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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zabyva stanovenim mykotoxinli v obilovinach. Teoretickd Cast
zahrnuje charakterizaci jednotlivych mikromycet a jejich sekundarnich toxickych metaboliti,
tzn. mykotoxind. Prace je zaméfena na tfi nejcastéji se vyskytujici plisné roda Aspergillus,
Penicillium a Fusarium. Nasledné jsou popisovany vybrané mykotoxiny. Experimentalni ¢ast
prace je vénovana izolaci trichothecenovych mykotoxinii z kontaminovaného jeCmene pomoci
ruznych rozpoustédel a naslednému stanoveni s vyuzitim HPLC/MS techniky. V je¢meni byly
prokazany toxiny HT-2 a T-2, ptic¢emz nejlepsi extrakéni u¢innosti bylo dosazeno s vyuzitim

vodného roztoku acetonitrilu.

KLiCOVA SLOVA
Mykotoxiny, Fusarium, trichotheceny, extrakce, HPLC/MS, T-2 toxin, HT-2 toxin

TITLE

Modern analytical techniques in analysis of mycotoxins in cereals

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the determination of mycotoxins in cereals. The theoretical part
includes characterization of individual micromycetes and their secondary toxic metabolites,
i.e. mycotoxins. The work is focused on the three most common fungi of the genera Aspergillus,
Penicillium and Fusarium. Subsequently, selected mycotoxins are described. The experimental
part of the work is devoted to the isolation of trichothecene mycotoxins from contaminated
barley using various solvents followed by HPLC/MS determination. HT-2 and T-2 toxins were
detected in barley samples with the best extraction efficiency using aqueous acetonitrile.

KEYWORDS

Mycotoxins, Fusarium, trichothecenes, extraction, HPLC/MS, T-2 toxin, HT-2 toxin



Obsah

UVOU. e 11
1 TeOTEHICKA CAST ...viiiiiiieiiciieitee e 12
1.1 MIKIOMYCELY ..ottt sttt ne et et e s et e e beaneenneas 12
1.2 IMIYKOTOXINY ..ottt bbb b et 13
1.3 Producenti MyKOtOXINT .......ocveiiiiiiiiiiiiiiiseesece e 16
1.3.1  ROU ASPEIGIIIUS.....cveeiecieeceee et nne s 17
1.3.2  Rod PeniCillium ... 19
1.3.3 RO FUSAIIUM ..ot 21

1.4 Vybrané myKOtOXINY......ccciiiiiiiiiiiiiiiiiii i 24
O R AN § 10D d 11V OSSPSR 24
142 OCHIatoXin A......cciiiiiii i 26
143 PatUlin ..o 27
144 THCROTNECENY ...oeiiiiicice e 28
145 FUMONISINY ..oeitiiiiiiiiieieeiee ettt bbbttt bbbttt 35
146 ZEAraleNnON ......ccoviiiiiic s 36

1.5  Uprava vzorku pied analyZou ............cceeeeeerererossniesiesiesesssesessssssessessessessessssesseenes 38
151 Odber VZOTKU ...oooiiiiiiecee e 38
152 EXIEKCE ..o 38
15.3  CHBEO et 39

1.6 Metody analYZy .....cccoiiiiiiiiiiicii e 41
1.6.1 Imunochemickd metoda ELISA..........cccooiiiiiiiiiiiiie s 41
1.6.2  Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) .........ccccccoiiiiiiiiiiiicn, 41

2 EXperimentalnd CAST.......coiiiiiiiiiiiiic e 44
2.1  PouZité priStroje @ ZaliZeNl ......cccveiviiiiiiiiiiiii i 44
2.2 PouZit€ chemMiKAlI® .......ccceiiiiiiiiiiiicc e 44

2.3 POUZITE VZOTKY ..eiiiuiiiiiiii ittt ettt 45



3

5

2.4

Pracovini POSTUD ......viiiiiiii e

2.4.1  Extrakce MyKOtOXINT.......coiviiviiiiriiiiiiiciiiei e

2.4.2  Separace a podminky mMEFeni........cceviiiiiiiiiiiiiic

VsledKy @ diSKUZE .......ooiviiiiiieii e

3.1
3.2

[dentifikace MYKOOXINTL .....overviiiiiiiiiiieiei et

L0311 a0 TS A=) €3 =) o=



Seznam tabulek

Tabulka 1 — Vybrané mykotoxiny, jejich producent, hostitel a misto vyskytu [8].........c......... 16
Tabulka 2 - Toxinogenni mikromycety rodu Aspergillus [1, 3]......cccccevereriiniiiinininieeees 18
Tabulka 3 - Toxinogenni mikromycety rodu Penicillium [1]......cccovvviieiiiiiiieneece e 20
Tabulka 4 - Toxinogenni mikromycety rodu Fusarium [1].......cccccveviiiieiiiiiiieneece e 23
Tabulka 5 - Vzorky kontaminovan€ho JEeCmene ............ccccereriiiniiiiiienene s 45

Tabulka 6 - Retencni Casy, sledované adukty a deklastra¢ni potencidly analyzovanych
10007 0110011 i B [0 TP PP UPR PR 46
Tabulka 7 - Naméiené hodnoty HT-2 @ T-2 tOXINU ......cceeiiiiiiieiecc e 47

Seznam ilustraci

Obrazek 1 — ASPErgillus fIaVUS [16] .......cooiiiiiiiiieiee s 17
Obrézek 2 - Stavba a uspotradani konidioforti u jednotlivych podroda rodu Penicillium [20].19
Obrazek 3 - Fusarium CulMOrum [22] ......cooviiiiiieiiieie e 22
Obrazek 4 - Chemicka struktura aflatoXintl [26] .......cocoveieiiiiiiiiiiiie e 25
Obrazek 5 - Chemicka struktura ochratoXinu A [31] ..ococveeiiiiiiiii e 26
Obrézek 6 - Chemicka struktura patulinu [33] .....ocooviiiiiiie e 27
Obrézek 7 - Chemicka struktura trichothecenového jadra [36] ........ccccooiieiiiiiiiiiiiicee 29
Obrazek 8 - Struktura trichothecenll typu A, B, Ca D [38] ...oooviiiiiiiieeeee 29
Obrazek 9 - Strukturni vzorec HT-2 toxinu a T-2 toXinu [21] .....cccovvvriiieiiniieneseeeeeeen 31
Obrézek 10 - Strukturni vzorec nivalenolt [21] ....cccoioiiiiiiiiiiiiiee e 32
Obrézek 11 - Strukturni vzorec deoxynivalenolu [217] .....cccocveiiiiiiiiiiiiice e 34
Obrazek 12 - Chemicka struktura fumonisinu B1,B2,Bz @ B4 [26] ......ccoveiiiiiiiiiiiiciccn, 36
Obrazek 13 - Strukturni vzorec zearalenonu [21].......c.cooiiviiiiiiiiiiii e 37
Obrazek 14 - Chromatogram vzorku 80/770 pii snimani zapornych iontl ...........cccoeevervenenne. 48

Obrazek 15 - Chromatogram vzorku 80/385 pfi snimani kladnych iontl ...........cccvviiiiennnn, 48



Seznam zkratek a znacek:

AF
OTA
TCT
DON
ZEA
FUM
FDA
WHO
FAO
EFSA
NIV
T-2
HT2
DAS
BEA
EN
MON
FUSC
FUS X

IARC/WHO
IAC

SPE

GPC

HPLC

MS

W

ACN

FA

MeOH

Aflatoxiny

Ochratoxin A

Trichotheceny

Deoxynivalenon

Zearalenon

Fumonisiny

Americka sprava potravin a lé¢iv
Svétova zdravotnicka organizace
Organizace pro vyzivu

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin
Nivalenon

T-2 toxin

HT2-toxin

Diacetoxyscirpenol

Beauvericin

Enniatiny

Moniliformin

Fusarin C

Fusarenon X

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
Imunoafinitni chromatografie

Extrakce na pevnou fazi

Gelova filtrace

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Hmotnostni spektrometrie

Deonizovana voda

Acetonitril

Kyselina mravenci

Methanol



Uvod

Mykotoxiny jsou sekundarni toxické metabolity vlaknitych mikromycett. Patii do skupiny
pfirodnich toxint. Ackoliv je pojem mykotoxiny malo znamy, kazdy se s nimi setkal.
Jde 0 obycejné plisné, které zasahuji do kazdodenniho zivota. Diky jejich velké morfologické
a fyziologické rozmanitosti a adaptabilité k nejrizné€j$im podminkam se vyskytuji prakticky
vSude tam, kde existuje organickd hmota. Jsou v pudé, vodé, ovzdusi, ale nachazi se i
Vv potravinach, krmivech atd. K jejich rozmnozovani, Sifeni a pfezivani za nepfiznivych
podminek slouZzi velice odolné spory mikromycet. Zvyseny vyskyt plisni miize mit na svédomi
1 chovéni Clovéka. Ptikladem mulze byt Spatné vétrani, tklid nebo nespravné skladovéani
potravin.

Nejvétsim problémem jsou jiz zminéné mykotoxiny. Jsou produkovany plisnémi, aby
obstaly v boji o potravu a ptezili. Jsou vSak toxické pro Clovéka a dal$i zivé organismy.
Znehodnocuji potraviny, krmiva, dievo a jiné suroviny. Podili se na chorobach lidi, zvifat i
rostlin. Ke kontaminaci obilovin dochazi pted sklizni, pfi péstovani, po sklizni, béhem
zpracovani, baleni, distribuce i skladovani hotovych vyrobkia. Tvorbu mykotoxind ovliviiuje
fada faktorQ jako je vlhkost, teplota, pH a dal$i. VétSina mykotoxinl je chemicky a tepelné
stabilni pfi zpracovavani potravin. At uz se jedna o peceni, smazeni, vafeni nebo pasterizaci.
Nyni je znamo okolo 400 druhid mykotoxind. Kazdy rok je kontaminovano vice nez 25 %
celosvétove sklizenych plodin. To zplisobuje vysoké primyslové a ekonomické ztraty.

V posledni letech se mykotoxiny dostaly do popiedi a roste i zdjem védci. Neustéle
probiha vyzkum a jsou objevovany nové mykotoxiny a informace. Piesné znalosti mohou
poskytnout zaklad pro snizovani po¢tu mykotoxinlii pod hranice, kdy nebudou predstavovat
7adné zdravotni riziko pro lidi i zvifata a tim zpisobené dalsi choroby. Rada stati a
mezinarodnich zdravotnickych organizaci uZ stanovuje limity a regulacni pokyny pro hlavni
ttidy mykotoxint. Je dilezité neustdle zdokonalovat analytické metody, aby doslo k ochrané

zdravi spotiebitelil a podpoie zemeédelstvi.
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1 Teoreticka Cast

1.1 Mikromycety

S mikroskopickymi houbami se lidé setkavaji uz od zacatku své existence. Jsou
rozsiteny prakticky po celém svété [1]. Stafi téchto mikromycet je odhadovano piiblizné na
300 miliond let [2]. Nové&jsi poznatky vSak ukazali, Ze jejich fosilni pozistatky se datuji do
obdobi pted 460 miliony let. [1]. Plisné uz od pocatku vyznamné zasahuji do zivota a ¢innosti
lidi. Staly se ned¢litelnou soucasti Zivotniho a pracovniho prostiedi ¢lovéka. Souziti s nimi
zabezpecuje lidstvu zdroje pro vyzivu. Vyuzivaji se k produkci riznych druhti potravin (vyroba
chleba, drozdi, mlé¢nych vyrobku, syrt, alkoholickych napoji a jinych fermentovanych
potravin), organickych latek (vitaminy, enzymy, kyseliny, aj.), ale tfeba i antibiotik. Na druhé
stran¢ mame i negativni dopady pisobeni hub. Jde hlavné o znehodnoceni potravin, krmiv,
dfeva a jinych surovin [1-3]. Mohou degradovat i hotové konzervované potravinové produkty.
Znehodnocuji je po strance senzorické, ale i po strance fysiologické [4]. Dale maji podil
na chorobach c¢lovéka, zvitat 1 rostlin. Projevuji se formou infekénich onemocnéni, otrav a
alergii. Patii sem i toxigenni houby se svymi sekundarnimi metabolity — mykotoxiny.
Ty zptsobuji naptiklad znehodnoceni potravin a predstavuji zévazny celosvétovy
problém [1-3]. Plisng, které produkuji toxické metabolity nazyvame toxigenni. Patii sem kazda
plisenn produkujici toxické metabolity pro jakykoliv jiny organismus. Mlzeme sem zaradit
producenty antibiotik, které jsou toxické pro bakterie. V uzs§im slova smyslu nazyvame
toxigennimi plisnémi jen ty, které produkuji toxicky nebo fysiologicky ucinné latky ptsobici
na teplokrevné organismy. Hlavné na ¢lovéka a hospodarsky dulezita zvirata [4].

Vldknit¢é mikromycety jsou vicebunééné nebo jednobunétné mikroorganismy
(kvasinky) tazené do fiSe hub. Jsou to eukaryotni organismy s heterotrofni vyzivou. Jde
pfedevsim o saprofytické organismy, které se vyznamné podileji na kolob&hu latek a energie
v ptirodé. Mald ¢ast se piizplsobila k parazitismu jinych organismi. Diky jejich velké
morfologické a fyziologické rozmanitosti a adaptabilité¢ K nejriznéj$im podminkam se
vyskytuji prakticky v§ude tam, kde existuje organicka hmota. Osidluji fadu rozdilnych biotopti.
Nachézeji se v pide, vodé, ovzdusi, na povrchu zivych 1 odumfielych organismt, ale nachazi se
I V potravinach a krmivech.

Spory mikromycet jsou jednobunécné nebo vicebunééné vytrusy, které slouzi
k jejich rozmnozovani, Sifeni a pfezivani neptiznivych podminek [1, 2]. Dormance je
charakteristickou vlastnosti puadnich hub. Ne¢které mikroskopické houby zistavaji

V dormantnim, ale Zivotaschopném stavu i né¢kolik desitek let. Pokud pro né nebudou
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k dispozici vhodné nutri¢ni podminky, tak jsou neaktivni. V pid¢ je mnoho inhibi¢nich latek,
které brzdi vykli¢eni spor hub. Tento jev se nazyva fungistaze. Pokud do ptidy doddme snadno
rozlozitelny organicky material potla¢i to fungistazi a spory hub spolu s ostatnimi
rozmnozovacimi jednotkami mohou vykli¢it. Mycelia tim obnovuji aktivni rast [5].

