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SOUHRN
Prvni ¢ast bakalaiské prace je zamétena na bakteridlni toxiny. Jsou zde uvedeny hlavni

toxiny a jejich producenti ohrozujici zdravi ¢lovéka a zvirat.

Ve druhé casti bakalatské prace jsou predstaveny hlavni toxiny produkované riznymi
rody plisni. Jsou zde uvedeny potraviny, ve kterych se vyskytuji a jejich vliv na zdravi

¢lovéka.

vvvvv

mykotoxinl. Prace se zamétuje pifedevsim na pouziti elektrochemickych biosenzort.

Kli¢ova slova: bakteridlni toxiny, mykotoxiny, elektrochemicky biosenzor



SUMMARY

The first part of thesis is focused on bacterial toxins. There are summarized the main

producers of toxins and their threat to human health and animals.

In the second part of thesis are presented the main toxins produced by different genera
of fungi. Food in which fungi are occur are summarized and also thein effect on human

health.

In the final part of the work are given the most important methods for the

determination of mycotoxins. It focuses on the use of electrochemical biosensors.

Keywords: bacterial toxins, mycotoxins, electrochemical biosensors
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1. Uvod

Kontaminace surovin pi1 vyrob& potravin a krmiv biologickymi toxiny pfedstavuje
vazné nebezpe€i pro zdravi lidi, zvifat 1 Zivotniho prostiedi. Bakterialni toxiny zpisobuji
rizna nebezpecna onemocnéni a to od priymd, zvraceni, tonickych kieci svalli az po paralyzy
svalli. Mezi nejvice potencialné skodlivé toxiny patii mykotoxiny. Tyto plisnové metabolity
jsou schopny vyvoldvat toxické a karcinogenni u¢inky u clov€ka. Objevuji se v hlavnich
potravinaiskych produktech, jako jsou obiloviny, ovoce, mléko aj. Proto je vynakladana
velka snaha na rozvoj novych citlivéjSich metod pro jejich detekci.

Nové ptistupy vyzaduji rychlou detekci a sledovani toxinli u klinickych tekutin,
vzorktli Zivotniho prostiedi, potravin a pitné vody za u¢elem urychleni vhodného protiopatieni.
Tradi¢ni metody pro detekci téchto toxinli vyzaduji ndkladné vybaveni a vysSkoleny
specializovany persondl. Ptiznivé vlastnosti elektrochemickych biosenzori by mohli byt
vhodné pro nové rychlejsi detekce pro jejich citlivost, jednoduchost, pfenositelnost a nizké

naklady na analyzy.
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2. Toxin

Toxin miZe byt definovan jako latka, ktera vznika syntézou v rGznych druzich
rostlin, zvifat, nebo mikroorganismt, ktera je Skodliva pro jiny organismus [ Turner a kol.,

2009].

3. Rozdéleni toxinu

3.1Toxiny produkované bakteriemi

U bakterii rozliSujeme tzv. endotoxiny tj. toxiny vdzané buiikou a exotoxiny tj. toxiny

vyluéované do prostiedi [Silhankova, 1995].

3.1.1 Endotoxiny

Lipopolysacharid (LPS zvany téZ endotoxin nebo nepiesn¢ O-antigen) je vazan ve
vnéj$i membrané gram-negativnich bakterii, ale 1 cyanobakterii a snad 1 dalSich bakterii.
Endotoxin je zodpovédny za fadu biologickych uc¢inkt, které jsou v korelaci s jeho strukturou:
urcuje antigenni vlastnosti bakterii, vyrazné jsou jeho toxické azZ letalni Gi¢inky, je pyrogenni,
obvykle s charakteristickym dvouvlnovym pribéhem télesné teploty, vyrazné ovliviiuje
humoralrni 1 celuldrni imunitu, vyvoldva lokalni zanétlivou reakci, pfi vys$i koncentraci

v krvi miize vyvolat az endotoxinovy Sok [Juldk, 2006].

3.1.2 Exotoxiny

Bakterialni exotoxiny jsou proteiny vylucované z bakteridlnich bunék do okoli a
schopné vazby na specifické receptory cilovych bunck, které nasledné riznymi mechanismy
poskozuji. Jejich tloha v metabolismu vlastnich bakterii neni zcela jasnd, velmi vyznamné
znamych toxickych latek. Pti klasifikaci exotoxinil podle mechanismu plsobeni se rozliSuji
nasledujici kategorie: toxiny pronikajici do tkéni, cytolysiny, toxiny pronikajici do buiiky.
Zvlastni postaveni maji superantigeny a né¢kolika mechanismy plisobici komplexni antraxovy

toxin [Julak, 2006].
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3.1.2.1 Toxiny pronikajici do tkani

Typickymi pfiklady jsou hyaluronidasa, rozkladajici mezibunéény tmel a streptokinasa
(fibrinolysin), rozkladajici fibrin, které¢ produkuje Streptococcus pyogenes, jakozto

1 kolagenasy a elastasy produkované klostridiemi a Pseudomonas aeruginosa [Julak, 2006].

3.1.2.2 Cytolysiny

Mechanismus jejich plisobeni je rozklad membranovych fosfolipidii, kterym plsobi
napft. lecitinasa (fosfolipasa C) Clostridium perfringens, nebo sfingomyelinasa (hemolysin 3)

Staphylococcus aureus [Julak, 2006].

Clostridium perfringens lze rozdélit do péti toxickych typa (A, B, C, a D), podle
produkce ctyt takzvanych hlavnich toxint, alfa (CTA), beta (CTB), epsilon (ETX) a jota
(ITXA a ITXB). V organismu produkuje fadu dalSich toxickych extracelularnich molekul,
které zahrnuji beta 2 toxin (CPB2), enterotoxin (CPE), perfringolysin, colagenasu a dalsi
[Ferrarezi a kol., 2008].

Alfa toxin (a toxin) hlavni letdlni toxin C. perfringens je multifunkéni fosfolipasa,
produkovand v rizném mnoZstvi témef vSemi izolaty C. perfringens. ZplUsobuje hydrolyzu
membranovych fosfolipid u riznych bun€k, coz ma za nasledek lysis. Beta toxin (B toxin) je
vysoce citlivy trypsinovy protein. Epsilon toxin (e toxin) je silny toxin odpovédny za letdlni
enterotoxaemii u hospodarskych zvitat [Gurjar a kol., 2008]. Clostridium perfringens jota
toxin predstavuje jeden ze Ctyf ,hlavnich®* letdlnich a  dermonekrotickych toxint
produkovanych touto vSudypfitomnou anaerobni bakterii, a je sloZen ze dvou imunologicky
odlisnych proteinti [Stiles a kol., 2002]. Je znamo, Ze jota toxin zvySuje cévni propustnost, je

dermonekroticky a usmrcujici mysi ve vysSich davkach [Gurjar a kol., 2008].

Do skupiny toxinll vazajicich se na cholesterol bunéénych membran za vzniku port
patii napt. pneumolysin Streptococcus pneumoniae, streptolysin O Streptococcus pyogenes,

listeriolysin O Listeria monocytogenes, cereolysin O Bacillus cereus aj. [Juldk, 2006].

Hemolyticky toxin listeriolysin je uz dlouho uznavanym dalezitym faktorem virulence
Listeria monocytogenes. Jsou to vSudypiitomné gram-positivni mikroorganismy, které jsou
odpovédné v jeho nejptisnéj$i podobé za meningoencefalitidu u zvifat a lidi [Leimeister-

Wichter a kol., 1990].
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Pneumolysin je multifunkéni cytolysin. Patfi do rodiny ptibuznych thiol-aktivovanych
toxinll syntetizovanych gram-positivnimi bakteriemi z riznych rodd. Pneumolysin hraje

dalezitou roli pfedevsim pti pneumokokové pneumonii [Balachandran a kol., 2001].

Streptolysin 0 (SLO) je membranu poskozujici proteinovy toxin [Sekiya a kol., 1993].
Streptolysin O (SLO) ze Streptococcus pyogenes je jednim znejlépe charakterizovanych

thiol- aktivovanych toxini a je Casto povaZzovan =za prototyp této skupiny
[Pinkney a kol., 1989].

Cereové toxiny

Bacillus cereus je zndm predev§im jako vyznamny plivodce kazeni potravin. Na
pocatku 20. stoleti byla prokazana jeho schopnost produkovat toxiny zpisobujici dvé
etiologicky odlisné formy alimentarnich onemocnéni (intoxikace): emetickou (vyvolavajici
zvraceni) a diarrhogenni (vyvolavajici priajmy) [Sramova a kol., 2005].

Emeticka forma onemocnéni vznikd po konzumaci nizkomolekularniho toxinu. Jedna
o termostabilni protein (odoldva 121 °C po dobu 90 minut), produkovany v pritbéhu tvorby
spor. Jeho ucinek je obdobny stafylokokovym enterotoxinim. Inkuba¢ni doba se pohybuje od
1-6 hodin po konzumaci kontaminované potraviny. Klinické piiznaky zahrnuji nevolnost,
zvraceni a pocit neklidu. Komplikace jsou vzacné, k uzdraveni dochazi zpravidla do 24 hodin
[Sramova a kol., 2005].

Diarrhogenni formu onemocnéni zpusobuje enterotoxin, ktery vznika v prabéhu
kliceni spor. Jedna se o termolabilni protein, ktery je inaktivovan teplotou 45 °C. Jeho ucinek
je podobny cholerovym toxinim. Inkubacni doba je 8-16 hodin. Klinické ptiznaky zahrnuji
abdominalni bolesti, kfeCe a silny vodnaty prijem, zvraceni a horecka se objevuji vzacné. K
uzdraveni dochéazi do 24 hodin. U rizikovych skupin (oslabeni a stafi jedinci) miize pii t¢Zkém
prijmu dochazet k dehydrataci organizmu [Sramova a kol., 2005].

Riziko otravy spociva v poziti kontaminovanych potravin nebo pokrmt, které byly po
uvateni dlouhodobé skladovany za pokojovych teplot. Pokrmy je nutné po uvaieni udrZzovat
pii teplot¢ 60 °C nebo rychle zchladit ¢i zamrazit. U emetické formy onemocnéni jsou
vyznamnym vehikulem ryze a dal$i ceredlie a téstoviny, mlécné pudinky a pasterovana
smetana. U diarrhogenni formy jsou to predev$im masové a zeleninové pokrmy, polévky,

oméacky, dusena masa a dezerty [Sramova a kol., 2005].
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3.1.2.3 Toxiny pronikajici do bunky

Skladaji se cCasto znckolika rtiznych proteinovych subjednotek, znichz nékteré
zajistuji adhesi a vazbu na bunécné receptory, dalSi pronikaji do bunky a ovliviiuji jeji
metabolismus. Ovlivnéna pfitom muze byt tvorba cAMP typickym zastupcem téchto toxind je
cholerovy enterotoxin Vibrio cholerae. Stejnym mechanismem pusobi 1 termolabilni
enterotoxin enterotoxickych kmenti Escherichia coli, metabolismus cAMP ovliviiuje 1
perkusovy toxin Bordetella pertusis. OdliSnym mechanismem pisobi toxiny pronikajici do

bunék nervové tkané (neurotoxiny) [Juldk, 2006].

e Cholerovy toxin

Toxigenni kmeny Vibrio cholerae mohou produkovat fadu toxind jako faktort
virulence. Nejvyznamné¢j$im toxinem je cholerovy enterotoxin (cholerovy toxin, CT, diive téz
choleragen) [Juldk, 2006]. Patogenni Vibrio cholerae zpusobuji nemoci kolonizujici lidské
tenké sttevo, kde produkuji silny enterotoxin [Herrington a kol., 1988]. Vibrio cholerae
produkuje enterotoxin, ktery se pfi uvolnéni do organismu rychle vaze na stfevni povrch

sliznice [Strombeck a Harrold, 1975].

e Enterotoxiny Escherichia coli

Kmeny, které produkuji enterotoxiny a jsou spojeny s prijmem u turistl, kojencii a
déti v rozvojovych zemich se oznacuji enterotoxigenni E.coli (ETEC). Kmeny, které
nevytvareji enterotoxiny a jsou obvykle spojeny s infantilni gastroenteritidou v rozvinutém
sveété se oznacuji enteropatogenni E.coli (EPEC). E coli spojené s onemocnénim uplavice,
jsou oznaceny jako enteroivasivni (EIEC), pfi¢emz ty, které jsou spojeny s haemorrhagickou
kolitidou a HUS (hemolyticky-uremicky syndrom) se oznacuji Vero-cytotoxiny-produkujici

E.coli (VTEC), nebo enterohaemorrhagické E.coli (EHEC) [Sussaman, 1997].

