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

Ocena mozliwosci usuwania zearalenonu
przez bakterie glebowe z rodzaju Rhodococcus
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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 byta ocena mozliwosci redukcji zawartosci zearalenonu przez bakterie glebowe rodzaju Rhodococcus w warunkach
modelowych. Proces prowadzono przez 72 godziny w pozywce peptonowej oraz w buforze, kontrolujgc ilo$¢ toksyny co 24 godziny.
Otrzymane wyniki wykazaty, ze badane szczepy bakterii powodujg redukcje ilosci zearalenonu w stosunku do préb kontrolnych.
Stopien redukcji stezenia zearalenonu byt uzalezniony od szczepu bakterii, czasu inkubacji oraz od srodowiska, w jakim prowadzono
proces. W prébkach zebranych w trakcie inkubacji nie obserwowano wystgpienia zwigzkéw pochodnych.
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Wstep / Introduction

Obecnos¢ patogennych grzyboéw i wytwarzanych przez
nie mikotoksyn w plodach rolnych kazdego roku
przyczynia si¢ do obnizenia plondw i pogorszenia ich
jakos$ci. Mikotoksyny, czyli wtorne metabolity wytwarzane
przez grzyby strzepkowe, wykazuja duza toksyczno$¢
wzgledem ludzi i zwierzat (Bennet i Klich 2003). Do dzi$
poznano i opisano okoto 400 tych metabolitow, nalezy
jednak przypuszczaé, ze lista tych zwiazkow nie jest
zamknigta. Do mikotoksyn o szczegdlnym znaczeniu
ekonomicznym zaliczane sa: aflatoksyny, ochratoksyna A
oraz toksyny fuzaryjne. Do najwazniejszych mikotoksyn
fuzaryjnych naleza: trichoteceny grupy A i B, zearalenon
i fumonizyny (Suchorzynska i Misiewicz 2009). Nie-
bezpieczenstwo zwigzane z wystgpowaniem mikotoksyn
w plodach rolnych wiaze si¢ z mozliwoscia przedosta-
wania si¢ tych zwiazkéw do tancucha zywnos$ci i pasz,
stanowigc tym samym zagrozenie dla ludzi i zwierzat.
Oddziatywanie mikotoksyn na organizm zywy jest bardzo
zrdznicowane, poniewaz poszczegdlne toksyny charakte-
ryzuja si¢ wlasciwosciami: kancerogennymi, teratogen-
nymi, estrogennymi, embriotoksycznymi czy mutagen-
nymi (Chetkowski 2009). Powszechno$¢ wystepowania
toksynotworczych grzybow, jak réwniez negatywne od-
dziatywanie mikotoksyn na organizm sprawia, ze ich
zawarto$¢ w produktach zywnos$ciowych i paszach jest
waznym wskaznikiem ich jakos$ci i bezpieczenstwa
(Pokrzywa i wsp. 2007). Tymczasem z danych FAO (Food
and Agriculture Organization) z 2001 roku wynika, ze na
$wiecie okoto 25% plonéw, zywnosci oraz pasz jest
zanieczyszczona przez mikotoksyny. Komisja Codex Ali-
mentarus w 2003 roku wydata z kolei opini¢ wskazujaca,
ze uniknigcie spozycia jakiejkolwiek ilosci mikotoksyn jest
praktycznie niemozliwe (Kapturowska i wsp. 2010), co jest
zwigzane przede wszystkim z duza opornoscia tych
substancji na czynniki: fizyczne, chemiczne i biologiczne
(Emrich i wsp. 2008).

Pomimo stosowania réznych sposobow zapobiegania
rozwojowi toksynotworczych grzybow, jak fungicydy czy
zabiegi agrotechniczne, problem obecnosci mikotoksyn
jest wcigz aktualny. Z doswiadczen przeprowadzonych
przez Twaruzek i wsp. (2012) wynika, ze w ziarnach
kukurydzy zebranych w catej Polsce w latach 2009-2011
obecne sg toksyny fuzaryjne, takie jak: zearalenon,
fumonizyny, niwalenol, deoksyniwalenol, toksyna T-2
1 HT-2. Ich obecno$¢ stwierdzono niemal we wszystkich,
badanych probach. Wobec tego istnieje duza potrzeba
poszukiwania nowych 1 skutecznych sposobow na
ograniczenie ilosci mikotoksyn w zywnosci i paszach. Jed-
na z mozliwosci jest zastosowanie metod mikrobiolo-
gicznych.

