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Anotace

Cilem bakalafské prace je charakterizovat nejvyznamnéjsi mykotoxiny, které se
vyskytuji v bézném prostredi clovéka. Mezi nejcastéjsi producenty mykotoxinii patii
plisné rodt Fusarium, Penillium a Aspergillus. Zaméfuje se také na dopady téchto

mykotoxinil na zivé mikroorganismy.
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Annotation

The aim of the bachelor work is characteristic the most importnat mycotoxins that
occur in ordinary human environment. The most common producers of mycotoxins are
mould of genera Fusarium, Aspergillus and Penicillium. The bachelor work deals also

with the impacts of these mycotoxins on living organisms.
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1 Uvod

Aspergillus, Penicillum a Fusarium jsou nejvyznamnéj$i producenti mykotoxind.
Vznik téchto toxinl zavisi na teploté, vlhkosti a typu substratu. Vyskytuji se zejména na
rostlinach a znich vyrabénych potravin. Jejich maximalni piipustny obsah
Vv potraviniach je dan normou Commission regulation (Ec) No 1881/2006. Rada
mykotoxinii mize zpusobovat zdvazné zdravotni komplikace, a proto je velice nutna

kontrola jejich pfitomnosti v potravinach.
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2  Charakteristika mykotoxint

Slovo mykotoxiny poprvé pouzil Forgaz a Carll v roce 1955. Termin je odvozen
z tfeckého slova mykes a latinského slova toxicum. Mykotoxiny jsou typickymi
sekundarnimi metabolity plisni. Jsou to nepolarni organické slouceniny, chemicky
stabilni a maji relativn¢ malou molekulovou hmotnost v rozmezi 200 — 500 g/mol
(Heredia a kol., 2008). Za velmi stabilni lze pokladat aflatoxiny, ochratoxin A,
deoxynivalenol, zenralenon a fumonisiny. Mykotoxiny paifi mezi druhou velkou
skupinu biologicky aktivnich latek mikrobialniho plvodu. Vice nez 300 druhi
mykotoxinil jsou zatim zndmé a mizou byt rozdéleny do 25 konstrukénich typt (Frack,
2003).

Plisn¢ mohou produkovat vice nez jeden druh mykotoxinu a naopak jeden typ
mykotoxinu mize byt produkovan vice druhy plisni. Produkce mykotoxint je ovlivnéna
biotickymi a abiotickymi faktory. Mezi biotické faktory patii pfitomnost jedné nebo
vice toxigennich plisni. Vlhkost substratu, relativni vlhkost vzduchu, teplotu substratu
aktivitu, kterd se u plisni produkujici mykotoxiny pohybuje v rozmezi aw 0,7- 0,75.
Rozsah kontaminace se bude liSit podle geografické polohy, zemédé€lské a agronomické
praxe, skladovani nebo zpracovani. V teplejSich oblastech se nachazeji aflatoxiny
a fimonisiny a v oblastech chladnégjSich s vysokou vlhkosti se nachazeji ochratoxiny
ochratoxiny, zenralenon, T-2 toxin a diacetoxyscirpenol. Pfi pouziti preventivnich
technik je prakticky nemozné, aby se zabranilo jejich pfitomnosti v zemédé€lskych
komoditach (Suchy a Herzing, 2012).

Mykotoxiny jsou spojovany s riznymi onemocnénimi u hospodafskych zvitat a lidi
na celém svété. Mohou byt akutné nebo chronicky toxické v zavislosti na druh jedu,
velikosti davky vitalité jedince, véku a nutriénim stavu exponované osoby nebo zvifete
(Brise a kol., 2007). Mohou svym toxickym ucinkem poskozovat kozni bunky. Mezi
tento typ mykotoxinu patfi trichotheceny, psoraleny, verukariny a sporidesminy. Dale se
muZou fadit mezi genotoxiny, kam patii aflatoxiny, sterigmatocystin, ochratoxin A,
citrinin, zearalenon, patulin, trichothecenym fumonisiny, fusarin C a griseofulvin.
Skupina hemotoxinu zahrnuje aflatoxiny, ochratoxin A, zearalenon a trichotheceny.
Hepatoxiny, které poSkozuji jatra, jsou aflatoxiny, luteoskyrin, citrinin, ochratoxin A
a sterigmatocystin. Toxiny s negativnim vlivem na imunitu jsou aflatoxiny, ochratoxin

A, trichotheceny, patulin, gliotoxin, a sporidesmin. Mezi neurotoxiny patii penitrem A,
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fumitremorgeny, verukulogeny a fumonisiny. Toxiny gastrointestindlniho traktu jsou

wev

a ochratoxin A. Zearalenon patii do skupiny estrogenu (Malif a kol., 2003)

NejcastéjSimi  producenty mykotoxinii jsou plisné zrodt Aspergillus, Fusarium
a Penicillium (Pitt, 2000)

3 Aspergillové mykotoxiny

Nejvice jsou produkovany plisnémi rodu Aspergillus napt. A. flavus, A. niger, A.
clavatus, A. paraziticus, atd. Tyto plisn¢ se vyskytuji po celém svété. Ve veétsi mite
vsak v subtropickych a tropickych oblastech. Jsou schopny ristu a produkce aflatoxind
pti teploté¢ 10 az 37 °C (Ogundero, 1987). Velmi cCasto byvaji izolovany v ofiskach
(pistacie, pekanové ofisky a liskové ofisky) (obr. ¢.1- viz. ptiloha), obilovinach,
susenych plodu (fiky, Svestky) a zeleniné (obr. ¢.2- viz. pfiloha,). Muzou produkovat
hepatotoxické a karcinogenni aflatoxiny. Patfi mezi opulentni, Casto zpisobuji
aspergilozu. Produkuji Sirokou $kalu mykotoxini napf. aflatoxiny, ochratoxin A,
citrinin, patulin, kys. cyklopiazinovou, cytochalasin E a kys. kojovou (Malif a kol.,
2003).