Enteropatogenni kmeny Escherichia coli

Enteropatogenni kmeny EPEC, zvané téz dyspepeptické nebo enteroadherentni,
neprodukuji enterotoxiny, ale jsou schopny pevné vazby na povrch bunék epitelu tlustého

stfeva pomoci antigennich adhesint zvanych bundleforming pilus (BFP) [Julak, 2006].
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Enterotoxigenni kmeny Escherichia coli

Enterotoxigenni kmeny ETEC nejsou invazivni a jsou charakterizovany produkci
enterotoxinil. Maji téz zvlastni pili, zvané colonization-factor antigens (CFA) [Julak, 2006].
CFA vzajemné reaguji s receptory na hostitelské stfevni epitelové buiky, coz umoznuje

prilnavost ETEC na stievni sliznice [Glierefia —Burgueio a kol., 2002].

Enterotoxiny mohou byt riznych typl a zhruba se rozliSuji na termostabilni
nizkomolekuldrni enterotoxiny typu ST, a termolabilni, dvéma jednotkami tvofené
enterotoxiny typu LT, které maji veétSi molekulovou hmotnost a jsou imunogenni

[Julak, 2006].

Odhaduje se, ze je 7,5 milioni piipadd tézkych prijmt a 400 000 tmrti ro¢né na
celém svété u kojenct a déti zpisobeno enterotoxigenni E. coli (ETEC). ETEC je nejcastéjsi
pric¢inou akutnich prijmovych onemocnéni mezi cestovateli do rozvojovych zemi a ETEC je
stale velkym problémem pro vojensky persondl rozmistény v téchto zemich [Gilierefia —

Burguefio a kol. 2002].

Enteroinvasivni kmeny Escherichia coli

Enteroinvasivni kmeny (EIEC), zvané téz Shigella-like, se podobaji shigellam napt.
tim, Ze nemaji bi¢iky, respektive H-antigeny a jsou nepohyblivé, podobny je 1 mechanismus

a pribéh onemocnéni [Juladk, 2006].

Enterohaemorrhagické kmeny Escherichia coli

vV s

vytvaret a uvoliovat cytotoxiny, znamé jako verotoxiny, protoze jejich vliv na Vero buiiky je
cytotoxicky, nebo jako Shiga toxiny (STX) z divodu piibuznosti s toxiny z Shigella
dysenteriae. Toxin lze rozdélit do dvou hlavnich skupin: Stx1 (coZ je téméf totozny s STX
produkovanym Shigella dysenteriae) a Stx2 [Orth a kol., 2009]. Infekéni davka EHEC je
velmi mald (jen n€kolik desitek bakterii), zdrojem infekce je nejCastéji infikované
a nedostatecné tepelné opracované hovézi maso, ale 1 mléko a dal$i potraviny. Bakterie
adheruji na epitelové bunky tlustého stifeva, do kterych rychle pronikaji a vyvolavaji akutni
zanétlivou reakci spojenou s destrukci tkdng, projevujici se vodnatymi prijmy s ptimési krve

a casti odlouplého epitelu. Bakterie Casto pronikaji do hlubSich tkani a krevniho ob¢hu,

15



generalizace vede k hemolyticko-uremickému syndromu (HUS), -charakterizovanému

trombocytopéni, hemolytickou anemii a selhdvanim ledvin [Juldk, 2006].

e Toxiny produkované bakteriemi rodu Shigella

Shigella (Shiga) toxin je proteinovy exotoxin produkovany Shigella dysenteriae typu 1 a
dal§imi ¢leny rodu Shigella a mize byt dilezitym faktorem pii bakterialni virulenci Gplavici
Clovéka [Lindberg a kol., 1987]. Blizce ptibuzny toxin produkuji i enterohaemorrhagické
kmeny Escherichia coli. Produkuji toxin zvany Shiga-like toxin nebo Vero-toxin. Shigelly
dale produkuji riizné enterotoxiny, napi. u Shigella flexneri byly prokdzany enterotoxiny
oznaCované ShET1 a ShET2; zvlast¢ druhy znich se vyskytuje 1 u ostatnich druhi rodu
Shigella, kde je jeho produkce kddovana na plasmidech [Juldk, 2006].

Shigella toxin je zvlaSté zajimavy, protoZe né€kolik rlznych biologickych ucinkil je
zprostiedkovéano stejnymi vysoce Cistymi molekulami [Jacewicz a kol., 1986]. Shiga toxin,
uvoliovany z lyzovanych bunck Shigella dysenteriae sérovar 1, pusobi jako enterotoxin (na
klicce krali¢iho stieva), jako neurotoxin (na mySich) a jako cytotoxin (na bunéénych kulturach

bunék Hela a Vero) [Julak, 2006].

e Pertusovy toxin

NejvyznaméjSim toxinem bordetel je pertusovy toxin s vyjimecnymi vlastnostmi
[Juldk, 2006]. Sklada se z péti raznych subjednotek, pojmenovanych S1 az S5 podle jejich
klesajici molekulové hmotnosti [Alouf a Popoff, 2006 ]. Pét subjednotek tvoii kruh, ktery se
navaze na povrch bunky a transportuje do ni aktivni katalytickou subjednotku S1, tj. ADP-
ribosyltransferasu. Podstatou mechanismu jejiho ptlisobeni na epitelidlni buiiky je vazba na
regulacni protein G1 vdzany na bunééné membrané, ktery zajist'uje inhibici adenylatcyklasy a

sekreci velkého mnozstvi hlenu [Julak, 2006].

e Neurotoxiny

Neurotoxicka klostridia Clostridium tetani a Clostridium botulinum produkuji velmi

uc¢inné neurotoxiny tetanospasmin a botulotoxin [Julak, 2006].

Nejacinn€j$im neurotoxinem je botulotoxin, produkovany bakterii
Clostridium botulinum [Silhdnkova, 1995]. Je ptivodcem botulismu coZ je otrava z potravy,
v niz byl ptitomen botulotoxin, také nazyvany jako klobdsovy jed. Botulotoxin plisobi na

nervovy systém, dochdzi k preruSeni vedeni nervovych vzruchi a wvnikaji chabé
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obrny [RySkova, 2007]. Alimentarni onemocnéni, resp. otravy botulotoxinem jsou dodnes pro
vznik botulismu typické, zdrojem ndkazy jsou zejména podomdcku pripravované
konzervované potraviny, a to nejen masove, ale i zeleninové konzervy, kompoty a jiné,
jakoZzto 1 nevhodné uchovavané a nedostateCné tepelné upravené zbytky potravin [Juldk,

2006].

Dalsi formou onemocnéni je tzv. kojenecky botulismus, pfi némz se v tlustém stfevu
kojencli do 9 mésicu, kteti jest€¢ nemaji vyvinutou ochrannou stfevni mikrofloru, mohou

klostridia ptemnozit a produkovat toxin [Julak, 2006].

Tetanospasmin vede ke klinickému syndromu tetanu [Cook a kol., 2001]. K infekci
dochazi typickym poranénim a kontaminaci ptidou, vzacné je mozna i endogenni infekce
z osidleni stfeva nebo vaginy [Juldk, 2006]. Tetanus je dnes vzacna choroba v rozvinutych
zemich. Nicméné je i1 nadale vyznamnou pficinou umrti na celém svété a je spojena s piipady

vysoké umrtnosti, zejména v rozvojovych zemich [Cook a kol., 2001].

3.1.2.4 Superantigen

Superantigeny (SAgs) jsou bakterialni a virové proteiny, které maji schopnost aktivovat

velkou c¢ast T-lymfocyti. Pro superantigeny jsou nejcharakteristictéjSi stafylokokové

enterotoxiny [ Schad a kol., 1995] .

Superantigeny vyvolavaji fadu zavaznych onemocnéni nebo se na nich podileji, jako je
syndrom toxického Soku, toxické epidermolyzy, spala, arthritida, revmatickd horecka aj.

[Julak, 2006].

e Stafylokokové enterotoxiny

Stafylokokové enterotoxiny (SE) tvofi skupinu strukturné ptibuznych, ale sérologicky
odlisSnych proteinii produkovanych nékterymi kmeny Staphylococcus aureus [Fleischer a
Schrezenmeier, 1988]. S. aureus mize produkovat velké mnozZstvi riiznych enterotoxinl (A,
B,C,D,E,G,H,LLJ, K, L, M, N, O, P, Q, R aU), ale 95 % otrav jsou zptisobeny klasickymi
enterotoxiny: A, B, C, D a E. Stafylokokové enterotoxiny jsou termostabilni a také odolné
vuci gastrointestinalnim proteasam jako je pepsin. Nejcastéji produkovany je enterotoxin A.

[Pelisser a kol., 2009]
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SE jsou nejcastéjSi pri¢inou otravy cClovéka potravinami. Kromé& toho jsou SE
nejucinngj$i zndmé mitogeny efektivné stimulujici lidské nebo mysi lymfocyty v koncentraci

mensi 10° M. [Fleischer a Schrezenmeier, 1988].

Ukazalo se, Ze SEA ma schopnost vazat zinek, coZ ma zdsadni vyznam pro jeho

interakci s hlavnim histokompatibilitnim komplexem MHC II tfidy [ Schad a kol., 1995] .

SEB byly zobrazeny jako vazajici nezpracované¢ bilkoviny hlavniho
histokompatibilitniho komplexu (MHC) II. tfidy na molekule antigen-prezentujicich bunék a
nasledn¢ aktivace T- bunck prostiednictvim interakce s variabilni ¢asti T-bunécného
receptoru B-fetézce. To ma za nasledek, aktivaci 2-15% vSech T-bun€k, coz v konetném
dasledku vede k rozsitené produkci cytokinii stejné jako vyjadieni cytotoxickée aktivity [Schad
a kol., 1995].

e Antraxovy toxin

Antraxovy toxin je jednim ze dvou dominantnich faktorG virulence produkovany
Bacillus anthracis. Tento toxin je sloZen ze tii podjednotek; edemogenni faktor (EF), letalni
faktor (LF) a protektivni antigen (PA). EF je kalmodulin-dependentni adenylatcyklasa
zvySujici intraceluldrni hladinu cAMP [Abrami a kol.,, 2003]. LF je komplex zinek-
dependentnich proteas, jejichz proteolytickou aktivitou jsou destruovany bunky a uvolhovany
mediatory zanétu. PA je schopen se vazat na plasmatickou membranu eukaryotnich bunck a

tvotit komplexy s faktory EF a LF [Juldk, 2006].

