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ABSTRAKT

Cilem bakalarské prace bylo kvalitativni stanoveni kyseliny cyklopiazonové v syrech
s plisni na povrchu. Stanoveni bylo provedeno bezprostiedné po zakoupeni a na konci do-
by trvanlivosti. Ke stanoveni byla vyuzita tenkovrstva kapalinova chromatografie. Vyskyt

kyseliny cyklopiazonové nebyl u vzorki prokazan v prubéhu chladirenského skladovani.

Klicova slova: mykotoxiny, kyselina cyklopiazonova, chromatografie, syry s bilou plisni,

extrakce.

ABSTRACT

The aim of my bachelor thesis was to carry out qualitative determination of cyclopiazonic
acid in cheeses with white surface mould. The determinativ was done immediately after the
purchase of the cheeses and at the end of their best before dates by thin-layer liquid chro-
matography. Occurrence of cyclopiazonic acid in the samples was not pro established du-

ring the cooling storage phase.

Keywords: mycotoxins, cyclopiazonic acid, chromatography, cheese with white surface

mould, extraction.
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UvVOD

V dnesni dobé je pifi vyrobé potravin kladen velky diiraz na jejich kvalitu, bezpecnost
a zdravotni nezavadnost. Riziko vyskytu zdravotné nebezpecnych latek mulze vznikat
pfi vyrob¢ potravin, kde je nebezpeci kontaminace z vyrobniho prostfedi anebo je spojeno
s nezddoucimi latkami, které vznikaji béhem vyroby piimo v potravin€. Producenty myko-

toxint lze nalézt 1 mezi startetovymi kulturami, které se vyuzivaji pii vyrob¢ potravin.

Teoreticka Cast bakalarské prace je vénovana charakteristice toxinogennich plisni, charak-

teristickych mykotoxint, jejich vyskytu a mozného stanoveni v potravinach.

V praktické ¢asti bylo provedeno kvalitativni stanoveni kyseliny cyklopiazonové u 5 vzor-
k syrii s plisni na povrchu ziskanych z béZné obchodni sité. U téchto vzorkl byl sledovan
vyskyt kyseliny cyklopiazonové béhem chladirenského skladovani po dobu minimalni tr-

vanlivosti.
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. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1 TOXINOGENNI PLISNE

Plisn¢ jsou mikroskopické vldknité eukaryotni mikroorganizmy, které patii mezi houby
(Fungi). Rise Fungi se dé&li na 5 odd&leni: Myxomycota, Chytridiomycota, Hypochitridio-
mycota, Oomycota a Eumycota neboli pravé houby. Eumycota ma 5 tiid: Zygomycetes,
Ascomycetes, Basidiomycetes, Endomycetes, Trichomycetes. K houbam se fadi i nékolik
dal$ich organizmu, které jsou systematicky zatazeny do fiSe Protozoa. V $irS§im slova
smyslu neni termin houby pouZzivan pro piesné vymezenou systematickou skupinu, ale
pro dosti heterogenni skupinu organizmi rtiznorodého vzhledu. Houby miizeme obecné
délit na makroskopické a mikroskopické houby. Mezi mikroskopické houby patii kvasin-
Ky, kvasinkovité organizmy a plisn€. Botaniéti systematici pouzivaji nazev ,,plisné* jen
pro houby s neptehradkovanym myceliem, kam patii ttida Zygomycetes a nékteré plisné
rostouci pouze za nizkych koncentraci organickych slouc¢enin. Biotechnologové zahrnuji

do pojmu plisné i zbylé tiidy [1,2,3].

Mezi vyznamné toxinogenni plisné patii rod Penicillium, Aspergillus a Fusarium [1,2,3].

1.1 Rod Aspergillus

Patfi mezi nejvyznamnéjsi zastupce fadu Eurotiales. V dnes$ni dob& obsahuje tento rod

ptes 221 druht. Vétsina druhi rodu Aspergillus jsou saprofyté [1].

Z morfologického hlediska jsou pro tento rod typické konidiofory rozsifené na konci

Vv kulovity méchytek, husté pokryty fialidy v jedné nebo vice fadach; celek tvoti hlavici
[1-4].
Je znamo piiblizné 18 patogennich druhd. Za vétsinu piipadt infekce zodpovidaji A. fumi-

gatus, A. flavus, a A. niger, které jsou znazornény na obrazku 1-3. Tito zastupci jsou pro-

ducenty mykotoxinu (aflatoxin, ochratoxin, patulin) [2].
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Obr. 1: Aspergillus niger [5] Obr. 2: Aspergillus flavus [6]

Obr. 3: Aspergillus fumigatus [7]

1.2 Rod Fusarium

Na rozdil od ptedchoziho rodu, v nichz ptfevazuji saprofytické druhy, jsou fusaria prede-
v§im parazité. Jsou vSak schopna i saprofytického rastu, proto je lze péstovat na umélych
ce Casto vytvareji bilé az narizovélé mycelium, rostouci ve snopcich od pudy k vicku mis-
Ky. Nékteré kmeny zabarvuji substrat do rizova az ¢ervena. Konidiofory fusarii jsou malé
a nenapadné. Konidie jsou dvoji. Mikrokonidie jsou tvofeny zpravidla jednou bunkou.
Makrokonidie maji srpovity tvar, skladaji se z vétsiho poctu bunék a nesou dilezité druho-
vé znaky. Vyznamnym zastupcem tohoto rodu je druh Fusarium culmorum, ktery je zobra-
zen na obrazku 4. Fusarium culmorum je znam jako producent mykotoxinu zearalenonu
[1-4].
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Obr. 4: Fusarium culmorum [8]

1.3 Rod Penicillium

Tento rod patfi mezi nejrozsifenéjs$i a nejrozsahlejsi. Jeho druhy tvofi kolonie s velkym
mnozstvim Zlutozelenych az modrozelenych konidii. Na potravinach jsou patrné jako zele-
né, sametové az moucné povlaky. Zastupci tohoto rodu mohou zpiisobovat nezadouci ka-
Zeni potravin, néktefi mohou produkovat mykotoxiny. Ne&ktefi zastupci se vyuZivaji

pii vyrobé potravin. Na obrazku 5-6 jsou zobrazeny dva zastupci tohoto rodu [1-4].