3.1 Aflatoxiny

Byly poprvé popsany v roce 1960 jako nebezpecné toxiny pro lidi a zvifata. Tyto
toxiny jsou polycyklické, nesaturované a vysoce substituované kumariny. Z hlediska
biosyntézy patii mezi dekaketidy (Malif a kol., 2003). Vyskytuji se prevazné
v obilovinach, lusténinach, araSidech, bavinikovych semenech. Vyskytuji se
I V potravinach zivoc¢isného ptivodu (mléko, vejce a maso) po poziti kontaminovaného
krmiva hospodaiskymi zvifaty. V dne$ni dobé jsou pfisné kontroly na pfitomnost
aflatoxint. Tento problém znepokojuje nejvice lidi z rozvojovych zemi (Brise a kol.,
2007).

Aflatoxiny jsou termorezistentni a ¢astecné inaktivované pusobenim teploty kolem

100° C. Zvysena teplota pfi pasterilizaci a pii peceni chleba nezptisobi inaktivaci tplné.
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Tyto toxiny jsou senzibilizované vuci silngj$im kyselinam a zasadam. Napfi. extrakce
volnych mastnych kyselin hydroxidem sodnym pfi rafinaci oleji ztraceji toxiny svoji
aktivitu upln¢ (Gorner a Valik, 2004).

Pomoci tenkovrstevné chromatografie se aflatoxiny rozdélily do 2 hlavnich skupin.
Prvni skupina, kam patii AFB; a AFB,, dostali své jméno podle modré fluorescence.
Druha skupina, kde se fadi AFG; a AFG,, maji zelenou fluorescenci. AFM; a AFM;
tvoii metabolity AFB; a AFB, (Malif a kol., 2003). Pofadi jejich toxicity a genotoxicity
je AFBi;< AFG; AFB;< AFG,;< AFMi;< AFM,. To naznaCuje, Zze nasycenost Ci
nenasycenost terminalniho furanového kruhu je urcujici pro $ifi a hloubku biologické
aktivit aflatoxinti (Hrdina a kol, 2004). Dalsi formy aflatoxiny jsou aflatoxikol H1,
aflatoxikol B, aflatoxikol Bs, aflatoxin DB;, aflatoxin G,,, aflatoxin GM;, aflatoxin
M,, aflatoxin Py a aflatoxin G; (AFG;) (Juneja a Sofos, 2010).

Nekteré aflatoxiny jsou karcinogenni, hepatotoxické, teratogenni a mutagenni.
U potkanti a ryb, byl potvrzen AFB;, ktery ma silné G¢inky. U AFG; byly zjistény
mensi, ale u AFB; a AFG; tyto karcinogenni ucinky byly minimalni kvili snizené

aktivité¢ (Wong a kol., 1976; Li a kol., 2009).

3.1.1 Aflatoxin B; (6- methoxydifurokumaron)
Chemicky nazev: Cyclopenta (c) furo (3" 2" :4,5) furo (2,3- h) (1) benzopyran-1 11-
dione, 2, 6a, 9a- tetrahydro- 4 methoxy-, (6aR-cis)-

Sumarni vzorec: C17H120¢

Molekulova hmotnost: 312 g/mol
Bod tani: 268 — 269 °C

Jsou to svétle zluté krystaly, které emituje v UV svétle modrou fluorescenci.
Nerozpousti se v nepolarnich rozpoustédlech. Je malo rozpustny ve vodé, ale dobie
rozpustny v polarnich organickych rozpoustédlech.

Strukturni vzorec:

H Yo ~CHs

(https://www.reaxys.com/reaxys/secured/paging.do, 2012)
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Epidemiologické prizkumy ukazaly, ze dietni slozky, pfitomné v ovoci
a v zeleniné¢ mohou chranit pted nékterymi druhy rakoviny. Tyto sloZzky byly nalezeny
u zvifat, ktera byla krmena pfirodni smési. Za jeho karcinogenitu a mutagenitu mize
vznik reaktivné oxidované formy v poloze 2,3 terminalniho furanu (AFBI -,9, epoxid)
a jeho nasledna vazba na nukleovou kyselinu (obr. ¢.1). Cilovym orgénem jsou jatra,

kde mohou zpiisobit akutni a chronickou hepatotoxicitu (Lee a kol., 2001).

Cylochromes P-450

- OCH,
H
Aflatoxin 8,
Guanine in DNA

|
DNA==dR =DNA

i'mna-a,ﬂ-—ﬂihydru-&-[ﬂ’-gulnyl]-!-h‘rdmxyﬂlltﬂ:ln B, Adduect

Obr. ¢.1(http://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/tx00031a010, 2012)

AFB; miiZze napadat kromé jater i plice, myokard a ledviny. U zvifat jsou citlivi na
tento toxin hlodavci, kocky, prasata, dribez a opice. U dritbeze zptsobuje kiehkost
kapilar, coZz ma za nasledek modfiny. S timto toxinem je spojovan Reyelv syndrom,
ktery zpusobil v 70. letech umrti 25-ti déti ve véku od 3 dnii do 8 let. Tento syndrom je
charakterizovan ztukovaténim jater a postizenim funkce mozku. Dale mlze AFB;
zpusobovat aflatoxikézu, respiraéni onemocnéni (obr. ¢.3- viz. ptiloha), aspergilézu
(obr. ¢.4- viz. priloha), kvasiorkor a chronickou gastritidu. (Hrdina a kol, 2003).
testovano 50 vzorkl kukuficné mouky. Nalezeny AFB; mél hodnotu pod 5 ppb. Toto
mnozstvi nepisobi zdravotni komplikace u lidi (Etcheverry a kol., 1999). Bursky
ofisky, které jsou velmi oblibené po celém svété, byly odebrany v Malajsii v roce
2002-2003. Z téchto vzorka obsahovaly AFB; 50%. Pro nasi zemi plati norma Ec No

1881/2006, ktera udava maximalni piipustny obsah v kukufici a v ofiskach Sug/kg.
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3.1.2 Aflatoxin B, (dihydro aflatoxin B1)

Nazev: dihydroaflatoxin Bi; 2,3,6aa,8,9,9aa-hexahydro-4- methoxycyclopenta[c]furo
[3',2":4,5]furo[2,3- h][1]benzopy ran-1,11-dione

Sumarni vzorec: C17H140¢

Molekulova hmotnost: 314.29 g/mol

Bod téani: 286-289 °C

Jde 0 bezbarvé a zluté krystalky, které maji v UV svétle modrou fluorescenci.
Nerozpustny v hexanu. Je malo rozpustny v benzenu, ale rozpustny v metanolu,
acetonitrilu, chloroformu a ve smési metanolu a ether (1:1).