Tyto tfi komponenty toxini nemaji Z4dné znamé biologické ucinky pii podavani
samostatné na pokusnych zvitatech, ale pusobi-li v binarni kombinaci, vyvolavaji dvé
odlisné reakce [Blaustein a kol., 1989]. Letalni faktor (LF) s ochrannym antigenem (PA),
spolecné oznaCovany jako letalni toxin (LT), rychle vytvaii plicni edém a smrt u potkant a
jinych zvifat. Edemogenni faktor (EF) a PA, kombinaci uréené¢ho edém toxinu, zpisobuje
otoky [Klimpel a kol., 1994].
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3.2 Toxiny produkované plisnémi- mykotoxiny

Nazev mykotoxin je kombinaci feckého slova houba 'mykes' a latinského slova
Ltoxicum" jed [Turner a kol., 2009]. Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity hub toxické pro
bakterialni, rostlinné, houbové nebo zivocisné bunky, které vyvoldvaji toxické reakce
tzv. mykotoxik6zy a jsou pfi¢innou riznych onemocnéni od alergickych reakci pies
imunosupresivni U¢inky az po vznik karcinomu [Lisalovd a Macharikova, 2005]. VSechny
mykotoxiny jsou nizkomolekularni pifirodni latky [Richard a kol, 2009]. Mezi
nejvyznamnéj$i toxigenni mikromycety patti zastupci rodu Aspergillus, Fusarium

a Penicillium [Lisalova a Macharikova, 2005].

V soucasné dob¢ je znamo pies 300 mykotoxinii a nadéle jsou objevovany a chemicky
charakterizovany nové [Stehlikova, 2007].

Mykotoxiny ptedstavuji zvySené zdravotni riziko v potravinarském primyslu, zejména
pokud jde o zpracovani ofechli, arasid, a kukufice. Mykotoxiny jsou také hrozbou
bioterorismu [Pohanka a kol., 2007].

Tvorba mykotoxinii je podminéna biologickymi a chemickymi faktory. Obsah
mykotoxinli pak zavisi na nasledujicich faktorech: vlhkosti, teploté, délce skladovani,
poskozeni obalu zrna, pfitomnost kysliku, oxidu uhli¢itého, sloZzeni substratu, mykologickém
profilu toxinogennich vlédknitych mikromycetl, sporulaci, mikrobidlnich interakcich
a pritomnosti hmyzu [Mrkvicova, 2007].

Mykotoxiny patii celosvétoveé k vyznamnym toxinim ptirodniho pivodu s akutnimi,
chronickymi, ale 1 pozdnimi toxickymi U€inky. Déli se podle miry akutni toxicity na silné
toxické (aflatoxiny, ochratoxin A, T-2 toxin), stfedné toxické (citrinin, sterigmatocystin),
slabé toxické (trichotheceny, zearalenon). Mykotoxiny mizeme délit dale podle toxicity
k cilovym organtim na dermatotoxiny, genotoxiny, hematotoxiny, hepatotoxiny, imunotoxiny,
neurotoxiny, toxiny gastrointestinalniho traktu aj. Dalsi déleni je mozné podle biologickych

ucinki, podle G¢inkl na bunécné urovni atd. [Mrkvicova, 2007].
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3.2.1 Toxiny produkované plisni rodu Aspergillus

3.2.1.1_Aflatoxiny

Aflatoxiny jsou bezesporu nejstudovanéjsi a nejlépe prozkoumanou skupinou
mykotoxini [Patocka, 2004]. Objev aflatoxinu byl vysledkem hledani pfi¢in vyskytu
onemocnéni dribeze (,,Turkey X disease®) v Anglii roku 1960, které¢ zpusobilo uhynuti
desetitisic mladych krat, bazantli a kachen [Betina, 1990]. Tenkovrstvou chromatografii
se tento aflatoxin rozd¢lil na ¢tyfi slozky: dvé mely modrou fluorescenci a dostaly oznaceni
aflatoxin B1 a B2 dal$i dv& fluoreskovaly tyrkysové a dostaly oznaCeni aflatoxin G1 a G2
[Betina, 1990]. Jedna se o skupinu chemicky ptibuznych latek s difuranokumarinovym
skeletem, z nichz nejznamé;jsi jsou aflatoxiny B1 a G1 [Patocka, 2004].

Aflatoxiny patfi mezi vyznamné toxiny piirodniho pavodu, coz jsou toxické
sekundarni metabolity toxinogennich vlaknitych mikromycett (plisni) rodu Aspergillus (napf.
A. flavus, A. parasiticus, A. nomius a A. tamarii), které se bézn¢ vyskytuji na celém svéte
[Malit a Ostry, 2004]. Aspergillus flavus produkuje aflatoxin Bl a aflatoxin B2 [Yu a kol.,
2004]. Aspergillu flavus mize rast v rozmezi teplot (10-45 °C), optimalni teplota je 30 °C.
Jelikoz je pozadovana relativni vlhkost 80%, je kontaminace aflatoxinem spiSe problémem
v oblasti vlhkych tropt [Parker a Tothill, 2009]. Aspergillus parasiticus produkuje aflatoxin
B1, G1, B2 a G2 [Yu a kol., 2004]. V extraktech z mléka krav krmenych podzemnicovou
mouckou se izolovaly dalsi dva aflatoxiny — aflatoxin M1 a M2. Aflatoxiny P1 a Q1 jsou
metabolity aflatoxinu B1 [Betina, 1990].

Aflatoxiny pfedstavuji zavazné riziko pro zdravi ¢lovéka 1 jinych Zivych organisma,
a to zvlasté prostfednictvim potravniho fetézce, do kterého vstupuji jako Casty kontaminant
potravin a krmiv [Malit a Ostry, 2004]. Aflatoxiny patii s ohledem na svoji extrémné vysokou
toxicitu mezi nejvice sledované mykotoxiny [JeZkova a kol., 2007]. Aflatoxiny vykazuji
vyznamnou hepatotoxicitu, imunotoxicitu, mutagenitu, karcinogenitu a teratogenitu. Toxicita
aflatoxinli klesé v nasledujicim potadi: aflatoxin B1> aflatoxin M1 > aflatoxin G1> aflatoxin
B2 > aflatoxin G2 [Malif a Ostry, 2004].

Aflatoxin B1 byl klasifikovan jako lidsky karcinogen 1. skupiny a aflatoxiny G1, G2 a
B2, patii do skupiny lidskych karcinogenti [Owino a kol., 2008].

Kontaminace aflatoxinem byla spojena se zvySenou umrtnosti hospodarskych zvitat.
Vyrazné snizuje hodnotu zrna jako 1 krmiv a zemé&délskych plodin [Bennet a Klich, 2003].

Hlavni komodity, které jsou nejCastéji kontaminovany aflatoxiny, jsou kukufice,

burské otisky (arasidy), pistacie, paraofechy, rizné druhy dalSich ofechii a bavlnikova semena
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[Malit a Ostry, 2004]. Olivy a jejich derivaty, zejména olivovy olej mohou byt
kontaminovany aflatoxiny, protoze jsou casto skladovany tydny v podminkach, které
podporuji rist plisni. Vzhledem k tomu, Ze olivy a olivovy olej jsou vyznamnou a
vSudyptitomnou slozkou ve stfedomoiské straveé, mize i nizkd uroven kontaminace
piedstavovat riziko pro vetejné zdravi [Rejeb a kol., 2009].

Mira "zaplisnénosti" suchych skotapkovych ploda, podobné jako u jinych surovin
a potravin zavisi zejména na jejich stafi (tj. dobé€, kterd uplynula od sklizn€) a na podminkéach
jejich skladovani [Malif a Ostry, 2004].

Nejucinn€j$im postupem, jak snizit kontaminaci potravinovych surovin aflatoxiny, je
aplikace preventivnich opatteni, které predchazi sklizni zemédé€lskych plodin [Malif a Ostry,
2004].

e Aflatoxin Bl (AFB1)

Cilovym organem ucinku AFBI jsou jatra [Patocka, 2004]. Mutagenita a karcinogenita
AFBI je vysledkem piedevs§im jeho cytochrom P450-zprostiedkované bioaktivace na AFBI-
8,9-epoxid Obr. €. 1. [Loe a kol., 1997]. Tato epoxidova forma AFBI1 je velmi reaktivni a
vaze se na bunécné makromolekuly, bilkoviny RNA a DNA [Patocka, 2004]. Existuji dva
endo- a exo-stereoizomery z AFBI1-8,9-epoxidu, a pfestoze jsou oba produkovany
v nejriznéjSich tkanich, pouze exo-AFB1-8,9-epoxid se efektivné vaZze na DNA a je schopen
vyvolat pfeménu G-T in vitro [Loe a kol., 1997]. V piipadé DNA se vaze preferencné¢ na
pozici N7 -guaninu a vytvaii stabilni adukt s touto bazi, ktery je zodpovédny za mutagenni a

karcinogenni u¢inky AFB1 [Patocka, 2004].
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Obrazek ¢. 1. Biotransformace AFB1 na exo- a endo-epoxidy [Loe a kol., 1997]
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Chemické a fyzikalni vlastnosti AFB1[ http://www.fermentek.co.il/aflatoxin B1.htm]

Sumarni vzorec: Ci7H20¢

Strukturni vzorec:

Molekulova hmotnost: 312 g/mol

Popis: bily prasek, modra fluorescence
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Rozpustnost: Miize byt rozpustny v DMSO (dimethylsulfoxidu) nebo methanolu
Bod tani: 267 °C

e Aflatoxin B2 (AFB2)
Chemické a fyzikalni vlastnosti [http://www.fermentek.co.il/aflatoxin B2.htm]
Sumarni vzorec: Ci7H;40¢

Strukturni vzorec:

OMe

Molekulova hmotnost: 314 g/mol
Popis: bily prasek, modra fluorescence
Rozpustnost: v DMSO nebo metanolu
Bod tani: 303- 306 °C
e Aflatoxin G1
Chemické a fyzikalni vlastnosti [http://www.fermentek.co.il/aflatoxin G1.htm]
Sumarni vzorec: C7H 204

Strukturni vzorec:

OMe

Molekulova hmotnost: 328,3 g/mol

23



Popis: bily prasek, modro-zelena fluorescence
Rozpustnost: v DMSO nebo methanolu
Bod tani: 257-259 °C
e Aflatoxin G2
Chemické a fyzikalni vlastnosti [http://www.fermentek.co.il/aflatoxin _G2.htm]
Sumarni vzorec: C;7H 1407

Strukturni vzorec:

OMe

Molekulova hmotnost: 330,3 g/mol
Popis: bily praSek, modro-zelena fluorescence
Rozpustnost: v DMSO nebo methanolu
Bod tani: 237-240 °C
e Aflatoxin M1 (AFM1)

AFMI1 byl nalezen v kravském mléce v roce 1960, jeho strukturilni vzorec byl
objasnén ale aZ v roce 1966 [Moravcova a Nedé€lnik, 2005]. AFM1, byl zjistén v lidské moci a
muze byt uzitecny ukazatel spotieby AFB1 [Wise a kol., 1978].

AFM1 je vadzan na proteinovou slozku mléka, proto v syrech je vétSinou
zaznamenavam vysS§i obsah nez v mléce. K expozici ¢loveéka dochdzi pitim mléka a
konzumaci mlécnych vyrobki. Vyznamné mohou byt expozice u déti s vysokou spotiebou
mléka, které maji relativné¢ nizkou télesnou hmotnost, vyrazné¢ vys$si bunécnou aktivitu a

zatim nedostateCné¢ vyvinuty imunitni systém [Moravcova a Ned¢€lnik, 2005].
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AFM1 lze nalézt v mlé¢nych vyrobcich, jako jsou syry, jogurty a pocatecni kojenecka

vyziva a také v matetském mléce [Parker a Tothill, 2009].
Chemické a fyzikalni vlastnosti: [http://www.fermentek.co.il/aflatoxin M1.htm]
Sumarni vzorec: C7H 204

Strukturni vzorec:

Molekulova hmotnost: 328 g/mol
Popis: bily praSek, modro-fialova fluorescence
Rozpustnost: v DMSO, methanolu
Bod tani: 299°C
e Aflatoxin M2
Chemické a fyzikalni vlastnosti [http://www.fermentek.co.il/aflatoxin M2.htm]
Sumarni vzorec: C;7H 1407

Strukturni vzorec:

Molekulova hmotnost: 330,29 g/mol

Popis: bily praSek, modro-fialova fluorescence
Rozpustnost: v DMSO nebo metanolu

Bod tani: 293°C
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3.2.1.2 Ochratoxin

Ochratoxin produkuje nékolik plisni rodt Aspergillus a Penicillium. Ochratoxin byl
poprvé objeven v roce 1965 jako metabolit hub, ktery jevil toxické uinky na zvifata [Turner

a kol., 2009].

