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1. POUZITE ZKRATKY

BEN Balkanska endemicka nefropatie

CEC Kapilarni elektrochromatografie

CGE Kapildrni gelova elektroforéza

CIEF Kapildrni izoelektricka fokusace

CZE Kapildrni zonova elektroforéza

DICGA Kompetitivni imunochromatograficky test s dvéma pritoky

EIA Enzymoimunoanalyza

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FD Fluorescenc¢ni detekce

FPIA Fluorescencni polarizacni imunoanalyza

GC Plynova chromatografie

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPTLC Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie

LAMP Smyckou zprostfedkovana izotermalni amplifikace

LC Kapalinovd chromatografie

LLE Extrakce z kapaliny do kapaliny

MCE-LIF Kapilarni elektroforéza s laserem indukovanou fluorescenéni detekci

MECC Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie

MF Mobilni faze

MS Hmotnostni spektrometrie

QDs-ICA Fluorescencni chromatografickd imunoanalyza vyuZivajici kvantovych
tecek

QCM-D Kfemenné mikrovahy s mérenim disipace



SBME

SF

SPE

SWV

TLC

TRFIA

UPLC

Sorp¢ni extrakce na michaci tycince
Stacionarni faze

Extrakce na tuhou fazi

Voltametrie ¢tvercovych vin

Tenkovrstva chromatografie

Casové rozdélend fluorescenéni imunoanalyza

Ultraucinna kapalinova chromatografie



2. Uvop

Ochratoxin A je toxickd latka, ktera se radi mezi mykotoxiny — sekunddrni
produkty metabolismu mikroskopickych vldknitych hub. Kontaminuje potraviny
a krmiva a predstavuje tak zdravotni riziko pro Clovéka a hospodarska zvirata.
Nejcastéji kontaminovanymi produkty jsou ceredlie a cerealni produkty, ddle jej
mUlzZeme najit také v kavé, pivu, vinu, lusténinach, kofeni, zeleném caji, suSeném ovoci
a zvifecich produktech, kam se muze dostat skrze travici trakt téchto Zivocichl. Mezi
toxické ucinky tohoto mykotoxinu se Fadi zejména nefrotoxicita, dale

pak imunotoxicita, mutagenita, teratogenita, karcinogenita a neurotoxicita.

Kontaminace potravin mykotoxiny predstavuje celosvétovy problém, a i pfes
to, Ze jsou dodriovany vhodné doporucené zemédélské a technologické postupy
a opatfeni je nemoiné ji zcela zamezit. Pro ochranu zdravi spotrebiteld je
proto dllezité, aby byly zavedeny rychlé, dostatecné citlivé a spolehlivé metody

pro stanoveni a kvantifikaci téchto latek v potravinach.

Ve své praci jsem se pokusila shrnout dlezité informace o ochratoxinu A,
popsany jsou jeho fyzikalni a chemické vlastnosti, struktura, biosyntéza, mechanismus
pusobeni, toxicita, dale také zdravotni rizika, kterd jsou spojena s konzumaci potravin,
které kontaminoval a zejména analytické metody a mozZnosti detekce, které se jevi jako

vhodné k jeho stanoveni.



3. ZADANI — CiL PRACE

Zadanim a cilem této bakaldrské prace bylo vyhledat a prehledné usporadat
informace o mykotoxinech, konkrétné o ochratoxinu A, a popsat nékteré vybrané

metody a mozZnosti, pomoci kterych je mozné tento mykotoxin stanovit.



4. TEORETICKA CAST

4.1 Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou nizkomolekularni latky nebilkovinné povahy, které vznikaji jako
sekundarni produkty metabolismu nékterych druhd mikroskopickych vldknitych hub
neboli plisni. V soucasné dobé je potvrzena existence vice nez c¢tyr set druhi
mykotoxinl a neustale jsou objevovdny a chemicky charakterizovany dalsi nové druhy.
Nejznaméjsi mykotoxiny jsou produkovany rody Aspergillus, Penicillium a Fusarium (1,

2).

RGzné kmeny stejného druhu mohou produkovat vice nez jeden typ mykotoxinu.
Typickym ptikladem je druh Aspergillus flavus: vétSina jeho toxinogennich kmenu
produkuje aflatoxiny, ale nékteré kmeny jsou schopny produkovat i jiné typy toxinu
jako je napt. aflatrém nebo kyselina a-cyklopiazénova. Vsechny kmeny toxinogenniho

druhu ovSsem nemusi byt producenty mykotoxint (2).

Zatimco vSechny mykotoxiny jsou produkty metabolismu hub, ne vSechny toxické
latky, které houby produkuji, nazyvdame mykotoxiny. DlleZitou roli vtomto rozdéleni
hraje koncentrace metabolitu a také oblast, na kterou cili svlj toxicky ucinek.
Mykotoxiny obecné pusobi toxicky na Clovéka a zvitata jiz v nizkych koncentracich.
Ostatni nizkomolekuldrni Iatky produkované houbami, jako je napf. ethanol, které maji
toxicky ucinek jen ve vysokych koncentracich, nejsou povazovany za mykotoxiny. Mezi
mykotoxiny se nefadi ani houbové jedy, prestoze jsou to produkty metabolismu hub
a mohou zplsobovat onemocnéni nebo smrt Clovéka a zvifat. Hlavni rozdil
mezi mykotoxiny a houbovymi jedy je ten, Ze mykotoxiny jsou produkovany

mikroskopickymi houbami a houbové jedy produkuji houby makroskopické.

Diky jejich rGznorodé chemické strukture, rozlicné biosyntéze a mechanismu
plUsobeni je velmi tézké vytvorit jednotny systém, podle kterého by bylo moiné
jednotlivé mykotoxiny klasifikovat. Jednou z moZnosti kategorizace je rozdéleni
mykotoxinl podle jejich Gcinku na jednotlivé organy. RozliSujeme mykotoxiny
hepatotoxické, nefrotoxické, neurotoxické, imunotoxické atd. Ddile muUlzeme

mykotoxiny rozdélovat z cytologického hlediska na mykotoxiny teratogenni,
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mutagenni, karcinogenni nebo toxiny schopné vyvolat alergickou reakci. Organicti
chemikové je rozdéluji podle jejich chemické struktury, biochemikové podle jejich
biosyntézy a mykologové podle houby, kterou jsou produkovany. Nutno podotknout,

Ze ani jeden z vySe zminovanych zplsobd klasifikace neni dostacujici (1).

Davod proc¢ vldknité houby produkuji mykotoxiny nebyl doposud jednoznacné
vysvétlen, béhem let bylo ovSem vytvofeno hned nékolik teorii, které se o to
pokouseji. Prvni hypotéza tvrdi, Ze mykotoxiny vznikaji jako odpadni produkty
metabolismu. Nasledné byla ale vyvracena zjisténim, Ze toxiny jsou houbami
produkovany jen v urcité, pomérné kratké fazi. Nikoliv po celou dobu rustu. Dalsi
teorie byla zaloZzena na domnénce, Ze organismus toxiny vyuZivd k potlaceni rlstu
nebo k usmrceni konkurencnich druhll, coZ podporoval fakt, Ze nékteré houby
vyluéovanim fytotoxinl usmrcuji rostlinné bunky a vyuZivaji mrtva rostlinna pletiva,
kterd enzymaticky natravi. Posledni, treti teorie tvrdi, Ze toxiny reguluji vlastni

metabolické déje a maji vliv na morfogenezi a diferenciaci.

Dosud neexistuje vSeobecné uzndvana teorie, kterd by vysvétlovala vyznam
produkce mykotoxini houbami. Maji totiz tak moc riznorodou chemickou strukturu
a rozmanity mechanismus ucinku na burku, Ze je obtizné ddvat je do souvislosti

s jednim poslanim (3).

4.1.1 Mykotoxiny v potravinach

Mykotoxiny ohroZuji zdravi ¢lovéka prostfednictvim potravin, které kontaminuiji.

Jejich plsobenim dochazi k rozkladu potravin a snizovani jejich biologické hodnoty.

Kontaminace potravin mykotoxiny predstavuje celosvétovy problém. Dochazi k ni
pfirozené, neni moziné ji predvidat, odstranit nebo ji zamezit, a to i v pfipadé
dodrzovani vhodnych doporucenych zemédélskych a technologickych postupt, které
by mély vést ke snizeni vyskytu toxinogennich hub a produkce mykotoxini béhem
vegetativniho rlstu plodin, sklizné a skladovéni. Je také obtizné je odstranit béhem
pripravy pokrm(, protoZe jsou velmi tepelné a chemicky odolné. Dalsi nebezpeci
predstavuje moznost kontaminace Zivocisnych produktl rezidui mykotoxina v disledku
pfivodu kontaminovaného krmiva do organismu hospodaiskych zvirat. Timto

zpusobem se mykotoxiny mohou rozsifit do potravniho fetézce.
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Potraviny jsou pro vldknité mikroskopické houby vhodnym Zivhym substratem.
Po jejich kontaminaci spérami mikromycetl dochazi k nardstu mycelia a k aktivaci

enzymatického aparatu. Posléze dochdzi ke kaZzeni a rozkladu potravin (4, 5).

Rlst hub a produkce toxinl mlzZe probihat na plodinach jesté na poli, béhem
jejich uskladnéni, nebo v obou pfipadech. Produkci mykotoxin( v téchto komoditach
mUlzZeme zabrdnit prevenci rlstu jejich producent(l. Prevence nebo inhibice rlstu
toxinogennich hub béhem uskladnéni je vétSinou zajisSténa Upravou vnitfnich prostor.
Hlida se vlhkost, teplota a plynna atmosféra. Hladina vlhkosti se fesi susenim plodin
jesté pred uskladnénim. PouZitim hermeticky uzaviratelnych kontejner( s vysokou
hladinou oxidu uhli¢itého a nizkou hladinou kysliku muzZeme regulovat plynnou
atmosféru. Existuje i moZnost pouziti chemické inhibice rdstu hub. Nejcastéji jsou
vyuzivany organické kyseliny, zejména kyselina propionova, samotna nebo v kombinaci

s kyselinou mravenci (2, 5).

Vétsina studii zabyvajicich se osudem mykotoxini se soustfedi na degradaci
koncentrace parentnich mykotoxinli v nezpracované plodiné a findlnim produktu.
Tento pfistup je vhodné pouzit pti procesech zpracovani potravin, pfi kterych dochazi
k redistribuci koncentrace mykotoxinu mezi dvé frakce (napf. prosévani). V pripadé,
Ze pfi zpracovani potraviny pouzivdme tepelnou energii (napf. béhem peceni
nebo praZeni), musime pocitat sfaktem, Ze béhem procesu muze dojit k reakci
mykotoxinu s jinymi chemickymi latkami, enzymy nebo komponentami matrice.
Mohou poté vznikat degradacni produkty, které maji odliSné toxikokinetické
a toxikodynamické vlastnosti nez parentni mykotoxin. Detailni znalosti o chovani
a osudu mykotoxinU v potravinach a také béhem jejich zpracovani jsou nezbytné

pro posouzeni zdravotni nezavadnosti potravin.

Zpracovani potravin je dulezitym ndastrojem pro snizeni koncentrace mykotoxinu.
PfestoZe existuje mnoho studii zabyvajicich se degradaci koncentrace mykotoxinu
béhem zpracovani potravin, informaci o degradacnich produktech, které vznikaji,
mame jen velmi malo. Zpracovani potravin mizZe vést ke vzniku kovalentnich aduktt
mezi parentnim mykotoxinem a komponentami matrice, jako jsou napf. proteiny
nebo Skrob. Tento jev byl pozorovan u ochratoxinu A pfi prazeni kdvy a je na néj

podezieni u fumonisind béhem rilstu kukufi¢nych produktd. Strukturni modifikace
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parentniho mykotoxinu béhem zpracovani potravin zahrnuji izomerizaci,

dekarboxylaci, pfeskupeni a reakce s jinymi malymi molekulami (6).

