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ABSTRAKT

V tejto diplomovej praci su zosumarizované poznatky o mykotoxinoch, konkrétne ochratoxine
A, jeho tolerovatelné mnozstva prijimané potravou, detoxifikdcia a analytické metody pre
stanovenia mykotoxinov. Sucastou prace je kapitola o lipozoémoch, ktoré boli pouzité na
analyzu ochratoxinu A pomocou lipozomalnej elektrokinetickej kapilarnej elektroforézy.
Prakticka Cast’ sa zaobera analyzou ochratoxinu A z hub Aspergillus ochraceus Wilhelm a
Aspergillus melleus Yukawa kultivovanych na Zzite 0ozimnom a optimalizaciou metddy pre
analyzu ochratoxinu A na zaklade lipozomov roznych zlozeni. Pomocou kapilarnej
elektroforézy nie je ochratoxin A dostato¢ne separovany a detekovany v extrahovanej zmesi,
naopak, ked’ sa pouzijii roztoky lipozomov, je mozné dosiahnut’ odliSné migracné spravanie
a zaroven stabilizaciu ochratoxinu A vroztoku vdaka amfifilnym interakciam medzi
mykotoxinmi a lipozOmami. Preto bola lipozomélna elektrokinetickéd kapildrna elektroforéza
(LECK) metdda vyuzita pre tuto pracu. NajvhodnejSie zloZenie lipozémov sa preukazalo
zlozenie molarnych pomerov 25% cholesterol (stabilizacia membrany) / 50% 2-oleoyl-1-
palmitoyl-sn-glycerol 3-phosphocholine (hlavny zwitterionicky komponent membrany) / 25%

1,2-diacyl-sn-glycerol-3-phospho-L-serine (dodanie negativneho naboja).

KLEUCOVE SLOVA

Ochratoxin A, lipozémy, Kkapilarna elektroforéza, Zzito ozimné, huby, Aspergillus

ochraceus Wilhelm, Aspergillus melleus Yukawa



ABSTRACT

This thesis summarizes knowledge about mycotoxins, with focus to ochratoxin A. It also
summarizes its tolerable levels of food intake, detoxification and analytical methods for
mycotoxins. The work also includes a chapter describing liposomes that were used for the
analysis of ochratoxin A by liposomal electrokinetic capillary electrophoresis (LECK).

The practical part includes the analysis of ochratoxin A from Aspergillus ochraceus Wilhelm
and Aspergillus melleus Yukawa fungi cultivated on a rye and optimization of the method for
analysis of ochratoxin A based on liposomes of different compositions. By capillary zone
electrophoresis, ochratoxin A is not sufficiently separated and detected in the extracted mixture;
conversely, when liposome solutions are used, different migration behavior can be achieved
while stabilizing ochratoxin A in solution due to amphiphilic interactions between mycotoxins
and liposomes. Therefore, the LEKC method was used for this work. The most suitable
liposome composition has been shown to be molar ratios of 25% cholesterol (membrane
stabilization) / 50% 2-oleoyl-1-palmitoyl-sn-glycerol 3-phosphocholine (main zwitterionic

lipid) / (25% 1,2-diacyl-sn-glycerol)-3-phospho-L-serine (introduction of negative charge).

KEY WORDS

Ochratoxin A, liposomes, capillary electrophoresis, rye, fungi, Aspergillus ochraceus Wilhelm,
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Uvod

Mykotoxiny su jednym z dolezitych faktorov ovplyviiujicich kvalitu potravin, primarne
rastlinného povodu. Sekundarne je vyskyt tychto mykotoxinov dolezité sledovat aj
U hospodarskych zvierat, z dovodu moznej akumuldcie mykotoxinov z kontaminovaného
krmiva v zivo¢iSnych tkanivach. Mykotoxiny musia pre spustenie svojho toxického efektu
Vv bunke penetrovat’ plazmatickou membranou. TakZe je mozné predpokladat’ ich vysoku
rozpustnost’ v fosfolipidovej dvojvrstve. Na tomto predpoklade je zaloZena tato préca, kde je
fosfolipidova dvojvrstva rozneho fospolipidového zloZenia vyuzita ako separacna faza pre
oddelenie jednotlivych mykotoxinov zo zmesi a néaslednou detekciou a kvantifikdciou vo

vzorkéach.

Konkrétne sledovany bol ochratoxin A v Zite ozimnom. OTA je pritomny vo vsetkych
Stadiach potravinového retazca (obilniny, midso, ovocie, vino, pivo, kava atd.) Je znamy
svojimi karcinogénnymi, nefrotoxickymi, teratogénnymi, genotoxickymi a imunotoxickymi
vlastnostami v zivocisSnych bunkdch. Vic¢sina mykotoxinov je chemicky stabilnd, takze maja
tendenciu prezit' skladovanie, spracovanie a dokonca aj pri vareni pri pomerne vysokych

teplotach, ako st teploty dosiahnuté pocas pecenia chleba alebo vyrobe ranajkovych obilnin.

Existuje niekol’ko typov analytickych metod na analyzu mykotoxinov. V tejto praci bola
pouzita na analyzu mykotoxinov kapilarna elektroforéza. V sucastnosti je kapilarna
elektroforéza jednoduchd a vysokou¢innd metéda, umoziujica pracu s nanolitrovymi

objemami vzoriek.

Ciel'om tejto prace bolo vytvorit, otestovat’ a optimalizovat’ metodu pre analyzu amfifilnych
latok pomocou lipozomalnej elektrokinetickej chromatografie, pomocou nej analyzovat

mykotoxiny a otestovat’ rozne pseudostacionarne fazy.



1 Teoreticka cast’

1.1 Ochratoxin A

Ochratoxin A (OTA) je toxicky metabolit produkovany hubami rodu Aspergillus a
Penicillium. Kedze mdze byt kontaminovana Siroka $kala potravin, EU a d’alsie krajiny
stanovili maximalne povolené mnozstvo OChratoxinu V potravinach. Europsky turad pre
bezpecnost’ potravin (EFSA) stanovil tolerovatelny tyzdenny prijem na 120 ng/kg telesnej
hmotnosti. Na zaklade tohoto stanoviska sa stanovili maximalne limity pre nespracované
obilniny, prazené kavové zrna a mleta prazenta kavu na 5 ng/kg telesnej hmotnosti. Pre susené
hrozno vinic¢a hroznorodého a rozpustnu kavu 10 ng/kg, pre vino a hroznovu stavu 2 ng/kg a
pre obilné prikrmy a prikrmy uréené pre kojencov a malé deti, ako aj diétne potraviny pre
zvlastne lieCebné ucely uréené pre kojencov 0,5 ng/kg (NARIADENIE KOMISIE (ES) ¢.
1881/2006). Realny tyzdenny prijem sa u eurépskeho konzumenta pohybuje v rozmedzi 15-60
ng/kg telesnej hmotnosti. Z toho vyplyva, Ze maximalne limity si prekracované len vynimocéne
(Velisek a Hajslova, 2009). Na znizenie moznosti napadnutia plesiiou, su najefektivnejsie
stratégie ochrany uz pred zberom plodin. OTA je bezne pritomny v obilnindch, hrozne, kave,
koreni, kakae a kvoli svojej termostabilite aj vo svojich derivatoch. OTA v obilninach je
produkovany hlavne Penicillium verrucosum, zatial’ ¢o OTA na hrozne, kave a kakae je tvoreny

Aspergillus carbonarius.
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Obr.1: Vzorec Ochratoxinu A



OTA je zndmy svojimi karcinogénnymi, nefrotoxickymi, teratogénnymi, genotoxickymi a
imunotoxickymi vlastnostami v Zivo¢isnych bunkéch (International Agency for Research on
Cancer, 1993). LCudia su citlivej$i na jeho nefrotoxické ucinky. Klasifikovany je ako skupina
2B (mozny karcinogén ¢loveka) Medzinarodnou agentirou pre vyskum rakoviny (1993). Na
zaklade predchadzajicich Studii moéze byt jeho pritomnost spojend s chronickou
tubulointersticidlnou chorobou obli¢iek nazyvana balkanska endemicka nefropatia (BEN) (Bui-
Klimke a Wu, 2014; Kidney, 2013; Markovic, Lebedev, Djordjevic, Arambasic, 1976;.
Chernozemsky, Stoyanov, Petkova-Bocharova, Nicolov, Draganov, Stoichev, Tanchev,
Naidenov, Kalcheva, 1977). BEN je chronické progresivne ochorenie s obdobim 6-10 rokov,
ktoré vedie k nezvratnému zlyhaniu obliciek. AvSak okrem dlhodobej expozicie OTA v
endemickych oblastiach sa predpokladaju niektoré d’alSie moZné pri¢inné faktory vo vyvoji
BEN: kyselina aristolochova, intoxikécia tazkymi kovmi, diéta s deficitom selénu a geneticka

predispozicia (Bui-Klimke, a Wu, 2014; Pavlovic, 2013; Pfohl-Leszkowicz, 2009).

Po absorpcii OTA z gastrointestinalneho traktu sa primarne viaze na albumin s vysokou
afinitou, ¢o vedie k jeho vel'mi dlhému polcasu rozpadu (od niekol’kych dni do jedného mesiaca
v zavislosti od druhu). U zdravych l'udskych populacii sa plazmatickd koncentracia OTA
pohybuje od niekol’kych stoviek pmol/l do niekolkych nmol/l, zatial' ¢o v endemickych
oblastiach mé6ze prekro¢it’ 100 nmol/l (Radic, Fuchs, Peraica, Lucic, 1997; Peraica, Domijan,
Fuchs, Lucic, Radic, 1999; Ozcelik, Kosar, Soysal, 2001; Lino, Baeta, Henri, Dinis, Pena,
Silveira, 2008).

V obehovom systéme je OTA takmer Uplne viazana na albumin. Rozsah vdzby albuminu
urcuje plazmaticky polcas OTA, ktory je najdlhsiu I'udi (v porovnani s inymi druhmi) priblizne
jeden mesiac (Hagelberg, Hult, Fuchs, 1989; Studer-Rohr, Schlatter, Dietrich, 2000). Vdzba
albuminu silne ovplyviiuje toxikokinetiku OTA: u potkanov s deficienciou albuminu bolo
vylucovanie toxinov cez oblicky 20-70-krat rychlejsi ako u normalnych potkanov (Kumagai,
1985). Zvysena rychlost’ elimindcie mdze znizit'® chronické vystavenie cielovych buniek
(hlavne oblickovych a pecenovych buniek). KedZze albumin je kI'i€ovym transportnym
proteinom toxinu v obehovom systéme a vzhladom na skuto¢nost’, Ze asocia¢na konStanta
komplexu OTA-albumin je extrémne vysoka (viac ako 107 I/mol) (Poor, Kunsagi-Maté,
Bencsik, Petrik, Vladimir-Knezevic’, Ko’szegi, 2012; Pooér, Kunsagi-Maté, Matisz, Li,
Czibulya, Peles-Lemli, Ko'szegi, 2013; Poor, Li, Matisz, Kiss, Kunsagi-Maté, Ko szegi, 2014;
Li, Xu, Luo, Yang, Wang, Huang, 2014).
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Okrem BEN niektoré Stadie klada doéraz na ulohu OTA vo vyvoji tuniskej nefropatie
(Hassen, Abid-Essafi, Achour, Guezzah, Zakhama, Ellouz, Creppy, Bacha, 2004) nadorov
zalidka a pazeraka v niektorych oblastiach Ciny (Cui, Xing, Li, Wu, Wang, Liu, Yan, Zhang,
2010; Liu, Wu, Shen, Cui, Wang, Xing, Yan, Zhan, 2015) a rakoviny semennikov (Schwartz,
2002).