Vyskyt plisni souvisi 1 s chovanim a ¢innosti ¢lovéka. Je to naptiklad nepravidelné
vétrani a uklid. Dale pak odmrazovani, myti a dezinfekce ledni¢ek a mrazakl. V neposledni
fad¢ hlavné potraviny, které jsou z hlediska zdravi Clovéka vhodnym a velice rizikovym
substratem pro osidleni, riist a rozmnozovani toxinogennich mikroskopickych hub a néaslednou

produkci mykotoxind. Piikladem je plesnivy chléb a dalsi zaplisnéné potraviny [1, 2].

1.2 Mykotoxiny

Nazev mykotoxiny byl pouzit poprvé v roce 1955 Forgaczem a Carliem [1]. Slovo je
spojeno ze dvou vyrazi. Jednim je fecky vyraz pro houbu ,,mykes* a druhy je z latinského slova
Htoxicum®, ktery znamena jed [6].

Mykotoxiny jsou sekundarni toxické metabolity vlaknitych mikromyceti (houby,
plisn¢). Patti do skupiny vyznamnych ptirodnich toxint. Jsou to strukturné odlisné komplexni
organické slou€eniny nebilkovinné povahy, které maji nizkou molekulovou hmotnost.
Mykotoxiny vSak nejsou nezbytné pro rast a vyvoj vldknitych mikroskopickych hub
ve srovndni s primarnimi produkty metabolismu jako jsou aminokyseliny, mastné kyseliny,
nukleové kyseliny a proteiny [1]. Podle Turnera je primarni metabolismus souhrnem vzajemné
souvisejicich chemickych reakcich, které doddvaji organismu energii, biosyntetické
meziprodukty a kli¢ové makromolekuly, jako jsou proteiny nebo DNA. Sekundérni
metabolismus zahrnuje syntetické procesy, jejichz koncové produkty nemaji vyznam pro
ekonomii organismu. Priméarni metabolismus je v podstaté stejny pro vSechny Zivé organismy,
ale sekundarni metabolismus se omezuje podle formy Zzivota [3].

Produkce mykotoxini je vysvétlovdna tim, ze slouzi jako prostfedek vlaknitych
mikromyceti v boji o potravu a pieziti. Jsou toxické pro Clovéka a pro zivé organismy.
K vystaveni mykotoxintim dochazi nezavisle na vili nebo zajmim ¢loveka [1]. Ke kontaminaci
muze dojit pred sklizni, pfi péstovani plodiny, po sklizni, béhem zpracovani, baleni, distribuce
1 skladovani potravinaiskych vyrobki. Obecné plati, Ze vSechny plodiny a obiloviny, které jsou
Spatn¢ skladovany a vystaveny vysoké teploté spolu s dlouhodobou vlhkosti pfedstavuji riziko
pro rust plisni a kontaminaci mykotoxiny [7]. Produkce mykotoxinti na zrnech je silné zavisla

na faktorech zZivotniho prostfedi. Klima hraje klicovy faktor vyskytu plisni a mykotoxind. Jejich
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pfitomnost mtze ovlivnit i n€kolik faktort jako je poSkozeni hmyzem nebo biologicka
dostupnost mikrozivin [8]. Za nejvice nachylnou plodinu se povazuje kukufice. Ryze je naopak
nejméné nachylna. VétSina mykotoxinl je chemicky a tepelné stabilni béhem zpracovani
potravin, véetné vafeni, peCeni, smazeni a pasterizace. Dalsi riziko bezpe¢nosti potravin
predstavuje kontaminace krmiv, kdy mize dojit k pfenosu mykotoxini na produkty
zivocisného piivodu (mléko, maso a vejce), coz vede k piijmu mykotoxint u lidi [7]. Velka ¢ast
mykotoxinii se uvolni do potraviny a ztstane v ni i po odstranéni micelarni ¢asti plisné.
Mykotoxiny vyvolavaji onemocnéni zvané mykotoxikozy. To je rozdil od mykoéz, jelikoz ty
zpusobuje plisent sama stejné jako alergické onemocnéni [4].

V soucasné dob¢ je znamo 300-400 mykotoxint V zavislosti na jejich klasifikaci [9].
Jejich pocet se 1 nadéle zvySuje. Z celkového poctu 114 druhi, jenz maji vyznam v potravinach
je 65 druhi toxinogennich a asi 50 z nich je davano do souvislosti s mykotoxik6zami u lidi a
zvitat [10]. Sest znich se pravidelné nachazi v potravinich. Jednd se o aflatoxiny,
trichotheceny, zearanelenon, fumonisiny, ochratoxiny a patulin [7]. Kazdym dnem jsou
objevovany, popisovany a chemicky charakterizovany dals$i nové mykotoxiny. Nékteré z nich
jsou uvedeny v tabulce 1.

Toxikologicky vyzkum mykotoxint nebyl prozatim ukoncen, ale i nadale probiha [1].
Mykotoxiny nemuizeme obecné rozdélit podle jakéhokoli schématu. Po chemické strance
to jsou latky strukturné odlisné. Nemuzeme je délit, ani podle plisni, které je produkuji, protoze
jeden a ten samy mykotoxin miiZze byt produkovan riznymi rody a druhy plisni. Podle toxického
a patologického u¢inku by mohlo byt piehlednéjsi, ale ani toto rozdéleni neni piesné [4].
Vétsina praci se zabyva vyskytem a toxikologii jednoho mykotoxinu. Predevsim aflatoxint
(AF), ochratoxinu A (OTA), zearalenonu (ZEA), fumonisint (FUM), trichothecent (TCT) a
deoxynivalenolu (DON). Ty se podle novych vyzkumul nachazeji v potraviné soucasné. Jde
o0 takzvanou kooperaci nebo soucasny vyskyt mykotoxini. Pokud jde o vzorky obilovin a
vyrobKy z obilovin, tak mezi 127 kombinacemi mykotoxind, které jsou popsany v literatue
jsou nejvice pozorovany AF + FUM, DON + ZEA, AF + OTA a FUM + ZEA [8].

Kontaminace potravin zplsobend mykotoxiny je zavazny celosvétovy problém.
Prakticky je to nevyhnutelny a nepfedvidatelny problém, protoze i tam, kde jsou zavedeny
bezpec¢nostni postupy muize dojit ke kontaminaci vzhledem k vysoké odolnosti mykotoxinl.
Pro kontrolu vyskytu mykotoxinii v riznych potravinach a potravinovych vyrobcich bylo
navrhnuto mnoho strategii. Neexistuje vSak zadné jednoznacné feSeni. Bohuzel okolo 25 %
celosvétové sklizenych plodin je kazdoro¢né kontaminovdno mykotoxiny, coz vede

k obrovskym zeméd¢lskym a primyslovym ztratam ve vysi miliard dolaru [8, 11]. V mnoha
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zemich s nizkym pfijmem jsou mykotoxiny pfitomné uz v zakladnich potravinach. Expozice
byva nepfetrzitd a Casto na vysokych urovnich. Pravé v téchto regionech je kontrola
mykotoxinii zanedbavana. Souvisi to s neuplnou znalosti mykotoxind, jejich negativnich
ucinki a rizik. Ve srovnani s programy ockovani, zlepSenim hygieny a kontrolou malérie mize
byt tento problém vniman jako nepodstatny. Nejvyssi expozice se vyskytuji v komunitach, kde
si lidé péstuji a konzumuji vlastni potraviny. Tam, kde mykotoxinlim byla vénovana pozornost
Slo spiSe o splnéni piisnych dovoznich nafizeni o kontaminaci mykotoxiny do bohatsich a
vyspélejsich zemi svéta, nez o ochranu obyvatelstva v misté produkce [12]. Mnoho narodnich,
mezinarodnich vefejnych zdravotnickych a vladnich orgénd vénuji pozornost kontaminaci
potravin a krmiv mykotoxiny. Napiiklad Americka sprava potravin a 1é¢iv (FDA), Svétova
zdravotnickd organizace (WHO), Organizace pro vyzivu (FAO) a Evropsky ufad pro
bezpecnost potravin (EFSA) tento problém fesi piisnymi regulaénimi pokyny pro hlavni tfidy
mykotoxind [7]. V zajmu ochrany lidi a zvifat tyto piedpisy stanovili prahové hodnoty
Vv potravinach a krmivech, aby se zajistilo, Ze nejsou $kodlivé [8]. Pies 100 zemi uz stanovilo
limity pro vyskyt mykotoxini [7]. Pfesné znalosti o pfeméné mykotoxini béhem
technologickych procesii jsou kli¢ové a mohou poskytnout zdklad pro manaZery podnikd,
aby dodrzovali legislativni pozadavky a snizili riziko kontaminace a negativnich dopadt na trh
a obchod [13]. Mykotoxiny se vSak mohou nachazet i v modifikovanych formach. Pfevazné
jako soucast obrany rostlin a jejich detoxika¢nim procesiim. Tyto derivaty unikaji b&znym
analytickym metodam a nejsou regulovany legislativou. Nazyvaji se maskované mykotoxiny a
jsou nové vznikajicim problémem. Pokud jde o kontrolované mykotoxiny, jejich limity byly
urceny pouze pro expozici jednim mykotoxinem a nezohlediiuji kombinované u€inky. Spolecny
vyskyt v obilnych zrnech je v§ak dobie zndmy a 1ze ho vysvétlit ttemi divody. Prvnim divodem
je schopnost vétsiny mikromycet produkovat nékolik mykotoxinti sou¢asné. Dal§im divodem
je moznéa kontaminace zrna nékolika houbami soucasné a v neposledni fad¢ se potrava pro
zvitata obvykle sklada z vice zdroju obili. Az 48 % ze 7049 analyzovanych vzorkd bylo
kontaminovano dvéma a vice mykotoxiny. To je riziko zejména pro piezvykavce, ktefi maji
pestrou stravu a jsou krmeni n¢kolika druhy krmiv [8].

Od pocate¢niho objevu mykotoxinti bylo pouzito n¢kolik analytickych metod pro jejich
stanoveni. NejbéznéjSimi je kapalinova nebo plynova chromatografie s riznymi druhy
detektorti a imunochemickd metoda ELISA. 1 kdyz bylo dosazeno velikého pokroku, stale
existuji nevyhody a velké vyzvy ve vyuziti téchto analytickych metod. Je zapotiebi neustalého
zlepSovani analyzy mykotoxini, aby doslo k ochrané zdravi spotiebiteld, podpofe zemédélstvi

a lepsiho prosazovani norem o mykotoxinech [7].
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Tabulka 1 — Vybrané mykotoxiny, jejich producent, hostitel a misto vyskytu [8]

mykotoxin

pliseni

napadena potravina

geograficky vyskyt

AF (B1,
B2, G1,
G2)

Aspergillus (bombycis, flavus, nomius,
ochraceoroseus, parasiticus, parvisclerotigenus,
pseudotamarii, rambellii, toxicarius)

Obiloviny a vyrobky na
bazi obilovin (pfevazné
kukuftice), ofechy,
vyrobky z ofechti a
semena, susené ovoce,
koteni, mléko a mlé¢né
vyrobky, maso, vejce

Mirné, tropické a
subtropické oblasti
(jizni Asie a Afrika)

OTA

Aspergillus (alliaceus, auricomus, carbonarius,
cretensis, flocculosus, Glaukos, lacticoffeatus,
meleus, niger, ochraceus, pseudoelegans,
roseoglobulosum, sclerotioniger, sclerotiorum,
steynii, sulphureus, westerdijkiae); Penicillium (nordicum,

Obiloviny a vyrobky na

bazi obilovin (pfevazné

ryze a pSenice), kava a
kakaové boby, vino,
pivo, susené ovoce,

Od chladnych az po
tropické oblasti
(severni a jizni

Amerika, severni a
zapadni Evropa,

tricinctum, verticillioides)

verrucosum) koteni, maso Afrika a jizni Asie)
TCT Fusarium (acuminatum, armeniacum, culmorum, Regiony severniho
(DON, crookwellense, equisetii, graminearum, Vsechny obiloviny a rr%irné}}llo 4sma
NIV, T-2, kyushuense, langsethiae, poae, produkty na bazi (Evropa Aﬁwerika a
HT-2, pseudograminearum, sambucinum, scirpi, obilovin pAsie)
DAS) sporotrichioides, venamtum)
Fusarium (crookwellense, culmorum, equiseti, Vsechny obiloviny a angiﬁrlé}}llzengfo
ZEA graminearum, incarnatum, pseudograminearum, produkty na bazi (Evropa Apmerika a
semitectum, sporotrichioides, verticillioides) obilovin, banan pAsie)
Fusarium (anthophilum, Dlamini, fujikuroi , Oblasti s mim¢m
FUM (B1, globosum, napiforme, nygamai ,0xysporum, Kukufice, proso, ¢irok, odnebim (Evrc})l a
B2, B3) polyphialidicum, proliferatum, pseudonygamai, ryZe a jejich derivaty p Afrika) pa,
thapsinum, verticillioides)
Fusarium (acuminatum, armeniacum,
anthophilum, avenaceum, beomiforme, Dlamini, . .
Lo ; - Vsechny obiloviny a . .
equiseti, fujikuroi, globosum, langsethiae, i Mirné podnebi
BEA - . produkty na bazi
longipes, nygamai, oxysporum, poae, L (Evropa)
. ! . obilovin
proliferatum, pseudoanthophilum, sambucinum,
semitectum, sporotrichioides, subglutinans)
EN (A, Fusar_lum (acu_mlnatum, avenaceum, Vsechny ob110v1’n}_/ a Mirné podnebi
langsethiae, lateritium, poae, proliferatum, produkty na bazi
Al, B, B1) - L - L (Evropa)
sambucinum, sporotrichioides, tricinctum) obilovin
Fusarium (acuminatum, avenaceum, culmorum,
equiseti, fujikuroi, napiforme, nygamai, Vsechny obiloviny a o .
MON oxysporum, proliferatum, pseudonygamai, produkty na bazi Ml;gf/f;‘g;ebl
sporotrichioides, subglutinans, thapsinum, obilovin P

1.3 Producenti mykotoxinti

Hlavnimi producenty mykotoxinti jsou rody Aspergillus, Penicillium a Fusarium [7, 9].

Rod Aspergillus a Penicillium ¢asto rostou na potravinach a krmivech pfi skladovani a suseni.

