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1. Seznam pouzitych zkratek

CE

CEC

DAD

ELISA
FL
GC

HPLC

LC

LDso
LFD
LLE

MEKC

MF

MIP

MS

SF
SPE
TLC

UHLPC

Uuv

VIS

Kapilarni elektroforéza

Kapilérni elektrochromatografie (Capillary
Electrochromatography)

Spektrofotometricky detektor s diodovym polem
(Photodiode-array detector)

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Fluorescen¢ni detektor
Plynova chromatografie (Gass Chromatography)

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (High-
performance Liquid Chromatography)

Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)
Stfedni smrtelna davka

Luminiscenéni detekce (Luminiscence Flow Detection)
Kapalinova extrakce (Liquid-liquid Extraction)

Micelarni elektrokineticka chromatografie (Micellar
electrokinetic chromatography)

Mobilni faze

Molekularn¢ imprintované polymery (Molecularly
Imprinted Polymer)

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)
Reverzni faze

Stacionarni faze

Extrakce na pevné fazi (Solid-Phase Extraction)
Tenkovrstva chromatografie

Rychla chromatografie (Ultra High-performance Liquid
Chromatography)

Ultrafialové svétlo

Viditelné svétlo



2. Zadani a cil prace

Cilem a zadanim této reSerSni prace bylo nalézt a souhrnné uspotfadat informace
o mykotoxinech, konkrétné citrininu, a shromazdit metody a moznosti, pomoci kterych

Ize tento toxin stanovit.



3. Uvod

Citrinin je toxickd latka ptfirodniho plvodu fadici se mezi mykotoxiny -
sekundarni metabolity mikroskopickych vléknitych hub. Citrinin je vyznamnym
kontaminantem potravin a krmiv a pro své nefrotoxické ucinky predstavuje pro zivé
organizmy vysoké zdravotni riziko. Tento toxin mlze byt pfitomen v ceredliich,
obilovinach, ryzi, ofeSich a nahnilém ovoci a zelening, a tim sniZzovat kvalitu téchto
surovin a vyrobku z nich.

Navzdory své zdravotni zavadnosti neni citrinin jeSté zcela prostudovany
mykotoxin a limity pro jeho vyskyt v potravinach stale jesté¢ nebyly pfesné stanoveny.
V dnesni dobé jsou jiz zndmé metody pro jeho extrakci ze vzorkl potravin a nasledného
stanoveni, ale je otdzkou, zda limit uréeny z hlediska nefrotoxicity je dostate¢né nizky
pro riziko genotoxicity a kancerogenity.

Rychlé a pfesné metody pro stanoveni mykotoxinl jsou dulezité pro kontrolu
potravin a nastaveni spravnych limitli, protoZze 1 pfes pec€livé dodrZzovani postupl pfi
zpracovani a uprave plodin neni mozné zcela zamezit vyskytu mykotoxinll v potrave.

Analytické metody pouzité v této praci shrnuji starS$i i moderni trendy pro
stanoveni citrininu z obdobi let 1996 az 2016. Zdrojem informaci byly védecké ¢lanky
publikované v odbornych casopisech a zobrazuji tedy vyvoj metod pouzivanych

v analyze potravin za poslednich dvacet let.



4. Teoreticka ¢ast

4.1. Mykotoxiny

Mykotoxiny se fadi mezi nizkomolekularni organické latky, které vznikaji jako
sekundarné metabolické produkty fady druht mikroskopickych vléknitych hub, neboli
plisni. Pro svou stabilitu za riznych podminek, napiiklad za vysokych teplot, jsou
oznacovany za termostabilni, a proto jsou velice nebezpecné pro zvifata, lidi 1 rostliny.

Mykotoxiny jsou béznou soucasti okolniho svéta a staly se globalnim
problémem. Jejich vyskyt na krmivech a potravinach rostlinného pivodu, zejména
obilovinach a vyrobcich z obilovin neni ojedinély a zamezeni jejich vyskytu neni
jednoduché. Rostliny jsou napadeny jiz v obdobi rastu a nésledné pii sklizni dochéazi
k rozneseni spér do vzduchu. Dal§i moznosti intoxikace potravin mohou byt nevhodné
skladovaci podminky, nespravna pieprava a Spatné zpracovani.

V dnesni dobé mame chemicky potvrzenou existenci vice jak ctyf set druht
toxikogennich plisni, ale pouze asi dvacet z nich je pro ¢lovéka ohrozujicich. Mezi
vyznamné producenty mykotoxinti patii plisné rodu Aspergillus, Penicillium
mikroskopickych hub, které mohou vytvaret vice jak jeden mykotoxin a z toho divodu
miZeme prakticky kazdou plisenn povaZovat za rizikovou pro clov€éka nebo zvitata.
Plisobeni mykotoxinli zavisi na jejich typu, na délce plisobeni i na stavu postizeného.
Nejcastéjsimi cilovymi organy jsou buniky jater, ledvin, plic, nervii a mnoha dalSich,
kde se projevuji jejich hepatotoxické, hemoragické, neurotoxické, cytotoxickeé,
nefrotoxické, imunotoxické, teratogenni, genotoxické a karcinogenni ucinky.

Ovsem zname i1 druhy mykotoxinti pro ¢lovéka neSkodné, dokonce zcela zadouci
jako napfiiklad mykotoxiny pouZivané na Slechténi syrt nebo nckteré s antibiotickymi

G&inky.

4.1.1. Bezpecnost a kontrola mykotoxini v potravinach a napojich

Testovanim pfitomnosti mykotoxinii a jejich kontrolou v celém potravnim
fetézci se zabyva Narodni referen¢ni laboratof pro mykotoxiny v plisobnosti Statniho
zdravotniho ustavu. Laboratot se fidi zdkony Evropské unie pti Evropském ufadu pro

bezpeCnost potravin nafizenim komise ¢.1881/2006, ¢.1126/2007, ¢.105/2010,
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¢. 165/2010, ¢.219/2014, kterd limity pro mykotoxiny aktualizuje s rostouci piesnosti
vysledkt analytickych metod.

Na dodrzovani limitnich hodnot dohlizi Statni zemédélska a potravinarska
inspekce. Dozorova cinnost kontrolnich organizaci se vSak jiz netyka zdravotni
nezdvadnosti potravin, které si oban doma uchovava v riznych podminkach po
néjakou dobu, dale skladuje nebo sdm vypéstuje a pravé tam muize dojit k vyznamné
kontaminaci.

Kontrola vyskytu mykotoxini v potravinach a napojich je velice dilezita,
protoze se jedna o potraviny denni spotfeby a piijem piipadnych toxini miize byt
vysoky. Pti ptekroceni limitnich mnozstvi a nasledné dlouhodobéjsi konzumaci miize
dojit k otravé mykotoxiny tzv. mykotoxik6ze nebo dalSim zdravotnim problémim.
Piesnost kvantitativni analyzy a schopnost detekce mykotoxinl zavisi na piistrojovém
vybaveni a proto s modernizaci a postupnym rozvojem v analytickych metodach jsou
ziskavany stale piresnéjsi vysledky a detekovany stdle menSi mnozstvi latek
ve zkoumaném materialu.
koncentrace v potravinach a ndpojich. Citrinin je ovSem madalo prozkoumany druh
aivdne$ni dobé existuje pouze omezeny pocet projektl, zabyvajici se touto
problematikou a kviili tomu stale v ¢eské ani v evropské legislativé nenalezneme piesné
hodnoty, které by regulovaly vyskyt citrininu v potravinach. (1)

O vyznamu mykotoxinii svéd¢i 1 hlaSeni v systému rychlého varovani pro
potraviny a krmiva (RASFF: Rapid Alert System for Food and Feed). Syst¢ém RASFF
slouzi pro ohlaSovani rizikovych potravin a krmiv za G¢elem zamezeni jejich uvadéni
do obc¢hu nebo za ucelem jejich stazeni ze spolecného evropského trhu. Kvili

mykotoxiniim to je v poslednich létech pfiblizné 50 % surovin a potravin. (2)
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Tabulka 1: Maximalni limity koncentraci nekterych mykotoxinii v jidle (3)

Maximalni limit
Mykotoxin Stat 1 1 Jidlo
(ng.kg™” nebo pg.lI")
Aflatoxin B1 Belgie 5 Vsechno
) Brazilie 30 Vsechno
Aflatoxin B1+G1 - ~
Belgie 5 Oftechy
Brazilie 20 Zviteci krmivo
Aflatoxin Francie 10 Vsechno
B1+B2+G1+G2 USA 20 Vsechno
Belgie 0,05 Mléko
Francie 0,03 Miléko
Aflatoxin M1 Rusko 0,5 Miléko
USA 0,5 Mléko
Deoxynivalenol Rusko 1000 Obiloviny
) Dansko 5 Obiloviny
Ochratoxin A ; ,
Francie 5 Krmivo pro prasata
Francie 200 Obiloviny a rostlinné oleje
Zearelone P I
Rusko 1000 Obiloviny a rostlinné oleje
Toxin T2 Rusko 100 Vsechno

4.2. Citrinin

Citrinin, téZ nazyvany monascidin A ¢i antimycin je toxicky sekundarni produkt

houbového metabolismu tvofeny rody plisni Penicillium, Aspergillus a Monascus. Tyto

plisné mlizeme nalézt na jidle, hlavné v ceredliich, vyrobcich z obilovin a na nékterych

druzich ovoce. (4) Prvné byl izolovan z kultury Penicillium citrinum v roce 1931

Hetheringtonem a Raistrickem, kdy

se vyskytoval na ryz

a byl spojovan

s onemocnénim Zluté ryZze v Japonsku, odtud n€kdy také nazyvany "yellow rice" toxin.