Ked'ze za fyziologickych podmienok je OTA pritomna ako nabitd molekula, prechadza
placentou s najviacSou pravdepodobnostou aktivnymi mechanizmami transportu. Bohuzial’,
hladiny OTA st vysSie v placentach a tiez dvojnasobne vys$Sie v krvi plodu ako u matky
(Miraglia, Brera, Corneli, Cava, Montanino, 1996). Predchadzajice Studie naznaéuju, ze
vacsina OTA zostdva nezmenend a ze pecenl nie je jedinym organom metabolizujuicim OTA
(Heussner a Bingle, 2015). V ¢reve sa ¢ast’ OTA hydrolyzuje na ochratoxin o (OTa) posobenim
proteolytickych enzymov a enzymami bakteridlnej mikroflory (Pitout, 1969; Doster a
Sinnhuber, 1972; Hoehler, Sudekum, Wolfram, Frohlich, Marquardt, 1999; Madhyastha,
Marquardt, Frohlich, 1992; Xiao, Marquardt, Li, Vodela, Frohlich, Kemppainen, 1996).
Dal$ou mozZnostou hydrolyzy OTA je otvéranie laktonového kruhu za alkalickych podmienok,
¢o vedie k tvorbe vysoko toxickej zli¢eniny nazyvanej OTA s otvorenym laktonom (Xiao,

Marquardt, Li, Vodela, Frohlich, Kemppainen ,1996).

Kritické faktory, ktoré ovplyviiuji rast hub pocas pol'nohospodarstva, zberu a skladovania
komodit OTA je teplota, obsah vody a ¢as, pocas ktorého vyrobok zostava pod hodnotou
nepriaznivych podmienok. Dal§imi faktormi st pritomnost’ spor, mechanické faktory (vnitorna
Cast’ zeleniny je zraniteI'nejSia na hubova invaziu ako vonkajsia), hmyz (ich metabolizmom
zvysuju vlhkost’ a teplotu povrchu zeleniny alebo ovocia a tym ju mézu poskodit’), poSkodenie
barkou a dazd’om, vlhkost’, dostupnost’ minerdlnych zivin, pH (vSeobecne, niektoré formy
tolerujui kyslé média a st dokonca schopné okyslit’ samotné médid), hladiny kyslika a oxidu
uhli¢itého, chemické a fyzikdlne oSetrenie a pre niektoré komodity aj rychlost’ suSenia a
opatovného namacania vyrobku (Abramson, Sinha, Mills, 1987; Atalla, Hassanein, El-Beih,
Youssef, 2003; Chelack, Borsa, Marquardt, Fohlich, 1991; Eskola, 2002; Gimeno, 2000;
Magan, Hope, Cairns, Aldred, 2003).

K d’alsej kontaminacii z inych surovin v priemysle méze dojst’ akonahle je prach nalepeny
na silach, dopravnikoch, zakrivenych potrubiach a na zvyskoch v skladoch (Gimeno, 2000).

KonkrétnejSie kritické body v potravinarstve v pripade obilnin st susenie, spracovanie a
skladovanie (Accensi, Abarca, Cabaies, 2004; Magan, Aldred, 2005), v pripade kavy, kakaa
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a korenin su kritické body suSenie, transport a skladovanie (Bucheli, Taniwaki, 2002;
Goryacheva, 2006; Magan, Aldred, 2005) zber a preprava v pripade hrozna (Belli, Ramos,
Sanchis, Marin, 2004; Magan, Aldred, 2005). V sucasnosti nie je upIné odstraneniec OTA z
potravin mozné (Komisia Codex Alimentarius, 2003). Ale niektoré metody na dosiahnutie

znizenia OTA st popisané v d’alsich odsekoch v krokoch.
1.1.1 Plesne rodu Aspergillus a Penicillium

Rod Aspergillus bol prvykrat opisany v roku 1729 Pierom Antoniom Micheli (Wilson,
Mubatanhema, Jurjevic, 2002). Podl'a tohto rodu v roku 1877 objavil nemecky botanik a
mykolog Karl Adolf Wilhelm druh Aspergillus ochraceus a po tomto objave, niektoré d’alSie
objavené druhy, ktoré vyzerali podobne ako Aspergillus ochraceus boli povazované za

synonyma tejto huby (Kwon-Chung, Bennett, John, 1992).

Kolonie Aspergillus ochraceus rastu rychlo a to az 45 az 55 mm za 7 dni. Optimalna teplota
pre ich rast je 25 © C. Na agarovej platni sa vegetativne mycélium vacSinou ponori do agaru,
zatial’ Co hlavy konidii su typicky usporiadané v zonach. Charakteristicka farba kolonie je zIta.
(Kwon-Chung, Bennett, John, 1992). Niektoré kolonie Aspergillus ochraceus tvoria
ruzovocervenu az fialovl, nepravidelnu, kamienkovu Skvrnu az do priemeru 1 mm. Opacny
pohl'ad na Petriho misku je bledy az hnedasty (Bennet, 2005). VoI'nym okom sa konidiofory
Aspergillus  ochraceus javia ako sypkd hmota (Kwon-Chung, Bennett, John,
1992). Charakteristicka farba konidioforov je kriedovo zltd az bledozltohneda. Vyska
konidioforov je az 1500 um. Konidie st usporiadané v suchych, vzpriamenych retazcoch, ¢asto
sa hromadia do dvoch alebo viacerych kratkych stipcov. Priemer konidii je okolo 2,5-3,5 um
(Bennet, 2005).

Tato huba sa vyskytuje v Sirokej Skale pol'nohospodarskych komodit, ako je kukurica,
araSidy, bavlnik, ryza, orechy stromové, obilné zrna a ovocie (Wilson a Jurjevic, 2002). Okrem
skuto¢nych kolonii hub rastticich na latkach sa toxiny a metabolity produkované touto hubou
nasli aj na r6znych inych miestach. Napriklad sa zistilo, Ze mykotoxin OT A produkovany touto

hubou je pritomny vo vzduchom prenasanom prachu (Skaug, Eduard, Stermer, 2001).
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Obr. 2: Aspergillus ochraceus na Petriho miske (prevzaté z

https://www.aspergillus.org.uk/content/aspergillus-ochraceus-19)

Penicillium v porovnani s Aspergillus je roznorodejsirod, pokial’ ide o poc¢et druhov a rozsah
biotopov (Pitt a Hocking, 2009). V stcasnosti su P. verrucosum a P. nordicum jedinymi
znamymi producenti OTA v tomto rode, napriek niektorym spravam o produkcii OTA inych
druhov (Frisvad a Samson, 2004; Frisvad, Smedsgaard, Larsen, Samson, 2004). Penicillium
casei a P. mediolanense su synonyma pre P. verrucosum a P. nordicum, v danom poradi
(Frisvad, Smedsgaard, Larsen, Samson, 2004). Penicillium verrucosum a P. nordicum maja
spolocné morfologické charakteristiky, ako sii veI'mi podobné priemery kolonii na mnohych
kultivaénych médiach alebo hrubych castiach. Jednd sa o pomaly rastiice druhy subgénu
Penicillium. Mnohé druhy klasifikované v tomto subgéne su morfologicky podobné a
identifikacia tradiénymi morfologickymi technikami je stale tazka (Pitt a Hocking, 2009).
Mnohé z tychto druhov st vel'mi Casté a suvisia najmé s uskladnenymi potravinami. Druhy

produkujice OTA su patria do série Verrucosa casti Viridicata (Frisvad a Samson, 2004).
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“(b) ‘()
Obr.3: Kolonie niektorych Penicillium spp. na kvasinkovom extrakte po siedmich dnoch
inkubacie pri 25 ° C : (a) vzor kolonie P. verrucosum alebo P. nordicum; b) P. verrucosum

(reverzne); (c) P. nordicum (reverzne); d) P. viridicatum

(prevzaté z
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop pmc/tileshop pmc inline.html?title=
Click%200n%20image%20t0%20zoom&p=PMC3&id=3153233 toxins-02-01111-g001.jpq)

1.2 Prevencia OTA

Pouzivanie chemickych zluc¢enin je velmi atraktivnou stratégiou zabranenia produkcie
mykotoxinov (FAO / WHO / UNEP, 1999b). Napriklad v pripade hrozna, bolo zistené, ze
niektoré fungicidy ako zn. Switch , s i¢inné proti kolonizacii hub a produkcii OTA (Varga a
Kozakiewicz, 2006). Niektoré fungicidy sa musia pouzivat’ s opatrnostou, pretoze napriklad
karbendazim, ma za nasledok znizovanie fungalnej flory, ale stimuluje aj produkciu OTA
(Medina, Mateo, Valle-Algarra, Mateo a Jiménez, 2007a). Bleve, Grieco, Cozzi, Logrieco a
Visconti (2006) demonstrovali in vitro aktivitu epifytovych kvasiniek pre A. carbonarius a A.
Niger pri kontrole v hrozne. V pripade vyrobkov ovplyvnenych A. carbonarius, sa zda byt
natamycin uc¢innou latkou na kontrolu rastu hib a produkciu OTA (Medina, Jiménez, Mateo,

Magan, 2007b).
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1.2.1 Obilniny, hrozno, kava, kakao a iné plodiny Vv teplejSich a tropickych

oblastiach

Plodiny v teplejsich oblastiach su vyrazne ovplyvnené obdobiami rdznych
environmentalnych podmienok. Aby sa zabranilo napadnutiu hubami a pritomnosti OTA, musi
byt znizena vlhkost’ rastlin. Niektoré z prislusnych stratégii napr. zavlazovanie, mineralna
vyziva a hnojenie rastlin st vhodné stratégie ochrany pred vznikom OTA (FAO/WHO/UNEP,
1999b). Nové postupy zahfhaju navrh a vyrobu rastlin, ktoré znizuji vyskyt plesiovych
infekcii, obmedzuju rast toxigénnych hab, zabranuju akumulacii toxinu alebo su odolné voci
posobeniu hmyzu. Plodiny v tropickych oblastiach st ovplyvnené prostredim, ktoré stimuluje
produkciu hib a to: vysoka teplota, vlhkost” a zrazky (Zinedine, Juan, Idrissi, Man~es, 2006).
V tychto pripadoch by sa mali dodrziavat’ vSeobecné bezpecnostné pravidla, ako vyhybat’ sa
kontaktu pracovnych nastrojov so zemou, dokladne vy¢istit' zariadenia, znizit mechanické

Skody a kontrolovat’ hrozbu OTA (FAO, 2006).

1.2.2 Skladovanie a preprava plodin

Skladovanie, ¢iuz na farme, vo vyrobnych priestoroch alebo v obchode s potravinami, je po
zbere jednou z najkritickejSich faz pri manipulacii s potravinami. Nevhodné podmienky
prostredia, nevhodné balenie alebo rozmrazené potraviny mozu spdsobit’ kontaminaciu
mykotoxinmi pocas tohto obdobia (FAO / WHO / UNEP, 1999c¢). Skladovanie sa musi vykonat’
za dobre kontrolovanych podmienok, vratane vhodnych odvodnovacich potrubi (FAO / WHO
/ UNEP,1990a, Quillien, 2002). Odporuca sa skladovat’ produkty, ktoré su uplne vysusené, aby
sa udrziavali pri hodnote aktivity vody aw pod 0,70 a pri teplote pod 20 °C (Bucheli a Taniwaki,
2002; Magan, 2003) alebo, v pripade nevybalenych potravin, pod 2-3 °C (Codex Alimentarius
Commission, 2003). Kava akakao st najviac nachylné na prekonanie hubovej invazie
vzhl'adom na ich vysoku hygroskopickost’ (Magan a Aldred, 2005). Pri Giprave plodin po zbere
preukazali v pripade vina dobré vysledky proti vzniku OTA fungicidi : Azoxystrobin, Switch
alebo Scala v (Varga a Kozakiewicz, 2006). Konzerva¢né latky ako sorbat draselny alebo
propionat vapenaty stt vhodnou prevenciou pred kontaminaciou OTA v pripade chleba (Arroyo,
Aldred, a Magan, 2005; Marin, 2002). Nova stratégia je pouzitie antioxidantov ako su kyselina
vanilova alebo kyselina 4-hydroxybenzoova (Palumbo, O‘Keeffe, Mahoney,2007) a esencialne

oleje extrahované z rastliny ako st materina daska (Thymus vulgaris) alebo Aframomum
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danielli — rajské zrno (Aroyeun a Adegoke, 2007; Nguefack, Nguikwie, Fotio, Dongmo,
Amvam Zollo, Leth, 2007), ktoré by mohli ovplyvnit’ rast plesni a syntézu OTA.