Obr. 5: Penicillium chrysogenum [9] Obr. 6: Penicillium roqueforti [10]
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2 CHARAKTERISTIKA VYZNAMNYCH MYKOTOXINU

Mykotoxiny jsou zavazné kontaminanty krmiv a potravin, vznikaji pfi normalnim ¢i naru-
Seném metabolizmu nékterych plisni. V soucasnosti je znamo vice nez 400 mykotoxint.
Asi 20 mykotoxinu pfitomnych v krmivech a potravinaich mohou piedstavovat zdravotni
rizika. Cast mykotoxin® pfechazi z krmiva do vstupnich surovin pro vyrobu potravin. Dal-
Sim problémem je jejich stalost pfi vysokych teplotach a v kyselém prostiedi. Bézné upra-
vy potravin a krmiv proto nemohou p¥itomné mykotoxiny odstranit. Reenim je prevence

ristu toxinogennich plisni, zejména vytvoreni anaerobniho prostiedi [3,11-13].
Mykotoxiny vytvateji piedevsim plisné rodi Aspergillus, Penicillium a Fusarium. Casto

se vyskytuje vice mykotoxint soucasné [1,11]

2.1 Rozdéleni mykotoxini

Mykotoxiny lze rozdélit podle velkého mnozstvi kritérii. Zadné z dosud pouzivanych vsak
nelze povazovat za univerzalné pouzitelné [12]. Mykotoxiny mizeme rozdé€lit podle che-

mické struktury, biosyntézy, toxicity a podle ucinku na bunku.

2.1.1 Rozdéleni podle chemické struktury

Nejjednodussi je rozdéleni podle chemické struktury. Jeho vyhodou je pomérné snadné
a jednozna¢né zatazeni jakékoli latky o znamé chemické struktute [2,11]. Rozdé€leni myko-

toxinl podle chemické struktury vidime v tabulce 1.

Tabulka 1: Clenéni mykotoxinii podle chemické struktury [2,11].

Chemicka struktura Mykotoxin

Brevianamidy, fumitremorgen, gliotoxin, rogquefortin,

Cyklické dipeptidy sporidesminy, verukulogeny atd.

Deoxynivalenol, diacetoxyscirpenol, fusarenony, nivalenol,

Epoxytrichothecen roridiny, satratoxiny, T-2 toxin, verukariny atd.

Furanofurany Aflatoxiny, sterigmatocystin, versikolorin atd.

Griseofulviny Griseofulvin

Alternariol, citreoviridin, kyselina mykofenolova, kyselina
Nenasycené laktony penicilova, ochratoxiny, patulin, psoralen, rubratoxin B
atd.
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Chemicka struktura

Mykotoxin

Polycyklické substituované
indolové derivaty

Kyselina cyklopiazonova, paspaliny, penitremy atd.

Substituované chinony

Luteoskyrin, rubratoxin, viridikatumtoxin, xanthomegnin
atd.

Sub.pyreny a hydroxypyreny

Kyselina kojové, sekalonové kyseliny atd.

Mykotoxiny s jinou
chemickou strukturou

Citrinin, curvularin, kyselina B-nitropropionova,
moniliformin, PR-toxin, zearalenon atd.

2.1.2 Rozdéleni mykotoxint

V posledni dobé se objevuje i

podle biosyntézy

ttidéni podle zptisobu biosyntézy. Jeho vyhodou je velice

dobré postizeni vztahu k produkujicimu organismu a do uréité miry respektuje i vztahy

dané chemickou strukturou [2,1

1]. Rozdéleni mykotoxint je znazornéno v tabulce 2.

Tabulka 2: Clenéni mykotoxinti podle zptisobu jejich biosyntézy [2,11].

Kategorie biosyntézy Zastupce
Decaketidy Aflatoxiny, erytroskyrin
Diketidy Moniliformin

Diketopoperaziny jednoduché

Kyselina aspergilova, echinuliny

Diketopiperaziny modifikované

Brevianamidy, fumitremorgeny, roguefortin

Diterpeny Aflatrem, lolitremy, pospalin, penitremy
Heptaketidy Rugulosin, viriditoxin, xanthomegnin
Hexaketidy Maltoryzin

Monoterpeny Viridikatumtoxin

Nonaketidy Citreoviridin, fumonisiny, zearalenon
Octaketidy Luteoskyrin

Pentaketidy Citrinin, Ochratoxiny

Peptidy Ergotamin, phomopsiny, rhizonin
Seskviterpeny Trichoteceny
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Kategorie biosyntézy Zastupce
Tetraketidy Patulin, kyselina penicilova
Tetramicka kyselina Kyselina cyklopiazonova, kyselina tenuazonova

2.1.3 Rozdéleni mykotoxinu podle toxicity.
Rozdéleni podle toxicity je velmi dulezité [2,11]. Toto rozdéleni je shrnuto v tabulce 3.

Tabulka 3: Clenéni mykotoxinti podle toxicity — kvantitativni [2,11].

Aflatoxiny, patulin, luteoskyrin, sporidesminy, ochratoxin A,
Silné toxické cyklochlorotin, T-2 toxin, diacetoxyscirpenol, citreoviridin,
rubratoxiny, penitrem A

Citrinin, kyselina penicilova, sterigmatocystin, kyselina

Stfedné toxické . ,
cyklopiazonova

Griseofulvin, kyselina koji, trichoteceny, kyselina mykofenolova,

Slabé toxické .
chaetomin, zearalenon

Nejtoxictéjsi mykotoxiny maji LDsg pro bézna laboratorni zvirata blizkou KCN (tj. cca
1 mg.kg™ t&lesné hmotnosti). Této hodnoté se blizi napt. penitrem A. Vétsina dilezitych
mykotoxinii ma LDsg asi desetindsobnou. Existuji ov§em vysoké toxicity vii¢i organismim
v ur€ité fazi vyvoje (napf. toxicita aflatoxinu B; viéi savéim a pta¢im mladatim byva
I vice neZ desetinasobna proti toxicité¢ vuci dospélctim), jiné jsou s to vyvolat v davkach
netoxickych pro dospélé thyn a resorpci plodu. Toxicita pro ¢lovéka je ovSem pouhym
odhadem podle toxicity vuéi riznym zivocichim a dal§im biologickym objektim. Karci-
ucinky. U n¢kterych latek je nutné zohlednovat i1 chronické nekarcinogenni ucCinky.
Na zéklad¢ extrapolaci je poté stanovovana tolerovatelna denni davka, tj. takova, ktera by

ani pii dlouhodobém piijmu neméla vyvolavat negativni ucinky [2].
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Tabulka 4: Clenéni mykotoxinii podle toxicity — kvalitativni [2,11].