(1,5
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Obrazek 1: Strukturni vzorec citrininu

4.2.1. Struktura a fyzikalni vlastnosti

Citrinin krystalizuje jako citronové-zlutd latka bez zépachu, lipofilni a tepelné
nestabilni tajici pti teploté tani okolo 175°C za sucha, ale pfi ptitomnosti vody se teplota
snizi na 140°C z divody nestability ve vodném prostiedi. (1) Je nerozpustny ve vode¢,
ale velmi dobfie rozpustny v fedénych roztocich hydroxidu sodného, uhli¢itanu sodného
nebo octanu sodného, dale v methanolu, acetonitrilu, ethanolu a v mnoha dalSich
polarnich organickych rozpoustédlech. (6)

Jedna se o relativné malou molekulu se sumarnim vzorcem C;3H;40s a s molarni
hmotnosti 250,25 g/mol. (7)

Ze strukturniho vzorce zjistime, Ze se jednéd o ketokarboxylovou kyselinu, ktera
obsahuje konjugovany planarni fetézec a diky tomu je tato latka schopna fluorescence

jak v roztoku, tak i v pevném skupenstvi. (8)

4.2.2. Producenti citrininu

Mezi hlavni producenty citrininu patii rody Penicillium a Aspergillus.
onemocnéni zvané "yellow rice toxikéza" v Japonsku. DalSi druhy rodu Penicillium
produkujici citrinin jsou P. fellutanum, P. lividum, P.implicatum, P. jeneni,
P. citreoviride, P. stecki, P. expansum (bézny kontaminant ovoce), P. velutinum,
P. canescens, P. notatum, P. radicola (bézny kontaminant cibule, mrkve a brambor),
P. viridicatum, P. palitans, P. claviforme a nékteré druhy P. camembertii (pouziva se

k vyrobé syrt). P. verrucosum je producentem také mykotoxinu ochratoxinu A. (6)
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Z rodu Aspergillus jsou nejdilezitéjsi druhy A. terreus, A. candidus a A. niveus.
Dale byl citrinin detekovan v kulturdch plisni Monascus ruber a Monascus purpureus,

pouzivanych v potravinaistvi k tvorbé cervenych pigmentt. (4)

4.2.3. Mechanismus piisobeni a rozklad

Pfesny mechanismus plisobeni neni zatim zcela s jistotou popsén, ale i pfesto
vzniklo nékolik teorii a vyzkumil zabyvajici se touto problematikou.

Jeden z vyzkumil zjistil, ze citrinin piisobi na bunééné urovni, kdyz spousti
obranny mechanismus buiiky. Toxin plisobi rychle a aktivuje na davce zavisly proces,
kde se zapojuji stresové promotory GRE2 a SOD2. Pfesnéji fe¢eno, spousti expresi
antioxidacnich kodujicich genli a reagujici drdhy oxida¢niho stresu a bunika zacne
produkovat reaktivni formy kysliku, které pak na télo piisobi toxicky. (9)

Dalsi vyzkumy zkoumaly U¢inky citrininu z jiného hlediska a popsaly, Ze toxin
se akumuluje v mitochondriich jater a ledvin. Dale naruiuje tok Ca*" v mitochondriich
a transport pfes permeabilni membranu, také mulze inhibovat syntézu DNA a RNA
v burice nebo indukovat apoptézu tak, Ze stimuluje uvolnéni cytochromu ¢ a poté
aktivuje multiple kaspazy. (10, 11)

Citrinin se rozklada pfi teploté 175°C, pfi které se v bezvodém prostiedi zdroven
i detoxikuje. Pokud se ale citrinin objevi v prostfedi obsahujici vodu, uz pti hodnoté
140°C se rozlozi na citrinin H1 a na citrinin H2. Prvni jmenovana struktura je dokonce

vice toxickd, nez plvodni latka. Citrinin H1 vznik4 reakci dvou plivodnich molekul.

(12)
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Obrazek 2: Reakce vzniku citrininu H1 (12)

OH  Path A i 0O OH OH
HOLC (HO,C) TR o
= "0 waler 0 OCH
o “Me o “Me HO “Me
Me Me [ Me Me Me Me
Citrinin 2 3
Path B ]icl
2 . Me e
Tl e
HCO
0 Me
4
HO 0
g )
{(HO:C) 26
HO “Me
L citrinin M Me
qrdizatiun
[0] -

Me: e
Citrinin H1 1

4.2.4. Toxikologie a ucinky na lidské zdravi

Hlavnim cilovym orgdnem jsou pro citrinin ledviny, tam probiha jeho eliminace
a proto je ze 75 % vylucovan pravé moci. Citrinin narusuje propustnost membrany
proximalniho tubulu a tim ovliviiuje transport vapennych iontii. Tyto U€inky maji
za nasledek vznik adenomt, histopatologickych zmén, nekrézu rendlniho tubulu a pfi

vysokych davkach mohou zpisobit i smrt.
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Dalsi organy pisobeni jsou jatra a kostni dfefl. Akutni toxicita se miize projevit
dyspnoi, akutni myokarditidou nebo poklesem krevniho tlaku.

Dalsi vlivy na lidské zdravi, které zatim nebyly zcela prokdzany, ale povazuji se
za velmi pravdépodobné jsou hlavné ucCinky genotoxické (poskozuji geneticky
material), mutagenni (zpisobuji zménu v genetické¢ informaci a pokud je postizena
zarode¢na bunika, mlzZe byt postizen cely jedinec; pokud je poSkozena somaticka burika,
muze dojit ke zhoubnému bujeni) a teratogenni (poskozuji plod). (1)

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) zaradila citrinin do tfeti
skupiny karcinogent, tedy neklasifikovany. Do dneska nemél Zadny z provedenych
vyzkumt prikazné vysledky, a proto se neda karcinogenita s jistotou potvrdit.

Pti studiich souc¢asného vyskytu citrininu a ochratoxinu A bylo zji§téno, Ze se
jejich toxické ucinky séitaji a dopliuji a tim se jesté zvysuje jejich nefrotoxicita. (13)

Citrinin nema jen negativni vlastnosti. Byly prokazéany antibiotické Uc¢inky na
grampozitivni bakterie, kterych bylo diive 1 hojné vyuzivano, ale vzhledem k vazné

nefrotoxicité bylo od tohoto vyuziti toxinu upusténo. (1)

4.2.5. Testy toxicity na zviiratech

Pii vyzkumu v roce 1977 byly po dobu dvou tydnt davany dvé rizné davky
citrininu (5 mg/kg t€l. hm. a 10 mg/kg té€l. hm.) injekei do pobfisnice psim. Nejvyssi
davky byly smrtelné jiz mezi 7. az 11. dnem. Nizs§i davky zptsobily zanét pobfisnice.
Pti histopatologickém vySetfeni byly v télech nalezeny tubularni degenerace, rozpad
jader bunék a nekrozy tkani. (14, 15, 16)

Dalsi test podava zpravu o vlivu citrininu, nefrotoxického mykotoxinu, na
ledviny. Samci krys typu F344 byli krmeni 0,1% citrininem v potravé po dobu 80 tydnti.
Prvni nador byl objeven v kryse, ktera zahynula jiz v 52. tydnu. Po uplynuti 80 tydnt
histopatologie zbylych krys objevila adenomy v 35 ze 48 krys, které ptezily (72,9%).
V kontrolni skupiné nebylo nalezeno Zadné poSkozeni ledvin. (17)

Béhem testu, kdy mySi dostavaly 6 tydnt injekce ochratoxinu A (5 mg/kg)
acitrininu (20 mg/kg) byly studovany hematologické hodnoty: sedimentace
erythrocytd, hematokrit v procentech, pocet cervenych krvinek, pocet krevnich desticek,
celkovy pocet bunc¢k kostni dien€, pocet bunék ve slezin€¢, hmotnost sleziny
a koncentrace vapniku v séru. Pfi aplikaci mykotoxinli doSlo k vyraznému poklesu

poctu krevnich desti¢ek a hematokritu. Naopak byla zvySena sedimentace erythrocytii
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a1 pocet Cervenych krvinek. Hmotnost sleziny a pocet bunék ve sleziné¢ se béhem
podavani toxinll prudce snizila, stejné jako hodnoty u bun¢k kostni diené. Velké snizeni
bylo také zaznamenano v koncentraci vapniku v krevnim séru mysi. Tento test prokazal
negativni vliv na kostni diei a naslednou krvetvorbu. (18)

Ptipraveny roztok citrininu byl podavan peroralné ve dvou studiich. V prvnim
pfipad¢ 7 dnl starym samcim krit a v druhém ptipadé samciim bilych pekingskych
kachnat. Koncentrace davky LDs, byla pro kriity spoc¢itdna na 56 mg/kg a u kachnat na
u krt s charakteristickou degeneraci a nekrézou renalniho tubuldrniho epitelu. Dalsi
poskozeni bylo u krtt nalezeno v jatrech, kde nastala nekréza a hyperplazie Zlucovych
cest. Lymfaticka nekrdza s depleci se tykala brzliku a kloakalni burzy u kachiat a krtt.
Tyto pozdéjsi 1éze byly nejvyraznéjSimi histopatologickymi zménami u kachiat. (19)

V dalsi studii byl namichany a upraveny roztok citrininu jednordzové nebo
opakovan¢ podavan kralikim perordlni nebo intraperitonealni cestou. 72hodinova LDs
pro intraperitonedlni podani byla 50 mg/kg t&€l. hm. a 134 mg/kg t&€l. hm. pro peroralni
podani. Primarnim klinickym pfiznakem po podani jednordzové peroralni davky pii
koncentraci citrininu 125-150 mg/kg byl tekuty prijem, ktery se objevil po 8 hodinach
po poziti. Patologické zmény byly obecné omezeny na ledviny, kde nastala degenerace
a nekrdza proximalnich tubult. U kralika, kterym se podala davka citrininu 130 mg/kg
byly po 8 hodinach pozorovany histopatologické zmény na tubuldrnich epitelovych
bunikach, u kterych nastala cytoplazmaticka vakuolizace. Po tydenni kontrole kralikd,
kteti dostavali perordln¢ opakované davky toxinu (120 mg/kg) denné po dobu sedmi dni
byl nalezen regenerovany renalni tubuldrni epitel doprovdzeny mirnymi nekrézami
tubularnich bunék. Kralici pozivajici opakované a vicenasobné davky toxinu (33,5 nebo

77 mg/kg) méli ledviny s mirnou degeneraci a nekrézou. (20)