Naopak rod Fusarium vétSinou infikuje rostouci plodiny jako je jeCmen, pSenice, kukufice

na poli a mnozi se v rostlin€ pfed nebo bezprostiedné po sklizni [7, 8].
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1.3.1 Rod Aspergillus

Rod Aspergillus zaujima v historii mykologie a v biotechnologii vyjime¢né postaveni.
Je tazen do skupiny Ascomyta a patii k nejrozsifenéjSim a nejhojnéji se vyskytujicim
mikromycetdm. Mohou se nachdzet v pudé, vzduchu, potravinach a v organickych zbytcich
mnoha dal$ich zdroju [14]. Poprvé popsal tento rod botanik Pier Antonio Micheli (1679-1737)
vroce 1729. Cesky nazev kropidlak vznikl tak, Ze &eskym botanikiim piipominal priifez
rozmnozovacim organem kropitko [1]. Nazev je piekladem latinského ,,aspergd®, coz znamena
,.kropim“ [15]. Je odvozen od plisné Aspergillus flavus, jehoZz schéma je na obrazku 1. Touto
plisni byla napadena moucka z podzemnice olejné, ktera byla hlavni pfi¢innou hromadného
uhynuti dribeze v Anglii v roce 1960 [4].

Je reprezentovan velkym poétem fyziologicky rozdilnych druhiti. Rada z nich disponuje
metabolickymi vlastnostmi vhodnymi pro komeréni vyuziti [14]. V soucasné dob¢ je popsano
vice nez 221 druht rodu Aspergillus [1]. V Japonsku a dalSich asijskych zemich se kulturni
kmeny Aspergillus oryzae a Aspergillus sojae pouzivaji uz nékolik tisic let pouzivaji k vyrobé
fermentovanych potravin [1, 3]. Zastupci tohoto rodu jsou producenti ptedev$im organickych
kyselin, enzymu, cukernych alkohold a mykotoxint [14]. Vyznamné jsou napiiklad
aflatoxinogenni mikromycety produkujici aflatoxiny [1]. Dal§imi dulezitymi mykotoxiny jsou
aflatrém, kyselina a-cyklopiazonova, fumitremorginy, ochratoxin a mnoho dalsich [3].
V soucasnosti je popsano asi 18 druhl aspergilli patogennich pro ¢lov€ka. Drtivou vétSinu
(95 %) vsech infekci zptsobuji pouze tfi druhy Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus a
Aspergillus niger. Vedle infek¢nich onemocnéni se aspergily podili na mykoalergiich a
alergickych formach aspergilozy. DalSi problém piredstavuji toxinogenni druhy, které

kontaminuji mykotoxiny své okoli a podileji se i na vzniku a rozvoji mykotoxikoz [1].

Aspergillus
flavus

konidie
fialidy
metuly

méchyrek

stopka

biseriatni
konidiofor

uniseriatni
konidiofor

Obrazek 1 — Aspergillus flavus [16]
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Nepohlavni rozmnozovani je zajisténo hlavicové zakoncenym konidioforem, ktery
vyrista ze substratového mycelia nebo ze vzdu$nych hyf. Na vrcholu se rozsifuje do méchyiku
ruznych tvart. Napiiklad kulovitého, polokulovitého, elipsoidniho nebo palicovitého tvaru.
Po celém povrchu nebo ¢astech méchyiku vyrtstaji fialidy. Mohou rist v jedné nebo dokonce
ve dvou fadach nad sebou. Primarni fialidy jsou delsi a tlustsi a nesou na sobé jednu nebo dvé
fialidy sekundarni, které¢ jsou ob¢as nazyvany metuly. Sekundarni fialidy (metuly) jsou kratsi a
ten¢i. Fialidy jsou lahvicovitého tvaru a na vrcholu jsou zuZeny Vv kratky konidiogenni krcek.
Noveé se tvorici mladé konidie jim vypuéi v bazipetalnich fetizcich. Méchyiek spolu s fialidy a
fetézci konidii tvofi konididlni hlavici typickou pro tento rod [1]. Nékteré druhy vytvareji
I stadium pohlavni S plodni¢kami [15]. Viecka jsou pievazné s osmi askosporami vejcitého,
ovalného nebo kulovitého tvaru [1].

Tento rod je Castym pluvodcem kazeni potravin, krmiv, ovoce, zeleniny, vyrobkil
Z ovoce a zeleniny, tukll a potravin s vysokym obsahem tuku. Vyskytuje se na obili, mlynskych
a pekarenskych vyrobcich [17]. Aflatoxiny se doporucuji sledovat u podzemnice olejné, ofecht,
burdki, pistacii, mandli, v jable¢nych a broskvovych peckach, méku, sezamu a ptedevSim
obilovinach a vyrobku z nich. Dale jsou nalézany v syrech, mléce, kofeni, fikach, semenech
baviniku a v mnoha dalSich potravinach a krmivech [17, 18]. Mykotoxiny produkované

plisnémi rodu Aspergillus jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 - Toxinogenni mikromycety rodu Aspergillus [1, 3]

Druh Produkovany mykotoxin

Emercella nidulans sterigmatocystin, emestrin

Eurotium amstelodami neidenfikovatelné toxické metabolity

Eurotium chevalieri echinulin, neoechinulin

Eurotium rubrum neidenfikovatelné toxické metabolity

Aspergillus candidus kys. kojova

Aspergillus clavatus patulin, tryptoquivalony, cytochalasin E, askladiol

Aspergillus flavus aflatoxin B1, B2; kys. cyklopiazonova, aflatrém, kys.

aspergilova
Aspergillus fumigatus fumitrer_norgeny, verukulogen, gliotoxin, kys. helvolova,
glyotoxin G
Aspergillus niger ochratoxin A, malforminy
Aspergillus niveus citrinin
Aspergillus ochraceus ochratoxin A, B i C; kys. penicilova, viomelein
Aspergillus parasiticus aflatoxin B1, B2, G1, G2
Aspergillus tamarii kys. cyklopiazonova, fumiclavin A, kys. kojova
Aspergillus terreus teritremy, Kys. tereova, citreoviridin
Aspergillus ustus neidenfikovatelné toxické metabolity
Aspergillus versicolor sterigmatocystin, verzikoloriny
Aspergillus wentii emodin
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1.3.2 Rod Penicillium

Z latinského slova ,,penicillus®, coz znamena $tetec nebo kartaé. Cesky $tetickovec nebo
plisen stétickova [15]. Nazev vznikl tim, ze tvar nepohlavni rozmnozovaci struktury piipominal
nasim botanikiim Steticky [1]. Jako prvni pouzil nazev Penicillium némecky mykolog H. F.
Link v roce 1809 pro konidialni stadium této houby. Jsou vSak znama i teleomorfni stadia [15].

Rod Penicillium obsahuje ptfes 225 akceptovanych druhi. Patii k jedném
Z nejrozsifenéjSim vlaknitym mikromycetiim mirného a teplého klimatu. Jejich spdry jsou
prakticky vSudypiitomné. Patii k velmi castym kontaminantim potravin, Zzivotniho a
pracovniho prostredi c¢lovéka [1]. Kolonie maji zlutozelené az modrozelené konidie.
Na kontaminovanych potravinach jsou viditelné jako zelené, sametové nebo moucnaté povlaky.
Okraje kolonii neobsahuji spory, proto jsou viditelné v bilé barvé [19]. Stavba kolonii je podle
usporddani mycelia vlnat4, sametova, funikul6zni nebo svazcitd. Kazdy z podrodii ma svoji
specifickou stavbu konidioforu, jenz jsou uvedeny na obrazku 2. Podrod Aspergilloides ma
konidiofir monoverticilatni. Konidiofor asymetricky vétveny tervercilatni ma podrod
Penicillium. Dalsim podrodem je Biverticillium a ma biverticialn¢ symetricky konidiofor.

Posledni podrod Furcatum ma konidiofor divarikatni [1].

I

monoverticilatni terverticilatni biverticilatné symetricky

podrod Aspergilloides asymetricky vétveny podrod Biverticillium
podrod Penicillium

divarikatni
podrod Furcatum

Obrazek 2 - Stavba a uspotadani konidioforti u jednotlivych podrodti rodu Penicillium [20]
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VétSina druh tohoto rodu patii mezi pidni saprofyty. Podileji se na mineralizaci a
kolonizaci rozmanitych organickych materidlli. To ma velky vyznam na kolob&¢hu prvki.
Nevyznacuji se zddnymi specifickymi naroky na ristové podminky. Vyuzivaji Siroké spektrum
zdroji uhliku, véetné pentdz, coz neni u hub bézné. Ze zdroji dusiku vyuzivaji amonné ionty,
aminokyseliny, mo¢ovinu, dusitany i dusi¢nany [14]. Mykotoxiny produkované plisnémi rodu

Penicillium jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3 - Toxinogenni mikromycety rodu Penicillium [1]

Druh rodu Penicillium Produkovany mykotoxin
aethiopicum griseofulvin, viridicatumtoxin
L kys. peniciova, roquefortin C, xanthomegnin, viomellein,
aurantiogriseum v
verukozidin
brevicompactum kys. Mykofenolova
camemberti kys. Cyklopiazonova
citreonigrum citreoviridin
citrinum citrinin
kys. cyklopiazonova, kys. cyklopaldova, kys. cyclopolova,
commune cyklopiamin, palitantin, rugolovasiny
crustosum penitrem A
digitalium neidentifikovatelné toxické metabolity
expansum patulin, citrinin
funiculosum patulin
griseofulvum patulin, kys cklopiazonova, roquefortin C, griseofulvin
hirsutum roquefortin C, kys. cyklopiazonova
chrysogenum roquefortin C, kys. cyklopiazonova
islandicum cyclochloritine, islanditoxin, luteoskyrin, erythroskyrin
italicum neidentifikovatelné toxické metabolity
janczewskii griseofulvin, penitrem A
janthinellum jantitremy, penitremy
nordicum ochratoxin A
oxalicum kys. sekalonova
Paxilli verukulogen, paxillin
purpurogenum rubratoxiny
raistrickii griseofulvin
roqueforti roquefortin C, kys. mykofenolova, patulin, kys. penicilova
rugolosum Rugulosin
T verukulogen, fumitremorgen B, kys. penicilova,
simplicissimum L X
viridicatumtoxin
variabile rugulosin
verrucosum ochratoxin A, citrinin
viridicatum xantomegnin, viomellein, vioxanthin
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Nékteré druhy rodu Penicillium napadaji mékké ovoce. Zejména citrusy, jablka, hrusky
merunky, ale tfeba i cesnek. Svoji Cinnosti zpisobuji velké ekonomické ztraty. Nékteré druhy
se fadi mezi kontaminanty uskladnénych obilnin a mohou tvofit mykotoxiny, které maji
za nasledek zdravotni zavadnost potravin. U necelych 70 druhti rodu Penicillium byla popsana
produkce mykotoxind, které se mohou hromadit i v potravindch vyrobenych z napadenych
surovin. Jde predevsim o obili, s6jové boby, fazole, kavu, kukufici a ryzi [14].

Vétsina mykotoxinli vykazuje karcinogenni U€inky pro rizné druhy zivocCichu. Mezi
nejznamejsSi toxiny patfi ochratoxin A, citrinin, patulin, kyselina penicilova, kyselina
cyklopiazonova a dalsi [14]. Jedinym patogenem je druh Penicillium marneffei, ktery
U pacientii s AIDS zptasobuje systémové infekce [1]. Vedle vzacné patogenity pro ¢lovéka
mohou nékteré druhy vyvolat u slabsich a citlivéjsich jedinct alergické reakce [1, 19]. K vyrobé
antibiotik se vyuziva hlavné Penicillium rubens (penicilin) a Penicillium griseofulvum
(griseofulvin) [14]. V neposledni fad¢ se druhy Penicillium roqueforti a Penicillium
camemberti pouzivaji na vyrobu a zrani nékterych specialnich druha plisiovych syru [1, 14].
Penicillium nalgiovensis byl poprvé popsan Laxou roku 1932 na nalzovském syru, ktery byl

vyrabén v jiznich Cechéach [1].

1.3.3 Rod Fusarium

Objev rodu Fusarium je spojen snémeckym botanikem H.F. Linkem. Dal$imi
prikopniky byli autofi Elias Magnus Fries (1794-1878) a Pier Andrea Saccardo (1845-1920),
kteti popsali spoustu dalSich druhd [1]. Plisné tohoto rodu jsou zna¢né rozsiteny v piirodé.
Piedevsim v pud¢, ale také v ovzdu$i i ve vodé [15]. Jako soucast pudniho ekosystému
se podileji na rozkladu organické hmoty. Rada z nich se pfizpiisobila k parazitismu rostlin.
Nékteré mohou byt za urcitych podminek patogenni pro zivoc€ichy, v¢etné ¢lovéka [1]. Rod
Fusarium patii k vyznamnym toxinogennim ,,polnim* mikromycetim [1, 21]. Nejcastéji se
vyskytuji v oblastech Evropy, Asie, Ameriky a Australie s mirnymi klimatickymi podminkami.
Optimalni podminky pro jejich rast jsou teplota 11-23 °C a vlhkost mezi 95-100 % [21].

