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Souhrn

Pouziti modernich bioanalytickych metod pfti kontrole / monitoringu potravinovych
surovin a produktil umoznuje nejenom snizeni nakladl na provedeni analyzy, ale pfispiva i k
omezeni vydaji na skladovani neprovéfeného materidlu ¢i minimalizaci prodlev ve vyrobé
nebo prodeji hotovych vyrobkll. Rychlé a dostateéné piesné bioanalytické metody umozni
podstatné zvysit rozsah kontroly kvality a zdravotni nezavadnosti, coz dale podpoti duvéru
spotfebiteli v produkéni 1 zpracovatelskou sféru. Zapojeni biosenzori kombinujicich
rozpoznavaci schopnosti biomolekul s elektronickymi nebo optickymi transduktory do
systému kritickych bodi (HACCP) umoziiuje rovnéz fizeni rizik v redlném case, ptipadné

efektivni a rychlou validaci CCP.

Ve studii je uveden piehled vybranych bioanalytickych metod pro analyzu
chemickych kontaminantli v potravindch, které jsou vyuzitelné vradmci screeningové
strategie, nebo jako samostatné analytické postupy. Principy enzymové imunoanalyzy na
pevné fazi (ELISA) jsou shrnuty podle pouzitych formati a typd pevné faze, pficemz jsou
uvedeny piiklady zvyvoje postupli stanoveni nékterych zastupcii mykotoxind, rezidui
pesticidli a procesnich kontaminantti. Podrobné jsou diskutovany téZ principy imunoafinitni
chromatografie a lateral flow immunochromatography - tzv. strip testl. Jsou také naznaceny
moznosti konstrukce biosenzorti s ohledem na jejich rozpoznavaci i transduktorovou cast.
Detailn¢ je probirdn imunoafinitni senzor zaloZzeny na povrchové plazmonové rezonanci
(SPR), ktery dnes diky komerén€ dostupnym komponentim nachazi uplatnéni zejména

v analyze rezidui veterinarnich farmak.

Studie presvédéive ilustruje vyhody bionalytickych metod, které predstavuji

komplementarni strategii ke stdvajicim, casto velmi ndkladnym instrumentalnim postuplim.
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Summary

The use of modern bioanalytical methods within the surveillance or monitoring of
food contaminants results not only in a decrease of testing costs but also of expenses
associated with any lag in storage, processing or marketing of crops and foods.

Fast and cheap bioanalytical methods with sufficient accuracy are essential for the
extensive testing of food commodities. The application of biosensors, combining recognition
capabilities of biomolecules with electronic or optical transducers, in the HACCP system can
be used either for the real-time risk management or (at least) for the effective CCP
verification.

Bioanalytical methods available for analysis of chemical contaminants in food are
presented in this study. They are commonly used as a part of screening strategy or as
autonomous analytical procedures. Principles of enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) are classified according to employed formats and forms of solid phase. Examples of
development / implementation of new approaches for determination of mycotoxin
representatives, pesticide residues and food processing contaminants are described. Principles
of immunoafinity chromatography and lateral flow immuno-chromatography are explained.
Possible constructions of biosensors considering their recognition and transduction part are
described in the second part of the study. Surface plasmon resonance (SPR) immunoafinity
biosensor is presented in details because of its wide use in detection of residues of veterinary
drugs due to the availability of commercial kits. Some of examples of methods using SPR for
this purpose are presented.

This study clearly illustrates advantages of bioanalytical methods and documents their

complementarily role to existing, often very expensive, instrumental approaches.
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1 Uvod

Pfi vymezeni pojmu bioanalytické metody se v zdsad¢ 1ze setkat se dvéma odliSnymi
koncepty. Prvni z nich zahrnuje alternativni pfistupy k analyze ,,biomolekul®. Druhy, potom
vykladda termin jako soubor technik vyuZivajicich biologické molekuly Kk ziskani
biospecifické interakce umoZiujici kvalitativni nebo kvantitativni stanoveni
stanovovanych latek (analyti).

V této studii se pozornost zaméfuje na druhou z uvedenych skupin, tedy na ty techniky,
které vychazeji ze schopnosti klicovych biologickych molekul, jako jsou protilatky ¢i
receptory, rozpoznat jedineCné strukturni vlastnosti analytu. Pfipadné se téz vyuziva
schopnost celych bun¢k nebo dokonce organismii poskytnout diagnosticky signal specificky
pro urcité analyty.

