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ABSTRAKT

Bakalai'ska prace je zamétena na obecnou problematiku a klasifikaci mikroskopickych
toxinogennich hub, produkujich mykotoxiny, které mohou zpusobovat t€zké otravy, pii-
padné vyustit v zdvazna onemocnéni. Vybrané druhy mykotoxind jsou charakterizovany
podle toxicity a chemického slozeni, dale je popsan typ onemocnéni, které mohou vyvolat
u lidi a zvirat. Z diivodu eliminace mykotoxikéz jsou dilezité také metody pro jejich dia-

gnostiku, jejichZ principy jsou v praci charakterizovany.

Kli¢ova slova : aflatoxin, ochratoxin A, patulin, zearalenon, fumonisiny, namelové alkaloi-

dy, aspergiloza, ergotizmus, akutni kardialni beri - beri

ABSTRACT

The dissertation focuses on microscopic toxigenic fungi that produce mycotoxins that can
lead to acute poisoning or serious illness. Selected varieties of mycotoxins are classified
according to their toxicity and chemical composition. This is accompanied by a description
of different kinds of diseases these mycotoxins can cause both in humans and animals. Re-
liable diagnostics is important to fight mycotoxicosis effectively. The core principles of

such diagnostics is characterized in the work.

Keywords: aflatoxin, ochratoxin A, patulin, zearalenone, fumonisin, ergot alkaloids, asper-

gillosis, ergotism, acute cardiac beriberi



Podékovani

Rada bych podé¢kovala touto cestou vedouci bakalatské prace

Ing. Ladislavé Misurcové, Ph. D. za odbornou pomoc a trpélivost pii zpracovani této pra-
ce. Také bych chtéla podékovat své rodin¢ za podporu a shovivavost po celou dobu svého

studia.

Prohlasuji, Ze odevzdana verze bakalaiské prace a verze elektronicka nahrana

do IS/STAG jsou totozné.



L 0 V40 0 SO SS USRS 10
MY KOTOXINY ottt e e e st e te e e s neenteaneesneenns 12
2.1 PRVNI POZNATKY O MYKOTOXINECH.....cciviiiiiieiiiiesieeesieessieesssneesssnesssinesssieesans 12
2.2 ROZDELENTI MYKOTOXINU ...uttiiiiiiesiniesineesbeeessneessseesssseessssesssssesssssesssssessnssesnns 13
2.2.1  Rozdéleni mykotoxind podle tOXICILY .....vevvireeiiriirieiisieseese e 13
2.2.2  Déleni mykotoxinti podle toxikologického €inku ..........ccccveviiiiiiininnnnn. 14
2.2.3  Rozdéleni mykotoxind podle chemického slozeni...........ccccceiiiiiiiciinnnnn. 15
2.2.4  Rozdéleni mykotoxind podle zplisobu biosyntézy: ..........ccovveiiiiviriinennenn. 16
VYSKYT MYKOTOXINU V POTRAVINACH ..........cccoovmmrieriecrenresrssrsninn. 18
MYKOTOXINY A JEJICH PRODUCENTI ..o 19
A1 AFLATOXINY ootiiuieitieiteetesteesteetesteesteasesssesteeaeaseesseesseaseesseeseassesseesseensesseesseesens 19
411 ASPErgillus flaVUS ........ccooiiiiii e 19
4.1.2  ASPregillus ParasitiCus.........cccooeriiiiiiiiisees e 20
4.1.3  Rozde€leni aflatoXint .......cccociuveieiiiiiiee i eiiee et e st e e abre e e earee e 22
4.1.4  Vyskyt aflatoxinll v potravinach ............ccceoiiiiiiiiiiiiiic e 23
4.2 PATULIN ¢ecteeiteete ettt ettt ettt et et e st e et e e se e s seesteestesbeeteaneesaeesteenseaneesreeneens 25
4.2.1  PeniCilllium eXpansum ... 26
4.3 OCHRATOXIN A .. oottt sttt sttt et et e st e et e e e s ae e s teestesbe e teasaesaeesteennesreenreeneens 27
A4 ZEARALENON ...ooiiitiiiitiieastiteasitteastetesteteataesanbeeeanbeeeasbeeessbeeessbeessnbeesssseeessneesnsnenans 28
4.4.1  Fusarium CUIMOIUM .........ooeiiiiiie et 28
4.5 FUMONISINY .ottt ettt sttt et e e st e e e nnbe e e nnn e e e nnneean 30
45.1  Vyskyt fumonisinll v potravindch .........cccccovviiiiiiiinin e 30
4.6 KYSELINA CYKLOPIAZONOVA . wuviiiiiieeiiiieasiieessieaesieeesteeesbeeesnieessnneessnneessnneesnns 31
4.7 NAMELOVE ALKALOIDY ..vveeiuttteistteesssesesssesasssnesssssssssssssssesssssesssssesssssessssesssseesnsns 32
471  ClaVICePS PUIPUIEA .......eiuieiieiieieite sttt sttt 33
MYKOTOXIKOZY .......oooooieorieiereseeieiessesseeesiessessssissaes s sssass s sessas s 34
51 ASPERGILOZA ..o i etttteiit e e e teeitbttee e e e ettt e e e e e s st et bbb e e e e e e e s s seab b b e e e e e e e s s s s sbaberens 34
5.2 ERGOTIZMUS ...ttt sttt e e snb e e e snb e e e nnae e e nnneean 35
5.3  ALIMENTARNI TOXICKA ALEUKIE (ATA) ..ot e 35
54  AKUTNI KARDIALNI BERI = BERI ...uuiiiiiiiiitiieisiiiessiniesineesieeessieessnsasssnseessssesssssessnnns 36
OCHRANA PRED MYKOTOXINY .....coooovviiiiiiiiieisiesieeiesessesss s 37
MYKOTOXIKOZY U ZVIRAT ..o 38
METODY STANOVENI MYKOTOXINU ........cccccoooiriiiniinieciseeeiessse e, 39
8.1 MYKOLOGICKE METODY ..vvteiutteeiuteeessueeesssnsasssnesssssssnsssessssssssesssssesssssesssssssssseesnsns 39
8.1.1  PriIMOKUILIVACE ......ccviiiieiiecciee ettt 39
B.1.2  HZOIACE ...eeeeeee e e 39

8.1.3  Determince (ur€ovani) KMentl.........cccccuevverieiieeiesiesee e seesie e 39



8.2 IMUNOCHEMICKE METODY ..ttvttttuuieeeeeseessssntssessseesssneeessseestnmeesesess 40

8.2.1  Stanoveni mykotoxinll pomoci imunoafinitnich kolonek ...............c.ccoce.. 40

8.2.2  Radioimunoalalyza (RIA) ......cccceiiiiiiiiie e 40

8.2.3  ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent ASSay)........ccccoovrveereriinseeriennnenn 41

8.3  CHROMATOGRAFICKE METODY ....cuviiirieteesireareesneasseessneassesssseessessseessessnsesssnesnns 41
8.3.1  Chromatograficka metoda HPLC (high-performance liquid

Chromatograpy). ....cocveeeee s 41

8.3.2  Chromatografie na tenkeé VIStVE ........ccceriiiiiiiiiiiiciiee e 42

9 PREVENCE PROTI KONTAMINACI MYKOTOXINY ...coocoiiiiiiiiieeiiieeiin, 43

10 BEZPECNOST POTRAVIN ......oooiitoieeeeeeeeeeeeeeeee v e ee e s eees e enesenenessenen, 45

ZAVER ......coovoiiiiiieiisiies e 47

SEZNAM POUZITE LITERATURY .....ccooooriiiiiiiieieeisseeiesissss s 48

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ..........cooooonvvimmriiniinniinninsinsionn, 53

SEZNAM OBRAZKU .........cooooiviriiiiioseioeeiessees e ess s 54

SEZNAM TABULEK ... s 55



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

1 UVOD

Potraviny jsou zdrojem energie a mnoha diilezitych latek, které se podili na metabolizmu
¢loveka. Spravna skladba, ale také kvalita potravin je dulezita pro zdravi ¢lovéka. Potravi-
ny v8ak mohou byt i zdrojem latek skodlivych, jehoz divodem muze byt nekvalitni surovi-
na, pfipadné mohou vznikat pii nespravném technologickém procesu, ¢i Spatnych sklado-
vacich podminkéch. Globalizace trhu s potravinami umoznuje zvysit dostupnost potravin
béhem celého roku, at’ se jedna o ovoce, zeleninu, nebo hotové vyrobky. Negativnim di-
sledkem v8ak muze byt zvySené riziko znehodnoceni pievazenych potravin v dusledku
dlouhych transporti. Nespravnou manipulaci a nedodrzenim skladovacich podminek miize

dojit k napadeni potravin plisnémi.

