore 
Bedford MA, USA). Wyniki podano w µg/cm3. Wszystkie 
badania wykonano w trzech powtórzeniach. 
 
Oznaczanie zawartości zearalenonu metodą HPLC  

Zearalenon oznaczano metodą wysokociśnieniowej 
chromatografii cieczowej (HPLC) z zastosowaniem 
aparatu Waters 2695 (Waters Company, Milford, MA, 
USA), z zestawem detektorów Multi Fluorescence 
Detector Waters 2475, Photodiode Array Detector Waters 
2996 oraz kolumną C18 Nova Pack 3,9 × 150 mm. Para-
metry rozdziału były następujące: faza ruchoma: 
acetonitryl:woda:metanol (46:46:8, v/v/v); przepływ: 
0,5 cm3/min; objętość dozowania: 10–20 µl; czas retencji: 
8,45 min; próg wykrywalności: 0,3 ng/g. Ze względu na 
możliwość przekształcenia zearalenonu w związki pochod-

ne, w próbkach oznaczano również zawartość α- i β-ze-
aralenolu. 
 
Analiza statystyczna 

Istotność różnic pomiędzy wartościami średnimi 
określano za pomocą testu t-Studenta z wykorzystaniem 
programu STATISTICA v. 10.  
 
 
Wyniki i dyskusja / Results and discussion 
 

Bakterie z rodzaju Rhodococcus należą do mikro-
organizmów o dużym potencjale biodegradacyjnym, 
jednak dane literaturowe dotyczące możliwości degradacji 
bądź transformacji mikotoksyn są nieliczne. W prezento-
wanej pracy podjęto próbę wykorzystania dwóch szczepów 
bakterii z rodzaju Rhodococcus, (R. erythropolis PCM 
2150 i R. fascians PCM 2291), do redukcji zawartości 
zearalenonu w warunkach modelowych. W badaniach za-
stosowano dwa roztwory modelowe, bufor PBS i pożywkę 
peptonową. Rezultaty doświadczenia przedstawiono 
w tabeli 1. 

Na podstawie uzyskanych wyników można stwierdzić, 
że obydwa badane szczepy bakterii z rodzaju Rhodococcus 
powodowały redukcję zawartości zearalenonu, niezależnie 
od środowiska, w jakim prowadzono proces. Należy 
podkreślić, że stopień redukcji ilości toksyny różnił się 
w zależności od badanego szczepu, jak i roztworu mode-
lowego. W próbkach nie odnotowano obecności produk-
tów metabolizmu zeralenonu, co może sugerować, że me-
chanizmem odpowiadającym za obniżenie zawartości 
toksyny była adsorpcja do powierzchni komórek. 

 
 
 

Tabela 1. Redukcja zawartości zearalenonu przez bakterie R. erythropolis PCM 2150 oraz R. fascians PCM 2291  
Table 1.  The reduction of zearalenone content by R. erythropolis PCM 2150 and R. fascians PCM 2291  

Wartości średnie oznaczone tą samą literą nie różnią się istotnie (p < 0.05) 
The average values with the same letter are not significantly different (p < 0,05) 
ZEA – zearalenon – zearalenone 

 

Czas 
inkubacji  

Time  
of incubation 

[h] 

Kontrola  
Control 

[µg/cm3] 

Rhodococcus erythropolis PCM 2150 Rhodococcus fascians PCM 2291 

zawartość ZEA  
w próbach po inkubacji  
the content of ZEA in 

samples after incubation  
[µg/cm3] 

redukcja zawartości 
ZEA  

reduction of ZEA 
content 

 [%] 

zawartość ZEA  
w próbach po inkubacji  

the content of ZEA  
in samples after 

incubation  
[µg/cm3] 

redukcja zawartości 
ZEA  

reduction of ZEA 
content  

[%] 

Pożywka peptonowa – Pepton medium 
0 3,59±0,15 a 2,47±0,21 b 31,10 3,00±0,10 b 16,44 

24 2,97±0,08 a 1,99±0,45 b 33,00 2,75±0,04 b 7,50 

48 3,02±0,04 a 1,96±0,55 b 35,10 2,81±0,03 b 7,00 
72 2,99±0,20 a 2,04±0,20 b 31,77 2,71±0,38 ab 9,40 

Bufor PBS – PBS buffer 
0 5,01±0,10 a 4,08±0,18 b 18,56 4,19±0,20 b 16,37 

24 4,84±0,21 a 2,49±0,30 c 48,55 2,36±0,26 c 51,24 
48 4,88±0,16 a 2,67±0,35 d 45,29 2,27±0,40 c 53,48 