Strukturni vzorec

o OCH,

(https://www.reaxys.com/reaxys/secured/paging, 2012)

AFB; je dihydroxyderivat AFB;. Tento toxin byl izolovan z kultur na drcené psenici.
Jeho nasledky jsou snizeni rustu jater a hyperplazie zlu¢ovych kanalku (Chang a kol.,
1963). Pro tento samostatny toxin neni stanoven limit, ale je zahrnut ve skupiné
aflatoxint (By, Bz, G1, G2). Ec No 1881/2006 udava maximalni ptipustné mnozstvi této

skupiny v obilovinach 4pug/kg.

3.1.3 Aflatoxin G1
Chemicky nazev: 1H, 12H-Furo (3°2":4,5) furo (2,3-h) pyrano (3,4-c) (1) (3, 4-c) (1)
benzopyran-1,12 dione, 3,4,7a, 10-tetrahydro-5-methoxy

Sumarni vzorec: C17H1,07

Molekulova hmotnost: 328 g/mol
Bod tani: 244-246 °C

Je to bily az svétle Zluty prasek, ktery emituje v UV svétle modrozelenou fluorescenci.
Nerozpousti se v nepolarnich rozpoustédlech. Je malo rozpustny ve vod¢, ale dobie

rozpustny v polarnich organickych rozpoustédlech.
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Strukturni vzorec

H‘s O 0/

(https://www.reaxys.com/reaxys/secured/paging.do, 2012)

Pomoci Giemsovy techniky pruhovani a vymeény sesterskych chromozomi se
dokézalo, Ze AFG; ma nejcastéjsi mutagenni G¢inky na lidské chromozomy, nez AFB;
s porovnanim s AFB;. AFG; ma niz§i mutagenni G¢inek (el-Zawahri a kol., 1990).

Podle Food and Angriculture Orgazition a World Health Orgazition je celkovy
povoleny obsah aflatoxini 20 ppb v kukufici. Nejvyssi rizika jsou v rozvojovych
zemich, kde je hlavni potravina kukutice (Sidhu a kol., 2009). V dubnu 2004 bylo
v Keni zaznamendno 317 ptipadl otravy aflatoxind a 125 Umrti ve venkovskych
oblastech. Nasledn¢ se délal prizkum 350 kukufi¢nych produkti z nejvice postizenych
oblasti Keni. Z téchto vysledki mél aflatoxin vétsi hodnotu nez kefisky regulaéni limit,

ktery ma hodnotu 20 ppb (Lewis a kol., 2005).

3.1.4 Aflatoxin M1 (4-hydroxyaflatoxin B;)

Chemicky nazev: cyclopenta (c) furo (32": 4,5) furo (2,3-h) (1) benzopyran -1, 11-

dione. 2, 3, 6a, 9a- tetrahydro-9a-hydroxy-4-methoxy

Sumarni vzorec: C17H1,07

Molekulova hmotnost: 328.28 g/mol

Bod tani: 299 °C

Emituje v UV svétle modro-fialovou fluorescenci. Nerozpousti se v hexanu. Je malo
rozpustny v metanolu, etanolu, acetonitrilu, chloroformu, ve smési metanol + ether
(1:2).

Strukturni vzorec:
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(https://www.reaxys.com/reaxys/secured/paging.do, 2012)

AFM; vznika hydroxylaci AFB;. Ve srovnanim s AFB; mé& mensi karcinogenni
a mutagenni ucinky. AFM; se nachazi nejcastéji v kravském mléce. Byl zjistén
I v matetském mléce, v pupecnikové krvi a v krvi matek Africkych zemi, Turecka
a oblasti Ciny. Také byl zji§tén v praskovém a pasterovaném mléce, ultra - oSetieném
mléce a dalSich mléénych vyrobcich. Ke kontaminaci mléka muze dochazet piimo
vzhledem Kk pfijmu kontaminovaného krmiva dobytkem, které prechazi do mléka. Nebo
nepiimo kontaminaci mléka nebo mléénych vyrobkt plisni, které se 1isi v zavislosti na
zemépisné poloze a obdobi ( Bhat a kol., 2009).

V soucasné dob¢ jsou limity pro AFM; velmi variabilni. Tyto limity se lisi
Vv zavislosti na stupen rozvoje a hospodéaiském postaveni zemi. Evropské spolecenstvi
a Codex alimentarius stanovili maximalni mnozstvi AFM; Vv tekutém nebo v suSeném
stavu mléka a v mléénych vyrobeich 50 ng/kg. Pro Ceskou republiku byla stanovena

norma pro détské mléko 100 ng/kg (Guevera- Gonzalez, 2002).

3.1.5 Sterigmatocystin
Chemicky nazev: 3a. 12c-Dihydro-8hydroxy-6methoxyfuro (37, 2":4,5) furo (3,2-C)

xantin-7one

Sumarni vzorec: C18H1206

Molekulova hmotnost: 324 g/mol

Bod tani: 242-244 °C, po vysuSeni 1 hodinu pfi 60 °C

Je to svétle zlutd krystalicka latka bez zapachu. Nerozpustny ve vodé a silnych
zéasaditych roztocich. Mirn¢ se rozpousti v mnoha organickych rozpoustédlech, ale je
dobfte rozpustny v chloroformu, pyridinu a dimethylsulfoxidu.