Toxicky Gcéinek

Mykotoxiny

Dermatotoxiny

Trichoteceny, psoraleny, verukariny, sporidesminy

Estrogeny Zearalenon
Aflatoxiny, sterigmatocystin, ochrantoxin A, citrinin,
Genotoxiny zearalenon, patulin, trichoteceny, fumonisiny, fusarin C,

griseofulvin

Hematotoxiny

Aflatoxiny, ochratoxin A, zearalenon, trichoteceny

Hepatotoxiny

Aflatoxiny, luteoskyrin, sterigmatocystin

Imunotoxiny

Aflatoxiny, ochratoxin A, trichoteceny, patulin, gliotoxin,
sporidesmin

Nefrotoxiny

Citrinin, ochratoxin A

Neurotoxiny

Penitrem A, fumitremorgeny, verukulogeny, fumonisiny

Toxiny gastrointestinalniho
traktu

Trichoteceny

2.1.4 Rozdéleni podle ucinku na buiiku.

Dal$im moZznym kritériem dé€leni je ucinek na urovni bunky, nitrobunéénych funkci a sys-

tému. Nevyhodou tohoto déleni je piedevsim to, Ze velké mnozstvi latek dosud podle toho-

to kritéria neni jednoduché zaradit [2,11].

Tabulka 5: Clenéni podle t¢inku na buiiku [2,11].

Inhibitory tvorby energie

Citreoviridin, luteoskyrin, xanthomegnin, kyselina
sekalonova D, moniliformin

Inhibitory proteosyntézy

Trichotheceny, ochratoxin A

Modifikatory cytoskeletu

Griseofulvin, cytochaalasiny, cyclochlorotin

Estrogenni mykotoxiny

Zearalenon

Tremorgeny

Penitremy (A, B, C), fumitremorginy (A a B), verruculoge-
ny

Karcinogenni mykotoxiny

Aflatoxin B; (dalsich cca 10 mykotoxint je z karcinogenity
ve vetsi €1 mensi mite podezielych, ale jejich karcinogenita
pro ¢loveka neni nezpochybnitelné prokazana)
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2.2 Skupiny vyznamnych mykotoxini

2.2.1 Aflatoxiny

Aflatoxiny jsou mykotoxiny produkované toxigennimi plisnémi rodu Aspergillus (asi 35 %
kment produkuje aflatoxiny fady B), A. parasiticus (t¢éméf 100 % kmend je schopno pro-
dukovat aflatoxiny fady B i G), A. argeninicus a A. nomius. Tyto latky pasobi jako hepato-
toxiny a hepatokancerogeny. Byly identifikovany zacatkem 60. let ve spojitosti s epidemii
oznacovanou jako krati X onemocnéni, pti které zahynulo na 100 000 kratich mlad’at
v okoli Londyna po zkonzumovani krmiva s obsahem toxické arasidové mouky [14]. Zvy-
Seny vyskyt aflatoxint je v tropickych a subtropickych oblastech, kde jsou optimalni pod-
minky pro rust jejich producentt [14-16]. Postupné byly identifikovany 4 ptirozené typy
aflatoxini: AFB;, AFB,, AFG; a AFG,. Nejcastéji se vyskytuje AFB;.

Obr. 7: Aflatoxin AFB; [11].

2.2.2 Ochratoxiny

Tato skupina mykotoxinl zahrnuje sedm izokumarinovych derivati vzdy spojenych s fe-
nylalaninem produkovanych druhy rodu Aspergillus (A. ochraceus, A. sulphureus, A. scle-
rotinum) a Penicillium (P. verrucosum, P. purpurascens, P. commune, P. viridicatum).
Nejvyznamnéjsi latkou je ochratoxin A. Primarnim cilovym organem ochratoxinu A je
vyvijejici se centralni nervovy systém. Ochratoxin A je vysoce nefrotoxicky pro monogast-
ricka zvifata a sou¢asn¢ imunotoxicky a teratogenni. Toxin je bézn¢ detekovan ve Skandi-
navii a na Balkang, ptilezitostné 1 v USA, v komoditach jako je kukufice, jemen, pSenice,
oves, ryze, burské ofisky, seno, zelend kava a jako reziduum ve veprovém mase (piede-

v§im v ledvinach) [14].
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HOOC 0 OH 0

Obr. 8: Ochratoxin A [11].

Mezi dal$i vyznamné ochratoxiny patfi patulin. Je nenasyceny lakton obvykle izolovany
z jablek a jejich produktii, jako metabolit parazitujici houby Penicillium expansum, P. pa-
tulinum, Byssochlamys nivea. Je vSak dokazovan i v mase véetné drubeziho, kde se kon-
centruje po zkrmovani obilovin kontaminovanych Aspergillus clavatus. Je stiedné toxicky,
zpuasobuje poskozeni zalude¢ni sliznice (hemoragie, edémy). Patulin v potravinach je spise
indikator Spatnych vyrobnich postupi — pouzivani "plesnivych" vstupnich surovin, nez
bezprostiedni vazna hrozba zdravi ¢lovéka ¢i zvifete, 1 kdyZ je tfeba pocitat i s chronickou

intoxikaci.

O OH
Obr. 9: Patulin [11].