4.1.2 Bezpecnost a kontrola mykotoxini v potravinach

Tvorba hygienickych limit( a regulace mykotoxinG ve snaze ochranit konzumenty
pfed zdravotnimi problémy, které témito latkami mohou byt zplsobeny, byla
iniciovana v 60. letech minulého stoleti spolu sobjevem a detailnim popisem
aflatoxin(l. Rozsitujici se informace o nebezpecnosti mykotoxinl vedly v mnoha zemich
ke stanoveni prvnich limitQ, ¢asto navic stanovovanych ad hoc. Cilem EU v této oblasti
je harmonizovat legislativu. Vedle ,evropskych” norem existuji normy ndarodni,
které vznikly na zakladé rliznych faktor( (aktualni toxikologicka data, znalosti o vyskytu
jednotlivych mykotoxinG v rznych komoditach, védecké poznani, Uroven analytickych
metod), které jsou specifické pro kazdou zemi. Velikost rizika spojend s konzumaci
mykotoxinl a s ni spojené maximalni pripustné limity jsou stanovovany podle vysledkt
nejnovéjSich studii a toxikologickych dat. Pfikladem muze byt identifikace toxické
slouceniny, metabolickych procest, které provazeji konzumaci, a také zakutni
a chronické toxicity. VSechny tyto informace je potfeba dat do souvislosti s riznymi
skupinami konzumentu-spotrebitell. Proto je specidlni pozornost vénovana détské
vyzivé. Vyvoj analytickych metod a jejich validace je také velmi dllezita. Je potreba,

aby byly reprodukovatelné a osvojitelné v siti laboratofi napfi¢ zemémi.

Vzhledem k nebezpecénosti a problematické likvidovatelnosti mykotoxinl je
nezbytné monitorovat jejich mnoiZstvi vrlznych zemédélskych produktech.
Pfed vstupem CR do Evropské unie byly nékteré limity pro mykotoxiny deklarovany
ve vyhlasce 298/1997 Sb (7). Testovanim mykotoxinl a jejich pritomnosti
v biologickém materidlu se zabyva Narodni referenéni laboratof pro mykotoxiny,
kterd pGsobi pod Statnim zdravotnim Ustavem. Ridi se zdkony Evropské unie
pfi Evropském ufadu pro bezpecnost potravin nafizenim komise ¢. 1881/2006,
¢.1126/2007, ¢.105/2010, ¢.165/2010, ¢.219/2014, kterd aktualizuje limity
pro mykotoxiny srostouci presnosti analytickych metod. Statni zemédélska
a potravinarskd inspekce dohlizi na dodrzovani limitnich hodnot (8). Na studium

toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub je zaméfeno Narodni referencni
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centrum pro mikroskopické houby a jejich mykotoxiny v potravinovych fretézcich.
Zavadi a validuje pfislusné analytické metody a v neposledni fadé posuzuje nové

hygienické limity pro mykotoxiny v potravinach (9).

4.2 Ochratoxin A

Ochratoxiny jsou skupinou toxickych sekundarnich metabolitd vlaknitych
mikroskopickych hub zrodu Aspergillus a Penicillium. Ochratoxin A je nejvice
dominantnim a nejstudovanéjsim zdstupcem této skupiny a vyznacuje se nejvyssi
toxicitou. V globalnim méfitku kontaminuje zemédélské plodiny a nasledné také
potraviny a napoje a diky tomu zplUsobuje mnohé zdravotni potize ¢lovéku i zvifatim.
Bylo prokdzano, Ze pUsobi nefrotoxicky a je spojovan se smrtelnym onemocnénim
ledvin, Balkdanskou endemickou nefropatii (BEN) (10). Poprvé ho izolovali van de Merve
at al., ktefi extrahovali ochratoxiny A a B a jejich methyl- a ethylestery z plesnivého

kukuri¢ného Srotu smési chloroform-methanol (2, 3).

Obrazek 1: Strukturni vzorec ochratoxinu A

4.2.1 Struktura a fyzikalni vlastnosti

Struktura ochratoxinu A byla poprvé objasnéna v roce 1965: jednd se o derivat
dihydroisokumarinu, ktery je spojeny pomoci peptidové vazby saminokyselinou
L-B-fenylalaninem (viz Obrazek 1). Vedle ochratoxinu A existuji jesté napf. ochratoxin B
(analog ochratoxinu A, kterému chybi atom chléru), ochratoxin C (ochratoxin A
ethylester), ochratoxin D (4-hydroxyochratoxin), 10-hydroxyochratoxin a ochratoxin a

(3, 4).

Sumarni vzorec ochratoxinu A je CyoH1sCINOs. Jednd se o slabou organickou
kyselinu s hodnotou pKa 7,1 a molekulovou hmotnosti 403,8 g/mol. Je to bezbarva
az bild krystalicka latka bez zapachu, ktera krystalizuje z benzenu jako solvat s teplotou
tani 90 °C. Rekrystalizaci z xylenu jeho teplota tani stoupne na 171 °C. Pfi neutralnim
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a kyselém pH je dobrfe rozpustny v polarnich rozpoustédlech (alkoholy, ketony,
chloroform) a malo rozpustny ve vodeé. V zdsaditém prostiedi se rozpousti ve vodném
uhli¢itanu sodném a zdsaditych rozpoustédlech. Je to také opticky aktivni Iatka,
ktera pod UV zarenim v kyselém médiu vykazuje zelenou fluorescenci a v zdsaditych

podminkach vykazuje fluorescenci modrou (2, 11, 12, 13).

Jedna se o chemicky velmi stabilni slouc¢eninu. Je odolny vici vysokym teplotdm
a kyselému prostiedi. Proto je velmi tézké jej kompletné odstranit z potravin a ndpojq,

které kontaminoval (12).

4.2.2 Producenti

Hlavnimi producenty ochratoxinu A jsou rody Aspergillus a Penicillium. Frekvence
vyskytu rtiznych druhd hub, které jsou schopny produkovat ochratoxin A, se lisi podle

zemépisné oblasti a komodit, které kontaminuiji.

Rod Penicillium je zodpovédny za produkci ochratoxinu A predevsim
v chladnéjsich oblastech jako je Kanada, vychodni a severozapadni Evropa a nékteré
Casti jizni Afriky. Nejzndméjsim zastupcem spojovanym s produkci ochratoxinu A je
P. verrucosum. Jako dalsi Ize uvést P. commune, P. palitans, P. variabile, P. expansum
nebo P. verruculosum. Mikromycety z tohoto rodu jsou schopny produkovat ochratoxin

A jiz od teploty 4 °C do teploty 30 °C pfi 22 % relativni vlihkosti.

V subtropickych a tropickych oblastech je ochratoxin A produkovan vlaknitymi
houbami z rodu Aspergillus. Optimalni teplota pro jeho produkci plisni A. ochraceus se
pohybuje okolo 28 °C, i kdyZz muze byt timto druhem produkovdan v teplotnim rozsahu
15-37 °C. Mezi dalsi plisné z rodu Aspergillus, které produkuji ochratoxin A, fadime

A. alliaceus, A. melleus, A. niger, A. glaucus a A. elegans (4, 14).

4.2.3 Biosyntéza

Ochratoxin A je hybridni molekula, kterd vznikd spojenim pentaketidu

dihydroisokumarinu s aminokyselinou L-B-fenylalaninem.

Prvnim krokem biosyntézy je zformovani isokumarinu z acetyl-CoA

a malonyl-CoA, a to za pUsobeni enzymu polyketid-syntazy. Nasledné dojde k oxidaci
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této molekuly na ochratoxin B. Plsobeni neribozomalni peptidové syntetdzy poté
katalyzuje vznik peptidové vazby mezi ochratoxinem B a L-B-fenylalaninem a vznika
tak dal$i meziprodukt, ochratoxin B. Poslednim krokem je halogenace, pfi které dojde

k pfipojeni atomu chléru. Obrazek 2 popisuje pribéh biosyntézy (15).

)'L / HOOC COOH
OtaC.Jr
CH3 NHz

| acetyl CoA
OtaA
O

Ot E
0 L-Phe
HO
NRPS |OtaB
4 malonyl CoA
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N O Otal) m
H
CHs
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Obrazek 2: Reakce biosyntézy ochratoxinu A (15)

4.2.4 Mechanismus pusobeni a rozklad

Po vstfebani v travicim Ustroji dojde k navazani ochratoxinu A na sérovy albumin

a distribuci do jater, ledvin a tukové tkané.

Ochratoxin A zasahuje do vSech tfi hlavnich oblasti primarniho metabolismu

a také do transportnich elektronovych systéma mitochondrii.

V metabolismu sacharidl zplsobuje pokles glukoneogeneze v tubuldrnich
burikdch tim, Ze inhibuje enzym fosfoenolpyruvat karboxykinazu, ktery zajistuje

preménu fosfoenolpyruvatu na pyruvat.

Inhibuje syntézu protein( v organismu tim, Ze zasahuje do tvorby aminokyseliny
fenylalaninu. ZpUsobuje kompetitivni inhibici fenylalaninhydroxylazy a dalsich enzyma,
které jsou potfebné ke vzniku fenylalaninu. Zaroven zplsobuje nekompetitivni inhibici

fenylalanyl-tRNA syntetdzy.

Jednim z dominantnich mechanism( puUsobeni ochratoxinu A je to, Ze zplsobuje
zablokovani respirace v mitochondriich. Tento déj vede k modifikaci intracelularniho

vapniku. Mitochondrialni vydej vapniku je snizen, zatimco intracytosolické mnozstvi je
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zvySeno. Diky inhibici respirace dojde k redukci mnozstvi ATP v tubularnich burikach,

coz déle vede k poskozeni ledvin.

Dalsi oblasti pisobeni ochratoxinu A je latkovd vyména lipid(. Dochazi k jejich
peroxidaci a stimulaci tvorby malondialdehydu. Po peroxidaci dojde k uvolnéni
reaktivnich metabolitd kysliku, které jsou agresivni vic¢i DNA a zpUsobuji ruptury

podjednotek z jednoduchych provazcu.

Vztahy mezi témito procesy nejsou jesté zcela vysvétleny. Je vsak zjisténo,
Zze dulezitou roli hraje snizeni hladiny bunécného glutathionu a zvySeni tvorby
8-oxoguaninu. Je také prokdzano, Ze toxické plsobeni ochratoxinu A zpUsobuje snizeni
hodnoty a-tokoferolu v plasmé a nékolikanasobné zvySeni hemoxygendzy-1, coz je

enzym regulujici oxidacni stres, a to pfedevsim v ledvinach.

Ochratoxin A je metabolizovan na R- a S-izomery nebo na 4-
a 10-hydroxyochratoxin, a to predevSim v jatrech. Reakce jsou katalyzovany
cytochromem P450. Jeho oxidativni biotransformace probiha jen v malém mnozstvi
a pravdépodobné nevede ke vzniku reaktivnich metabolitd schopnych navdzat se

na DNA.

Z proximalniho tubulu je transportovan systémem renalnich organickych aniont(,
a to jak skrze membranu kartaéového lemu burky, tak bazolateralni membranu.
Renalni a tubularni reabsorpce a sekrece hraji dalezZitou roli v modulaci nefrotoxicity
toxinu a mohou usnadrovat rezidualni perzistenci ochratoxinu A v ledvinach.

Zaroven ale prispivaji k odstranéni mykotoxinu z organismu (3).

4.2.5 Toxikologické hodnoceni

Mezi hlavni toxické ucinky ochratoxinu A fadime nefrotoxicitu, imunotoxicitu,

mutagenitu, karcinogenitu, teratogenitu a neurotoxicitu.

Akutni i chronickd toxicita tohoto mykotoxinu je v zdsadé odvozena od jeho
schopnosti inhibovat proteosyntézu na zakladé kompetice s fenylalaninem v reakcich,

které jsou katalyzované enzymem fenylalanyl-tRNA syntetazou (4).
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4.2.5.1 Akutni toxicita

Hodnota LDsp je velmi variabilni. Je zdavisla na ZivoCiSném druhu, pohlavi
a zplsobu poddni a kolisda od 0,2 mg/kg télesné hmotnosti u psa (pohlavi
nespecifikovano) do 30,3 mg/kg télesné hmotnosti u samice potkana (samice jsou
citlivéjSi na peroralni podani). Vyssi toxicitu zaznamendvame u intraperitonealniho

podani ochratoxinu A (4).

Nefrotoxicita

Cilovym organem ucinku tohoto mykotoxinu jsou ledviny. Je potencialné
nefrotoxicky pro vSechny druhy, které byly vybrany pro modelové testovani, vyjimkou
byli jen dospéli prezvykavci. Bylo prokazano, ze hraje vyznamnou roli v etiologii
nefropatie prasat. Toto onemocnéni se podafilo experimentdlné vyvolat u prasete
poddvanim stravy kontaminované ochratoxinem A (v koncentracich 4000, 1000
a 200 mg/kg). Choroba se projevuje aZz trojnasobnych zvétsenim ledvin, fibrotickymi
zménami a atrofii klry ledvin a poskozenim proximalnich tubull. Modelové se akutnim
a chronickym podavanim ochratoxinu A podafilo nefropatii navodit také u potkan(

a kurat.