Ochratoxiny byly nalezeny jako metabolity z mnoha riznych druhii rodu Aspergillus,
veetn¢ Aspergillus alliaceus, Aspergillus auricomus, Aspergillus carbonarius, Aspergillus
glaucus, Aspergillus melleus a Aspergillus niger. Protoze Aspergillus niger se pouziva bézné
pi1 vyrobé enzymul a kyseliny citronové k lidské spottebé, je dalezité, aby se zajistilo, ze
prumyslové kmeny budou neproduktivni [Bennett a Klich, 2003].

Do skupiny ochratoxint patii ochratoxin A, B, C, D a a [Malif a Ostry, 2007].

e Ochratoxin A (OTA)

OTA je dobfe zndmym nefrotoxickym mykotoxinem, ktery ma také karcinogenni,
teratogenni a imunotoxické vlastnosti [Bragulat a kol., 2008]. OTA narusuje buné&cnou
fyziologii mnoha zptisoby, ale zd4 se, ze primarni G€inky jsou spojené s enzymy podilejicimi
se na metabolismu fenylalaninu, vétSinou zamezovanim enzymu, jenZ se podili na syntéze

tRNA komplexu z fenylalaninu [Bennett a Klich, 2003].

OTA vstupuje do enterohepatalniho cyklu, ktery je zCasti odpovédny za dlouhy
biologicky polocas vylu¢ovani toxinu z organismu. PoloCas vylu¢ovani OTA u clovéka Cini
pravdépodobné 35 dni. OTA se chova jako kumulativni jed s rychlou absorpci a pomalym
vylu€ovanim. Krevni cestou je OTA distribuovan v organismu. Hlavnimi misty retence jsou
ledviny, jatra, varlata, stfevo, rezervu pak tvoii svaly a tukova tkan [Malit a Ostry, 2007].

Ptirozeny vyskyt OTA byl hlaSen z mirného aZ tropické podnebi v rlznych
potravinaiskych plodinéch, jako jsou obiloviny, kdva, suSené¢ ovoce, vino a hroznova Stava.
Vice OTA bylo nedavno objeveno v oblasti lidskych a zvifecich tekutin,

masu, pivu a vinu [ Turner a kol., 2009].

Teplotni rozsah pro produkci OTA napt. u Aspergillus ochraceus byl zjistén
v rozmezi 15 -37 °C, optimalni teplota se pohybuje okolo 28 °C. V chladné;Sich oblastech je
OTA produkovan vlaknitymi mikroskopickymi houbami rodu Penicillium. Kmeny
Penicillium verrucosum jsou schopny produkovat OTA jiz v rozmezi od 4 - 30 °C [Ostry,

2005].
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Chemické a fyzikalni vlastnosti [http://www.fermentek.co.il/ochratoxin A.htm]
Sumarni vzorec: CooHsCINOg

Strukturni vzorec:

Oa, -OH
O AL

N
Cl
Molekulova hmotnost: 403,8 g/mol
Popis: zluté krystaly, modré fluorescence
Rozpustnost: DMSO, metanol, ethanol
Bod téni: 105-110 °C
e Ochratoxin B (OTB)

OTB se lisi strukturou od OTA v nepfitomnosti chloru na 5-pozici molekuly. Byl

uvadén jako méné toxicky nez OTA [Stermer a kol., 1985].
Chemické a fyzikalni vlastnosti
Sumarni vzorec: CooH;9O¢N
Strukturni vzorec: R=H [Stermer a kol., 1985]
& s l,COOH

£CH (I:H .
7" -
3 2 7 \N

8 9

Popis: bezbarva krystalicka latka [Betina, 1990]

Bod tani: 169°C z xylenu
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3.2.1.3 Cyklopiazonova kyselina (CPA)

Kyselinu a-cyklopiazovou izoloval Holzapfel z Penicillium cyclopium [Betina, 1990].
Produkce CPA byla nasledné zjisténa u Penicillium patulum, P. viridicatum, P. puberulum,

P. crustosum, P. camemberti, Aspergillus flavus, A. versicolor, A. oryzae [Dorner a kol.,

1983].

Mnohé druhy Penicillium, které produkuji CPA, byly izolovany z masa, jako je Sunka,
klobasa a parky [Dorner a kol., 1983]. Pfirodni vyskyt toxinu v zeméd¢lskych plodinach byl
poprvé zaznamenan v roce 1978, kdy v kukufici, kterd byla kontaminovédna 4. flavus bylo

zjisténo, ze obsahuje CPA [Dorner a kol., 1983].

Chemicke a fyzikalni vlastnosti

Popis: krystalizuje z metanolu v podobé bezbarvych jehlicek [Betina, 1990]
Bod tani: 245-246°C

3.2.1.4 Sterigmatocystiny

Sterigmatocystiny produkuji toxigenni kmeny Aspergillus versicolor, Aspergillus
flavus, Aspergillus nidulans, Aspergillus rugulosus, Aspergillus biolaris [Betina, 1990].
Jejich ucinky jsou velice podobné AFBI, primdrnim mistem ucinku jsou jatra. Podobné
u¢inky jako sterigmatocystin maji 1 jeho derivaty, methylsterigmatocystin a
dihydrosterigmatocystin. Jsou rovnéz hepatotoxické, zplisobuji rakovinu jater a vyskytuji se
ve stejnych potravinovych zdrojich jako aflatoxiny [Pato¢ka, 2004]. 1 kdyz je znamo, ze
sterigmatocystin je méné toxicky neZz aflatoxin, v nékterych ptipadech je uvedeno, ze

zpusobuje u jater vyssi genotoxicitu [Yu a Leonard, 1995].
Chemické a fyzikalni vlastnosti [http://www.fermentek.co.il/sterigmatocystin.htm]

Sumarni vzorec: CigH;20s

28



Strukturni vzorec:

OMe
Molekulova hmotnost: 324, 3 g/mol

Popis: svétle Zluté jehlicky

Rozpustnost: DMSO, ethanol, aceton, methanol
Bod tani: 240-246°C

3.2.1.5 Dekontaminace a detoxikace

K dekontaminaci a detoxikaci jsou ve studii Malife a Ostrého (2004) zabyvajici se

zejména problematikou suchych skotédpkovych plodt doporucovany nasledujici postupy:

e Fyzikélni separaéni metody odstranéni aflatoxint a detoxikace

Mechanické separace (oddéleni) - cilem postupu je oddélit zaplesnivélé a poskozené

araSidy a pistacie od zjevné neposkozenych.

Ttidéni na zakladé mérné hmotnosti- Postup zahrnuje tfidéni napt. jader a zrn pomoci

flotace. Biologicky poSkozené arasidy kontaminované aflatoxiny maji niz§i mé€rnou hnotnost

nez jakostni a neposkozené arasidy, a proto se ve vod¢€ vznasi.

Mokré mleti- vyuziva se zejména pro dekontaminaci obili, hlavné kukufice a obilné

mouky. Za vyhodu pti vlhkém mleti je povazovana moznost priddvani chemikalii.

Suché mleti — metoda byla otestovana u kukufice ptirozen¢ kontaminované aflatoxiny,
dale u ryze a u pSenice, kde doslo ke sniZzeni koncentrace aflatoxinii aZ o 47 %. Nejvyssi

hodnoty AFB1 pii suchém mleti byly nalezeny v kliccich a v otrubach.
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e Fyzikélni dekontaminace

Tepelnd inaktivace- Aflatoxiny jsou relativné termostabilni, a proto se u nich tepelna
inaktivace nepouziva.

Zateni- UV zéfeni nevyvolalo Zadnou viditelnou zménu fluorescence nebo toxicity
testovaného vzorku arasidi. Bylo popsdno sniZzeni koncentrace aflatoxini v kontaminovaném
araSidovém oleji po stfidavé aplikaci kratkovinného a dlouhovinného UV zafeni. V
testovaném arasidovém oleji vSak doSlo po expozici UV zafeni ke zvySeni mutagenity.

Adsorpce z roztoki a kovalentni/nekovalentni vazba — k adsorpci se pouziva

specialnich materiald napt. aktivniho uhli a aluminosilikatd. Byly pouZity napf. pro

dekontaminaci arasidového oleje a krmiva pro skot. Patfi mezi vhodné metody

¢ Biologickd dekontaminace

Testuje se metoda vyuziti netoxigenniho kmene ke snizeni produkce aflatoxini kmeny
toxigennich hub. Bylo zjisténo, Ze nékteré kvasinky, plisné a bakterie mohou aflatoxiny
modifikovat nebo inaktivovat. Bakterie rodu Flavobacterium aurantiacum syntézou
odstraniuji aflatoxiny ztekutého média, bylo prokazano jiz 1 odstranéni AFB; z

kontaminovaného arasidového mléka

e Chemicka inaktivace

Cpavkovani- &pavek je vysoce Gi¢inné agens, které ovliviiuje toxicitu a karcinogenitu
aflatoxinli v potravinovych surovinach (napft. v araSidech, kukutici, bavinikovych semenech).
Nejuginnéj§i je pii vysoké teploté a tlaku. Cpavkovani s vyuzitim plynného &pavku nebo
hydroxidu amonného za kontrolovanych podminek dokazalo sniZit hladinu aflatoxinli o vice
nez 99 %. Studie prokazaly, ze slouceniny vzniklé po reakci aflatoxinii se ¢pavkem maji
minimalni nebo zadny vliv na zdravi zvitat, krmenych kukufici, arasidy a bavinikovym semenem,
které obsahovaly aflatoxiny, oSetfené ¢pavkovanim.

Chemicka inaktivace kyselym sifiitanem sodnym- vznikaji ve vod€ nerozpustné

slou€eniny.
Ozonizace- plynny 0zon rozlozil a detoxikoval AFB1, AFB2, AFG1, AFG2
[Malif a Ostry, 2004]
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3.2.2 Toxiny produkované plisni rodu Penicillium

3.2.2.1 Patulin

Patulin jako antibioticky metabolit Penicillium patulum objevili Anslow a kol., ale

jesté pred nim ho izolovali Chain a kol. pod nazvem kaviformin z P. claviforme [Betina,

1990].

Patulin je sekundarni metabolit hub, patficich do rodt Penicillium, Aspergillus a
Byssochylamys [McLaughli a kol.,, 2009]. Ptestoze byl patulin ptivodn¢ povazovan za
antibiotikum, mé neptiznivé G¢inky na zdravi [Ozsoy a kol., 2008]. Patulin inhibuje syntézu
RNA a proteosyntézu a je siln¢ hepatotoxicky [Patocka, 2004]. Vyskyt, toxicita a karcinogenni

vlastnosti patulinu ho fadi mezi vyznamné mykotoxiny [Betina, 1990].