4.2.6. Citrinin v napojich a potravinach

Jedna z prvnich komplexnich studii na pfitomnost citrininu v potravinich byla
provedena v roce 1968 v Kanadé. Vzorky ze zrn spojené s plicnimi problémy farmait
byly analyzovany a po vytvofeni spravné screeningové metody byl zjistén vyskyt
mykotoxinu citrininu spole¢né s ochratoxinem A. Nasledovaly dalsi testy v Evropé, Asii

a Africe. (21)
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Citrinin byl nalezen v fadé obilovin, vCetné ryZe, pSenice, jeCmene, kukufice,
zita a ovsa. Byl objeven v pSeni¢nych moukéch a je prokézano, ze mize prezit do jisté
miry 1 ve zpracovanych vyrobcich z obilovin. Velmi Casto je hlaSen spolecny vyskyt
s ochratoxinem A. Vyskytuje se i v nékterych fermentovanych potravinach, které jsou
nachylné na rist plisni na povrchu, jako jsou syry a fermentované uzeniny. Existuji
vyzkumy, ve kterych bylo zjiSténo, Ze toxin pronikl dva nebo 1 vice centimetrii do
potraviny, ktera méla na povrchu plisen. V posledni dobé byl citrinin nalezen také ve
vegetarianském zbozi, které bylo barveno barvivy odvozenymi od druhu hub Monascus.
Citrinin byl také nalezen v araSidech a plesnivém ovoci. (4)

Jablka se shnilymi skvrnami mohou obsahovat citrinin samostatné, nebo se milize
vyskytovat spole¢né s patulinem. Toto onemocnéni ovoce zpusobuje druh P. expansum
a jablko zaciné plesnivét v misté poskozeni. (21) Stejnym zplisobem se citrinin dostava
do dalSich druhli ovoce a zeleniny. Nalezen byl naptiklad jest€¢ v hrachu, fazolich,
hroznovém vinu, hruskéach, tfeSnich, cerném rybizu, rajéatech a dalSich. Ovoce
a zelenina se poté zpracovava na nejriznéjsi produkty a proto mizeme citrinin nalézt
1 v pfesnidavkach, ovocnych a zeleninovych dzusech, mostech a napojich.

V roce 2001 byla provedena analyza ovocnych (jablko, tfeSen, Cerny rybiz
a hrozny) a zeleninovych (rajcata) dzusii ze skladu v Némecku pomoci ELISA testu
a stopy citrininu (maximum 0,2 pg/l) Ize nalézt ve 4 z 55 vzorka. (22)

Ve Spanélsku bylo v roce 2009 testovano 84 vzorkii aromatickych a/nebo
1é¢ivych bylin za pouziti ELISA testu a bylo zjiSténo, Ze 61% vzorki je kontaminovano
citrininem (az 355 pg/kg v listech ginkga). V nékterych vzorcich byl citrinin spole¢né
s ochratoxinem A, aflatoxinem B1, zearalenonem, T-2 toxinem a deoxynivalenolem.
(23)

Je pravdépodobné, Ze vyskyt citrininu v potravinidch neni dostatecné popsan,

protoZe neni ¢asto hledan a také ma tendenci se caste¢né behem analyzy degradovat. (4)
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5. Analyticka c¢ast

5.1. Instrumentalni metody stanoveni mykotoxini v napojich
a potravinach

V dnesni moderni dobé je dostupnych jiz mnoho technicky vyspé€lych pfistroji,
metod a postupil, pomoci kterych je laboratoi schopna stanovit presné slozeni a kvalitu
1é¢ivych pripravkil, potravinovych doplikd, chemickych latek a sloucenin, analyzovat
potraviny a napoje, zda se v nich nenachédzi nadmérné mnozstvi nezadoucich latek, ale
také kontrolovat stav ovzdusi, vody a pudy. Vyvoj téchto ptistrojii a metod jde velice
rychle kupfedu a stale se vyviji dal$i nové moznosti vyuZziti a vzédjemného spojeni
piistroji 1 metod. Je mozné zjistit stale menSi mnozstvi stopovych kontaminantl
v odebranych vzorcich a mit presnéjsi vysledky. Diky tomu jsou tyto nové piistupy
nezbytnou a béZnou soucasti dnesnich biologickych a chemickych laboratofi.

Nastup intenzivniho vyzkumu na poli mykotoxinii zapocal rokem 1960, kdy
byly ve Velké Britanii objeveny aflatoxiny poté, co zpisobily uhyn asi 100 000 kust
vanoc¢nich krocanti krmenych mouckou z brazilské podzemnice olejné. Neni pochyb, ze
jesté dnes jsou nékteré mykotoxiny pfi¢inou chorob, utrpeni a smrti, zejména
v tropickych a subtropickych rozvojovych zemich. A neni pochyb o tom, Ze
mykotoxiny se museji v surovinach a potravinach sledovat, a to nejenom z diivodu

globalizace potravinového trhu. (2)

5.1.1. Trendy v analyze mykotoxint

Analytické metody pro stanoveni mykotoxinli se neustale vyvijeji a zlepSuji.
V dnesni dobé¢ je kladen narok na rychlejsi a jednodussi metody, které ale stale zlistanou
spolehlivé. Déle na vyssi stupen automatizace, na levnéjsi a multi-rezidualni metody, ve
kterych mizeme analyzovat i vice hledanych analyti souasné, protoZze ve vétSiné
z nich se vyskytuje vice toxint najednou.

Budoucnosti jsou rychlé screeningové metody, které je mozno pouZzit pifimo
v terénu a jsou levné, rychlé a nendroné. Sem mizeme zatadit TLC, ELISA, LFD a IR-
spektroskopie. Dalsi rozvijejici se technikou je stanoveni pomoci biosenzord. Tyto
metody jsou velice selektivni, citlivé a maji velmi Siroké uplatnéni. AvSak vzhledem

k citlivosti detekce a zvySené selektivit¢ pomoci separacniho kroku je nejvetSim
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trendem v analyze Sirokého spektra mykotoxini zejména metoda HPLC (UHPLC)
v tandemovém spojeni s hmotnostni spektrometrii. Zde je ziejmy signifikantni nartst

téchto UHPLC-MS metod ve vyuziti pro multi-mykotoxinové analyzy. (28)

5.2. Analytické metody potencialné vhodné pro stanoveni
citrininu

5.2.1. Spektrofotometrie

Spektrofotometrie v ultrafialové nebo viditelné oblasti svétla je optickd metoda
zalozend na absorpci elektromagnetického zafeni (200 az 800 nm) pii prichodu
ziedénymi roztoky molekul. Cast paprsku prochazejici kyvetou se vzorkem se absorbuje
a méfi se rozdil intenzity tohoto zafeni. Pfi absorpci dochédzi k excitaci valen¢nich
elektronti, které jsou soucédsti molekulovych orbitali. Proto molekulova absorpcni
spektra v ultrafialova a viditelné oblasti jsou svou podstatou elektronova spektra.

Tyto metody se nejcastéji pouzivaji jako detektory. Jsou zaloZeny na objevu
Lambert-Beerova zékona, ktery fikd4, Ze mira absorbance je pfimo imérna koncentraci

méteného roztoku a tloust'ce absorbujici vrstvy. (25)

5.2.2. Fluorimetrie

Fluorescence je optickd metoda pouzivana v analytické chemii pro schopnost
latek ptijmout (absorbovat) energii z primarniho zareni. Elektrony v molekule piejdou
do excitovaného stavu a pii prechodu zpét do stabilni polohy o niZ§i energii jsou
schopny piebyte¢nou energii uvolnit sekunddrnim zafenim. Sekundarni zafeni ma tedy
mensi energii, nez zafeni primarni a tedy i del$i vlnovou délku. Pfi méfeni pouzivame
dvé spektra: excita¢ni spektrum, které zobrazuje intenzitu fluorescence v zavislosti na
vinové délce primarniho zéfeni a emisni spektrum, které zobrazuje intenzitu
fluorescence v zdvislosti na vlnové délce sekundarniho zéafeni pifi konstantnich
podminkach priméarniho zateni.

Pouze omezené mnozstvi latek je schopno vykazovat fluorescenéni aktivitu.
Nékteré latky mizeme derivatizovat pomoci Cinidel na intenzivné fluoreskujici derivat,

a proto je tato metoda nejen citliva, ale i velmi specificka. (25)
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5.2.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry - MS) je separacni technika,
ktera ptevadi vzorek na ionizovanou plynnou fazi a vzniklé ionty separuje podle
hodnoty podilu jejich hmotnosti a ndboje m/z. lonty bombarduji organickou molekulu
o vysoké energii za vzniku iontil nebo jejich fragmentli. Néasledné jsou ionty rozdéleny
a je zaznamenana jejich cetnost a druh.

Ptistroj se sklada za tii ¢asti. Prvni je iontovy zdroj, kde dochézi k ptevedeni
neutralnich molekul na nabité Castice. Nasleduje hmotnostni analyzator, ve kterém se
vzniklé ionty rozdé€luji v plynné fazi za vysokého vakua podle m/z poméru a posledni
casti je detektor, kde probihd detekce separovanych iontli a urceni jejich relativni
intenzity.

Tento zplisob detekce mad vysokou citlivost a presnost této metody poméaha
ziskat mnoho specifickych udaji o latce. Latku dokdZeme nejen identifikovat, ale
1 zjistit jeji molekulovou hmotnost a n€kdy i ptesnou strukturu. Dnes miizeme vyuzit
itandemového zapojeni, tedy MS/MS pro detekci neznamych latek. Prvni reakce
generuje ionty, z nichz se separuje pozadovany iont, ten se podrobi dalsi reakci a z néj

vzniklé ionty jsou analyzovany. (25)

5.2.4. Nuklearni magneticka rezonance

Nuklearni magneticka rezonance je fyzikalné-chemicka metoda. Atomova jadra
nékterych prvkd maji magneticky moment a ve vné&j$im magnetickém poli se orientu;ji
do poloh, kterym odpovidaji urcité energetické hladiny. Absorpci elektromagnetického
zafeni v oblasti kratkych radiovych vin dochézi k prechodu jadra na vyS$si energetické
hladiny. Atomy s nenulovym spinovym kvantovym c¢islem umisténé v magnetickém
poli absorbuji a opétovné vyzatuji elektromagnetické zafeni. Zmagnetizovand atomova
jadra pfevedeme do detekeni civky, na které vznikne napéti, které se méti ve formeé
doznivajici indukce.