Bioanalytické metody tradi¢n¢ nachazeji vyuziti viadé oborid zahrnujicich riizna
diagnostickd vySetieni v 1€karstvi, zkoumani struktury DNA a jejich modifikaci v genetice a
daldi. Siroké uplatnéni nachazi ale i voblasti analyzy potravin, zejména pii tzv.
screeningovych vysetfenich.

Nize uvedena Tabulka I shrnuje pfednosti a limitujici faktory imunoanalytickych
postupt, které jsou v praxi nejrozsifenéj$i. V nésledujicich kapitolach jsou detailnéji
predstaveny principy a aplikace imunochemickych metod, zvlast¢ pak enzymové

imunoanalyzy na pevné fazi (ELISA) a metod vyuzivajicich biosenzory.

Tabulka I. Vyhody a limitujici faktory bioanalytickych metod

Vyhody Limitujici faktory
e C(Citlivé a specifické e Nakladny a dlouhodoby vyvoj,
e Jednoduché a rychlé obtizny zejména ve fazi syntézy
stanoveni s moznosti protilatek k haptenim
automatizace e Nebezpeci ovlivnéni kiizovou
e Malé objemy vzorki — reaktivitou a nespecifickymi
velka prichodnost interakcemi
e Variabilni pouziti e Potieba nezavislého posouzeni
e Pouzitelné i v terénu vysledki (konfirmace)

e (Cenove¢ vyhodné
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2 Imunochemické metody

Z bioanalytickych metod zaujimaji pfedni misto techniky zaloZené na specifické
reakci mezi protilatkami a antigeny, pficemz je k detekci prob&hnuti reakce mozné vyuzit
znaceni jednoho z reaktanti. Ke znaceni se v minulosti ¢asto pouzivaly radioaktivni izotopy
v metodé RIA (radioimmunoassay), které v soucasnosti v naprosté vétsSiné aplikaci nahradilo
znaceni enzymy - ELISA (enzyme linked immunosorbent assay). Nékteré aplikace zalozené
na specifické vazbé mezi protilitkou a antigenem, jako napfiklad imunoafinitni
chromatografie a urcité typy biosenzort, nevyzaduji pouziti znacky.

Reakce mezi antigenem a protilatkou je realizovana prostiednictvim sil kratkého
dosahu (van der Waalsovy sily, vodikové vazby, Coulombovské a hydrofobni interakce).
Pevnost téchto vazeb je Casto srovnatelnd s pevnosti kovalentnich vazeb, ale energie nutna
k jejich vzniku a rozruSeni je mnohem niz$i. Biomolekuly a jejich konjugaty jsou zpravidla
citlivé uz k malym zménam pH, ¢ehoz se vyuziva pii rozruseni vazby mezi antigenem a

protilatkou. '3

2. 1 Definice reagujicich molekul
Na uvod je vhodné nejprve v kratkosti definovat terminy monoklonalni a polyklonalni

protilatky a antigen, protoze jejich vlastnosti bezprostiedné ovliviiuji pracovni charakteristiky
bioanalytickych metod.

Protilatky jsou proteiny produkované bilymi krvinkami obratlovci jako reakce na
vniknuti chemické slouc¢eniny nebo mikroorganismu. K laboratorni ptiprave protilatek slouzi
pfevazné mysi, krélici a pro vétsi objemy potom kozy, prasata a koné. Podle zptisobu piipravy
rozeznavame monoklonalni a polyklonalni protilatky. V pfipadé, ze invazivni Cinitel
(antigen) je mikroorganismus nebo velkad molekula, napt. protein, obsahuje vétSi mnozstvi
specifickych antigennich zoén — epitopti. Proto se proti nému tvoii smés protilatek, které jsou
sice specifické viici svému epitopu, ale jako smés reaguji s mnozstvim antigend a proto je
nazyvame polyklondlnimi protilatkami. Smés protilatek izolovanych z imunizovanych zvifat
obsahuje také protilatky proti vS§em antigentim, se kterymi se dané zvite setkalo v pribéhu
svého Zivota, coz mlze pii pouziti zplisobovat navySeni nalezu vazbou necilovych analyti.
Nizka specificnost miize ale byt i vyhodou, jestlize sledujeme celou skupinu podobnych

analyti a nevyzadujeme kvantifikaci jednotlivych individui. Nicméné v praxi se Casto dava
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piednost vysoce specifickym monoklonalnim protilatkam, které se piipravuji proti jedinému
epitopu na kultufe bilych krvinek.

Antigeny jsou chemické slouceniny, nebo bilkovinné struktury na povrchu
mikroorganismu, které jsou schopné u imunizovaného organizmu vyvolat tvorbu protilatek.