Strukturni vzorec:

(https://www.reaxys.com/reaxys/secured/paging.do, 2012)
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Sterigmatocystin muze byt produkovan rodem Aspergillus, Penicillium a Bipolaris.
Byl zjistén v kave, pSenici a v holandskych syrech. Z chemického hlediska patii mezi
polyketidy, ktery se sklada z jednoduchych acetatovych jednotek (Robinson, 2000).
Byla ung také prokazana inhibice syntézy DNA, antibiotické, mutagenni
a karcinogenni u¢inky (Adensam a kol., 1990).

Jeho ucinky jsou podobné AFB;. Mezinarodni organizace pro vyzkum rakoviny
zaradil sterigmatocystin do skupiny 2B. To znamen4, Ze je moznym karcinogenem pro

lidi. Ma hepatotoxické ucinky a zpusobuje rakovinu jater (Patocka a kol., 2004).

4 Fusariové toxiny

U téchto toxini jsou nejcastéj$i producenti F. verticillioides, F moniliforme,
F. coeruelum, F. culmorum, F. graminearum, F nivale, F. poae, F. solani,
F. sporotrichioides, F. subglutinans a F. dendriticum, F. solani (obr. ¢.5- viz. piiloha)
a F. oxysporum ( obr.¢. 6- viz. piiloha), které jsou velmi rozsitené v piirodé (Adams a
Moss, 200). Optimalni teplota pro produkci fumonisini je 15 az 25 °C. PfiCemz
nejpomalejsi rychlost byla zaznamenana pii teploté 15 °C (Samapundo a kol., 2012).
Zpusobuji kazeni jablek, rajcat (obr. ¢.7- viz. ptiloha) a brambor. Béhem vlhkého
obdobi napada ve velké mife obili a kukufici (obr.¢.8.- viz pfiloha). Rod Fusarium
muze produkovat barevné pigmenty a toxiny. Hlavni skupiny fusariovych toxint tvofi
trichotheceny (T-2 toxin a deoxynivalenol) a fumosiny (zearealenon, fumonisin B,
fumonisin B;). Dale mezi tuto skupinu patii moniliformin, beauvericin a fusaproliferin
(Bottalico, 1998; Silhankova, 2002).

4.1  Fumosiny

Fumonisiny jsou polarni a stabilni slouceniny. Z hlediska biosyntézy patii mezi
nonaketidy. Jsou rozdéleny do péti skupin A, B, C, P, a H podle jejich chemické

vvvvvv

struktury. Nejrozsifenéjsi fumonisiny jsou skupiny B, kde je nejtoxicte;si
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nalezeny v potravinaiskych komoditach (Malii a kol, 2003). Tyto toxiny se mohou
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objevovat v obili. Nejvétsi pozornost je vSak zaméfena na kukufici, ktera je

Maji hepatotoxické G¢inky a zvySuji sérovou koncentraci cholesterolu. Fumonisiny
zpusobuji Sirokou Skalu onemocnéni. U zvitat zpiisobuji plicni edém, kardiovaskularni
zmény, jaterni a renalni toxicitu, leukoencephalomalacii a neurotoxicitu. (Desai a kol.,
2002). Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny charakterizovala fumonisiny jako
2B karcinogeny. U lidi muZou byt spojovany s rakovinou jicnu (Gelderblom a Marasas,
2012).

4.1.1 Fumonisin B1 (macrofusin)
Chemicky nazev: propanetricarboxylic kyseliny, 1,1 '- (1 - (12-amino-4-9,11

trihydroxy-2-methyltridecyl) -2 - ( 1-methylpentyl) -1,2-ethanediyl) ester, macrofusine

Sumarni vzorec: CzsHsoNO15

Molekulova hmotnost: 721,94 g/mol
Bod tani: 103 - 105 °C

Je to amorfni pevna latka. Rozpousti se ve vodé, vice rozpustny je ve smési acetonitril
— voda. Dobfe rozpustny je v methanolu (neni v ném vsak stabilni) a nerozpustny
V nepolarnich rozpoustédlech.

Strukturni vzorec:

0] COOH

COOH
o OH OH

OH NH,
COOH
0  COOH

(https://www.reaxys.com/reaxys/secured/paging.do, 2012)

FB; a FB; jsou strukturné¢ podobné mykotoxiny, které nejcastéji produkuji
F. moniliforme a. Tyto toxiny maji ulohu inhibitoru buné¢ného sfinganinu (sfingosinu)
N- acetyltransfedzy. Po inhibici nasleduje akumulace sfinganinu a nékdy také
sfingosinu, coZ ma za nasledek spotfebovani komplexu sfingolipidi v eukaryotickych
bunikach. Tento cyklus u FB; a FB; zpiisobuje poskozeni regulacniho cyklu bunky

a buné¢ného dé€leni a pii oxida¢nim stresu nekrozu (Malif a kol., 2003). MiZzou zpusobit
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leukoencephalomalacii u kon¢, u prasat plicni edém a u potkani mé hepatokarcinogenni
ucinky (Ross a kol., 1990; Sharma a kol., 2005).

Kukufice, ktera pochazi v Tchaj-wanu byla analyzovana pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografic. Vzorky byly ndhodné odebirany z maloobchodt v letech
1994-1995 v celkovém rozmezi 17 mésict. Bylo zkoumano celkové 153 vzorkt. Z toho
to mnozstvi 52 vzorki obsahovalo FBi, jehoZ hodnota byla 73-2395 ug/g. FB, byl
nalezen ve 32 vzorcich s koncentraci 120-715 ug/g (Tseng a Liu, 1997). Ptedepsané
mnozstvi v kukufici podle normy Ec No 1881/2006 je 1000 pg/g.