Zearalenon jest jedng z powszechniej wystepujacych
w przyrodzie mikotoksyn. Pod wzglgdem chemicznym jest
to P-rezorcyno-lakton, zawierajacy w swojej strukturze
piercien rezorcynowy oraz makrocykliczny pierscien
laktonowy, ktérego budowa przypomina uktad hormonéw
sterydowych. Z tego powodu toksyne te okresla si¢ jako
niesteroidowy mikoestrogen (Bennet i Klich 2003). Obec-
no$¢ zearalenonu odnotowuje si¢ w licznych gatunkach
zb0z, takich jak: owies, zyto, pszenica, ryz czy kukurydza,

w paszach przeznaczonych dla zwierzat, jak rowniez
w kiszonkach.

Wykorzystanie mikroorganizméw w celu dekontami-
nacji mikotoksyn obecnych w $§rodowisku lub zywnosci
jest zgodne z obserwowana obecnie tendencja do wpro-
wadzania przyjaznych $rodowisku metod usuwania tych
metabolitow. Duze zainteresowanie budza mikroorga-
nizmy pochodzace ze Srodowiska naturalnego, m.in. z gle-
by, ktore wykazuja wilasciwosci antagonistyczne w sto-
sunku do patogenicznych grzyboéw. Przykladem tego typu
mikroorganizmdéw sg bakterie z rodzaju Rhodococcus. Sa
to gramdodatnie, tlenowe, niezarodnikujace bakterie
powszechnie wystgpujace w glebie (Alberts i wsp. 20006).
Niektoére szczepy tych bakterii s3 zdolne do wytwarzania
biatkowych substancji, takich jak rhodopeptyna, charakte-
ryzujacych si¢ wilasciwosciami fungistatycznymi, miedzy
innymi wobec grzybow rodzaju Fusarium (Chiba i wsp.
1999). Bakterie Rhodococcus sa zdolne do rozkladu
roznego rodzaju zwigzkoéw, takich jak: izopropylobenzen,
dichloroetan, pestycydy, leki, sktadniki zanieczyszczen
przemystowych (Lobocka 2002) oraz polichlorobifenyle,
ktore sg zaliczane do jednych z najbardziej toksycznych
zanieczyszczen §rodowiskowych (Masai i wsp. 1997).
Zdolnos¢ do degradacji tych zwiazkoéw decyduje o waznej
roli jaka pelnig bakterie z rodzaju Rhodococcus w usuwa-
niu toksycznych zanieczyszczen ze Srodowiska (Dua i wsp.
2002). Wiasciwosci fungistatyczne i szerokie spektrum
dekontaminacji réznego rodzaju toksycznych zwiazkdw,
wskazuja na potencjalng zdolnos¢ tych bakterii do
rozkladu mikotoksyn oraz ograniczania ich ilosci w $ro-
dowisku.

Celem pracy bylo okreslenie potencjalnej zdolnosci
bakterii Rhodococcus erythropolis i R. fascians do redukcji
zawarto$ci zearalenonu w warunkach modelowych.

Materialy i metody / Materials and methods

Material badawczy

W badaniach zastosowano dwa szczepy bakterii:
Rhodococcus erythropolis PCM 2150 oraz R. fascians
PCM 2291, pochodzace z kolekceji Instytutu Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej we Wroclawiu. Bakterie hodo-
wano na plynnej pozywce peptonowej (pepton — 10 g,
enzymatyczny hydrolizat kazeiny — 2 g, ekstrakt drozdzo-
wy — 2 g, chlorek sodu — 6 g, glukoza — 20 g, agar — 20 g,
woda destylowana 1000 cm’), pH 7,0, w temperaturze
30°C przez 48 godzin. Zearalenon (ZEA), wykorzystany
w doswiadczeniach zostat zakupiony w firmie Sigma-
-Aldrich.