Hapteny jsou nizkomolekularni latky majici jen jeden epitop. Samotné neindukuji u
organismu tvorbu protilatek. Protilatky se proti nim syntetizuji v pfipad¢€, Ze jsou navdzané na
bilkovinny nosi¢. Hapten na povrchu bilkovinného nosice je povazovén za jeji dalsi epitop.
Takto vzniklé protilatky maji potom schopnost véazat hapteny i bez nosi¢ové bilkoviny.
Definici haptent splituje vétsina chemickych kontaminanta. '**

Z uvedeného je ziejmé, ze imunochemické metody stanoveni Ize pouzit pro stanoveni
chemickych kontaminanti ale i neZziddoucich mikrobidlnich Ciniteld. V ttextu bude dale

popisovano hlavné stanoveni chemickych kontaminantl stim, ze vétSinu metod zde

popsanych lze genericky aplikovat i na mikrobialni kontaminanty.

2. 2 Kv¥iZova reaktivita a matricni efekty pii pouZiti imunochemickych metod
Matrici se rozumi veskeré slouceniny ve vzorku kromé analytu, ktery se stanovuje.

Potraviny jsou svou povahou zpravidla vysoce komplexni matrice jak z hlediska fyzikalniho,
tak i chemického — mimo tfady dalSich komponent obsahuji proteiny a ionty, které mohou
vysledky analyzy podstatné ovliviiovat ¢i dokonce znemoznovat.

K¥iZzovou reaktivitou (Cross-reactivity) se rozumi reakce mezi antigenem a
protilatkou, ktera byla syntetizovana proti jinému, ale podobnému antigenu. Stejné epitopy se
mohou vyskytovat na riznych molekuldch. Velky vyznam ma kiizova reaktivita jako ukazatel
selektivity dané bioanalytické metody. Kiizovou reaktivitou mohou byt zatizeny metody pro
stanoveni jednoho chemického individua v komplexni matrici za pfitomnosti mnozstvi jeho
metabolith. Naptiklad pii stanoveni rezidui farmak, pesticidii nebo mykotoxinii v potravinach
takto mlize dochdzet k nadhodnoceni ndlezli. Proto je nezbytné validaci bioanalytickych
metod provadét vzdy porovnanim vysledkli cilené¢ kontaminovanych vzorkd v redlnych
matricich s vysledky ziskanymi nékterou z piesnych konvencnich metod zaloZenych na
odlisném principu (napi. LC/MS a GC/MS).

Kiizova reaktivita se obvykle vyjadiuje jako koncentrace interferentu (c,), kterd je
potieba pro vazbu s 50 % znac¢enych molekul tak, jak ukazuje Graf 1. Kiizova reaktivita
zavisi na selektivit¢ protilatek k urcitému epitopu. Tato vlastnost se da vyrazné ovlivnit

vhodnym navrhem imunogenu pfti produkci protilatek.
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Graf 1. Kiizova reaktivita; hodnoty koncentraci C, a €, ukazuji koncentraci cilového analytu a koncentraci
interferentu potfebnou pro navazani 50 % znaceného reaktantu; Mikkelsen, Corton

Procentualni vyjadieni kiizové reaktivity je rovno stonasobku podilu koncentraci
analytu (c,) a interferentu (c,) pfi dosazeni 50 % vazby se znaCenym reaktantem tak, jak
ukazuje rovnice 1. Hodnota kiizové reaktivity je rGzna pro rGzné interferenty, protoze

dosahuji 50 % nasyceni znacen¢ slozky pii odliSné koncentraci c,,.

%C =100 x = (1)
C

n

Dal$im C¢initelem ovlivilujici stanoveni jsou nespecifické interakce, pii nichz
nereaguje ani protilatka ani antigen, ale rizné jiné slozky matrice. Nespecifické interakce
mohou navysit ¢i snizit stanoveni analytu tim, ze se interferujici slozky matrice ¢aste¢né
navazi na volny povrch pevné faze nebo na reagujici molekuly. Aby se pfedeslo vazbé
interferentli na pevnou fazi, pouzivd se po imobilizaci antigenii nebo protilatek tzv.

blokovacich proteintl, které pokryji volny povrch. '
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2.3 Enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ELISA)

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) je imunochemicka metoda slouzici
v analyze potravin k rozpoznani pfitomnosti antigenu (analytu) ve vzorku prostfednictvim
jeho biospecifické interakce s protilatkou. Detekce produktu enzymatické reakce slouzi ke
sledovani tohoto procesu.