Plisn¢ jsou eukaryotni mikroorganizmy, které se fadi mezi houby. Nékteré plisn€¢ produ-
kuji pro lidsky organizmus nebezpeéné mykotoxiny. Vyskyt plisni, které produkuji myko-
toxiny, je podminény vhodnymi klimatickymi podminkami pro jejich rust, jako jsou vihko
a teplo. Suroviny, které jsou napadeny plisnémi, se pii nespravném technologickém postu-

pu mohou stat zdrojem mykotoxini, které se nasledné dostavaji do potravinového fetézce.

v

Toxiny, produkované plisnémi, jsou mnohem rozmanitéjsi a termorezistentnéjsi nez bak-
teridlni toxiny. K nejnebezpecnéjSim mykotoxinim patii aflatoxiny produkované zejména
druhy Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus. Mezi velmi rizikové suroviny pak patii
kukuftice, obili a arasidy. Jejich nebezpe€i spociva v tom, Ze i nepatrné mnozstvi mykoto-

xinl Vv lidském téle mize mit fatdlni nasledky na zdravotni stav jedince.

Pro jednotlivé suroviny jsou v ramci ES stanoveny maximalni limity mykotoxint, které
mohou obsahovat. Dochazi ke zpiisnovani téchto norem. Stale jsou objevovany nové po-
znatky o moznych souvislostech mezi toxiny produkovanymi plisnémi a zavaznymi one-
mocnénimi. Nové zplisoby prevence, zamétené na eliminaci nakaz mikroskopickymi hou-
bami a rozvoj mykotoxikoz, dale opatieni pii péstovani a zpracovani plodin, jSou neustale

ve fazi vyvoje a vyzkumu.

Problematika mykotoxinll je velmi zavazna z divodu pomérné€ snadné kontaminace po-

travin a krmiv plisnémi a naslednym prunikem mykotoxinti do potravniho fetézce. Velmi
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dalezitou roli proto maji i diagnostické metody pro stanoveni mykotoxini v poravinai-

skych surovinach a potravinach.
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2 MYKOTOXINY

Prvni poznatky o mykotoxinech

Nazev mykotoxiny se sklada z feckého slova myco, coz znamena houba a latinského slo-
va toxicum, coz znamena jed. Mykotoxiny jsou toxickymi metabolity nékterych plisni, jenz
nebezpecné chemické latky, znamé pravé svymi toxickymi Gcinky. K nejstar§im popsanym
otravam, zpisobenym mykotoxiny, patfi napf. ergotizmus ¢i onemocnéni ze zZluté ryze.
Ergotizmus, vznikly kontaminaci zita namelem, si napt. r. 944 ve Francii, v oblastech
Akvitanie a Limoges, vyzadal na 40 tisic lidskych zivotl. Nastup skute¢ného védeckého
badani na poli mykotoxini se datuje rokem 1960, kdy byly ve Velké Britanii objeveny
»aflatoxiny* poté, co zpusobily uhyn asi 100 tisic kust vanoc¢nich krocani krmenych

mouckou z brazilské podzemnice olejné [1].

Mykotoxiny pfedstavuji neustale zavazné zdravotni riziko pro ¢loveka i zvitata. Vykazuji
ucinky genotoxické, mutagenni, karcinogenni, estrogenové, cytotoxické, neurotoxické a
hepatotoxické. Akutni otravy zplisobené mykotoxiny jsou v soucasnosti pozorovatelné
pouze ve vyjimecnych piipadech. Na celém svété dochazi v prabehu celého potravinového
fetézce ke kontaminacim surovin i potravin plisnémi a mykotoxiny a déje se tak pfirozené.
Pozadavky na zdravotni nezavadnost potravin se zvySuji a proto se klade velky diraz na
zjistovani pritomnosti Skodlivych latek, zejména mykotoxinl V potravinaiskych surovi-
nach i produktech [1].

O vyznamu mykotoxinti svéd¢i 1 hlaSeni v systému rychlého varovani pro potraviny a
krmiva (RASFF: Rapid Alert System for Food and Feed). Systém RASFF slouzi pro ohla-

Sovani rizikovych potravin a krmiv za Gcelem zamezeni jejich uvadéni do ob&hu, nebo za

ucelem jejich stazeni ze spolecného evropského trhu [1].
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2.2 Rozdéleni mykotoxini

Mykotoxiny jsou velmi stabilni slou¢eniny, které se v podminkach prumyslovych a kuli-
narnich procesu nerozkladaji. Z tohoto diivodu je velice obtizné zajistit, aby se mykotoxiny

nevyskytovaly v kone¢ném produktu, pokud byla surovina jiz jednou kontaminovana.

Kontrola ptitomnosti mykotoxinii vzhledem K jejich vysoké toxicité nabyva na vyznamu
spolu s faktem, Ze Evropska unie stanovuje Nafizenim Komise ¢. 1881/2006/ES maximalni

piipustné koncentrace pro né¢které mykotoxiny v ur€itych plodinach [2].

Mezi mykotoxiny, na které se zaméiuje vyvoj bioanalytickych metod, patii dosud nejvice
studované aflatoxiny, ochratoxin A a fusariové mykotoxiny, reprezentované hlavn¢ deoxy-

nivalenolem [3].

Ptesné rozdéleni mykotoxinti do specifickych skupin neni jednoduché. Je mozné je roz-

délit :
e podle toxicity,
e podle chemického slozeni,

e podle zpisobu biosyntézy [3].

2.2.1 Rozdéleni mykotoxini podle toxicity

Toxicita chemickych slou¢enin se uréuje na zaklad¢ letalni davky LD50 (Lethal Dosis
50), ktera urcuje mnozstvi testované latky, které zpusobi tthyn 50 % testovanych organi-
zmu. Na toxické latky jsou vice vnimavé organizmy ve vyvinu a organizmy s oslabenym
imunitnim systémem. Toxicita jednotlivych chemickych sloucenin pro ¢lovéka je stanove-
na podle toxicity téchto latek stanovené na zakladé puisobeni téchto latek na zivocichy a
dalsi biologické objekty [3].

e Silné toxické
Mezi silné toxické mykotoxiny jsou fateny aflatoxiny, patulin, luteoskyrin, sporidesmi-
ny, ochratoxin A, cyklochlorotin (islandotoxin), zearalenon (F-2 toxin), T-2 toxin, dia-

cetoxyscirpenol, citreoviridin, rubratoxiny a penitrem [3].
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e Stredné toxické
Stredni toxicitu vykazuji slou€eniny jako je citrinin, kyselina penicillova, sterigmatocy-

stin a kyselina cyklopiazonova [3].

e Slabé toxické
Za slab¢ toxické jsou povazovany napt. griseofulvin, kyselina koji, trihothecin, kyselina

mykofenolova a chaetomin [3].

2.2.2 Déleni mykotoxini podle toxikologického ticinku

Z hlediska toxikologické praxe ma zna¢ny vyznam déleni mykotoxint podle jejich
toxicity, popi. vyélenéni mykotoxinti genotoxickych a karcinogennich. Nékteré myko-

toxiny jsou vsak z hlediska jejich toxikologického t¢inku fazeny do vice skupin [3].

e Dermatotoxiny zptsobuji dermatitidy, vyrazky, puchyiky, popf. zanéty spojivek.
Do této skupiny patii trichotheceny, psolareny, verrucariny, sporidesminy, sterigma-
tocystin [3].

Trichotheceny jsou produkovany plisnémi rodi Dendrochinum, Fusarium Myrotheci-

um, Trichothecium, Stachybotris, Cephalosporium, Verticimonosporium. Trichothece-

ny jsou velmi odolné vici inaktivaci pii procesu zpracovavani surovin [4].

o Estrogeny jsou latky jejichz ti¢inkem dochazi k porucham hladiny estrogenu s na-
slednou intenzivni latkovou vyménou v déloze, ktera zptisobuje odumirani jesté ne-
vyvinutych ploda v déloze. Do této skupiny mykotoxinut je fazen zearalenon [3].

Zearalenony byly objeveny v kukufici a dalSich obilninach. P#i kontaminaci krmiv zpu-

sobuji syndromy hyperestrogenizmu u prasat, skotu a driibeze. Zearalenon ve skladova-

ném obili je velmi stabilni a zlistdva nezménén 1 po tepelném zpracovani mouky ¢i

fermentaci [4].

e Genotoxiny poskozuji genetickou strukturu informacnich systému v biologickém

materialu, ¢imz dochazi ke vzniku karcinogent. Patii sem aflatoxiny, sterigmatocystin,
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ochratoxin A, citrinin, zearalenon, patulin, trichotheceny, fumonisiny, fusarin C a gri-

seofulvin [3].

e Hematotoxiny zpisobuji poruchy krevniho obéhu. Do této skupiny jsou fazeny

aflatoxiny, ochratoxin A, zearalenon, trichotheceny [3].

e Hepatotoxiny maji negativni vliv na funkci jater. Do této skupiny jsou fazeny afla-
toxiny, luteoskyrin, sterigmatocystin a phomopsin A [3].