Ocena redukcji ZEA przez bakterie

Z plynnych hodowli R. erythropolis PCM 2150
i R. fascians PCM 2291 oddzielono komérki bakteryjne od
pozywki przez wirowanie w jalowych proboéwkach wir6w-
kowych (7000 rpm/min, 10 minut). Nastgpnie pozywke
zlano znad osadu, po czym komorki zawieszono w ja-
lowym buforze PBS (Phosphate Buffered Saline), pH 7,0.
Calo$¢ wymieszano, otrzymujac zawiesing bakterii
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w buforze o gestosci 107 jtk/cm®, a nastepnie rozdzielono
po 1cm® do wyjatowionych probéwek typu eppendorf
(pojemnosé¢ 1,5 ¢cm’) i ponownie odwirowano zawiesiny
(10 000 rpm/min, 5 minut). Po odwirowaniu bufor zlano
znad osadu, a do komoérek bakterii dodano po 1 cm’
przygotowanego wczesniej roztworu ZEA w buforze PBS
lub pozywce peptonowej o stezeniu 5 pg/em’ i catosé
dokfadnie rozmieszano. Tak przygotowane probki
inkubowano w temperaturze pokojowej (ok. 20°C) przez
72 godziny. Proby kontrolne stanowily roztwory ZEA bez
dodatku komorek bakterii. Proby do analizy HPLC (High-
performance liquid chromatography) pobierano w réznych
odstepach czasowych (0 h, 24 h, 48 h, 72 h) i oznaczano
w nich stgzenie zearalenonu metoda HPLC. Probki do
analizy wirowano (14 000 x g, 5 minut), a supernatant
filtrowano przez filtry Millex GS 0,22 pm (Millipore
Bedford MA, USA). Wyniki podano w pg/cm’. Wszystkie
badania wykonano w trzech powtdrzeniach.

Oznaczanie zawartoSci zearalenonu metoda HPLC

Zearalenon oznaczano metoda wysokoci$nieniowej
chromatografii cieczcowej (HPLC) z zastosowaniem
aparatu Waters 2695 (Waters Company, Milford, MA,
USA), z zestawem detektorow Multi Fluorescence
Detector Waters 2475, Photodiode Array Detector Waters
2996 oraz kolumng C;g Nova Pack 3,9 x 150 mm. Para-
metry rozdzialu byly nastepujace: faza ruchoma:
acetonitryl:woda:metanol (46:46:8, v/v/v); przeptyw:
0,5 cm’/min; objeto$é dozowania: 10-20 pl; czas retencji:
8,45 min; prég wykrywalnosci: 0,3 ng/g. Ze wzglgdu na
mozliwo$¢ przeksztatcenia zearalenonu w zwiazki pochod-

ne, w probkach oznaczano réwniez zawarto$¢ o- i P-ze-
aralenolu.

Analiza statystyczna

Istotno$¢ réznic pomigdzy wartosciami Srednimi
okreslano za pomoca testu t-Studenta z wykorzystaniem
programu STATISTICA v. 10.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Bakterie z rodzaju Rhodococcus naleza do mikro-
organizméw o duzym potencjale biodegradacyjnym,
jednak dane literaturowe dotyczace mozliwosci degradacji
badz transformacji mikotoksyn sa nieliczne. W prezento-
wanej pracy podjeto probe wykorzystania dwoch szczepow
bakterii z rodzaju Rhodococcus, (R. erythropolis PCM
2150 i R. fascians PCM 2291), do redukcji zawartosci
zearalenonu w warunkach modelowych. W badaniach za-
stosowano dwa roztwory modelowe, bufor PBS i pozywke
peptonows. Rezultaty doswiadczenia przedstawiono
w tabeli 1.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢,
ze obydwa badane szczepy bakterii z rodzaju Rhodococcus
powodowaly redukcje zawarto$ci zearalenonu, niezaleznie
od s$rodowiska, w jakim prowadzono proces. Nalezy
podkresli¢, ze stopien redukcji ilosci toksyny roznit sig
w zaleznosci od badanego szczepu, jak i roztworu mode-
lowego. W probkach nie odnotowano obecnosci produk-
tow metabolizmu zeralenonu, co moze sugerowac, ze me-
chanizmem odpowiadajacym za obnizenie zawarto$ci
toksyny byta adsorpcja do powierzchni komorek.