V oblasti aplikované mykologie (napf. potravinaiska, 1ékaiska a veterinarni mykologie)
odborni pracovnici pouZivaji k urovani toxinogennich a patogennich fuzarii rGzné
identifikacni postupy. Tyto postupy jsou na jednotlivych pracovistich vétSinou historicky
zavedeny a identifikace neni vzdy jednoducha. Pro uréovani druhti se pozoruji makroskopické
znaky na sladinovém nebo bramboro-glukdézovém agaru. Vytvaii se dobie vyvinuté vegetativni
mycelium a konididlni aparat [1]. Maji bohaté, plstnaté nebo vatovité mycelium [15]. Tvoii

se bud’ jednotlivé konidiofory, na nichz vyrastaji konidie nebo se konidiofory shlukuji
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do drobnych polstatovitych utvart zvanych sporodochia. V nékterych piipadech vyrastaji
souvislé konidionosné porosty nazyvané pinoty. Jak pinoty, tak sporodochia jsou
makroskopicky dobte viditelné, ale K jejich rastu dochazi spiSe jen na pfirozeném substratu.
V kulturach se obvykle nachazi pouze voln¢ rozmisténé konidiofory ve vzdusném myceliu.
Konidiofory mohou byt vétvené malo nebo hojnéji. Na ose konidioforu se tvoii vsticné nebo
fidce preslenovité protahlé fialidy, které plodi konidie. Nebo se mohou vytvofit nejdiive
vétévky, které nesou dvé i vice konidiogennich bunék — fialid v pieslenu [1]. Pro rod Fusarium
je charakteristicka tvorba dvou typt konidii. Mikrokonidie jsou podstatné men$i nez
makrokonidie. Jsou jednobunééné, elipsoidni nebo ovalné [15]. Na konci konidiogenni bunky
mohou tvorit fetézce nebo shluky. Sleduje se charakteristicky tvar, velikost a zptisob vzniku [1].
Makrokonidie tvofi vzdy n¢kolik bun¢k a maji charakteristicky rohlickovity nebo srpovity tvar
viditelny na obrazku 3. Od toho je odvozeno i ¢eské jméno pro tento druh ,,srpovnicka®, které
se ale moc neujalo. Pro urceni jednotlivych druhti tohoto rodu je morfologie makrokonidii
velice dulezita [15]. Sleduje se pocet bun¢k, velikost, tvar zahnuti, tloustka bunétné stény a
velikost ptepazek [1]. U mnoha druhti se mikrokonidie a makrokonidie vyskytuji soucasné.
Neékteré¢ druhy fuzarii vSak mohou produkovat pouze mikrokonidie, jiné zas jenom
makrokonidie. Nékteré druhy se vyznacuji typickou tvorbou chlamydospor. Vyvijeji se bud’ na
konci mycelarnich vlaken (terminalni chlamydospory) nebo mezi buitkami vlakna (interkalarni
chlamydospory) [15]. U starSich kultur dochazi i ke vzniku z jednotlivych bunék konidioforu
nebo jednotlivych bunék makrokonidii. Né€které druhy mohou tvofit blastokonidie, které mohou
byt prehradkami rozdéleny az na tii septa [1]. Nekdy lze u fuzarii pozorovat tvorbu sklerocia,
coz jsou tuhé kulovité utvary [15]. U mnohych druhti miZzeme pozorovat tvorbu perithecia

neboli plodnicky [1].

Obrazek 3 - Fusarium culmorum [22]
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Zastupci rodu Fusarium uvedeny v tabulce 4 se vyskytuji zejména U pSenice, Zita,
jeCmene, ovsa a dalSich obilovin a jsou vyznamnymi patogeny mnoha zemédé€lskych
plodin [1, 21]. Zpisobuji ekonomické ztraty, které vznikaji v dasledku znehodnoceni

zemé&délské produkce, snizené nutri¢ni a technologické kvality zrn.

Tabulka 4 - Toxinogenni mikromycety rodu Fusarium [1]

Druh r odu Produkovany mykotoxin

Fusarium

acuminatum T-2 toxin, HT-2 toxin, DAS, MON, chlamydosporol

avenaceum MON, FUS C, T-2 toxin
DON, NIV, ZEA, MON, FUS C, FUS X, 3-acetyl DON, T-2 toxin,

culmorum calonectrin, sambucinol, butenolid, chlamydosporol, diacetylnivalenol,
culmorin

equiseti DAS, ZEA, zearenol-4-sulfat, MON, T-2 toxin, chlamydosporol, butenolid,

fusarochromanon, chlamydosporol, equisetin, culmorin

T-2 toxin, HT-2 toxin, monoacetoyspirpenol, neosolaniol, iso-neosolaniol,
15-acetylscirpentriol, chlamydosporol
DON, 3-acetyl DON, 15-acetyl DON, NIV, DAS, ZEA, FUS C, FUS X, T-2

chlamydosporum

graminearum

toxin
moniliforme FUM, FUSC,FUSA, D ,EaF
. MON, FUS C, FUS X, T-2 toxin, sambutoxin, fusarenon X, nivalenol,
oxysporium :
wortmannin
Poae T-2 toxin, DON, 15-acetyldeoynivalenol, FUS C, NIV, HT-2 toxin, DAS,

nonoacetoxyscirpenol, fusarenon X, butenolide, culmorin

MON, FUM, T-2 toxin, diacetoxyscirpenol, nivalenol, fusarenon X,

roliferatum : . S
P neosolaninol, cyclonerodiol, sporo 18, equisetin

semitectum ZEA, T-2 toxin, DAS, nivalenol, fusarenon X, neosolaninol, equisetin

Solani furanoterpenoidy, ipomeanoly, ipomeanin, a dalsi zatim neznamé toxiny

T-2 toxin, HT-2 toxin, DAS, DON, 15-acetyldeoxynivalenol, MON, FUS C,
ZEA, neosolaninol

sporotrichioides

subglutinans MON, moniliformin, beauvercin, fusaric acid, FUM, chlamydosporol

Zrno obilovin je napadeno béhem riistu rostlin nebo pii skladovani v silech. K infekci
rostliny dochazi predev§im ze zbytkt rostlin, které zlstavaji na poli z ptedchazejici sklizné
nebo z infikované setby. K Sifeni mize dojit i pomoci vétru a desté. Fusarium graminearum a
Fusarium culmorum jsou nejéastéji se vyskytujici druhy fuzarii, jez jsou pivodci onemocnéni
obilovin zvaného Fusarium head blight. Disledkem téhle nemoci je znehodnoceni obilného
zrna a mozna produkce fusariovych mykotoxinti. Napadena zrna jsou mala, svrastéla a jsou
typicky bile az svétle rizové zbarveny. K ptfiznakim napadeni patii listové nekrozy, které

se projevi hnédo-Sedymi vodnatymi skvrnami na listech. Dale pak vadnuti klast, kde dochézi

23



K prorustani plisn¢ z mista primarni infekce do celého klasu, coz ma za nasledek zménu barvy
a svrasténi. V neposledni fad¢ hniloby kotenti, které probihaji napadenim nesklizené rostliny
spise v zimnim obdobi a pozdé&ji je infekce pfenasena na zdravé rostliny [21]. Dale fuzarie
zpusobuji vadnuti a padadni mladych rostlin na mnozirnach, ale také tzv. trachecomykdzy
dospélych rostlin, coz se projevuje zezloutnutim a odumiranim rostliny, nakonec i skladiStni
hniloby ulozenych plodt [15]. Pro ¢loveka jsou u relativné zdravych jedinci znamy a popsany
pripady mykotickych onemocnéni. U lidi se snizenou imunitou se mohou tato onemocnéni
rozvijet v infekce. Ty velmi asto mivaji zavazny priabéh a odolavaji 1€cb¢ bézn¢ aplikovanych

antimykotickych 1éka [1, 15].

1.4 Vybrané mykotoxiny
1.4.1 Aflatoxiny

Pfirozené se vyskytuji v prostiedi a kontaminuji potraviny nebo krmiva [23]. Aflatoxiny
byly povazovany za produkt plisn¢ Aspergillus flavus. Od této plisné je odvozen i jejich nazev.
Pozdéji byla jejich produkce objevena i u jinych druht [24]. Nejbéznéjsimi producenty jsou
tedy Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus a Aspergillus nomius [25]. Mohou byt
syntetizovany ve sporach hub a myceliu nebo vylu¢ovany jako exotoxiny [26]. Za urcitych
podminek jsou schopny rist a tvofit aflatoxiny skoro na kazdém organickém substratu. Byly
objeveny zacatkem 60. let v souvislosti s epidemii nazyvanou jako kruti onemocnéni X [27].
Zadny z 50 testovanych znamych chemickych jedii nebyl nalezen, ani virové nebo bakterialni
infekce nebyly prokézany. Zadny novy mikroorganismus také nebyl objeven. Veterinafi,
patologové, mikrobiologové, odbornici na vyzivu, chemici a védci vS§eho druhu nakonec pfisli
na to, ze krmivo obsahovalo kontaminovanou arasidovou mouku pivodem z Brazilie [28].
V okoli Londyna zahynulo pftiblizné¢ 100 000 krutich mlad’at [27]. Poté bylo v USA
zaznamenano onemocnéni hepatomu u pstruhl  vyvoland bavilnikovym olejem
kontaminovanym aflatoxiny [1]. Prvni epidemie u lidi byla zaznamenana v roce 1974.
Soucasné ve 150 vesnicich v severozapadni Indii vykazovalo nékolik set tisic lidi stejné
pfiznaky otravy, které byly doprovazeny poSkozenim jater a Zloutenkou. Vice nez 100 lidi
zemielo. Nasledné byla prokézéna souvislost epidemie s konzumaci kontaminovaného zrni,
které obsahovalo aflatoxin B1 v primérné koncentraci 15 mg/kg [27].

Aflatoxiny jsou skupina pfiblizné€ dvaceti pfibuznych metabolitt hub [29]. Jsou derivaty
difuranokumarinového skeletu [28]. V potravinach se nejéastéji vyskytuji aflatoxiny B1, B2, G1

a Go, jejichz struktury jsou zobrazeny na obrazku 4 [29]. Jsou oznaCeny podle barvy
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fluorescence v UV oblasti. B1 a B2 poskytuji modrou fluorescenci. G1 a Gz Zlutozelenou
fluorescenci. V mléce byly stanoveny v minoritnim zastoupeni aflatoxiny Mi a Mz, coz jsou
hydroxy derivaty aflatoxini B: a By, které jsou potencionalné Kkarcinogenni pro
Cloveka [24, 26]. Aflatoxin M1 se tvoii v jatrech a vylucuje se do mléka a mlé¢nych zlaz, jak
u lidi, tak u laktujicich zvirat [30]. V kyselejsim prostiedi pH vznikaji z aflatoxini B; a G
neenzymatickym pusobenim aflatoxiny Boa a Goa [24]. Obecné vyvolavaji mutagenni,
karcinogenni a teratogenni ucinky [23]. Aflatoxin Bi je genotoxicky karcinogen s akutni
toxicitou LD50 vrozsahu 0,4 — 18 mg/kg Vzavislosti na pouzitém pokusném
zvifteti [24, 25, 27]. Maximalni pfipustnd hladina celkovych aflatoxinti v potravinach byla
stanovena na hodnotu mensi nez 20 ppb. V mléce pak mensi nez 0,5 ppb [23]. Regulace
aflatoxini byla zpocatku omezena analytickymi metodami. Dnes muzeme detekovat
s piesnosti na desetiny ng [27]. Nadmémym piijmem mize dojit k aflatoxikoze. Pii akutni
aflatoxikoze dochazi predevsim k ¢aste¢nému poskozeni jater. V horsich ptipadech i
kK naprostému selhani jejich funkce. Chronicka aflatoxik6za je zpusobena dlouhodobym
pfijmem aflatoxinii nejCastéji ze zaplisnénych potravin. Jeji diagnéza je slozitd a
v nejvaznéjsich pripadech dochazi ke karcinomu jater [24]. Nejvice nachylnymi potravinami
na vyskyt aflatoxinli jsou arasSidy, ofechy, chilli, kofeni, ovoce, s6ja, kukufice a vyrobky
z nich [27].

OCH3

OCH3
Aflatoxin Gl Aflatoxin G2

Obrazek 4 - Chemicka struktura aflatoxint [26]
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1.4.2 Ochratoxin A

Ochratoxin A byl izolovan z Aspergillus ochraceus v roce 1965 jihoafrickymi badateli.
Jako prirozené se vyskytujici kontaminant v kukufici byl objeven az roku 1969 v USA.
Ochratoxin A produkuji hlavné rody Aspergillus a Penicillium. V tropech a subtropech je
produkovan spiSe plisni Aspergillus. Idealni teplotou k jeho produkci plisni Aspergillus
ochraceus je cca 28 °C. Je produkovan i vrozmezi 15-37 °C. Pfi nizsich teplotach jsou
ho schopny vytvaret plisn¢ Penicillium, které to dokazou uz od 4 °C [1].

Ochratoxin A je ve skupiné ochratoxini dominantni. Jeho struktura je na obrazku 5.
Obecné je muzeme oznalit jako derivaty 7-izokumarinu vazaného na aminoskupinu
a-B-fenylalaninu. DalSimi zastupci jsou napiiklad ochratoxin B, ochratoxin C, ochratoxin D,
10-hydroxyochratoxin, ochratoxin o a dal§i. Ochratoxin B je 16 x méné toxicky nez

ochratoxin A. Ochratoxin C je stejné toxicky, ale v potravinach se vyskytuje jen vzacné.
OH__O
NH O

Cl

Obrazek 5 - Chemicka struktura ochratoxinu A [31]

Ochratoxin A se vyskutuje v Sirokém spektru potravin. Nejvice je zastoupen
v cerealiich, ceredlnich vyrobcich, vepfovém masu, krvi a vnitfnostech (jatra, ledviny a
vyrobky z krve). Dale pak v lusténinach, zeleném ¢aji, kofeni, pivu, kave, vinu, suSeném ovoci
a vinném octu [1]. Ochratoxin A je stabilni v kyselém prostiedi a dokaze odolavat vysokym
teplotam [7]. V roce 1995 byl stanoven provizorni tolerovatelny tydenni pfivod na 100 ng/kg
télesné hmotnosti na tyden. Pozd¢ji roku 1998 byl stanoven provizorni tolerovatelny denni
pfivod na 5 ng/kg té€lesné hmotnosti na den. Stanovené hodnoty v potravinadch dosahovaly
koncentraci od setin jednotek pg/kg az po tisice pg/kg, coz by pii poziti potraviny
kontaminované takovym mnozstvim mohlo vést ke zdravotnim komplikacim [1].

Ochratoxin A je klasifikovan ve skupiné 2B jako mozny lidsky karcinogen. Je akutné
nefrotoxicky a hepatotoxicky. Dale zpusobuje genotoxicitu, neurotoxicitu, imunotoxicitu,
teratogenitu a embryotoxicitu u lidi i1 zvifat. Ovliviiuje produktivitu hospodaiskych zvitat.

Dochazi u nich ke snizené preméné krmiva a horSimu pfirtstku télesné hmotnosti. Mtize
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se snizit i produkce vajec u nosnic. Je zde podezieni, ze zplisobuje balkdnskou endemickou
nefropatii, kterou trpi jihovychodni Evropani. Evropska unie stanovila limity pro ochratoxin A

pouze Vv nékterych potravinach v rozmezi 5-50 ppb [7].

