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DETECTION OF AFLATOXIN B1 IN SOME FOODSTUFFS BY ELISA METHOD
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ABSTRACT

The aflatoxin B1 is highly toxic and carcinogenic secondary metabolite, which is mainly produced by the fungi Aspergillus
flavus and Aspergillus parasiticus. It has been commonly found as contaminants of peanuts, tree nuts and their products.
This work deals with the detection of aflatoxin B1 in these foodstuffs. A total of 33 samples of nuts, peanuts and their
products were tested for contain of aflatoxin B1. For analysis was used competitive heterogeneous enzyme immunoassay
(ELISA). 97 % of samples were contaminated with aflatoxin B1 in the range of 0.78 — 8.16 pg.kg™. Levels of aflatoxin B1
above the regulatory limits were found in 9 samples (28 %). The highest level of this aflatoxin was detected in a sample of
walnuts (8.16 ug.kg™). The relatively low content of this substance was involved in almonds (mean value 1.11 pg.kg™). The

derivate products contained higher concentration of aflatoxin B1 than just nuts.
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UVOD

Aflatoxiny patii s ohledem na svoji extrémné
vysokou toxicitu mezi nejvice sledované mykotoxiny
(Velisek, 2002). Historicky byly povazovany za produkt
plisné Aspergillus flavus — odtud pochazi nazev aflatoxin
(Aspergillus flavus toxin). Pozd&ji byla produkce
aflatoxinl pfipsana i jinym druhtim (Pohanka, 2008).
Vycet aflatoxinogennich mikromycet publikovali Ostry
a Skarkova (2003): Aspergillus flavus, A. nominius, A.
parasiticus, A. tamarii (u kterého je prikaz toxinogenity
a druhové identifikace nutno jest¢ konfirmovat
molekularné biologickymi metodami) a nové popsané
druhy A. bombycis, A. pseudotamarii a Aspergillus
zhaogingensis. Malif a Ostry (2003) dale uvadéji
Aspergillus argeninicus. V tropickych a subtropickych
oblastech jsou aflatoxiny produkovany zejména
vldknitymi mikromycetami A. flavus a A. parasiticus
(Malii* a Ostry, 2003). Mezi plodiny, které jsou casto
napadeny plisnémi rodu Aspergillus patii cerealie (napf.
kukufice, cirok, ryze, pSenice), olejniny (napf.
podzemnice, sojové boby, sluneCnice, bavlna), kofeni
(chilli papricky, pept Cerny, koriandr, kurkuma, zazvor
aj.) a ofechy (napf. mandle, pistacie, vlassky ofech,
kokos, para-ofech) (Kvasni¢kova, 2010). Pfestoze bylo
identifikovano 20 aflatoxind, pouze 4 aflatoxiny B1, B2,
Gl a G2 se vyskytuji pfirozené a jsou vyznamnymi
kontaminanty $iroké $kaly potravin a krmiv (Sherif et
al., 2008).

Aflatoxiny maji toxické, karcinogenni, mutagenni a
teratogenni U¢inky na laboratorni zvifata (Sherif et al.,
2008). Nadmérny ptijem aflatoxini organizmem ma za
nasledek rozvinuti otravy nazyvané aflatoxikoza
(Pohanka, 2008). Aflatoxiny jsou relativné rezistentni k
tepelné inaktivaci a ni¢i se pouze teplotami okolo 250 °C
(Megan a Olsen, 2004). Pokles hladiny aflatoxint zavisi
na obsahu vlhkosti, mnozstvi tuku a dalSich slozkach
piitomnych v dané potraviné (VeliSek, 2002).

Cilem prace bylo zjistit mnozstvi aflatoxinu Bl ve
vybranych potravinach (suchych skorapkovych plodech a
vyrobcich z nich) metodou ELISA.