Tabela 1. Redukcja zawarto$ci 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

Rhodococcus erythropolis PCM 2150 Rhodococcus fascians PCM 2291
Czas §¢
inkubacii Kontrola zawarto$¢ ZEA redukcja zawartosci za wartose .ZEA .. redukcja zawartosci

o) w probach po inkubacji ZEA w prébach po inkubacji ZEA

Time Control . ; the content of ZEA ;

of incubation [ng/em’] the content of ZEA in reduction of ZEA in samples after reduction of ZEA
h samples after incubation content . . content
(h] [ng/em’] (%] incubation [%]
He [pg/cm’]
Pozywka peptonowa — Pepton medium
0 3,59£0,15a 2,4740,21 b 31,10 3,00+0,10 b 16,44
24 2,97+0,08 a 1,994+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 ¢ 48,55 2,36+0,26 ¢ 51,24
48 4,8840,16 a 2,67+0,35d 45,29 2,27+0,40 ¢ 53,48
72 4,84%0,09 a 2,73£0,25 cd 43,60 1,73£0,24 cd 64,26

Wartosci $rednie oznaczone ta sama litera nie rdznig si¢ istotnie (p < 0.05)
The average values with the same letter are not significantly different (p < 0,05)
ZEA — zearalenon — zearalenone
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W pozywce peptonowej, szczep R. erythropolis,
powodowal zmniejszenie ilosci ZEA o 31,10-35,10%
w stosunku do prob kontrolnych. Zasadnicza redukcje
odnotowano juz w pierwszych minutach po wprowadzeniu
toksyny do pozywki zawierajacej bakterie, po kolejnych
24 h ilo$¢ toksyny obnizyla si¢ nieznacznie, po czym
utrzymywala si¢ na stosunkowo stalym poziomie.
Podobnie w przypadku szczepu R. fascians obserwowano
redukcj¢ zawartosci ZEA na poziomie 16,44% tylko
w pierwszych minutach procesu a w kolejnych dniach
efektywno$¢ procesu usuwania toksyny byla znacznie
nizsza. Nalezy podkresli¢, ze procentowa redukcje
zawarto$ci ZEA odniesiono do ilosci toksyny w probkach
kontrolnych w poszczegdlnych dniach, w ktérych widaé
wahania st¢zenia ZEA, chociaz zmiany te byly statys-
tycznie nieistotne. Moze to by¢ zwiazane ze §rodowiskiem,
w jakim prowadzono reakcje. Zastosowana pozywka
zawierala réznorodne skladniki, jak: pepton, hydrolizat
kazeiny czy ekstrakt drozdzowy, ktéore mogly wigzaé sig
z toksyna w trakcie inkubacji. Biorac pod uwage zmiany
ilosciowe toksyny w trakcie 72 h inkubacji, a nie tylko
procentowa redukcje w stosunku do probek kontrolnych
(tab. 1) wida¢, ze w ciagu pierwszych 24 godzin, bakterie
dos¢ szybko obnizaly ilo§¢ ZEA, natomiast w kolejnych
dniach ilo$¢ toksyny utrzymywata si¢ na stosunkowo
stalym poziomie. Znacznie wigksza efektywnoscia
charakteryzowat si¢ R. erythropolis PCM 2150.

W buforze stwierdzono wyzsza efektywnos$¢ procesu
usuwania zearalenonu w poréwnaniu z pozywka pepto-
now3 (tab. 1). Dotyczylo to obydwu badanych szczepow.
W przypadku szczepu R. fascians ilo§¢ ZEA zmniejszyla
si¢ z 16,37-64,26%, w zalezno$ci od czasu inkubacji.
Z kolei R. erythropolis redukowat ilo§¢ ZEA od 18,56—
43,60%. W tym $rodowisku najwigkszy spadek zawartosci
toksyny odnotowano po 24 godzinach inkubacji. W ko-
lejnych dniach st¢zenie ZEA albo utrzymywalo si¢ na
stosunkowo statym poziomie, jak w probach zawierajacych
bakterie R. erythropolis, badz sukcesywnie obnizalo sie,
jak stwierdzono to w przypadku bakterii R. fascians. Przez
pierwsze 24 godziny efektywnos$¢ obu szczepoéw w usuwa-
niu toksyny byta porownywalna. W ciagu kolejnych 48 go-
dzin, zawarto$¢ ZEA w probkach zawierajacych bakterie
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