Bylo provedeno mnoho experimentdlnich praci zabyvajicich se nefrotoxicitou
ochratoxinu A in vitro a také in vivo, ze kterych vyplyva, Ze zplsobuje naruseni
intracelularnich metabolickych procestd s naslednou apoptdézou rendlnich bunék,
rendlni hemodynamiky a také vyznamné narusuje funkce proximalniho tubulu (a to
i v subchronickych davkach), dale vede ke snizeni glomerularni filtrace a tubularni

resorpce a ovliviiuje vSechny casti nefronu a ledviny in toto (4).

4.2.5.2 Pozdni toxické Gcinky

Mutagenita

V SOS chromotestu za pouZiti indikdtorového kmene Escherichia coli PQ37
indukoval ochratoxin A SOS reparaci DNA. K reparaci doslo v nepfitomnosti exogenniho
metabolického systému, kdezto plsobeni metabolické aktivace mutagenitu snizovalo.
Vysledky tohoto testu potvrdily, Ze ochratoxin A je pfimym mutagenem a je ¢astecné
detoxikovan plisobenim metabolické premény. Genotoxické ucinky tohoto mykotoxinu

jsou s nejvétsi pravdépodobnosti zprostiedkovany pritomnosti atomu chléru v jeho
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molekule (ochratoxin B, ktery chlér neobsahuje mda pouze cytotoxické ucinky).
Mutagenitu, kterd nebyla detekovana v klasickém Amesoveé testu, se podafilo prokazat
i u bakteridlnich indikatorovych kmen(U Salmonella typhimurium v modifikovaném
experimentu, kdy ochratoxin A po metabolické aktivaci pomoci primarnich hepatocytl
potkana vykazoval jednoznacnou mutagenni odpovéd u kmen( TA1535, TA1538
a TA100. Mutagenitu pfimo na urovni DNA potvrdila indukce jednoretézcovych zlom.
Pfi cytogenetickém vysetieni plsobeni ochratoxinu A in vitro byla pozorovana zvysena
vyména sesterskych chromatid v lidskych perifernich lymfocytech. Bylo také
opakované prokdzano, Ze ochratoxin A je schopen vazat se kovalentni vazbou na DNA
a vytvaret tak adukty. Jejich vznik naznacuje, Ze je expozice ochratoxinu A velmi

pravdépodobna v iniciaci karcinogeneze (4).

Karcinogenita

Dukazy o karcinogennich Ucincich ochratoxinu A nejsou zatim dostatecné,
i kdyz je wvyskyt ndador( v populaci svysokou expozici ¢i u pacientd sBEN
karcinogenitou ochratoxinu A naznacil. Také jeho mutagenni Ucinky tuto mozZnost
podporuji vzhledem k prokazané souvislosti mutagenni aktivity s iniciaci nadorového
procesu. Vysledky experimentl provedenych na mysich a potkanech podavaji vcelku
presvédcivé udaje o karcinogenité ochratoxinu A, z toho divodu je mykotoxin zarazen

do kategorie 2B, tj. mezi latky s moZnym karcinogennim plsobenim (4, 10).

Teratogenita

Béhem experimentalnich testll na zvifatech byla prokdzana schopnost
ochratoxinu A indukovat embryotoxicitu a hrubé strukturdlni malformace. U&inek
zavisel na starfi embrya a na podané davce. K pozorovatelnym zméndm doslo
konkrétné napf. u kieckl jiz po jedné intraperitonedlni aplikaci ochratoxinu A v davce
2,5-20 mg/kg télesné hmotnosti mezi 7.-10. dnem brezosti samice. 8. a 9. den byly
vzhledem k malformacim nejkritictéjsi. Mortalita fetu byla vyznamné zvySena 7., 8.,
a 9. den vsouvislosti s podanim nejvyssi davky (20 mg/kg télesné hmotnosti).
Mechanismus teratogenniho pUsobeni ochratoxinu A nebyl doposud jednoznacné

vysvétlen, ale prfedpokladem je, Ze plsobi pfimo na embryonalni vyvoj.
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Dale bylo prokazano, Zze po poddani ochratoxinu A brezi samici potkana prochazi
placentou a kumuluje se ve tkanich fetu. U ¢lovéka to s nejvétsi pravdépodobnosti
probihd stejné. Ochratoxin A i prfes svou molekulovou hmotnost prochazi

transplacentarni bariérou (4).

Imunosupresivni ucinky

Vin vitro podminkdch mda ochratoxin A schopnost inhibovat proliferaci
perifernich T a B lymfocytd, potlacit tvorbu interferonu a narusit tvorbu interleukinu 2.
Pti testech na experimentdlnich zvifatech u nich tento mykotoxin vyvolal lymfopenii,
regresi thymu a potlacil imunitni odpovéd. Imunitni systém prasat je citlivy na davky
ochratoxinu A nizsi nez 1 mg/kg télesné hmotnosti v podminkach béiného
standardniho chovu. Davky v mnoZstvi 2,5 mg/kg krmiva poté u téchto zvitat snizuji

fagocytarni aktivitu makrofagl a tvorbu interleukinu 2.

Tato poskozeni imunitniho systému podporuji hypotézu o souvislosti expozice
ochratoxinu A s karcinogennimi G¢inky. Udaje o imunotoxickych Gcincich mykotoxinu

v lidském organismu nejsou dosud k dispozici, i kdyZ je moziné je predpokladat (4).

4.2.6 Vyskyt v potravinach a napojich

Ochratoxin A, stejné jako ostatni ochratoxiny, kontaminuje Sirokou skalu komodit
jak rostlinného, tak Zivoc¢iSného puUvodu. Ke kontaminaci mlze dojit na poli béhem
zrani plodiny, béhem sklizné, skladovani nebo pfi prepravé, a to v pfipadé, Ze jsou
poskytnuty pfiznivé podminky pro rlst mykotoxinu, zvlasté pokud nedoslo
ke kompletnimu vysuSeni plodiny. Mykotoxin muZe byt pritomen v potraviné

i v pripadé, Ze pliseni neni viditelna (14).

Ochratoxin A detekujeme hlavné v ceredliich a ceredlnich produktech. Na zakladé
vysledk(l hodnoceni, provedenych Evropskou komisi bylo zjisténo, Ze tato skupina
komodit je nejc¢astéjsim zdrojem expozice ochratoxinu A, coz predstavuje 50 % celkové
dietarni expozice ochratoxinu A v evropskych zemich. (14) Dale jej mUZzeme najit také
v kavé, pivu, ving, luSténinach, kofeni, zeleném ¢&aji, vepfovém mase, Kkrvi
a vnitfnostech (ledviny, jatra a vyrobky zkrve). Obecné se jednd o maso
nepreivykavych zvifat, kterd byla vystavena plsobeni ochratoxinu A skrze
kontaminované krmivo. Prezvykavci, jako jsou kravy nebo ovce, jsou rezistentni vici
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efektu ochratoxinu A, a to zdlvodu, Ze dochazi kjeho hydrolyze na netoxické
metabolity symbiotickymi prvoky v jejich Zaludku. Mezi dalsi zdroje patfi i suSené

ovoce, jako napf. rozinky nebo fiky (4, 14).

Vroce 2000 Majerus aj. analyzovali 281 vzork( vin (rosé a cervené) z celkem
22 zemi svéta. Ukdazalo se, Ze 40 % bylo kontaminovano. Pfitomnost ochratoxinu A byla
ve vinech sledovana v zavislosti na proliferaci vlaknitych mikromycetl Aspergillus
a Penicillium v Némecku, Svycarsku, Spanélsku, Japonsku, Itélii a Francii. Skupina kolem
Viscontiho v roce 1999 odstartovala studii 15 evropskych laboratofti s cilem validace
metody pro stanoveni ochratoxinu A ve vinech. Bylo testovano 38 vzorku cervenych
vin, 9 vzorkl bilych vin a 8 vzorkd rosé. Ve vétsiné vzorkl byl detekovan ochratoxin A
v rozsahu 0,01-7,6 pg/l, z toho nejvyznamnéjsi kontaminace byly zjiStény u ¢ervenych
vin. 15,8 % cervenych vin bylo kontaminovano vrozsahu bud 1,01-2,00 pg/l
a nebo > 2,00 pg/l, u 63,2 % cervenych vin byla zjisténa kontaminace v rozsahu
0,21-0,1 pg/l. Obsah ochratoxinu A v ¢ervenych, bilych a rosé vinech pochazejicich
z vyznamnych vinarskych oblasti byl sledovdn i ve Francii. V zavislosti na oblasti se

koncentrace mykotoxinu pohybovaly v rozsahu < 0,01 - > 1,0 pg/I.

Stanovené hodnoty ochratoxinu A v potravinach obvykle dosahovaly koncentraci
od setiny jednotky pg/kg (ug/l) az tisice pug/kg. V roce 1995 stanovila Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives and Contaminants (JECFA) provizorni tolerovany
tydenni pfivod 100 pg/kg télesné hmotnosti a vroce 1998 Scientific Committee of
European Commission (EU SCF) stanovila provizorni tolerovany denni pfijem

pro ochratoxinu A 5 ng/kg télesné hmotnosti (4).
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5. ANALYTICKA CAST

5.1 Analyza mykotoxini

Analytické metody vyuZivané pro detekci mykotoxinl v potravinach se stdle
zlepsuji a vyvijeji. V soucasti je dlraz kladen na to, aby analyza byla jednoduchd
a rychla, ale zaroven aby poskytovala spolehlivd a pfesna data. Neustdle je usilovano
o zvysSeni citlivosti, selektivity, pfesnosti a také robustnosti analytickych metod. Dale
také o vysSi stupen automatizace, o méné nakladné a multi-rezidualni metody,

pfi kterych by bylo moZzné analyzovat vice analytd najednou (16, 17).

V dUsledku rozdilnych chemickych a fyzikdlnich vlastnosti jednotlivych
mykotoxinl jsou potreba specifické postupy extrakce, precistovani a analyzy. Vétsina
pouzivanych metod cili na detekci jednoho konkrétniho mykotoxinu, ptipadné skupiny
mykotoxinl podobnych vlastnosti. V soucasné dobé jsou k analyze mykotoxind nejvice
vyuzivany metody chromatografické a imunochemické. Z chromatografickych metod se
jedna zejména o plynovou chromatografii (GC) a vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC) ve spojeni shmotnostni nebo fluorescenéni detekci.
Z imunochemickych metod se pak jedna zejména o ELISA testy, které jsou vyuzivany
hlavné pro rychly screening. Zadaly se také objevovat techniky vyuZivajici biosenzory

(18).

5.2 Priprava vzorku pro analyzu

Analytické stanoveni mykotoxinli je sloZzeno z nékolika krokl, které na sebe

navzajem navazuji a maji rozhodujici vliv na vysledek analyzy.

Existuje nékolik malo analytickych metod, které jsou schopné detekovat
mykotoxin pfimo z odebraného materidlu bez nutnosti predchozi upravy vzorku,
pfikladem mohou byt optické metody zaloZené na infradervené spektroskopii (18).
Na druhou stranu vétSina chromatografickych metod preanalytickou Upravu vzorku
vyZzaduje. Stejné tak nékteré imunologické metody a také urcité metody vyuzivajici

biosenzory. Uprava vzorku sice prodluzuje celkovou dobu analyzy, ale zvy3uje citlivost
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a robustnost pouzité metody, a navic také umozifuje zakoncentrovani stopovych

mnozstvi mykotoxin( z plvodni potravni matrice (16).

5.2.1 Odbér vzorku

Odbér vzorku hraje klicovou roli pti identifikaci a stanoveni mykotoxinu
v biologickém materialu. Odbéry je potieba provadét z Sarzi o znacené hmotnosti nebo
poctu jednotek, protoZze mykotoxiny jsou v mnoha pfipadech ve vzorcich
nehomogenné distribuovany. Homogenni distribuci mlzeme ocekdvat u vyrobk(
vyrobenych z primdrné kontaminovanych surovin stim, Ze béhem jejich zpracovani
probéhla homogenizace a soucasné i devitalizace fléry. V ostatnich ptipadech je odbér
vzorku velmi komplikovanou zaleZitosti, kterd rozhodujicim zplsobem ovliviiuje
vysledek analyzy. Je velmi dulezité dbat na objektivni odbér vzorku dle pfislusné

legislativy a dostatecné zpracované vzorky zhomogenizovat (4, 18).