1.3 Detoxifikacia OTA

Stratégie detoxikacie OTA su klasifikované v zavislosti na type upravy — fyzikdlne,
chemické alebo mikrobiologické. Ich cielom je znizit’ alebo eliminovat’ toxické u¢inky OTA,
modifikacie alebo absorpcie tohto mykotoxinu (FAO / WHO /UNEP, 1999a). Nasledujtce
kapitoly popisuju spracovanie obilnin, fyzikélne, chemické a mikrobiologické metody

detoxifikacie OTA.
1.3.1 Spracovanie obilnin

Obilniny su potraviny, ktoré vo va¢sej miere prispievaju k dennému prijmu OTA (Miraglia
a Brera, 2002). Pocas procesu vyroby bieleho chleba, ¢istenim zrna, odstranenim frakcii otrub
a vnatornosti sa znizuje obsah OTA az do 25% pdvodného obsahu (Scudamore, Banks,
MacDonald, 2003). Pokial’ ide o tepelné spracovanie pocas spracovania muky a chleba, nezda
sa, ze by ovplyviiovali hladiny OTA (Osborne, 1979; Scott, 1996; Scudamore,Banks,
MacDonald, 2003). Napriek tomu, pecenie peciva znizuje obsah OTA v ddsledku vysSich teplot
a pritomnosti mensiecho obsahu vlhkosti (Osborne, 1979). Extruzia, proces pouzivany na
vyrobu ranajkovych obilnin a krmiva, znizuje hladiny OTA o 30-40% (Scudamore, Banks
a Guy, 2004). Pri vyrobe piva boli podstatné straty OTA 0 40-89% pozorované pocas mletia,
pravdepodobne kvoli proteolytickej latkovej degradacii (Baxter, Slaiding, Kelly, 2001 a Krogh,
Hald, Gjertsen, Myken, 1974). Pokial ide o fermentaciu, straty OTA sa pohybuju v rozmedzi 2
az 69% (Krogh, Hald, Gjertsen, Myken,1974; Scott, Kanhere, Lawrence, Daley, Farber, 1995).

1.3.2 Fyzikalne a chemické metédy

Tepelné upravy uplne neodstrania OTA (Boudra, Le Bars, 1995). Proces zmrazovania (-
20 °C) a odmrazovanie (26 °C) , oSetrenie UV a gama ziarenim su schopné zmiernit’ produkciu
konidi. Napriek tomu len gama Ziarenie mdze zniCit' mykotoxin (Aziz, Moussa, Far, 2004,
Deberghes, Deffieux, Gharbi, Betbeder, Boisard, Blanc, Delaby, 1993; Deberghes, Betbeder,
Boisard, Blanc, Delaby, Krivobok, Steiman, Seigle-Murandi, Creppy, 1995). Na detoxikaciu

OTA chemickymi zlu¢eninami boli testované mnohé adsorbéné materidly ako su aktivne uhlie,
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cholestyramin, kremicitany hlinit¢ a vépenatohlinit¢ (hlavne zeolity), bentonit, drevné
fragmenty alebo kvasinky (Bauer, 1994; Leong, Hocking, Scott, 2006; Péteri, Téren,
Vagvolgyi, Varga, 2007; Plank, Bauer, Griinkemeier, Fischer, Gedek, Berner, 1990; Ringot,
Lerzy, Chaplain, Bonhoure, Auclair, Larondelle, 2007; Savino, Limosani, Garcia-Moruno,
2007;Varga a Kozakiewicz, 2006). Niektoré¢ z uvedenych boli testované in vivo; ich aktivita
vSak nebola taka vysoka, ako sa ocakavalo, s vynimkou aktivneho uhlia (Huwig, Freimund,
Kaéppeli, Duler, 2001; Scott, 1996). V tomto pripade jeho pouzitie bolo zamietnuté kvoli
nevyhnutnej retencii Zivin a otrave zvierat (Gambuti, Strollo, Genovese, Ugliano, Ritieni,
Moio, 2005; Huwig, Freimund, Kappeli, Dutler, 2001). Cinidl4 na odstrafiovanie OTA z vina,
ako je kazeinat draselny alebo aktivne uhlie, vykazuju pozitivne ucinky na detoxifikdciu OTA
(znizenie az na 82%), ale tiez poskodili kvalitu vina (Abrunh- Osa, Serra a Venancio, 2002;
Castellari, Versari, Fabiani, Parpinello, Galassi, 2001). V stGcasnosti su najsl'ubnej$imi
adsorpénymi materidlmi modifikované zeolity, pretoze preukazali dobré vysledky
v dekontaminacii potravin (Dakovic, Tomasevi¢-Anovic, Rottinghaus, Dondur a Masi¢, 2003;
Dakovic, 2005; Schall, Simmler-Hiibenthal a Stid-Chemie, 2002; Tomasevi¢-Anovic, Dakovi¢,
Rottinghaus, Matijasevi¢, 2003). U obilnin moze byt obsah OTA znizeny spracovanim zrna
etanolovym roztokom a preruSovanymi ultrazvukmi (Lindner, 1992). Alkalicky peroxid
vodika, hydroxid sodny a monometyl-amin alebo aménium s liecbou hydroxidom vapenatym
st tiez ucinnymi metédami proti OTA. Napriek tomu ich aplikdcia in vivo nie je mozna
Z dévodu vysokych hladin OT A nachadzajtcich sa v zvieracich tkanivach (Scott, 1996). Pokial’
ide 0 kavu, oSetrenie etylacetatom, dichlormetanom a kyselinou mravéou, metylénchloridom je
schopné znizit' hladiny OTA (Bortoli a Fabian, 1997; Heilmann, Rehfeldt, Rotzoll, 1999).
Vyskum, ktori uskuto¢nili Amézqueta, Gonzalez-Penas, Lizarraga, Murillo-Arbizu a Lopez de
Cerain (2008) ukazal, Ze viac ako 98% OTA pritomnych v kakae mozZno odstranit’ alkalickou
tipravou. DalSou navrhovanou metdédou je ozonizacia. Vyvoj elektrochemickych technik
umoznil pouzitie 0zénu pri odstranovani OTA az na nezistitené hladiny v potravinach, ako st
zrna, orechy alebo zelenina (Denvir, McKenzie, Rogers, Miller, Hitchens, Andrews, 1999;

McKenzie, Sarr, Mayura, Bailey, Miller, Rogers, 1997).
1.3.3 Mikrobiologické metody

Karboxypeptidaza A je enzym schopny ni¢it OTA (Deberghes, Betbeder, Boisard, Blanc,
Delaby, Krivobok, Steiman, Seigle-Murandi, Creppy, 1995), preto bolo navrhnuté pouzitie
kmenov A. Niger ako zdroje karboxypeptidazy (Varga, Rigd, Téren, 2000). Iné enzymy, ktoré
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mozno ziskat' z kmenov A. Niger a ktoré mozu Gcinne degradovat’ OTA, su lipazy (Stander,
Bornscheuer, Henke a Steyn, 2000). Karboxypeptidaza pritomna v kvasinke  Phaffia
rhodozyma moze tiez degradovat’ OTA az na 90% (Péteri, Téren, Vagvolgyi, Varga, 2007).
NavySe niektoré baktérie patriace do rodov Streptococus, Bifidobactelium, Lactobacillus,
Butyribrio, Phenylobacterium, Pleurotus, Saccharomyces, Bacillus a Acinetobacter (Fuchs,
2008; Varga, Peteri, Tabori, Teren, Vagvolgyi 2005; Varga, Rigo, Téren, 2000) a niektoré huby
patriace k Aspergillus (A. Fumigatus, A. Niger, A. Carbonarius, A. Japonicus, A. Versicolor, A.
Wentii a A. Ochraceus), Alternaria, Botrytis, Cladosporium, Phaffia, Penicillum a Rhizopus
(R. Stolonifer a R. Oryzae) (Abrunhosa, Serra, Venancio, 2002; Péteri, Téren, Vagvolgyi,
Varga, 2007; Varga, Peteri, Tabori, Teren, Vagvolgyi, 2005) st schopné degradovat OTA in
vitro az na viac ako 95%. Navyse niektoré z nich vykazuji detoxika¢né vlastnosti pri in vivo

teste (Fuchs, Sontag, Stidl, Ehrlich, Kundi, Knasmdiller, 2008).

1.3.4 Potravinarske prisady s ochrannymi ucinkami proti toxickému

posobeniu OTA

Pretoze je zname, ze OTA sposobuje poskodenie bunkovej membrany zvySenim peroxidacie
lipidov, skimaji sa ochranné vlastnosti antioxidacnych latok. Tieto vlastnosti su
pravdepodobne kvoli schopnosti antioxidantov posobit’ ako peroxidové aniontové zachytavace,
¢im chrania bunkovi membranu pred poskodenim indukovanym mykotoxinmi (Atroshi, Rizzo,
Westermark, Ali-Vehmas, 2002). In vitro a in vivo $tadie ukazuja, ze melatonin (Abdel-Wah-
hab, Abdel-Galil a El-Lithey, 2005), NAC (Schaaf, 2002), kyselina rosmarinova (Renzulli,
Galvano, Piredomenico, Speroni , Guerra, 2004), a-tokoferol, retinol (Baldi, 2004), kyanidin-
3-glukopyranozid (Guerra, Galvano, Bonsi, Speroni, Costa, Renzulli, Cervellati, 2005),
kyselina askorbova (Grosse, Kosta, Utan, Cervellati, Speroni, Guerra, 2007), kombinované
antioxidanty (Atroshi, Biese, Saloniemi, Ali-Vehmas, Saari, Rizzo, Veijalainen, 2000)
a metylin (Abdel-Wahhab, Nada, Arbid, 2005), rozne alkaloidy (Lee, 2007) pdsobia proti
niektorym toxickym uc¢inkom OTA. Hundhausen, Bosch-Saadatmandi, Augustin, Blank,
Wolffram (2005) poznamenali, Zze polyfenoly a a-tokoferol nie st ochranné proti OTA
cytotoxickému uginku v pedefiovych bunkach. Dal§imi litkami, ktoré by mohli znizit
poskodenie spdsobené tymto mykotoxinom, st roxazyme-G, sezamové semienko, vodny

extrakt z articokov a L-b-fenylalanin (Stoev, Djvinov, Mirtcheva, Pavlov, Mantle, 2002).
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1.4 Analytické metody stanovenia mykotoxinov

Viacsina mykotoxinov je chemicky stabilnd, takze maju tendenciu prezit’ skladovanie,
spracovanie a dokonca aj pri tepelnej tprave a to uz pri pomerne vysokych teplotach, ako su
teploty dosiahnuté pocas pecenia chleba alebo vyrobe ranajkovych obilnin. Mykotoxiny su
tazko odstranitel'né, ale najlepsou metodou kontroly je prevencia (Bullerman, Schroeder, Park,
1984). Pritomnost’ rozpoznatel'nej huby produkujicej toxiny v skuto¢nosti neznamena
nevyhnutne, Ze toxin bude taktiez pritomny V potravine, pretoze sa na jeho tvorbe podiel'a
mnoho faktorov. Rovnako nepritomnost akejkol'vek viditelnej formy huby nezaruci
oslobodenie od toxinov, pretoze huba uz mohla uhynat, pricom toxin zostal nedotknuty.
Vzhl'adom na to, Ze mykotoxiny nie st rovnomerne rozdelené v zrne alebo v zmiesanych
krmivach, je zrejmé, Ze odber vzorky krmiva alebo zfn, ktory poskytne vyznamny vysledok pri

analyze mykotoxinov, je obtiazny (Lauren, Jensen, Smith, 2006).