Sterigmatocystin produkuji plisné Aspergillus flavus, A. versicolor, A. nidulans. Vy-

skytuji se predevsim v mase jako rezidua kontaminovanych krmiv, v obili a na vné&jsi

vrstveé tvrdych syra [4].

e Imunotoxiny zpusobuji pfedevsim oslabeni imunitniho systému. K imunotoxintim
jsou tazeny aflatoxiny, ochratoxin A, trichotheceny, patulin, gliotoxin a spori-
desmin [3].

e Nefrotoxiny mohou zpisobit poskozeni ledvin. Do této skupiny patii citrinin,
ochratoxin A [3].
Citrinin produkuji rody Aspergillus a Penicillium. Jde o stfedné nefrotoxickou latku,

ktera byla zjisténa prevazné v obilninach. Vyskyt citrininu ale neni tak Casty [4].

e Neurotoxiny mohou poskozovat nervovy systém. Patii sem penitren A, fumitre-

morgeny, verruculogeny a fumonisiny [3].

e Toxiny zaZivaciho traktu zplsobuji gastrointestindlni problémy u kterych jsou
doprovodnymi symptomy bolesti biicha, zvraceni a priiymy. Mezi toxiny zazivaciho

traktu patti trichotheceny [3].

2.2.3 Rozdéleni mykotoxini podle chemického sloZeni
Podle chemického sloZeni je moZzné mykotoxiny rozdélit do nasledujicich skupin:

e Furanofurany — aflatoxiny, sterigmatocystin, versicolorin.
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Substituované pyreny a hydroxypyreny — kyselina koji, sekalonové kyseliny.
Epoxytrichotheceny — T-2 toxin, diacetoxyscirpenol (DAS), vomitoxin a jiné.

Polycyklické substituované indolové derivaty — kyselina cyklopiazonové, paspa-
liny.

CyKklické dipeptidy — gliotoxin, sporidesminy, roquefortin a jiné.

Mykotoxiny jiné struktury — zearalenon, curvularin, citrinin a jiné [3].

2.2.4 Rozdéleni mykotoxini podle zptisobu biosyntézy:

Biosyntéza z kyseliny octové — moniliformin

Biosyntéza z polyketidii — patulin, ochratoxin, emodin, kyselina sekalonova, afla-

toxiny
Biosyntéza z izoprenoidi — trichotheceny, roquefortiny

Biosyntéza z aminokyselin — kyselina cyklopiazonova, cyklické dipeptidy [3].

V tabulce ¢.1 jsou uvedeny mykotoxiny a druhy plisni, které je produkuyji.
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Tabulka 1 Plisné, produkujici mykotoxin

Mykotoxiny

Druhy plisni

Aflatoxiny

Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus

Kyselina cyklopiazonova

Aspergillus flavus

Ochratoxin A

Aspergillus ochraceus, Penicillium viridicatum, Penicil-
lium cyclopium

Citrinin Penicillium citrinum, Penicillium expansum
Patulin Penicillium expansum
Citreoviridin Penicillium citreo-viride

Deoxynivalenol

Fusarium culmorum, Fusarium graminearum

Diacetoxyscirpenol (DAS)

Fusarium sporotrichioides, Fusarium graminearum,
Fusarium poae,Fusarium culmorum, Fusarium grami-
nearum, Fusarium sporotrichoides

Zearalenon

Fusarium culmorum, Fusarium graminearum,
Fusarium sporotrichoides

Fumonisiny, moniliformin,
kyselina fusarova

Fusarium moniliforme

Kyselina tenuazonova,
alternariol, aternariol
methyl ester, altenuen

Alternaria alternata

Ergopeptinové alkaloidy

Neotyphodium coenophialum

Lolitremové alkaloidy

Neotyphodium lolii

Namelové alkaloidy

Claviceps purpurea

Phomopsiny

Phomopsis leptostromiformis

Sporidesmin A

Pithomyces chartarum
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3 VYSKYT MYKOTOXINU V POTRAVINACH

Nékteré potravinaiské suroviny, piipad¢ potraviny mohou byt z hlediska intoxikaci

mykotoxiny rizikové;si.

Mezi rizikové suroviny patri:

Obiloviny — kukufice, ¢irok, pSenice, ryze
Olejniny — sdja, arasidy, slune¢nice, semena baviniku
Kofreni — chilli papriky, ¢erny pepft, koriandr, kurkuma, zazvor

Ofrechy — pistacie, mandle, vlasské ofechy, kokosové a para-ofechy [5]

Za rizikové potraviny jsou povazovany:.

chléb, pecivo — aflatoxiny, ochratoxin A

masné vyrobky (trvanlivé salamy) — aflatoxiny, ochratoxin A
tvrdé a tavené syry — aflatoxiny, ochratoxin A, sterigmatocystin
plisiiové syry — kyselina cyklopiazonova

ovoce, zelenina, také v konzervovaném stavu, kompoty, dZemy, marmelady —

aflatoxiny, ochratoxin A, patulin
koreni — aflatoxiny
suSené plody, napi. fiky — aflatoxiny, rozinky — ochratoxin A

ryze — aflatoxiny, citrinin, luteoskyrin [5]
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4 MYKOTOXINY AJEJICH PRODUCENTI

4.1 Aflatoxiny

Tyto mykotoxiny jsou odvozené od difuranokumarinového skeletu. Aflatoxiny, jakozto
velice nebezpecna rezidua, jsou produkovany dvéma druhy plisni: Aspergillus flavus a
Aspergillus parasiticus Za urcitych podminek, jako jsou vlhkost a vyssi teplota, jsou

schopny plisn¢ tvofit aflatoxiny na téméf kazdém organickém substratu [6].

Taxonomicky je rod Aspergillus fazen mezi vieckovytrusné houby ttidy Ascomycetes.

Rise: Fungi (houby)
Oddélenti: Ascomycota
Ttida: Ascomycetes
Rad: Eurotiales
Celed: Trichocomaceae
Rod: Aspergillus

4.1.1 Aspergillus flavus

Aspergilus flavus byva obvykle ozna¢ovan jako skladistni plisen. Detekce A. flavus se pro-
vadi pod ultrafialovym zarenim, kde vykazuje zelenou fluorescenci. Na kultiva¢nich médi-
ich roste jako zlutozelena plisen. A. flavus je nejcastéjsim ptivodcem onemocnéni aspergi-

16zy.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Houby
http://cs.wikipedia.org/wiki/Pezizomycotina
http://cs.wikipedia.org/wiki/Aspergillus
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Obrazek 1 Aspergillus flavus [7]

412 Aspregillus parasiticus

Obrazek 2 Aspergillus parasiticus [8]

Aspergillus parasiticus je dalsi druh plisné rodu Aspergillus, ktery lze nalézt i v kultivo-
vané pudé. Miize se dokonce izolovat ze semen béZnych rostlin. Je ale t€zké ho odlisit od

Aspergillus fllavus.
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Aflatoxinové zamofteni, jakozto vysledek piisobeni Aspergilus flavus a Aspergilus parasi-
ticus, se vyskytuje pfedevsim v tropickych a subtropickych oblastech, kde probiha zdarny
rust téchto plisni vzhledem k vysoké teploté a vlhkosti zdejSiho prostfedi. Ptikladem je
kontaminace araSidovych ofiski. V USA byva napadeno 19 %, v Thajsku 54 % a na Filipi-

nach dokonce 88 % z celkové ,,arasidové produkce* [9].

Celosvétovym problémem jsou pak bavinikova semena, jez jsou povazovana za zakladni
surovinu pro tukovy primysl. K hlavnim producentim se fadi Spojené staty a Indie.

V postizenych lokalitdch dosahuje kontaminace 80 az 100 % produkce.
Pomérné odolné viéi napadeni plisni Aspergilus flavus jsou sojové boby.

Nejvyssi mira znehodnoceni obilnin byla zaznamenana na Filipinach, kde Cinila asi 97 %
produkce. Stupenn kontaminace obilnin je ¢asto podminén také nevhodnym skladovanim.
Obecné vyssi napadeni rostlin plisnémi tzce souvisi s celkoveé zhorSenymi podminkami pfi
jejich péstovani, obzvlasté trpi-li rostliny suchem, jsou-li pouzity nevhodné agrotechnické

postupy a neni-li dostate¢né zajisténa ochrana proti hmyzu [6].

Obrazek 3 Kultivace Aspergillus parasiticus [10]
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4.1.3 Rozdéleni aflatoxint

Aflatoxiny, jako sekundarni produkty plisni A. flavus a A. parasiticus, byly postupné
identifikovany ve Ctyfech prirozenych typech AFB; (B; ), AFB; (B,), AFG; (G;) a AFG;
(G»). Dalsi dva metabolické typy — M1 a M, byly poprvé izolovany v mléku zvirat. Nejéas-
t&ji se vyskytujici typ By miize byt akutné toxicky, karcinogenni, mutagenni a teratogenni.
Jeho akutni toxicita LDsy se pohybuje 0,4 — 18 mg/kg, v zavislosti na Zivo¢isném druhu.
Pfi vysokych hladinach aflatoxinu B; se toxicita projevi za 3 az 6 hodin jako nekrdoza hepa-
tocytl, tedy poskozeni krevni srazlivosti a kapilarni fragility. To mlze vést k Sirokym he-

morragiim, pfipadné i ke smrti jedince.