V dnesni dobé mlzeme tuto metody vyuzit v mediciné pro zobrazeni
nejruznéjsich ¢asti téla s velmi vysokym rozliSenim a pomoci pocitace vytvofit dvou- az
titirozmérné obrazy struktur lidského téla. Dale se tato metoda pouziva ve farmacii

k analyze 1éCiv.
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5.2.5. Elektroforetické metody

Elektromigra¢ni metody patifi mezi separacni metody. Funguji na dvou
zakladnich elektrokinetickych jevech: elektroosmoéze a elektroforéze. Mezi roztokem,
obsahujici elektricky nabité Castice a povrchem, s kterym je roztok ve styku (kapiléra),
vznikaji elektrické dvojvrstvy. Do tohoto rovnovazného prostfedi ptipojime
stejnosmérné elektrické pole, které tuto rovnovahu porusi a vyvold pohyb. Principem
separace slozek vzorku je rozdilné rychlost jejich migrace, nebot’ nabité ¢astice riznych
slozek se v urc¢itém prostiedi lisi svou elektroforetickou pohyblivosti.

NejrozsifenéjSimi elektromigracnimi metodami jsou kapilarni elektroforéza
(Capillary Electrophoresis - CE), jeji podtyp kapilarni zonova elektroforéze (Capillary
Zone Electrophoresis - CZE), micelarni elektrokinetickd chromatografie, gelova
elektroforéza, isotachoforéza, isoelektrickd fokusace a kapilarni elektrochromatografie.

Kapilarni zonova elektroforéza je separace zaloZend na rozdilech v néboji
analytu a provadi se jako volna elektroforéza bez nosice v tenké kapilafe za
konstantniho napéti. V této metod¢ lze separovat kationty i anionty zaroven.

Micelarni elektrokinetickd chromatografie se pouziva k separaci neutralnich
sloucenin na zakladé€ rozdilného rozdélovaciho koeficientu mezi vodni fazi a micelami
a vyuziva povrchové aktivity micel (tzv. pseudostacionarnifaze).

Kapilarni gelova elektroforéza pouZzivd kapilary naplnéné gelem poskytujici
molekulové-sitového efektu rozpusténych latek v prostiedi gelu, kde se latky rozdéli
podle svych velikosti.

Kapilarni isoelektricka fokusace probiha v kapilate, kde je vytvoien gradient pH.
Tato metoda slouzi k separaci amfolyti na zdklad¢ rozdili v jejich izoelektrickych
bodech.

Kapilarni elektrochromatografie (CEC) vyuzivd k pohybu mobilni faze
elektroosmotického toku a separace nastdva na silikagelu jako stacionarni fazi.
Separaéni selektivita v CEC je kombinaci HPLC a CE metody.

Izotachoforéza je technika specifickd pfitomnosti ostrych zénovych rozhrani
oddélujicich separované zoény jednotlivych slozek vzorku, které migruji za sebou
stejnou rychlosti. Pti jedné separaci mizeme oddélovat bud’ jenom anionty, nebo jen

anionty. (25)
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Elektroforéza nachdzi Siroké uplatnéni ve vyzkumu i v praxi mnoha oblasti
chemie, biochemie, molekularni biologie, biotechnologie, klinické chemie, zemed€lstvi,
v chemickém, farmaceutickém a potravindiském primyslu.

Modernizaci téchto technik je spojovani elektroforézy s chromatografii, dalsi
vysoce separatni metodou. Diky tomu vznikaji metody, které jsou pro své vysoké
separacni schopnosti elektroforézy a vysokou citlivost a specifi¢nost chromatografie

povazovany za nejucinnéjsi a nejperspektivnéjsi analytické separacni metody. (26)

5.2.6. Chromatografické metody

Jednou z nejrozsifengjSich analytickych metod je beze sporu chromatografie,
umoziyjici u€innou separaci latek pro spolehlivou identifikaci a kvantifikaci slozek
zkoumaného vzorku. Chromatografie se velmi Siroce uplatituje ve vSech védeckych
odvétvich vcetné¢ analyzy potravin. Tato metoda vyuzivd mnohokrat opakované
ustanoveni rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi fazemi.

V chromatografii se vzorek vnasi mezi dv€ vzdjemné nemisitelné faze.
Stacionarni faze (SF) je nepohyblivd a mobilni faze (MF) je pohybliva. Vzorek se
umisti na zacatek SF a pohybem mobilni faze je unasen. Slozky vzorku interaguji se
stacionarni fazi a proto se pii pohybu zdrzuji. Vice se zdrzuji slozky, které jsou ve SF
vazény silngji, tim se postupné od sebe slozky separuji a na konec nepohyblivé faze se
dostavaji slozky méné zadrzované.

Nejjednodussi chromatografickou metodou je papirova chromatografie (PC).
Zakladnim mechanismem je rozdélovaci rovnovaha mezi pouZzitou mobilni fazi a vodou
¢i jinym rozpoustédlem, které predstavuje stacionarni fazi zakotvenou na papiie.

Dalsi jednoduchou metodou je tenkovrstvd chromatografie (TLC). Stacionarni
fazi mze byt silikagel, oxid hlinity nebo celuldza ukotvend na podloZznim materidlu ze
skla nebo hlinikové folie. Mobilni fazi jsou vétSinou polarni rozpoustédla, kterd vzlinaji
v chromatografické vané nasycené parami MF a unési vzorek ze startovaci linie. Vzorek
je unasen tim rychleji, ¢im méné je poutan na stacionarni fazi a ¢im lépe je rozpustny
v mobilni f4zi. Pokud slozky nejsou tvofeny barevnymi latkami, provede se jejich
zviditelnéni bud’ chemickou reakci pomoci postfiku, nebo pomoci fluorescence.
V zéavislosti na délce drahy miizeme zjistit 1 koncentraci vzorku pomoci koncentracni

fady.
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Tenkovrstva 1 papirova chromatografie jsou ekonomicky i ptfistrojov€ nenarocné
techniky, velmi rychlé a univerzalni, a proto se pouZzivaji pro prvni orientaci ve sloZeni
neznamého vzorku.

Mnohem dokonalej$i a nejcastéji pouzivanou metodou k analyze pevnych
a kapalnych netékavych latek je vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC -
High performance liquid chromatography), pifi které dochazi k oddéleni slozek
analyzované smé&si na koloné naplnéné sorbentem. Stacionarni faze je vétSinou zaloZena
na bazi silikagelu, ktery tvofi mikrocastice o velikosti i mensi nez 5 pm. Dal§imi
moznostmi jsou SF na bazi oxidu hlinit¢ho, oxidu zirkonic¢itého nebo monolitické
kolony. Mobilni fazi je polarni ¢i nepolarni kapalina. Pti putovani vzorku kolonou také
dochazi k ustanovovani rovnovahy na zaklad¢€ raznych interakci.

Nejvice pouzivany typ je kapalinova chromatografie na reverzni (obracené) fazi
(RP). Stacionarni faze je tvofena dlouhymi nepolarnimi uhlikatymi fetézci silikagelu
(C18 - oktadecylsilikagel) a jako mobilni fdze se pouZivd polarni kapalina: voda,
methanol, acetonitril a jejich smési v rGznych pomérech.

Plynova chromatografie (GC) se od kapalinové li§i skupenstvim mobilni faze,
kterou je inertni plyn, nejcastéji helium a dusik. GC se pouziva pro separaci t€kavych
vzorkll nebo vzorkd, které lze lehce pfevést na plyn. Praktické vyuZziti méa plynova
chromatografie hlavné v analyze potravin, kontrole zivotniho prostiedi
a farmaceutickém primyslu.

Po separaci vzorku v kolonach, v HPLC dlouhych 5-30 cm a v GC 1-100 m, je
na konec kolony pfipojen detektor pro konecnou detekci latek ve vzorku. Mezi
nejcastéjsi detektory v HPLC patii UV-VIS detektory pro svou univerzalnost a citlivost,
DAD, FD a nespecifictéjsi hmotnostni detektor. (25)

5.2.7. Imunologické metody (ELISA)

ELISA test (enzyme-linked immunosorbent assay) je analyticka metoda
vyuzivajici enzym ke znaceni antigenu nebo protilatky a tim nasledné ke znaceni celého
imunokomplexu pomoci vysoce specifické interakce protilatky s antigenem. Navazani
enzymu se pak znazorni reakci se substratem za vzniku barevného produktu. Vysledna
detekce je podle druhu substratu pro dany enzym fotometricka (napt. ELISA),

fluorometricka (FEIA) nebo luminometrickd (LEIA). Tato technika se pouziva pro
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detekci 1 kvantifikaci malych mnozstvi latek, jako jsou peptidy, protilatky, antigeny,

cytokiny, hormony a nddorové markery. (27)

5.3. Moznosti stanoveni citrininu

5.3.1. Soucasné stanoveni citrininu a ochratoxinu A v syru pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie s detekci ¢asové rozliSenou

luminiscenci za pouziti terbia

Byla navrzena metoda RP-HPLC pro souasné stanoveni dvou mykotoxind:
citrininu a ochratoxinu A v mékkych syrech.

Oba mykotoxiny se eluuji na C18 reverzni fazi za pouziti isokratické mobilni
faze tvofené smési methanolu a vody v poméru 7:3 s piidavkem hydroxidu
tetrabutylamonného. Tato smés byla okyselena na pH 5,5 kyselinou chlorovodikovou
a byla Cerpana rychlosti 0,8 ml/min do chromatografické kolony. Pfed detekci byl
ptidan butanolicky roztok s p¥imési 5x107 M terbia, 5x10™ M trioktylfosfin oxidu
(TOPO) a2,5x10% M triethylaminu (TEA). Tento smésny roztok byl Cerpan rychlosti
0,2 ml/min a byla provadéna detekce ¢asové rozliSenou luminiscenci (TLR) za vyuzZiti
post-kolonové derivatizace a vzniku cheléti terbia (Aex = 331 nm, Aep, = 545nm).