Vzorky v pevné stavu se dezintegruji ve vhodné zvoleném zafizeni (napf. tristivy
mlynek nebo laboratorni mixér). Dezintegrace a homogenizace vzork( zvifeci
nebo lidské tkané se provadi ve specidlnim zafizeni za poutziti tantalovych

¢i wolframovych kuli¢ek poté, co byly vzorky zmrazeny tekutym dusikem.

V CR plati vyhlddka MZe CR €&.339/2001 Sb. o metodach zkoudeni a zplisobu
odbéru a pripravy kontrolnich vzorkd za uUcelem zjistovani jakosti a zdravotni
nezavadnosti potravin nebo surovin uréenych k jejich vyrobé a také vyhlaska Mz CR
¢.107/2001 Sb o hygienickych pozadavcich na stravovaci sluzby a o zasadach osobni
a provozni hygieny pfi ¢innostech epidemiologicky zdvaznych. V zemich Evropské Unie
plati smérnice EK 98/53/EC odbér vzorkd pro analyzu aflatoxini, smérnice EK

2002/26/EC odbér vzork( pro analyzu ochratoxinu A (4).

5.2.2 Extrakce

Extrakce se provadi do organického rozpoustédla. Ideadlné na laboratorni
trepacce v Erlenmayerové barice se zabrusem, kterd je uzaviena zatkou ze skla
zajisténou tak, aby se neuvolnila, nebo v homogenizatoru. Pfi vybéru rozpoustédla je
potfeba brat v potaz povahu pfislusSného mykotoxinu a jeho rozpustnost, dale

také materidl, ze kterého je mykotoxin extrahovdan a naslednou manipulaci
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s extraktem. Extrakce mykotoxinU se provadi za laboratorni teploty a neutralniho

Ci kyselého pH.

NejCastéji se pfi extrakci mykotoxinl pouziva methanol, chloroform, acetonitril,
aceton, octan ethylnaty, pfipadné jejich vodné roztoky. V pfipadé poutziti 50-80 %
vodného roztoku methanolu je mozné pfidat do vodné faze NacCl a tim podstatné zvysit
ucinnost extrakce. Mykotoxiny kyselé povahy (napf. ochratoxin A, citrinin, zearalenon)
se extrahuji do organickych rozpoustédel z kyselého prostredi. Pro okyseleni vzorku se

pouziva kyselina fosfore¢na nebo chlorovodikova.

Po extrakci se ziskand suspenze prefiltruje pres filtr (papirovy nebo se sklenénymi
vldkny), pfipadné se odstredi. V pfipadé zvlasté komplikovanych matric je nékdy

potieba vzorek nejprve odstredit, a nasledné jesté prefiltrovat (4).

5.2.3 Precisténi extraktu

Ze vsech krokd analytického stanoveni mykotoxinG patfi precisténi extraktu

mezi ¢asové nejnarocnéjsi a nejpracnéjsi.

5.2.3.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny (Liquid-liquid extraction — LLE)

Jednd se o separaéni metodu, jejimz principem je pfenos analytu z jedné kapalné
faze do druhé kapalné faze. Tyto kapaliny nesmi byt vzdjemné misitelné. Principem je
prevod stanovované slozky z roztoku, ktery analyzujeme (obvykle polarni vodna faze)
do druhé faze, ktera je nepolarni (organické rozpoustédlo). V nepolarni fazi je
pak mozné izolovanou slozku pfimo stanovit napf. spektrofotometricky (extrakéné
spektrofotometrické stanoveni). Do organického rozpoustédla mohou pritom prejit
pouze elektroneutralni ¢astice. Extrakéné spektrofotometrické stanoveni, pfi kterém
dojde k extrakci a zaroven zakoncentrovani vzorku, je vyhodné pro svou jednoduchost,

zvysenou citlivost a selektivitu (19).

Nejjednodussi zplisob extrakce je vytfepavani v délici nalevce. Je mozné zvysit
efektivitu zvétSenim objemu organického rozpoustédla nebo opakovanymi extrakcemi
mensimi objemy organického rozpoustédla (19). Cilem je ziskat co nejvice dané slozky

v co nejméné krocich a spotiebovat co nejmensi mnoiZstvi rozpoustédla. Volime
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tedy to, o kterém vime, Ze vném bude stanovovany analyt mnohem vice rozpustny

nez v rozpoustédle, ze kterého se ho extrahujeme (20).

Tato metoda byla pouZivana pfti Cisténi extraktd nékterych mykotoxin(
(aflatoxinl, kys. cyklopiazonové, ochratoxinu A) hlavné v 70. — 80. letech minulého

stoleti (4).

5.2.3.2 Extrakce na pevnou fazi (Solid Phase Extraction — SPE)

Tato metoda extrakce vyuZivd toho, Ze molekuly vzorku v dasledku svych
chemickych vlastnosti interaguji se sorbentem a ulpivaji na jeho povrchu. Proto je

mozné ji nazvat také chemicka filtrace.

Mezi vyhody poutZiti SPE patfi predevsim dobra selektivita a Uspora organickych
rozpoustédel. Jednd se o univerzdlni metodu, kterou je mozZné automatizovat
a propojit sjinymi instrumentalnimi metodami. Je mozné ji vyuZit pfi Cisténi latek,
vymeéné rozpoustédel, derivatizaci nebo v pfipadé, Ze je potfeba zakoncentrovat

stopova mnozstvi latek (20).

Kolonky SPE obsahuji sorbenty z rozlicnych materialG. MizZe se jednat o materialy
nepolarni na bazi modifikovaného silikagelu (napf. s navazanymi C18 fetézci), polymery
(napf. styrendivinylbenzenové pryskyfice, kterd vykazuje aZ desetindasobné zvyseni
kapacity sorbentu ve srovnani s predchozi skupinou), kiemicitan horecny (florisil), ale

i materialy stfedné polarni nebo polarni.

Postup klasické SPE techniky: nejprve dojde k odpareni extraktu mykotoxinu
na vakuové odparce. V dalSim kroku je obnoven v malém mnoZstvi rozpoustédla.
Poté, co dojde kzasdknuti obnoveného extraktu do ndéplné kolonky, je
chromatograficky sloupec promyvan doporucenymi elu¢nimi soustavami, nejéastéji
dvéma. Prvni elucni smés nebo rozpoustédlo zajisti vymyti interferujicich a balastnich
latek, nejcastéji lipid(/protein(i, a mykotoxin zGstava na zadrzen na sorbentu kolonky.
Druha eluéni smés slouzi k vymyti mykotoxinu z loZze sorbentu. Pod proudem dusiku je
pak eluat odparen do sucha a pred dalSim zpracovanim obnoven podle pozadavku

nasledné pouzité analytické metody (4).
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5.2.3.3 Imunoafinitni chromatografie

Dalsi mozZnosti je Cisténi extraktu mykotoxin na imunoafinitni kolonce. Vyhodou
této metody je jeji vysoka specifita, mald spotieba organickych rozpoustédel a mensi
casova narocnost. PouZivd se nejCastéji pfi stanoveni napf. aflatoxinl B, G, M1,

ochratoxinu A, deoxynivalenolu, fumonisinu B1 nebo zearalenonu.

Extrakt mykotoxinu se prefiltruje a zfedi ve smési methanolu s vodou a nasledné
se nechd pomalu prokapat imunoafinitni kolonkou. BEhem toho probéhne reverzni
specifické spojeni mykotoxinu z extraktu s protilatkami na kolonce. Poté se kolonka
promyje specidlnim promyvacim pufrem, ¢imZ jsou odstranény koextracni Ilatky
a mykotoxin je eluovan pouzitim elu¢ni smési (methanol, methanol-acetonitril,

okyseleny methanol atd.) (4).

5.2.3.4 Gelova filtrace

Pti gelové filtraci jsou latky separovany na zdkladé své molekulové hmotnosti.
Béhem separace dochazi k uplivani latek s mensi molekulovou hmotnosti v pérech
gelu, zatimco latky, které maji molekulovou hmotnost vyssi prochazeji kolonou.
V analyze mykotoxind se tato metoda vyuziva treba v pfipadé, Ze je potfeba odstranit
ZivoCisné nebo rostlinné pigmenty ¢i lipidické slouceniny. Na Uzemi nasi republiky

se gelova filtrace pouziva napr. pfi analyze mykotoxinl zearalenonu a patulinu (4).

5.3 Metody potencialné vhodné pro stanoveni ochratoxinu A

5.3.1 Optické metody

Optické metody jsou fyzikalni metody, pfi kterych vzorek bud interaguje
s elektromagnetickym zarenim, nebo elektromagnetické zareni vyzaruje. Metody
vyuzivané pfri identifikaci a stanovovani mykotoxini se fadi do skupiny spektrdlni
absorpéni  optické metody, které jsou zalozené na vyméné energie
mezi latkou a zarenim, konkrétné sleduji pohlcovani zareni roztokem. Vystupem,
ktery se hodnoti je spektrum vyjadrujici zavislost intenzity zareni, které proslo

vzorkem, na vinové délce (20).
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5.3.1.1 Ultrafialova a viditelna spektrometrie

Ultrafialovd a viditelnd spektrometrie jsou metody zalozené na absorpci
viditelného a ultrafialového zareni (200-800 nm) zfedénymi roztoky analytu. Béhem
absorpce prechazi valencni elektrony ze zakladnich orbitalll na orbitaly excitované.
Soucasné dochazi i ke zméndm ve vibracnich a rotacnich stavech molekul. Tyto metody
funguji na principu Lambert-Beerova zakona, podle kterého je absorbance zavisla
na tloustce absorbujici vrstvy a koncentraci latky, ktera absorbuje elektromagnetické
zareni.

Pfistroje slouzici k méreni absorpcnich spekter se nazyvaji spektrofotometry
a skladaji se z nékolika zakladnich soucdsti: zdroj elektromagnetického zafeni, filtr
¢i monochromator, kyveta obsahujici vzorek, detektor a mérné zafizeni. Jako zdroj
viditeIného svétla se nejcastéji pouzivd Zarovka s wolframovym vldknem, zdrojem
ultrafialového zafeni byva deuteriovd vybojka nebo vodikovd lampa. Cast zafeni,
které prochazi kyvetou, je absorbovana vzorkem. Zareni, které proslo skrz vzorek,
dopadd na detektor, ktery predd signal mérnému zafizeni. ldentifikace sloucenin je
zaloZzena na platnosti Lambertova-Beerova zdkona. Méreni se provadi pti vinové délce
maxima absorpéniho pasu, kdy je nejméné ovlivnéno nepfesné nastavenou vinovou
délkou a zaroven je nejcitlivéjSi. Vysledkem je elektronové absorpéni spektrum,

které udava zavislost absorbance na vinové délce (19, 20).

5.3.1.2 InfraCervena spektrometrie

Infracervend spektroskopie je metoda zalozend na tom, Ze molekuly latek
absorbuji infracervené zareni. Toto zareni ma vétsi vinovou délku a nizsi energii
nez zareni viditelné a ultrafialové a pokryva elektromagnetické spektrum v rozsahu od
0,78 do 1000 um. Energie zpUsobuje zmény vibracnich a rotacnich stavi molekul,

T

metody pouZiva pojem vinocet. Nejvyznamnéjsi je pro tuto metodu oblast 4000-670

cmL.

Vysledkem analyzy infracervenou spektroskopii je pdsové spektrum, na kterém je
vyobrazena zavislost transmitance nebo absorbance na vinoctu zareni, které latka

absorbovala. Pasy ve spektru charakterizuji jednotlivé vibracéni prechody. Zareni
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ze zdroje je stfidavé pousténo pres kyvetu se vzorkem a pres srovnavaci prostredi.
V monochromdtoru se vymezuje vilnocet zareni, které je méfeno detektorem.
Nasledné vyhodnocovaci zafizeni zpracuje signal z detektoru do podoby zaznamu
spektra. Spektrum vzorku se porovnd sknihovnou spekter v paméti pocitace.

Podle vinoctl se jednotlivé pasy pfifazuji vibracim funkcnich skupin (20).

Infracervend spektrometrie je metoda vhodnd pro rychly screening a kvantifikaci
mykotoxinl v obilovinach. Jeji vyhodou je nendrocnost provedeni, rychlost a také to,
Ze neni potfeba vzorek pred analyzou upravovat. Zaroven je ale limitovdna distribuci
mykotoxinu ve vzorku, protoZe je moZné analyzovat pouze mykotoxiny, které jsou

v biologickém materialu rozptyleny homogenné a ve vyssich koncentracich (5).