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC/WHO), ktera kategorizuje jednotlivé
mykotoxiny z hlediska karcinogennich ¢inkd, prozatim hodnoti B; jako prokazany karci-

nogen pro ¢loveka [6].

Oznaceni B pro aflatoxiny B; a B, bylo urceno na zakladé modré fluorescence pod UV
svétlem, zatimco oznaceni G ziskaly aflatoxiny, které maji zluto-zelenou fluorenscenci pod

UV zatfenim [6].

Obrdazek 4 Aflatoxin By [11]

Teplota tani aflatoxinu B;: 268 °C
Sumarni vzorec aflatoxinu By : C17H120¢

Molekulova hmotnost aflatoxinu B : 312.28 g/mol
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4.1.4 Vyskyt aflatoxini v potravinach

Aflatoxiny se vyskytuji téméf vSude. Rozsifeni kontaminace aflatoxiny je pomérné znac-
né i ve vyspélych zemich. Témét samoziejmosti je pak vyskyt aflatoxinti v zemich s velmi
nizkou zivotni trovni jako jsou napi. Kena, Nigérie, Ghana a dalsi africké zem¢. Hlavnimi
faktory, nezbytnymi pro rust a vyskyt mykotoxint jsou: vlhkost, teplota a nevhodné skla-
dovaci podminky zeméd¢lskych plodin.

Jednou z nejrizikovéjsich surovin z hlediska vyskytu aflatoxind je kukufice, kterd patii
mezi zakladni suroviny zejména v evropskych zemich. V dubnu roku 2004 doslo k 317-ti
pfipadiim otravy aflatoxiny v Keni, z nichz 125 skoncilo umrtim. Hlavnim zdrojem konta-
minace byla domaci kukufice. Z nejvice postizenych oblasti bylo v daném roce odebrano
350 vzorki z kukutiénych produktd od 243 prodejcti. U 55 % téchto produktl byl zjistén
vyskyt aflatoxinil. Bylo identifikovano, ze hlavnim divodem kontaminace byla Spatné po-
skliziiova manipulace, hlavné v domacich prostorach a neinformovanost obyvatelstva o

mozném riziku kontaminace aflatoxiny [12].

Obrazek 5 Kontaminovana kukurice [13]

Dalsi potravinou, ktera je intenzivn¢ sledovana, a to nejen pro vyskyt aflatoxint, je ryze.
V Kanad¢ byly v roce 2008 odebrany vzorky od rtiznych distributori (USA, Pakistan, In-
die, Thajsko), dodavajicich ryzi na kanadsky trh. Odebrano bylo pfiblizné 200 vzorki ryze
(bilé, Cervené, Cerné, jasmin, basmati a divoké ryze). Vzorky byly analyzovany na ptitom-

nost aflatoxini (AFB; ), ochratoxinii A (OTA) a fumonisinii (FB;). Nejvyssi kontaminace
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aflatoxinem AFB; byla zjisténa ve vzorcich hnédé ryze a basmati z Indie a Pakistanu a také
ve vzorcich ¢erné a Cervené ryze z Thajska. Vzorky ¢erné ryze obsahovaly také ochratoxiny

A (OTA) a fumonisiny (FB;) [14].

Klimatické podminky, jaké jsou naptiklad v Nigérii, kde ro¢ni teplota dosahuje v pramé-
ru 31,7 °C a prumérna vlhkost je pak 51,6 %, jsou zvlasté piiznivé pro rast plisni. Nigérie
patii mezi staty s vysokou produkci ryze. V letech 2007 a 2008 byli odebrany z 21 nigerij-
skych vesnic vzorky ryze na analyzu mykotoxini: aflatoxinu, ochratoxinu, zearaleninu,
deoxynivalenolu, fumonisint a patulinu. Primérné hodnoty koncentraci téchto mykotoxint
v roce 2007 byly zjistény: AFB;200,19 mg/kg, ZEA 207,9 mg/kg a OTA 155,6 mg/kg.
Pficemz piipustna koncentrace podle normy, kterou piijalo 77 zemi v¢etné¢ Evropské unie
je pro AFB; 10 mg/kg .

V roce 2008 jiz byla zaznamenana niz§i koncentrace aflatoxinu AFB; a to 37,9 mg/kg,
ZEA 10,4 mg/kg a OTA 141,9 mg/kg i kdyzZ i tyto hodnoty pievySovaly piipustné limity
[15].

Aflatoxiny produkované druhem Aspergillus flavus se mohou vyskytovat i v koteni. Mezi
nejrizikovejsi kofeni, které mize byt napadeno plisni, patii zadzvor, ¢erny pept, hoicice,
Cervena paprika a muskatovy ofisek. Hiebiek patii mezi méné rizikova koteni vzhledem

ke svému vysokému obsahu éterickych oleji a antimikrobialnim vlastnostem.

Velmi nizké plisfiové napadeni bylo zjisténo také v aromatickych listech z dfeviny Mur-

raya koenigii — muraja znamé pod lidovym nazvem Kari listy.

Potencialni riziko kontaminace potravin mykotoxiny z koteni by vSak nastalo az pti pouzi-

ti vétsiho mnozstvi kontaminovaného koteni [16].

Aflatoxiny se mohou vyskytnout i v mlécnych vyrobcich. Zde se jedna o aflatoxiny
AFMy, jejichz vyskyt neni zanedbatelny. V Turecku v roce 2008 prokazali jak kontaminaci
UHT mléka, kdy ze 100 vzorka bylo 67 % pozitivnich na vyskyt AFM;, tak i kontaminaci
syrd, kde ze 100 odebranych vzork bylo 82,6 % pozitivnich na AFM; [17].

Zivo&idné tuky a oleje jsou v dnesni moderni dobé stale &astéji nahrazovany rostlinnymi
oleji. Ty se kromé klasickych plodin (fepka, slunecnice, olivy) ziskavaji i z plodin mén¢
tradi¢nich — pistacii, vlasskych ofechti, mandli a s6ji. VSechny vyse uvedené plodiny patii

do skupiny plodin snadno napadnutelnych plisnémi. Nicméné kontaminace aflatoxiny
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v olejich je minimalni. Divodem je rafinace oleju. I piesto je dalezité zpracovavani a skla-

dovani vstupnich produktii pti ziskavani olejui, kam patii lisovani a extrakce[18].

4.2 Patulin

Patulin je stfedné toxicky, poskozuje zvlasté zalude¢ni sliznice. V potravinach je in-
dikatorem Spatného vyrobniho postupu a zpracovani kontaminovanych vstupnich suro-
vin. Zdrojem patulinu mohou byt jablka a jable¢na $tava ziskana lisovanim jablek.
Zni¢eni mykotoxinu patulinu v jablecnych mostech se miize dosdhnout pouzitim oxidu

sifi¢itého. Patulin produkuji plisné rodt Penicillium a Aspergillus [6].

0
0 7
a7
Patulin

0 OH

Obr. 6 Chemicky vzorec patulinu [19]

Rod Penicillium patii mezi nejrozsitené;jsi rody plisni, ktery obsahuje asi 150 druht, tvofi

kolonie s velkym mnozstvim Zlutozelenych az modrozelenych konidii, které jsou na potra-

vindch a materidlech patrné jako sametové, azZ moucné povlaky.
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Rige: Fungi (houby)

Oddé¢leni: Eumycota

Ttida: Ascomycetes

Rad: Eurotiales

Celed: Trichocomaceae

Rod: Penicillium
4.2.1 Penicillium expansum

Penicillium expansum se vyskytuje na ovoci, zejména na jablkach, hruskach, hrozno-
vém vinu a také na zelening, které byly poskozeny mechanicky, nebo hmyzem. Druh
Penicillium expansum patii mezi nejcastéjsi ptivodce mykotoxinu patulinu.

Z tohoto dtivodu Penicillium expansum ohrozuje kvalitu jablecnych mosti a jinych

jable¢nych vyrobku [6].

Obr. 7 Penicillium expansum [20]
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4.3 Ochratoxin A

Ochratoxin produkuji hlavné plisn¢ Aspergillus ochraceus, Penicillium viridicatum a
Penicillium cyclopium.

Ochratoxin se vyskytuje piedevim v obilovinach.. V Ceské republice zatim nebyl vyskyt
ochratoxinu A prokazan. Daleko vétsi riziko kontaminace hrozi v jiznich zemich. Vinna
réva v Evropé byva Casto napadena plisnémi Aspergillus carbonarius a Aspergillus niger,

které také produkuji ochratoxin A.