Vedle specifi¢nosti stanoveni, kterd se odviji od pouziti specifickych protilatek, je
dalsim dalezitym parametrem citlivost detekce opticky aktivniho produktu enzymatické
reakce. Moznost snadného pienaseni detekcnich ELISA souprav (instrumentace neni tézka a
nevyzaduje specialni prostfedi) pfedurcuje testy zaloZené na ELISA k terénnimu pouZiti.
Flexibilita je dand moznosti pouziti riznych formatt analyzy. ELISA je vhodné - mimo fady
dalsich aplikaci - téz pro stanoveni kontaminanti chemické i mikrobidlni povahy. Za hlavni
vyhody se povazuje zpracovani velkého mnozstvi vzorkli a vytvotreni kalibracni zavislosti a
prométeni slepych vzorkli soufasné na jedné mikrotitraéni desticce, coz eliminuje vliv

v sy ’ 01 v r 1,246
ménicich se podminek v pribéhu stanoveni. ™

2.3.1 Vyznam a provedeni enzymatického znaceni

Pro rozpoznani vzniku komplexu ,,antigen — protilatka“ se pouziva znaceni jednoho
z reaktantii enzymem. Enzym vytvofi se svym piidanym substratem barevny produkt, ktery se
zméti spektrofotometricky. Mezi nejCastéji pouzivané kombinace enzym - substrat patii
kfenova peroxidaza (HRP) a tetramethylbenzidin (TMB), alkalicka fosfataza (AP) a jeji
substrat p-nitrofenyl fosfat (pNPP). TMB dava modré zbarveni s maximem absorbance pii
650 nm, pfi zastaveni reakce v ¢asti jamek kyselinou potom zluté zabarveni s maximem
absorbance pii 450 nm. Absorbance se prométfuje primarné pii 450 nm a referenéné pii
650 nm. Enzymatickou reakci vytvoiti pNPP zluté zbarveni s absorpénim maximem pfi
450 nm. pNPP je ¢inidlo citlivé na teplo a je tfeba ho skladovat v chladu, nebo ho pouzivat ve
formé¢ tablet, které se rozpusti az té€sné pred pouzitim.

V nékterych pifipadech, kdy je potieba zvysit citlivost, je vhodné méfit miru enzymové

. . . .. . 14
reakce jako fluorescenci nebo chemiluminiscenci.
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2. 3. 2 Vyuziti proteint jako nosi¢ii imobilizované slozky a blokujiciho prvku

V ptipadé slabych vazebnych vlastnosti imobilizovaného prvku je mozné tento
nejdiive navéazat na nosi¢ovou bilkovinu a teprve vznikly konjugit imobilizovat. Mista na
pevném nosi¢i, kde neni navdzan antigen nebo protilatka, je tieba pokryt blokovaci
bilkovinou, aby se ptedeslo nespecifickym vazbam latek ze vzorku a z promyvacich roztoki.
Za blokovaci bilkoviny se nejcastéji pouziva hovézi sérovy albumin (BSA) v koncentracich
mezi 1 — 5 %. Pouziva se 1 kasein nebo odtu¢néné susené mléko. PouZiti stejné nosiCové a

blokovaci bilkoviny se nedoporucuje. *°

2. 3. 3 Rozdéleni techniky ELISA podle formati

Podle vlastnosti odvozenych od velikosti molekuly analytu bylo vyvinuto nékolik
formati metody ELISA. Mezi nejcastéji pouzivané formaty pro detekci kontaminanti
v potravinach pocitame kompetitivni a nekompetitivni (sendviCovy) format. Jednotlivé
formaty se mohou lisit imobilizovanym prvkem.

Sendvicovy 1 kompetitivni format mohou byt pouzity jako piimé nebo nepiimé.
V ptipad¢ nepiimého stanoveni (Obr. 1) se na komplex ,,imobilizovany antigen - neznacena

protilatka“ vaze v dal$im kroku znagena protilatka, &imZ se zvysuje citlivost stanoveni. *’

M Protilatky rizné  Antigen Blokovaci Enzym
specifity protein

Obrazek 1. Neptimé stanoveni s imobilizovanym antigenem;
http://www.kpl.com/technical/techdocsearch.cfm?tcat=3.