2.2.3 Fumonisiny

Fumonisiny byly poprvé izolovany v roce 1988 z kultury Fusarium verticillioides skupi-
nou védct vedena Gelderblomem v Jizni Africe. Tato skupina mykotoxind ptivodcem leu-
koencephalomalacie u koni (ELEM), plicniho edému prasat a je spojovana s vyskytem
nadortl jicnu u vyznamné ¢asti populace v Transkei v Jizni Africe a dalSich Castech svéta
[17,18].

Fumonisiny je mozné chemicky charakterizovat jako slozité alifatické slouceniny. Jedna se

0 skupinu diesterti propan-1,2,3-trikarboxylové kyseliny a 2-acetylamino nebo 2-amino-
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2,16-dimetyl-3,5,10,14,15-penta-hydroxy-eicosan nebo jejich C-10 deoxy analogy. Dosud
bylo izolovano 7 fumonisint: A1, Ay, B1, Bz, B3, B4, C;1. Nejvyznamnéjsi z nich je fumoni-
sin B1. Prekurzorem biosyntézy fumonisinu B; mikroskopickou houbou Fusarium monili-

forme je aminokyselina alanin [17,18].

COOH
0 COOH
CHy—0O CHy OH
H4C
0 HO
0 COOH
HO
HOOC
Hh CH;

Obr. 10: Fumonisin B [11].

Fumonisiny jsou podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny, Svétové zdravotnické
organizace (IARC - WHO) klasifikovany jako mozné karcinogeny pro ¢lovéka (tfida 2B)

a jsou charakterizovany jako promotory karcinogenniho procesu [17,18].

2.2.4 Zearalenony

Zearalenon (ZEA) je klasifikovan jako nesteroidni estrogen, mykoestrogen ¢i fytoestrogen
a vzhledem ke své chronické toxicité mize piedstavovat zearalenon zdravotni riziko
pro ¢lovéka i hospodarska zvirata. Jeho nazev byl odvozen od jména houby Gibberella
zeae, z niz byl poprvé izolovan skupinou védcti pod vedeni Stoba. Hlavnim druhem v pro-
dukci zearalenont je Fusarium graminearum (= F. roseum, nepohlavni forma Gibberella
zeae), V soucasné dob¢ je izolovano 15 derivath zakladni struktury zearalenonu (dfive

oznacovany jako F-2 toxin) [19-21].
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Obr. 11: Zearalenon [11].

2.2.5 Cyklopiazonova kyselina

Kyselina cyklopiazonova je mykotoxin stfedni toxicity, izolovany a chemicky charakteri-
zovany Holzapfelem (1968) jako jeden z metaboliti Penicillium cyclopium Westling.
Je produkovana fadou mikroskopickych hub rodu Aspergillus a Penicillium. Vyznamna je
produkce u Penicillium camemberti, kdy bylo zjisténo, Ze vétsina sbirkovych kment pro-
dukuje uvedeny mykotoxin. Bitoxinogenni kmeny Aspergillus flavus jsou schopny produ-
kovat kyselinu cyklopiazonovou soucasné s aflatoxiny [22,23].

Kyselina cyklopiazonova je indoltetramovy derivat. Kyselina cyklopiazonova je potencio-
nalnim inhibitorem syntézy bilkovin, kdy inhibuje piepis RNA pii syntéze bilkovin a po-
skozuje organely, které se GiGastni proteosyntézy. Inhibuje transport Ca®* do endoplazma-
tického retikula, kdy tento transport hraje dalezitou roli pii svalové kontrakci. Poskozuje
gastrointestinalni trakt, ledviny, jatra a dalSi orgdny. Byly pozorovany degenerativni zmé-
ny myokardu a kosterniho svalu [22,23].

Kyselina cyklopiazonova byla zachycena v syrech camembertského typu, kukufici, arasi-

dech, v krmnych smésich, ryzi a kroupach [22,23].

Obr. 12: Kyselina cyklopiazonova [11].


http://www.biotox.cz/toxikon/mikromycety/aflatox.php
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2.3 Legislativni limity mykotoxint

V Ceské republice plati Nafizeni komise (ES) &. 2073/2005, kde limit pro vyskyt mykoto-

Xind v potravinach neni stanoven [24].

V 90. letech 20. stoleti a v prvni ¢asti minulé dekady byly vyhlaskou ¢. 298/1997 Sb. sta-
noveny limity pro Aflatoxin By, Aflatoxin M;, Aflatoxiny (suma By, B,, G1, G2), Sterigma-
tocystin, Deoxinivalenol, Patulin a Ochratoxin A. Skupiny potravin byly hlavné détska
a kojenecka vyziva, pro Aflatoxin B; to dale byl arasidy, kakao, ofechy, koteni, pro Afla-

toxin M; byly limity stanoveny pro mléko a mlééné vyrobky [25].
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3 STANOVENI MYKOTOXINU V POTRAVINACH

Stanoveni mykotoxini je dilezité vzhledem jejich mozné toxicité a ke sledovani zdravotni
nezavadnosti potravin. Je to slozity proces, ktery se skladd z odbéru vzorkd, tpravy vzor-
kt, extrakce mykotoxinu, ptrecisténi extraktu, detekce mykotoxinu a kvantitativniho stano-

veni [2,26].

Mykotoxiny Vv potravinach lze stanovit chromatografickymi metodami (HPLC, GS, TLC),
imunochemické metody (ELISA, RIA), mikrobiologickymi metodami a elektromigra¢ni

metody (kapilarni elektroforéza) [23,26,27].

3.1 Chromatografické metody

Chromatografické metody patii mezi fyzikalné-chemické metody. Tyto metody vyuzivaji
rizné rychlosti prostupu jednotlivych latek unaSenych smési rozpoustédel skrze vrstvu

vhodného sorbentu. Nejznaméjsi a nejcastéji pouzivané upravy chromatografie jsou TLC,

HPLC, GC [28-30].