Mykotoxin se nachdzi jako kontaminant ovoce, predevSim jablek a jablenych
vyrobkil, ale byl také nalezen v zelenin¢, uskladnénych syrech a obilnych produktech

[McLaughli a kol., 2009].
Chemické a fyzikalni vlastnosti [http://www.fermentek.co.il/patulin.htm]
Sumarni vzorec: C7HgOs5

Strukturni vzorec:

OH
O e
20

O

Molekulova hmotnost: 154,1 g/mol
Popis: Tvoti bezbarvé krystalky a je opticky aktivni.

Rozpustnost: Rozpustny je ve vodé, etanolu, acetonu, ethylacetdtu, diethylétheru a

v chloroformu. Nerozpustny je v benzenu a petroleji [Betina, 1990].

Bod tani: 110- 111°C
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3.2.2.2 Citreoviridin

Tento polyenovy cukerny derivat pyranonu syté zluté barvy je produkt plisné
Penicillium citreoviride, kterd roste velmi Casto na ryzi a dodava ji charakteristickou zlutou
barvu. Je proto znam také pod oznacenim ,, yellowed rice toxin* [Patocka, 2004]. Zjistilo se,

ze citreoviridin je silnym inhibitorem aktivity mitochondrialni ATPazy [Betina, 1990].
Chemické vlastnosti

Sumarni vzorec: Cy3H3006

Molekulova hmotnost: 412 g/mol

Popis: Krystalizuje z methanolu, tvoti oranzovoZluté jehlicky [Betina, 1990].

Rozpustnost: Je rozpustny v benzenu, acetonu a v chloroformu, nerozpustny je v hexanu a

vodé¢ [Betina, 1990].
Bod tani: 110-111°C
3.2.2.3 Citrinin

Citrinin je sekundéarni metabolit produkovany n€kolika druhy hub, které patti hlavné
do rodu Penicillium a Monascus [Yu a kol., 2006]. Citrinin byl poprvé izolovan z Penicillium
citrinum pted druhou svétovou valkou, nasledné¢ bylo uvedeno pies tucet druhti Penicillium a
nekolik druhitt rodt Aspergillus (napt. Aspergillus terreus a Aspergillus niveus), véetné
nekterych kment Penicillium camemberti (pouzivané k vyrobé

syri) a Aspergillus oryzae (pouzivané k vyrobé sojové omacky) [Bennett a Klich, 2003].

Poprvé byl uveden jako silné antibiotikum, ale pozdéji bylo zjiSténo, ze zpisobuje
poskozeni ledvin testovanych zvifat, zpomaleni riistu a nakonec smrt [Wu a kol., 1974]. Je
vSeobecné povazovan jako nebezpefny kontaminant potravin a krmiv, vetné kukufice,
pSenice, ryze, je¢mene a ofechi [Yu a kol., 2006]. Proto svou pfitomnosti na potravinach
a krmivech by mohl ptedstavovat nebezpeci pro ¢lovéka a zvirata [Wu a kol., 1974]. U zvitat
citrinin pusobi jako nefrotoxin, poSkozuje proximalni tubuly v ledvindch [Martin a
kol., 1986]. Citrinin je také embryotoxicky, teratogenni a genotoxicky [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

potlacovat RNA syntézu v mySich ledvinach [Bennett a Klich, 2003].
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Chemické a fyzikalni vlastnosti
Sumarni vzorec: C;3H ;405

Strukturni vzorec: [Bennett a Klich, 2003].

OH

HOOC

o) CHs

CHs CHa
Molekulova hmotnost: 250,25 g/mol
Popis: Zluta krystalicka pevna latka [http://www.fermentek.co.il/citrinin.htm]

Rozpustnost: Rozpustny je v etanolu, ethylacetatu, benzenu, acetonu a chloroformu, méalo

rozpustny je v diethyleteru, petroleji a etanolu. Nerozpustny je ve vod¢é [Betina, 1990].
Bod tani: 175 °C

3.2.2.4 Kyselina penicilova

Kyselina penicilovd byla prvni zndmy mykotoxin. Byla izolovand z Penicillium
puberulum v roce 1913 a dnes je znamo, ze je produkovana mnoha druhy rodl Penicillium, 1

Cleny ze skupiny Aspergillus ochraceus [Magan a Olsen, 2004].

Kyselina penicilova vyvolava trvalé jednofetézcové zlomy v DNA, md mutagenni

ucinky a inhibuje ATP4zu aktivovanou ionty Na a K [Betina, 1990].
Chemické a fyzikalni vlastnosti [http://www.fermentek.co.il/penicillic_acid.htm]
Sumarni vzorec: CgH;¢O4

Strukturni vzorec:

OMe OMe
oy
———— \
0 HO &
HO (@]
O

Molarni hmotnost: 170,2 g/mol
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Popis: bezbarvé krystalky

Rozpustnost: Je mirné rozpustna ve studené vodé a benzenu, dobie rozpustnd v horké vode,

etanolu, diethyletheru a chloroformu, nerozpustna je v pentanu a hexanu [Betina, 1990].
Bod tani: 86-87°C z petroletheru, 58-64°C z vody
3.2.2.5 PR toxin

PR toxin je sekundarni metabolit houby Penicillium roqueforti [Chang a kol., 1993].
PR toxin je smrtelny pro potkany, mySi a kocky pokud je podavan ustné, intraperitondlng,
nebo intravendzng. PR toxin inhibuje syntézu RNA, proteind, ¢innosti DNA polymeras a, § a
v, mitochondridlni ¢innost HCO3;™ - ATPazy, mitochondridlni respiraci a oxidativni fosforylaci

u zivoc¢isnych bunék [Chang a kol., 1991].
Chemické a fyzikalni vlastnosti

Strukturni vzorec: [Chang a kol., 1993]

17 EH
CH,C00
14CH3 H

Popis: bezbarvé krystalky

Rozpustnost: Je rozpustny v chloroformu, methanolu, a acetonu, nerozpustny je v hexanu a

vod¢ [Betina, 1990].

3.2.3 Toxiny produkované plisni rodu Fusarium

Skupina trichothecenovych mykotoxint, jako jsou T-2 toxin nebo deoxynivalenol a
mnohé dal$i patfi mezi nejzndméjsi toxiny produkované plisnémirodu Fusarium [Betina,

1990].

Velkd cast mykotoxini analyzovanych v krmivech je vyprodukovéana jiz b&hem
vegetace pred sklizni a uskladnénim. Patogenni mikroorganismy, pifedevSim zastupci rodu
Fusarium byly izolovany ze vSech Casti rostlin. V pribéhu fytopatogenniho procesu dochazi

ke kontaminaci hostitelskych rostlin mykotoxiny, které jsou v tomto obdobi jiz detekovatelné.
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Obsah mykotoxinti narGstd v poslednich tydnech pted silazni zralosti, pficemz napadeni je
Cast¢j$i na odumfelych pletivech. Maximalni urovné obsahu toxini jsou zaznamenavany v

obdobi sklizné a dale se vyznamnéji neméni [Nedélnik a kol., 2006].

Maximalni ptipustné hodnoty jsou v souladu s nafizenim Komise (ES) ¢. 466/2001
(v€etné novely ¢.856/2005) pro deoxinivalenol 1250 pug/kg (ppb) a zearalenon 100 pg/kg.
Neékteré trichotheceny (napf. deoxinivalenol a zearalenon) byly nalezeny v travach v
koncentracich pfiblizné 2 mg/kg. Silazni kukufice také obsahovala deoxinivalenol a
zearalenon v rizném mnoZzstvi, a to v rozpéti od 0,005 do 13,75 mg/kg [Nedélnik a kol.,

2006].

3.2.3.1 Zearalenony

Zearalenon (F-2 toxin) je z hlediska chemické struktury lakton kyseliny B-ressorcylové
[Stehlikova, 2007].

Zearalenony produkuji zejména toxinogenni kmeny rodu Fusarium. Hlavnim druhem
v produkci zearalenonti je Fusarium graminearum (= F. roseum, nepohlavni forma
Gibberella zeae), kterd Siroce infikuje krmivaiské a potravindiské obili a je schopna
produkovat az 1900 pg/kg toxinu v susing€. V soucasné dob¢ je izolovano 15 derivati zakladni
struktury zearalenonu [Stehlikova, 2007].

Ptfi kontaminaci zrna fuzarii dochazi casto k soubéznému vyskytu zeralenonu a
trichothecenovych toxinua [Stehlikovéa, 2007].

Zearalenon byl nalezen naptiklad v obilovinach a vyrobcich z nich- je€men, slad, pivo,
kukufice, oves, pSenice, dale v ofechach, bananech ale 1 v kofeni, olejich a podobné.
Zearalenon je ve skladovanych komoditach velmi stabilni a jeho koncentrace se vyrazné

neméni ani po tepelném zpracovani ¢i fermentaci [ Stehlikova, 2007].

Chemické a fyzikalni vlastnosti: [http://www.fermentek.co.il/zearalenone.htm]
Sumarni vzorec: C;gH»,0s
Strukturni vzorec:

oH O

HO
o
Molekulova hmotnost: 318,4 g/mol
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Popis: bily prasek
Rozpustnost: mnozstvi asi 0,002 g zearalenonu je rozpustné ve 100 ml vody, je mirng
rozpustny v hexanu, vice v metanolu a acetonu.

Bod tani: 159-163°C

3.2.3.2 Deoxynivalenol

Deoxynivalenol objevili Yoshizawa a Morooka. Produkuje ho Fusarium culmorum, F.
graminearum, F. roseum a Fusarium spp. [Betina, 1990].

Deoxynivalenol (DON) je mykotoxin, ktery bézné kontaminuje obilné potraviny na
celém svété. F. graminearum roste na jeCmeni na poli nebo v pribéhu klic¢ici faze
v pivovarnictvi, coz ma za nasledek velmi nizkou trovenn DON v pivu. [Pestka a Smolinski,
2005].

Ve vztahu k toxicité existuji u zvifat znacné rozdily podle druhti, prase je nejcitlivejsi
vici DON, nésleduje hlodavec> pes> kocky> drlibez> ptezvykavci. S pouhymi 0,05 az 0,1

mg / kg télesné hmotnosti lze vyvolavat zvraceni u prasat a pst [Pestka a Smolinski, 2005].

Chemické a fyzikalni vlastnosti: [http://www.fermentek.co.il/deoxynivalenol.htm]

Sumarni vzorec: Ci5H»00s

Strukturni vzorec:

CH CH,
CH o

o AN

H.C o~ OH

Molekulova hmotnost: 296,3 g/mol
Popis: bild krystalicka pevna latka
Rozpustnost: je rozpustny v béznych polarnich organickych rozpoustédlech (metanol) lehce

rozpustny ve vodé.

Bod tani: 151-153 °C
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3.2.3.3 Fumonisiny

Fumonisiny jsou skupina mykotoxini produkovanych nckolika druhy hub vcetné
Fusariom moniliforme, kterd je béznym kontaminantem kukufice v mnoha castech svéta.
Produkce fumonisin se mize vyskytovat béhem rtistu kukufice, skladovani nebo prepraveé. V
soucasné dob¢€ oznacujeme fumonisiny, FB1, FB2 a FB3 a jsou nejhojnéjSim pfirozenym
kontaminantem potravin a krmiv [Mullett a kol., 1998].

Ukézalo se, ze FB1 vyvolava Sirokou fadu negativnich biologickych ucinkt, vcetné
smrtelnych leukoencefalomalacie u koni, plicniho edému u prasat a rakoviny jater u potkand.

Rovnéz jsou toxické pro krity, kufata a brojlery [ Mullett a kol., 1998].

4. Stanoveni mykotoxinii

SkuteCnost, Ze vétSina mykotoxini je toxickych pfi velmi nizkych koncentracich
vyzaduje citlivé a spolehlivé metody pro jejich detekci. Vzhledem k odlisné struktufe téchto
sloucenin neni mozné pouzit standardni metodu k odhaleni vS§ech mykotoxint, protoze kazdy
bude vyzadovat jinou metodu [Turner a kol., 2009].