Tato metoda ma linearni rozmezi od 3,5 x 10° az 2 x 10° M pro citrinin a od
1x10” az 5x10° M pro ochratoxin A. Limit detekce byl pro citrinin 2x10° M a pro
ochratoxin A 3x10°® M. Navrhovanym zptisobem lze snadno stanovit ochratoxin A
a citrinin v meékkych syrech s vyssi selektivitou, ve srovnani s pfimou fluorescencni

detekci. (29)

5.3.2. Rychlé semi-kvantitativni stanoveni citrininu v plisiiovych

kulturach izolovanych ze syrii a syrovych tovaren

Pro ucely testovani produkce citrininu v plistiovych kulturdch byla vyvinuta
nova a rychla semi-kvantitativni metoda.

Chemicka struktura citrininu dava pfirozené slaby fluorofor. Tato fluorescence
muze byt vyrazné zesilena okyselenim prostiedi. Byla stanovena kfivka standardni

koncentrace kyseliny chlorovodikové potifebné pro zobrazeni zlutého fluorescencniho
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signalu pro rtizné koncentrace citrininu. Dva kmeny rodu Penicillium ze Spanélské
narodni sbirky typovych kultur byly studovany na produkci citrininu na YES Zivném
médiu pii teploté 25°C po dobu 21 dni. Po celou dobu inkubace bylo médium
kontrolovano na pfitomnost toxinu a kvantifikace citrininu po pfiddni HCI. Potvrzeni
kvantifikace bylo provedeno pomoci RP-HPLC.

Experiment ukazal, ze minimalni doba inkubace je 5 dni pro prikazny vyskyt

citrininu v kultivaénim médiu. (30)

5.3.3. Rychlé stanoveni citrininu v kukufici kapalinovou

chromatografii s fluorescenci a enzymovym imunostanovenim

Pro stanoveni citrininu v kukufici byl vyvinut rychly test s pouzitim extrakce
z kapaliny do kapaliny (LLE).

Mleta kukufice byla extrahovdana pomoci methylenchloridu a 0,5 M kyseliny
fosfore¢né. Extrakt se pfidd do nadobky s absorbentem napusténym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného. Po odsati do sucha byl obsah nadobky eluovan smési
methanolu a vody a podily byly odebrany pro kvantifikaci RP-HPLC s fluorescen¢ni
detekci. Pfi enzymovém imunostanoveni byl k extraci pouzit také roztok uhli¢itanu
sodného.

Vytéznost pii  kapalinové chromatografii byla vrozmezi 71,2-86,3 %
s odchylkou 4,1-10,6 % a pii enzymovém imunostanoveni byla vytéZnost v rozmezi
53,2-67,2 % s odchylkou 18,4-51,5 %. Kapalinova extrakce (LLE) m¢la vyhody v nizké

spottebé rozpoustédla, v rychlosti a v moZnosti automatizace. (31)

5.3.4. Spolecny vyskyt ochratoxinu A a citrininu u obilovin z bulharské

vesnice s historii balkanské endemické nefropatie (BEN)

Vzorky obilovin byly shromazdény v roce 1998 z bulharské vesnice, kde byla
nakaza (BEN) zaznamenana a z mist, kde ndkaza nalezena nebyla. Odbér vzorkl
zahrnoval pSenici, kukufici, jeémen, oves a pSeni¢né otruby.

Analyza ochratoxinu A a citrininu byla provedena enzymovymi imunotesty
(EIA) s limitem detekce 0,5 a 5 ng/g. Pozitivni vysledky na mykotoxiny byly potvrzeny
pomoci HPLC s fluorescen¢nim detektorem po extrakci v imunoafinitni koloné.

Nejvétsi vyskyt toxinG byl nalezen v pSenici, pSeni¢nych otrubdch a ovsu.

Nejvyssi koncentrace ochratoxinu A byla az 140 ng/g a citrininu 420 ng/g ve vzorcich
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z mist, kde byla BEN ndkaza zaznamenana. Hladiny citrininu ve vzorcich byly 2 - 200x

vy$si nez hladiny ochratoxinu A. (32)

5.3.5. Jednoduché a citlivé stanoveni citrininu v druhu Monascus

pomoci GC s hmotnostni spektrometrii

Byla vyvinuta nova metoda pro kvantitativni a kvalitativni stanoveni citrininu
v druhu Monascus pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Druh
Monascus se ptirozené vyskytuje v Cervené fermentované ryzi, které dava jedinecné
zabarveni.

GC separace citrininu ze vzorku bylo dosazeno bez potieby chemické
derivatizace a v chromatogramu muze byt lehce identifikovan, pokud je spravné
nastavena fragmentace: m/z 220, 205, 177, 105 a 95. Citrinin vykazoval reten¢ni ¢as
10,89 minuty a vzorek byl porovnavan se standardem. Kvantitativni limit detekce

citrininu byl 1 mg/kg. (33)

5.3.6. Detekce citrininu ve vyrobcich obsahujicich ochratoxin A novou

HPLC metodou

Byla vyvinuta a ovéfena novd metoda pro stanoveni citrininu na zakladé
extrakce na pevné fazi s polyamidovou kolonou a HPLC s fluorescenénim detektorem.

Touto metodou byly ziskany ptesné vysledky s varia¢nim koeficientem niz§im
nez 10 %. Vytéznost se pohybuje v rozmezi 74-90 %. Detekeni limity byly stanoveny
na 1 pg/kg pro pSenici, zito, jemen, kukufici a oves.

Analyza né€kolika vzorkd s ochratoxinem A ukdazala, Ze je pfitomen i citrinin ve
fazolich, obilovinach, kakaovych bobech a rozinkach. Citrinin byl detekovan ve 14

vzorcich obsahujicich i1 ochratoxin A v koncentracich 1-8 pg/kg. (34)

5.3.7. Analyza vybranych cerealii na francouzském trhu pro jejich
obsah ochratoxinu A, citrininu a fumonisinu B1: Vyvoj metody pro

soubéznou extrakci ochratoxinu A a citrininu

Plodiny pouzivané pro vyrobu snidaiiovych cerealii mohou byt kontaminovany

mykotoxiny, které jsou schopny piezit az do kone¢ného produktu. V této praci bylo
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testovano cCtyficet pét snidafiovych ceredlii, které byly nakoupeny ve francouzskych
supermarketech.

Pomoci nové metody zalozené na extrakci rozpoustédlem byly soucasné
extrahovany ochratoxin A a citrinin. Vytéznost byla vyssi jak 80% pro citrinin
i ochratoxin A. Fumonisin Bl byl analyzovan podle IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry) metody a hodnoty vytéznosti byly v rozmezi 50% az 70%
v zévislosti na matrici. Ke ztrdtdm dochédzelo béhem kroku cisténi na imunoafinitni
kolonce. VSechny tfi mykotoxiny byly po extrakci separovany na reverzni stacionarni
fazi HPLC s fluorescen¢nim detektorem o riiznych vinovych délkach.

Ochratoxin A byl zjistén u 69 % vzorkd, kde 20 % z nich bylo nad hranici limitQ
EU (3 pg/kg). Dvacet procent vzorka obsahovalo citrinin v koncentracich 1,5 - 42 pg/kg
a fumonisin B1 byl detekovan nejen v kukufi¢nych ceredliich, ale také ve vyrobcich
obsahujicich oves a ryzi v celkovych koncentracich 1 - 1110 pg/kg. Nékteré vzorky

byly kontaminovany vSemi tfemi mykotoxiny zaroven. (35)

5.3.8. Studie kapilarni elektroforézy pro stanoveni citrininu
v plesnivych potravinach

Tato metoda byla navrzena pro stanoveni citrininu za pouziti kapilarni
elektroforézy. Byly zkoumdny ucinky nckterych dulezitych faktori na separaci
citrininu: koncentrace ethanolu, hodnota pH, hodnota vloZeného napéti a Cas probihajici
analyzy.

Vzorek citrininu byl separovan od matrice plesnivého chleba v celkovém casu
analyzy 9 minut v 10 mmol/l NaH,POs a 10 mmol/l Na;B4O7 v neutrdlnim prostiedi
(pH 7) a jako extrakéni €inidlo byl pouzit 10% ethanol. Napéti prochdzejici systémem
bylo pii spusténi elektroforézy naméfeno 15 kV.

Relativni standardni odchylky byly vice nez 0,13% pro migracni Cas citrininu
a 1,6 % pro plochy piku citrininu. Linearni vztah mezi koncentraci a plochou piku
vychazel s korela¢nim koeficientem 0,9969.

Tato jednoducha a presnd metoda méla vyhody v mensi spotiebé Cinidla a ve

vysoké separacni ti¢innosti. (36)
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5.3.9. Stanoveni citrininu ve vzorcich ryZe za pouziti

mikrokapalinového elektrochemického imunosenzoru

Vyvoj elektrochemického imunosenzoru zaclenéného do mikrotekuté cely pro
kvantifikaci citrininu ve vzorcich ryze byl popsan poprvé prave v této studii.

Citrinin pfitomny ve vzorcich ryZze byl elektrolyticky upoutan na elektrodu ze
skelného uhliku. Ta byla pokovovana vrstvickou ze zlata a modifikovana pomoci
cysteaminu a tim byla vytvofena monovrstva, kterd mohla vazat monoklonalni mysi
anti-citrinin IgG protilatky ptfitomné v roztoku. Pak byl ptfidan ptebytek krali¢i anti-
mysi IgG znafené kienovou peroxidazou, ktery reaguje s protilatkou a vznika
imunokomplex s upoutanym citrininem na povrchu elektrody. Kfenova peroxidaza za
pfitomnosti peroxidu vodiku katalyzuje oxidaci katecholu, ktery je zpatky
elektrochemicky redukovan na skelné elektrod€¢ s amperometrickym meétenim. Méfeny
proud je umérny k enzymatické aktivité a nepfimo umérny k mnozstvi pfitomného
citrininu ve vzorcich ryze.