K dalsimu zvySeni citlivosti se pouziva naptiklad silné nekovalentni interakce mezi
vitaminem biotinem a proteinem avidinem. Sekundarni protilatky jsou oznaceny nékolika
molekulami biotinu. Pfida se avidin, ktery ma 4 vazebna mista pro biotin. Pfidanim konjugatu
biotin-enzym dojde k navazdni tfech molekul nesoucich enzym. V porovnani s pfimym
stanovenim je signadl mnohondsobn¢ siln€jsi pii stejné koncentraci antigenu, coz dovoluje

dosazeni nizsich detek&nich limitt. **
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2. 3. 4 Nekompetitivni ELISA (sendvicova)

Nekompetitivni format ELISA (Obr. 2) je Casto pouzivany v komer¢nich sadach.
Podminkou je ovSem piitomnost alesponn dvou vazebnych mist na antigenu. Hapteny tuto
podminku vzhledem ke své velikosti nesplituji a proto jejich detekce timto formatem neni
mozna. Stanoveni kontaminanti chemické povahy timto formatem neni obvyklé.

V tomto formatu se pouziji dvé protilatky, které mezi sebou zachyti antigen a tvofi
»sendvic”. Antigen se zachyti na imobilizované protilatce a po promyti se ptida znacena
protilatka. Dal$i promyti odstrani nenavazané znacené protilatky, ptidd se substrat pro enzym
a po urcité dob¢ se reakce zastavi (obr. 3). Poté se zméfi intenzita vzniklého zabarveni.
Graf 2 ukazuje zavislost koncentrace méeného produktu enzymatické reakce na koncentraci

antigenu. ***

- S ° ¢

w
-.Q.- AYT O o0 =

Protilatky rizné  Antigen Blokovaci Enzym
specifity protein

Obrizek 2. Nekompetitivni (sendvicovy) format ELISA Primarni imobilizovand protilatka (modfe)
znacena protilatka (oranzoveé); http://www.kpl.com/technical/techdocsearch.cfm?tcat=3

) ¥-ab Ab
—Ab + Ag — Y-Ab-Ag Ab—E
~Ab Ab l

—Ab S s ~Ab
Ab—Ag-Ab—E (‘ <«——— YAb-Ag-Ab-E
-Ab ] Ab

Obrazek 3. Schéma jednotlivych krokl stanoveni nekompetitivnim formatem ELISA; Ab znadi
protilatky, Ag antigen, E enzym, S substrat a P produkt; Mikkelsen, Cortén
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Koncentrace produktu
enzymatické reakce

Koncentrace antigenu

Graf 2. Zavislost koncentrace detekovatelného produktu na koncentraci antigenu pii stanoveni
nekompetitivnim formatem ELISA; Mikkelsen, Corton

2. 3.5 Kompetitivni ELISA

Kompetitivni postup (Obr. 4) stanoveni se provadi s imobilizovanym antigenem, nebo
s imobilizovanou protilatkou (Obr. 5). Po imobilizaci protilatky a vykryti volnych mist na
nosi¢i ne€kterym z blokovacich proteinii dojde k pfidani roztoku vzorku s pfimichanymi
znaCenymi antigeny. Pokud je vzorek na stanovovany antigen negativni, znaceny antigen se
navaze na vsSechny imobilizované protilatky. Pfidanim substratu se vyvold enzymaticka
reakce a vzniklé zabarveni se zméti zpravidla jako absorbance.

V piipadé¢ kontaminovaného vzorku dochdzi ke kompetici mezi antigeny ze vzorku a
soucasné piidanymi znacenymi. Protoze piedpoklddame, Ze znaeni nevyvold zménu ve
vazebnych schopnostech, je uskutecnéni vazby se znacenym antigenem zavislé pouze na jeho
koncentraci. Rovnovahu pii takto provedeném kompetitivnim forméatu, popisuji rovnice 2 a 3.
V rovnovazné smési jsou obsaZeny voln€¢ a na imobilizovanych protilatkach (Ab) vazané
antigen (Ag), znaceny antigen (Ag*). Imobilizovaného prvku je omezené¢ mnozstvi a volného
a znaceného je dostate¢ny prebytek, aby se dalo predpokladat, Ze na v§ech vazebnych mistech
imobilizovaného prvku se navazal jeho protéjsek.