Pokud jsou k vyrobé vina pouzity plisnémi kontaminované bobule vinné révy, vznika
kontaminace kone¢ného produktu (vina) ochratoxinem A (OTA). Mezi dalsi rizikové pro-
dukty potravinaiského primyslu a zemédé€lstvi, ktera mohou byt kontaminovany ochrato-
xinem A patii kava, ofechy, ryze, ale ochratoxin A se mize vyskytnout i ve formé rezidua

ve vepiovém mase, predevsim v ledvinach.

Ochratoxin A se fadi do skupiny karcinogenti se silnym neurotoxickym a teratogennim

u¢inkem. Ochratoxin A plisobi hlavné na nervovou soustavu [21],[22].

Obr.8 Chemicky vzorec ochratoxinu A [23]
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4.4 Zearalenon

Zearalenony vykazuji niz$i toxicitu ve srovnani s jinymi mykotoxiny. Byly detekovany v
kukufici a dalSich obilninach. Zearalenony jsou pienaseny i do mléka krav krmenych kon-

taminovanou stravou. Zearalenon je ve skladovaném obili velmi stabilni, zstadva nezmé-

jsou alkalizace a pouziti chlornant [4].

Zearalenon produkuji druhy Fusarium sporotrichoids, Fusarium culmorum, Fusarium
graminearum. Zearalenon zvysuje produkci estrogenu €0 ma za nasledek snizeni plodnosti

zvitat. Na mykotoxin zearalenon jsou nejcitlivéjsi prasnice.

OH 0o

HO

Zearalenon

0

Obr. 9 Chemicky vzorec zearalenonu [24]

441 Fusarium culmorum

Rod Fusarium je velmi rozsahly a v ptirodé rozsifeny. Zpusobuje rychlé zkazeni ovoce i
nemoci rostlin. Béhem vlhkého léta napadd obili, coZz vede k velkym hospodarskym
ztratam. Pfitomnost mykotoxinti v obili vylucuje i jeho pouziti pro krmné ticely. Fusarium
culmorum zptisobuje kofenové hniloby u obilovin a napada i uskladnéné brambory a cuk-

rovou fepu [4],[22].
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Rise:

Oddéleni:

Ttida:

Rad:

Celed:

Rod:

Fungi

Ascomycota

Ascomycetes

Hypocreales

Hypocreaceae

Fusarium

Obr. 10 Fusarium culmorum [25]
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4.5 Fumonisiny

Fumonisiny je mozno chemicky charakterizovat jako slozité alifatické slouceniny. Dosud
bylo izolovano sedm fumonisinti: Aj, Az, Bi, By, Bs, By a Ci1. Nejvyznamnéjsi z nich je

fumonisin B, [6].

Fumonisiny jsou klasifikovany jako mozné karcinogeny pro ¢loveéka (tiida 2B) a jsou
charakterizovany jako promotory karcinogenniho procesu. Fumonisiny jsou odpovédné za

encefalomalacii koni a plicni edematicky syndrom u prasat [6].

Obrdazek 11. Chemicky vzorec fumonisinu [26]

Vyznamnymi producenty fumonisint jsou toxinogenni kmeny rodu Fusarium. Z fytopa-
togenniho hlediska je rod Fusarium charakterizovan jako vyznamny patogen a parazit ko-
fenového systému a baze stébla rostlin (zptisobuje fusariozy rostlin). Nejrozsitenéjsi pro-
ducent fumonisint Fusarium moniliforme muze zptsobovat i asymptomatické infekce,

jejichz dusledkem je pak vyskyt fumonisinti v zrnu kukuftice dobré jakosti [6].

451 Vyskyt fumonisini v potravinach

Kukufice, krmiva a potraviny na bazi kukufice patii k nejvyznamnéj$im zdrojim fumoni-

sind. Nejcastéji se v nich vyskytuje fumonisin typu B; a By.
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Z hlediska tucinku se jedna o fytotoxiny, a proto se uvazuje o jejich mozném pouziti v

nizkych koncentracich jako potencialnich ptirodnich herbicida [6].

Obr.12 Kultivace Fusarium moniliforme [27]

4.6 Kyselina cyklopiazonova

Kyselina cyklopiazonova je produktem tady mikroskopickych hub rodu Aspergillus a
Penicillium. Biotoxinogenni kmeny Aspergillus flavus jsou schopny produkovat kyselinu

cyklopiazonovou soucasné s aflatoxiny [6].

Kyselina cyklopiazonovd je potencidlnim inhibitorem syntézy bilkovin. Poskozuje
gastrointestinalni trakt, ledviny, jatra a dals$i organy. Byly pozorovany i degenerativni zmé-
ny myokardu a kosterniho svalstva. V modelovém pokusu pti krmeni kufecich brojlert
krmivem s podilem tohoto mykotoxinu bylo zjisténo, ze se ve velkych koncentracich Ku-

muluje prave ve svalové tkani [6].

Kyselina cyklopiazonova byla dale identifikovama v syrech camembertského typu, kukufi-

ci, arasidech, v krmnych smésich, ryzi a kroupach [6].


http://www.biotox.cz/toxikon/mikromycety/aflatox.php

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

Kyselina cyklopiazonova

Obrazek 13. Chemicky vzorec kyseliny cyklopiazonové [28]

4.7 Namelové alkaloidy

Namel je vyvojovym stadiem parazitické houby palickovice nachové (Claviceps purpu-
rea). Namel se nejcast&ji vyskytuje na zit€, rostoucim Vv nizinné, vlhké a zastinéné pude¢,
zvlasteé pokud jde o ptidu nové obdélavanou. Vyskyt namelu je zvySovan zvlasté chladnymi
zimami, nasledovanymi chladnym a vlhkym rstovym obdobim.

Némel obsahuje vice nez 40 namelovych alkaloidt. K hlavnim vyznamnym namelovym
alkaloidim patii ergotamin, ergosin, ergokristin, ergokryptin, ergokornin a ergometrin.
Namelové alkaloidy jsou derivaty kyseliny lysergové. Namelové alkaloidy zptisobuji ne-

moc ergotizmus.
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4.7.1 Claviceps purpurea

Claviceps purpurea parazituje na divoce rostoucich i kulturnich travinach véetné obilo-
vin a produkuje namelové alkaloidy. Jeji pfezimujici stadium sklerocium (ndmel), ktery
obsahuje namelové¢ alkaloidy.

Chladna zima oslabi rostliny Zzita a jarni vlhkost podporuje rast houby. Potencidlnim
zdrojem kontaminace by mohly byt dovazené vyrobky na bazi zita, a to zejména z oblasti,

kde zemédé€lstvi a nasledna kontrola surovin je na nizsi trovni [6],[22].

Rige: Fungi

Oddéleni: Ascomycota
Trida: Sordariomycetes
Rad: Hypocreales
Celed: Clavicipitaceae
Rod: Claviceps

Obrazek 14. Claviceps purpurea [29]
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5 MYKOTOXIKOZY

Mykotoxikdza je obecné oznaceni pro onemocnéni vyvolané plisnémi piipadné jejich toxi-

ny.

5.1 Aspergiloza

Aspergildza je oznaceni pro typy onemocnéni, které jsou zpusobeny mykotoxiny, které
produkuji plisné Aspergillus flavus a A. parasiticus. Plisen, jejiz spory se nachazi ve vzdu-
chu, miize pro jedince s oslabenym imunitnim systémem znamenat vysoky stupen nebez-
peci vyskytu aspergilozy. Jedna se predevSim o pacienty léené chemoterapii, steroidy,
pacienty po transplantaci, s cystickou fibrézou, HIV, AIDS, s chronickymi plicnimi nemo-
cemi, s t¢zkym astmatem a mnoho dalSich. Zdroje rizika pfedstavuji hlavné znedisténé

klimatizace, vlhké bytové prostiedi atd [30].

vvvvvv

na jatra. U lidi infikovanych virem hepatitidy B, uz pii kontaktu s aflatoxinem B; je az
30x vyssi riziko vzniku hepatocelularniho karcinomu (HCC, rakovina jater), ktery je tieti
nejcastéj$i pricinou umrti na rakovinu na celém svété. Akutni aflatoxikéza se vyznacuje
vnitinim krvacenim, akutnim poskozenim jater a edémem, pfi¢emz pii vysokych davkach

aflatoxinu dochazi i k imrti takto postizeného jedince [31].

Reytliv syndrom je polyetiologicky chorobny stav, ktery 1ze vyvolat i nékterymi léky
(napt. Acylpyrinem). Bylo prokazéano, ze u fady kojenct do 1 roku zivota (a zejména do 6
mésictl), krmenych umélou vyZivou, je pti¢inou tohoto syndromu aflatoxin. Onemocnéni
se vyznacuje rychlym pfechodem do tézkého bezvédomi po hore¢natém onemocnéni s ne-
specifickymi pfiznaky, pfipominajicimi virézu. V komatu se projevi soucasné tézké posti-
Zeni jater a mozku, které mize byt pti¢inou smrti. Mechanizmus kontaminace suseného

mléka pro kojeneckou vyzivu aflatoxiny dodnes neni zcela objasnén [32].