1.4.3 Patulin

Patulin byl poprvé objeven roku 1941 pii vyzkumu novych antibiotik. Byl izolovan
nezavisle na sobé nékolika autory pod ruznymi nazvy jako Klavitin, klavacin, expanzin,
penicidin, mykoin, leokopin a tercinic. Nazev patulin byl poprvé pouzit v roce 1943, kdy byl
izolovan Anslowem a kol. [1], jako antibioticky aktivni metabolit Penicillium patulum. Byl
uéinny na grampozitivni i gramnegativni bakterie. Ve stejném roce byla objasnéna i jeho
struktura viditelna na obrazku 6 [1]. Na kratkou dobu byl vyuzivan jako IéCebné
antibiotikum [32]. Pozdé&ji byly zjistény i jeho toxické ucinky pti laboratornich pokusech na

zviratech a proto byl zafazen mezi mykotoxiny [33].

Obrazek 6 - Chemicka struktura patulinu [33]

Na jeho produkci se nejvice podileji rody Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces a
Byssochlamidys. Hlavnim producentem je Penicillium expansum, ktery puasobi jako
kontaminant jablek a dal§itho ovoce. Dalsimi vyznamnymi jsou Byssochlamys nivea a
Aspergillus clavatus [1]. Celkové ho vsak produkuje pies 60 druht hub [33]. Chemicky se fadi
mezi nenasycené laktony a jeho biosynteticka dréha je jedna z nejlépe prozkoumanych drah
sekundarniho metabolismu hub [1]. Ackoli podrobné zname strukturu meziprodukta, jejich
funkce je stale nejasna [34]. Optimalnimi podminkami pro jeho rist jsou teplota okolo 25 °C a
pH v rozmezi 3 - 6,5 [32]. Je toxicky pro bakterie, prvoky, houby, rostliny, koryse a obratlovce.
Nejcastéji poskozuje gastrointestindlni trakt, zejména Zaludec¢ni sliznice. Byly u néj dokdzany
neurotoxické, imunosupresivni a mutagenni G¢inky [1]. PoSkozuje centralni nervovou soustavu,

slezinu, jatra, zaludek, ledviny a respiracni aparat. Pti pravidelné a dlouhodobé expozici mlize

27



byt karcinogenni. Hlavni projevy intoxikace se mohou projevit ztratou koordinace, paralyzou a
degradaci neuronti mozkové kiry [32].

Clovék pfijima patulin predev§im zrtznych potravin vyrobenych ze zkaZeného
ovoce [32]. Jelikoz rust plisn¢ a nasledna produkce patulinu béZzné probiha aZz po poSkozeni
povrchu plodu. Nelze vSak podcenit vyskyt ve zdravém plodu. Vyskytuje se jako kontaminant
jablek a vyrobku z nich [1]. Nejcastéji v ovocnych dzusech a jableénych mostech [34]. Také
byl objeven v ovoci s pfirozenou hnédou hnilobou. Patii mezi né banany, broskve, merunky,
ananas a spoustu dalSich. Piirozeny vyskyt v obili prozatim nebyl prokazan. Vyskyt patulinu je
spiSe ukazatelem Spatnych vyrobnich postupti a pouzivani plesnivych vstupnich surovin.
Dostate¢nou prevenci intoxikace by mélo byt dikladné a peclivé tfidéni ovoce [1]. Nicméné ne
vzdy je hniloba viditelnd, proto nebude vyfazeni shnilych jablek vzdy tak ucinné. MiZe lehce
dojit k lisovani jablka, které ma vnitini hnilobu. Kvili kontaminaci ovoce a dalSich plodin doslo
Kk pouziti fungicidu, které snizovali mnozstvi a vyskyt patulinu, ale jejich pouziti zptisobovalo
negativni ohlasy u vefejnosti a ve vétSin¢ zemi bylo jejich pouzivani nakonec zakazano [35].
Tolerovatelny denni piivod patulinu byl stanoven na 0,4 ng/kg télesné hmotnosti na den [1].
Navzdory snahdm o sniZeni patulinu ve vSech stadiich procesu vyroby jablek je vyskyt tohoto

mykotoxinu na celém svéte stale vysoky [34].

1.4.4 Trichotheceny

Trichotheceny byly v roce 1932 rozpoznany jako mykotoxiny zptsobujici alimentarni
toxickou aleukii (septickou anginu) u lidi na uzemi tehdejsiho SSSR [7, 32]. Prvni izolovany
trichothecen byl trichothecin z Trichotheceum roseum. Nicmén¢ az objev deoxynivalenonu
vroce 1980 nastartoval vyzkum druhu Fusarium a trichothecenti z jinych roda [36]. Jsou
produkovany predevsim plisnémi rodu Fusarium. Dalsimi producenty jsou rody Myrothecium,
Trichothecium,  Trichoderma,  Cylindrocarpon,  Acromonium  (Cephalosporium),
Dendrodochium Verticimonosporum a Stachybotrys [3, 7]. Trichotheceny jsou nejriiznorodéjsi
skupinou mykotoxind. V soucasné dob¢ je zndmo vice nez 150 trichothecentl a jejich derivatd,
ale jenom nékteré z nich byly detekovany jako piirodni kontaminanty obilnin [7]. Jde o vice
nez 80 typu velice si podobnych latek [32]. Struktura trichothecenového jadra je zobrazena

na obrazku 7.
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Obrazek 7 - Chemicka struktura trichothecenového jadra [36]

Trichotheceny se odvozuji od zakladniho skeletu — trichothekanu [3, 6]. Podle chemické
struktury se jedna o tetracyklické seskviterpeny zahrnujici Sesticlenny cykl s kyslikem, ktery
obsahuje dvojnou vazbu mezi uhliky C-9, C-10 a epoxyskupinu v poloze C-12, C-13 [3, 21].
Obecné vétsinu téchto latek miizeme oznacovat jako 12, 13-epoxy-9-trichotecény. Muzeme je
rozdélit do dvou skupin. Do prvni patii alkohol derivaty trichothecent a jejich jednoduché
poctu funk¢nich a substitucnich skupin se trichotheceny déli do Etyt skupin, jejichz struktury
jsou na obrazku 8:

- typ A — bez kyslikové skupiny (oxoskupiny) na C-8

- typ B — na C-8 je oxoskupina

- typ C — dalsi epoxyskupina v poloze C-7, C-8 nebo C-8, C-9

- typ D — makrocyklicky kruh mezi C-4 a C-15 se dvéma esterovymi vazbami [21, 37]

Obrazek 8 - Struktura trichotheceni typu A, B, C a D [38]
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Mezi nejznaméjsi trichotheceny typu A jsou povazovany T-2 toxin a HT-2 toxin,
producenty trichothecent jsou plisné¢ Fusarium graminearum a Fusarium culmorum, které
zpusobuji nemoc nazyvanou Fusarium head blight, coZ je destruktivni onemocnéni obilnin
s celosvétovym negativnim ekonomickym dopadem popisované v kapitole 1.3.3. Nejcastéji
se vyskytuji v pSenici, zitu, je€meni, kukufici a ryzi. Dale mohou byt pfitomny v s6jovych
bobech, bramborach, arasidech, slune¢nicovych semenech, bananech, ale také v produktech
zZ obilovin jako je chléb, nudle, pivo nebo snidafiové cerealie [7]. Toxi¢téjsi trichotheceny typu
C a D se v potravinach a krmivech pfili§ ¢asto nevyskytuji [6]. Trichotheceny jsou pokladany
krmivech. Jak pro lidi, tak pro hospodaiska zvifata vykazuji vysokou toxicitu, kterd je
vysvétlovana piitomnosti epoxyskupiny [3, 6]. Jsou to latky znamé jako inhibitory syntézy
proteinti a imunosupresivni latky [32]. K mykotoxikdze trichothecenu dochazi nékolik hodin
po poziti kontaminovanych potravin. Jedna z nejvétsich epidemii probéhla v devadesatych
letech v Severni Americe, kde zpusobila ekonomickou ztratu okolo 3 miliard dolard [11].
Béznymi ptiznaky toxicity u zvifat je zpomaleny rist, snizend produkce mléka, odmitani krmiv,
stfevni krvaceni a potlaceni imunity [7]. U lidi mize dochéazet ke snizovani pifijmu nebo
uplnému odmitnuti potravy, podrazdéni ktize, zvraceni, prijmu a krvacivosti [6]. Trichotheceny
jsou rychle vstfebavany gastrointestindlnim traktem a v jatrech vznikaji epoxidy, které
negativné ovliviiyji zakladni bunééné funkce. Mezi né patii syntéza bilkovin a DNA [32].
Je zajimavé, ze bylo pozorovano relativné malo toxigennich ucinkl na bakteriich ve srovnani
s eukaryotickymi kmeny. To znaci urcity stupenn specificity. V sou€asné dobé zbyva zjistit,
jestli je toxikologicka rezistence u prokaryot zpiisobena rozdily v bunééném mechanismu,
rychlému metabolismu nebo neefektivni membranové translokaci. Nékteré studie dokonce
naznacili, ze makrocyklické trichotheceny se zamétuji na rakovinné buniky a mohou byt

uzitecné jako antileukemika [36].

T-2 toxin a HT-2 toxin

T-2 toxin byl poprvné izolovan z kultury Fusarium sporotrichioides v roce 1968. Jeho
producenty jsou tedy predevsim plisné rodu Fusarium [1]. Patii mezi trichotheceny typu A
stejné jako HT-2 toxin, ktery je jeho hlavnim metabolitem [9, 37]. Oba dva patii mezi
nejtoxictéjsi ¢leny trichotheceni a jejich strukturni vzorce jsou na obrazku 9 [9]. T-2 toxin ma
vysokou akutni toxicitu a je plvodcem onemocnéni znamé jako alimentarni toxicka

aleukie [1, 21]. Prvni zminka o tomto onemocnéni je z doby druhé svétové valky [37]. Nemoc
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se projevila po poziti plesnivych zrn v oblastech Ruska. Mira umrtnosti dosahovala az 80 %.
Mezi projevy onemocnéni patii zvraceni, horecka, zanéty traviciho traktu, snizeni poctu bilych
krvinek a smrt [39]. Druha zprava pochazela z Japonska pii otravé koni [37]. T-2 toxin byl
udajné pouzit i jako biologicka zbran nazyvana ,,yellow rain“ v Jihovychodni Asii [39].

Oba mykotoxiny jsou kontaminanty obili. Pfevazné se jednd o oves, zito, pSenici a
je¢men. Jejich vyskyt je posledni dobou c¢asto zaznamendvan ve vysokych koncentracich
v ovsu. U této obiloviny nedochazi k pozorovatelnému napadeni Fusarii v pribéhu vegetace.
Plisen se rozviji latentné a kontaminuje oves mykotoxiny [21]. Optimalni teplotou pro vyskyt
je 8-14 °C [37]. Oba mykotoxiny se v napadenych obilovinach nachazeji spole¢né. Je tézké
rozdélit jejich ucinky vzhledem k rychlému metabolismu T-2 toxinu [37]. Vétsinou jsou tyto
latky stanovovany spole¢né a jejich koncentrace je uvadéna v sumé&. Laboratofe se casto
monitoringu se pouziva predevS§im vysokoucéinna kapalinova chromatografie v kombinaci

s hmotnostni spektrometrii [21].

HT-2 toxin T-2 toxin

Obrazek 9 - Strukturni vzorec HT-2 toxinu a T-2 toxinu [21]

T-2 toxin inhibuje syntézu proteinti, DNA, RNA, mitochondridlnich funkeci a dalSich procest.
Zpusobuje smrt eukaryotické buiky. Ma piimy lyticky ucinek na erytrocyty. Produkty
kontaminované timto mykotoxinem mohou zpiisobit vdzné zdravotni problémy u lidi 1 zvitat.
Mize dojit az k usmrceni. EXpozice se u zvirat projevi fadou akutnich i chronickych u¢inkd.
VétSinou jde o Ucinky dermatotoxické a emetické. Jsou popsany téZ Gi€inky imunosupresivni,
genotoxické a diskutuji se ¢inky karcinogenni. Dochazi k zanétim gastrointestinalniho traktu,
leukopenii, degradaci kostni dien€, nevolnosti, zvraceni, zavratim, zimnici, bolestem bficha,
prijmu a potratim. Zpiisobuje vysokou dermalni toxicitu. Rychle penetruje klizi, zptisobuje jeji

zarudnuti, puchyfe, popaleniny az nekrézu. Ma srovnatelné ucinky s yperitem. Nebezpecny je
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1 ve form¢ aerosolu. Nejcasteji dochazi k poSkozeni oci. Pii inhalaci jsou postizené dychaci
cesty. Pfedstavuje hrozby zneuziti jako biologické zbrané. T-2 toxin pravdépodobné soucasné
pusobi s deoxynivalenolem. Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC/WHO) tadi
toxin do treti kategorie. To znamena, Ze zatim neni fazen jako karcinogen pro clovéka.
Navzdory tomu byla u hlodavct zjisténa schopnost iniciovat tvorbu karcinomu v plicich,
jatrech nebo travicim traktu. Provizorni tolerovatelny denni pfijem pro T-2 toxin byl stanoven

na 60 ng/kg télesné hmotnosti na den [1, 37].

Nivalenol

Nivalenol je jednim z pfirozené se vyskytujicich trichothecent, ktery patii do
skupiny B. Byl objeven v psenici a je¢meni pfi probihajicich prizkumech mezi lety 1976-1985
v Japonsku [37]. Poprvé byla tato latka izolovana z kultury Fusarium nivale [21]. Jeho
strukturni vzorec je zobrazen na obrazku 10. Casto se vyskytuje spoleéné s fusarenonem X [37].
Hlavnimi producenty jsou uvadény Fusarium poae a Fusarium cerealis. Fusarium culmorum
a Fusarium graminearum jsou vsak také schopné produkovat nivalenol [21, 37].

Objevuje se piedevsim v suchych a parnych 1étech. Nejcastéji se vyskytuje v oblastech
Evropy, Australie a Asie. Diky vysokeé stabilité¢ dokaze odolévat i vysokym teplotam. Nejcastéji
napada zrna obilovin [37]. Nejcastéji se vyskytuje v pSenici, kukufici, ovsu, jeCmeni a zitu.

Také se nachazi ve sladu, pivu nebo tieba chlebu [21, 37].

H
|.on
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Obrazek 10 - Strukturni vzorec nivalenolu [21]

Nivalenol je silny inhibitor proteinu, RNA a syntézy DNA. Zpisobuje nekrozu
proliferujicich bunck a je extrémné toxicky pro tkané, které se rychle déli. Pti pokusech
na mysich byly zjistény embryotoxické a fetotoxické u€inky. Je prokdzana inhibice produkce

imunoglobilinti u mys$i. Dostupné informace jsou vSak pfili§ omezené. Pii akutnim ucinku
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dochdzi ktoxicit¢ kostni dfené. Chronickd toxicita mulze zpisobit leukopenii.
U experimentalnich zvifat nebyla prokézana karcinogenita nivalenolu. Prozatim nejsou zadné
udaje toxicity u lidi [37].