Tento imunosenzor pro citrinin ukazal rozsah stanoveni mezi 0,5 az 50 ng/ml.
Limit detekce byl ur¢en na 0,1 ng/ml, limit kvantifikace na 0,5 ng/ml a variacni
koeficient byl nizsi nez 6 %. Elektrochemicka detekce miize byt provedena béhem dvou
minut a celkova doba testu se pohybuje okolo 45 minut. Imunosenzor je schopny
provést az 80 méfeni pro rizné vzorky s minimalni pfedchozi Gipravou. Pouzity senzor
vykazoval vyssi citlivost a sniZzeni doby analyzy ve srovndni s jinymi analytickymi
metodami, naptiklad s chromatografii. Tato metoda byla velmi selektivni a velmi citliva
a imunosenzor se ukdzal jako uziteCny nastroj ke stanoveni citrininu ve vzorcich

obilovin. (37)

5.3.10. Validovana RP-HPLC metoda pro stanoveni citrininu
v Xuezhikang kapslich a dalSich fermentovanych vyrobcich rodu

Monascus

Ptitomnost citrininu v Xuezhikang kapslich je sledovana diky jejich slozeni,
které obsahuje Monascus fermentovanou cervenou ryzi.

Rychla a citlivdA metoda HPLC s reverzni stacionarni fazi (RP-HPLC)
a s fluorescencni detekci pii A ox = 331 nm a A . = 500 nm byla vyvinuta pro analyzu
citrininu ve fermentovanych vyrobcich rodu Monascus. Vzorek byl homogenizovan,

extrahovén a poté rozpustén v 10 ml smé&si toluenu-ethylacetatu-kys. mravenci. Mobilni
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faze pouzitd pfi chromatografii obsahovala okyselenou vodu a acetonitril. Linearita
kalibra¢ni kiivky byla stanovena v rozsahu koncentraci 0,0107 - 0,537 pg/ml
s korelacnim koeficientem vy$$im nez 0,999. Ddle byla stanovena mez detekce (LOD)
na 0,187 ng/ml a mez kvantifikace (LOQ) na 0,6 ng/ml.

Analyza kapsli a dalSich fermentovanych vyrobkl ukézala, Ze vzorek
neobsahuje detekovatelné mnozstvi citrininu a tento test byl potvrzen nezavislou
analyzou LC-MS/MS. Tato metoda pak byla pouzita pro testovani 11 vzorkl jinych
fermentovanych vyrobkii a v 7 z 11 vzorkil bylo nalezeno vy$§i mnozstvi citrininu
v koncentracich 0,10 - 0,594 ng/ml. Timto testem bylo prokdzano, Ze tato metoda miZze

byt pouzita pro dalsi testovani fermentovanych vyrobkt rodu Monascus.(38)

5.3.11. Stanoveni citrininu v ¢ervené ryZi pomoci mikrokuli¢ek na

zakladé imunoanalyzy a priitokové cytometrie

V praxi tato metoda pomadhala pfesn¢ stanovit citrinin v redlném cCase ve
vzorcich Cervené ryze.

V této metodé se chemicky modifikované mikrokulicky karboxylovou skupinou
konjuguji s antigenem: citrinin-ovalbuminem, a poté tento antigen soutézi s citrininem
na povrchu mikrokuli¢ek o anti-citrinin protilatku.

Za optimalnich podminek byla hodnota inhibi¢ni koncentrace 1Cso = 1,0 ng/ml
a limit detekce dosahl 0,005 ng/ml. Chyba méteni vykazovala nizky variacni koeficient
v intervalu 5,24 - 8,16 % a primérna vytéznost citrininu z uméle kontaminované ryze
byla od 89 % do 94 %.

Experimentalni data ukdzala, Ze pfesnost a citlivost vyvinuté metody pro

stanoveni citrininu byly uspokojivé. (38)

5.3.12. Pr¥irozeny vyskyt citrininu v tradi¢nim ¢inském jidle, 1é¢ivych
rostlinach a dalSich podobnych vyrobcich
Vyzkum, ktery by sledoval vyskyt citrininu v ¢inské Cervené ryzi a zéaroven
1 v 1é¢ivych rostlinach a jinych podobnych vyrobcich byl proveden v této praci poprvé.
Vzorky byly extrahovany roztokem methanol/voda, a poté piecistény na
imunoafinitni kolonce a kvantifikovany na HPLC s fluorescen¢ni detekci. Primérna
vytéznost dosahovala od 73,4 % do 92,5 % podle druhu matrice a variani koeficienty

byly 1,4-7,9 %. Limit detekce byl stanoven na 0,8 pg/kg.
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Z celkového poctu 109 analyzovanych vzorkll ve velké mife konzumovanych
potravin byl citrinin detekovan u 31 vzorkl (28 %) v rozsahu koncentraci od 16,6 ng/kg
do 5253 pg/kg. Pozitivni vzorky byly jesté potvrzeny kontrolni analyzou na pfistroji
LC-ESI-MS/MS. (40)

5.3.13. Prirozeny vyskyt aflatoxinu B1, ochratoxinu A a citrininu

v chorvatskych fermentovanych masnych vyrobcich

Jsou-li domaci zvifata vystavena mykotoxinim, mohou byt tyto toxiny
preneseny do produkce téchto domacich zvitat: do mléka, vajec a masa. Tato studie byla
provedena za ucelem zjiSténi mozného vyskytu aflatoxinu B1, ochratoxinu A a citrininu
v klobésach, polosuchych salamech a za sucha fermentovanych masnych vyrobcich.
Vzorky byly shromazdény namatkové od jednotlivych vyrobcti na chorvatském trhu.

Aflatoxin B1 a ochratoxin A byly kvantifikovany pomoci ELISA metody,
zatimco citrinin za pouZziti metody HPLC s fluorescen¢ni detekei. Z 90 vzorkil byly
mykotoxiny nalezeny nejcastéji v za sucha fermentovanych vyrobcich a kone¢né
vysledky prokdzaly vyskyt aflatoxinu B1 v 10 %, ochratoxinu A v 64 % a citrininu

v 4 % vyrobcich. Koncentrace ve v§ech pozitivnich vzorcich byly nizké. (41)

5.3.14. Vyvoj amperometrického biosenzoru na bazi peroxidazy pro

kvantifikaci citrininu ve vzorcich ryze

Pouziti amperometrického biosenzoru soucasné s kienovou peroxiddzou pro
stanoveni obsahu citrininu ve vzorcich ryze bylo takto navrzeno poprvé.

Metoda vyuziva spojené uhlikové elektrody naplnéné vicesténnymi uhlikovymi
nanotrubicemi. Ty jsou naplnény minerdlnim olejem slozenym z kfenové peroxidazy
a ferrocenu, tvofici redoxni materidl. Biosenzor je pokryt dialyza¢ni membranou, ktera
je upevnéna ke strané elektrody.

Reprodukovatelnost metody vykazovala 7,0 % odchylku a opakovatelnost byla
3,0 %. Kalibracni kiivka byla linedrni v rozmezi od 1 do 11,6 nM. Limit detekce byl
0,25 nM a limit kvantifikace byl 0,75 nM. Pro srovnani byl obsah citrininu méfen také
fluorimetricky a vysledky elektrochemické a spektrofotometrické metody byly

srovnatelné. (42)
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5.3.15. Soucasné stanoveni lovastatinu a citrininu v dopliicich z ¢ervené

ryZe micelarni elektrokinetickou kapilarni chromatografii

Piesnd, jednoduchd a rychld metoda micelarni elektrokinetické kapilarni
chromatografie byla vyvinuta pro souCasné¢ stanoveni lovastatinu, lovastatinu -
hydroxykyseliny a citrininu v produktech z cervené ryze.

Separace bylo dosazeno v ramci pouhych dvou minut s pouzitim 20 mM
fosfatového pufru pti pH 7,0 a 30 mM dodecylsulfatu sodného pii napéti 25kV. Zvyseni
citlivosti metody pro detekei citrininu bylo dosazeno pomoci rozsiteni prisvitu kapilary.

Vysledky ukazaly, ze obsah lovastatinu laktonu a jeho hydroxykyseliny je ve

vzorcich velice rozdilny a je potfeba tuto oblast monitorovat. (43)

5.3.16. Vysoce citliva imunoanalyza k multiplexni detekci mykotoxint

Nova, citlivda a vysoce vykonnd imunoanalyza pro multiplexni testovani
mykotoxinli byla zaloZena na imobilizovanych syntetickych antigenech toxinl
navazanych na povrchu tfi druhti kftemennych mikrokrystali.

Aflatoxin B1, fumonisin Bl a citrinin, vyskytujici se v obilovinach, byly
extrahovany a fluorescein isothiokyanat (znacena protilatka) byl pfidan do centrifugacni
zkumavky, kterd obsahovala pozménéné syntetické antigeny na mikrokrystalech
kfemiku. Fluorescen¢ni signal byl detekovan polem fluorescenéniho scanneru.

Limit detekce metody byl velmi nizky: 0,5 pg/ml pro aflatoxin B1, 1 pg/ml pro
fumonisin B1 a 0,8 pg/ml pro citrinin. Novd metoda poskytovala Siroky linedrni
detekéni rozsah od 0,001 do 10 ng/ml pro aflatoxin B1 a fumonisin B1 a od 0,001 do
I ng/ml pro citrinin. Primérné vyt€znosti vySly v rozmezi 74,7 + 4,0 % az
127,9 + 4,4 % pro tyto tfi mykotoxiny v kukufici, ofiScich a pSenici.

Tato vyvinutd metoda byla pouzita ke kvantitativnimu stanoveni mykotoxini
aflatoxinu B1, fumonisinu B1 a citrininu pro 10 pfirozené kontaminovanych vzorka
obilovin a vysledky zjiStovany v souladu s pfedpisy pro klasicky ELISA test. Tento

zpusob Setii velké mnozstvi Cinidel a urychluje detekéni Cas. (44)
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5.3.17. SoubéZna analyza Alternaria toxini a citrininu v rajéatech:
optimalizovana metoda vyuZivajici kapalinovou chromatografii

s tandemovym hmotnostnim spektrometrem

V této studii je popsana nova kvantitativni metoda pro stanoveni péti Alternaria
toxind a citrininu v raj¢atech a v raj¢atové st'ave zalozena na LC-MS/MS detekci.