V literatufe byly popsany i dva pfipady vrozeného Reyova syndromu, kdy se dité s jeho
ptiznaky narodilo a zemielo do 24 hod. V obou ptipadech §lo o matky pracujici az do vy-
sokého stupné te¢hotenstvi v Zivocisné vyrobg&. Ke kontaminaci mykotoxiny miize dochazet

z krmiv, ktera jsou napadena plisnémi [32].
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5.2 Ergotizmus

Ergotizmus je nemoc vznikajici po poziti potravin, které jsou kontaminovany namelem.
Patii mezi nejstar$i popsané mykotoxikézy. Ergotizmus se vyskytuje ve dvou formach -
jako gangren6zni forma — ,,ohenl sv. Antonina“ (je typicka pro oblast jihozapadni Evropy) a

konvulzivni forma se vznikem kieci (typicka pro oblast severovychodni Evropy) [33].

Ergotizmus neni lehké diagnostikovat, jelikoz md mnohocetné symptomy. Mezi ptiznaky
mohou patfit mirné zavraté, pocit tlaku v Celni oblasti hlavy, Ginava, deprese, bolesti v kon-
Cetinach a bederni oblasti, které mohou d¢lat potize pti chizi, svalovymi bolestmi, stiida-
vymi pocity chladu a tepla. Riziko onemocnéni ¢lovéka ergotizmem, po konzumaci cereal-
nich potravin, je v naSich podminkach na zaklad¢ sou€asnych poznatki minimalni. Vice
jsou ohrozena hospodaiska zvitata, ktera jsou ptikrmovana zbytky po ¢isténi zrna, nebo pii

pastvé, kdy jsou traviny kontaminovany namelem [6],[33].

5.3 Alimentarni toxicka aleukie (ATA)

Alimentarni toxicka aleukie se vyskytuje v obilném pasu, tdhnoucim se od jihu Sibife az
na Balkan. Nejvétsi epidemie byly zaznamenany ve 40. letech minulého stoleti v tehdej$im
SSSR, kdy v dasledku vale¢nych udélosti zlistalo obili na poli pod snéhem a sklizelo se az
na jafe. Pod snéhem bylo obili napadeno plisnémi rodu Fusarium. Tento rod mize rist a
produkovat mykotoxiny i pii teploté -4 °C. V dtisledku nedostatku jiné potravy bylo kon-

zumovano kontaminované obili a dle oficialnich tidajii zahynulo celkem 17 000 lidi [32].

Onemocnéni je zptsobeno T-2 toxinem, ktery je fazen k trichothecenovym mykotoxi-
nim, které jsou produkovany plisnémi Fusarium spp. Onemocnéni probiha ve tiech fazich.
V prvni dochazi k prudkému nastupu ptiznakli na bran¢ vstupu. Jde zpravidla o travici
ustroji, zdnéty sliznice, zvraceni, prijjmy. T-2 toxin vSak do organizmu muze proniknout i
pies neporuSenou pokozku. Ve druhé fazi se dostavuje zdanliva uleva, doprovazena pokle-

sem poctu krevnich desticek a bilych krvinek. Ve tieti fazi jsou nemocni postizeni jednak
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bakterialnimi infekcemi, které jsou pro zdravého ¢lovéka neskodné a pak také krvacenim

(dokonce muze dojit i vykrvaceni Zen béhem menstruace) [32].

Casto byvaji postizeny také kréni mandle, odtud je choroba znama i pod synonymem
"septicka angina". Pfi chorob¢ je dllezity zejména piisun plnohodnotnych bilkovin, poné-

kud kompenzujici pokles proteosyntézy, vyvolany trichotheceny [32].

5.4 AKkutni kardialni beri - beri

Toto onemocnéni bylo popsano pied r. 1910 a poté za 2. sv. valky z boju britskych jed-
notek s Japonci v jizni Asii. Onemocnéni se, stejné jako klasické beri-beri, projevuje kie-

¢emi a vzestupnou paralyzou [32].

Za pri¢inu onemocnéni se dlouho povazoval nedostatek vitaminu B;. K otravam ovSem
dochdzelo tak rychle, ze zdravi vojaci, kteti dostali na obéd pokrm z ryze, zemieli jiz druhy
pivodcem onemocnéni je pravé mykotoxin citreoviridin, ktery produkuje plisen Penicilli-

um citreoviride [6].

Vyrazna porucha srde¢niho rytmu, tzv. Wenckebachovy periody je onemocnénim, jez
muze skoncit imrtim na zastavu srdce. Ryze je surovina, ktera byva nej€astéji kontamino-

vana plisni Penicillium citreoviride [32].

Toxin citreoviridin ma jasn¢ Zlutou barvu, kterd je na ryzi patrna. Vztah mezi zlutym
zabarvenim ryze a chorobou byl odborné popsan jiz pocatkem minulého stoleti, ale v ja-
ponstin€ publikované prace zcela zapadly. K pomérné snadné detoxikaci ryZe dochazi pu-
sobenim svétla. V oblastech s vyskytem "Zluté ryze" je tato surovina vystavena v tenké
vrstve slune¢nim paprskium, ¢imz dochazi k u¢inné detoxikaci, protoze citreoviridin je sil-

né fotolabilni [32].
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6 OCHRANA PRED MYKOTOXINY

Hlavni ochranou pfed kontaminaci mykotoxiny je dodrzovani technologickych postupti
pii zpracovani surovin, vyrobé a skladovani potravin. U¢inky mykotoxinti mohou byt eli-
minovany pusobenim nékterych chemickych latek, které zabranuji vstfebavani mykotoxint
do organizmu. Takovymi slou¢eninami jsou napft. polyfenoly, kterym jsou pfipisovany an-
tikarcinogenni tc¢inky. Polyfenoly kromé jinych antioxidacnich latek obsahuje zeleny ¢aj.
U zeleného ¢aje odbornici sleduji spojitost miry jeho spotieby s rizikem rakoviny jater pfi-
¢emz se doporucuje vypit az 10 Salkd denné. Jeho ucinek vSak blokuje konzumace mléka,

jelikoz na mléko se navazou polyfenoly a tak se snizuje jejich G¢innost [14].

Byl prokazan i antikarcinogenni u¢inek chlorofylu ze zeleniny. Bylo zjisténo, ze u zvitat
chlorofyl brani vstfebavani aflatoxini béhem procesu traveni. Chlorofyl je schopen vazat
dalsi karcinogenni latky, jako jsou napfiklad polycyklické aromatické uhlovodiky. Byly
navic prokazany i jeho ochranné ucinky proti poskozeni DNA a rakovin¢ tlustého stieva
[9].

Existuje stale vice dikazu, Ze také nékteré bakterie mlééného kvaseni (napt. Lactobacil-

lus) maji schopnost vazat aflatoxin By [14].

Pro bézného spotiebitele, je dulezité vybirat pii nakupu potraviny bez poruseného obalu,
dale dodrzovat jak skladovaci podminky, tak i dobu pouzitelnosti. Plesnivou potravinu je
nutné okamzité odstranit z prostoru, kde jsou jiné potraviny. Pro vyrobu kompotl, kecupt
a mostl je nutné vybirat ovoce a zeleninu, které nejsou napadeny plisni. Dodrzovat spravné
technologické postupy pii sterilizaci. I kdyz je plisent jen na povrchu, jeji toxiny snadno
pronikaji do celého objemu potraviny. Nestaci proto plisen pouze odebrat z povrchu. My-
kotoxiny jsou latky velmi odolné vici teplotdm a nejsou odstranény ani vafenim a mraze-
nim. Plesnivé potraviny nelze pouzit ani ke zkrmovani domacim zviratim, toxiny mohou

ptejit do masa, mléka, nebo vajec a tim se dostavaji dale do potravinového fetézce [1].
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7 MYKOTOXIKOZY U ZVIRAT

Z dtivodu mozné kontaminace potravinového fetézce mykotoxiny z masa hospodarskych
zvirat je nutné vénovat pozornost i mykotoxikdzam u zvifat.

Mezi nejvice vnimava zvifata na mykotoxiny patii driitbez. Nepftiznivé ucinky na zdravi
muZze mit 1 nepatrné mnozstvi kontaminace krmiva (napt. kukufice) plisnémi. Krity jsou
velmi citlivé na toxické a karcinogenni latky, ke kterym patti 1 aflatoxiny typu AFB;. Afla-
toxiny maji nezadouci u¢inky nejen na rist a imunitu drubeze, ale také na produkci vajec.
Extrémni citlivost dribeze na AFB; je pfedmétem rtznych studii, které napoméahaji

Kk rozvoji novych poznatki, vedoucich ke zvySeni odolnosti dribeze viéi aflatoxinu [34].

