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Vynélez se tyka zplscbu stanoveni aflatoxinii radio- | Jmin % 103
imunologickou analyzou, p¥i které se jako tritiova- i/min X
ného radioligandu pouZije (2,3—3H) aflatoxinu—Bz 23

vzorce I.
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Zplsob umoZiiuje stanoveni pikogramovych mnoZ-
stvi viech aflatoxind jako celku vyskytujicich se v
biologickych materidlech. ) -
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Vynélez se WR& zplsabu stanoveni aflatoxind ra-
" dioimunologickou analyzou.

Aflatoxiny jsou toxické metabolity plisni rodu
Aspergillus, plsobfci pFedeviftm jako jaternf toxiny,

" karcinogeny, taratogeny a mutageny. Zatim se ja-

ko nejtoxiCt&jsi z nich se jevi aflatoxin—B1 vzorce I

0

t

.chy

0 0 ‘ OCH3

- ktery je produkovédn plisn&mi Aspergillus flavus a

Aspergillus parasiticus.

. Uvedené plisn& a jejich toxické metabolity se vy-
skytuji v nejriznéj$ich zemé&dé&lskych a potravinaf-
skych produktech p#i b&¥ném zplsobu zpracovén! a
skladovéni (seno, sldma, zrniny, krmnd moutka
a granuldty, mouka, su$ené mléko apod.). Z té&ch-
to produktli pfechézeji mykotoxiny do zviFat, kon-
taminuji mléko, maso a transplacentdrné pFechédze-
ji dokonce i do mladat. Z&vaZnd je skutefnost,
Ze tyto mykotoxiny se vyskytuji ve velmi, nizkgch
koncentracich a Ze pfiznaky, které vyvoldvajl, jsou
vieobecné, jako je sniZend spotieba potravy a poru-
riistu. Toxicky Géinek dosahuje LDso u aflato-
xinu-By 1 a¥ 10 mg/kg %ivé vahy zvifete, Prahové
davky kancerogennfho u&inku aflatoxinu—Bi jsou
5 /ug/kg pro krysu a 0,1 /ug/kg pro pstruha.

Geografické, distribuce aflatoxinu—Bi je velmi roz-
dilnd; nejvy33f koncenfrace byly nalezeny v néte-
rych tropickgch oblastech (100 a% 1000 ,ug/kg), pro
Evropu se uvadf hladina 50 aZ 150 /ug/kg Afla-
toxin—B1 je chemicky relativn® st4lé slougenina,

varem v neutrdlnfm prostiedi se prakticky neméni |
a dekontaminace je velmi obti¥nA.’ Sledovédnf hladi-

ny aflatoxinu—B1 je problém nejen potravinéisko -
veterind¥sky, ale i epidemiologicko - zdravotnicky.
Problém detekce a kvantitativniho stanoveni "afla.
toxini je FeSen jiZ Fadu let. V&t¥ina -dosud uZiva-
nych metod stanoven! je zaloZena na detekci nebo
kvantitativnim vyhodnoceni v UV oblasti. To v3ak
predpokldda jiZ jejich odd&lenf od velkého mnaZstvi
interferujfcich létek. Nejnov&j! fyzikéln&-chemickeé
metody chromatografické, kombinované s fluores-

‘cenénf detekci, dovoluji stanovit pomoc{ minikolon

70 ng aflatoxinu—B: ve vzorku (Holaday Ch. a
Landser J., Agricultural Food Chemistry 23, 1134
(1975)) nebo 05 fug/kg metodou vysokotlaké ka-
palinové chromatografie {Altex Chromatogram 1, 1-5
{1978) ), nebo subpikogramovd mno¥stvi metodou vy-
sokotlaké kapalinové chromatografie kombinovanou
s laserovou detekci [Diebold G. J., Zare R. N.; Scien-
ce 196, 1439 (1977)} a tenkovrstvou chromatografif
2 /ug/kg (Balzer ].; L. Assoc. Off. Anal Chem. 61
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584 (1978)). Uvedené metody majf své nevfhody,
protoZe jsou praené, dlouhotrvajici a vyZaduji vel
ké mnoZstvi vychoziho vzorku pro extrakci. Déle
postréadaji- citlivost a specifitu pro stanovenf stopo-
vych mno¥stvi aflatoxinG v biologickych -tekutinach
a tkénich, kde je mnoZstvi vzorkd &asto limitovéno.