Analytick¢é metody pouZivané ke stanoveni mykotoxinii jsou velmi rozmanité.
Diilezitou soucasti metody je spravny odbér vzorku, homogenizace, mleti, extrakce a
preciSténi, zkoncentrovani, ptipadné derivatizace. Kazdy z téchto na sebe navazujicich kroka

rozhoduje o vysledku analyzy [Mrkvicova, 2007].

Nejstarsi, ale stidle Casto pouzivana technika pro pfipravu vzorku je rozpoustéci
extrakce, v pfipad¢ kapalnych vzorkd, také nazyvana extrakce kapalina-kapalina [Cigic’a
Prosen, 2009]. Extrakéni ¢inidlo se voli dle povahy, rozpustnosti pfislusSného mykotoxinu a s
ohledem na extrahovany materidl a dal§i zpracovani extraktu. Vzhledem k charakteru a
stalosti mykotoxinli probiha extrakce za laboratorni teploty a za neutralni nebo kyselé reakce.
K extrakci mykotoxinil se nejcastéji pouziva metanol, voda, acetonitril, octan etylnaty, aceton,
chloroform, ptipadné vodné roztoky organickych rozpoustédel. Metoda extrakce kapalina-
kapalina se dnes jiz opousti, pouziva se separace na pevné fazi. Jednou z moznosti je gelova
¢iSténi extraktu mykotoxinii na imunoafinitnich kolonkach (napf. RIDA- R-Biopharm,
VICAM- Vicam LP, USA, EASI-EXTRACT- Rhone Poulenc). Jsou zalozeny na principu
imunologické reakce antigen + protilatka. Na imunoafinitni kolonce dojde k reverznimu

spojeni mezi protilatkami navazanymi na gel v kolonce a jim odpovidajicim antigenem
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(mykotoxinem) z matrice. Promytim se odstrani zbytky extraktu a desorpci se uvolni antigen
z vazby s protilatkou [Mrkvicova, 2007].

Pro stanoveni mykotoxinii bylo vyvinuto mnoho analytickych metod, patfi mezi né
chromatografie na tenké vrstvé (TLC), vysoko-u¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)
stejné jako nckteré imunochemické ptistupy: ICA metody (immunoaffinity column assays),
SITA metody (sequential injection immunoassay), RIA metody (radioimmunoassay), ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay), konkuren¢ni povrchova plazmova rezonance (SPR)
nebo vyuziti biosenzor [Pemberton a kol., 2006].

Z hlediska finan¢ni naro¢nosti a ptistrojového vybaveni je nejdostupnéjsi tenkovrstva
chromatografie (TLC), ktera je vhodna pro rychlé a kvalitativni stanoveni mykotoxint

[Mrkvicova, 2007].

4.1 Analvytické metody

Naprosta vétSina chemickych analytickych metod pouzivanych pro piesné, selektivni a
citlivé stanoveni mykotoxinit v riiznych vzorcich pochdzi ze skupiny separa¢nich metod:
chromatografie, elektroforéza [Cigic a Prosen, 2009].

4.1.1 HPLC

Casto se pouziva pro rutinni analyzy a priikazné metody pro nové nebo provéfujici
techniky. Nejpouzivanéjsim detektorem se stal hmotnostni spektrometr, nejlépe tandemovy
hmotnostni spektrometr. Stale je velmi populdrni i1 fluorescen¢ni detektor diky své citlivosti,
selektivité a pomérné nizké cené. Pro HPLC jsou pouZivany také ostatni detektory, zejména
UV-detektor [Cigic’a Prosen, 2009]. HPLC potiebuje robustni zatizeni, které je v soucasné
dob€ omezena technickymi vlastnostmi dostupnych materiali [Pohanka a kol., 2007].

4.1.2 Plynova chromatografie

Moderni plynové chromatografie kombinuji separaci na kapiladrni kolon€ s mnoha
obecnymi a specifickymi detektory. Zjevnou nevyhodou ve srovnani s kapalinovou
chromatografii je skute¢nost, Ze mohou byt analyzovany pouze tepeln¢ stabilni a tékavé
analyty, 1 kdyz tento problém miize byt ¢asteCné vyfeSen derivatizaci. Detektory pro vSechny
typy derivatii ¢i nativnich latek zahrnuji plamenoioniza¢ni detektor a nejcastéji hmotnostni

spektrometr s elektronovou ionizaci nebo chemickou ionizaci [Cigic’a Prosen, 2009].
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4.1.3 Chromatografie na tenké vrstvé

Z hlediska finan¢ni néaro¢nosti a pfistrojového vybaveni je nejdostupnéjsi
tenkovrstevna chromatografie (TLC), ktera je vhodna pro rychlé kvalitativni stanoveni
mykotoxinl. Na jejim zaklad¢ byla vyvinuta metoda instrumentalizované HPTLC. Novéji se
zacaly pouzivat metody HPLC s UV a fluorescen¢ni detekci [Mrkvicova, 2007]. Jejich
mnohé vyhody zahrnuji pouzitelnost surového extraktu analyzy, Siroky vybér stacionarnich a
mobilnich fazi, stejné jako fadu detek¢nich Cinidel [Cigic’a Prosen, 2009].

TLC metoda s pfedchozim imunoafinitnim pfeciSténim a denzitometrické kvantifikace
byla vyvinuta pro aflatoxiny v potravinovych vzorcich. Vyhody této metody jsou rychlé
zpracovani vzorkll a limity kvantifikace niz$i nez stanovené regula¢nimi organy [Cigic’a

Prosen, 2009].

4.2 Screening metody

Screenigové metody maji Siroké uplatnéni v oblasti analyzy mykotoxini. Obvykle
poskytuji rychlou a citlivou detekcei, jsou velmi ekonomické a snadno ovladatelné. [Cigic’a

Prosen, 2009].

4.2.1 Metody zalozené na imunologickych testech

Bylo prokazano, ze imunologické testy mohou byt uzitecné nastroje pro analyzu
mnoha toxickych latek, které jsou nyni pfedmétem piisnych piedpisit EU, pokud jde o jejich

ptipustné limity v potravinach a krmivech [Piermarini a kol., 2007].

Techniky imunologickych testi, které jsou zaloZzeny na vysoce specifické¢ schopnosti
molekularniho rozpoznavani antigenli pomoci protilatek, se staly hlavnimi analytickymi
metodami v klinické a biochemické analyze a dalSich oblastech, jako jsou kontroly tykajici se

zivotniho prosttedi, kontroly jakosti potravin atd. [Liu a kol., 2006].

Vazbu antigenu na piislusné protilatce doprovdzi pouze malé fyzikalné-chemickeé
zmény. Takze u vétSiny soucasnych imunologickych testli se vazba rozliSuje ptfes znacené

antigeny nebo protilatky [Diaz-Gonzélez a kol., 2005].

Jako nejrizn€j$i znacky, které byly pouzity pro vyvoj imunologickych testi, jsou

nejcastéji pouzivany enzymy v dasledku jejich ptirozeného rozliSeni [Diaz-Gonzélez a kol.,
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2005]. Mykotoxiny jsou malé¢ neimunogenni molekuly a musi byt vazany na vhodné
proteinové nosi¢e vyvoldvajici dostateCnou imunitni reakci a produkci protilatek u zvifete

[Cigic’a Prosen, 2009].

Elektrochemické EIA (enzym imunologické testy) lze rozdélit na heterogenni a
homogenni testy. Homogenni EIA spoléhaji na zménu aktivity enzymového oznacovace,
ktery se vyskytuje, kdyZ se antigen vaze na protilatku az k tvorbé imunokomplexu a
nevyzaduji zaddny separacni krok. Naopak, heterogenni testy vyzaduji fyzikdlni separaci
enzymového oznaCovace vazaného na imunokomplex z volného enzymového oznacovace
imunologického Cinidla. Pfestoze tento separacni krok komplikuje postup, ziskavaji nejlepsi
limity detekce. Tyto systémy jsou nejcastéjSimi alternativami v EIA. [Diaz-Gonzélez a kol.,
2005].

Enzymovd imunoanalyza (ELISA), kde jedno zimunologickych cinidel je
imobilizované v pevné fazi, je nejCastéji pouzivana alternativa ve vyvoji heterogennich EIA

[Diaz-Gonzalez a kol., 2005].
4.2.1.1 ELISA

ELISA soupravy jsou jednim z nejvyznamnéjSich Siroce pouzivanych metod
[Pohanka a kol. 2007]. ELISA je analyticka technika, kterd vyuziva citlivosti a specifity
vzajemné interakce protiladtka-antigen [Daly a kol., 2000]. Na stény jamky mikrotitrac¢ni
desticky je navazéna protilatka specificka k antigenu-mykotoxinu. Po postupné aplikaci
vzorku/standardu, protilatky mykotoxinu a enzymového konjugitu mykotoxinu dojde ke
kompetitivni imunoenzymatické reakci. Vazany antigen (konjugit) a volny antigen
(mykotoxin ze vzorku/standardu) soutézi o omezeny pocet vazebnych mist na molekulach
protilatky [Stehlikova, 2007].

ELISA je dostupnd metoda umoziujici soucasné zpracovani velkého poctu vzorkd,
typicky 96 na jednu desku obr. €. 2. [Pohanka a kol., 2008]. Inkuba¢ni doby jsou 0,5- 2
hodiny a vyvinuté barvy se obvykle méfi spektrofotometricky. Jsou mozné i ostatni typy
detekci naptf. amperometricka nebo diferenéni pulzni voltametrie [Cigic’a Prosen, 2009].
Castéji jsou kombinovany se spektrofotometrickou detekci, vzhledem ke komeréné dostupné
miktrotitracni desti¢ce a ¢tecimu zatizeni, kde lze métit mnoho vzorkl soubézné. Lze vyuzit, i
elektrochemickou detekci, kterd je pomérné levnéjSi a citlivéjSi nez spektrofotometrické

analyzy s prizplisobenym c¢tecim zafizenim na mikrotitracni desky [Diaz- Gonzélez a kol.,

2005].
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ELISA metody mohou mit vyhody v porovndni s jinymi postupy, protoze jsou
jednoduché, citlivé a levné [Ammida a kol., 2004]. Test ELISA soupravy je komercné
dostupny pro vétSinu hlavnich mykotoxinti [Krska a kol., 2008].

Zheng a kol. uvedli limit detekce (LOD) pro ELISA ve své studii piiblizné 2 ppb.
Specificnost ELISA je pfevazné dana vlastnostmi pouzitych protilatek, vice nez nastrojovymi

parametry [Pohanka a kol., 2008].

Obrazek ¢ 2. Klasickd 96-jamkovd  desticka pro metodu ELISA
[http://biomikro.vscht.cz/groups/lab255/html/ELISA cz.html]

4.2.2 Biosenzory

Biosenzor je analyticky ptistroj, obsahujici citlivy prvek biologického ptivodu, ktery je
bud’ soucasti, nebo v tésném kontaktu s fyzikdlné-chemickym pievodnikem. Poskytuje
prubéZny elektronicky signal, ktery je pfimo Umérny koncentraci jedné nebo nékolika
(skupin) chemickych latek ve vzorku [Skladal, 2002].

Biorekognicni ¢ast biosenzoru je mozné zaradit do dvou zékladnich skupin.
Biokatalytické (enzym, organela, butika, tkan, organ, organismus), které preménuji analyt
v pribéhu reakce (obvykle vystupuje analyt jako substrat enzymové reakce) a bioafinitni
(lektin, protilatka, nukleova kyselina, receptor) kde je analyt specificky vazan ve vznikajicim
afinitnim komplexu [Skladal, 2002].