5.3.2 Fluorescencni analyza

Fluorescencni analyza metoda zaloZend na absorpci ultrafialového zareni
molekulami latek a ndsledné emisi tohoto zareni. Béhem toho jsou elektrony
excitovany ze zdkladniho stavu do stavu excitovaného. Vlivem kolizi s okolnimi
hladinu. Béhem prechodu zpét do stabilni polohy jsou elektrony v molekule schopny
prebyte¢nou energii uvolnit v podobé sekundarniho zareni, které se vyznacuje nizsi
energii a delSi vinovou délkou neZz zareni primarni. Ve fluorescencni analyze
vyhodnocujeme dvé spektra: excitaéni a emisni. Excitaéni spektrum uddva zavislost
intenzity fluorescence na vinové délce primarniho zareni, emisni spektrum popisuje

zavislost intenzity fluorescence na vinové délce sekundarniho zareni.

Fluorescencni aktivitu vykazuje pouze omezené mnozstvi latek. Obecné lze fici,
Ze se jednd o vétsi molekuly tvofici rigidni planarni struktury s konjugovanymi dvojnymi
vazbami. Nékteré latky je mozné derivatizovat pomoci ¢inidel za vzniku fluoreskujiciho

derivatu (20).

5.3.3 Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry — MS)

Hmotnostni spektrometrie je citlivd a selektivni metoda, béhem které dochazi
k prevedeni molekul na ionty. Ty jsou nasledné rozliSeny na zdkladé poméru hmotnosti

a naboje m/z a jejich Cetnost a druh se zaznamena. Metoda podava informaci
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o molekulové hmotnosti, elementdrnim sloZeni a zastoupeni jednotlivych izotop(.
Hmotnostni spektrometr se sklada ztéchto casti: iontovy zdroj, dale hmotnostni

analyzator a detektor.

Vzorek v plynném stavu je pfiveden do iontového zdroje, kde je bombardovan
proudem rychle leticich ¢&astic za vzniku iontl nebo iontovych fragmentd.
V hmotnostnim analyzatoru dojde k rozdéleni iontl za vysokého vakua (104-108 Pa)
v plynné fazi podle poméru m/z. V detektoru probihd detekce a urceni relativni

intenzity jednotlivych iontd.

Vysledkem je hmotnostni spektrum, které ukazuje, jak je relativni intenzita
iontového proudu zavisla na podilu m/z. Relativni intenzita 100 % je pfifazena vidy

nejintenzivnéjSimu piku spektra a intenzity ostatnich pikl se dopocitaji.

Existuje i moznost tandemového zapojeni hmotnostnich spektrometrd (MS/MS).
V prvni reakci jsou pak generovany ionty, ze kterych je nasledné separovan iont, ktery

je podroben dalsi reakci. lonty ziskané béhem téchto reakci jsou nasledné analyzovany.

Hmotnostni spektrometr se casto wvyuZiva jako detektor v plynové
chromatografii. V molekulovém separdtoru jsou jednotlivé separované slozky

analyzovany poté, co byly zbaveny nosného plynu (20).

5.3.4 Chromatografické metody

Chromatografie se rfadi mezi velmi rozsifené analytické separaéni metody. Je diky
ni mozné separovat, identifikovat a stanovovat jak organické, tak anorganické latky.
Uplatfuje se ve vétSiné védeckych odvétvich véetné analyzy potravin. Separace
probihd na zakladé opakovaného ustalovani rovnovahy mezi analyzovanymi

molekulami a dvéma fazemi, které jsou vzdjemné nemisitelné.

Separace probiha tak, Ze se analyzovany vzorek vnasi mezi dvé faze, které
se vzajemné nemisi. Témi jsou stacionarni a mobilni faze. Mobilni faze (MF) je
pohybliva, kdezto faze stacionarni (SF) je nepohybliva. Analyzovana latka je umisténa
na zacatek stacionadrni faze a nasledné je wundsSena pomoci mobilni faze
chromatografickou soustavou. Na zadkladé vzajemnych interakci slozek vzorku se SF

dochazi k zadrZzovani téchto sloZek pfi pohybu soustavou. Vice jsou zadrzovany slozky,
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které stacionarni faze vaze silnéjsi vazbou. Timto zpUsobem jsou od sebe jednotlivé
slozky analytu postupné separovany a na konec SF se dostavaji rychleji slozky,

které jsou zadrzovany méné (20).

5.3.4.1 Tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography — TLC)

Tenkovrstvda chromatografie se fadi mezi planarni techniky kapalinové
chromatografie. SF, kterd je nejcastéji tvorena silikagelem nebo oxidem hlinitym, je
usporadana plosné jako soucast tenké vrstvy. Tou byva podlozky ze skla, polyesteru
nebo hliniku. Na start v blizkosti jednoho z koncl plochy se nanese vzorek. Touto
stranou se podlozka s tenkou vrstvou po vyschnuti rozpoustédla ponofi do mobilni
faze. Cely systém je umistén v prostoru, ktery je nasycen parami mobilni faze.
Plsobenim kapilarnich sil zatne MF faze vzlinat pres start tenkou vrstvou a unasi
s sebou slozky analytu. Rychlost separace jednotlivych sloZek je zdvisla na sile vazby
k SF a rozpustnosti v MF. Takto je analyzovand latka separovdna do zén. Kazda zéna
obsahuje jednotlivé slozky vzorku. Pfed tim, nez MF dosahne konce plochy se vyvijeni
ukonci a oznadi se Celo. V ptipadé, Ze separované slozky netvofi barevné latky je mozné
je pomoci chemické reakce ve formé postfiku vhodnym cinidlem zviditelnit. Pfipadné
je moiné je pozorovat pod ultrafialovou lampou, kdy vyuZivame schopnosti

fluorescence (20).

Metoda tenkovrstvé chromatografie je rychld, jednoducha a finanéné nenarocna.
V analyze mykotoxin( se pouziva hlavné jako orientacni metoda pro kvalitativni, resp.

semikvantitativni screeningova stanoveni (4).

5.3.4.2 Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie (High Performance Thin
Layer Chromatography — HPTLC)

Tato metoda je moderni modifikaci tenkovrstvé chromatografie. Jeji vyhoda
spoCiva v miniaturizaci celého zafizeni, snizeni mnoizstvi nanasenych latek a také
moznosti zpracovavat vice vzorkl soucasné. Analyza probihd na chromatografické
desce, tvorené nejCastéji silikagelovym adsorbentem nanesenym spolu s pojidlem
(Skrob ¢i sadra) na vhodné zvolené podlozce (hlinikovd nebo plastova folie, sklo).
Pred stanovenim nékterych mykotoxinll je potfeba impregnovat vrstvu adsorbentu
komplexotvornym cinidlem (kyselina stavelovd nebo EDTA), protoZe by mohly tvofit

30



komplexy s kationty obsazenymi v pojivu adsorbentu a poté by nebylo mozné je dobre

vyhodnotit.

Pro efektivnéjsi déleni jsou pouzivany rlizné modifikace. Mezi nejjednodussi patfi
eluce ve vice soustavach. Chromatogram je nejprve eluovdn soustavou
nebo rozpoustédlem, které vymyje interferujici latky a mykotoxin ponecha na startu.
Mezi vhodnd rozpoustédla pro vymyti nelistot patfi benzen, n-hexan, chloroform,
pfipadné diethylether. Vhodnymi vyvijejicimi soustavami, které se pouzivaji pfi déleni
mykotoxinli, mohou byt napf. benzen-methanol-kyselina octova, chloroform-aceton
nebo toluen-ethylacetat-kyselina mravenci. Konkrétné pro ochratoxin A se jedna

o soustavu benzen-methanol-kyselina octova.

Pfi detekci mykotoxinu se provadi zaroven jeho kvantitativni a kvalitativni
stanoveni v daném vzorku. Spolu se vzorkem se na start chromatogramu nanasi také

v tripletkdch tfibodova kalibracéni stupnice standardd (4).

5.3.4.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography — HPLC)

V HPLC tvofi mobilni fazi kapalina. Chromatograficky proces je zaloZen
na vzajemné interakci mezi molekulami vzorku a molekulami mobilni a stacionarni
faze. Volba MF a napln kolony, tj. kvalita sorbentu, velikost castic, tvar, porozita
i struktura, maji rozhodujici vliv na separaci sloZzek vzorku. Vysoké ucinnosti je
dosahovano pouzitim kolon naplnénych jemnymi ¢dsticemi a vysokymi pritokovymi
rychlostmi MF. Pro dosazeni potfebné rychlosti mobilni faze jsou potreba vysokotlakd
Cerpadla, a tudiz i takovd konstrukce pfristroje, ktera bude odoldvat tlakim

az do 30-60 MPa.

Nejvice je v HPLC wvyuZivany systém reverznich fazi. Staciondrni faze jsou
nepolarni faze chemicky vazané na silikagelu jako nosici. MF je naopak silné poldarni.
VétsSinou je to smés vody a polarniho organického rozpoustédla, napf. acetonitrilu
nebo methanolu. Pfi separaci ochratoxinu A se jako mobilni faze nejc¢astéji pouziva
smés methanol, zfedéna kyselina octova a voda. Pti izokratické eluci je MF vedena
ze zadsobniku prfes odplynova¢ do vysokotlakého cerpadla, pfipadné

pfi pouZiti gradientové eluce je MF privadéna ze zasobnik( a misi se podle programu
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ve smésSovaci a teprve potom putuje do vysokotlakého cerpadla. Ddle je vedena
pres ddvkovaci zafizeni do kolony, ktera je pfimo spojena s detektorem. Detektor je
spojen se zafizenim, které na zdkladé pfrijatého signalu dava tzv. chromatogram,
ktery charakterizuje danou smés sloZzek. Pfi identifikaci mykotoxinl se wvyuZiva

retencnich casu.

Existuje také moznost spojeni HPLC s hmotnostni detekci pomoci hmotnostniho

spektrometru, nejcastéji se jednd o kvadrupdl (4, 19, 20).

5.3.4.4 Plynova chromatografie (Gas Chromatography — GC)

V plynové chromatografii zajiStuje transport vzorku kolonou proud plynu,
do kterého je vzorek davkovan. Aby vzorek mohl byt unasen plynem, je potreba, aby
se rychle pfeménil na plyn, proto se tato metoda vyuZiva pfi analyze plynnych vzorkd,
popf. tékavych latek, které lze snadno prevést v pary. Separace latek probiha
v soustavé plyn-pevnd latka nebo plyn-kapalina. Mobilni faze je vidy v plynném
skupenstvi (tzv. nosny plyn) a SF je umisténa v chromatografické koloné. Jako MF
se voli inertni plyn, nejcastéji vodik, dusik, helium nebo argon, ktery je uzavieny
v tlakové lahvi. Kolony v tomto typu chromatografie rozliSujeme napliové a kapilarni.
Jako napliové kolony slouZi trubice, které vypliiuje sorbent nebo nosi¢e pokryté
kapalnou fazi. Vyrabi se ze skla nebo oceli a vyznacuji se vyssi kapacitou nez kolony
kapilarni. V adsorpcni chromatografii se jako napli adsorbentl pouzivd nejcastéji
silikagel, grafitizované saze nebo oxid hlinity. U kapilarnich kolon vyuzivdme jako nosic¢

stacionarni faze jejich vnitfni sténu. Nejéastéji jsou zhotoveny z taveného kfemene.

Separace probihd tak, Ze do proudu nosného plynu se nadavkuje vzorek,
ktery interaguje s napini kolony. Pfi separaci latek s podobnymi fyzikalnimi vlastnostmi
je mozné analyzu provadét pfi konstantni teploté. Pokud analyzujeme latky, které
se od sebe svymi fyzikalnimi vlastnostmi vyrazné [isi, je potieba vyuzit techniky
teplotniho a tlakového gradientu, ktery zrychluje analyzu a zaroven zvySuje ucinnost
separace. Signal detektoru, ktery je umistén na vystupu z kolony, je pfimo Umérny
okamZzité koncentraci stanovovaného analytu. Velkou vyhodou je, Ze plynovy

chromatograf je moiné spojit s hmotnostni detekci, kdy je pomoci GC vzorek
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predseparovan a nasledné podroben separaci a analyze v hmotnostnim spektrometru

(MS), coz vede k jednoznacné identifikaci vzorku (GC/MS) (4, 20).