3.1.1 Tenkovrstevna chromatografie (TLC)

Tenkovrstevnd chromatografie je zaloZena na vzlinani smési rozpoustédel v tenké vrstvé
sorbentu na povrchu vhodného nosice. K vizualizaci fluoreskujicich mykotoxinu (aflatoxiny,
citrinin, ochratoxin A) dostacuje osviceni UV zéafenim, ostatni detekujeme postfikem chemic-
kymi ¢inidly, které s toxiny tvoii barevné nebo fluoreskujici slouc¢eniny [23,30-32].

Vyhodou tenkovrstvé chromatografie je relativni odolnost vii¢i pfimésim balastnich latek
[23]. Dale je tato metoda jednoducha a finan¢né nenaro¢na [32,33].

Pro stanoveni 1ze vyuzit HPTLC (vysoce ucinné tenkovrstevna chromatografie), kteréd pra-
cuje se specialnimi deskami, jejichz sorbent je velmi jemny a zejména je zajiSténa vysoka
stejnorodost jeho zrn z hlediska velikosti a tvaru. Pracuje se s malymi deskami a mnozstvi

nanaseného vzorku je velmi malé [23,34].

3.1.2 Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Metoda HPLC patii mezi nejCastéji vyuzivanou metodou pro stanoveni mykotoxint.
V praxi pfevazuje pouziti chromatografie na obracené ,reverzni“ fazi RP-HPLC, ktera
umoziuje separaci malo polarnich latek, latek stfedné i silné polarnich [2,30]. Stacionarni
faze je slozena z mikrocastic silikagelu, na kterych je navazana vlastni stacionarni faze

Tato faze je nepolarni. Mobilni faze je polarni, vétSinou je pouzivana smés vody S organic-
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kymi rozpoustédly (metanol a acetonitril). Stanoveni lze ovlivnit pomoci pH, které ma vliv

na stupen disociace a tim i na déleni slozek mezi stacionarni a mobilni fazi [2,30,34].

3.1.3 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie je pouzitelna pro analyzu vétSiny mykotoxini. Separované latky
ze vzorku musi byt odpafeny do nosného plynu a jsou dale unaseny pies vyhtivanou kolo-
nu naplnénou stacionarni fazi. Velka ¢ast mykotoxinl neni tékava, je nutné vytvofit jejich
tékavé derivaty. Plynovou chromatografii I1ze kombinovat s riznymi detektory napiiklad
plamenov¢ ionizaénim detektorem (FID), detektorem elektronového zachytu (ECD) nebo

hmotnostnim detektorem (MS) [30,33,36]. GC vykazuje vyssi citlivost a pfesnost nez

wewvr

3.2 Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zalozeny na imunitni reakci sledované latky s protilatkami.
Mykotoxiny zpravidla nevyvolavaji imunitni odezvu s tvorbou protilatek, ale piisobi jako
hapteny. To znamena, ze po navazani na vhodny nosi¢ (napi. bilkovinu) vyvolaji tvorbu
specifickych protilatek. ELISA ma proti RIA vyhodu jednodussiho odecitani vysledku, ale
do reakce zavadi dalsi citlivou bilkovinnou molekulu (enzym), jejiz vlastnosti mohou byt
pozménény balastnimi latkami ze vzorku a podileji se na starnuti analytického kitu (sady).
Obé metody, RIA 1 ELISA, byvaji zpravidla vypracovavany pro konkrétni ptesné defino-
vané latky [23]. K vyhoddm metody ELISA kitl patii jednoduchost, rychlost a finanéni nena-
rocnost lze je pouzit v provozu pro stanoveni vétSiho poctu vzorkda.

Nevyhoda spociva v dostupnosti téchto kitli jen pro nékteré typy mykotoxind a mohou také
vykazovat kvili kiiZzovym reakcim faleSné pozitivni vysledky, které musi byt dale potvrzeny

jinymi analytickymi postupy [38].

3.3 Mikrobiologické metody

Mikrobiologické metody jsou relativné nenaro¢né, zejména z hlediska materialniho vyba-
veni. Lze prokazat blokadu rustu testovaciho kmene kolem diskll s obsahem mykotoxinu.
Podezieni na konkrétni mykotoxin je ddno postupem piipravy vzorku (ktery vylouci pii-
tomnost nékterych mykotoxini na disku) a pouzitim kmene se selektivné vysokou citlivos-
ti K ur¢itému mykotoxinu — skupiné mykotoxint [23].

V nékterych pripadech 1ze pouzit selektivni blokadu t¢inku mykotoxini nékterymi latka-

mi. V literatufe je popsdna blokada ucinku aflatoxinii kumarinovymi preparaty a blokada
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patulinu a kyseliny penicillové latkami s -SH skupinami. Ve druhém pfipadé se podatilo na
LF MU vyvinout metodu stanoveni patulinu, které spoc¢iva v aplikaci dvou diskll s hrubym
etylacetatovym extraktem vzorku na pudu s citlivym mikrooganizmem, pficemz na jednom
je vedle vzorku pfidano i standardni mnozstvi thioglykolatu sodného. Pro ptitomnost patu-
linu je charakteristicky vyrazny rozdil velikosti zon inhibice ristu pouzitého mikroorgani-
zmu kolem diskt. Dulezité u vSech uvedenych metod je konstantni tloustka a rovnobéz-
nost vrstvy vylité ptidy, coz je technicky dosti naro¢né. Zdrojem chyb mohou byt antibio-
ticky pulsobici latky, proto je pouziti metod omezeno piredevsim na substraty, kde neni vy-
skyt podobnych latek obvykly. Je mozna uprava mikrobiologické metody k odecitani
chromatogramu [23].

Uvedené metody maji sviij vyznam hlavné pro mikrobiologické laboratofe, nevybavené
K pouziti slozit&jSich chemickych metod. Mohou mit sviij vyznam u téch toxint, kde jsou
nedostupné specifické chemické reakce, proveditelné piimo na chromatogramu, a latky je

prili§ malo pro jeji blizsi urCeni fyzikaln¢ chemickymi metodami [23].
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4 VYSKYT MYKOTOXINU V POTRAVINACH

Plisn¢ jako producenti mykotoxini mohou rist na nejriznéjSich substratech. Plisné maji
aerobni povahu, proto napadaji povrch materidlu. Mohou rozkladat nejriiznéjsi organicky
material, dale maji schopnost vyuzivat vzdusnou vlhkost, rozmnozuji se za pomérn¢ nizké
vodni aktivity prostfedi a pfi nizkém pH. A proto jsou potraviny vyhodnym substratem pro

jejich rast [11,15,21,23,39].