Z divodu jeho vysoké polarity je jeho stanoveni multidetek¢nimi chromatografickymi
metodami velice slozité. Zatim neexistuje zadna legislativa, kterd by omezovala jeho nejvyssi
povolend mnoZstvi v potravinach. Rada analytickych laborato¥i se proto jeho analyzou
nezabyva. V posledni dobé miizeme pozorovat vzristajici frekvenci jeho vyskytu. Tim se

dostava i do popiedi zajmu odborniku [21].

Deoxynivalenol

Deoxynivalenol byl objeven v roce 1973 a patii mezi vyznamné zastupce trichothecenti
skupiny B [1]. Pouziva se pro n& i oznaceni vomitoxin [11]. Jeho chemicka struktura je
zobrazena na obrazku 11. Je produkovan zastupci rodu Fusarium. Zejména druhy Fusarium
graminerium a Fusarium culmorum [9]. Oba druhy maji jiné optimalni podminky pro rist, coz
nejspise ovliviiuje geografické rozlozeni. Ve vyspélych zemich jsou zrna susena pii vIhkosti
mensi nez 13 %. Tak se zabrani ristu plisni, ale potfdd miize dojit ke kontaminaci pted sklizni.
V zemich, kde se vlhkost tolik nekontroluje dochazi ke kontaminaci pfi skladovani. V soucasné
dobé jsou plisné s produkci deoxynivalenolu zavislé predevsim na povétrnostnich podminkach.
Dale jsou podporovany nizkou teplotou a vysokou vlhkosti [37].

Deoxynivalenol se vyskutuje prakticky vSude na svété, kde se péstuji obiloviny. Je
to negjbézngjsi a nejvice znadmy mykotoxin, ktery kontaminuje potraviny a krmiva
z obilovin [1]. V odebranych vzorcich se vyskytuje skoro se 100% jistotou [32]. Byva pouzivan
jako indikator upozormnujici na pfitomnost dalsich mykotoxint [21]. Je dokonce povazovan
Velké Britanie, USA a Vv oblastech jizni Afriky. Kontaminace miize byt ¢aste¢né eliminovana
dodrzovanim spravné zemédé€lské praxe a pouzitim vhodnych agrotechnickych opatieni a
prostiedkti na ochranu rostlin [1]. Pfitomnost jde poznat podle nacervenalych, bélavych,
napadné lehkych nebo scvrklych zrn [32]. Koncentraci deoxynivalenolu v jeCmeni lze snizit
béhem namaceni az o 80-100 %. Pti kliceni vsak jeho obsah opét vzroste a to az 0 300 %. To je
divod, pro¢ slad obsahuje vice tohoto toxinu nez je¢men. Nejvyssi koncentrace jsou obvykle
pozorovany u pSenice, je¢mene, kukufice a vyrobkd z nich. Dale se vyskytuje i v ostatnich
obilovinach a vyrobcich z nich (ryze, proso, ¢irok, otruby, chléb, Spagety, nudle, pivo, koriandr,
zazvor, sojové boby, slune¢nice, ¢esnek a brambory). V obilovinach se deoxynivalenol casto

spole¢né vyskytuje s nivalenolem a T-2 toxinem [1]. Podle pocitatové simulace v USA se
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ukazalo, ze ro¢ni ztraty na urodé pSenice a obili spojené s deoxynivalenolem dosahuji

637 miliond dolard [11].

OH

Obrazek 11 - Strukturni vzorec deoxynivalenolu [21]

DON je povazovan za vysoce stabilni a dokaze piezit riizné zpisoby zpracovani, jako
je mleti, peCeni, ohfev a praskovani [37]. Degradace byla pozorovana az pii teplotach vyssich
nez 210 °C [21]. Néktera chemicka ¢inidla ho dokazou degradovat, ale nepouzivaji se, protoze
nejsou vhodné ke zpracovani obili nebo samy o sobé piedstavuji zdvazné zdravotni rizika.
Stabilni je v slab¢ kyselém prostiedi. V zasaditém prostiedi se naopak rozklada [37].

Deoxynivalenol je mén¢ toxicky nez ostatni trichotheceny. Ve vysokych davkach vsak
muze zpusobit smrt podobnou Soku. Je nepravdépodobné, Ze bychom se s tak vysokymi
davkami setkali v potravinach. Mechanismus U¢inku zahrnuje naruseni bunécné struktury,
inhibici syntézy proteinu a vyvolani apoptdzy. Mechanismus téchto ucinki vSak jesté nebyl
plné vysvétlen [37]. Pii intoxikaci dojde K poklesu tvorby protilatek a snizeni poctu
leukocytt [32]. Deoxynivalenol vykazuje imunosupresivni a teratogenni ucinky. Zalezi také na
davce a délce expozice. Mezi pfiznaky akutni toxicity patii tizkost, zvySené slinéni, koZni
zmény, malatnost, prijem, zvraceni a anorexie. U chronické toxicity to je ibytek hmotnosti,
odmitani potravy a anorexie. Experimentalni zvifata jsou citliva podle nasledujiciho potadi:
prasata > mysi > Krysy > driibez > prezvykavci. To je zpisobeno rozdilnou absorpci, distribuci,
metabolismem a eliminaci deoxynivalenolu [37].

Nejcitlivéjsi jsou prasata, U Kterych dochazi ke snizeni pfijmu a celkovému odmitnuti
krmiva, sniZzeni pfirastku a zvraceni pfi koncentraci vyssi nez 0,7 mg DON/kg krmiva. Toxické
efekty jsou pozorovatelné uz od koncentrace 0,25 mg DON/kg krmiva. U ptezvykavci se
snizuje uzitkovost a piijem krmiva. Dribez snizuje hmotnost vejce a kvalitu skofapky [32].
Lze ptedpokladat, ze u lidi mize vyvolat podobné ucinky jako u zvifat [37]. V Kasmiru doslo

v roce 1987 Kk otravé 50 000 osob, které méli gastrointestinalni onemocnéni nazvané akutni
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DON toxikézou. V roce 1980 zase v Indii a Ciné k otravé tzv. Cervenou plisni (red mold
poisoning) [1]. Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC/WHO) Klasifikuje
deoxynivalenol ve skupiné 3, ktera neni karcinogenni pro ¢lovéka [37]. Maximalni denni
tolerovatelny piijem byl stanoven na 1 pg/kg télesné hmotnosti na den [1]. Ve vétsiné
potravinarskych vyrobkl jsou stanoveny maximalni tolerované hladiny od 500 po 1000 pg/kg.
Maximalni aroven u surovych obilovin povolenych Evropskou unii je 1250 ug/kg [11]. V USA
a Kanadé je limit 4 mg/kg v krmivu. Pro dojnice je kriticka koncentrace 5 mg/kg krmiva.
V Cesku je stanoven maximalni obsah deoxynivalenolu v obilovinach na 2 mg/kg. V mouce je
limit stanoven na 1 mg/kg [32]. Analyza metodou ELISA je cenové mnohem dostupnéjsi
nez GC-MS nebo LC-MS, avsak vyhodou technik s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie

je, ze lze detekovat vice trichothecent a dalSich mykotoxinti najednou [36].

Fusarenon X

Poprvé byl tento mykotoxin izolovan v roce 1968, avsak ve vyzkumech na n¢j miizeme
narazit jen zfidka. Je produkovan riznymi druhy rody Fusarium. Mezi nejcastéjsi patii
Fusarium nivale, Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Fusarium semitectum,
Fusarium sporotrichioides a Fusarium sambucinum. Nejcastéji se vyskytuje v teplych
subtropickych oblastech svéta. Kontaminuje ¢esnek, kukufici, oves a pSenici.

Patii mezi selektivni inhibitory syntézy proteinu a DNA, inhibice syntézy RNA nebyla
ovlivnéna. Primarné napada proliferujici tkan€ s vysokym délenim, nejcastéji slezinu, kostni
dfenn a stfevni sliznici. Na experimentalnich zvifatech byly prokazany imunosupresivni,
cytotoxické a emetické ucinky. Zptisobuje prijjem, podchlazeni a sniZenou frekvenci dychani.
Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny dospéla k zavéru, Ze u pokusnych zvifat nejsou
dostate¢né diikazy o jeho karcinogenité, u lidi nejsou K dispozici zadné tidaje. Latka byla
klasifikovana do skupiny 3 [37].

1.4.5 Fumonisiny

Fumonisiny byly objeveny v roce 1988. Jsou hydrofilni povahy, ¢imz se 1isi od ostatnich
mykotoxind, které mohou byt rozpustény v organickych rozpoustédlech [7]. Byly izolovany
z kukutice predevsim z plisni Fusarium verticilliodes a Fusarium moniliforme [1, 7].
Pii pokusech na konich bylo zjiSténo, Ze zpisobuji onemocnéni nazyvané
leukoencefalomalacie. Tim se potvrdila souvislost tohoto onemocnéni s konzumaci plesnivého
krmiva. [1] U prasat zptsobuji plicni edém. V roce 1989 doslo k smrtelné chorobé prasat

krmenych kukuftici napadenou plisni Fusarium vertocilliodes v Iow¢, Illinois a Gruzii [37].
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Pro hospodarska zvitata predstavuji zavazné riziko a pii vyssi intoxikaci mohou vést ke
smrti [21].

V soucasné dob¢ je znamo vice nez 28 fumonisinii, které¢ jsou rozdéleny do Ctyt
skupin (A, B, C a P) [7]. Fumonisiny zabranuji biosintéze sfingolipidt, které se nachazeji ve
veétsim mnozstvi v mozku a v nervové tkani, kde jsou potiebné pro stavbu a fyziologickou
¢innost buiiecné stény. Nejvyznamnéjsi jsou fumonisiny B1, B, a Bgs, které se bézné vyskytuji
V piirodé jako kontaminanty potravin a krmiv [1]. V Ciné bylo v roce 2014 pozitivnich 98 %
vzorkt kukufice z provincie San-tung [7]. Jsou to vysoce polarni, ve vodé rozpustné diestery
propan 1,2,3-trikarboxylové kyseliny s pentahydroxydimethyleikosanem, ktery obsahuje
vazanou aminoskupinu. Typy fumonisint se pak li$i typem navazanych funkcnich skupin, které
jsou zobrazeny na obrazku 12 [21]. Nejéastéjsim fumonisinem je Bi a celkové tvoii 70-80 %
této skupiny. Je fazen do skupiny 2B jako pravdépodobné karcinogenni [7]. Kromé kukufice se
mohou nachdazet i ve fazolich, ryzi, kofeni, pivu, nudlich a chlebu. U zvitat zptisobuji zavazné
poruchy jater, ledvin a srdce. Vyzkumy naznacuji spojitost s rakovinou jicnu u ¢lovéka. Dalsi
ucinky na lidské zdravi jsou nejasné. Prozatim je stanoven tolerovatelny denni piijem na

2 ug/kg télesné hmotnosti na den [37].
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Obrazek 12 - Chemicka struktura fumonisinu B1,B2,B3 a B4 [26]

1.4.6 Zearalenon

Zearalenon byl objeven ve spojitosti s reprodukéni poruchou u prasat znamou jako
vulvovaginitida. Tento zanét byl zptisobovan zkrmovanim plesnivé kukufice [37]. Mykotoxin
byl izolovan z kultury Gibberella zeae na mleté kukufici. Nejdtive dostal nazev F-2 toxin a
pozd¢ji byl piejmenovan na zearalenon. Jeho chemicka struktura byla objasnéna v roce 1966 a

je zobrazena na obrazku 13 [1].
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Hlavnimi producenty jsou plisn¢ Fusarium semitecum a Fusarium graminearum, ktera
je schopnéd produkce zearalenonu v koncentraci az 1900 pg/kg, coz odpovidd hmotnosti
suchého obili [1, 7]. Idealni teplotni podminky pro jeho tvorbu jsou 12-14 °C. Je vSak prokazana
produkce i pfi teplotach nizSich nez 10 °C a dokonce i pod 0 °C [1]. Jeho tvorbu podporuje i
vysoka vlhkost. Vyskytuje se v mirnych oblastech Evropy, Ameriky a Asie [7]. Zearalenon je
navic velmi stabilni sloucenina. Zistdva neménna pii skladovani, mleti a dal$im zpracovani

jako fermentaci a vafeni potravin. Pfi vyssich teplotach nedochazi k jeho degradaci [37].

OH O ;

HO

Obrazek 13 - Strukturni vzorec zearalenonu [21]

Z chemického hlediska jde o lakton kyseliny B-resorcilové. Existuje i n€kolik jeho
derivata [1]. Strukturné se podoba piirozené se vyskytujicim estrogeniim a je popsan jako
estrogenni mykotoxin [7]. Zearalenon a jeho derivaty vytésni estradiol z proteinu vazajiciho
uterin, ktery nese estrogenni odpovéd’ [37]. To ma za nasledek zmény a léze Vv zZenském
reprodukénim systému. Déle byla u domadacich nebo laboratornich zvifat pozorovana
neplodnost, otok délohy a vulvy, resorpce embrya a atrofie vaje¢niku. U skotu je konzumace
s vysokym obsahem zearalenonu piimo spojena s neplodnosti a sniZzenou produkci mléka [7].
Neni akutné toxicky, i pfi relativné vysoké oralni aplikaci u zvifat nezptsobil smrt [1].
Je klasifikovan do skupiny 3 jako pravdépodobné nekarcinogenni pro ¢lovéka [7]. Muze se
vSak uplatnit jako promotor [1]. U malych déti a plodd muze dojit k intoxikaci, ktera vede
k pfed¢asnému vyvoji druhotnych pohlavnich znakd a zvétSeni prsou. Je mozné, ze snizuje i
muzskou plodnost [37].