5.3.5 Elektromigracni separacni metody

Tyto metody funguji na principu dvou elektrokinetickych jevl — elektroforézy
a elektroosmdzy. VyuZivaji toho, Ze mezi roztokem obsahujicim nabité Ccastice
a povrchem, ktery je sroztokem v kontaktu (stény kapildry), se vytvari elektrické
dvojvrstvy. Casem dochdazi k rovnomé&rnému rozdéleni naboji. Na toto prostfedi
se pripoji stejnosmérné elektrické pole, které zpusobi, Ze dojde k poruseni rovnovahy
a vyvolda pohyb nabojd. Jednotlivé slozky vzorku se vrlznych prostredich lisi
elektroforetickou pohyblivosti nabitych ¢dstic, coZz zpusobuje, Ze migruji rozdilnou

rychlosti. Timto zplsobem dojde k separaci jednotlivych slozek vzorku.

V analyze mykotoxinl se vyuZivd zejména kapilarni elektroforéza. Je tvorena
kapilarou, kterd je naplnéna roztokem zakladniho elektrolytu, ktery vede proud. Oba
konce kapilary jsou spolu s elektrodami, mezi které je vloZzeno vysoké napéti, ponoreny
do roztoku elektrolytu (20). Jeji vyhodou je, Ze se spotiebuje jen maly objem
rozpoustédel a pufrd, coz ale sniZuje citlivost metody, protoze lze testovat pouze malé
objemy vzork(. Citlivost se da zvysit pouZzitim vhodného detektoru, v pfipadé analyzy

mykotoxinU se jedna nejcastéji o detektor s laserem indukovanou fluorescenci (5).

5.3.5.1 Kapilarni zénova elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis — CZE)

Kapildrni zénova elektroforéza je metoda, pfi které dochazi k separaci iontl
ve volném roztoku. V zavislosti na pH zakladniho elektrolytu rozpusténé latky disociuji
a ionty disociovanych sloZek jsou pak separovany na zakladé rozdilnych pomér( naboje
ku hmotnosti. Rychlost toku urcuje zdanlivd pohyblivost iontl. Rychleji se pohybuiji
mensi molekuly s vétsim nabojem. Metoda umozZnuje detekovat kationty i anionty

v ramci jedné analyzy (20).
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5.3.5.2 Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (Micelar
Electrokinetic Capillary Chromatography - MECC)

Micelarni elektrokinetickd chromatografie je metoda, pomoci které je moiné
separovat neutralni slouceniny. Zakladni elektrolyt obsahuje povrchové aktivni latky
ve vysoké koncentraci. Ve chvili, kdy dojde k prekrofeni mezni koncentrace (tzv.
kritickd micelarni koncentrace), zacnou molekuly povrchové aktivnich latek agregovat
a vznikaji micely. Micely jsou usporadany tak, Ze hydrofilni hlavicky sméfuji vné
a hydrofobni fetézce tvofi jadro, které muze rozpoustét slozky vzorku. Toto nepolarni
jadro vytvari tzv. pseudostacionarni fazi. BEéhem analyzy se slozky vzorku rozdéli
mezi pseudostaciondrni fazi a pufr, ktery slouzi jako mobilni faze. Separace probiha

na zakladé jejich rozdilné retence obdobné jako v HPLC (20).

5.3.5.3 Kapilarni elektrochromatografie (Capillary ElectroChromatography —
CEC)

Kapildrni elektrochromatografie je kombinaci kapilarni elektroforézy a HPLC.
Kapilary plnéné mikroc¢dsticemi stacionarni faze slouzi jako kolony. Posun mobilni faze
zajistuje stejnosmérné napéti a vyvolani elektroosmotického toku. Separace latek
probihd na koloné na stejnych principech jako v HPLC. Touto metodou je moziné

separovat nabité i neutralni latky rozlicné chemické povahy (20).

5.3.6 Imunochemické metody

Enzymoimunoanalyza (EIA)  je  skupina imunochemickych metod,
které se vyznacuji tim, Ze pouzivaji enzym ke znaceni antigenu, pfipadné protilatky
a tim dojde koznaceni imunokomplexu, ktery pfi reakci vznikl. Navadzani enzymu
se zndzorni reakci se substratem, jejimz vysledkem je vznik barevného produktu,
ktery se nasledné detekuje. Detekce zavisi na druhu substratu, maze byt fotometricka
(ELISA), fluorimetricka (FEIA) nebo luminometrickd (LEIA). Tyto metody jsou vhodné,
pokud je potieba kvantifikovat mald mnozZstvi protilatek, antigen(, pfripadné dalSich

latek (hormony, cytokiny, nadorové markery apod.) (21).

Pri analyze mykotoxinU jsou nejc¢astéji pouzivanou metodou ELISA testy (enzyme-

linked immunosorbent assay). Principem metody je kompetitivni interakce protilatky
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s mykotoxinem (antigenem). U protilatky se nasledné méfi, jaké mnozstvi latek se na ni
navazalo a to tak, Ze se pfidd enzymem znacdeny antigen nebo protilatka. Tato technika
poskytuje rychlou a specifickou analyzu, kterd je relativné jednoducha na provedeni
a nevyZaduje sloZitou instrumentaci. Na trhu je jiZz mnoho komercné dostupnych
souprav na stanoveni vétSiny bézné analyzovanych mykotoxini. Nevyhodou této
metody je to, Ze se mohou vyskytnout tzv. zkfiZzené reakce pfi stanovovani podobnych
mykotoxinl. Ztoho dldvodu se soupravy pouZivaji jednorazové a pfi detekci pouze
jednoho mykotoxinu, coz zvysuje finan¢ni ndroénost této techniky. Diky ELISA metodé
jsme schopni rozdélit vzorky do dvou skupin podle toho, jestli analyza potvrdila
nebo nepotvrdila pfitomnost mykotoxinu. Vzorky, ve kterych byl ndlez mykotoxinu
pozitivni, jsou nasledné ddale analyzovdny pouZitim nékteré zjiz uvedenych

instrumentalnich metod (5, 16).

5.4 Moznosti stanoveni ochratoxinu A

5.4.1 Stanoveni ochratoxinu A ve vzorcich psSenice a kukurice metodou
vyuzivajici sorpcni extrakci na michaci ty€ince ve spojeni
s kapalinovou chromatografii s fluorescencni detekci
Pro kvantifikaci ochratoxinu A ve vzorcich pSenice a kukufice byla vyvinuta
metoda sorpcéni extrakce na michaci tyCince (SBME), ndasledovana kapalinovou

chromatografii s fluorescencni detekci (HPLC-FD).

Mletd jadra kukufice a pSenice byla extrahovdna ve smési acetonitril-voda-
kyselina octova. ProtoZe pSeni¢na a kukufi¢na jadra jsou bohata na tuk, ktery by mohl
snizit extrakéni kapacitu SBME sorbentu, bylo potfeba pomoci cyklohexanu tuk
z extraktu odstranit. Nasledovala extrakce pomoci SBME zafizeni, které se skladalo
z C18 SPME vlakna uzavieného v polypropylenové mikrozkumavce z dutych vlaken.
Po extrakci byl ochratoxin A ze sorbentu desorbovan pomoci methanolu.
Chromatograficka separace probihala pfi 25 °C na C18 koloné (50 x 4,6 mm) s velikosti
Castic 2,6 um. Eluenty obsahujici 7mM kyselinu octovou byly acetonitril-voda

a methanol. Pratokova rychlost byla 1 ml/min.
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Za optimalizovanych extrakénich podminek byla mez detekce 0,9 pg/kg
a 2,5 pg/kg s presnosti 3,4 % a 5 % v rozsahu koncentraci od 1 do 100 pg/kg v pseni¢né

a kukuri¢né mouce (22).

5.4.2 Stanoveni ochratoxinu A ve vzorcich ryze metodou fluorescencni
polarizacni imunoanalyzy
Metoda fluorescencni polarizaéni analyzy (FPIA) byla vyuZita ke stanoveni
ochratoxinu A ve vzorcich ryze. Jednd se o rychlou a velmi citlivou metodu,

jejiz vyhodou je, Ze nevyZzaduje preanalytickou Upravu vzorku.

Principem metody je to, Ze nativni mykotoxiny ve vzorku a mykotoxin znaceny
indikatorem soutézi o vazebnd mista na monoklondini protilatce. Mnozstvi indikatoru
je nepfimo Umérné mnozstvi volného mykotoxinu ve vzorku, takZe koncentrace
analytu nepfimo koreluje s hodnotami polarizace. Jako indikator byl zvolen ochratoxin

A-amino-methyl fluorescein.

Deset vzork( ryze bylo kontaminovano vrozmezi 0,98-14,6 ng/ml. Tato sada
vzorkd byla analyzovdna pomoci FPIA i pomoci HPLC, ktera slouZila jako referencni
metoda. Data z téchto dvou metod vykazovala dobrou Uroven korelace, coz vypovida
o praktické pouzitelnosti vyvinuté metody. Detekéni rozsah metody se pohyboval
v rozmezi 0,03-0,78 ng/ml, vytéZnost byla 70-110 % s relativni smérodatnou odchylkou

mensi nez 20 % (23).

5.4.3 PIné automatizovana a rychla metoda vyuzivajici on-line SPE
extrakci v kombinaci s HPLC detekci ke stanoveni citrininu a
ochratoxinu A v ¢eském pivu

Pro stanoveni citrininu a ochratoxinu A ve vzorcich piva byla vyvinuta citliva
analytickd metoda. Jednd se o on-line SPE extrakci na prekoloné s pevnym jadrem

v kombinaci s HPLC ve spojeni s fluorescenénim detektorem.

Vzorek (100 ul piva, které bylo prefiltrovano) byl pfimo nadavkovan do on-line
SPE-HPLC systému. Extrakce vzorku byla efektivni a rychla, trvala méné nez 6 minut.
Vzorky byly zakoncentrovany na RP kolonce (5 x 4,6 mm) s C18 sorbentem. Velikost

Castic sorbentu byla 2,7 um. Mobilni faze pouzita béhem analyzy byla smés 0,5 %
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vodného roztoku kyseliny octové s methanolem o pH 2,8. Prtokova rychlost byla
nastavena na 2,0 ml/min. Pfepnuti ventilu mezi kolonou chromatografickou a kolonou
extrakéni bylo nastaveno na dvé minuty. Na koloné s pevnym jaddrem probihala
separace. U této kolony byla velikost ¢asti 2,7 um. Separace probihala pfi gradientové
eluci, kdy rychlost prdtoku byla 1 ml/min a teplota 50 °C. Jako mobilni faze byla

zvolena smés 0,5 % vodného roztoku kyseliny octové s acetonitrilem.

VytéZnost pfi pouziti této metody se pohybovala vrozmezi 98,3-102,1 %.

Hodnoty limitu kvantifikace byly 10 ng/l pro ochratoxin a 20 ng/| pro citrinin (24).

5.4.4 Analyza pritomnosti aflatoxinu B1, ochratoxinu A a citrininu ve
fermentovanych masnych produktech chorvatského pavodu
V pfipadé, Ze jsou domaci zvifata vystavena plsobeni mykotoxin(i napt. formou
kontaminovaného krmiva, se muze stat, Ze tyto toxiny prechazeji dale do Zivocisné
vyroby ztéchto zvifat (maso, mléko, vejce). Tato studie se snazZila detekovat
pfitomnost citrininu, aflatoxinu B1 a ochratoxinu A v polosuchych saldmech, za sucha
fermentovanych masnych vyrobcich a klobasach, které byly nahodné vybrany v ramci

provérovani chorvatského trhu.

Citrinin byl kvantifikovan metodou HPLC-FD, zatimco ochratoxin A a aflatoxin B1
byly analyzovdny pomoci ELISA testu. Z90 testovanych vzork( byla nejcastéjsi
kontaminace mykotoxiny zjiSténa u za sucha fermentovanych masnych vyrobk(.
Konecné vysledky analyzy ukazaly, Ze ochratoxin A byl detekovan v 64,44 %, aflatoxin
Bl v10 % a citrinin ve 4,44 % testovanych vyrobk{. Maximdlni koncentrace
ochratoxinu A ve vzorcich uzenin cinily 7,83 pg/kg. Obecné, ackoli byl ochratoxin A

detekovan v kazdém typu produktu, jeho koncentrace byly velmi nizké (25).