Fyzikalné-chemické prevodniky poskytujici signal vhodny k dal§imu zpracovani, lze

rozdélit do nasledujicich skupin: elektrochemické (potenciometrie, amperometrie,
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konduktometrie, volumetrie), optické (fotometrie, fluorimetrie, luminometrie, nelinearni
optika), piezoelektrické, akustické a kalorimetrické [Skladal, 2002].

4.2.2.1 Elektrochemické biosenzory

Elektrochemické biosenzory jsou zaloZzeny na zkoumdani elektrochemickych
latek, a nebo priibéhu procesu biologické a chemické interakce aktivni latky a substratu. V
tomto procesu méfi elektrochemicky detektor elektrochemicky signal vyvolany interakci.
Mame ti1 typy elektrochemickych biosensorti (konduktometrické, potenciometrické a
amperometrické detektory) [Mehrvar a Abdi, 2004].

Pti navrhovani vhodnych elektrochemickych biosenzorii se obvykle bere v tvahu
fixa¢ni technika, geometrie, velikost, material a vhodné podminky elektrodového substratu.

Elektrochemické biosenzory jsou nejCastéji pouzivané biosenzory z pouZzivanych
biosenzora vzhledem k jejich rychlej$im odezvam, vétsi jednoduchosti a niz§im nékladiim ve
srovnani S optickymi, kalorimetrickymi a  piezoelektrickymi biosensory
[Mehrvar a Abdi, 2004].

Z velké skupiny elektrochemicky biosenzori jsou potenciometrické a amperometrické

nejslibnéjsi [Pohanka a kol., 2007].

e Potenciometrické biosenzory

Zakladem potenciometrie je zména potencidlu vyvolana akumulaci ndboje na rozhrani
elektrody s roztokem. Prevodnikem je iontov€ selektivni elektroda (ISE) v kombinaci s
enzymovou vrstvou. Rozsah méfitelnych koncentraci je dan vlastnostmi ISE. Odezva je
logaritmicka [Skladal, 2002].

Méii se potencial pracovni elektrody proti referentni elektrodé - ta musi byt kvalitni
(Casove stald), pritom v systému neteCe proud - je tfeba méfici ptistroj s velkym vstupnim
odporem (dnes operacni zesilovac) [Skladal, 2002].

PolovodiCové potenciometrické senzory

Velkou vyhodou téchto senzort jsou miniaturni rozméry, masova produkce a tudiz
nizkd cena ve srovnani s Kklasickymi potenciometrickymi elektrodami. Zakladnim
konstrukénim materidlem je kiemik. Jeho vodivost je velmi nizka, avSak pfidavkem vhodnych

stopovych pfimési 1ze jeho vodivost zvysit [Skladal, 2002].
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ISFET "ion sensitive field effect transistor".

Zakladem ISFETQ je tranzistor fizeny polem (FET) fungujici na principu zmény
vodivosti prostfednictvim elektrického pole [Skladal 2002]. ISFET mohou byt pouZity pro
sledovani zmén napéti s minimalni spottebou proudu. U ISFET je mistni potencidl generovan
plochou iontii z roztoku. Tento potencial upravuje pratok proudu pies kiemikovy polovodi¢
[Pohanka a kol., 2007].

LAPS biosenzory

Zkratka LAPS znamena light addressable potentiometric sensor. Tento polovodiCovy
pievodnik je konstrukéné jednoduss$i nez ISFETy, navic je mozné piipojeni kontaktli ze
strany, kterd neni v kontaktu sroztokem. Kiemikovy Cip je potazeny vrstvami oxidu
kifemicitého a nitridu kifemiku, na povrchu je rozdélen na n€kolik oblasti (komtrek) pomoci
dalsi vrstvy Si0,. Cely ¢ip ma pouze jeden kontakt. V neosvétleném stavu je neaktivni. Pokud
se z druh¢ strany osvétli (IR LED, pt1 940 nm pronikne svétlo do Si az 50 nm hluboko), dojde
k lokalni aktivaci a ziska se signdl odpovidajici zménam pH v ,,adresované* zon¢ [Skladal,
2002].

e Amperometrické biozenory

Amperometrické biosenzory sleduji aktualni zmény proudu (I # 0) [Pohanka a kol.,
2007]. Proud se obvykle méfi pfi konstantnim napéti (potencial E, nebo U) pracovni
elektrody. Velikost proudu proslého za dany ¢as v systému pak udava naboj, ktery odpovida
molarnimu mnozstvi latky pfeménéné na elektrodach. Amperometrickd méteni je mozZné
provadét v dvou - nebo ttielektrodovém uspotadani [ Skladal, 2002].

Podle ¢asového priibéhu potencidlu na pracovni elektrodé se rozliSuje celd tada
meéticich technik. Nejjednodussi je samoziejme prostd amperometrie. Chronoamperometrie
umoziuje ziskat informace o prechodnych elektrodovych jevech po skokové zméné
pracovniho potencidlu. Pulzni amperometrie zase zvySuje podil signalu vii¢i Sumu. Linearni a
zejména cyklicka voltametrie maji diilezitou ulohu pti vyvoji amperometrickych biosenzord.
Pulzni voltametrické techniky jiz vyzaduji pomérné drahé pftistrojové vybaveni, 1 kdyz
potiebné pulsy Ize relativné snadno generovat pomoci pocitace s D/A prevodnikem [Skladal,
2002].

Amperometrické systémy zachycuji linedrni zavislost koncentrace. Amperometrické
systémy ve srovnani s konduktometrickymi a potenciometrickymi jsou vysoce citlive, rychlé

a levné [Mehrvar a Abdi, 2004].
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U amperometrického testu mohou byt upotiebeny vhodné enzymy. Aflatoxin B1 mtze
byt metabolizovan aflatoxin-detoxifyenzymem. Tento enzym byl pouZzit pro detekcei
v multiobouzdéné uhlikové nanotrubici tfi-elektrodového systému. Vyvinuty pfistroj
umoziuje detekci sterigmatocystinu, ktety je prekurzorem aflatoxinu B1. Kalibra¢ni rozsah
pro sterigmatocystinovy test byl pomérné kratky (0.13-4.29 uM), nicméné dosazend LOD o
0,13 uM byla znamenita [Pohanka a kol., 2007].

o Konduktometrické biosenzory

Konduktometrické biosenzory méti chemické a biologické zmény ve vodivosti mezi
dvémi kovovymi elektrodami v objemu roztoku [Mehrvar a Abdi, 2004].

Konduktometrické  biosenzory prokdzaly niz§i citlivost ve srovnani s
amperometrickymi a potenciometrickymi biosensory, takze jejich pouziti jsou omezena
[Pohanka a kol., 2007].

4.2.2.2 Optické biosenzory

Zakladem je interakce svételného zafeni s chemickymi latkami. Pro konstrukei
katalytickych biosenzorti se vyuzivaji optické techniky jako absorbance (pomérné malo),
fluorescence a luminiscence [Skladal, 2002].

Jako detektory pro méteni intensity svétla jsou nejcitlivéjsi fotonasobice, nevyhodou
je potieba vysokého napéti. O néco méné citlivym detektorem jsou fotodiody typu
savalanche®, ty vSak maji vétsi Sum. Nejméné citlivé jsou obycejné fotodiody (1000x méné
nez fotondsobice), vykazuji vEét§i Sum (maly vnitini odpor), avSak jsou velmi levné,
mechanicky stabilni a vhodné zejména pro pienosnd zafizeni. Zdrojem svétla jsou lasery,
svétloemitujici diody (LED), vybojky (pro UV oblast) ¢i lampy [Skladal, 2002].

Optické biosenzory jsou zalozeny na fluorescencné znacCenych protildtkdch nebo na
nékterych fluorescenéné aktivnich mykotoxinech. Aflatoxiny maji absorpéni maxima okolo
360 nm (pro komplexni analyzu jinych typti mykotoxinti se musi pouzit fluorescencné-
znacCené protilditky nebo pomoci nelinearni optické metody). Hlavni nevyhodou optickych
metod je citlivost na optické znecisténi. V nékterych ptipadech se vzorky a celé zatizeni musi
lestit [Pohanka a kol., 2007].

Fluorometricky imunosenzoricky test byl pouzit pro soubéznou analyzu 12 rGznych
vzorkli véetné mykotoxinu fumonisinu. Byl pouzit vinovod povleceny avidinem [Pohanka a

kol., 2007].
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e Povrchova plazmova rezonance (SPR)

Jednou z metod, které umoziuji rychlou detekci toxinti je SPR (surface plasmon

resonance) [Hodnik a Anderluh, 2009].

SPR - rezonance elektromagnetické viny Sitené povrchovou vrstvou kovu (surface
plazmon resonance, vznika interakci exponencidlni viny s volnymi elektrony v kowvu).
BIAcore vyvinuty firmou Pharmacia je nejstarSi afinitni biosenzore zaloZeny na principu SPR
[Skladal, 2002].

Biosenzory zaloZené na SPR vyuZivaji tenky kovovy film mezi dvéma transparentnimi
médii rizného indexu lomu, napf. sklenény hranol a roztok vzorku. Zlato je pfednostné
pouzivano v mnoha SPR refraktometrech. Paprsek roviny polarizovaného svétla vstupuje do
prostiedi o vy$§im indexu lomu (sklenény krystal) muze podstoupit celkovému vnitinimu
odrazu nad kriticky thel dopadu. Za téchto podminek je elektromagneticka slozka svétla
nestala vina, ktera bude pronikat do zlatého filmu. V ur¢itém uhlu dopadu, zplisobi interakce
této viny s voln€ oscilujicimi elektrony na ploSe zlatého filmu excitaci povrchovych
plazmont, coz vede nasledné¢ k poklesu intenzity odrazeného svétla. Tento jev se nazyva
povrchova plazmova rezonance a dochazi k nému pouze v ur¢itém thlu dopadajiciho svétla.
SPR systém tedy detekuje zmény v indexu lomu na povrchu vrstvy roztoku v kontaktu se
senzorovym ¢ipem [Hodnik a Anderluh, 2009].

U SPR je pozorovan ostry pokles v intenzité odrazen¢ho svétla v ur¢itém uhlu, ktery je
zavisly na indexu lomu media na neosvétlené strané povrchu. Tento thel posunu je pozorvan
tehdy, kdy se biomolekuly vaZou na povrch a méni se index lomu povrchové vrstvy [Hodnik a
Anderluh, 2009].

Daly a kol. uvedli ve své praci vyvoj povrchové plazmové analyzy zalozené¢ na
imunologické analyze pro detekci aflatoxint. Konjugat aflatoxinu je kovalentné imobilizovan
na povrchu ¢ipového snimace a protilatkam s volnym toxinem je povoleno prabézné protékat
po povrchu. Konjugovany a volny toxin v roztoku soutézi o vazbu na protilatky v roztoku. Jak
se protilatky vaZzou na konjugat, méni se index lomu v pufru v kontaktu se senzorovym

¢idlem. Zmény v indexu lomu se méti podle SPR [Daly a kol., 2000].

VétSina ze SPR biosensort vyuzivaji jako jednotky RU (jednotky odezvy). Tomu to
signalu odpovidd pfimo umérnd mnozstvi vazanych molekul. Pro proteiny se odhaduje, ze

ptiblizng 1000 RU odpovida pokryti 1 ng/mm” [Hodnik a Anderluh, 2009].
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U aflatoxint jsou v disledku jejich niké molekulové hmotnosti, hmotnostni zmény
zpusobené vazanim na povrch senzoru piili§ malé a to ma za nasledek podstatné zmény v
indexu lomu. V disledku toho je na rozvoj kvantitativni metody pro detekci aflatoxinti a
dalSich nizkomolekularnich sloucenin nutné pouzit nepiimé¢ metody snimdni. To miize byt
kompetitivni - ve které standardnich vzorky a vysokomolekularni hapten-konjugat soutézi o
vazebna mista na povrchu imobilizovanych protilatek nebo inhibicni - ve kterych se vzorek
inkubuje s protilatkou a smés prochdzi pies plochu imobilizovanym konjugatem, kde vznika

vazba zbyvajicich volnych protilatek [Daly a kol., 2000].