Nachazi se predevs§im v cerealiich a cerealnich produktech [1]. V USA a Kanad¢
kontaminuje piedevs§im kukufici a pSenici. V evropskych zemich se jedné predevsim o pSenici,

Zito a oves [7]. Dale muze kontaminovat je¢men, pivo, slad, cornflakes, popcorn, chléb, ryzi,
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¢irok, ofechy, banany a rizné kotfeni. V obilovinach se Casto vyskytuje v pfitomnosti jin¢ho
fuzariového mykotoxinu. Slouzi tak jako indikator vyskytu ptedev§im trichothecenii [1].
Nejcastéji se objevuje spole¢né s deoxynivalenolem [7]. Potraviny na bazi obilovin pro kojence
a malé déti mohou obsahovat maximalné 20 pg/kg. Chleba, pecivo a susenky mohou obsahovat
50 pg/kg. Pro obiloviny urcené k piimé lidské spotiebé je to 75 pg/kg. U nezpracované
kukufice to mize byt az 350 ug/kg. Hodnoty pro krmné smési se pohybuji okolo 2 mg/kg [8].

1.5 Uprava vzorku pied analyzou

1.5.1 Odbér vzorku

vvvvvv

vzorkovani zna¢né ovliviiuje spolehlivost vysledkt celé analyzy. Pokud dojde k chybé pti
odbéru vzorku nebo jeho skladovani, tak je prakticky nemozné tuto chybu napravit. Vzorky
potravinovych surovin, potravin a krmiv jsou ve vétSiné piipadi nehomogenni. Vzhledem
K nerovnomérnému zastoupeni mykotoxinti v obilovinach, potravinach a krmivech je obtizné
ziskat reprezentativni vzorek. Pevné vzorky je nutné rozlozit a dezintegrovat ve vhodném
zafizeni. Odbéry vzorki se musi provadét z Sarzi o znacné hmotnosti ¢i poctu jednotek. Velmi
dalezité je dodrzovani pravidel vzorkovani dle pfislusné legislativy a dostate¢né
zhomogenizovani zpracovanych vzorkl. Tyto metody odbéru vzorkii jsou popsany v nafizeni
Komise (ES) ¢. 401/2006. Dale existuji rizné smérnice. Naptiklad smérnice o odbéru vzorki
pro analyzu aflatoxinii nebo pro odbér vzorku a analyzu ochratoxinu A. V ramci statu jsou
vydavany vyhlasky a rizné postupy. To vSe vede ke zlepSeni odbéru vzorki a analyze

mykotoxind v potravinach a krmivech [1, 7, 40-45].

1.5.2 Extrakce

K extrakci mykotoxinu z matrice se voli extrakéni rozpoustédlo podle povahy,
rozpustnosti ptislusného mykotoxinu a s ohledem na extrahovany materidl a dalsi zpracovani
extraktu. Pro extrakci mykotoxind ze zrn, obilnych potravin a jinych pevnych materiald
se vyuziva extrakce pomoci riznych organickych rozpoustédel. Vzhledem k charakteru a
stalosti mykotoxinll se extrahuji za laboratorni teploty v neutrdlnim nebo kyselém prostiedi.
Nejcastéji pouzivana ¢inidla k extrakci mykotoxini jsou methanol [46], chloroform [47],
aceton [47], dichlormethan [47], acetonitril [48], ethylacetat [49], pfipadné jejich smési
svodou [1, 7, 40-42, 47]. Nejcastéji pouzivané rozpoustédlo pro extrakci mykotoxin je vodny

roztok acetonitrilu [47, 50-55]. U stanoveni ZEA se pouziva smés acetonitrilu
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s methanolem [56, 57]. K témto rozpoustédlim nebo jejich smésim jsou Casto pridavany
modifikatory ve formé¢ kyselin nebo zéasad v zavislosti na vlastnostech mykotoxinu a matrice
vzorku [1, 7, 40, 45]. Kyselé rozpoustédlo miize prerusit silné vazby mezi analytem a jinymi
slozkami potravin, jako jsou bilkoviny a cukry, coz vede ke zvySeni ucinnosti extrakce.
Pti pouziti 50-80% vodného roztoku metanolu jako extrakéniho ¢inidla bylo dosazeno zlepSeni
ucinnosti extrakce pridavkem NaCl [1]. U vzorkd s vysokym obsahem tukll musi byt tuk
nejprve odstranén extrakci nepolarnimi rozpoustédly jako hexan nebo cyklohexan. Poté

nasleduje extrakce mykotoxinu [1, 7, 40-42, 47].

15.3 Cisténi

Cisténi extraktu je asové nejpracnéjsi a nejnarocndjsi ¢asti pii analyze mykotoxinu. Je
to diilezity proces pro odstranéni interferujicich latek, které by mohli piekazet pii nasledné
detekci mykotoxini. Ci§ténim extraktu se zvysi celkova spravnost a pfesnost analyzy. K &isténi

se pouzivaji nasledujici metody [1, 7, 40-42, 47]:

Extrakce kapalina-kapalina

Metoda pouzivana pii Cisténi extraktl nékterych mykotoxint, ktera je zaloZena na rdzné
rozpustnosti latek ve dvou nemisitelnych kapalinach. Pouzivala se hlavné pro stanovovani

aflatoxinti a ochratoxinu A v 70.-80. letech 20. stoleti [1].

Imunoafinitni chromatografie (IAC)

Pouzivéa se pro CiSténi extraktu na imunoafinitni kolonce. Tato metoda ma vysokou
specifitu, mensi spotfebu organickych rozpoustédel a mensi ¢asovou naroc¢nost. Tyto kolonky
jsou naplnény aktivovanou pevnou fazi vazanou na specifickou protilatku pro dany mykotoxin.
Kdyz extrakt prochazi kolonkou, tak je mykotoxin specificky navazan na protilatku v kolonce.
Nasledné dochazi k promyti kolonky promyvacim pufrem pro odstranéni vsech balastnich
latek. Poté je mykotoxin eluovan eluc¢ni smési, jako je napiiklad metanol nebo okyseleny
metanol. Tato metoda je vhodna pro stanoveni aflatoxinti, ochratoxinu A, deoxinivalenolu,
fumonisint a zearalenonu [1, 7, 40-42, 47]. K ptecisténi fumonisini muze byt pouzita kolonka
FumoniStar™ [6]. Pro ¢isténi DON, ZON, T-2 a HT-2 miize byt pouzita kolonka DZT® [6].
Pie¢isténi aflatoxinli je mozné na kolonce Aflaprep [58], AflaStar™Fit a AFLAOCHRA
HPLC™ [6]. Ochratoxiny mohou byt precistény pomoci kolonek OCHRAPREP® [58].
Kolonky Donprep® slouzi k precisténi DON [6, 58].
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Extrakce na pevnou fazi (SPE)

SPE je metoda zalozena na adsorpci mykotoxint ze vzorku na kolonce plnéné riiznou
stacionarni fazi. Poté jsou mykotoxiny eluovany vhodnym organickym rozpoustédlem.
Sorbenty jsou zraznych nepolarnich, stiedné polarnich i polarnich materiald na bazi
modifikovaného silikagelu, polymeru (styrendivinilbenzen), kifemicitanu hote¢natého nebo
silné kationtové nebo aniontové iontoménice (SCX, SAX, C18-AX, C18-CX, CBA). Existuje
Siroka Skala komeréné dostupnych SPE kolonek [1, 7, 40]. Vhodné pro ¢isténi vSech
mykotoxind jsou kolonky MycoSep®, které obsahuji smés dievéného uhli, iontoménic¢ovych
pryskyfic a dalSich materialt [40, 50, 52-55, 59, 60]. Pro stanoveni DON, ZON, T-2 a HT-2
mize byt pouzita kolonka PuriTox MultiToxin [58]. Pro trichotheceny typu A a B je mozné
pouzit kolonku Trichothecene EP column [6]. Sorbenty jsou voleny na zéakladé potravinové
matrice, chemické povahy mykotoxinu a pouzitého rozpoustédla. Tato metoda je vhodna
piedevsim pro stanovovani trichothecenut, patulinu, sterigmatocystinu a zearalenonu. Metody
SPE a IAC jsou nejcastéji pouzivané pro svou rychlost, ucinnost, reprodukovatelnost,
bezpe¢nost a Siroky rozsah selektivity [1, 7, 40]. IAC kolonky jsou v porovnani s SPE
selektivnéj$i a produkuji Cistsi extrakty s minimalnim mnoZzstvim interferujicich slozek. Diky
své vysoké selektivité vsak nejsou vhodné pro analyzu multimykotoxind, protoze ¢asto dojde

k navazani pouze jednoho cilového mykotoxinu [40].

Gelov4 filtrace (GPQ)

Je to metoda, kterd se pouziva pro separaci slozek z kapalného média. Latky s vyssi
molekulovou hmotnosti prochazeji kolonou snadnégji. Naopak mensi molekuly prechodné
vstupuji do pord gelu a jsou tak zadrzovany. Pfi analyze mykotoxinli slouzi pfedev§im
k odstranéni lipidovych slouéenin a rostlinnych nebo Zivogisnych pigmenti. V Cesku se

metoda pouziva pro stanoveni patulinu a zearalenonu [1].

QUECHERS

Pojmenovani pochazi ze slov quick, easy, cheap, effective, rugged and safe. Je to rychla
extrakéni metoda, kdy v jednom kroku dojde k extrakci a vyc¢isténi vzorku. Byla vyvinuta
v roce 2003 pro analyzu pesticidl, poté byla upravena pro Sirokou Skalu matric a analytd.
NejcCastéji se pouziva pro analyzu mykotoxinii z obilovin, vedlejSich produktii Zivocisného
primyslu (mléko, vejce), vina, kdvy a koteni. Tato metoda zahrnuje dvoustupniovou extrakci
rozpoustédlem (acetonitril s NaCl a MgSOs) a disperzni SPE (silikagel samotny nebo
s navazanymi C18 skupinami, grafitovy prasek) pro ¢isténi. QUECHERS je rychla, levna a
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jednoduchd metoda a ve srovnani sjinymi metodami pouzivd minimalni mnozstvi

rozpoustédla [7, 42, 47, 61].

1.6 Metody analyzy

1.6.1 Imunochemick4 metoda ELISA

ELISA je rychly enzymovy imunosorbentni test zalozeny na reakci antigenu
(mykotoxinu) s protilatkou, U niz se mé&fi mnozstvi navazanych latek pomoci pfidani enzymem
znaCen¢ho antigenu Ci protilatky. V nejjednodussim piipad¢ soupefi antigen s enzymem
znadenym antigenem o omezeny pocet vazebnych mist na protilatce. Cim vy3si je koncentrace
antigenu, tim niz§i je koncentrace enzymem znacené¢ho antigenu. Mnozstvi enzymem
znacen¢ho antigenu bude urcovat stupenn zbarveni. Vysledkem je barevny produkt, ktery
se ve vétsiné piipadt méii spektrofotometricky. Koncentrace produktu je tmérna koncentraci
antigenu nebo protilatky ve vzorku. Jsou mozné i jiné zpusoby detekce. Naptiklad
amperometrické, fluorimetrické nebo pouziti diferen¢ni pulsni voltametrie. Testy ELISA jsou
vétsinou provadéné na mikrotitra¢nich desti¢kach, které jsou vhodné pro vétsi skupiny vzorkd.
Vhodn4 je 1 miniaturizace analyzy a mensi spotieba chemikalii. Hodnota koncentrace analytu
se urcuje z kalibraéni kiivky sestrojené pomoci standardii. Diky obrovské citlivosti je mozné
stanovit analyt v mnozstvi 10° az 102 g. Metoda poskytuje rychly, specificky a relativné
snadny zplsob analyzy mykotoxinti. Existuje spousta komeré¢né dostupnych kitl pro detekci a
analyzu v8ech hlavnich mykotoxint. Nicméné metoda ma i svoje nevyhody. Souprava detekuje
pouze jeden mykotoxin a je uréena pouze na jedno pouziti. Je tedy nevhodna pro analyzu
vzorkl, které jsou kontaminované dvéma nebo vice mykotoxiny. ZjeCmene takto byly

identifikovany mykotoxiny DON, OTA, fumonisiny a aflatoxin By [1, 7, 11, 47, 62-65].

1.6.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je v soucasné dobé nejrozsifenéjsi metodou pro
stanoveni jednotlivych mykotoxini. HPLC je moderni separacni technika, kterd vynika
schopnosti rozdélit nékolika slozkové smési s vysokou efektivitou v kratkém case. Je to soubor
metod, zalozenych na riizném mechanismu separace, jejichZz spolecnym znakem je pouziti
vysokotlakych cerpadel k pohanéni kapalné mobilni faze a Gcinnych kolon, jako nosice
stacionarni faze pro rychlou analyzu. Tato metoda dosahuje vysoké Uc¢innost a rychlosti
predevsim diky kolonam, které jsou plnény néplnémi svelmi jemnymi Césticemi

0 velikosti 3-7 um a vysokych priatokti mobilni faze. K tomu je potieba pouziti vysokotlakych

41



Cerpadel a konstrukce celého pristroje, ktera odola tlakiim v rozmezi 30-60 MPa. Vzorek je
davkovan do mobilni faze nejcasteji pomoci Sesticestného davkovaciho ventilu a dale je vzorek
unasen do chromatografické kolony. Na chromatografické koloné dochazi k déleni analyta
(mykotoxina). Dochazi k opakovanému procesu distribuce vzorku mezi kapalnou mobilni a
tuhou stacionarni fazi a tak dochazi k jejich separaci [1, 7, 11, 43-45, 62]. Béhem separace
dochazi k mnoha typiim vzajemnych interakci mezi molekulami stacionarni a mobilni faze a
mezi molekulami vzorku. Volbou mobilni a stacionarni faze mizeme ovlivnit proces separace
a ménit tim eluci separovanych slozek. Je potieba zminit i ultra-vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (UHPLC), ktera vyuziva chromatografickych kolon plnénych casticemi
mens$imi nez 2um a umoziuje tak rychlé separace. Pfi separacich dochazi k vyvinu velkého
tlaku (az 130 MPa), proto musi byt pouzity specialni pfistroje, které jsou odolné vici takto
vysokym tlaktm [1, 7, 47, 66, 67].

Pfi analyze mykotoxini se v kapalinové chromatografii nejcastéji pouziva systém
S obracenymi fazemi, kde miizeme separovat latky nepolarni i polarni. U tohoto systému je
mobilni faze polarngj$i nez faze stacionarni. Jako stacionarni faze se pouzivaji chemicky vazané
nepolarni faze (C4, C8, C18, fenyl, alkylfenyl, nitril) na silikagelu jako
nosic¢i [42, 68-70]. V drtivé vétsin€¢ praci je pouzivana oktadecylsilikagelova stacionarni
faze [42, 47, 50, 52, 53, 55]. Mobilni faze je polarni a nejcastéji se jedna o smés vody a
organického  polarniho  rozpoustédla, jako metanol, acetonitril, etanol nebo
tetrahydrofuran [50, 52, 53, 55]. Pro zlepSeni separace nebo lepsi tvorbu adukti a zlepSeni
citlivosti hmotnostné spektrometrické detekce se Casto pouZziva kyselina octovd nebo mravenci
v kombinaci s octanem ¢i mraven¢anem amonnym [42].