5.4.5 Vyvoj oligosorbentu pro stanoveni ochratoxinu A ve vzorcich piva

Byla vyvinuta metoda, kterd je schopna detekovat ochratoxin A jiz v nizkych
koncentracich. Tato technika wvyuzivd komerénich imunoafinitnich  kolon
k zakoncentrovani vzorku s naslednou detekci mykotoxinu pomoci HPLC ve spojeni

s fluorescen¢nim detektorem.

37



Alternativni moznosti je nahradit protilatky DNA aptamery. DNA aptamer
s vysokou afinitou a specifitou pro ochratoxin A byl imobilizovan (koncentrace DNA
0,2 mg/ml) na agardzu aktivovanou bromkyanem. Nasledné byl pouZit jako sorbent
vSPE koloné. Tento oligosorbent byl optimalizovdn pro selektivni extrakci
ochratoxinu A ze vzork(l piva. Po imobilizaci aptamerl na pevném nosi¢i byla
provedena extrakce. Pivo bylo odplynéno, zftedéno a naneseno na oligosorbent. Toxin

byl eluovan z oligosorbentu a kvantifikovdn pomoci HPLC-FD.

Pridmérna vytéznost u této metody byla 96 %. Aptamerové extrakcni kolony
mohly byt pouZity znovu vice neZ tfikrat bez ztraty extrakéni Ucinnosti. Metoda
umoznila rychlou a spolehlivou analyzu vzorkd piva s odhadovanou mezi detekce

0,2 ng/ml z objemu vzorku 200 pl (26).

5.4.6 Detekce ochratoxinu A a citrininu nové navrzenou HPLC technikou

Jedna se o nové navrzenou metodu zaloZenou na SPE extrakci, kterd vyuziva
polyamidovou kolonu a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii ve spojeni

s fluorescencni detekci.

PouZitim této metody bylo dosazeno presnych vysledkd s variacnim
koeficientem, ktery byl nizsi nez 10 %, vytézkem v rozmezi od 74 do 90 % a limity

detekce pro je¢men, Zito, kukufici a oves 1 pg/kg.

Ochratoxin A byl detekovan také v kakaovych skorapkach a suSenych hroznech

(27).

5.4.7 Studium obsahu ochratoxinu A v jihomoravskych a zahranicnich
vinech metodou UPLC s fluorescencni detekci
V letech 2009-2010 bylo na kontaminaci ochratoxinem A testovano 72 vzorkl
vina jihomoravského a zahrani¢niho plvodu. Byla pouzita rychld analytickd metoda
vyuzivajici imunoafinitni kolonu k precisténi extraktu a ultrauc¢innou kapalinovou

chromatografii (UPLC) s fluorescencni detekci ke kvantifikaci ochratoxinu A ve vzorku.

Hodnoty limitu detekce a limitu kvantifikace byly 0,3 a 1,0 ng/l. Ochratoxin A byl
detekovan v 11 % jihomoravskych vin a zjisténa koncentrace se pohybovala mezi 1,2
a 71,2 ng/l. U zahrani¢nich vin se koncentrace pohybovala vrozmezi od 1,6
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do 227,0 ng/l. Namérené hodnoty ve vSech analyzovanych vzorcich nepfevysovaly

maximalni povoleny limit stanoveny Evropskou unii — 2,0 ug/kg (28).

5.4.8 Detekce ochratoxinu A, fumonisinu B1 a citrininu pro jejich
moznou kontaminaci francouzskych cerealii: vyvoj metody pro
simultanni extrakci citrininu a ochratoxinu A

Snidanfiové ceredlni produkty mohou byt kontaminovany mykotoxiny jako
disledek predchozi kontaminace zemédélskych plodin. Ve francouzskych
supermarketech bylo nahodné vybrano c¢tyricet pét snidanovych produktl a testovano

na pritomnost vybranych mykotoxinu.

Béhem analyzy byly citrinin a ochratoxin A simultdanné extrahovany
rozpoustédlem. U obou byla vytéZznost vy3si nez 80 %. Fumonisin byl analyzovan podle
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) metod. Vysledna vytéznost
se pohybovala v rozmezi od 50 do 70 %, vytéinost zdvisela na analyzované matrici.
Ztraty byly zaznamenany v prGbéhu imunoafinitniho precistovani. Po precisténi
nasledovala separace vybranych mykotoxini na HPLC-FD zapojené v mddu reverznich

fazi. Fluorescencni detektor byl nastaven na rtzné vinové délky.

Ochratoxin byl detekovdan v 69 % testovanych vzork(, znichz 20 % bylo
nad limitem stanovenym Evropskou Unii. Dvacet procent vzorkd bylo kontaminovano
citrininem v koncentraénim rozsahu 1,5-42 pg/kg. Béhem analyzy bylo zjisténo,
Zze fumonisin Bl kontaminoval nejen ceredlni produkty, ale byl detekovan
také v produktech, které obsahovaly ovesné vlocky nebo ryzi, a to v koncentracich 1,0-
1110 pg/kg. U nékterych vzork( byla zaznamenana kontaminace fumonisinem B1,

citrininem i ochratoxinem A soucasné (29).

5.4.9 Vyvoj elektrochemické metody pro detekci ochratoxinu A zalozené
na aptameru a izotermalni amplifikaci

Tato studie poprvé zavedla presny a ucinny detekcni systém, ktery vyuziva
integraci smyckou zprostfedkované izotermalni amplifikace (LAMP), aptameru

a elektrochemickych metod pro citlivou detekci ochratoxinu A.
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Aptamery byly navrieny jako vnéjsi primer, ktery ma spustit LAMP reakci.
Nasledné byly produkty této reakce kombinovany sredoxné aktivni molekulou
methylenové modfi a analyzovdny metodou diferencni pulzni voltametrie. V prabéhu
reakce byla methylenovda modf vkladdana do zdvojenych oblasti LAMP amplikond.
V dUsledku toho doslo ke snizeni volné koncentrace methylenové modfti. Celkovy
proud reakéni smési s amplifikaci klesal v dlsledku pomalé difuze komplexu
methylenova modf-amplifikovand DNA na povrchu elektrody. VySka piku proudu
souvisela se vstupnim mnozstvim aptamer(l, coz predstavovalo pfipraveny prostiedek

k detekci koncentrace ochratoxinu A.

Tato metoda poskytla dobry linearni vztah v rozmezi 0,001-50 nM s detekénim

limitem 0,3 pM pro ochratoxin A (30).

5.4.10 Elektrochemicka metoda vyuzivajici magnetické nanocastice pro
stanoveni ochratoxinu A v ¢ervenych hroznech Vitis vinifera
Tato studie popisuje vyvoj elektrochemické metody, ktera vyuZivd techniku
voltamerie cCtvercovych vin (SWV) vkombinaci s modifikovanymi magnetickymi
nanocasticemi. Jednda se o rychlou a citlivou metodu detekce a kvantifikace

ochratoxinu A ve vinnych hroznech (Cabernet Sauvignon, Malbec a Syrah) po sklizni.

Hrozny byly naockovany Aspergilus ochraceus, aby bylo moiné izolovat
ochratoxin A zuméle infikovanych vzorkl. Nasledné byl ochratoxin A detekovan
pomoci SWV. Namérené hodnoty proudu byly pfimo iumérné koncentraci ochratoxinu

A ve vzorcich. Stejné vzorky byly proméreny také metodou ELISA.

Meze detekce vypocitané pro elektrochemickou detekci a ELISA testy byly 0,02

a 1,9 ug/kg a variacni koeficient presnosti byl nizsi nez 5,5 % (31).

5.4.11 Detekce ochratoxinu A pomoci fluorescenc¢ni chromatografické
imunoanalyzy vyuzZivajici kvantové tecky

Byla wvyvinuta rychld, jednoduchd a citliva metoda detekce ochratoxinu A
v kukufici zalozend na fluorescenéni chromatografické imunoanalyze s vyuzitim

kvantovych tecek (QDs-ICA).
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Konjugaty anti-ochratoxin A monoklonalni protilatky znacené CdSe/ZnS-QDs byly
navrzeny jako fluorescenéni sonda. Soucasti QDs-ICA byla testovaci linie (T line)
a kontrolni linie (C line), které byly davkovany optimdlnimi koncentracemi ochratoxin

A-ovulbumin (OTA-OVA) a stafylokokového proteinu A (SPA).

Za optimalnich podminek vykazoval QDs-ICA vynikajici specifitu a dostatecnou
pfesnost a spravnost. Pro kvalitativni detekci byla mezni hodnota pro linii T
pro vizudlni detekci 2,5 ng/ml. Hodnota LD50 QDs-ICA byla 0,91 ng/ml, limit detekce

byl 0,07 ug/ml a detekéni rozsah se pohyboval v rozmezi 0,05-10 ng/ml (32).

5.4.12 Rychly gelovy test pro neinstrumentalni detekci ochratoxinu A
V pivu
Pro neinstrumentalni detekci ochratoxinu A ve vzorcich piva byl optimalizovan
rychly a snadno pouZitelny imunotest.
Nejprve dojde k zakoncentrovani imunoafinitni vrstvy uvnitf kolony. Nasledné
hodnota pfi vizualni kontrole byla 0,2 pg/l. Byl proveden screening 37 pfirozené

kontaminovanych vzorkl a nebyly ziskdny zadné falesné negativni vysledky.

Popsana metoda nabizi jednoduchy, rychly a finanéné nenarocny screeningovy

nastroj, ktery prispiva k lepsi ochrané zdravi spottebitell (33).

5.4.13 Dvoupritokovy imunochromatograficky test pro rychlou
kvantitativni detekci ochratoxinu A a zearalenonu v kukufici,
pSenici a vzorcich krmiva

Pro simultanni kvantifikaci ochratoxinu A a zearalenonu v kukufici, pSenici

a krmivu byl vyvinut jednokrokovy kompetitivni imunochromatograficky test s dvéma

pratoky (DICGA).

Pfirozené kontaminované vzorky kukufice, pSenice a krmiva byly analyzovany
pomoci DICGA metody a kapalinové chromatografie standemové zapojenymi
hmotnostnimi spektrometry (LC-MS/MS). Korelace mezi témito dvéma metodami byla

vyhodnocena pomoci regresni analyzy.
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Limit detekce ochratoxinu A byl 0,32ng/ml srozsahem detekce
0,53-12,16 ng/ml. Hodnoty vytéznosti ve vybranych vzorcich se pohybovaly v rozmezi
77,3-106,3 % a variacnim koeficientem nizs§im nez 15 %. DICGA ukazala velky potencial
pro jednoduchou, rychlou, citlivou a finan¢né dostupnou kvantitativni metodu detekce

ochratoxinu A a zearalenonu (34).

5.4.14 Stanoveni ochratoxinu A v cerealiich imunoultrafiltraci a HPLC ve
spojeni s fluorescencni detekci po postkolonové derivatizaci
v elektrochemickém clanku

Tato studie predstavuje novou metodu precisténi vzorku zaloZenou

na imunoultrafiltraci pro analyzu ochratoxinu A v cerealiich.

Ochratoxin A byl extrahovan smési acetonitril-voda a extrakt byl nasledné
prefiltrovan v ultrafiltracnim zafizeni. Po promyti fosfatovym pufrem byl ochratoxin A
eluovan smési methanol-kyselina octova. Nasledné byla provedena detekce metodou
HPLC-FD ve spojeni s elektrochemickym ¢lankem. Elektrochemicky ¢lanek mél zamezit

matricovym efektiim tim, Ze zpUsobil oxidaci matricovych sloucenin.

Metoda byla validovdana opakovanou analyzou jeénych a Zitnych klas(
a certifikovaného psenic¢ného referenéniho materialu. VytéZnost a standardni odchylky
nabyvaly hodnot 71 + 9 % pro pSenici, 77 £ 12 % pro jeCmen a 77 + 8 % pro vzorky Zita.
Detekéni limit byl 0,4 pg/kg a limit kvantifikace 1 pg/kg. Analyza referenéniho

materialu poskytla vysledky, které se nachdzely v rozmezi stanoveném vyrobcem (35).

5.4.15 Simultanni stanoveni stopového mnozstvi aflatoxinu B1 a
ochratoxinu A pomoci mikroCipové kapilarni elektroforézy na bazi
aptameru ve vzorcich potravin

Byla vyvinuta mikrocipova kapilarni elektroforéza na bazi aptameru spojend

s detekéni metodou laserem indukované fluorescence (MCE-LIF) pro rychlé stanoveni

alflatoxinu B1 a ochratoxinu A.