Skutoc¢nost’, ze va¢Sina mykotoxinov je toxicka vo vel'mi nizkych koncentraciach, vyzaduje
citlivé a spolahlivé metody ich detekcie. Vzhl'adom na rézne Struktiry tychto zlicenin nie je
mozné pouzit’ jednu Standardnu techniku na detekciu vSetkych mykotoxinov, pretoze kazda
Z nich bude vyzadovat’ ini metoédu. To, ¢o dobre funguje pre niektoré molekuly, moze byt
nevhodné pre iné spodobnymi vlastnostami alebo pre rovnakGi molekulu v inom
prostredi/matrici. Podobne aj praktické poziadavky na detekciu vysokou citlivostou a potrebu
Specializovaného laboratérneho nastavenia vytvaraju vyzvy pre rutinni analyzu. V zavislosti
od fyzikalnych a chemickych vlastnosti boli vyvinuté postupy existujucich analytickych
technik, ktoré pontkaji flexibilné a Siroko zaloZzené metody detekcie zlucenin. Aplikacia
jednoduchsich, lacnejsich a uc¢innejSich rieSeni na detekciu mykotoxinov sa €oraz viac vyzaduje
vzhl'adom na ich vnimant délezitost’ zalozenu na ich toxicite a legislativnych poziadavkach na
obmedzenie mnoZstva potravin. Uspesna detekéna metoda by mala byt robustn4, citlivd a mala
by mat’ vysoky stupen flexibility pri Sirokej Skéle zlicenin, ktord vSak moéze byt velmi
Specificka, ak je to potrebné. VSetky techniky by mali byt reprodukovatel'né na vysokej trovni

a ziskané vysledky musia byt relevantné a 'ahko analyzovatelné.
1.4.1 Metody predbeZnej upravy vzoriek

Vicsina metdd pouzivanych na stanovenie mykotoxinov sa musi spoliehat’ na spravne

metody extrakcie a Cistenia, okrem pripadov ELISA, ktoré nemusia vyzadovat Cistenie (Chu,
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Bhatnagar, Lillehoj, 1992). Tieto kroky su nevyhnutné pre Gispesny protokol, pretoze su ¢asovo
naroc¢né (priprava vzorky je hlavnym ¢asovym faktorom v analyze a trva priblizne dve tretiny
celkového mnozstva Casu) a ovplyvni koneény vyber postupu zistovania. Metdda extrakcie
pouzitd na odstranenie mykotoxinu z biologickej matrice zavisi od Struktury toxinu. Polarne
metabolity, ako su fumoniziny (FUM), vyzaduji pritomnost’ vody, podporovanej pritomnost’ou
organickych rozpustadiel (Shephard, 1998). Hydrofobne toxiny, ako je AFT, sa spolichaji na
pouzitie organickych rozpustadiel (Holcomb, Wilson, Trucksess, Thompson, 1992). Metdda
Cistenia pouzitd v protokole je najdolezitejSim krokom, pretoZe Cistota vzorky ovplyviluje
citlivost’ vysledkov. Stopové mnozstva cielovej molekuly mozu byt maskované interferujicimi
zlGCeninami, ktoré sa nachadzaji nielen v matrici, ale aj v chemikaliach, materialoch

a rozpustadlach pouzitych v tejto technike.
1.4.1.1 Extrakcia kvapalina — kvapalina

Extrakcia kvapalina-kvapalina (LLE) zahffia vyuzitie rozdielnej rozpustnosti toxinu vo
vodnej faze a Vv nemieSatelnej organickej faze, aby sa zliCenina extrahovala do jedného
rozpustadla, zanechdvajiceho zvySok matrice v druhej. Rozpustadla, ako napriklad hexan
a cyklohexan, sa pouzivaji na odstranenie nepolarnych necistot, napr. lipidov a cholesterolu.
Tento postup je ucinny pre niekolko toxinov a funguje dobre v malych pripravkoch (Bauer
a Gareis, 1987). Je to v8ak Casovo naro¢né a zavisi to od toho, ktora matica sa pouziva a ktoré
zluCeniny boli ur¢ené. Nevyhody spocivaju v pripadnej strate vzorky adsorpciou na skleneny

material.
1.4.2 Separaéné metody

Existuje niekolko typov chromatografickych metéd na analyzu mykotoxinov (Shephard,
1998; Valenta, 1998). Presktimanie Betiny (Betina, 1989), ktoré sa tyka obdobia pred rokom
1990, pontika podrobnu §tadiu 0 pouzivani tychto metod. Rovnako ako vo vicsine ostatnych
prikladov uvedenych v tomto prehl’ade, predbeznd uprava vzorky hré hlavnu tlohu pri analyze.
Nasledujtce Casti sa zaoberaju roznymi separacnymi metdodami, ich vyhodami a vyzvami pri

analyze a detekcii niekol’kych mykotoxinov.
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1.4.2.1 Tenkovrstvova chromatografia (TLC)

Tradi¢ne najpopularnejSou metdédou pouzivanou na analyzu mykotoxinov je TLC, ktord
pontika moznost’ skenovania vel'kého poctu vzoriek. Pouzitie TLC analyzy pre mykotoxiny je
stale popularne pre kvantitativne aj semikvantitativne ucely. Je to spOsobené vysokou
priepustnostou vzoriek, nizkymi prevadzkovymi nakladmi a l'ahkou identifikaciou cielovych
zlic¢enin pomocou UV-VIS spektralnej analyzy. Rovnako ako pri HPLC, bolo vyvinutych
niekol’ko metdd na ziskanie najlepSich vysledkov pri kazdej samostatnej triede mykotoxinu
a pouzivaji sa jednorozmerné aj dvojrozmerné analyzy (Lin, Zhang, Wang, Chen, 1998).
Jednou z hlavnych poziadaviek na TLC je vsak to, ze je nevyhnutna priprava vzorky. Typ
Cistenia zavisi od vlastnosti a typu toxinu. Vrstva silikagélu je jednou z beznych vrstiev
pouzivanych pri TLC (Yu a Chu, 1991). Aj ked’ existuji spravy (Frisvad a Thrane, 1987), ktoré
vykazuj vyssiu presnost’ TLC v porovnani s viac univerzalnou HPLC pre detekciu OTA, TLC
sa bezne nepouziva v literattre, pretoze HPLC tato techniku nahraddza. Najlepsim prikladom je
napriklad metoda Dawlatana, Cokera, Naglera, Blundena, (1996), kde bola pouzita séria krokov
pouzitého rozpustadla na oddelenie OTA od ryze a jej kvantifikdcia pomocou fluorescencie.
Tato metoda vyzadovala velké mnozstvo rozpustadiel, intenzivne laboratorne postupy a bola
charakterizovana nedostatkom automatizacie. Bolo vS§ak mozné ho pouzit’ na rychle zobrazenie
roznych vzoriek. Nasledujica cast’” popisuje niekol’ko reprezentativnych prikladov pouzitia

TLC pri stanoveni mykotoxinu.

TLC bola pouzitd na vyhodnotenie poSkodenia plodov orechov C. Sativa komeréne
predavanych v kanadskych obchodoch s potravinami (Overy, Seifert, Savard, Frisvad, 2003).
Tri mykotoxigenické huby, ktoré dominovali vo vzorkach, boli P. Crustosum, P. Glabrum /
spinulosum a P. Discolor. Na stanovenie AFT v roznych potravinovych matriciach sa pouzila
jednorozmernd metdoda TLC v kombinacii s Cistenim zaloZzenym na IAC (imunoafinitna
chromatografia) (Stroka, Otterdijk, Anklam, 2000). AFT sa kvantifikoval pomocou
denzitometrie. Hlasené boli TLC analyzy na detekciu estronu, estradiolu, dietylstilbestrolu
(DES), zearalanolu (zeranol), zearalanonu (ZON) a zearalenolu (ZEL) (Medina a Schwartz,
1992). Ako je zrejmé, z uvedenych literarnych zdrojov, bolo dokazané, ze TLC sa rutinne
pouZziva ako ndkladovo efektivna metdda analyzy niekol'kych mykotoxinov podla vlastného
vyberu aje schopnd pouzivat viacero detekénych systémov s primeranym mnoZstvom
presnosti. Zatial’ ¢o TLC sa bude d’alej pouzivat, ¢inna priprava vzorky by mohla esSte viac

zvysit spektrum mykotoxinov, ktoré je mozné pomocou tohto nastroja uréit. Dalsi vyvoj
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citlivejSiecho analytického systému a vylepSend automatizacia, pokial' ide o zlepSenie jeho
vykonnosti, by mohla v budtcnosti pomdéct” TLC. AvSak, ako uz bolo uvedené, HPLC
v niektorych pripadoch previadla nad techniku TLC, ale vo vécsine pripadov je pouzita

v kombinacii s inymi technikami.
1.4.2.2 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC)

Modernéd analyza mykotoxinov zavisi vo velkej miere od HPLC ato pouZitim réznych
adsorbentov v zavislosti od fyzikalnej a chemickej Struktury mykotoxinu. Na predbeznt upravu
vzoriek sa pouzili analytické kolony, na pripravu mykotoxinovych Standardov sa pouzili
preparacné kolony (Reinhard a Zimmerli, 1999; Shephard, Sydenham, Thiel, Gelderblom,
1990). V podstate vac¢sina protokolov pouzitych na HPLC detekciu mykotoxinov je vel'mi
podobnd. NajbeznejSie detekéné metody su UV alebo fluorescenéné detektory, ktoré sa
spoliehaji na pritomnost’ chromoféru/fluoroféru v molekulach. MnozZstvo toxinov ma uz
prirodzenti fluorescenciu (napriklad OTA, AFT, CIT) amdze to byt detegované priamo
v HPLC-FD (Valenta, 1998). Tieto mykotoxiny, ako st FUM produkované rodom Fusarium,
nemaju vhodny chromofor a ich stanovenie si vyzaduje derivatizaciu (EMAN, 2003; Shephard
1998). HPLC je priemyselnym Standardom pre detekciu mykotoxinov a pre analyzu OTA
existuje uz mnozstvo metod (Valenta 1998). Citliva metoda FD umoznila odhad OTA
v koncentracii 0,01 ng/ml. V podobne;j $tadii bola RP-HPLC (s obratenou fazou) spojena s FD
pouzita na analyzu tvorby OTA pocas procesu suSenia (Hernandez, Moreno, Duran, Guillén,
2006). Vyskumnici pouzili priamu injekciu vzorky hroznového mustu v systéme HPLC-FLD
bez predchadzajuceho Cistenia. Komplexnost vzoriek sladkého vina vSak vyzadovala
vycistenie SPE na kolone C-18, ktord umoZiuje izoldciu OTA z matrice. Zotavenie bolo vySSie
ako 89%. Hodnoty LOD a LOQ zodpovedali 0,22 a 0,77 pg/l. Nase hodnoty pomocou LECK
metddy boli priblizne o tri rady vyssie, koli horsej citlivosti UV-VIS detektora. Vo vicsine
pripadov sa méze OTA vinica kvantifikovat’ pri koncentraciach nizsich ako 0,5 pg/l, ¢o je
blizko hranice Office International de la Vigne et du Vin (Ratola, Martins, Alves, 2004). Obsah
etanolu a glukdzy nezasahoval do vycistenia OTA systémom IAC. Hodnota LOD pre OTA bola
0,12 pg/kg. Uroveir OTA bola tieZ testovana v krvnych vzorkach dobrovolnikov v Chorvatsku
(Peraica, Domijan, Fuchs, Luci, Radi, 1999). Priemerna koncentracia OTA stanovena pomocou
HPLC bola 0,39 ng/ml plazmy. Pre AFBI bola zistend prevazna kontaminacia, nasledovana
OTA, zatial’ ¢o kontaminacia CIT bola zanedbatel'nd. Kombinacia metody HPLC s Cistiacim

krokom pomocou IAC bola pouzitd na detekciu OTA v zelenych a prazenych kakaovych
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bdoboch ako aj vo vyrobe kavy (Studer-Rohr, Dietrich, Schlatter, 1995). V zelenych kavovych
zrnach sa zistil OTA vo viac ako 50% analyzovanych vzoriek. Pecenie (250 °C, 150 s)
prirodzene kontaminovanych zelenych bobov alebo boby naockované A. Ochraceus malo za
nasledok len malé znizenie hladiny OTA. Detekéna metéda OTA zalozend na HPLC
v masovych vyrobkoch susenych v suchom stave bola opisand tak, Ze neobsahovala ziadny

krok cCistenia (Toscani, Moseriti, Dossena, Dall’ Asta, Simoncini, Virgili, 2007).