Ab+ Ag<«—> Ab: Ag
(2.3)
Ab+ Ag*«——> Ab: Ag*

Po promyti od nenavazanych reaktantd a ptidani substratu dojde k enzymatické reakci,

pii které vznika barevny produkt, jehoz koncentrace je nepiimo imérna koncentraci antigenu

v roztoku vzorku (Graf 3). Koncentrace barevného produktu se obvykle vyjadiuje jako
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absorbance. Negativni vzorek ma tedy véEtsi intenzitu zabarveni a tim 1 vétSi absorbanci.
Tento format je zvlasté¢ vhodny pro malé molekuly, které nemaji vice nez jedno vazebné misto,
¢imz k jejich detekci nelze pouzit sendviCovy format. Komercéni kompetitivni ELISA sady
jsou dostupné pro detekci rezidui mykotoxint, veterinarnich farmak, pesticidi a dalsich latek.
Kompetitivni formdt nachazi 1 uplatnéni pii detekci malych molekul pomoci SPR

. o 2468
biosenzoru. <

Provedeni se znacenym antigenem

AYT O oo

Protilatky rizné  Antigen Blokovaci Enzym
specifity protein

Obrazek 4. Kompetitivni format ELISA, vlevo imobilizovany antigen, vpravo imobilizované protilatky;
http://www.kpl.com/technical/techdocsearch.cfm?tcat=3

—Ab Ab—Ag—E
, AgE » Ag
Ab A8 Ab-Ag
~
S ‘/Prom}'/t

\b—A E QA Pridat nadbytek substratu
P
~Ab—Ag

Obrazek 5. Kompetitivni format ELISA s imobilizovanou protilatkou — schéma jednotlivych kroki; Ab
znaci protilatky, Ag antigen, E enzym, S substrat a P produkt; Mikkelsen, Corton
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Koncentrace produktu
enzymatické reakce

Y max

Cmin

log koncentrace antigenu

Graf 3. Kompetitivni format ELISA — zavislost koncentrace detekovatelného produktu na logaritmu
koncentrace antigenu; Mikkelsen, Corton

Pro vypocet koncentrace neznamého vzorku je tfeba nejdiive proméfit kalibracni
zévislost. Kalibracni zavislost se ziskd zméfenim absorbanci tfady standardnich roztok.
VynaSenim hodnot absorbance proti hodnotdm koncentrace v logaritmickém méftitku se ziska
sigmoidni standardni (kalibra¢ni) kiivka (Graf 3). Ktivka je transformaci soufadnic na ose x
castecné linearizovana. Na kiivce Ize nalézt linedrni ¢ast, jejimuz defini¢énimu oboru odpovida
interval mezi Cmin @ Cmax zvany pracovni rozsah metody. Vzorek s neznamou koncentraci
analytu fedime do nékolika koncentraci, pfi¢emz se snazime, aby se absorbance ziskana po
probéhnuti reakce nachéazela v linedrni ¢asti kiivky, idedlné blizko 50 % absorbance (Graf 4).

Odectenim z grafu standardni kiivky ziskdme koncentraci daného roztoku a po uvazeni

zied’'ovaciho faktoru vypocteme koncentraci analytu ve vzorku.
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absorbance

Standardni kfivka Absorbance obdrzené pii rizném ziedéni vzorku

—

Vo

log koncentrace antigenu 25%  50% netedény vzorek

Ruzna ziedéni vzorku s neznamou koncentraci
analytu

Graf 4. Standardni kiivka kompetitivni ELISy - zavislost absorbance na logaritmu koncentrace
antigenu a odeCet koncentrace analytu zabsorbance rizné ziedénych roztokli vzorku;
http://www.kpl.com/technical/techdocsearch.cfm?tcat=3

Spektrofotometry, konstruované pro promérovani absorbance mikrotitracnich desticek,

jsou dodavany se softwarem umoziujicim automatickou konstrukci standardni kiivky

a vypocty koncentraci. Nabizeji také nékolik moZnosti matematickych transformaci kiivky tak,

aby se dosahlo lepsi linearity. Nevyhodou téchto transformaci je ze v oblastech vysokych a

nizkych koncentracich nedosahuji takové presnosti. Grafy 5 a 6 ukazuji, jak se projevi

transformace soufadnic podle rovnice 4 na &asto pouzivanou zavislost logit-log. "**°
Logit(%B/B,) = In[(%B/B,)— (100 - %B/B, )] 4)
100 === oo et GESEEEEEEE :
S BR. SRR S g
e LW L e
S !
m 1
X 1 A L T !
71 W AR, R— SN . WS,
0 | | | | |
0,001 0,01 0,1 1 10 100
log koncentrace antigenu
Graf 5. Ktivka kompetitivni ELISA; Mhadhbia et al.
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Graf 6. Kiivka kompetitivni ELISy v zavislosti logit-log; Mhadhbia et al.

2. 3. 6 Rozdéleni techniky ELISA podle pouzité pevné faze

V nazvu ,enzyme linked immunosorbent assay* vyjadfuje slovo immunosorbent
skutecnost, ze protilatky jsou navazané na povrchu néjaké formy pevného nosice.