V chovech skotu jsou nasledky vyskytu plisni a vzniku mykotoxik6z velmi zavazné. Po-
Skozuji sliznici stfev, ¢imz omezuji absorpci zivin a zhorSuji funkci jater, ledvin, repro-
dukénich organii a imunitniho systému. Skot je vici nékterym mykotoxinim odolnéjsi nez

monogastricka zvifata, protoze bachorova mikroflora tyto latky z ¢asti rozklada.

Bachorové mikroorganizmy jsou vsak schopné transformovat mykotoxiny na jiné slouce-
niny, napi. AFB; miZou byt konvertovany na AFM; Tento metabolit je pak vylu€ovan do

mléka a predstavuje vazné nebezpeci pro lidskou vyzivu [35].

Pritomnost mykotoxinti pfijimaného nejen dritbezi, ale 1 velkymi hospodarskymi zvifaty,
by méla byt prisné hlidana. Je zde totiz pifima souvislost s pouzitim kontaminovanych kr-
miv a s naslednym vyskytem rezidui mykotoxinti napt. v mléce. Mezi rizikova krmiva patii
kukufice a jeji silaZe. Nutné je proto snizit pravdépodobnost vyskytu plisni spravnym vybeé-
rem osiva, Upravou zavlahového systému pii péstovani obilovin 1 spravnymi postupy pii

jejich nasledném zpracovani [34].
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8 METODY STANOVENI MYKOTOXINU

Na stanoveni mykotoxinil je navrzeno nékolik metod, které se li§i principem.

Pro analyzu mykotoxint je v ramci CR akreditovana pouze jedina laboratof a to Zdravot-

ni Gstav se sidlem v Pardubicich.

8.1 Mykologické metody

Mykologické metody jsou zaloZeny na identifikaci plisni v Surovinach a v potravinach

pomoci kultivaci a nasledné identifikaci pomoci mikroskopickych technik.

8.1.1 Primokultivace

Jedna se o kultivaci vySetfovaného substratu na prvni zachyt. Vyhodné je provadét ji na
piadach s obsahem piirodnich materiald. Problémem takovychto pud je vSak nekonstant-
nost. Oproti bakteriim je nutno pocitat s delsi dobou kultivace. Na vétsin€ béznych bakteri-
ologickych pud rostou mikroskopické houby pomalu nebo viibec ne, proto je tato metoda
méng¢ citliva. Dokonce i silné zaplisnéné materialy se mohou pii bakteriologické kultivaci

jevit jako "sterilni"[32].

8.1.2 Izolace

Zachycené kmeny jsou nasledné izolovany na Petriho miskach. Problematickd mize byt
zejména 1zolace jiz sporulujicich smésnych kultur, protoZze vytrusny prach se snadno viti a

kontaminuje prostredi i naradi [32].

8.1.3 Determince (uréovani) kmeni

Uréovani kultur mikroskopickych hub je provadéno mikroskopicky podle morfologic-
kych charakteristik, ale identifikace je velmi obtizna proto se ji zabyvaji pouze specializo-

vana pracovisté [32].
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8.2 Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zalozeny na reakci antigenu s protilatkou. Pro stanoveni
mykotoxin® v potravinach jsou tyto metodiky pracné a ¢asové naroéné. Casto tyto techno-
logie vyZaduji znalosti a zkuSenosti chromatografickych technologii. Mykotoxiny lze
Vv soucastni dob¢ stanovovat pomoci riznych stripti béhem nékolika minut. Tyto testy jsou
zaloZeny na spojitosti s monoklonalnimi, nebo polyklonalnimi protilatkami pro jednotlivé
mykotoxiny. Jsou to tfi typy imunochemickych metod — radioimunoanalyza (RIA), enzy-

moimunoanalyzy (ELISA), a metoda pomoci imunoafinitnich kolonek (ICA)[36].

8.2.1 Stanoveni mykotoxini pomoci imunoafinitnich kolonek

Vyuziti imunoafinitnich kolonek pro stanoveni mykotoxini je diky jednoduchosti jejich
pouziti a komeréni dostupnosti velmi ¢asto pouzivanou metodou pro screening i pro ex-
trakci a zkoncentrovani mykotoxina pied stanovenim vysoko u¢innou kapalinovou chro-

matografii (HPLC) [36].

Metoda nevyzaduje specialni prostiedi ani piitomnost vysoce odborného personalu, jeli-
koz odecteni vysledki se provadi na displeji fluorometru, ptipadné je zaznamenana tiskem.
Po pripravé a extrakci vzorku, které jsou Casové zavislé na slozitosti matrice, je stanoveni
provadéno za méné nez 10 minut. Vynika velkou pfesnosti a spolehlivosti v celé Skéle

koncentraci od 0,1 do 300 pg/kg [36].

8.2.2 Radioimunoalalyza (RIA)

Pocatkem Sedesatych let minulého stoleti bylo pro analyzu mykotoxinti vyuzito znaceni
protilatek radioaktivnimi izotopy. V pribéhu sedmdesatych let doslo k velkému rozvoji
pouziti této metody v medicin€é a pozdé&ji i v dalSich oborech. Pietrvavajici problematika
zachazeni s radioaktivnimi odpady, jejich sbér a likvidace, nutnost zvlaStniho vybaveni
laboratofi s dlirazem na bezpecnost personalu vSak navySovala cenu provedenych testl tak,

ze RIA nemohla konkurovat metoddm vyuzivajicim enzymaticky zna¢ené reagencie.
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V dnesni dobé nachazi vyuziti pii sledovani metabolizmu a jinych aplikacich, kde nelze
pouzit enzymatické znaceni a tam, kde se da predpokladat rozumné ndvratnost investic

[36].

8.2.3 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

ELISA je imunochemicka metoda slouzici k analyze potravin pro zji$téni piitomnosti
antigenu (analytu) ve vzorku prostfednictvim jeho biospecifické interakce s protilatkou.
Detekce produktu enzymatické reakce slouzi ke sledovani tohoto procesu. Pro rozpoznani
vzniku komplexu ,,antigen — protilatka“ se pouziva znaceni jednoho z reaktantli enzymem.
Enzym vytvofi se svym pifidanym substratem barevny produkt, ktery se zméti spektrofoto-
metricky. Mezi nej€astéji pouzivané kombinace enzym — substrat patii kienova peroxidaza
(HRP), tetramethylbenzidin (TMB), alkalicka fosfataza (AP) a jeji substrat p-nitrofenyl
fosfat (pNPP) [36].

TMB zptisobuje modré zbarveni s maximem absorbance pii 650 nm, pfi zastaveni reakce
v Casti jamek kyselinou pak zluté zabarveni s maximem absorbance pii 450 nm. Absorban-

ce se proméfuje primarné pii 450 nm a referencné pii 650 nm.

Enzymatickou reakci vytvoii pNPP Zluté zbarveni s absorpénim maximem pii 450 nm. S
ohledem na vzristajici poZadavky na efektivni kontrolu kontaminantl v potravnim fetézci
vzrista potfeba zavadéni postupti umoznujicich rychlé a cenové pfijatelné screeningové
vySetfeni riiznych kombinaci analyt/matrice. Jak jiz bylo zminéno, metoda ELISA byla

vyvinuta pro Sirokou fadu kontaminantt [36].

8.3 Chromatografické metody

8.3.1 Chromatograficka metoda HPLC (high-performance liquid chromatogra-
phy).
Zkratka HPLC je oznaceni pro vysoko u¢innou kapalinovou chromatografii. Chromato-
graficka technika slouZzi k separaci slozek vzorku, za ticelem stanoveni jejich pfitomnosti i

koncentrace ve vzorku. Miize slouzit i k izolaci jednotlivych slozek smési (tzv. preparativ-

ni chromatografie). Separacni metody jsou vétSinou zaloZeny na rozdilné distribuci déle-
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nych latek mezi dvéma razné nemisitelnymi fazemi. Tyto metody zvysSuji selektivitu a

specifi¢nost v analytické chemii. Lze je vyuzit pro kvalitativni i kvantitativni analyzu [36].

8.3.2 Chromatografie na tenké vrstvé

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC), je jednou z nejrozsitengjSich separacnich technik

v analyze mykotoxint [36].
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9 PREVENCE PROTI KONTAMINACI MYKOTOXINY

Metody k ochrané proti plisnim se stale vyvijeji a zdokonaluji. V soucasné dobé je vyvi-
jeno n¢kolik metod pro oSetfeni obili a krmnych produkt kontaminovanych mykotoxiny.