Avsak najpopularnejSou skupinou bola kombinacia kolony s obratenymi fazami a kyslej
mobilnej fazy obsahujucej kyselinu ortofosfore¢nti (Orti, Hill, Liddle, Needham, Vickers,
1986; Lepom, 1986; Dietrich, Usleber, Martlbauer, Gareis, 1999; Scudamore, Hetmanski,
1992; Scudamore, Hetmanski, Chan, Collins, 1997). LOQ a LOD u vzoriek jablkovej stavy
boli 8,0 pg/l a 3,2 ug/l. Zatial’ o tato metdéda mdze byt pouzita na analyzu mykotoxinov, je
tazké dosiahnut’ nizSie hranice detekcie a kvantity. Existovalo niekol'ko d’alSich mykotoxinov,
ktoré boli stanovené pomocou metéd HPLC (Xu, Jia, Gu, Sung, 2006; Ambrosino, Galvano,
Fogliano, Logrieco, Fresa, Ritieni, 2004; Durix, 1999; Gilek a Lindner, 1996; Josephs, Krska,
Grasserbauer, Broekaert, 1998). Beauvericin (BEA) v kukurici sa stanovil pomocou SFE
kombinovaného s HPLC s diodovym detektorom (DAD) alebo LC-MS (Ambrosino, Galvano,
Fogliano, Logrieco, Fresa, Ritien, 2004). Hodnota LOD sa zistila ako nizka ako 2 ng. Hlavnou
vyhodou pouzitia. HPLC spolu s vysokou kvalitou oddelenia a nizkou hodnotou LOD je
moznost kombinovat’ viaceré¢ detekéné systémy (fluorescencné, UV, diddové pole) s touto
technologiou, ¢o umoznuje viacnasobné detekcie zlucCenin z jednej vzorky. Moze sa tiez
automatizovat’ (Hurst, 1998), ¢o ponuka vel’ka vyhodu oproti inym technikdm, ako je TLC
a ELISA.

V sti¢asnej dobe sa vysokoucinnd kvapalinova chromatografia (HPLC) alebo UPLC

v kombinacii s hmotnostnou spektroskopiou (MS) alebo MS/MS stala najmodernejSou v multi-
mykotoxinovej analyze kvoli jej vysokej selektivite a citlivosti, napriek vysokym nakladom
a poziadaviek skusenych zamestnancov (Lattanzio,2007; Jettanajit a Nhujak, 2016; Soleimany,
Jinap, Abas, 2012). Na druhej strane, ked je priprava vzorky a chromatografia dostato¢ne
selektivna, moze byt’ vyhodné spoliehat’ sa na lacnejSie a presnejSie spektroskopické detekeéné
techniky ako fluorescencny detektor (FLD). Pouzitim systému HPLC-FLD by bolo mozné
ziskat’ hodnoty detekcie limitov (LOD) porovnatel'né alebo lepsie ako hodnoty dosiahnuté
HPLC-MS-MS. Je vSak potrebné spomenut, ze metody vyuzivajuice HPLC-didodové pole
(DAD)-FLD st zvyc¢ajne optimalizované a validované pre jeden analyt alebo chemicku skupinu
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analytov (Manoochehri, Asgharinezhad, Safaei, 2015; Li, Wu, Yang, Huang-Fu, 2012; Cao,
2014).

1.4.2.3 Kapilarna elektroforéza (CE)

Individualna detekcia tzko suavisiacich toxinov vyZzaduje okrem vysokej citlivosti
sofistikovanu separaénu techniku. Uginna separacia zloziek moze byt zalozena na pohybe
molekuly v elektrickom poli v zavislosti na verkosti naboja a molekulovej hmotnosti analytu.
Rychla separacia sa moéze uskutocnit’ kapildrnou elektroforézou vo vodnych pufrovacich
roztokoch, s vynimkou potreby organickych rozpustadiel. (Pena, Alcaraz, Arce, Rios, Valcarel,
2002; Wilkes a Sutherland, 1998).

Kremenna kapilara

EOF

Detektor PC

Zdroj vysokého napaétia

Rezervoar vzorky Rezervoar pufru
BGE

Obr. 4: Schéma kapilarnej elektroforézy

Kapilarna elektroforéza sa sklad4 z kapilary, nadobiek so zakladnym elektrolytom (BGE),
nadobky so vzorkou, zdroje vysokého napitia s vystupom na platinovej elektrody a detektora
viz Obr.4. Tento detektor je napojeny na pocita¢, ktory zaznamenava signal detektora v Case.
Najcastejie sa na meranie pouzivaju kremenné kapilary s ochrannou vrstvou polyimidu. Dizka
kapilary je zvyCajne 20-100 cm, vnutorny priemer 25-100 mikrometrov. Ako BGE sluzi
spravidla vodny roztok pufra plus pripadné aditiva. NajpouzivanejSim typom detektora je
UV/Vis absorp¢ny detektor.
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1.4.2.3.1 Elektroforeticka mobilita

Elektroforetickd mobilita je veliina, ktora udava ako rychlo sa i6ny vzorky pohybuju v BGE
pod vplyvom aplikovaného napitia. 16n prechadza silou, ktora sa rovna sume ¢istého naboja a
intenzity elektrického pola. Tiez je ovplyvnend taznou silou, ktora sa rovna sucinu f,

koeficientu trecieho trenia a rychlosti. To vedie k vyrazu pre elektroforetickii mobilitu:

EP=g= a
H f 6mmr

1)
kde f pre sféricku cCasticu je dand Stokesovym zakonom; m je viskozita rozpustadla a r je
polomer molekuly alebo ¢astice. Rychlost’ migracie tychto i6nov je dand pomerom naboja k
hmotnosti. Skuto¢nd rychlost’ idnov je priamo umernd E, velkosti elektrického pola a da sa

urcit’ pomocou nasledujiicej rovnice:
V=perE
)

Tento vztah ukazuje, Ze vicSie napitie urychli migraciu idnovych druhov (Altria a Kevin,

1995).

1.4.2.3.2 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF) je spdsobeny aplikaciou vysokého napétia na kapilaru naplnenu
elektrolytom (Altria a Kevin, 1995). Tento tok nastane, ked’ pufor prechadza kremennou
kapilarou s disociovanymi silanolovymi skupinami (pKa ~ 4,6). Kapilarna stena ma potom
negativny naboj, ktory vytvara elektricka dvojvrstvu s vodikovymi kationmi, ktoré s nasledne
pritahované ku katode. Vnatornd katexova vrstva je stacionarna, zatial’ co vonkajSia vrstva sa
mdze vol'ne pohybovat pozdiz kapilary. Pouzité elektrické pole sposobuije, Ze volné kationy sa
pohybuji smerom ku katéode a vytvéaraji silny objemovy tok. Rychlost’” elektroosmotického
toku je riadena nasledujicou rovnicou:

€
UEOF = H EZ

(3)

kde ¢ je dielektricka konstanta roztoku, n je viskozita roztoku, E je intenzita pol'a a { je zeta

potencial. EOF rastie s velkym zeta potencidlom, velkou difiiznou vrstvou kationov, ktora
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prestuva viac molekul smerom ku stene kapilary, a so zvySujicim sa pH tlmivého roztoku, takze

je viac skupin SiOH ionizovanych (Li, 1992).

Elektroosmoticky tok
Andda - Katdda

Vonkajsia
difuzna vrstva

® 0O 0 00 060 ® @ ]
®© & © © & © ® © @

vrstva

Obr. 5 : Elektroosmoticky tok (EOF)
1.4.2.4 DalSie metédy separacie

Existuju aj iné separacné techniky, ktoré su schopné fungovat’ namiesto chromatografickych
metod. Medzi nimi je metoda ELISA, ktora sa nedavno stala velI'mi populdrnou vzhl'adom na
jej pomerne nizku cenu a jednoduchu aplikaciu (Morgan, 1989; Goryacheva, Saeger, Eremin,
Peteghem, 2007). Komeréne dostupné ELISA supravy na detekciu mykotoxinov s zvyc¢ajne
zalozené na kompetitivnom type testu, ktory pouziva bud’ primarnu protilatku Specifickt pre
cielova molekulu alebo konjugat enzymu a pozadovany ciel’ (Morgan, 1989; Stanker, Merrill,
Scotcher, Cheng, 2008; Pestka, Abouzied, Sutikno, 1995).

Vytvoreny komplex potom interaguje s chromogénnym substratom, aby sa ziskal meratel'ny
vysledok. Mo6Zzu byt prenosné, rychle a st velmi Specifické a jednoducho pouZitelné.
Nevyhoda tychto stiprav spociva v tom, Ze st len na jedno pouzitie, ¢o moéze zvysit’ naklady na
hromadné skriningi. NavySe konkurenénd ELISA trpi obmedzenym rozsahom detekcie v
dosledku tzkej citlivosti protilatok, ¢i uz mono- alebo polyklondlnych. Vyvoj protilatok pre

vacsinu mykotoxinov, vzhl'adom na ich mala velkost’, si vyZaduje vyvoj nosi¢ovej molekuly
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zvycajne proteinu (napriklad bovinného sérového albuminu) na dosiahnutie imunogenicity.

Proces konjugacie mdze byt tiez zodpovedny za znizenie selektivity testu.
1.5 Lipozomy

Lipozémy maju vel'mi podobnt Struktiru ako bunkové plazmatické membrany. Pouzitie
lipozoémov ako stacionarnej fazy v kvapalinovej chromatografii (LC) alebo pouzitie micelarne;j
elektrokinetickej chromatografii (MEKC), st dobré dynamické metody pre Studium interakcii

medzi bunkovymi membranami a doleZitymi biomolekulami.

Obr. 6: Lipidova dvojvrstva (prevzaté a upravené z
https://www.upjs.sk/public/media/4354/Biofyzikal0.pdf)

Lipozomy st samo-zostavené vezikuly bezne pozostavajtce z fosfolipidovych dvojvrstiev,
ktoré maju amfifilny charakter. Fosfolipidova dvojvrstva obsahuje zapuzdrenie hydrofébnych
zluCenin v dvojvrstvovej membrane alebo hydrofilnych molekil vo wvnutornej dutine
(Corradini, Mancinia, Bello, 2004). Okrem toho, v =zavislosti na zlozeni, velkosti a
povrchovych charakteristikdch fosfolipidov, mézu lipozoémy interagovat’ s molekulami a
bunkovymi povrchmi v okolitom roztoku (Ahmed, Farah, Kellaway, 1985). Tieto vlastnosti
umoznuju Sirokospektralne pouzivanie lipozémov ako modelov biologickych membran, ako aj
nosicov lie¢iv a inych ¢inidiel terapeutickej, diagnostickej a kozmetickej hodnoty (Forssen
a Willis, 1998). Pouzitie fosfolipidového povlaku ako stacionarnej fazy v kvapalinovej
chromatografii vedie k $tadiu interakcii rozpustenej membrany a v mensej miere k dosiahnutiu

niekol’kych separacii rozpustenej latky (Gomez-Hens a Fernandez-Romero, 2005).
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Hydrofilna hlavicka

Hydrofoébny chvostik

Obr. 7: ZloZenie lipozomu (prevzaté a upravené z

https://www.upjs.sk/public/media/4354/Biofyzikal0.pdf)

Je zname, Ze polomer alebo zakrivenie lipozoémov signifikantne ovplyviuje fyzikalno-
chemické vlastnosti lipidovych dvojvrstiev. Napriklad malé unilamelarne vezikuly (SUV)
vychadzajtice z velkych zakrivenych kmenov vykazuja SirSi gélovy az kvapalny krystalicky
fazovy prechod (Sheetz a Chan, 1972) a silnejSie interakcie s peptidmi v porovnani s
lipozémami vacsich priemerov (Matsuzaki, Takaishi, Fujita, Miyajima, 1991; Beschiaschvili a
Seelig, 1992). Vo farmaceutickych aplikaciach st enkapsulacia liecku a spravanie in vivo
vysoko zavislé od velkosti vezikul (Nagayasu, Uchiyama, Nishida, Yamagiwa, Kawai,

Kiwada, 1996; Uchiyama, Nagayasu, Yamagiwa, Nishida, Harashima, Kiwada, 1995).