Aptamery specifické pro tyto dva mykotoxiny byly nejprve hybridizovany s jejich
aptamerovymi komplementarnimi oligonukleotidy. Dvouvldknova DNA, kterd pfisla

do kontaktu s prostfedim obsahujicim mykotoxiny, se odvijela do samostatného
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komplexu aptamer-mykotoxiny a aptamer komplementarniho samostatného vlakna.
Pomoci MCE metody mohou byt separovany rGzné typy oligonukleotidi a detekovany

pomoci fluorescenéniho barviva SYBR gold.

Za optimalnich podminek bylo dosazeno analyzy konjugdtu aptamer-mykotoxin
béhem 3 minut. Limit detekce stanoveny pro aflatoxin B1 byl 0,026 ng/ml
a pro ochratoxin A 0,021 ng/ml. Studie specifity ukazala, Ze jiné Casto stanovované
mykotoxiny nevykazuji kfizové reakce s témito dvéma aptamery, coz prokazuje dobrou
selektivitu této metody. Bylo prokdzano, Ze se jedna o snadnou, rychlou a dostatecné
specifickou metodu pro simultanni stanoveni aflatoxinu B1 a ochratoxinu A ve vzorcich

potravin (36).

5.4.16 Stanoveni ochratoxinu A casoveé rozdélenou fluorescencni
imunoanalyzou zalozenou na polyklonalnich protilatkach
Byla zavedena rychla, vysoce selektivni a citlivd metoda pro stanoveni
ochratoxinu A. Jedna se o nepfimou kompetitivni ¢asové rozdélenou fluorescencni

imunoanalyzu (TRFIA) zaloZenou na polyklonalnich protilatkach.

Analyza byla provedena na desti¢ce s 96 jamkami, které obsahovaly specifické
polyklonaini protilatky proti stanovovanym mykotoxinim. Na mikrotitracni desticku byl
nanesen konjugat ochratoxin A-hovézi sérovy albumin, ktery byl nasledné inkubovan
se standardnim toxinem (vzorkem) a protildtkami proti ochratoxinu A. Vzorky byly
zaroven stanoveny pomoci systému autoDELFIA1235, aby bylo moZzné posoudit, zda je

navrhovana metoda vhodna pro detekci ochratoxinu A.

Limit detekce ochratoxinu A byl 0,02 pg/l. Hodnoty stanoveni se pohybovaly
v rozmezi od 0,02 do 400 pg/l. Primérné vytéinosti ze vzork(, které byly obohaceny
1-200 pg ochratoxinu A na kilogram byly 95,8 %. Jako referen¢ni metoda byly pouzity
ELISA testy a korelacni koeficient mezi témito dvéma metodami byl 0,912. Vysledky

ukdzaly, Zze metoda TRFIA je vhodnd pro kvantifikaci ochratoxinu A v obilovinach (37).
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5.4.17 Vyvoj metody vyuzivajici novy biosenzor k detekci ochratoxinu A
v cerveném viné
Byl vyvinut novy biosenzor zaloZeny na poutziti kfemikovych krystalickych
mikrovah rozsitenych o moznost méreni disipace (QCM-D) a specifickych protilatek

pro rychlou a citlivou detekci ochratoxinu A v ¢erveném viné.

Kombinace nepfimého kompetitivniho imunotestu s QCM-D poskytuje zafizeni,
které je schopné soucasné zaznamendvat zmény frekvence a disipace, coZ poskytuje
podrobné informace o latce, ktera je v kontaktu s povrchem senzoru. V této studii bylo
amplifikace QCM-D dosazeno pouzZitim sekundarnich protildtek konjugovanych

s hanocasticemi zlata.

Bylo dosaZeno linedrniho rozsahu stanoveni 0,2-40 ng/ml s vybornym limitem
detekce 0,16 ng/ml, coZ je o fad méné neZ limit detekce specifikovany legislativou
Evropskou Unii. Kromé toho byl matricovy efekt (zplUsobeny vyskytem polyfenold
ve viné) a souvisejici nespecifické interakce s povrchem senzoru zcela eliminovany

predbéznou Upravou vina pfidanim 3 % polyvinylpyrrolidonu (38).

5.4.18 Detekce ochratoxinu A v jablkach kontaminovanych Aspergillus
ochraceus metodou vyuzivajici mikrofluidni kompetitivni
imunosenzor a magnetické nanocastice

Tato prdace se zabyvala vyvojem, charakterizaci a aplikaci metody imunoanalyzy
zalozené na nanocdsticich zlata jako platformy pro imobilizaci bioaktivnich materialQ
inkorporovanych do mikrofluidniho systému k zajiSténi rychlé a citlivé kvantifikace

ochratoxinu A v jablkdch kontaminovanych druhem Aspergillus ochraceus.

Navrhovany senzor ma velky potencidl pro automatizaci. Detekce ochratoxinu A
byla zaloZena na kompetitivni nepfimé imunoanalyze vyuZivajici monoklondlnich
protilatek proti ochratoxinu A imobilizovanych na 3-aminopropylem modifikovanych

magnetickych nanocasticich.

Celkova doba analyzy ¢inila 16 minut s limitem detekce 0,05 pg/kg. Kromé toho
byly korelacni koeficienty v ramci testll a odchylky mezi nimi nizsi nez 6,5 %. Tato
metoda muze byt velmi slibnym analytickym ndstrojem pro stanoveni ochratoxinu A

ve zjevné zdravych plodech po sklizni a pro jeji pouZiti v zemédélském pramyslu (39).
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5.4.19 Metoda stanoveni ochratoxinu A vyuzivajici molekularni
signalizatory a real-time PCR

Byl vyvinut jednoduchy a levny zplisob analyzy ochratoxinu A ve viné. DNA
aptamer byl pouZit jako rozpozndvaci sonda ve formé molekuldrniho signalizatoru
s fluorochromem na jednom konci a zhasecem fluorescence na druhém konci. Takto
pfipraveny aptamer byl schopny zaujmout konformaci vhodnou pro navazani
ochratoxinu A, coZ zpUlsobilo narlst intenzity fluorescence v disledku vétsi vzdalenosti
mezi fluorochromem a zhdsedem fluorescence. K zachyceni signdlu bylo pouzito

zarizeni real-time PCR.

Za optimalnich podminek je moziné provést analyzu béhem jedné hodiny.
Navrhovany systém navic vykazoval dobrou selektivitu pro ochratoxin A vici jinym
mykotoxinlim (ochratoxin B a aflatoxin M1). Linearni rozsah stanoveni se pohyboval
v rozmezi 0,2-2000 pM s limitem detekce 13 nM a korelaénimi koeficienty r? = 0,9952
a r2 = 0,9904 (40).

5.4.20 Stanoveni ochratoxinu A a ochratoxinu B v archivnich Tokajskych
vinech vyuzivajici on-line SPE v kombinaci s HPLC-FD
Byla vyvinuta analyticka metoda pro stanoveni ochratoxinu A a ochratoxinu B
v Tokajskych archivnich vinech zaloZzena na on-line SPE ve spojeni s HPLC-FD vyuzivajici

prepinani kolon pro rychlou a citlivou kontrolu kontaminace mykotoxiny.

Metoda byla validovana svytéZnosti vrozmezi 91,6-99,1 % srelativni
smérodatnou odchylkou nizsi nez 2 %. Limit kvantifikace byl 0,1 pg/l pro ochratoxin A
a 0,2 pg/l pro ochratoxin B. Celkova doba analyzy byla 6 minut. Ve studii byl proveden
rozsahly prlzkum 59 vzork(li Tokajskych vin zlet 1959-2017. Ochratoxin A byl
detekovan pouze v malém mnozZstvi vzork( a jeho koncentrace neprekrodila pripustny
limit stanoveny Evropskou unii (2 pg/l), coz svéd¢i o dobré kvalité péstovani

a skladovani Tokajského vina (41).
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Tabulka 1: Souhrnné informace o dostupnych metodach ke stanoveni ochratoxinu A

Analyzovana

Metoda l5tka Matrice Detektor | Limit detekce | Zdroj
OTA Psenice, kukufice FD 0,9 ug/kg (22)
OTA, CIT Pivo FD 10 ng/I OTA | (24)
OTA Pivo FD 0,2 ng/ml (26)
Je€men, Zito
TA, CIT ! ! FD 1 k 27
OTA, kukufrice, oves ue/ke (27)
HPLC
OTA, CIT, FUM | Snidariové ceredlie FD - (29)
OTA, CIT Fermentované
! ! FD - 2
aflatoxin B1 masné produkty (25)
OTA Ceredlie FD 0,4 pg/kg (35)
OTA, OTB Tokajska vina FD - (41)
FPIA OTA RyzZe - - (23)
UPLC OTA Vino FD 0,3 ng/l (28)
Elektrochemické OTA Cervené hrozny SWv 0,02 pg/kg (31)
metody OTA - 0,3 pM (30)
QDs-ICA OTA Kukufice - 0,07 pg/ml (32)
ELISA OTA Pivo - 0,2 pg/l (33)
DICGA OTA, Kukufice, Ipsemce, i 0,32 ng/ml (34)
zearalenon krmivo
OTA, .
MCE aflatoxin B1 Vzorky potravin LIF 0,021 ng/ml (36)
TRFIA OTA Obiloviny - 0,02 pg/l (37)
OTA Cervené vino 0,16 ng/ml (38)
Biosenzor
OTA Jablka - 0,05 ug/kg (39)
Molekularni OTA Vino . 130M | (40)
signalizator

Legenda tabulky:

OTA — ochratoxin A, CIT — citrinin, FUM — fumonisin, - data nebylo mozné dohledat
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6. ZAVER
Cilem této reSerSni prace bylo zpracovat dostupnd data o ochratoxinu A

a shrnout informace o soucasné pouzivanych metodach, jimiz je moziné tento

mykotoxin stanovit v rliznych potravinach nebo zemédélskych produktech.

Prvni, teoreticka ¢ast prace méla shrnout zakladni informace o mykotoxinech,
o jejich kontrole a bezpecnosti v potravindch a napojich a dlivody, proc je duilezité je
v potravinach kontrolovat. Nasledné se kapitola vénuje ochratoxinu A. Strucné je
popsana jeho struktura, fyzikdlni a chemické vlastnosti, biosyntéza a také toxické
ucinky, kterymi plsobi na Zivé organismy. Popsan je také jeho vyskyt v potravinach

a limity stanovené Evropskou unii.

Dale nasleduje analytickd c¢ast této prace, kde je nejprve vénovan prostor
pfipravé vzorku pro analyzu, kam se fadi tématika odbéru vzorku, extrakce vzorku,
a nakonec precisténi ziskaného extraktu. Déle jsou prehledné sepsany analytické

metody, pomoci kterych je mozné ochratoxin A v potravinach stanovit.

Z dtivod( kontroly potravin a véasné eliminace rizika ohrozeni zdravi konzumenta
je potreba, aby metody pro stanoveni mykotoxint v potravinach byly co nejvice citlivé,
selektivni a spolehlivé, ale zaroven dostatecné rychlé, levné a jednoduché na obsluhu.
Postupné dochazi k nahrazovani plivodné velmi pouzivanych HPLC metod, novymi
a progresivnéjSimi technikami. V poslednich letech jsou stale vice na vzestupu
imunologické metody typu ELISA testll. Do popredi se také dostava trend vyuzivajici
biosenzory a aptamery, a také moderni modifikace HPLC na UHPLC, ktera je spojena
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Hojné vyuZivany jsou také elektromigracni

metody, a to zejména ve spojeni s metodami chromatografickymi.

Co se ochratoxinu A tyce, soustfedi se studie také na zdokonaleni metod
extrakce a Upravy vzorku pred analyzou. Casto je vyuZivdna metoda extrakce, pfipadné

mikroextrakce na tuhou fazi a metoda imunoafinitni chromatografie.

Mnohé metody vyuzivaji toho, Ze ochratoxin A ma schopnost nativni
fluorescence, tudiz je mnoho zplsobl stanoveni zaloZeno na spojeni kapalinové

chromatografie s fluorescencnim detektorem. Postupné jsou ovSem stale vice pfi
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analyze mykotoxin(i vyuzivdny hmotnostni detektory a metoda HPLC-FD je pomalu

upozadovana a nahrazovana citlivéjsi MS/MS detekci.

Konzumace potravin kontaminovanych mykotoxiny ohrozuje zdravi clovéka i
hospodarskych zvifat, proto je nezbytné kontrolovat vyskyt a mnoiZstvi téchto

toxickych latek v potravinach a ndpojich.
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