MATERIAL A METODY

Pro detekei aflatoxinu B1 byly pouzity suché skorapkové
plody a vyrobky z nich. Ve tfech odbérovych casech bylo
zakoupeno v maloobchodni siti v Brné a okoli celkem 33
vzorkll. Vybér materidlu pro analyzu byl dlouhodoby a
cileny, mimo jiné byly zohlednény:

e vysledky studie MYKOMON, ve které byly

zkoumany toxinogenni mikromycety v potravinach v

ramci Ceské republiky

e studie zabyvajici se detekei aflatoxinti v ofeSich a

podzemnici olejné (nap¥. Amjad Igbal et al., 2006,

Cheraghali et al., 2008, Chun et al., 2007, Nakai et

al., 2008)

e zem¢ pivodu jednotlivych skotapkovych plodii

o faktory ovliviujici tvorbu aflatoxinti

e senzorické zhodnoceni vyrobku.
Seznam vSech vyrobkil pouzitych k analyze je uveden v
tabulce 1, skladba jednotlivych skupin vyrobki na obrazku
1. Vzorky byly az do analyzy uchovavany za podminek
doporucenych vyrobcem.

W Aradidy (45,45 %)

W Pistdcie (15,15 3%)

W Viadské ofechy (5,06 %)

W Mandle (5,06 %)
Ofechové smési (3,03 %)

Para oiechy (3,03 %)

Obr. 1: Skladba vzorki pouzitych pii analyze
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Ke stanoveni aflatoxinu Bl byla pouzita souprava
ELISA (Immunolab GmbH, AB1-E01, Lilienthalstrasse,
D-34123 Kassel; NOACK CR), slozend z nasledujicich
reagencii:

e standardy aflatoxinu B1 (0, 100, 400, 1000,
4000, 10000 pg.ml™). Objem kazdého standardu
byl 0,5 ml a byly 10x koncentrované
anti-aflatoxin B1 protilatka (krali¢i): 6 ml
konjugat (anti-krali¢i-peroxidaza): 11 ml
roztok substratu (TMB): 11 ml
stop roztok (0,5 M kyselina sirova): 11 ml
fedidlo standardu/vzorku (PBS/BSA): 60 ml
e promyvaci roztok (PBS + Tween 20): 60 ml

(urCeny ke zfedéni destilovanou vodou v poméru 1:9).

Souprava obsahovala i mikrotitra¢ni desticku slozenou z

12 stripti s 8 oddélitelnymi jamkami, které¢ byly pokryty

konjugétem k aflatoxinu.

Stanoveni aflatoxinu Bl v suchych skotfapkovych
plodech a vyrobcich z nich bylo provedeno v chemické
laboratoti Ustavu technologie potravin Mendelovy
univerzity v Brné, ktera ma povoleni Statniho ufadu pro
jadernou bezpecénost pro praci s mykotoxiny.

Suché skorapkové plody byly zhomogenizovany v
mixéru (3 minuty) a vyrobky z ofechii a araSidd byly
rozetieny v tfeci misce. Dva gramy takto pfipravenych
vzorkli byly extrahovany v roztoku metanolu a dvojité
destilované vody (10 ml, v poméru 7:3), dale byla smés
michana 30 minut na orbitalni tfepacce (120 otacek za
min; GFL 3005, Némecko). Extrakt byl odstiedén
(Universal 32R, Hettich Zentrifugen, Némecko) 5 minut
pfi 3000 g a ziskand vodna faze byla zfedéna 1:10
roztokem PBS/BSA. Stejnym zpusobem byly ziedény
také standardy aflatoxinu Bl. Do jamky mikrotitracni
desticky bylo v duplikatech napipetovano 100 ul takto