Je mozné pouzit celou fadu detektori. Nejcastéji se pouziva spojeni HPLC
se spektrofotometrickou, fluorescenéni nebo hmotnostné spektrometrickou detekci. Detektor je
spojen se zafizenim pro automatické vyhodnoceni dat. Zavislosti signalu z detektoru na Case
ziskame chromatogram. Jednotlivé piky odpovidaji jednotlivym slozkam ve zkoumané smési.
Ke zjisténi kvality pouzivame retencni casy standardli a vzorkl. Ke zjiSt€éni mnoZstvi
mykotoxind se vyuziva plocha pikd, v ne¢kterych piipadech i vyska pika [1, 7, 11, 43-45, 62].

Vyhodou je spojeni HPLC s hmotnostnim spektrometrem (MS), nejcast&ji S trojitym
kvadrupolem jako analyzatorem, jelikoZ nam umoziuje vynechat krok ptecisténi, ktery byva
materidlove 1 casoveé naro¢ny. Vynechanim kroku precisténi a pouzivanim surovych extrakti
se zvySuji naroky na selektivitu detektoru a zkoumani G¢inkt riiznorodych matric, které mohou
ovlivnit U¢innost ionizace. K pfekonani tohoto problému se pouzivaji izotopicky znacené

vnitini standardy, které jsou vSak velmi drahé a nejsou dostupné pro kazdy analyt [7, 40-42].
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Nejcastéji se pro ionizaci pouziva elektrosprej (ESI) nebo chemicka ionizace
za atmosférického tlaku (APCI) a to pfi zaznamu kladnych 1 zapornych
iontu [7, 40, 42, 50, 52, 53, 55]. Pro nékteré mykotoxiny je dokonce APCI vhodnéjsi nez ESI.
U analyzy trichothecenti typu A i B je nutné pouzit oba rezimy snimani iontd, jak kladny, tak
zaporny [40]. Zvysit $patnou odezvu trichothecenti bez jakéhokoli €isténi vzorku v rezimu ESI
o piiblizn¢ jeden tad je mozné piidanim NaCl (100 uM) k eluentu. Dojde k vytvoteni stabilnich
aduktt se sodikovym iontem a zjednodus$eni spektra [53].

Ionty jsou separovany a identifikovany podle jejich poméru hmotnost/naboj (m/z).
Vysledkem je hmotnosti spektrum. Z polohy ¢ar v spektru se ziskaji udaje o kvalité. Z vySek
pak ziskdme tdaje o kvantit¢ mykotoxinu. Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie umoZzni jednoznacnou identifikaci vzorku. Soucasn€ miZe identifikovat n¢kolik

mykotoxini ve vzorku, coZz zné¢j €ini nejleps§i metodu pro stanovovani vice mykotoxind

v §iroké Skale potravin a krmiv [1, 7, 11, 43-45, 62].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité ptistroje a zafizeni
Hmotnostni spektrometr QTRAP 4500
Kapalinovy chromatograf
e Cerpadla mobilni faze LC-20AD
e Smésova¢ mobilni faze
e Autosampler SIL-20A
e Termostat kolon LCO 102 single
Kolona C18 150 mm x 3,0 mm, 2,7 um
Mlynek, Retsch GM 200
Analytické vahy
Homogenizator Ultra-Turrax T 18
Automatické pipety Biohit-Proline
Preklopna tiepacka Reax 2
Centrifuga Universal 320
Susici vana s pfivodem dusiku

Centrifuga 5424

2.2 Pouzité chemikalie
Acetonitril (ACN)
Deonizovana voda (W)
Kyselina mravenci (FA)
Ethytacetat

Mravencan amonny
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ABSCIEX, USA

Shimadzu, Kyoto, Japonsko
Shimadzu, Kyoto, Japonsko
Shimadzu, Kyoto, Japonsko
Ecom, Praha

Ascentis Express, Sigma Aldrich, USA
Fisher Scientific, Pardubice
Sartorius, Némecko

IKA, Némecko

Biohit, Finsko

Heidolph Instruments, Némecko
Fisher Scientific, Pardubice
Miulab, Cina

Eppendorf, Némecko

Sigma Aldrich, USA

MILI-Q, Merck Milipore, Némecko
TCI Europe, Japan

Lach-Ner, s.r.o., CR

Sigma Aldrich, USA



2.3 Pouzité vzorky
Vzorky kontaminovaného jeCmene, byly poskytnuty Vyzkumnym Gstavem
pivovarskym a sladaiskym v Brné. Suma koncentrace mykotoxiniit HT-2 a T-2 ve vzorcich

uvedenych v tabulce 5 byla stanovena imunochemickou metodou ELISA.

Tabulka 5 - Vzorky kontaminovaného je¢mene

Identifikace |oznaceni |SHT-2; T-2 [ug/kg]

je¢men 80/385 1455,5

je¢men 80/770 3072,5

2.4 Pracovni postup

2.4.1 Extrakce mykotoxint

Vzorky kontaminovaného je¢mene Sarze 80/770 a 80/385 byly postupné rozemlety
v mlynku a nasledné homogenizovany. Na analytickych vahach bylo pfesné navazeno 2.5 g
vzorku. K takto pfipravenym vzorkim bylo postupné ptidavano 10 ml riznych rozpoustédel,
¢i jejich smési. Byly pouzity 80% acetonitril, 80% acetonitril okyseleny 0,1% kyselinou
mravenci, 80% acetonitril okyseleny 1% kyselinou mravenc¢i a ethytacetat. Celkem byly
ptipraveny 4 vzorky zsarze 80/770 a 4 vzorky zsarze 80/385 liSici se extrakénim
rozpoustédlem. Vzorky byly tiepany na pieklopné tiepacce pii laboratorni teploté jednu hodinu.
Nasledné byl vzorek centrifugovan po dobu 10 minut. 5 ml extrahovaného rozpoustédla bylo
odpipetovano a poté vysuSeno pod proudem dusiku. VysusSené extrakty byly az do analyzy
uchovany v chladni¢ce pfi teploté¢ 4 °C. Pfed analyzou bylo ptidano 500 pl acetonitrilu.
Rozpusténé extrakty byly opét centrifugovany, prefiltrovany ptes PTFE stiikackovy filtr a

analyzovany pomoci optimalizované¢ HPLC/MS metody.

2.4.2 Separace a podminky méteni
Chromatograficka separace probihala na oktadecylsilikagelové kolon¢ Ascentis Express C18

0 délce 150 mm, o priméru 3,0 mm a velikosti ¢astic 2,7 um. Davkovany objem je 5 pl.
HPLC parametry

Mobilni faze se skladala z0,05 mM NH4sCOOH okyseleného 0,1% HCOOH a

acetonitrilu. Prutok mobilni faze byl 0,5 ml/min a teplota kolony byla nastavena na 30 °C.
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Separace probihala za linearni gradientové eluce, pii které se koncentrace ACN v pribéhu

zvySovala z 15 % na 100 % za 3 minuty.

MS parametry

lonizace ESI- a ESI+, napéti na kapilare — (+) 4500 V, vstupni potencial - 10 V, deklastera¢ni

potencial (DP) v zavislosti na slou¢ening dle tabulky 6.

Tabulka 6 - Retenéni Casy, sledované adukty a deklastraéni potencialy analyzovanych mykotoxint [71]

Mykotoxin | Retencni ¢as [min] | Adukt m/z DP [V]
ESI -
NIV 1,68 [M+HCOOT 357 -30
DON 2,25 [M+HCOOT 341 -30
HT-2 3,57 [M+HCOOT 469 -60
T-2 4,01 [M+HCOOT 511 -60
ESI +
DON 2,25 [M+HT* 297 70
HT-2 3,57 [M+NH4]* 442 70
3 Vysledky a diskuze
3.1 Identifikace mykotoxini

Identifikace  trichothecenovych  mykotoxini  byla provedena v extraktech

Z kontaminovaného jeCmene za pouziti kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie.

Byla zjistovana pfitomnost mykotoxini NIV, DON, HT-2 a T-2. Reten¢ni Casy a

optimalizovand metoda byla pfevzata zpredchozi diplomové prace [71]. Ve vsech

pfipravenych vzorcich byly na zdkladé pozorovanych zdznama vybranych iontti stanoveny

toxiny T2 a HT-2. T2 toxin byl pozorovan pii zaznamu kladnych iontii a HT-2 toxin pfi

zaznamu zapornych iontd. Podle vysky pika téchto toxinti byla porovnana uc¢innosti extrakce

S vyuzitim riznych rozpoustédel.

3.2 Ucinnost extrakce

Optimalizovanou metodou byly analyzovany extrakty ptipravené pomoci Ctyt riiznych

rozpoustédel - 80% acetonitril, 80% acetonitril okyseleny 0,1% kyselinou mravenci,
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80% acetonitril okyseleny 1% kyselinou mraven¢i a ethytacetdt. Na zéklad¢ vysSek pika
jednotlivych toxinti byla porovnana uc¢innost jednotlivych extrakénich ¢inidel. Naméfené

hodnoty pii zaznamu kladnych i zapornych ionti jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7 - Namétené hodnoty HT-2 a T-2 toxinu

" HT-2 (ESI-) |T-2 (ESI+)
Vzorek Rozpoustédlo — - — -
Vyska piku | Vyska piku

80/770-1 80% acetonitril 252 340 566 202
80/770-2 80% acetonitril okyseleny 0,1% kyselinou mravenci | 125 980 119122
80/770-3 80% acetonitril okyseleny 1% kyselinou mravenci 122 040 84 100

80/770-4 ethylacetat 79 690 109 900
80/385-1 80% acetonitril 446 848 237 940
80/385-2 80% acetonitril okyseleny 0,1% kyselinou mravenci | 367 070 176 198
80/385-4 ethylacetat 76 900 393921

Nejvyssi mnozstvi mykotoxini bylo ze vzorkd extrahovano pii pouziti smési
acetonitrilu s vodou bez pridavku kyseliny. U okyselenych smési 80% acetonitrilu byla
pozorovana podobna ucinnost extrakce obou toxind. Mnozstvi kyseliny tedy extrakci téchto
mykotoxinid neovliviluje. Je to zvlastni jev, jelikoZ okyselenim by mélo dojit k lepSimu
uvolnéni mykotoxinu z matrice, které je zpusobené rozruSenim vazeb mezi mykotoxiny a
jinymi slozkami vzorku [47]. Nejmensi mnozstvi mykotoxinii bylo pozorovano pii pouziti
ethylacetatu jako extrak¢niho ¢inidla.

Na obrazcich 14 a 15 jsou uvedeny ukéazky chromatografické separace pii zdznamu
zapornych iontd u vzorku 80/770 a kladnych iontt u vzorku 80/385. Jak je patrné z obou
obrazki vzorky obsahuji vysoky pocet interferujicich latek, které ztézuji identifikaci a
kvantifikaci sledovanych toxinil. Tomu by se dalo zabranit preciSténim extraktu napt. za pouZziti
imunoafinitni kolonky nebo SPE extrakce. Jedna se v celku o rychlé, bezpecné, ucinné,
reprodukovatelné a vysoce selektivni metody, které jsou vhodné k odstranéni vsech
nezadoucich sloZek matrice.

Lepsich vysledku by se pravdépodobné dalo docilit i zvySenim navazky. To by vSak

vedlo k vétsi spotiebé chemikalii a vétsi Casové narocnosti piipravy.
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Obrazek 14 - Chromatogram vzorku 80/770 pfi snimani zapornych ionti
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Obrazek 15 - Chromatogram vzorku 80/385 pfi snimani kladnych iontd
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4 Zavér

Tato bakalaiské prace se zabyva zékladni charakteristikou a popisem vlaknitych mikromycet a
jejich sekundarnich metabolitli — mykotoxinl. Zamétuje se predevsim na ty, které se vyskytuji
Vv obilovinach. Jde piedevsim o plisné rodt Aspergillus (plisné pfevazné skladistni), Penicillium
(polni i skladistni) a Fusarium (plisn¢ piedevs§im polni). Je nutné si uvédomit, ze se pfirozené
vyskytuji prakticky vSude a neni mozné Uplné zabranit jejich vyskytu. Kontaminuji predev§im
obiloviny. Je prokazano, ze kazdy rok je nakazeno vice nez 25 % celosvétové produkce. Mohou
napadat také, ovoce, zeleninu, ale 1 potraviny a hotové vyrobky. Je nutné zminit, ze maji i
pozitivni U¢inky, jako je naptiklad produkce antibiotik, dalSich 1é¢iv a vyuziti ve vyrobé
potravin.

Dale jsou charakterizovany zastupci aflatoxinti a trichothecend, zearanelenon,
fumonisiny, ochratoxiny a patulin, které se pravideln& nachazi v obilovinach. Casto se vyskytuji
spolecné a mohou tak zhorSovat jejich negativni U¢inky. Obtiznéjsi je pak 1 jejich spravna
identifikace. Mykotoxiny mohou zptsobovat rtiznd onemocnéni. U obilnin se jedna predevsim
0 nemoc zvanou ,Fusarium head blight“. Ke kontaminaci mtze dojit v celém vyrobnim
procesu, proto je nutné dodrzovat urcitd preventivni opatfeni a vytvofit podminky, které nejsou
vhodné pro riist plisni a tvorbu mykotoxinii. Pokud ke kontaminaci dojde, tak je nutné pouzitim
vhodnych metod dekontaminovat nebo detoxikovat obiloviny, krmivo nebo potravinu.

Posledni cCast prace se zabyva experimentdlnim stanovenim trichothecenovych
mykotoxind ve dvou vzorcich kontaminovaného jeCmene. Pro izolaci byla vybrana Ctyfi
rozpoustédla a byla testovana jejich extrakéni u€innost. Ve vzorcich byly pomoci HPLC/MS
pfi snimani kladnych a zapornych iontti detekovany mykotoxiny HT-2 a T-2 a na zéklad¢

intenzity pozorovanych piki byl jako nejlepsi extrakéni ¢inidlo vyhodnocen 80% acetonitril.
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