Velkostna distribucia lipozomov je bezne ur¢ovana metédou dynamického rozptylu svetla
(DLS) a elektronovou mikroskopiou. Tieto techniky su vSak ¢asovo naroc¢né, a preto nie su
vhodné pre systémy, v ktorych sa velkost’ ¢astic rychlo meni. Dobrymi prikladmi st agregacia,
fuzia a mobilizdcia lipozomov indukovanych peptidmi a inymi cinidlami, napr.
polyetylénglykol. Lipozémy nie s opticky homogénne cCastice. Zistilo sa, Ze celkovy objem

lipozoémov je recipro¢ne umerny zakalu pri 450 nm (Bangham, Gier, Greville, 1967).
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1.5.1 Lipozomy a CE

Kapilarna elektroforéza vyzaduje vel'mi malé mnozstvo lipozoémov a vzoriek, ¢o je obzvlast
vyhodné pri pouziti vzacnych typov/zlozeni membran. CE je vhodna a flexibilna pri pouZzivani
ro6znych rezimov; CE ma schopnost’ vyuzivat’ lipozémy nielen ako stacionarnu fazu, ale tiez
ako pseudo-stacionarnu fazu jednoduchym spdsobom bez potreby ich imobilizacie, ktora by
mohla zni¢it’ ich biologicku nativnu Struktiru. V poslednom ¢ase sa zistilo, ze lipozOmy maju
rozne aplikacie v CE, vratane ich pouzitia ako povlaky kapilar (Cunliffe, Baryla, Lucy, 2002;
Manettoa, Bellini, Deyl, 2003; Ornskov, Ullsten, Soderberg, Markides, Folestad, 2002;
Hautala, Linden, Wiedmer, Ryhaen, Saily, Kinnunen, Riekkola,2003) alebo pseudostacionarne;j
fazy (Wiedmer, Burns, Agbodjan, Khaledi, 2002; Burns a Khaledi, 2002) na dosiahnutie
separacie rozpustenej latky alebo na skimanie interakcii rozpustenej membrany. Hjerten,
Zhang, Zhang, Hjerten, Lundahl boli prvymi, ktori pouzivali lipozomy v CE na $tadium ich
interakcii s modelovymi lieckmi a dvomi oktapeptidmi (Zhang, Hjerten, Lundahl, 1995).
Interakcie a transport malych molekul cez bunkové membrany boli simulované a Studované
pomocou technik CE (Breyer, Howard, Raje, Allison, Apkarian, Brown, Strasters, 2003;
Manetto, Bellini, Deyl, 2003; Mohamed, 2000).

Ako pseudo-stacionarne fazy pre elektrokinetick chromatografiu (EKC) sa pouzivaji r6zne
ionové nosice, ako su MEKC (Terabe, 1989), vysokomolekulové micely (Ozaki, Terabe |,
Ichihara, 1994; Wang a Warner, 1994), mikroemulzné EKC (MEEKC) (Watarai, 1991,) a
dendriméry (Tanaka, Fukutome, Hosoya, Kimata, Araki, 1995). Z tychto technik sa najcastejsie
vyuziva micelarna EKC (MEKC), ktora pouziva roztoky miciel ibnovych povrchovo aktivnych
latok, ako je dodecylsulfat sodny (SDS). Tato metdda umoziiuje rozliSenie rozpustenych latok
na zaklade ako elektroforetickych tak aj chromatografickych procesov, ¢o umoziuje oddelenie
dokonca elektricky neutrdlnych zli€enin. PouZitel'nost MEKC sa vSak €asto obmedzuje na
zliceniny s nizkou molekulovou hmotnostou, ktorych hydrofobicita nie je extrémne vysoka

(Terabe, Miyashita, Shibata, Barnhart, Alexander, Patterson, Karger, Hosoya Tanaka, 1990).
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2 Ciel’ prace

Ciel'om tejto prace bolo vytvorit’ a otestovat’ metodu pre analyzu amfifilnych latok pomocou
elektrokinetickej chromatografie, optimalizovat' tato metoédu pre analyzu mykotoxinov,
konkrétne ochratoxinu a otestovat rézne zlozenie pseudostacionarnej fazy. Nasledne
analyzovat’ pomocou tejto metody ochratoxin extrahovany z biologického materialu, v ktorom
sa tento prirodzene vyskytuje. Pre pripravu ochratoxinu boli pouzité kulttry plesni rastucich za

kontrolovanych podmienok na zite ozimnom.
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3 Experimentalna cast’

3.1 Pristrojové vybavenie

e CE systém Agilent Technologies : Model 7100, USA, viz Obr.8
o DAD detection (diode array detection) detekcia pri vinovych dizkach 200 nm, 238
nm a 350 nm, rychlost zaznamenavania 4 Hz; plné spektrum (200 — 600 nm)
snimanie rychlosti 0,5 Hz

o software : 3D CE Chemstation

Agilent Technologies 7100 Capitary Sictrephoresis

Obr.8: Kapilarna elektroforéza 7100 CE od Agilent Technologies
e kremenné separacné kapilary s polyimidovym povlakom (50 um 1.D./375 um O.D.,
32,5/24 cm celkova dizka (ltot)/efektivna dizka (leff)) Polymicro technologies, USA
e analytické vahy KERN AEJ, Nemecko
e ultrazvukovy kapel’ SONOREX DIGITAL 10P, BANDELIN, Nemecko
e pH meter — XS PC8, Taliansko

e centrifaga Eppendorf — mini Spin plus, Nemecko
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3.2 Chemikalie

Pre pripravu lipozémov

e cholesterol — p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko

e 2-oleoyl-1-palmitoyl-sn-glycerol 3-phosphocholine (POPC) - 99% (TLC) p.a., Sigma-
Aldrich, Steinheim, Nemecko

e 1,2-diacyl-sn-glycerol-3-phospho-L-serine — (POPS) p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemecko

Pre pripravu pufrov

e fosfore¢nan trisodny dodekahydrét p.a. — Penta, Praha, Ceska republika
e hydrogen fosfore¢nan disodny dodekahydrat — Penta, Praha, Ceska republika
e dihydrogen fosfore¢nan sodny dodekahydrat — Penta, Praha, Ceska republika

Dalsie chemikalie
e hydroxid sodny — Mach chemikdlie s.r.o, Slezska Ostrava, Ceska republika

e methanol HPLC gradient grade — J.T.Baker

e chlorofom — p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko

Mikroorganizmy

e Aspergillus ochraceus Wilhelm - CCM F-269 (Ceska zbierka mikroorganizmov),
Masarykova univerzita, Ceska republika
o Aspergillus melleus Yukawa - CCM 8002, Masarykova univerzita, Ceska republika

e zasobny roztok (100 pg/ml ) Standardu OTA - Romer Labs Deutschland GmbH,

Nemecko
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Vzorky

e 7ito ozimné, Bio Harmonie, Staré mesto, Ceska republika
e ovsené vlocky, Zdravi z prirody, Velka Britania

e otruby, Zdravi z prirody, Velka Britania
3.3 Priprava vzoriek

Huby boli kultivované na 10 ml kultivaénom Sabouraud agarovom médiu a nasledne
izolované zo Zita ozimného. 25 g zita ozimného bolo pridanych do 25 ml vriacej vody, na ktoré
boli po vychladnuti zdmerne ockované mikroorganizmy Aspergillus ochraceus Wilhelm a
Aspergillus melleus Yukawa (Ceska zbierka mikroorganizmov oznaéenia F-269 a 8002) v
Erlenmeyerovych bankach vyplachnutych vriacou vodou. Kultivacia prebiehala pri tychto
podmienkach: teplota 30 °C, voIny pristup vzduchu, 20 dni. Kultury boli inkubované bez
mieSania poc¢as 20 dni. 50 ml kultivaéného média SAB sa trikrat extrahovalo so 100 ml
chloroformu. 25 g htib obsiahnutych razného zrna sa zhromazdilo v maltach a pridalo sa 25 ml
chloroformu s 1% HCL. Trenim sa vytvorila hladka zmes a nasledne sa prefiltrovala cez dvojita
vrstvu filtraéného papiera. Ziskalo sa priblizne 15 ml filtratu. Filtrat sa trikrat extrahoval 30 ml
chloroformu s 1% HCL. Chloroform sa d’alej odparil vo vakuu a vysledny film sa rozpustil v
20 ml metanole. Metanolicky extrakt sa d’alej rozdelil na polovicu a odparil sa pod miernym
pradom vzduchu do sucha. Na kone¢né rozpustenie sa pouzilo 1 ml vody alebo metanolu. Takto

pripravené roztoky boli nasledne pouzité pre pripravu vzoriek pro LEKC.
3.4 Priprava lipozomov

Pre pripravu lipozomov sa pouzivali tieto lipidy: 1-palmitoyl-2-oleoylglycero-3-fosfocholin,
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfo-L-serin, a cholesterol zo zasobného roztoku,
rozpusteného v chloroforme o koncentracii 20 mM. Napipetovalo sa odpovedajice mnozstvo
zasobnych roztokov lipidov na pripravu 1 ml 4mM roztoku lipozému. Chloroform bol najprv
vysuseny jemnym prudom stlac¢ené¢ho vzduchu a nasledne sa lipidovy film dal cez noc do vakua
(pre Uplné odstranenie chloroformu). Pridal sa 1 ml pufru 10 mM fosfore¢nanu sodného o pH®6.
Hodnota pH zasobného roztoku pufru bola upravena pomocou HCI 1 M. Nasledovalo 60 min
zahriatie na 60 °C za staleho miesania, ¢im vznikli multillamelarne lipozémy. Na vycirenie

roztoku lipozémov sa pouzil ultrazvuk pri kontrolovanej teplote pod 35 °C. Takto vznikli
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unilamellarne lipozémy ktoré sa prefiltrovali cez 0,4um filter PVDF (polyvinyldéndifluridova
membrana) pre uplné odstranenie prachovych a inych castic. Takto vzniknuty zasobny roztok
pre LECK o0 koncentracii 4 mmol.dm-3 fosfolipidov sa pred samotnou analyzou d’alej riedil

pufrom na vyslednu koncentraciu 0,15 mmol.dm™,

Jednotlivé testované lipozomalne systémy boli pripravené v tychto molarnych pomeroch:
25% cholesterol + 25% POPS + 50% POPC, 50% cholesterol + 25% POPS + 25% POPC, 25%
POPS + 75% POPC.