Tab.1 Seznam vyrobki pouzitych k analyze

pripravenych vzorkd, resp. standardd. Poté bylo do kazdé
jamky pfidano 50 ul anti-Aflatoxin Bl protilatky
(krali¢i). Po devadesati minutové inkubaci pii pokojové
teplot¢ byly jamky tfikrat promyty ziedénym
promyvacim roztokem PBS + Tween 20 (300 ul).
Nasledné¢ bylo napipetovano 100 pl peroxidazového
konjugatu (anti-kralic¢i-peroxidazy). Po 90-ti minutové
inkubaci, byl systém promyt a do kazdé jamky bylo
pridano 100 ul substratového roztoku TMB. Reakce (bez
pristupu svétla pii pokojové teplote) byla po 20 minutach
zastavena pridanim 100 pl 0,5 M kyseliny sirové (stop
roztok). Absorbance byla zméfena pomoci ELISA
readeru (Neogen Microwell Strip Reader, Neogen
Corporation, Lesher Place, Lansing, MI 48912, Velka
Britanie) pfi vlnové délce 450 nm. Pro kazdy vzorek i
standard byla vypocCitana primérna absorbance a
procentudlni vyjadfeni jednotlivych absorbanci v
porovnani k slepému pokusu (100 %) a ziskané hodnoty
byly oznaCeny jako B/B0. Dale byla vytvofena
standardni k¥ivka, ktera byla prolozena logaritmickou
spojnici trendu (rovnice regrese: y = -11,57 In (X) +
124,96; R® = 0,9854). Koncentrace aflatoxinu B1
pritomna ve vzorku (2 g) v pg.g” byla ziskana vypoétem
z rovnice regrese a vynasobenim fedicim faktorem (50).
Nasledné byly hodnoty pfepoditany na 1 g vzorku a
prevedeny na pgkg?, aby mohly byt porovnany s
legislativnimi pozadavky.

U kazdého méfeni byly vypocitany zakladni
statistické  charakteristiky  (aritmeticky = prumér,
smérodatna odchylka a variacni koeficient) pomoci
programu Microsoft Excel 2007. Pro kazdou skupinu
vyrobkli byl v témze programu vypoéten aritmeticky
primér stanovenych koncentraci aflatoxinu B1, median a
rozsah zjisténych hodnot.

Nazev Druh vyrobku Zemé puvodu
(byla-li uvedena)

Arasidy volné Tesco Arasidy prazené, neloupané -

Pistacios Tesco Pistécie prazené, solené, neloupané | iran

Mandle Dr. Ensa Jadra mandli blansirované, prazené, | USA
solené

Ara$idy Canto 100 g Arasidy prazené, loupané, solené Polsko

Pistacie volné Tesco Pistacie prazené, solené, neloupané | -

Arasidy Sombreros Nuts Arasidy prazené, loupané, solené -

Tesco salted roasted peanuts Arasidy prazené, loupané, solené Polsko

Ara8idy Canto 185 g Arasidy prazené, loupané, solené Polsko

Chilli flavoured peanuts Tesco Prazené ara8idy s chilli ptichuti Holandsko

Viva comex arasidy Lac Nhan Loupané neprazené arasidy Vietnam

Cinska smés LTC Vysoké Myto Arasidy v téstiCku se sezamem Cina

Pistacie Kralovska chut’ Pistacie prazené, solené, neloupané | iran

Solené pistacie Tesco Pistacie prazené, solené, neloupané | Polsko

Prazené solené mandle Tesco Jadra mandli, prazené, solené Polsko

Arasidy volné Interspar Arasidy prazené, neloupané -

Arasidy Tesco value Arasidy prazené, loupané, solené Polsko

Pistacie volné Interspar Pistacie prazené, solené, neloupané | -

Ara$idy v medu Tesco Prazené araSidy s medem Polsko
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Smés ofechti Tesco Smés para ofechd, arasidi, mandli, |-

ofechti kesu, liskovych ofechi a

polovin vla$skych ofechti
Bio arasidy AraSidy prazené, loupané, solené Argentina
Ara$idovy balicek Arasidy v glukosovém sirupu, cukru | Recko

a medu
Vlasské ofechy, zakoupeny v Brn¢ | Jadra vlasskych ofechi, volné -
Para ofechy, zakoupeny v Brné Para ofechy bez skorapky volné -
Ara$idy zakoupeny v Brné AraSidy prazené, nesolené, loupané | -
Ara$idy Indonésie ArasSidy prazené, nesolené, loupané | Indonésie
Vlasské ofechy volné Jadra vlasskych ofechii CR
Peanut Butter, arasidové maslo AraSidovy krém s kousky Cina
Bio Samba ¢oko-burdkova Cokoladovo-aragidova pomazanka | Némecko
pomazéanka
AraSidova Nugeta Orion AraSidova pomazanka -
Liskoofiskova Nugeta Orion Liskoofiskova pomazanka -
Cokoladova pasta liskoofigkova Cokoladovo-liskootiskové pasta -
HAAS
Chalwa sezamowa s orzechami Sezamova chalva s ofechy Polsko
Fistikli Cezerye Ezmesi Mrkvova ty€inka s araidy Turecko