4.1.2 Zearalenon (F2 — toxin)
Chemicky nazev: {[10- hydroxy-6-oxo-trans-1-undecenyl]-2,4-dyhydroxybenzoic acid

lactone}

Strukturni vzorec: C1gH2,05

Molekulova hmotnost: 318 g/mol
Bod tani: 164 - 165 °C

Je to bild krystalickd latka, kterd je dobfe rozpustny v organickych rozpoustédlech
(ether, ethanol, methanol), a v alkalickych vodnych roztocich. Nerozpousti se ve vodé.

Strukturni vzorec:

OH O

HO

]

(https://www.reaxys.com/reaxys/secured/paging.do, 2012)

Zearalenon je mykotoxin produkovany F. graminaerum a F. culmorum. Nejvice se
nachazi v kukufici, v s6ji a v obilnych zrnech. Déale miize byt obsazen V traveé, sené
a slam¢. Tento toxin muze zpusobit genitalni problémy u domacich zvifat. Tyto
problémy mohou zahrnovat i hyperémii, edematézni otok vulvy prepubertalnich
savcem je prase (Pitt, 2000).

V roce 2003- 2005 bylo analyzovano 281 obilovin, které byly dodany z Italie. Obsah

kukufice se pohyboval v rozmezi koncentrace 100-800 ng/kg. V pSenici se nachazeli
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vy$$i hodnoty 100-1500 pg/kg (Valcheva a Valchev, 2007). Piedepsané mnozstvi podle
normé& Ec No 1881/2006 u nezpracované kukutice je 200 pg/kg a u ostatnich obilovin
tato hodnota ¢ini 100 pg/kg.

4.2  Trichotheceny

Trichotheceny jsou velka skupina chemicky pfibuznych mykotoxind, které jsou
produkovany raznymi druhy plisni. NejcastéjSim zastupcem je z rodu Fusarium. Dalsi
mohou byt Myrothecium, Dendrochyicium, Trichothecium, Sthachybotrys,
Cephalosporium a Vertcimonosporium. Tyto slouceniny vykazuji fadu biologickych
efekth. Tvofi estery seskviterpenovych alkoholid, ktery obsahuji trichothecenovy
bicyklicky systém. V piirodé se vyskytuji trichotheceny s dvojitou vazbou na C9- C10
a epoxidovy mustek maji na C12- C13. Dé€li se na skupinu A (latky nemaji v poloze C-8
ketoskupinu) a na skupinu B (latky, které maji v poloze C-8 ketoskupinu) (Hrdina a
kol., 2004).

Tyto toxiny napadaji pfedev§im zemédélské plodiny a to zejména ceredlie, pSenice,
kukufice a jeCmen. Znehodnocovani téchto produktl zpisobuji predevSim
F. graminearum, F. culmorum a F. moniliforme. V mensi mife byly nalezeny v ryzi,
¢iroku, hof¢icném semenu, sojovych bobech, podzemnici olejné, bramborach,
Slunecnici apod. V potravindch a v krmivech se nejcastéji a nejvice vyskytuje DON,
ktery Casto doprovazi nivalenol (Radova- Sypecka a Hajslova, 2004).

Trichotheceny nejsou rozkladany béhem normalniho zpracovani potravin. Jsou stabilni
pii neutrdlnim a kyselym pH, a proto nejsou hydrolyzovany v zaludku pii poziti.
Infekce je zéavisla na riznych faktorech napf. pocasi, podminky Zivotniho prostfedi,
teploty a podminky skladovéani obilovin. Pfi sklizni a sladovani obilovin jsou dileZzité
faktory, které jsou pritomnost spor a vihkost v kombinaci s teplotou (Yazar a Omurtag,
2008). Utinky trichothecenti zptisobuji zavazné onemocnéni typu alimentarni toxickou
alexii (ATA). Toto onemocnéni bylo objeveno v Rusku v roce1936, kde lidé nechavali
na poli obili pfes zimu vzhledem Kk valecnym udalostem. Takovéhle obili bylo napadeno
rody F. sporotrichoces a F. poe. ATA zpusobuje leukocytopenii a trombocytopenii,

které jsou doprovazeny horeckou a krvaceni z nosu (Patocka a kol, 2004).

21



4.2.1 Deoxynivalenol (Rd toxin, vomitoxin)

Chemicky nazev: Trichothec-9-en-8-one, 12, 13-epoxy-3, 7, 15-trihydroxy- (3a,7a)-

Sumarni vzorec: C15H2006

Molekulova hmotnost: 296 g/mol
Bod tani: 151-153 °C

Je dobfe rozpustny v acetonitrilu, chloroformu, smési octanu ethylanty + acetonitril
(4:1) ve smési chloroform + methanol (9:1). Nerozpousti se v hexanu a petroetheru.

Strukturni vzorec:

(https://www.reaxys.com/reaxys/secured, 2012)

Je nejcastéjSim trichothecenovym toxinem typu B, ktery se nachéazi ve zkazeném
zrn& napi. v pSenici, kukufici, zité, ryZi, oves a jeCmeni. Je produkovany
F. graminearum a F. culmorum (Kuzdralinski a kol., 2012; Nicholson; 2004).
Deoxynivalenol (DON) inhibuje syntézu proteinti prostfednictvim vazby na proteiny
a aktivaci kritické bunécné kinazy, které se tykaji proliferace, deferenciace a apoptdzy.
Citlivost je nejvétsi u prasat a klesa v tomto potadi hlodavec > pes > kocky > driibez >
prezvykavec. U clov€ka muze zplsobit emetické Uc€inky. Dale zplsobuji anorexii,
pokles zivin, posileni ¢1 potlaceni imunitni funkce. U nddorovych onemocnéni tento
toxin nebyl nalezen (Pestka a Smolinski, 2005).

Vroce 2004 az 2006 bylo odebrano 139 vzorkll pSenice z oblasti Slovenska.
zaznamenan V blizkosti rlGstu kukufice, kde hodnoty dosahovaly priimérné
200 — 300 pg/kg. PSenice péstovana v blizkosti brambor a cukrové fepy vykazovala
vys§i hodnoty kolem 7300 pg/kg. Podobné koncentrace byly nalezeny 1 ve vychodni
Kanadg kolem roku 2004 az 2006 (Slikova a kol., 2008).