3.5 CZE metoda

Na kapilarnu zonovu elektroforézu (CZE) sa pouzili pufry pH 3, pH 6, pH 11 bez lipozémov.
Dalsie podmienky st rovnaké ako pri LECK metdde popisane v kap. 3.6. Pomocou CZE nebol
ochratoxin separovany od inych latok v extrakte a pik OTA bol nestabilny. Ked” sa pouziju
roztoky lipozémov, je mozné dosiahnut’ odlisné migraéné spravanie vd’aka rdznym interakciam

medzi mykotoxinmi a lipozomami. Preto bola LEKC metdda zvolend pre tuto pracu.
3.6 LECK metoda

Pomocou lipozomalnej elektrokinetickej kapildrnej elektroforézy boli analyzované
mykotoxiny extrahované z kultar hub Aspergillus ochraceus Wilhelm a Aspergillus melleus
Yukawa. Negativne nabité lipozomové disperzie s roznymi zwitterionickymi/negativne
nabitymi lipidmi boli aplikované na stanovenie reten¢nych faktorov (k) mykotoxinov.
Lipozomové disperzie pozostavali z tychto molarnych pomerov: 25% cholesterol + 25% POPS
+50% POPC, 50% cholesterol + 25% POPS + 25% POPC, 25% POPS + 75% POPC. Separacie
mykotoxinov boli vykonavané v BGE, riedeného fosfolipidmi a pufrom 10 mM fosfore¢nanu

sodného, pH6 na vysledni koncentraciu 0,15 mmol.dm®,

Pri obidvoch metddach sa pouzila kapilara potiahnuta polyakrylamidom, celkovej dizky 32,5
cm, efektivnej dizky 24 cm pri napiti 20 kKV. Konstantna teplota kapilary bola udrziavana na
20 °C. Davkovalo sa hydrodynamicky pri tlaku 50 mbar po dobu 10 s. Pohyblivost’ lipozomov

bola stanovena s pouzitim antracénu ako markera mobility pseudostacionarnej fazy.
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Vystupom analyzy bol elektroforegram.
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Obr.9 : Elektroforegram ochratoxinu pomocou LECK
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4 Vysledky prace a diskusia

4.1 Produkcia OTA pomocou inokulovaného zita ozimného

Na kultivaciu hab pouzitych pre inokulaciu bolo pouzitych 10 ml agarového Sabouraud
média, ktoré pri laboratornej teplote vydrzali az mesiac v dobrej kondicii a rast hiib trval o nieco
dlhsie ako rast na zite ozimnom. Do 25 g zita ozimného bolo pridanych do 25 ml vriacej vody,
na ktoré boli po vychladnuti zadmerne ockované mikroorganizmy Aspergillus
ochraceus Wilhelm a Aspergillus melleus Yukawa v Erlenmeyerovych bankach vyplachnutych
vriacou vodou. Kultivacia prebiehala pri tychto podmienkach: teplota 30 °C a vol'ny pristup

vzduchu. Kultary boli inkubované bez miesania pocas 20 dni.

Takisto sa pouzilo 25 g ovsenych vlociek a otrub pri rovnakych podmienkach ako pri zite
ozimnom. Cisté kultary boli nahradené mikroorganizmamy spdsobujicimi kvasenie, ¢o viedlo
Kk potlaceniu rastu inokulovanych plesni. Prva generacia bola netispes$na z viacerych dovodov,
napriklad nedostatocnd sterilizacia, vyber rastlinnych substratov, nedostatocny pristup

vzduchu, preto sa analyzovali vzorky z druhej kultivacie, kde bol uz rovnomernejsi a lep$i rast.

Pri raste hub na zite ozimnom st patrne malé morfologické rozdiely. Z literatury je mozné
vycitat', Zze kolonie Aspergillus ochraceus Wilhelm rasta 0 nieco rychlejsie a to az 45 az 55 mm
za 7 dni ako kolonie Aspergillus melleus Yukawa (Kwon-Chung, Bennett, John E. 1992).
Kolonie Aspergillus melleus Yukawa st svetlejSie a vyssie ako kolonie Aspergillus ochraceus
Wilhelm, ktoré st tmavsie a intenzivnejSie. Napriek spareniu a inokulacii zacala ¢ast’ semien
kli¢it’, ¢o znamenad, Ze pleseii nebola schopna rychlo znicit’ semena a to potvrdilo pomaly rast.
Pocas nasej kultivacie vzorky 8002 na Zite ozimnom narastla horna chlpata sivo-biela vrstva
konidii huby Aspergillus melleus Yukawa a vytvorila sa medzera medzi semenami zita. Spodna
vrstva zfn nevytvarala chlpatt vyssiu vrstvu, ale mala tmavo sivo-zelené sfarbenie. Vzorky
8002 boli po filtracii intenzivnejSie sfarbené do zlta ako vzorky F-269, koncentracie vzorky

8002 boli vicsie, ¢o znamena, ze tato huba Aspergillus melleus Yukawa produkuje viac OTA.
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Obr.11 : Kultivacia huby Aspergillus ochraceus Wilhelm, fotené v defi zberu a extrakcie
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4.2 Optimalizacia separacného systému

Separacie mykotoxinov boli vykonavané v BGE, pozostavajuceho z fosfore¢nanu sodného
0 iénovej sile 10 mM a pH 3, pH 6 a pH 11. Najprv sa skimal u¢inok pH tlmivych roztokov
pouzitych v BGE na OTA a lipozomy. BGE pH 3 mal nizky EOF, OTA bol malo disociovany
a dosledkom toho bola pomalé analyza. BGE pH 11 mal naopak vysoky EOF ale nestabilny pik
OTA anestabilné lipozomy a tym padom vysoky Sum. NajlepSie podmienky pre separaciu OTA
sa ziskali pri pH 6 a toto pH bolo pouzité v d’alSich analyzach.

Tento BGE bol pouzity aj v kombinacii s 4mM lipozomami tychto molarnych zlozeni : 25%
cholesterol + 25% POPS + 50% POPC, 50% cholesterol + 25% POPS + 25% POPC, 25%
POPS + 75% POPC. Vzorky boli riedené 10x s pufromi pH 3, 6, 11 na celkovy objem 100 pl.
tiomocovina bola riedena 100x zo zasobného roztoku 5 mg/ml na vysledna koncentraciu 0,05
mg/ml tiomocoviny. Z dovodu nestability piku OTA bola d’alsia séria vzoriek riedena rovnako
ale s pridanim lipozémov vyssie uvedenych molarnych zlozeni a kombinacii. Takto nariedené

vzorky boli pouzité pre vSetky analyzy uvedené d’ale;j.

Postupnym testovanim sa rovnako dospelo k d’alej uvedenym podmienkam analyzy.
Déavkovalo sa hydrodynamicky pri tlaku 50 mbar po dobu 10s. Pred kaZzou analyzou bolo
nastavené premyvanie kapilary destilovanou vodou a hydroxidom sodnym 10min. Kremenna
kapilara bola potiahnuta polyimidom, celkovej dizky 32,5 cm, efektivnej dizky 24 cm. Analyza
prebichala pri separaénom napiti 20 kV. DiZka analyzy bola nastavena na max 7 min. UV
spektra Standardov OTA a vzoriek boli DAD detektorom s maximom pri absorbancii 335 nm.
Pre optimalizaciu metody boli pouzité extrakty OTA z kultivacie z dovodu vysokej ceny
a malého dostupného mnozstva Standardu OTA, preto bol Standard pouzity az pri

optimalizovanych systémoch.
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4.2.1 Elektroforetické mobility OTA

Vzorky V MeOH V H.0

8002 l. l.

F269 l. l.

Tabul’ka 1: Popis vzoriek 1. a Il. sady rozpustenych v metanole alebo vo vode

I. a II. vZdy udavaja sadu kultivacii.

Retencné faktory k sa vypocitali z acinnych elektroforetickych pohybov analytov v
podmienkach LEKC a CZE a z u¢innych elektroforetickych pohybov lipozémov, ktoré urcila

CZE.
(kr - Ho)
k= et
( Hiipo ~ Hr)

(4)

kde pr je elektroforeticka mobilita OTA v lipozomoch, wo je elektroforetickd mobilita OTA

v pufria piipo je elektroforeticka mobilita lipozomov.
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4.2.1.1 Elektroforetické mobility OTA v lipozomoch zloZenia 25%POPS +
75%POPC

-2E-09
-7E-09
-1,2E-08
-1,7E-08

-2,2E-08

EOF v m2vis-1

8002 8002 H20 8002 8002H20 F269 F269H20 F269 F269 H20
MeOh I. I MeOh II. Il. MeOh I. I MeOh II. Il.

Graf 1 : Elektroforetické mobility OT A zistené metédou LECK

Na grafe ¢.1 st znazornené elektroforetické mobility OTA v lipozémoch molarneho zloZenia
25% POPS a 75% POPC metodou LECK. Pri vzorke F-269 neboli detekované ziadne piky,
preto tento systém lipozomov nebol vhodny na optimalizdciu metddy analyzy OTA. Retenény
faktor tohto systému je 0,169, ¢ize OTA sa do lipozomov rozpustal pomerne malo. SD

u vsetkych tychto systémov st pomerne vysoké a kolisaju v zavistlosti na vzorke.
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EOF v m2vis-1
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Graf 2 : Elektroforetické mobility OTA stabilizovaného lipozoémami v BGE bez lipozomov

Na grafe ¢. 2 st znazornené elektroforetické mobility OTA rozpustenym v v BGE bez
lipozoémov. Pri prvej vzorke 8002 rozpustenej v pufri a v metanole nebol detekovany Ziadny

pik, ¢o signalizovalo nestabilitu systému. Dalej sa s tymito lipozémamy nepracovalo.

4.2.1.2 Elektroforetické mobility OTA v lipozomoch zloZenia 50%cholesterol +
25%POPS + 25%POPC

-1E-09
-6E-09
-1,1E-08
-1,6E-08
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EOF v m2V-ts-t
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Graf 3 : Elektroforetické mobility OTA zistené metodou LECK
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Na grafe ¢. 3 st zndzornené elektroforetické mobility OTA v lipozémoch molarneho
zlozenia 50% cholesterol + 25% POPS a 25% POPC metédou LECK. Pri prvej vzorke 8002
rozpustenej v lipozomoch a v metanole neboli detekované Ziadne piky, preto tento systém
lipozomov takisto nebol vhodny na optimalizaciu metody analyzy OTA. Retencny faktor tohto

systému je 0,186, je vyssi nez predchadzajuci systém, ale stale to signalizuje nizku mieru

-3E-09
-8E-09
-1,3E-08
-1,8E-08

-2,3E-08

interakcie.

EOFvm2Vis-1

8002 8002H20 8002 8002H20 F269 F269H20 F269 F269 H20
MeOh I. I MeOh II. Il. MeOh I. I MeOh II. Il.

Graf 4 : Elektroforetické mobility OTA stabilizovaného lipozomami v BGE bez lipozémov

Na grafe €. 4 st zndzornené elektroforetické mobility OTA v pufri bez lipozémov. Pri prve;j
vzorke 8002 rozpustenej v metanole neboli detekované Ziadne piky, preto tento systém

lipozémov nebol vhodny na optimalizaciu metody analyzy OTA.
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4.2.1.3 Elektroforetické mobility OTA v lipozémoch zloZenia 25% cholesterol +
25%POPS + 50%POPC
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Graf 5 : Elektroforetické mobility OTA zistené metédou LECK

Na grafe ¢. 5 st znazornené elektroforetické mobility OTA v lipozoémoch molarneho
zloZenia 25% cholesterol + 25% POPS a 50% POPC metodou LECK. Tento systém lipozomov
sa preukazal ako najucinnejSi na separaciu OTA. Malé odchylky hodndt elektroforetickych
mobilit naznacuju stalost’ systému a preto tieto lipozomy boli urené na analyzu OTA.
Retencny faktor bol ovplyvneny zlozenim lipozoémov a jeho hodnota je 0,375, ¢o je najvyssia
hodnota k spomedzi lipozomalnych systémov a signalizuje to najvyssiu mieru interakcie OTA
— lipozémy, ¢o je predpoklad pre ucinnu separdciu v LECK. SD boli daleko nizsie ako

u predchadzajucich dvoch systémov.
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EOF v mZVvils-t
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Graf 6 : Elektroforetické mobility OTA stabilizovaného lipozoémami v BGE bez lipozomov

Na grafe ¢. 6 st znazornené elektroforetické mobility OTA v pufri bez lipozémov. Pri
vSetkych vzorkach boli zaznamenané piky a mdézeme ztoho vyvodit, Ze dané zlozenie

lipozémov funguje dobre aj ako stabilizator vzoriek pre kapilarnu zonovu elektroforézu.