Vyskyt plisni v potravinaistvi je az na malé vyjimky, kdy se pouzivaji jako Cisté kultury,
nezadouci. Zptsobuji vady, az Gplné znehodnoceni potravin (maslo, syry, zakysané¢ mlé¢éné
vyrobky, tvaroh, suSené vyrobky, maso, cerealie a dalsi), pokud jsou pro rozvoj plisni
zivame plisné pro vyrobu antibiotik, organickych kyselin (kyselina citronova, §tavelova),

nebo enzymovych preparati (proteasy, amylasy, celulosy) [11,15,21,23,39].

V mléce a v mléénych vyrobcich mohou mykotoxiny pochazet bud’ z krmiva, a potravnim
fetézcem se dostat do mléka, nebo mohou byt vyprodukovany toxinogennimi plisnémi,

napt. pii skladovani mlékarenskych vyrobku, nebo pii zrani syra [11,15,21,23,39].

Mykotoxiny jsou termostabilni. Pasterizaci se jejich obsah v mléce prakticky neméni.
Z organismu jsou ¢aste¢né vylu€ovany s potravou, ¢astecné prechéazeji do krve a jsou roz-
kladany (detoxikovany) v jatrech. Do masa a mléka dojnic jich pfechdzi jen velmi malo.
Zavazng€ vSak poSkozuji zdravi zvifat, jejich reprodukéni schopnost a zvySuje se pocet
uhynii. Patogenni plisné zpusobuji onemocnéni kiize, nehtt, sliznic, dychacich cest i dal-
§ich vnitinich organid. Tyto choroby se oznaduji jako mykozy. Casto zplisobuji choroby

z povolani u zemédélcti, veterinarnich pracovnika aj [11,15,21,23,39].

Alergické reakce byvaji zpisobeny piecitlivélosti organismu na vdechované spory plisni.

Napt. pfi manipulaci s plesnivymi potravinami, senem, ovocem, dievem apod.

Projevuji se kaslem, rymou, o¢ni ptecitlivélosti apod. V technické praxi se plisn€ potlacuji
tzv. fungicidnimi latkami. Napf. natamycin (znamy pod obchodnim nazvem Delvocid),
kyselina sorbova, sorbat draselny, kyselina benzoova, kyselina propionova. Na ochranu

rostlin proti plisnim se pouziva mnoho riznych fungicidi, napt. Fundazol.

Nékteré druhy plisni parazituji na hmyzu (napt. druhy rodu Beauveria z ¢eledi Moniliace-

ae) a mohou byt pouzity k ekologicky nezdvadnému hubeni Sktidct.
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Védeckotechnicky pokrok umoziiuji pouzivat stale citlivéjsi metody a dokonalejsi pfistro-
je. Postupné se objevuji nové mykotoxiny. Vlivem mykotoxini na zdravi lidi i zvifat
se zabyva mnoho odbornych pracovist u nas i v zahrani¢i. Jednoznacné je dokazano,
ze plesnivé potraviny a krmiva mohou vazné ohrozit zdravi konzumenta. Z téchto divodu
se celosvétoveé upousti od pouzivani plisni pii vyrobé potravin — napf. pii vyrobé trvanli-
vych saldmi. Vyjimku tvoii vyroba plisnovych syra. Zde se pouzivaji netoxinogenni kme-
ny a ani v pribéhu zrani nejsou vhodné podminky pro vznik mykotoxina [11,15,21,23,39].

Pichled mykotoxinti v potravinach je shrnut v tabulce 6.

Tabulka 6: Prehled a vyskyt vyznamnych mykotoxinid v potravinach [11,23].

Mykotoxin

Potravina

Aflatoxiny (zejména
aflatoxin B;)

AraSidova omacka, pasta, smés, arasidy kandované, broskvova
jadra, ceredlni snidan¢, ¢esnek nakladany, ¢ili papricky, ¢oko-
lada, fiky, kakaova drt’, kari pasta, kokosové ofechy, pepf,
kmin, kukufi¢né vyrobky, mandle, marcipan, olej, Spagety,
zazvor, zrno jeCmene atd.

Aflatoxin G; Stejné jako u AFB, navic v semenech celeru

Aflatoxin G, Stejnev Jgko I’AFB, navic citrony, pomerance, sezamova seminka
slune¢nicova seminka, kurkuma, soja
Jogurt, kukufice bila a zluta, maslo, mléko pasterizované, steri-
lizované, suSené, velbloudi, pistaciové otfechy, Brie, Camam-

Aflatoxin M bert, Cheddar, Cheshire, Chester, Cottage, Compe, Cream,

Double Gloucester, Eidam, Emmental, Fresh, Gouda, Grana
Padano, Mozarella, Parmesan, Romadur, Samsoe, Stilton

Alternariové mykotoxiny:

Alternariol, Altrnariol
metyleter, Kyselina
tenuazonova

Rajcata, jablka, melouny, olivy, je¢men, oves, zito, pSenice,
cirok

Deoxynivalenol

Obiloviny, détska vyziva z obilovin, jeémen a hotové vyrobky
na bazi jeCmene, rizné druhy kukufice, pSenice a vyrobky z ni,
ryze, proso

Fumonisin B,

Kukufice, extrudované kukuti¢né vyrobky

Kyselina cyklopiazonova

Kukufice, arasidy, ryze, kroupy, syry camambertského typu,
mekké plisiioveé syry

Ochratoxin A

Obiloviny, kava, pivo, lusténiny, kofeni, zeleny ¢aj, susené
ovoce, vepiové maso, krev
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Mykotoxin Potravina