72 4,84±0,09 a 2,73±0,25 cd 43,60 1,73±0,24 cd 64,26 
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W pożywce peptonowej, szczep R. erythropolis, 
powodował zmniejszenie ilości ZEA o 31,10–35,10% 
w stosunku do prób kontrolnych. Zasadniczą redukcję 
odnotowano już w pierwszych minutach po wprowadzeniu 
toksyny do pożywki zawierającej bakterie, po kolejnych 
24 h ilość toksyny obniżyła się nieznacznie, po czym 
utrzymywała się na stosunkowo stałym poziomie. 
Podobnie w przypadku szczepu R. fascians obserwowano 
redukcję zawartości ZEA na poziomie 16,44% tylko 
w pierwszych minutach procesu a w kolejnych dniach 
efektywność procesu usuwania toksyny była znacznie 
niższa. Należy podkreślić, że procentową redukcję 
zawartości ZEA odniesiono do ilości toksyny w próbkach 
kontrolnych w poszczególnych dniach, w których widać 
wahania stężenia ZEA, chociaż zmiany te były statys-
tycznie nieistotne. Może to być związane ze środowiskiem, 
w jakim prowadzono reakcję. Zastosowana pożywka 
zawierała różnorodne składniki, jak: pepton, hydrolizat 
kazeiny czy ekstrakt drożdżowy, które mogły wiązać się 
z toksyną w trakcie inkubacji. Biorąc pod uwagę zmiany 
ilościowe toksyny w trakcie 72 h inkubacji, a nie tylko 
procentową redukcję w stosunku do próbek kontrolnych 
(tab. 1) widać, że w ciągu pierwszych 24 godzin, bakterie 
dość szybko obniżały ilość ZEA, natomiast w kolejnych 
dniach ilość toksyny utrzymywała się na stosunkowo 
stałym poziomie. Znacznie większą efektywnością 
charakteryzował się R. erythropolis PCM 2150.  

W buforze stwierdzono wyższą efektywność procesu 
usuwania zearalenonu w porównaniu z pożywką pepto-
nową (tab. 1). Dotyczyło to obydwu badanych szczepów. 
W przypadku szczepu R. fascians ilość ZEA zmniejszyła 
się z 16,37–64,26%, w zależności od czasu inkubacji. 
Z kolei R. erythropolis redukował ilość ZEA od 18,56–
43,60%. W tym środowisku największy spadek zawartości 
toksyny odnotowano po 24 godzinach inkubacji. W ko-
lejnych dniach stężenie ZEA albo utrzymywało się na 
stosunkowo stałym poziomie, jak w próbach zawierających 
bakterie R. erythropolis, bądź sukcesywnie obniżało się, 
jak stwierdzono to w przypadku bakterii R. fascians. Przez 
pierwsze 24 godziny efektywność obu szczepów w usuwa-
niu toksyny była porównywalna. W ciągu kolejnych 48 go-
dzin, zawartość ZEA w próbkach zawierających bakterie 

R. erythropolis pozostała na stałym poziomie, podczas gdy 
R. fascians powodował dalszą redukcję zawartości 
toksyny.  

Według danych literaturowych, niektóre mikroorganiz-
my mogą przeprowadzać degradację mikotoksyn, bądź 
przekształcać je w inne formy. Szczególne zainteresowanie 
naukowców budzi możliwość degradowania aflatoksyn, 
stąd najwięcej danych literaturowych dotyczy tego właśnie 
związku. Taką zdolność stwierdzono m.in. u bakterii 
Nocardia corynebacteroides (Ciegler i wsp. 1966), Myco-
bacterium fluoranthenivorans (Hormisch i wsp. 2004), czy 
Rhodococcus erythropolis (Shih i Marth 1975). Opisuje się 
również degradację lub transformację innych toksyn, 
w tym fuzaryjnych, m.in. toksyny T-2, zearalenonu czy de-
oksyniwalenolu, przez różne mikroorganizmy (Molnar 
i wsp. 2004; Schatzmayr i wsp. 2006). Należy jednak pod-
kreślić, że informacje dotyczące bakterii rodzaju Rhodo-
coccus w tej tematyce są bardzo ograniczone. Z badań 
Cserháti i wsp. (2013) wynika, że szczepy należące do 
różnych gatunków w obrębie rodzaju Rhodococcus 
degradują m.in.: aflatoksynę B1, ochratoksynę A, toksynę 
T-2, a także zearalenon. W przypadku tej ostatniej toksyny 
efektywność procesu zależała w dużym stopniu od szczepu 
bakterii.  
 
 
Wnioski / Conclusions 
 
1. Badane szczepy bakterii z rodzaju Rhodococcus wyka-

zywały zdolność do redukcji stężenia zearalenonu 
w badaniach modelowych. 

2. Porównując skuteczność badanych szczepów w usuwa-
niu zearalenonu stwierdzono, że była ona zależna od 
środowiska, w jakim prowadzono proces.  

3. Biorąc pod uwagę brak produktów metabolizmu ZEA 
w badanych próbkach można przypuszczać, że me-
chanizmem odpowiedzialnym za redukcję zawartości 
ZEA była adsorpcja toksyny do powierzchni komórek. 

4. Efektywność procesu redukcji zawartości mikotoksyny 
przez bakterie Rhodococcus sp. była wyższa w buforze 
niż w pożywce peptonowej. Największe obniżenie iloś-
ci zearalenonu odnotowano po 24 godzinach inkubacji. 
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