VYSLEDKY A DISKUSE

Analyzovano bylo celkem 33 vzorkd, u kterych
byl imunochemickou metodou ELISA zméfen obsah
aflatoxinu B1. Pfitomnost aflatoxinu B1 byla zjisténa
u 97 % vzorku, a to v mnozstvi od 0,79 do 8,16
ngkg?, piicemz pozadavkim legislativy na obsah
aflatoxinu B1 nevyhovovalo 28 % testovanych
vzorkd.
mandle (primémé 1,11 pgkg™), nejvyssi hodnoty
byly zaznamenany u vlasskych ofechti (primérné
5,67 pugkg?). V testovanych araidech byl zjistén
obsah aflatoxinu Bl v priméru 1,69 pgkg?, v
pistaciich pramémé 1,29 ug.kg™ a v para ofesich 3,99

ngkg'. Ve vzorcich potravin z alternativniho
zemédelstvi byl detekovan aflatoxin Bl v arasidech
v mnozstvi 5,37 pg.kg™ a v pomazance 1,64 pg.kg™.
V odvozenych vyrobcich byla stanovena koncentrace
aflatoxinu B1 vy$$i nez v samotnych skofapkovych
plodech: pomazanky obsahovaly primérné 3,06 ug
aflatoxinu B1 v kilogramu (arasidové primérné 2,19
ngkg?, liskootiskové primémé 3,93 pgkg?),
ty¢inky pramérné 2,25 pug.kg™ a arasidové maslo 3,95
ngkg'. Naméfené hodnoty aflatoxinu Bl u
jednotlivych vzorkll, pfepocitané na vytéznost, jsou
uvedeny v tab. 2.

Tab.2 Naméfené hodnoty aflatoxinu B1 (ugkg?) u jednotlivjch vzorki piepocitané na vyt&znost, B/BO:
procentualni vyjadfeni jednotlivych absorbanci v porovnani k slepému pokusu

Koncentrace aflatoxinu

Vzorek B/BO0 [%] B1 [ngkgl]
Arasidy volné Tesco 75,17 2,15
Pistachios Tesco, Iran 86,76 0,79

Mandle Dr. Ensa, USA 74,78 2,22

Ara$idy Canto 100 g, Polsko 77,99 1,68

Pistacie volné Tesco 88,61 0,67

Arasidy Sombreros Nuts 86,22 0,83

Tesco salted roasted peanuts, Polsko 80,91 1,31

Arasidy Canto 185 g, Polsko 78,90 1,56
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Chilli flavoured peanuts Tesco, Holandsko 84,23 0,98
Vivacomex ara$idy Lac Nhan, Vietham 86,81 0,79
Cinska smés LTC Vysoké Myto, Cina 85,74 0,86
Pistacie Kralovska chut’, Iran 79,29 1,51
Solené pistacie Tesco, Polsko 75,31 2,12
Prazené solené mandle Tesco, Polsko 100 0

Arasidy volné Interspar 81,90 1,20
Arasidy Tesco value, Polsko 81,64 1,23
Pistacie volné Interspar 80,28 1,38
Arasidy v medu Tesco, Polsko 85,54 0,88
Smés ofechll Tesco 68,18 3,93
Bio arasidy Argentina 64,59 5,37
Arasidovy balicek, Recko 73,95 2,39
Vlasské ofechy, volné (zakoupeny Brno, Orli) 70,68 3,17
Para ofechy, volné (zakoupeny Brno, Dornych) 68,01 3,99
Arasidy (zakoupeny Brno, Dornych) 79,93 1,42
Arasidy, Indonésie 72,46 2,72
Vlasské ofechy, CR 59,73 8,16
Peanut Butter, arasidovy krém, Cina 68,12 3,95
Bio Samba coko-burdkova pomazanka 78,31 1,64
Arasidova Nugeta Orion 72,33 2,75
Liskoofiskova Nugeta Orion 68,27 3,90
Cokoladova pasta liskootiskova HAAS 68,10 3,96
Chalwa sezamowa s orzechami, Polsko 83,76 1,02
Fistikli Cezerye Ezmesi, Turecko 69,59 3,48