Vyroba piva, stejné jako produkce surovin pro jeho vyrobu, ma v Ceské republice
nékolika staletou tradici. Jenze je¢men muze byt napaden mnoha plisnémi. Z tohoto
divodu bylo v roce 2010 analyzovano 52 vzorkt svétlych, polotmavych a tmavych piv

zakoupenych Vv maloobchodni siti v Ceské republice. Z vysledku analyz mé&l DON
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toxinu byla u nealkoholického piva. Naopak nejvyssi vykazovala piva s 5,9 % alkoholu.
Tolerovatelny denni ptijem pro tento toxin je 1 ug/kg télesné vahy (Hajslova a kol.,
2012). Podle normy Ec No 1881/2006 je piedepsané mnozstvi u nezpracovaného obili
kromé& kukufice 100 pg/kg. Predepsané mnozstvi u kukufi¢né moucky, kukufi¢né
krupice, kukufi¢né klicky a u rafinovaného kukufi¢ného oleje je podle normy Ec No
1888/2006 1000 ng/kg.

4.2.2 T-2toxin

Chemicky nazev: 8-(3-methylbutyryloxy) diacetoxyscirpenol, fusariotoxine T2,

Insariotoxin, mykotoxint T2, scirpenol, 8-( 3-methylbutyryloxy) diacetoxy-; trichothec-
9-en-3, 4, 8,15-Tetrol, 12,13-epoxy-, 4,15-diacetat 8-

Sumarni vzorec: Cy4H3409

Molekulova hmotnost: 466 g/mol
Bod tani: 151-152 °C

Tento toxin tvofi bilé jehlicky. Rozpousti se V acetonitrilu, chloroformu, smési octan
ethylnaty + acetonitril (4:1), ve smési chloroform + metanol (9:1) Nerozpustny je
v hexanu a petroletheru..

Strukturni nazev:

(https://www.reaxys.com/reaxys/secured, 2012)

T-2 toxin se tadi do trichothecenové skupiny typt A. Jeho producenti jsou
F. tricinctum, F sporotrichioides, F. poae a F. equiseti. Nejvice se nachazi v jeCmeni,
kukufici, ovsu, zitu, pSenici, fazolich, kofeni a v pivu. Jeho minimalizace vyskytu je
ovlivnéna vcéasné sklizn¢ (Malif a kol, 2003). Tento toxin postihuje predev§im centralni
nervovy systém, kde napf. ovliviiuje hladinu monoaminu v mozkové tkani. Mezi akutni
a subchronické nespecifické symptomy u ¢lovéka patii ztrata hmotnosti, dermatitida,
zvraceni, degradace kostni diené, hemoragie a nekrézy zaludku. T-2 toxin je fazen do

skupiny 3, coz znamend, ze nema karcinogenni ucinky na clovéka. U slepic sniZuje
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produkci vajec a u mysi ma teratogenni ucinky. Kombinovat se muize s jinymi
fusariovymi mykotoxiny napt. NIV, ZEN, DON a FB; a to za vzniku synergického
a antagonistického efekt ovliviujici syntézu DNA u bunék typu 1.929 (Dohnal a kol.,
2008).

5 Penicillinové toxiny

Penicillinové toxiny mohou byt produkovany P. camemberti, P. citrinum,
P. clavigerum, P. digitatum, P. expansum, P. labrum, P. clandicola,
P. chyrozogenum, P. purpogenum a P. variabile. Optimalni teplota pro rist téchto
plisni se pohybuje v rozmezi 5 az 37 °C (Klaban, 2005). Penicillium se miize nachazet
v obilovinach, ovoci (obr ¢.9- viz. ptiloha), arasidech, syru (obr. ¢.10- viz. ptiloha),
pepii a masu. Penicillinové toxiny vytvafi fadu toxini napt. patulin, ochratoxin A,
citrinin, kys. cyklopiazonovou, kys. sekalonovou, rugolosin, citroviridin a paxillin
(Malif a kol., 2003).

5.1 Patulin

Chemicky nazev: 4-hydroxy-4H-furo (3,2-c) pyran-2 (6H)-one

Sumarni vzorec: C;HgO4

Molekulova hmotnost: 154 g/mol
Bod tani: 110 - 111°C, po vysuseni 1 hodinu pii 60 °C

Je to bezbarva krystalickd latka bez zapachu. Rozpousti se ve vodé¢, alkoholech,
acetonu, benzenu, ethylacetatu. Casteéné se rozpousti v ethyletheru a benzenu. Je
nerozpustny v petretheru.

Strukturni vzorec:
OH

O o
=0

0]

(https://www.reaxys.com/reaxys/secured/paging.do, 2012)

Patulin je produkovany zejména plisni rodu Penicillium (P. expansum

a P. patulum a P. urticiae). Dale ho mohou vytvafet nékteré druhy A. clavutus,
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B. nivea a B. fulva ( Gorner a Valik, 2004). Tento toxin se nejcastéji nachazi na
jablkach, tropickém ovoci (obr. €.11- viz. pfiloha) a v produktech z nich ptipravenych.
Této kontaminaci muze dochazet i v naSich klimatickych podminkach (Patocka a kol,
2004). Kolem roku 1940 byla ziskdna smé&s z Penicillium, ktera obsahovala patulin.
Tato smés byla urena na nachlazeni, ale nebyly nalezeny dikazy ucinnosti patulinu
v 1écbeé. Jeho nasledky byly nevolnost, zvraceni a gastrointestindlni poruchy. Ve
stejném desetileti byly provedeny studie o jeho antibiotickych vlastnostech. Vysledky
ukazaly, Ze je velmi G¢inny proti gram-negativnim a proti gram-pozitivnim bakteriim.
Zaroven byl toxicky pro zivocisny organismus. V dalSich studiich se ukézalo, Zze ma
silnou afinitu k sulfhydrolové skuping. To vysvétluje inhibici mnoha enzymu (Begum,
2012).