4.3 Kalibra¢na krivka OTA
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Obr.12 : Kalibra¢na zavislost’ plochy piku na koncentracii OTA
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Rovnica linearnej regresie : y = 1,1265x + 0,0584

Koeficient determinécie rovnice linearnej regresie kalibra¢nej zavislosti: R* = 0,9949

Vypocet koncentracie OTA z uvedenej rovnice linearnej regresie kalibrac¢nej zavislosti:

_ (¥ —0,0584)
1,1265

; kdey je plocha piku

Limity detekcie a kvantifikacie boli vypocitané zo smernic kalibracnych priamok podla kritérii
3 x S/N (signal/Sum) pre LOD a 10 x S/N pre LOQ. Limit detekcie pre OTA bol 0,577 ug/ml

limit stanovitel'nosti bol 1,22 pg/ml ¢o je v poriadku lebo nase vzorky s nad 3 pg/ml.

Kalibracna krivka je zostrojena iba z metédy LECK, pretoze v pufri neboli stabilné

a opakovatel’ne meratel'né plochy pikov.

4.4 Koncentracie OTA v zite ozimnom

Vypocet koncentracie OTA z kalibra¢nej zavislosti vid'. kapitola 4.3 .

Koncentracia OTA Koncentracia OTA
Vzorky v lipozémoch, v v pufri, v pg/ml

ug/ml
8002 MeOh I. 5,72 4,42
8002 MeOh II. 6,25 6,25
8002 H2o0 . 4,92 4,92
8002 H2o . 12,02 9,12
F269 MeOh I. 4,71 4,95
F269 MeOh II. 3,59 3,41
F269 H20 I 4,24 4,06
F269 H2o Il 3,74 3,17

Tabulka 2 : Koncentracie OTA v Zite ozimnom Zzistené kapilarnou elektroforézou s BGE
osahujucim lipozomy (LEKC) / bez lipozémov (CZE); lipozomy boli pouzité ako stabilizator

vzorky OTA v obidvoch pripadoch
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Koncentracie OTA v lipozdmoch/v pufri
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Graf 7 : Koncentracie OTA jednotlivych vzoriek rozpustenych v lipozomoch / v pufri

Na grafe ¢. 7 st zndzornené rozdiely v koncentracidch OTA rozpusteného v lipozoémoch
alebo rozpusteného v pufri so znazornenymi smerodatnymi odchylkami. Z grafu je zrejmé, ze
v pufri je menej OTA ako v lipozomoch, pretoze lipozomy udrzia lepSie OTA v roztoku.
V lipozémoch sa OTA stéle rozpust’al, narozdiel od pufru, kde to bolo narocnejsie. Na zaklade
vysledkov sme zistili, Ze lipozomy su vyhodnejSie systémy na detekciu a separaciu OTA
(LEKC metoda) ako BGE bez lipozomov (CZE metoda) s lipozomami pouzitymi iba pre
rozpustenie davkovanej vzorky. V lipozomoch sme priemerne detekovali 0 6,4% viac OTA ako
v pufri a priemerna SD byla 0 1,2 % vysSia. Pocas nasej $tadie sme zistili, ze vzorka 8002, Cize
huba Aspergillus melleus Yukawa produkuvala priemerne o 50 % viac OTA ako vzorka F-269,

huba Aspergillus ochraceus Wilhelm.

Na grafe ¢. 7 su znazornené koncentracie OTA v jednotlivych vzorkdch metédou LECK so
smerodatnymi odchylkami. Nie je moZné jednoznacne urcit’ kde sa OTA lepSie rozpustal
a separoval, ¢i vo vode alebo v metanole. Narozdiel metody LECK, ked’ bol OTA rozpusteny
iba v pufri, vo vzorke 8002 boli detekované vyssie koncentracie OT A ked’ bol OTA rozpusteny
vo vode, naopak pri vzorke F-269 boli detekované vyssie mnozstva OTA rozpusteného

v metanole.
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4.4.1 Celkova koncentracia v Zitnom zrne

25 g hab obsiahnutych razného zrna sa zhromazdilo v maltach a pridalo sa 25 ml
chloroformu s 1% HCL. Trenim sa vytvorila hladka zmes a nasledne sa prefiltrovala cez dvojita
vrstvu filtratného papiera. Ziskalo sa priblizne 10-15 ml filtratu. Filtrat sa trikrat extrahoval 30
ml chloroformu s 1% HC1. Chloroform sa d’alej odparil vo vakuu a vysledny film sa rozpustil
v 20 ml metanolu. Metanolicky extrakt sa d’alej rozdelil na polovicu a odparil sa pod miernym
prudom vzduchu do sucha. Na kone¢né rozpustenie sa pouzilo 1 ml vody alebo metanolu. Na
celkové zakoncentrovanie OTA sa s€itali vysledné koncentracie OTA zo vzoriek rozpustenych

v H20 a MeOH.
Vypocet:
VysuSeny extrakt bol rozpusteny v 1 ml H2O a v 1 ml metanole.
10 pl extraktu vo vzorke = 100 ul vzorky

Napr. : Vzorka 8002 v lipozémoch, I. v MeOH + I. v H20

_572g+492 g _ 106,1.10-6g _ ] o
c= o S 9=42.10° g/g zita 0zimného

c=4,2 ug OTA/1 g zita

Koncentracia Koncentracia OTA

Vzorky OTAv v pufri

lipozdmoch v v ugl/g

pelg

8002 I. 4,2 3,7
8002 . 7,3 6,2
F-269 I. 3,6 3,6
F-269 1. 2,9 2,6

Tabul’ka 3: Celkové koncentracie OTA v lipozomoch / v pufri I. a 1l. sady vzoriek
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Graf 8 : Rozdielne koncentracie extraktu OTA analyzovanych v lipozomoch / v pufri

Na grafe ¢.8 su znazornené rozdiely v koncentraciach extraktu OTA rozpusteného vzdy
Vv lipozomoch analyzovaného v BGE s lipozémami a v BGE bez lipozémov / v pufri. CZE
analyzy boli vemi nestabilné a lipozomy boli nutné minimalne ako stabilizator OTA vo
vzorke. Z grafu je zrejmé, ze v pufri bolo menej OTA ako Vv lipozémoch, pretoze lipozoémy
stabilizuji OTA v roztoku. Lipozémy molarneho zlozenia 25% cholesterol + 25% POPS a 50%
POPC preukazali nejlepsiu stabilitu a najvyssi retenény faktor v ramci testovanych zloZeni

membrany preto st vhodné pri analyze OTA LECK metddou.

Pomocou metédy HPLC boli sledované koncentracie OTA rdéznymi vedcami ako napr.
Aragués, Gonzalez-Pefias a Lopez de Cerain (2005) zo Spanielska zistili v ich $tudii, Ze 19 z
21 vzoriek obilnin bolo zistenych kontaminovanych OTA so strednou hladinou 0,265 ng/kg. V
d’alsej studii Roscoe, Lombaert a Huzel (2008) hlasili pritomnost OTA u 53 zo 156 (35%)
vzoriek cerealnych ranajok do 1,4 pg/kg. Villa a Markaki (2009) uviedli pritomnost OTA u 33
z 55 (60%) ranajkovych cerealii v priemernej hladine 0,18 pg/kg. Vo Franciizsku Molinié,
Faucet, Castegnaro a Pfohl-Leszkowicz (2005) zistili OTA v 31 zo 45 vzoriek obilnin do 8,8
pg/kg. Rozdiely v obsahu OTA v zrnach obilnin mézu byt spdsobené odlisnym zrnom, ktoré
sa pouziva v rdznych pomeroch v chleboch alebo ranajkovych ceredlidch. Vo vSeobecnosti sa
vSak predpokladd, Ze chlieb vyrobeny z kukurice je CastejSie kontaminovany ako pSeni¢ny
chlieb (Duarte, Bento, Pena, Lino, Delerue-Matos, Oliveira, 2010). V nasich umelo
kultivovanych médiach su vytazky OTA priblizne 1000 krat vyssie ako hodnoty tychto
vysledkov.
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Pouzitie LECK met6dy ma oproti HPLC vyhodu pouzitia stale Cerstvej pseudostacionarnej fazy
ktorej zlozenie je laditeI'né S réznym zlozenim zmesi mykotoxinov S moznostou dédvkovania
malych objemov, takisto aj ddvkovanie nizSich objemov vzoriek. HPLC metdda ma lepSiu
citlivost’ ale zavedenie fluorescencnej detekcie pocas LECK analyzy umozii zySenie citlivosti
0 nieckol’ko radov. To by malo byt dostato¢né, kedze na dosiahnutie detekcie limitu OTA
povoleného v potravinach bude pre prezentovanu LEKC metodu potrebné aspon o dva rady

vyssiu citlivost.
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5 Zaver

Ochratoxin A (OTA) je toxicky metabolit produkovany hubami Aspergillus a Penicillium
aje znamy svojimi karcinogénnymi, nefrotoxickymi, teratogénnymi, genotoxickymi a
imunotoxickymi vlastnostami Vv zivo¢iSnych bunkach. LCudia su citlivejsi na jeho nefrotoxické
ucinky. Je klasifikovany ako skupina 2B - mozny karcinogén ¢loveka, preto je dolezité sledovat’

jeho mnozstvo v potravinach.

Ciele tejto prace boli okrem spracovania poznatkov tedrie o mykotoxinoch hlavne
vytvorenie atestovanie metdody pre analyzu amfifilnych latok pomocou elektrokinetickej
chromatografie a optimalizacia tejto metody pre analyzu ochratoxinu A. Dalsim cielom bolo
testovat’ rozne zlozenie pseudostacionarnej fazy, konkrétne lipozoOmov. Nasledne analyzovat
pomocou tejto metody ochratoxin extrahovany z biologického materialu, v ktorom sa
prirodzene ochratoxin vyskytuje. Pre pripravu ochratoxinu boli pouzité kulttry plesni rastticich

za kontrolovanych podmienok na zite ozimnom.

Ako najucinnejsie a najstabilnejSie lipozomy na separdciu ochratoxinu A metodou LECK
boli preukdzané lipozomy molarnych zloZeni 25% cholesterol + 25% POPS + 50% POPC.
Testované boli aj lipozoémy molarnych pomerov 25% POPS + 75% POPC a 50% cholesterol +
25% POPS +25% POPC, avsak vykazovali horSie parametre separacie a opakovatelnosti

merani.

Lipozomalna elektrokineticka kapilarna elektroforéza patri medzi novsie metddy a tento
spdsob analyzy ochratoxinu A predtym nebol testovany. Oproti HPLC metdéde ma nevyhody aj
vyhody. Nevyhodou je horsia citlivost. Vyhodou LECK metddy je pouzitie stile Cerstvej
pseudostacionarnej fazy, ktorej zloZenie je laditeI'né a d’alej taktieZ S moznostou davkovania

vel'mi nizkych objemov.
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[ Zoznam pouzitych symbolov

M micro, 10°°

BGE  zakladny elektrolyt

CE kapilarna elektroforéza

CZE  kapilarna zonova elektroforéza

HPLC vysokoucinna kvapalinova chromatografia

LECK lipozomalna elektroforetickd kapilarna elektroforéza
LOD limit detekcie

LOQ limit kvantifikacie

OTA ochratoxin A

TLC  tenkovrstvova chromatografia

\Y volt, zdkladnd jednotka napétia v sustave SI
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