Vzorky byly extrahovany v ¢istém methanolu a nasledné derivatizovany pomoci
2,4-dinitrofenylhydrazinu pro lepsi stanoveni tenuazonové kyseliny a ke sniZeni rozdilt
polarity zkoumanych slouCenin. Vzorky byly pfecistény na hydrofilnich styrenovych
polymerech pfi extrakci na pevné fazi (SPE). Chromatografické kolony naplnéné
riznymi materidly byly testovany pro separaci toxini a C18 reverzni faze vykazovala
ucinnou separaci vsech testovanych analyta.

Validace probihala na dvou pfistrojich LC-MS/MS v jedné laboratofi. Metoda
proSla mezindrodnimi testy s uspokojivymi validacnimi vysledky a prokézala

spolehlivost popsaného postupu. (45)

5.3.18. Detekce citrininu za pouziti fagového zobrazeni anti-idiotypové

protilatky s jednou doménou pro napodobeni antigenu

Anti-idiotypové protildtky mohou napodobit molekuly antigend, a proto mohou
byt alternativou pro konvenéni antigeny pii imunologickych zkouskach.

V této studii byl citrinin vybran jako cilovy analyt a anti-idiotypové protilatky
mély slouzit jako ndhrada za citrininovy hapten. Fagové zobrazeni protilatky bylo
pouzito jako signdl zesilujici nosi¢ v nepfimém kompetitivnim fagovém ELISA testu
(P-ELISA) pro citlivé stanoveni citrininu.

Polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace (ICso) v P-ELISA byla 10,9 pg/kg, coz je 9x
méné, nez u konvenénich ELISA testd (ICsp = 102,1 mg/kg). Vysledky P-ELISA
analyzy piirozen¢ kontaminovanych vzorkd byly rovnéz v souladu s vysledky
ziskanymi pomoci bézného ELISA testu.

U této metody fici, Zze navrhovany P-ELISA test ukazuje potencidlni vyuZiti
fagového zobrazeni anti-idiotypové protilatky jako nahradu malych molekul za Gcelem

citlivéjsi detekce analytu (citrininu) pfi sledovani bezpecnosti potravin. (46)
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5.3.19. Molekularné imprintovany SPR biosenzor pro citlivé stanoveni
citrininu v ¢ervené ryzi

Nova a citlivh metoda molekuldrné imprintované povrchové plazmonové
rezonance (SPR) biosenzoru byla vyvinuta pro selektivni stanoveni citrininu v ¢ervené
ryzi.

Pozlaceny povrch SPR ¢ipu byl upraven pomoci allyl merkaptanu, a poté byl
imprintovan citrinin za puasobeni poly(2-hydroxyethyl methakrylat-methakryloyl
amidoglutamové kyseliny) (p(HEMA MAGA)). Na zlatém povrchu modifikovaném
allyl merkaptanem se vytvofil povlak. Na nemodifikované a imprintované povrchy byla
pouzita Fourierova transformace infracervené spektroskopie, mikroskopie atomarnich
sil a méteni kontaktnich thla.

Byl vyhodnocen rozsah linearity: 0,005 - 1,0 ng/ml a limit detekce:
0,0017 ng/ml. Tato metoda SPR biosenzoru byla pouzita pfi stanoveni citrininu ve

vzorcich cervené ryze. (47)

5.3.20. Stanoveni citrininu v ryZi metodou ultra vysokou¢inné

kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci (UHPLC-FL)

Byl vyvinut a validovan rychly, jednoduchy a Gi€inny zpiisob stanoveni citrininu
v ryzi metodou UHPLC spojeny s fluorescencni detekci. Extrakce citrininu ze vzorkl
ryze byla provedena smisenim vody s acetonitrilem a promytim, aniz by bylo potieba
dalsiho pteciSténi.

Metoda byla validovéna pro bilou ryzi a jeji pouziti pro jiné druhy (Cervené
a hnédé ryze) bylo potvrzeno testem vytéZnosti. Za optimalnich podminek byl interval
vytéznosti v rozmezi od 72,5 % do 92,8 % s odchylkou nizsi nez 7,1 %. Limit detekce
byl 1,5 pg/kg a limit kvantifikace byl 5,0 pg/kg. Bylo analyzovéano 21 vzorki ryze a ani
v jednom z nich nebyla kontaminace vyssi nez detekcni limit. Tato metoda se ukazala

jako velmi jednoducha a nenaroc¢na. (48)
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5.3.21. Stanoveni citrininu ve vyrobcich z ¢ervené fermentované ryze
pomoci optimalizované extrakéni metody s kapalinovou

chromatografii a tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS)

V této studii byly porovnavany metody LC-MS/MS a HPLC s fluorescencni
detekci. Ve vzorcich Cervené fermentované ryze byl limit detekce 1,0 pg/kg pro LC-
MS/MS. Ve srovnani s limitem detekce pro HPLC-FL 250 pg/kg je prvni pouZzita
metoda mnohem citlivéjsi. I limity kvantifikace pro prvni metodu 3,0 ug/kg a pro
druhou metodu 825 pg/kg jsou velice rozdilné. Byl ziskdn vysoky korelacni koeficient
(r=0,999) a linearita byla v rozsahu od 0,1 az do 100 pg/l pro metodu hmotnostni
spektrometrie. VytéZnosti byly v rozmezi 80,9 % az 106,5 %.

Vyvinuty postup byl aplikovan na 12 vzorkli komercnich vyrobkli z Cervené
fermentované ryze a citrinin byl nalezen v 10 z nich v koncentracich od 0,14 do
44,24 mg/kg. Ve srovnani s tradi¢nimi kvalitativnimi i kvantitativnimi metodami je tato
nové vyvinutd metoda LC-MS/MS pro stanoveni citrininu mnohem citlivéjsi, prednosti

ma i v malé spotiebé extrakéniho rozpoustédla a v jednoduchém postupu. (49)

5.3.22. Vyvoj magnetickych molekularné imprintovanych polymeri
pro selektivni déleni: Stanoveni citrininu ve vzorcich ryze pomoci

kapalinové chromatografie s DAD detekci

Tato studie se zabyvala syntézou novych magnetickych molekularné
imprintovanych polymerti (MIP) a jejich aplikaci na selektivni extrakci mykotoxinu
citrininu ze vzorkl potravin.

Tyto polymery byly pfipraveny Fe;Os4 nanocéasticemi vtisténymi na povrch 2-
naftoové  kyseliny (2-NA) (templatovd  molekula) za  pouziti  N-3,5-
bis(trifluoromethyl)fenyl-N'-4-vinylfenyl mocoviny a methakrylamidu jako funkénich
monomerl a ethylenglykoldimethakrylatu jako zesitovaciho ¢inidla. Tyto polymery
byly pouzity k vytvofeni metody extrakce na pevné fazi (m-MISPE) pro selektivni
extrakci citrininu ze vzorki ryze pted stanovenim HPLC s DAD detekci. Tento zptsob
zahrnuje 1 extrakci pomoci ultrazvuku s pfidanim roztoku methanol/voda, a naslednym
zakoncentrovanim vzorku.

Podminky extrakce byly optimalizovany a bylo zjiSténo, zZe za optimalnich

podminek je vytéznost 94-98 % s relativni smérodatnou odchylkou mensi nez 3,4 %. Na
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zakladé vysledkl usnadiiuje pouziti metody MIP pfesné a ucinné stanoveni citrininu

a muze se pouzivat pro selektivni extrakci mykotoxini ze vzorki ryze. (50)

5.3.23. Studie interakce citrininu s nativnimi a chemicky pozménénymi

cyklodextriny pomoci fluorescen¢ni spektroskopie

V této studii byla zkoumdna interakce komplexu citrininu s nativnimi
a chemicky modifikovanymi cyklodextriny za pouZiti fluorescencni spektroskopie.
Kromé toho byl proveden i molekularni a termodynamicky vyzkum pro hlubsi
porozuméni chemickym interakcim.

Vysledky ukazuji, Ze methylovany p-cyklodextrin tvoii s citrininem
nejstabilngj$i komplexy a tyto derivaty vykazuji nejvétsi nartst fluorescence oproti
pivodnimu citrininu. Z tohoto vyzkumu vyplyva, ze n€které chemicky modifikované
derivaty maji lepsi vysledky nez nativni derivaty cyklodextrinu a ukazuji slibny rozvoj

této nové metody pro analyzu potravin. (51)

5.3.24. Citlivé stanoveni citrininu zaloZené na molekularné

imprintovaném elektrochemickém senzoru

Tato nové metoda stanoveni citrininu je zalozena na molekularné imprintovaném
voltametrickém senzoru - skelné uhlikové elektrody.

Skelnd uhlikova elektroda je modifikovana platinovymi nanocasticemi, které
jsou zapojené do polyoxomethalatu wolframového (H3;PW;,049, POM). Vytvotené
povrchy jsou vhodné pro pouziti rastrovaciho elektronového mikroskopu (SEM),
transmisniho  elektronového mikroskopu (TEM), rentgenové fotoelektronové
spektroskopie (XPS) a pro metodu rentgenové difrakce (XRD). Elektropolymerizaci
80,0 mM pyrrolu jako monomeru v piitomnosti fosfdtového pufru o pH 6,0, ktery
obsahuje 20,0 mM citrininu byla pfipravena imprintovana skelna uhlikova elektroda.

Linearita byla vyhodnocena v rozmezi 1,0x10"% a2z 1,0x10™'? a detekéni limit byl
uréen na 2,0x10™° M. Tato metoda byla aplikovana na stanoveni citrininu ve vzorcich

zita, kde byla ovéfena stabilita a selektivita voltametrického senzoru. (52)
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5.3.25. Ultrasenzitivni a specifické stanoveni citrininus vyuzitim
kiFemikového senzoru na bazi membrany molekularné imprintovanych
polymeri a trojrozmérnych zlatych nanoc¢astic na mezoporéznim

uhliku

M¢éfeni citrininu je velice obtizné, protoze v komer¢nich potravinach se
vyskytuje pouze stopové mnozstvi tohoto toxinu.