Jablka, banany, grepy, broskve, merunky, ananas, bortvky,

Patulin plesnivé kompoty, hruskové dzusy

Obiloviny, zelena kava, marihuana, tvrdé syry, fenykl, hrozno-

Sterigmatocystin vy a grepovy dzus

T-2 toxin Obiloviny, fazole, koteni, pivo

Obiloviny, olej, pept, fenykl, kari-pasta, kari, koriandr, chilli

Zearalenon < . > s
omacka, banany, ofechy, boby, proso, ryze
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem bakalatské prace bylo kvalitativni stanoveni kyseliny cyklopiazonové ve vybranych
vzorcich syra s bilou plisni na povrchu ziskanych z bézné obchodni sité a sledovat zménu

vyskytu této kyseliny béhem chladirenského skladovani.
Pro dosazeni vySe zminénych cili bylo nutné:
Vv teoretické Casti popsat:
» Vyskyt kyseliny cyklopiazonové v potravinach,
» Charakterizovat vybrané¢ mykotoxiny a popsat zpusob jejich stanoveni.
v praktické ¢asti bylo nutné splnit tyto dil¢i cile:

» Koyvalitativné stanovit kyselinu cyklopiazonovou pomoci tenkovrstvé chromatografie

ve vybrané skupiné vzorkd,

» Sledovat vyskyt kyseliny cyklopiazonové béhem chladirenského skladovani.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Pomiicky a chemikalie

6.1.1 Standard

Kyselina cyklopiazonova (Penicillium cyclopium), SIGMA-ALDRICH,C1530 — > 98 %
(TLC), powder

6.1.2 Pouzité chemikalie

Etanol, Agar, Hydrogenfosfore¢nan sodny, Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Dietyléter,
Kyselina octovd, Koncentrovany roztok amoniaku, Kyselina $tavelova, Metanol, Chloro-
form, Octan etylnaty, Siran sodny bezvody, Tetrachlormetan, p-dimetylaminobenzaldehyd,
Chlorid sodny, Kyselina sirova. Chromatograficka deska: ALUGRAM

6.1.3 Laboratorni pomiicky a pfistroje

Tteci miska, Erlenmeyerovy banky, odmérny valec, odpatovaci banky, odpafovaci misky,
Petriho misky, nalevky, papirové filtry, mikropipety, kyvety pro chromatografii, kadinky,

topné hnizdo, vodni lazen, tiepacka, susarna.

6.2 Charakteristika vzorku

V experimentalni ¢asti bakalarské prace byla stanovena pfitomnost kyseliny cyklopiazono-
vé ve vybranych vzorcich syru s plisni na povrchu. Syry s plisni na povrchu byly zakoupe-
ny v bézné obchodni siti. Ke stanoveni bylo pouzito 5 vzorkl. VSechny vzorky byly skla-
dovany po celou dobu experimentu (od zakoupeni az do konce doby pouZzitelnosti)

Vv lednici pii teploté 6 + 2 °C. Vzorky byly zakoupeny 19. 2. 2012.
Popis vzork:
» Vzorek A, 90 g, Polsko, min. trvanlivost do: 12. 3. 2012
> Vzorek B, 100 g, Povltavské mlékarny CR, min. trvanlivost do: 17. 3. 2012
> Vzorek C, 120 g, Pribina Pibyslav CR, min. trvanlivost do: 9. 3. 2012
» Vzorek D, 120 g, Polsko, min. trvanlivost do: 27. 2. 2012
» Vzorek E, 340 g, Francie, min. trvanlivost do: 23. 2. 2012

Fotografie vzorkt jsou pfiloZeny v piiloze 1.
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6.3 Extrakce

Z povrchu syra byla okrajena 1 — 2 mm silna povrchova vrstva. Bylo odvazeno 30 g okra-
jené povrchové vrstvy, ktera byla dezintegrovana Vv tieci misce a prevedena do Erlenmeye-
rovy banky. Bylo pfiddno 100 ml etanolu a Erlenmeyerovy baiky byly umistény na tre-
packu. Po 30 minutach byl extrakt pfeveden do ¢isté Erlenmeyerovy banky. Extrakce byla
provedena tfikrat. Prvni a druhy ptfidavek etanolu byl 100 ml, tieti piidavek byl 50 ml eta-

nolu.

Extrakty byly spojeny a k nim bylo ptidano asi 15 g Siranu sodného bezvodého a po 5 min.
tiepani zfiltrovany ptes papirovy filtr. Extrakt byl odpafen na topnych hnizdech

Vv odparovacich bankach na objem cca 3 -5 ml.

Zahustény odparek byl rozetten na povrch pufrované¢ho agarového gelu [30 g agarové tasy,
27 ml 0,15 M NayHPO4, 73 ml 0,15 M KH,PQO,, rozvafit v destilované vod¢, doplnit
na 1 litr destilovanou vodou a vylit do Petriho misek po 20 ml] a dosusen proudem vzdu-
chu tak, aby povrch extraktu byl pokryt tukovou vrstvou. Tyto Petriho misky byly ulozeny
V lednici pfi teploté 6 + 2 °C na dobu 48 hodin.

Po 48 hodinach byl povrch agaru mechanicky o€istén, rozkrajen na drobné kostecky a pie-

veden do Erlenmeyerovy banky 250 ml.

Agar byl tiikrat extrahovan dietyleterem po 30 minutach. Prvni a druhy ptidavek dietylete-
ru byl 50 ml a tieti piidavek byl 25 ml. Eterové extrakty byly spojeny a odpaieny do sucha

na vodni lazni

Vysuseny extrakt byl nafedén na 200 pl octanem etylnatym a 50 pl extraktu byl nanesen
na start chromatografické desky 20 x 15 cm. Deska byla pted pouzitim vyvolana prazdna
v roztoku etanol : kyselina octova (3 : 1) a po vysuseni v roztoku etanol : koncentrovany
vodny roztok amoniaku (3 : 1). Poté byla tato chromatograficka deska nasycena roztokem
kyseliny stavelové v metanolu o koncentraci 1 g v 10 ml a po ususeni byly na tuto desku
naneseny vzorky. Deska byla vyvolana v soustavé chloroform : octan etylnaty :
tetrachlormetan (7 : 2 : 1). Po vyvolani byla deska detekovana roztokem
p-dimetylaminobenzaledehydu (1 g ve 30 ml etanolu) a poté vystavena param HCI. Deska

byla vyjmuta ihned po vzniku modrofialovych skvrn kyseliny cyklopiazonové.