Techniky imobilizace protilatek a antigenti umoziuji jejich aplikaci na nejriznéjsi
povrchy. Protilatky se samovolné vazi ke sklu, polystyrenu a jeho derivatim. Polymer styrenu
ma volné benzenové kruhy, které vytvareji velmi hydrofobni povrch. Vazba na polystyren je
proto hydrofobni. Pro vylepSeni moznosti imobilizace se pouzivaji derivaty polystyrenu, které
maji nekteré benzenové kruhy nahrazené karbonylovymi nebo karboxylovymi skupinami, coz
umoziuje navic jeste vznik hydrofilnich interakci.

Pevné faze, na které mohou byt molekuly imobilizovany maji nejriizn€j$i mechanické
provedeni. Mohou to byt ¢astice, vnitini povrchy kolonek nebo stény jamek na mikrotitra¢ni
desticce. Pevnou fazi miize byt kromé stén jamek mikrotitra¢ni desticky nebo kolonek také
»dipstick® — polystyrenova ty¢inka nebo michadlo umoznujici pfenos navazanych protilatek
nebo antigenii mezi rtiznymi rozpoustédly tak, ze odpadd promyvani nutné u ELISA
v jamkach.

Dalsi alternativou je vyuziti magnetickych nebo magnetizovatelnych castic
derivatizovanych zakladovou bilkovinou s konjugovanymi protilatkami.

Principy stanoveni se srozdilnou pevnou fazi neméni. Méni se pouze provedeni

;oar 246
promyvani. “™
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(i) ELISA na mikrotitracni desticce

Pii aplikaci metody ELISA se nejcastéji jako pevnd faze pouziva mikrotitracni
desticka s 96 jamkami, v 8 fadcich a 12 sloupcich o vné&jSich rozmérech 86 x 128 mm.
Standardizace vnéjSiho rozméru mikrotitraéni destiCky umoziluje vyuzivat stejna cteci
zatizeni pro rizné pocty jamek. V posledni dobé se mikrotitrani desticky osazuji také 384
nebo 1536 jamkami. V piipad€, Ze se provadi stanoveni jen v malém mnozstvi jamek je
mozné pouzit rdmecek standardniho rozméru s vyjimatelnymi sloupci jamek. V piipadé
pouziti jamek s mens$im objemem se Setfi reagencie a vétSi pocet jamek umoznuje provedeni

komplexnéjsich testl. Dale se vyrabi desticky s oblym dnem jamek, misto rovnym, coz

zlepSuje promyvani. Testuji se jamky s vystupkem uvnitt, zvétSujicim o 10 az 20 % plochu
24,6

pro imobilizaci.

Obrizek 6. Mikrotitracni desti¢ka s 96 jamkami; vlevo pohled shora vpravo pohled z boku pri
promyvani. http://www.biology.arizona.edu/immunology/activities/elisa/elisa_intro.html a
http://www.idexx.com/production/elisa/0965846.pdf

(ii) ELISA s vyuZitim magnetizovatelnych Castic (paramagnetic beads)

Magnetické nebo magnetizovatelné ¢astice jsou pokryté specifickymi protilatkami.
Umoziuji jednoduchou separaci pevné faze sezachycenymi antigeny od roztoku
nezreagovanych ¢inidel. Castice jsou malych rozmért a disperguji se volné (piipadnd se
pouzije mixer) do roztoku. Takto je dosaZeno vétsi plochy mezifazového rozhrani a proto je
imunoafinitni reakce rychlejsi. Vyhodu ptedstavuje selektivni sbér antigenii z velkého objemu
roztoku, po némz dojde ke zkoncentrovani vlivem vlozeného magnetického pole, a nasledujici
inkubace se znaCenymi protilatkami probihd jiz v malém objemu. Diky reakcni kinetice se

oproti ELISA na mikrotitracni desticce sniZzuje ¢as provedeni testu. Vyuziti nachazeji
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v prutonych imunochemickych detekénich systémech, ale 1 aplikacich s tradi¢ni
spektrofotometrickou detekei, naptiklad pti stanoveni rezidui pesticidi.

Limitujicim parametrem pouziti je derivatizace magnetickych castic bilkovinou tak
aby byla umoznéna tvorba komplexu mezi povrchovou bilkovinou a protilatkou. Magnetické
¢astice jsou dostupné komercné a nékteré 1 s navazanymi protildtkami pro konkrétni pouziti.