V soucasné dobé doporucuje Codex Alimentarius, aby tGroven patulinu v ovocnych
§tavach a vyrobkt byla mensi nez 50 ug/l. V letech 1989 az 1990 se ve Velké Britanii
provedl vyzkum 328 ovocnych vzorkl, ve kterych bylo 75 vzorkli kontaminovanych
patulinem. V Turecku Vv roce 1994 bylo analyzovano 215 koncentratii Z jable¢né $tavy.
Tyto vzorky vykazovaly koncentraci 50 ug/l a 98 z nich obsahovalo hodnotu nad

50 pg/l (Cheraghali a kol., 2005).

5.2 Ochratoxin A
Chemicky nazev: L-Phenylalanine, N-[(5-chloro-3, 4-dihydro-8 dihydro-8-hydroxy-

3methyl-1-oxo0-1-H-2-benzopyran-7-yl) carbonyl]-, [R]-

Sumarni vzorec: CooH1gCINOg

Molekulova hmotnost: 403 g/mol
Bod tani: 168 -173 °C, po vysuseni 1 hodinu pii 60 °C

Tyto toxiny tvoii bilou krystalickou latku bez zapachu. Rozpousti se v organickych
rozpoustédlech (chloroformu, ethanolu a methanolu).

Strukturni vzorec:

O\j\wn o HO o

N

(https://www.reaxys.com/reaxys/secured/paging.do, 2012)
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Ochratoxiny jsou mykotoxiny produkovany zejména plisnémi A. alliaceus,
A. carbonarius, A. niger, A. ochraceus a P. verrocoum. Tyto plisné jsou schopné rist
v riznych klimatickych oblastech (Magan a Olsen, 2004). Nachazi se piedevS§im
Vv obilovinach, pivé€, vin€, kakau, susenych hroznech vinné révy, kotfeni a v nékterych
masnych vyrobcich (Abrunhosa a kol., 2002).

Nejrozsitengj$i a nejvyznamnéjsi je ochratoxin A (OTA), ktery ma nefrotoxickeé,
hepatotoxické, teratogenni a karcinogenni u¢inky u vSech druhi saveu (Malagutti a kol.,
2005). Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny hodnotila tento toxin jako mozny
karcinogen u clovéka. Jeho hlavnim cilem jsou ledviny, kde poSkozuje proximalni
tubularni funkce a snizuje transport p-aminohippurové Kyseliny. U lidi zpasobuje
nejcastéji tii formy onemocnéni, a to balkanskou endemickou nefropatii, chronickou
intersticidlni nefritidu a intersticidlni nefritidu (Anazai a kol., 2010). U drabeze
zpuisobuje OTA snizenou hmotnost, snizenou produkci vajec, imunosupresivni ucinky
a zvySenou umrtnost. U potkantl, kieCku a mysi ma silné teratogenni ucinky (Stoev,
2010).

V letech 2002 az 2004 bylo zakoupenou v Italii 1166 vzorkd vina. Ziskané vysledky
byly uvedeny podle roku sklizn¢, zemépisné oblasti a druhu vina, pfi¢emz Se
koncentrace postupné zvySovala od severu (0,05 pg/ml) kjihu (0,54 pg/ml) Italie.
Nejvy$si maximalni Grovenn kontaminace se ukazalo v Cerveném ving, ve které byla
hodnota koncentrace rovna 7,5 pg/ml. Podle normy je ptedepsané mnozstvi 2 ng/kg
(Brera a kol., 2008).

5.3 Kyselina cyklopiazonova

Sumarni vzorec: CooH1g03N2

Molekulova hmotnost: 336 g/mol
Bod téni: 245- 246 °C, po vysusSeni 1 hodinu pii 60 °C

Je to bezbarva krystalicka latka. Krystalizaci z metanolu vznikaji jehlicky. Rozpustnost:
dobfe rozpustnd v chloroformu, smeési chloroform + metanol (4:1), v octanu
Vv ethylnatém v alkalickém vodném roztoku. Omezené¢ je rozpustna v metanolu

a nerozpustna v kyselych vodnych roztocich, n-hexanu a petroetheru.
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Strukturni vzorec:

(https://www.reaxys.com/reaxys/secured/paging.do, 2012)

Kyselina cyklopiazonova (CKP) byla poprvé objevena vroce 1968 jako
metabolit P. cyclopium podzemnice olejné. Mezi jeji vyznamné producenty patii také
A. flavus, A. versicolor a A. oryzae. Tato kyselina funguje jako inhibitor
endoplazmatického retikula Ca®* ATPézy. Bylo prokdzano, ze inhibuje vychytdvani
Ca’*a poskozuje obsah sarkoplazmatického retikula v kosternim a srde¢nim svalu. CKP
je pouzivana jako nastroj pro studium kontrakce v téchto svalt (Sekiguchi a kol., 1996).
Tato kyselina muze zplsobit degenerativni zmény, nekrdzy jater, sleziny, slinivky,
ledvin, slinné zlazy, myokardu a kosternich svald. Spolu s aflatoxiny se podili na
onemocnénim zvaném Turkey X disease. Vyvolava akutni u¢inky u prasat, morcat, pst

a drubeze (Barkai — Golan a Nachman, 2008).

5.4 Citrinin

Sumarni vzorec: C13H1405

Molekulova hmotnost: 250,25 g/mol

Bod tani: 175 °C (http://www.fermentek.co.il/citrinin.htm)

Tento toxin tvoii zlutou pevnou latku. Rozpousti se v etanolu, ethylacetitu, benzenu,
acetonu a chloroformu. Céste¢né je rozpustny v diethyleteru, petroleji
a etanolu. Nerozpustny je ve vode¢.