Fotografie pracovniho postupu jsou piiloZeny v piiloze 1.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Stanoveni bylo provedeno ihned po zakoupeni vzorki — experiment I a po uplynuti mini-

malni doby trvanlivosti — experiment I1.

7.1 Experiment I

Bylo analyzovano 5 vzorki syru s plisni na povrchu ihned po nakupu. U Zadného z téchto
vzorkl nebyla ptitomnost kyseliny cyklopiazonové prokazana. Vysledek byl urcen vizual-
né¢ z chromatografické desky, kterou lze vidét na obrazku 13. Standard, ktery byl na desku
nanesen jako Sesty vzorek, vykazuje zfeteln¢ barevnou skvrnu. Tato skvrna se u vzorki
nevyskytla. Toto tvrzeni dokladaji hodnoty retenénich faktorti Rf. Tyto hodnoty jsou shr-
nuty v tabulce 7. Rf je hodnota podilu vzdalenosti skvrny od startu a vzdalenosti Cela
a startu. I kdyz nebyly skvrny zjistény, neni pfitomnost kyseliny cyklopiazonové ve vzor-

cich vyloucena. Jeji mnoZstvi mize byt pod mezi postiehu.

A

Obr. 13: Chromatograficka deska — experiment |
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Tabulka 7: Reten¢ni faktor — experiment |

Rf
Vzorek
Pti nakupu

1. 0,138

2. -

3. -

4, -

5. 0,115
Standard 0,231

7.2 Experiment Il

Bylo analyzovano 5 vzorku syri s plisni na povrchu na konci minimalni doby trvanlivosti.
U zadného z téchto vzorkll nebyla pfitomnost kyseliny cyklopiazonové prokazana. Vysle-
dek byl uréen vizualné z chromatografické desky, kterou lze vidét na obrazku 14. Standard,
ktery byl na desku nanesen jako Sesty vzorek, vykazuje zfetelné barevnou skvrnu. Tato
skvrna se u vzorkt nevyskytla. Toto tvrzeni dokladaji hodnoty retencnich faktorti Rf. Tyto
hodnoty jsou shrnuty v tabulce 8. I kdyz nebyly skvrny zjistény, neni pfitomnost kyseliny

cyklopiazonové ve vzorcich vyloucena. Jeji mnoZstvi mize byt pod mezi postiehu.

Tabulka 8: Retenc¢ni faktor — experiment |1

Rf
Vzorek
Minimalni doba trvanlivosti
1. 0,174
2. 0,122
3. -
4. -
5. 0,139
Standard 0,243
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Obr. 14: Chromatograficka deska — experiment 11

7.3 Souhrnna diskuze

Kyselina cyklopiazonova nebyla zjisténa v Zadném ze sledovanych vzorkd syrl s plisni
na povrchu ani pii zaloZeni skladovaciho pokusu ani na jeho konci. Metoda TLC, ktera
byla pro stanoveni vyuzita, patii mezi metody jednoduché a finanéné¢ méné narocné
nez metody instrumentélni, ale je zde vyssi mez detekce. I kdyZ nebyla piitomnost této
kyseliny ve vzorcich prokazana, neznamena to, Ze se v ptislusnych vzorcich nevyskytuje

[23].

Velmi malé mnoZstvi kyseliny cyklopiazonové ve vzorcich syrt s plisni na povrchu
a moznost ovlivnéni tohoto stanoveni pfitomnosti dalSich balastnich latek nas vede k tomu,

v

Ze je pro stanoveni lepsi, vyuzit presnéjsi instrumentalni metody [23].
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ZAVER
Bakalafskd prace byla zamétena na kvalitativni stanoveni kyseliny cyklopiazonové v sy-

rech s plisni na povrchu zakoupené v bézné obchodni siti.

Ukolem této prace bylo sledovat vyskyt kyseliny cyklopiazonové pomoci tenkovrstvé ka-
palinové chromatografie. Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda je mozné ptitomnost
kyseliny cyklopiazonové prokéazat pomoci tenkovrstvé chromatografie v zavislosti na dobé

skladovani pfi chladirenskych podminkéach.
Bylo zjisténo:

» Pritomnost kyseliny cyklopiazonové nebyla prokazédna v zadném ze sledovanych

vzorku

» Pro stanoveni kyseliny cyklopiazonové je vhodnéjsi pouzit presnéjsich instrumen-

talnich metod ptedevsim vysokotlaké kapalinové chromatografie
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AFB;  Aflatoxin skupiny B;

AFB,  Aflatoxin skupiny B,

AFG;  Aflatoxin skupiny G;

AFG,  Aflatoxin skupiny G,

ECD Detektor elektronového zachytu

FID Plamenové ioniza¢ni detektor

GC Plynova chromatografie

HPLC  Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie
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smrtelnou davkou pro daného Zivoc€icha v 50 % ptipadi
LF MU Lékarska fakulta Masarykovy univerzity
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WHO  Svétova zdravotnicka organizace
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SEZNAM PRILOH

Pl FOTOGRAFIE K PRAKTICKE CASTI



PRILOHA P |: FOTOGRAFIE K PRAKTICKE CASTI

Syr s bilou plisni, Polsko

Sedl¢ansky hermelin, CR




Krél syrti Hermelin, CR

Kral syrt Kozi, Polsko




Val de Saone, Francie

Ptiprava vzorkt 1




Ptiprava vzorkt 2

Extrakce 1




Vzorky po extrakci 1

Filtrace



Odparovani

Ptenos vzorku na agar



J A/

Pripravené vzorky na extrakci 2

Extrakce 2



Odparovani na vodni 1azni