Nova studie trojrozmérného molekularné imprintovaného kifemenného senzoru
pro detekci stopového mnozstvi citrininu je zaloZena na elektro-polymeraci o-
aminothiofenolu. Ten se navaze na zlaté nanocastice na mezoporéznim uhliku CMK-3
(AuNPs@CMK-3), a tim vznikne upraveny funkéni povrch zlaté elektrody. Tento
povrch plisobi jako zesilovac signalu, protoze zvysi pocet mist, kam se miize citrinin
véazat, a tim 1 citlivost snimace. Pfi procesu piipravy snimace kiemennych senzori byl
pouzit transmisni elektronovy mikroskop, cyklickd voltametrie a elektrochemicka
impedan¢ni spektroskopie.

Za optimalnich podminek prokazal senzor linedrni frekvencni posun na
koncentraci citrininu v rozmezi od 6,0x10” az 2,0x10” mol/l s nizkym limitem detekce:
1,8x10” mol/l.

Citlivy senzor vykazoval vynikajici selektivni vlastnosti, nizkou interferenci
matrice, reprodukovatelnost a dlouhodobou stabilitu. Tato metoda byla uspe$né pouzita
pro analyzu stopového mnoZstvi citrininu v obilovinach a je vhodnd pro dalsi detekci

citrininu ve vzorcich potravin. (53)

5.3.26. PIné automatizovana metoda vyuZzivajici pfimy nastrik a on-line
SPE extrakci v HPLC pro analyzu ochratoxinu A a citrininu v ¢eském
pivu

Nova rychld a citlivd metoda je zaloZzena na on-line SPE extrakci a na
ptedkoloné s pevnym jadrem napojené na HPLC s fluorescencni detekci. Tato metoda
byla vyvinuta pro soucasnou detekci ochratoxinu A a citrininu ve vzorcich piva.

Piimé vsttikovani 100 pl pfefiltrovaného vzorku piva do on-line SPE-HPLC
syst¢ému umoznilo rychlou a efektivni extrakci vzorku vcetné rychlé separace do
6 minut. Zakoncentrovani ochratoxinu A a citrinu ze vzorku piva bylo provedeno na RP

koloné s C18 tetézci a s velikosti ¢astic 2,7 pm. Jako mobilni faze byla pouzita smés
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methanolu s 0,5% vodnym roztokem kyseliny octové o pH 2,8, pfi rychlosti pratoku 2,0
ml za minutu. Pritokovy spina¢ mezi extrakéni kolonou a chromatografickou kolonou
byl nastaven na 2 minuty a separace byla provedena na koloné s pevnym jadrem
s velikosti ¢astic 2,7 pum. Mobilni fazi byla smés acetonitrilu s 0,5% vodnym roztokem
kyseliny octové o pH 2,8. Separace byla provedena pomoci gradientové eluce
s rychlosti pritoku 1 ml za minutu a pii teploté¢ 50°C. Fluorescen¢ni excitacni a emisni
spektra byla nastavena na 335 a 497 nm.

Piesnost metody byla definovdna primérnou vytéznosti ochratoxinu A
a citrininu ze svétlého a tmavého piva v rozmezi 98,3-102,1 %. Metoda vykazovala
vysokou citlivost z divodu on-line zakoncentrovani. Limit kvantifikace byl stanoven na
10 ng pro ochratoxin A a 20 ng pro citrinin. Zji§téné hodnoty mykotoxini ve vSech
vzorcich svétlého, tmavého i pSenicného piva byly niz$i nez limity stanovené

Evropskou unii. (54)

5.4. Shrnuti komentovaného prehledu metod

Citrinin je velmi casto stanovovan soubézné¢ s dalSimi mykotoxiny -
ochratoxinem A. Nejpouzivanéjsi analytickd metoda pro stanoveni citrininu je HPLC,
rizné modifikace ELISA testu a nové také biosenzory, ovSem do popiedi se pomalu
dostavd 1 LC metoda s tandemové zapojenym hmotnostnim spektrometrem.
V nasledujici tabulce jsou sepsany souhrnné informace o pouzitych metodach,
detektorech a testovanych matricich souvisejici se stanovenim citrininu, které byly

detailnéji uvedeny v resSerSni ¢asti prace.
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Tabulka 2: Souhrnné informace o dostupnych metodach ke stanoveni citrininu

Analyzovana Limit
Metoda Matrice Detektor Zdroj
latka detekce
o 2x10° M CIT
CIT, OTA Mekké syry Luminiscence . (29)
3x10° M OTA
CIT Syry FL - (30)
CIT Kukutice FL - (31)
Obiloviny
CIT, OTA kakaové boby, FL 1 pg/kg (34)
rozinky
CIT, OTA, Snidanové
FL - (35)
FUM cerealie
HPLC
Fermentované
CIT vyrobky s FL 0,187 ng/ml (38)
Monascus
Cinské jidlo,
CIT cervena ryze, FL 0,8 png/kg (40)
1é¢ivé rostliny
Aflatoxin B1, | Fermentované
FL - 41)
OTA, CIT masné vyrobky
CIT Ryze DAD - (50)
CIT, OTA Pivo FL 0,006 pg/ICIT | (54)
CIT Ryze - 0,1 ng/ml (37)
. CIT Ryze - 0,25 mol/1 (42)
S
= v
g CIT Cervena ryze - 0,0017 ng/ml 47)
2
- CIT Zito - 2x10™ moVl/l (52)
CIT Obiloviny - 1,8x10” mol/l | (53)
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Analyzovana Limit
Metoda Matrice Detektor Zdroj
latka detekce
CIT, OTA Obiloviny - 0,5-5ng/g (32)
Aflatoxin B1, Obiloviny,
ELISA ' FL Ipg/ml CIT (44)
CIT, FUM | kukufice, ofisky
CIT Potraviny - - (46)
CIT,
Alternaria Rajcata MS/MS - (45)
LC toxin
Cervena
CIT fermentovana MS/MS 3,0 pg/kg (49)
ryze
Plesnivé
CE CIT ' - - (36)
potraviny
Lovastatin, Vyrobky z
MEKC - - (43)
CIT cervené ryze
Ryze - rlizné
UHPLC CIT FL 1,5 ng/kg (48)
druhy
Vyrobky s
GC CIT MS 1 mg/kg (33)
Monascus
- o
s &
§ = CIT Cervena ryze - 0,005ng/ml (39)
0, c
£E
Legenda tabulky:

CIT - citrinin; OTA - ochratoxin A; FUM — fumonisin; - data nebyla nalezena
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6. Zavér

Tato bakalafské prace méla za kol shrnout informace o mykotoxinech, seznamit
se s mykotoxinem citrininem, s jeho U€inky na lidské zdravi a piehledné sepsat starsi
imoderni metody, pomoci kterych miizeme tento toxin stanovit v potravinach
a napojich.

V prvni ¢asti této prace jsou sepsany poznatky o mykotoxinech, o bezpecnosti
a kontrole mykotoxinli v potravinach a napojich a divody, pro¢ je potieba tyto latky
v potravé stanovovat. Dale je tato kapitola zaméfena na konkrétni mykotoxin citrinin,
na jeho strukturu, mechanismus ucinku a toxicitu pro zivé organismy. Do dne$ni doby
neni citrinin zcela prozkouman, a proto nejsou stanoveny limity, ve kterych se tento
toxin muze v potravindch vyskytovat. ProtoZe citrinin vykazuje Siroké spektrum
nezadoucich ucinktl, stanoveni definované hrani¢ni koncentrace pro nefrotoxicitu by
nemuselo zahrnovat toxickou limitni koncentraci pro genotoxicitu ¢i kancerogenitu.

Ve druhé, analytické Casti této prace jsou prehledné sepsany a popsany metody,
pomoci kterych lze citrinin stanovit, a které se pouZzivaji v analyze potravin. Vybrané
studie analytickych metod mély ukazat jejich vyvoj pro stanoveni citrininu
v potravinach a napojich za poslednich dvacet let.

V poslednich dvaceti letech doSlo ve vyvoji metod k n€kolika zméndm. Prvni
velkou zménou je postupné nahrazovani témeét vyhradni metody HPLC jinymi
a pfesn¢jSimi metodami. Nejprve byly na vzestupu imunologické metody typu ELISA
testu a v poslednich 5 letech je modernim trendem vyuziti biosenzorti a modernizace
HPLC na UHPLC ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii.
V elektromigra¢nich metodach doSlo v poslednich letech k velice pfinosnému spojeni
s chromatografii a toto spojeni vyuziva metoda MEKC.

Dalsi vyvoj zaznamenaly metody extrakce a upravy vzorkl pied vlastni
analyzou, kde doslo k vylepSeni mikroextrakci, byla vyvinuta metoda extrakce citrininu
pomoci molekuldrné imprintovanych polymerd, ataké vylepSeny enzymové extrakce
a imunoextrakce.

Citrinin m& velmi vyraznou schopnost fluorescence, a proto vétSina metod
vyuzivala tohoto principu s dosazenim velice nizkych detekénich limitd. AvSak
s nastupem hmotnostnich spektrometrti se 1 fluorescencni detekce dostdva lehce do

(4

pozadi a je nahrazovana piesnéjsi a citlivéj§i MS/MS detekei.
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Zpusoby stanoveni citrininu v potravinach byly za poslednich dvacet let velmi
zdokonaleny a dnes jiZ neprobihd pouha instrumentdlni separace s naslednou detekci,
ale vyuzivaji se i1 rizné moznosti dalSich uUprav: nové typy extrakci, chemickych
a enzymovych reakci, pfedkolonové i postkolonové derivatizace a spoustu dal$ich, které
vysledky urychli a zpfesni.

Vsechny mykotoxiny jsou pro ¢lovéka néjakym zplisobem toxické a Skodlivé,
a proto je naprosto nezbytné kontrolovat vSechny potraviny a napoje pro jejich vyskyt.
Nékteré z mykotoxini jsou latky perzistentni a setrvavajici v potravnim fetézci
a Zivotnim prostiedi, a proto lze pouze omezené zabranit jejich kontaminaci potravin

a napoju.
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