Strukturni vzorec:

“, 0
O~ OH
OH O
(https://www.reaxys.com/reaxys/secured/paging.do, 2012)
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Citrinin je sekundarni metabolit produkovany nékolika plisnémi rodu Penicillium
a Monascus (Yu a kol., 2006). Tento toxin byl objeven pied druhou svétovou valkou.
Poté byl izolovan z dvanacti druht Penicillium a nékolik druht rodt Aspergillus (napf.
A. terreus a A. niveus), véetn¢ nékterych kment P. camemberti (pouzivané k vyrobé
syrt) a A. oryzae (pouzivané k vyrobé sojové omacky) (Bennett a Klich, 2003).

Nejcastéji se nachazi v kukufici, pSenici, ryzi, jemeni, a proto svou piitomnosti na
potravinach a krmivech by mohl piedstavovat nebezpeci pro ¢lovéka a zvifata (Yu
a kol., 2006). Nejprve byl tento toxin uveden jako silné antibiotikum, ale pozdéji se
ukdazalo, ze zplisobuje poskozeni ledvin testovanych zvifat, zpomaleni rGstu a nakonec
smrt (Wu a kol., 1974). U zvifat ma nefrotoxické Gcinky, které mohou poskozovat
proximalni tubuly v ledvinach (Martin a kol., 1986). Dale ma také embryotoxicky,
teratogenni a genotoxicky ucéinky (Bragulat a kol., 2008). Patologické zmény, které
zpusobuji v ledvinach, se zdaji byt podobné tém, které vyvolava ochratoxin A (Martin a
kol., 1986). Citrinin muze pusobit synergicky s ochratoxinem A a potlaovat RNA

syntézu v mysich ledvinach (Bennett a Klich, 2003).
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6 Zaveér

V této bakaladiské praci jsem se zabyvala mykotoxiny a jejich vlivem na zivé
organismy. V jednotlivych kapitolach jsem uvedla charakteristiku nejvyznamnéjSich
mykotoxini a jejich vyskyt v potravinach a krmivech. Kazdy den ohrozuji mykotoxiny
organismy jejich negativnimi ucinky, které mohou byt karcinogenni, teratogenni,
mutagenni a hepatotoxickeé.

Nejcast€jsi toxiny, které zpusobuji karcinomy, jsou aflatoxiny. Ty byvaji Casto
metabolity A. flavus. Jejich G¢inky jsou testovany na béZznych laboratornich zvifatech.
zavazné onemocnéni typu alergicka bronchopulmonalni aspergiloza, kterd mize
zpusobit zavazné alergické plicni komplikace. Toto onemocnéni se vykytuje nejcastéji
u lidi trpici cystickou fibrézou a v malé mife i u astmatika. Tento syndrom je obtizné
diagnostikovat (Latgé, 1999).

Déle jsem se zabyvala fusariovymi toxiny. Pro které jsou typické kazeni jablek,
rajéat a brambor. Tyto toxiny zpusobuji zavazné onemocnéni U zvitat, ale u lidi maji
souvislost s onemocnénim ATA. Tuto nemoc zpusobuje T-2 toxin, ktery kontaminuje
obiloviny za vlhkych a chladnych podminek. Mezi dalSi komplikace zpiisobené toxiny
patii kardiovaskularni 1éze a nadory (Schoental a kol., 1979).

Posledni skupinu, kterou jsem uvedla v této praci, byly penicillinové toxiny, které
maji synergicky ucinek s Aspergillus. Mezi jeho nejcastéjsi zastupce patii ochratoxin A.
Tento toxin produkuji nejcast&ji P. verrocum a A. ochraceus. Dale jsem do prace
zatadila patulin, ktery produkuji plisné Aspergillus, Penicillium a Bysochlamys.

Kromé toho jsem se zabyvala informacemi maximalné pfipustnych mykotoxint
Vv potravinach a krmivech podle normy Ec No 1881/2008. Diky informacim, které jsem
méla k dispozici béhem psani této prace, jsem zjistila, Ze vyskyt mykotoxinl je stale
hojné;jsi. NejefektivnéjSim zplisobem, jak zabranit vyskytu mykotoxinll v potravinach a
krmivech, je nutné dodrzovani hygienickych opatfeni pii zpracovani surovin a spravné

oSetfovani plodin.
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Priloha

Obr. ¢.1: A. niger- burské ofisky Obr. ¢.2: A. niger- cibule
[www.plantwise.org/?dsid=7444& [www.123rf.com/photo_832375_an-
loadmodule=plantwisedatasheet onion-with-a-severe-infestation-of-
&page =4270&site=234] black-mold- aspergillus-niger-a

-fungal-disease-most-commonly-th.html

Obr. ¢.3: A.fumifatus- alergicka obr. ¢. 4: Aspergillus- Aspergil6za]
bronchopulmonalni aspergiloza [www.2medicure.com/Articles/
[www.disease-disease.com/allergic- Anti_Fungal/Generic_Sporanox.html]

Bronchopulmonary-aspergillosis
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Obr. ¢.5: F. solani- oko Obr.¢.6: F. oxysporum- palec

(Sponsel a kol., 2002) (Tosti a kol., 2000)

Obr. ¢.7: F. wilt- rajéata Obr. ¢.8: F. verticillioides a
[www.plant-disease.ippc.orst.edu/ F. proliferatum- kukufice
ShowDisease.aspx?RecordID=1091] [www.extension.umn.edu/cropenews/

2007/07MNCN42.html]
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Obr.¢.9: Penicillium- vinné hrozny

[winegrapes.tamu.

edu/grow/bunchrot.html]

Obr. ¢.11: P. italicium- citron
[ http://eemb40.blogspot.cz/2009/01/

meet-penicilliums.html]
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obr.¢10: P. roquefortii- syr

[http://www.museevirtuel-

virtualmuseum.ca/sgc-cms/expositions
exhibitions/champignons-mushrooms

/English/Species/]


http://winegrapes.tamu.edu/grow/bunchrot.html
http://www.museevirtuel-virtualmuseum.ca/sgc-cms/expositions-exhibitions/champignons-mushrooms/English/Species/penicilliumroquefortii.html
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