Podle Natizeni Komise ¢.1881/2006, kterym se
stanovi maximalni limity nékterych kontaminujicich
latek v potravinach (ve znéni Nafizeni ¢.165/2010),
plati pro jadra podzemnice olejné urcené k pifimé
spotiebé (vCetné zpracovanych vyrobkd) limit na
obsah aflatoxinu Bl 2 pgkg™, pro mandle a pistacie
(véetn& vyrobki) 8 pg.kg™, pro liskové ofechy a para
ofechy 5 pgkg’ (taktéz véetn& zpracovanych &
odvozenych vyrobkl). Pro ostatni skofdpkové plody
plati limit pro obsah aflaroxinu B1 2 pg kg™

Nami zjisténé procento pozitivnich vzorkl
obsahujicich aflatoxin B1 (97 %) je v porovnani
s vysledky dalSich studii vyssi. Pfi analyze provedené
v Jizni Koreji byla zjisténa kontaminace 10,6 %
vzorkil (ofechy, arasidy a vyrobky z nich) (Chun et
al., 2007). Britsky Utad pro bezpe¢nost potravin

zjistil ve své studii 25 % kontaminaci vzorkl
(Kopacova, 2004) a pii pokusu v Egypté byla
zjiSténa kontaminace 82 % vzorkl ofechil a vyrobkl
z nich (Selim et al., 1996). V pokusu provedeném v
Nizozemi piekracovalo legislativni limit 10 % vzorkt
(Sukova, 2005), ve Velké Britanii 13 % (Anonym,
2002). To je v porovnani s nasimi vysledky méné.

Co se tyka arasidu, pii pokusech v Brazilii byl
naméfen obsah aflatoxinti ve 33 % vzorki (naméfené
hodnoty se pohybovaly v rozmezi 7,0 az 116 pg.kg™)
(Nakai et al., 2008). Nami zji§téné mnozstvi
aflatoxinu B1 bylo u arasidd mnohem nizsi (0,78 —
5,37 ugkg") nez ve zmifiovaném pokusu. Obdobné
vysledky jako jsme naméfili v nasem pokusu
publikoval D’Mello (2003), ktery zjistil v arasidech
koncentrace aflatoxinu B1 od 0,8 do 16 pg.kg™.
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Analyzou aflatoxinu B1 v pistaciich a vlasskych
ofesich se blize zabyvali Cheraghali et al. (2007).
Zjistili, ze 11,8 % iranskych pistacii ma koncentraci
aflatoxind vyS$i nez je povoleny legislativni limit
v franu (5 pg.kg™).

Nejvyssi ndmi naméfené hodnoty aflatoxinu Bl
vykazovaly vlasské ofechy (3,17 — 8,16 pgkg?).
Vyssi kontaminaci vlasskych ofechli v porovnani
snas§im pokusem zaznamenal Giirse (2006)
V Turecku (maximalni naméfena hodnota byla 22,1
ng.kg™). Pii analyze vlasskych ofechil v Egypté byla
zjiSténa piitomnost aflatoxinu v 75 % vzorkd, coz je
ve srovndni snami méné (Abdel-Hafez a Sabe,
1993). Je vsak t¥eba vzit v ivahu nizky poéet vzork,
které jsme analyzovali.

Monitoringem arasSidovych masel se zabyval
D’Mello (2003). Varianta ,crunchy” (s kousky)
obsahovala 3,2 — 16 pgkg’ aflatoxinu Bl. Nizsi
hodnota rozpéti je srovnatelnda snami zjisténou
hodnotou aflatoxinu B1 v arasidovém masle s kousky
(3,96 pgkgt). Utadem pro bezpetnost potravin
Velké Britanie bylo v roce 2002 analyzovano 35
vzorkll ofechovych pomazanek (véetné arasidovych
masel). Legislativnim pozadavkim nevyhovovalo 7
vzorkd (tj. 20 %), coz je v porovnani s ndmi méng¢,
V nasem pokusu bylo legislativé nevyhovujicich 40 %
pomazanek.