4.2.2.3 Ptevodniky pro bioafinitni senzory

Afinitni biosensory vyuzivaji jako rekognicni slozku biomolekuly schopné specificky
vytvafet komplex s analytem, ktery je strukturné komplementarni k vazebnému mistu
imobilizované biomolekuly. Typickym piikladem je vznik imunokomplexu mezi antigenem a
protildtkou nebo hybridizace nukleovych kyselin. Vznik biokomplexu na povrchu biosensoru
lze v z4sadé sledovat dvéma odliSnymi ptistupy, pfimo a neptimo [Skladal, 2002].

Nepifimd metoda vyuziva toho, Ze jeden z reak¢nich partnerti se vhodné oznaci
(enzymem, fluoroforem) a ptevodnik pak vlastné sleduje vazbu znacky na svém povrchu;
pouzitelné jsou ptistupy biokatalytickych senzora [Skladal, 2002].

Pfima metoda je mnohem atraktivnéj$i, protoZe umoziuje sledovat vznik biokomplexu

obvykle pribézné [Skladal, 2002].

4.2.3 Priklady pouziti elektrochemickych biosenzoru

e Detekce aflatoxinu B1 v je€ment a aflatoxinu M1 v mléce

Ammida a kol. se ve své praci zamétuji na rozvoj imunosenzoru pro detekci AFBI
v jeCmeni. Detekce vybraného analytu se provadi prostfednictvim soutéze mezi BSA-AFB1
imobilizovanym na povrchu a volnym antigenem (standardni roztok nebo vzorek aflatoxinu) o
vazebna mista protilatky MAb. Po soutéznim kroku se mnoZstvi protilatky MAD, které
reagovalo s imobilizovanym BSA-AFBI1, hodnotilo pomoci znacenych sekundérnich
protilatek. Sekundarni protilatky byly znaceny alkalickou fosfatasou (AbII-AP), jako mérna
elektroda byla pouZita uhlikova tiSténd elektroda. Pro detekci byla pouzita diferen¢ni pulzni

voltametrie [Ammida a kol., 2004].
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Zamérem Micheli a kol. bylo vytvofit imunosenzor pro detekci AFM1 v mléce.
Monoklonalni protilaitky (MADb) proti AFMI1 byly imobilizovany na povrchu tisténé
elektrody. Po soutéznim kroku, kdy byl pfidan enzymaticky subrstat pro HRP- 3,37,5,5'-
tetramethylbenzidin dihydrochlorid (TMB), bylo hodnoceno mnozstvi AFMI1- HRP
konjugatu, ktery reagoval s imobilizovanou protilitkou MADb. Elektroaktivni produkt byl
zjistén pomoci chronoamperometrie pii pouzitém potencialu -100 mV, pii kterém je produk

TMB podroben redukci [Micheli a kol., 2005].

e Detekce aflatoxinu B1 pomoci elektrochemické imunologické senzorové sady

Piermarini a kol. poukazuji na vyuziti mikrotitraéni desticky s 96 policky, kdy
v kazdém poli¢ku byla zakotvena mérna elektroda- uhlikové tisténa obr. ¢. 3. Podminky pro
stanoveni byly nejdiive optimalizovany metodou ELISA a tento postup byl poté vyuzit pro
elektrochemickou detekci AFB1. Princip stanoveni je stejny jako u Ammida a kol. [Ammida a
kol., 2004].

Detekce byla provedena s vyuzitim prerusované pulzni amperometrie [Piermarini a
kol., 2007].

Tato studie ukazuje, ze mikrotitraéni desticka je potencialné velmi uzitecné zafizeni,
vzhledem k tomu, Ze 96 elektrochemickych senzort je umisténo dole na 96-jamkové desce a
vicekanalovych vybér miize byt proveden prakticky soucasné. To nabizi jedine¢nou moznost
kombinovat vysokou citlivost elektrochemickych metod s vyuzitim SPE (screen-printed

elektrody) s vysoce vykonnymi postupy ELISA [Piermarini a kol., 2007].

Obrazek ¢. 3. Kompletni 96 jamkova mikrotitracni deska (a) a s 96 tisténymi senzory

(uhlik a Ag / AgCl) (b) ukazujici spojeny kombinovany model [Piermarini a kol., 2007].

| S | 1

= el S SR ) ) )

(a) (b)
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e Detekce aflatoxinu B1 pomoci ELIME sady

Priermarini a kol. uvedli ve své praci ELIME sady zaloZené na pouziti SPE ve spojeni
s immunomagnetickymi casticemi (IMBs) pro detekci AFB1 ve vzorcich obili

[Piermarini a kol., 2009]

V této praci byla snaha o vytvofeni elektrochemického immunosenzoru kviili
pozadovanym vlastnostem citlivosti a specificnosti.  Vyuziva se usili zprovoznit osm
magnetizovanych SPE elektrod, aby bylo dosazeno rychlého a praktického elektrochemického

méfeni [Piermarini a kol., 2009].

Na povrchu SPE byly navazany magnetické ¢astice, na kterych probihalo stanoveni.
Tyto magneticky tiSténé elektrochemické sady jsou zalozeny na nepfimém konkurencnim
ELISA formatu, kdy dochdzi k soutézi AF1-BSA konjugatu imobilizovaného na povrchu
magnetickych ¢astic a volného aflatoxinu o vazebna mista na monoklonalni protilatce anti-
aflatoxinu B1. Vzhledem k tomu, Ze se koncentrace AFB1 zvySuje (ve standardu nebo
vzorku) mnozstvi MAb vazané na AFB1-BSA klesa. Vazany imunologicky komplex (AFB1-
BSA-MAD) byl poté detekovan pomoci oznafené alkalické fosfatasy Anti-mysi [gG (AB2-
AP) [Piermarini a kol., 2009].

Bylo moZzné soucasné¢ provadét osm lokalizovanych métfeni na povrchu osmi SPE
pracovnich elektrod na kterych byly navazdny magnetické ¢astice. Enzymova aktivita se méti
elektrochemicky pomoci a-naftyfosfatu jako substratu. Elektroaktivni enzymaticky produktu

(a-naftol) byl zjiStén pomoci diferencialni pulzni voltametrie (DPV) [Piermarini a kol., 2009].

e Stanoveni AFB1 v olivovém oleji pomoci bio-elektrochemického testu

Byla vyvinuta nova elektrochemickd metoda zalozeni na detekci AFBlv olivovém
oleji inhibici enzymu acetylcholinesterasy (AChE) [Rejeb a kol., 2009]. Amperometrické
biosenzory zalozené na inhibici cholinesterasy jsou povaZovany za jednu z nejlepSich
alternativ v ramci této strategie. Jednoduchost, nizké ndklady na zatizeni a moznost ucinit

jejich miniaturizaci je uzitené pro analytické ptistroje [Pohanka a kol., 2008]

Stanoveni AFB1 je zaloZeno na inhibici s AChE. Zbytkova aktivita AChE je urcena
pomoci cholinoxidasy (ChOx) amperometrického biosenzoru reakci spolu s enzymem AChE

v roztoku produkuji jako finalni produkt enzymatické reakce peroxid vodiku. AChE je takeé

48



inhibovana jinymi aflatoxiny. Oba AFB1 a AFB2 vyvolavaji znanou inhibici s AChE,
zatimco AFMI1, AFG1 a AFG2 ukazuji omezenou schopnost inhibovat tento enzym. Je
dalezité zdaraznit, ze navrhovany zptisob neni selektivni metodou pro AFBI, ale piedstavuje

metodu pro stanoveni celkového obsahu aflatoxinii [Rejeb a kol., 2009].

Amperometrické zjiSténi ¢innosti AChE je zaloZena na realizaci druhé¢ho enzymu,
ChOx, poskytujici po sobé jdoucich pfeménu nativni substratu (acetylcholin) na

elektrochemicky aktivni produkt H,O, obr. ¢ 4. [Rejeb a kol., 2009].

Acetalcholin + H202

ACHE
Fape= -0 05V

FBo

OH O Cholin
iy s ky=elina
> Chelinoxidaza I
! PB,oa H: 02 Betain
T

.

—

Cholinoxidaza PB modifikovana tigténa elekireda biosenzor

Obrazek ¢. 4. Schematické znazornéni systému pro urceni AFB1. Kone¢ny produkt je H,O»,
ktery se mé&fi na PB-modifikované elektrod¢ za pouziti potencidlu -0.05V proti tiSténé vnitini

sttibrné pseudoreferentni elektrodé [Rejeb a kol., 2009].

Vyhodou této metody je, Ze je mnohem jednodussi a rychlejs$i nez HPLC nebo pouziva
méné nakladnad c¢inidla specifickych protilatek nez ELISA. Kromé toho elektrochemické
méfeni aktivity AChe umoziiuje méfeni nizkych koncentraci AFBI1, protoZe se vyhyba
fedicimu kroku, ktery je nutny pro spektrofotometrické metody vzhledem k pfitomnosti

barevnych extraktti [Rejeb a kol., 2009].

e Elektrochemicé imunosenzory pro ochratoxin A

Liu a kol. ve své préaci vyvinuli elektrochemicky imunosenzor zaloZeny na principu
nepiimého kompetetivniho testu pro detekci OTA obr. €. 5. Nejdiive byl na vrstvu koloidniho
zlata pro jeho dobrou biokompatibilitu, vynikajici vodivost s relativné velkym pomérem
povrchu imobilizovan konjugat OTA-ovalbumin. Pak OTA ve vzorcich soutézil o omezena

vazebna mista na protilatce Anti-OTA s imobilizovanymi OTA derivaty na rozhrani detekce.
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Mnozstvi alkalické fosfatasy — oznacené sekundarni protilatky, ktera se selektivné vaze na
povrch elektrody pomoci primarni protilatky, kvantitativné koreluje s koncentraci OTA ve
vzorku. Elektrochemicka reakce pak byla ziskana z enzymatického produktu 1-naftyl fosfatu,

citlivého substratu alkalické fosfatasy v elektrochemickém ¢tecim zatizeni [Liu a kol., 2009].

Metoda je zaloZena na kombinaci vyhod koloidniho zlata na shromazdéni, imobilizaci
a enzymového zesileni, tim je umoznén limit detekce (8,2 pg/ml) mnohem nizsi nez detekéni
limit pro stavajici imunologické senzory. Vysledky naznalily, Zze imunologicky senzor by

mohl byt pouzit v ptirodé na OTA kontaminované vzorky kukufice [Liu a kol., 2009].

Obrazek ¢. 5. Schematicky nacrt elektrochemického imunosenzoru zalozeného na principu

nepiimého kompetitivniho testu pro stanoveni OTA [Liu a kol. 2009].
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5. ZAVER
Ve své praci jsem se zabyvala toxiny produkované jak bakteriemi, tak riznymi rody

plisni. Uvedla jsem u kazdé skupiny jejich u¢inky a vliv na clovéka ¢i zvitata.

Ptfedstavila jsem zde analytické metody stanoveni a screeningové metody.
U screeningovych metod jsem wuvedla metody zalozen¢ na imunologickych testech
a biosenzory. V kapitole o biosenzorech jsem se zaméfila na pouzivani elektrochemickych

biosenzori a uvedla jsem nékolik ptipadl pouziti pro detekci nejdilezitéjSich mykotoxind.
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