Existuje ale nékolik omezeni, spojenych s kazdou metodou.
e Amonifikace

Jedna z potencialnich moznosti oSetfeni plodin je aplikace amoniaku (amonifikace) pro
kontaminovanou kukufici, arasidy, bavinikova semena a moucky. Ve svété je jiz pouziva-

na. Byla oznacena jako G¢inna u jiz kontaminované kukutice [14].
e Pouziti oxidu chlori¢itého

Dalsi metodou je pouzivani plynného oxidu chloric¢itého (CIO,) pti vysSich koncentracich
a pusobenim déle nez 24 hodin. Plynny oxid chlori¢ity zabrafnuje ristu urcitych druhti

plisni [9].
e Pouziti 0zénu
Alternativnimi metodami jsou - pouzivani ozénu (O3) a gamma zafeni [14].
e Pouziti absorbenti

Pfidani absorbentli ke kontaminované plodiné je zvazovano jako jedna z potencialnich
moznosti pro omezovani mykotoxinové toxicity. Absorbenty se vazi na mykotoxiny a tak
zabrafiuji jejich absorbovani hospodaiskymi zvifaty. Mezi pouzivané absorbenty patfi jil,
bentonit, montmorillonit, zeolit, fylosilikaty, aktivni uhli a syntetické polymery, jako na-

ptiklad cholestryamin a polyvinylpyrrolidon.
e Inhibitory plisni

Inhibitory plisni, jako jsou napiiklad kyselina propionova, potravinaiské fosfaty, kysli¢-
nik sifi¢ity, kysely uhli¢itan sodny, kyselina sorbova a sorbat draselny, dillapiol a apiol a
dioctatin-A, mohou byt pouzivany pro zabranovani syntéz mykotoxind u riznych plodin.
Pfi pouziti inhibitora dioctatinu-A, aflastatinu-A, dillapiolu a Apiollu byl prokazan velmi

dobry vysledek pfi testech s plisni Aspergillus parasiticus [14].
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e Pouziti geneticky modifikovanych plodin

Dalsi moznosti, jak piedejit kontaminaci plodin, je pouziti geneticky modifikovanych
plodin odolnych vi¢i piisobeni plisni. Vyzkum a vyvoj téchto metod je stale v pocatecni
fazi i ptesto, ale bylo dokazano, ze geneticky upravena kukutice je 0 90-98 % odolné&jsi na
aflatoxiny. U podzemnice olejné byla genetickou upravou zvySena odolnost o 70 %. Diile-
zité je vSak stale rozliSovat mezi plodinami pfirozen¢ odolnymi a plodinami specificky
upravenymi, mezi jejichz nejveétsi zépory patii samoziejme vysoké naklady na jejich pro-

dukei [37].
e Biologickd ochrana

K nejvétsim tispéchiim v biologické ochrané proti aflatoxiniim patii pouziti zrn pSenice ¢i
ryze, které se sterilizuji a naockuji netoxickymi kmeny Aspergillus flavus, Aspergillus pa-
rasiticus. Posléze se inkubuji a susi pfi teploté 50°C . Uskladnéni zrn pak probiha nasledné
pti teploté 5°C az do jejich pouziti. Obili je pak aplikovano na pole, pfi¢emzZ netoxické
kmeny rychleji obnovi sviyj rist nez toxické kmeny. Dochazi pak k vytlaovani toxickych

kment z plodin témito netoxickymi kmeny Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus [37].
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10 BEZPECNOST POTRAVIN

Pro posuzovani kontaminace mykotoxiny v potravinach je zavazné natizeni komise (ES)
¢. 1881/2006 ze dne 19. prosince 2006, kterym se stanovi maximalni limity nékterych kon-

taminujicich latek v potravinach. Natizeni vstoupilo v platnost 09/01/2007.

Vétsina statl prijala legislativni limity koncentraci mykotoxinli v potravinach. Ty vSak
Casto spiSe odrazeji analytické moznosti nez dokonalé¢ poznéani zdravotniho vyznamu. Je-
den z nejvétsich problémi je nalezeni limiti piijatelnych jak pro konzumenta, tak pro vy-
robce [2].

Védecky vybor pro potraviny ve svém stanovisku z 23. zafi 1994 uvedl, Ze aflatoxiny
jsou genotoxické karcinogeny. S ohledem na toto stanovisko je vhodné omezit jak celkovy
obsah aflatoxind v potravinach (suma obsaht aflatoxinu Bj, By, G 1 a G»), tak i obsah sa-
aflatoxinu M; v potravinach pro kojence a malé déti by pfipadné snizeni stavajiciho maxi-
malniho limitu 0,025 pg/kg mélo byt posouzeno s ohledem na vyvoj analytickych postupt
[2].

Maximalni limit 2 pg/kg aflatoxinu B; a 4 pg/kg celkového aflatoxinu, byl stanoven pro
vs§echny obiloviny a vSechny vyrobky pochézejici z obilovin, s vyjimkou kukufice, jez ma
byt pted pouzitim k lidské spotiebé tiidéna, nebo jinak fyzikalné oSetiena, pro niz byl sta-
noven maximalni limit 5 pg/kg aflatoxinu B; a 10 pg/kg celkového aflatoxinu. Obsah afla-

toxintl v ryzovych v plevach pravideln¢ pfesahuje maximalni limity [2].

Dalsi povolené maximani limity pro mykotoxiny jsou uvedené v Tabulce ¢.2
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Tab. ¢. 2 Maximalni limity mykotoxint v potravinach [38],[39]

Mykotoxiny Potraviny Maximalni limity pg/kg
Ochratoxin A Vyrobky z obilovin 0,5
Susené hrozny 10
Vino 2
Rozpustna kéva 10
Muskatovy ofiSek 15
Lékoftice 20
Patulin Vyrobky z obilovin 50
Ovocné §tavy 50
Pecivo 50
Zearalenon Vyrobky z obilovin 20
Pecivo 50
Mouka 75
Fumonisiny soucet By a B, | Vyrobky z obilovin 200
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ZAVER

Alimentarni ndkazy ptedstavuji nejen zdvazny zdravotnicky, ale i ekonomicky problém.
Jejich vyskyt miize izce souviset se zpuisobem zpracovani potravinarskych surovin, jejich
vyrobou a podminkami pfi jejich ptepravé a skladovani. Velmi zavaznym problémem mu-
ze byt zabezpeceni piisnych hygienickych zdsad pro zabranéni kontaminace potravinai-
skych surovin a potravin plisnémi, které ptedstavuji pro lidsky organizmus velké nebezpeci
z davodu produkce toxina. V uplynulych desetiletich bylo prokdzano vice nez sto tisic rtiz-
nych mikroskopickych plisni, jejichz toxiny, zpisobuji zdvazna onemocnéni, véetné rako-
viny. Zvifata, ktera byla krmena potravou napadenou plisnémi, trpi oslabenym imunitnim
systétmem a zhorSenou produktivitou. Velké nebezpe¢i predstavuje situace, kdy se toxiny
z plisni dostanou pies zazivaci trakt hospodaiskych zvitat napt. do mléka a tim se pak sta-
vaji soucasti potravinového fetézce. Riziko ptredstavuje také dovoz potravin ze zemi, kde
klimatické podminky umoziuji rozmnozovani mikroskopickych hub. Vétsinou se jedna o
rozvojové zemé, kde se i diky Spatné informovanosti dostavaji do obchodni sité napadené

plodiny.

Pfi vSeobecném nahledu na problematiku boje s mykotoxiny je tieba vzit v tvahu dva
rozdilné aspekty. Na jedné strané je pozitivnim aspektem peclivejsi sledovani kvality po-
travin, zpfisiiovani limitti koncentrace jiz znamych mykotoxint a lepsi medialni informo-
vanost spotiebitele. Na stran¢ druhé je to riziko vyskytu dosud neobjevenych mykotoxind,
usporna opatfeni pii vyrobé a zpracovani kontaminovanych plodin v dobé hospodarské

krize a v neposledni fad¢ i chovani spotiebiteld samotnych.

Nadale se vyviji nové metody pro stanoveni pfitomnosti mykotoxinti a také zptsoby ochra-

ny kulturnich plodin proti napadeni mikroskopickymi houbami.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

LD50

DAS

AFB; (B1)
AFB; (By)
AFG; (Gy)
AFG; (Gy)
AFM; (M,)
AFM; (M)
OTA
IARC/WHO
FB1

ATA

RIA
ELISA
ICA

HPLC
TLC

ClO,

HRP

TMB

AP

HRP

PNPP

Vyznam prvni zkratky.

diacetoxyscirpenol

Aflatoxin B,

Aflatoxin B;

Aflatoxin G4

Aflatoxin G

Aflatoxin My

Aflatoxin M,

ochratoxin A

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
Fumonisin B,

Alimentarni toxické aleukie
imunochemickd metoda - radioimunoese;ji
imunochemicka metoda - enzymoimunoanalyzy
imunochemicka metoda - imunoafinitnich sloupci testu
kapalinova chromatografie

chromatografie na tenké vrstvé

oxid chlori¢ity

kfenova peroxiddza

tetramethylbenzidin

alkalicka fosfataza

kfenova peroxidaza

substrat p-nitrofenyl fosfat
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