Na nebezpeéi potravin z  alternativniho
zemédélstvi z hlediska kontaminace mykotoxiny
upozornili Marx et al., (1995). Z ekologického
zem&délstvi pochazely dva nami testované vzorky. V
obou vzorcich byl detekovan aflatoxin B1, v jednom
vzorku koncentrace aflatoxinu B1 piekracovala
legislativni limity. Kvuli nizkému poctu nami
analyzovanych vzorkd vSak nelze ze zjisténych
vysledkli vyvozovat zavéry.

ZAVER

Pritomnost aflatoxinu B1 byla detekovana u 97 %
vzorkd. Pozadavkim evropské legislativy
nevyhovovalo 24 % vzorkt suchych skotapkovych
plodi a 43 % vyrobkdi z nich. V odvozenych
vyrobcich  byly stanoveny vyS$8i koncentrace
sledovaného  aflatoxinu nez v  samotnych
skotapkovych plodech, coz muze poukazovat na
pouzivani méné kvalitnich surovin k vyrobé
ofechovych a araSidovych produktd. Tato situace je
zavazna  predevSim proto, Zze vyrobky ze
skotapkovych plodd, jako jsou pomazanky a tycinky,
jsou oblibené ptedevsim mezi détmi.

Nejniz§i naméfené hodnoty aflatoxinu Bl ze
vSech testovanych suchych skofapkovych ploda
vykazovaly mandle. Divodem miize byt zavedeni
dobrovolného odbéru vzorkti mandli pro kontrolu
aflatoxind v Kalifornii a dozor kontrolnich ufadd EU
nad 100 % zésilek dovezenych mandli. Nejvyssi

koncentraci aflatoxinu B1 vykazovaly vlasské ofechy,
coz bylo pravdépodobné  zplisobeno jejich
nevhodnym poskliziiovym oSetfenim a zplsobem
skladovani. Vzhledem k tomu, ze vlasské ofechy jsou
v Ceské republice dilezitou slozkou mnoha tradiénich
pokrmd, je potfeba vénovat zjisténym skute¢nostem
veétsi pozornost. S ohledem na zdravi spotiebitele lze,
na zakladé vysledki této prace, doporucit sniZeni
spotieby vyrobkll z ofechi a arasidd ve prospéch
suchych skofapkovych plodd jako takovych, které
jsou, 1 pres mozny vyskyt aflatoxint, pro lidské
zdravi vyznamnym piinosem. Pozornost konzumenta
by vSak méla byt zamétena na diikladnou senzorickou
analyzu konzumovanych plodi.

V ramci Evropské unie bylo v roce 2008
systtmem RASFF pfijato 902 oznidmeni na
aflatoxiny. Z tohoto poc¢tu se 710 oznameni tykalo
ofechtl, ofechovych vyrobkll a semen. V témze roce
bylo v CR pfijato 5 oznameni tykajicich se
pfitomnosti mykotoxini (jednalo se o arasidy z Ruské
federace, pistacie z franu, muskatovy ofech, krmivo a
bila slune¢nicova semena). Na zaklad¢ kontroly trhu
byla odeslana 4 oznameni (para ofechy z Bolivie,
pistacie z USA, kurkuma a mlety muskatovy ofech).
Pti kontrole dovozu byly zadrZeny a nepropustény do
volného ob&hu CR dvé zésilky (arasidy z Vietnamu a
z Ciny). U 91 % oznameni se jednalo o nadlimitni
hodnoty v obsahu aflatoxini. V roce 2009 bylo z CR
odeslano systémem 9 ozndmeni tykajicich se kontroly
dovozu, tii z nich se tykaly aflatoxind. Konkrétné $lo
o arasidy (Cina), mandle (USA) a arasidy ve skofapce
(Vietnam). Na zaklad¢ téchto tdaju lze konstatovat,
7e problematika vyskytu aflatoxinu B1 v potravinach,
konkrétné¢ v suchych skofapkovych plodech a
vyrobcich z nich, je celosvétove aktualni, coz doklada
i Castd aktualizace legislativy tykajici se Cetnosti
provadéni fyzickych kontrol potravin, které podléhaji
zesilenym tfednim kontrolam.
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