Nové moZnosti stanoveni aflatoxind v nejrazn#jsich

biologickych materidlech poskytuji radioimunologic-
ké metody, Prvni radioimunologické 'stanoveni afla-
toxinu—B3 popsali Langone a Van Vunakisovd (].
Nat. Cancer Inst. 56, 591 (1976)). Imunisacf kralfkd
konjugédtem aflatoxinu—By ziskall tito autofi protil4t-
ky a pomoc!{ nespecificky tritiovaného aflatoxinu—
—Bi1 o specifické aktivit¥ 4,0 Ci/mmol vypracovali
postup pro Kkvantitativni stanoveni. Citlivost jejich
metaody je 75 pg/0,1 ml aflatoxinu-B1, v riiznych biolo-
gickych materidlech.
_ Podobn$ postup popsali Chu a Ueno (Appl. En-
vironment. Microbiology 33, 1125-/1977/), ktef! pouZi-
tim nespecificky tritiovaného aflatoxinu-B: o speci-
tické aktivits 13 C/mmol doséhli citlivosti pouze 200
a¥ 2000 pg v 0,5 ml kapalného vzorku.

Citlivost ka¥dé metody radlolmunoanalfrzy je li-
mitovéna -specifickou aktivitou pouZitého radioligan-
du. Tritiace na zédklad® vym&nné reakce, aplikmia-
nd v pfipadd aflatoxinu—Bi1, nemiZe zarudit spe-
cifické aktivity alespoii 25 Ci/mmol, minim&lng vy-
Zadované pro stanoveni orgénicknh sloudenin me-
todou radioimunoanalyzy.

Uvedené nedostatky odstrafiuje zpisob stanovenf
aflatoxin radioimunologickou analyzou podle vyna-
lezn, jeha% podstatou je, #e jako tritiovaného radio-
ligandu s pouZije (2,3—°'H) aflatoxiny—Bz vzorce I,

0

ktery se dé piipravit o specifické aktivit¥ minimélné
30 Ci/mmol a jehoZ pouZitim p¥ stanoveni aflatoxind
metodou radioimunoanalyzy se d& zvy3it citlivost této
metody aZ na 6 pg/0,1 ml vzorku.

Déale jsou uvedeny pifklady pouZitf (2, 3—31-1) afla-
toxinu—B: jako radioligandu p¥i stanovenf &ﬂatoxlnﬁ
v biologick?ch materialech

Pl‘-iklad 1
Stanoveni aflatoxinu v mléce
Vzorek mléka (asi 10 ml} se homogenisuje 2za-
hi‘atfm na ‘60 °C na vodn{ ldzni za promichavéni.
Ze vzorku se odpipetuje do % ml aglutina®nf zku-
mavky 10 ,ul, piidd se -100 ,ul protildtek (p¥i Fe-
d¥nf 1:3000) a 100 ,ul roztoku fritiovaného radio-
ligandu (2,3—%H) aflatoxinu—Bz o celkové aktivit®

'5—8000 i/min. Obsah zkumavky se promiché a nechd

ikubovat p¥i 4 °C do druhého dne.



Zkumavka. se pfenese do ledové l4zn&, pFidad se
05 ml 0,3% vodni suspenze aktivntho uhli (Norit),

promfchd se a bbsah se centrifuguje (asi 600 g}’

. 10 minut. Do lahvigky pro méfeni radioaktivity, ob-
sahujici 5 ml scintilaénfho roztokun, se odpipetuje
0,5 ml supernatantu a 2zmé&Fi se radioaktivita na
nukledrnim podéitadi. Zméfend radioaktivita vzorku
byla 1700 i/min, ¥emuZ odpovida podle grafu 30 pg
aflatoxinu. Uvedeny graf kalibra&ni kFivky je zndzor-
nén na piiloZeném vykrese, kde na ose x je uvede-
no mnoZstvi aflatoxinu v pg a na ose.y radioakti-
vita vzorku vyjddfena v impulsech/min.

Cely postup se provadf dvojmo a z psimé&rné hod-
noty stanovené radioaktivity se uréi obsah. aflatoxi- .

nu ode&tenim z kalibradni k#ivky, pfipravené zn&m¢ym
zpisobem, uvedené na grafu.

P¥iklad 2

Stanoveni aflatoxinu v krmivu

5 g krmiva se extrahuje 100 ml smé&sf aceton : vo-
da (80:15) po dobu 30 minut. Pevné zbytky se od-
dgli filtraci nebo centifugaci a rozpoustddlo se
odpafi k suchu. Zbytek se rozpusti ve 2 ml metano-

lu a alikvotn{ podil 10 /ul se pfidd do 2,5 ml fos-
fatového, pufru 0,05 M a pH 75 s pifdavkem 3%
hovéziho sérového albuminu. ’

Vlastni - stanoveni se provadf stejnym zplhsobem
jako v piikladu 1, ale s pouZitim: 100 /ul takto p¥i-
praveného roztoku. Zmé&Fend radioaktivita wvzorku
byla 1200 i/min, femu¥ odpovidd podle grafu 118 pg

-, aflatoxinu.

PREDMET VYNALEZU

Zptsob stancoveni aflatoxinfi radioimunologickou
analyzou, vyznadeny tim, Ze jako triAtlovaného radio-
" ligandu se pouZije (2,3—%H) aflatoxinu—Bz vzorce I

1 vykres _
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