Postup analyzy zaloZené na pouziti magnetickych castic jako pevné faze ukazuje Obrazek 7.
10,11,12

Odstranéni piebyte¢nych
reagencii, vyména pufru

Ptidani antigenu <
a inkubace

promyti

Pfipojeni konjugétu
protilatka-avidin na
magnetické Castice,

povrchoveé upravené
biotinem 5 = Detekce produktu

> ‘4;_,_, enzymatické reakce
*_r

Promyti, pfidani znacené
protilatky -)'?\t’ Promyti, odstran&ni oAPp

E pirebytecné protilatky a c
PAP

vyména pufru
Obrazek 7. Sendvi¢ovy format metody zalozené na pouziti magnetickych ¢astic; Ronkainen-Matsuno et al.

v

2. 3.7 Priklady aplikaci techniky ELISA v analyze kontaminanti

S ohledem na vzristajici pozadavky na efektivni kontrolu kontaminantli v potravnim
fetézci vzristd potfeba zavadéni postupi umoznujicich rychlé a cenové pfijatelné
screeningové vysetfeni riznych kombinaci analyt/matrice. Jak jiz bylo zminéno, kompetitivni
format ELISA byl vyvinut pro fadu kontaminantti.

Dulezitym ptedpokladem pro aplikaci v praxi je, aby detekéni limity (LOD) byly
nizsi nez hodnoty nejvyssich pfipustnych mnozstvi danych legislativnimi ptedpisy. Z velkého
mnozstvi vzorkll 1ze vybrat jen ty, které jsou pozitivni a piedat je pro konfirmaci pomoci

v

nakladnéj$i instrumentalni metody. V takovém piipadé je pro screening bioanalytickymi
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metodami pfipustna relativné vysoka pravdépodobnost falesné pozitivnich vysledka,
pravdépodobnost falesné negativnich vysledkli musi byt naopak minimalni.

V nasledujicich kapitolach jsou uvedeny piiklady neddvno publikovanych studii,
vyuzivajicich metody ELISA ke stanoveni tfi reprezentantli kontaminanti v potravinach.
Mezi kontaminanty k jejichz stanoveni se velmi Casto pouziva ELISA se fadi mykotoxiny.

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity produkované nizSimi vlaknitymi
houbami (plisnémi), které mohou kontaminovat potraviny nebo krmivo pro hospodarska
zvifata. Mykotoxiny jsou stabilni za vétSiny podminek pramyslovych a kulinarnich postupti a
proto, pokud je jiz jednou surovina kontaminovana, je obtizné zajistit, aby mykotoxiny nebyly
pritomny v kone¢ném produktu. Kontrola pfitomnosti mykotoxini nabyva na vyznamu spolu
s tim, Ze Evropska unie stanovuje Natfizenim Komise ¢. 1881/2006/ES nejvyssi piipustné
koncentrace pro n¢které mykotoxiny v urcitych komoditach. Mezi regulované mykotoxiny, na
které se logicky zamétfuje vyvoj bioanalytickych metod, patfi dosud nejvice studované
aflatoxiny, ochratoxin A, a fusariové mykotoxiny reprezentované hlavné deoxynivalenolem.
Tabulka II prezentuje nékteré ze spolecnosti vyrabé&jicich ELISA sady pro stanoveni

mykotoxind.

Tabulka I1. Piiklady vyrobct sad pro stanoveni mykotoxint

Vyrobcei sad ELISA pro stanoveni mykotoxini

R-Biopharm D www.r-biopharm.com
Bioo Scientific USA www.biooscientific.com
Euro-Diagnostica EU www.eurodiagnostica.com
International Diagnostical Systems USA www.ids-kits.com
Neogen USA WWWw.neogen.com

Romer Labs A www.romerlabs.com

(i) Stanoveni ochratoxinu A

Ochratoxin A (OTA) je mykotoxin produkovany plisni Aspergillus ochraceus
a n¢kterymi druhy rodu Penicillium, u lidi zplsobujici poskozeni ledvin. Lze ho nalézt
v potravinaiskych surovinach véetné ceredlii, kavy, kakaa, suSeného ovoce, piva a vina. Je
povazovan za mozny karcinogen.

Detekce ochratoxinu A (OTA) v Cerstvé sklizené kavé mize byt piikladem vyuziti
metody ELISA v nepfimém kompetitivnim formatu. 68 vzorkl Cerstvé sklizenych kavovych
bobl bylo analyzovano ELISA a pro porovnani také HPLC/FLD. Metoda ukézala silnou
specificnost pro OTA a nizkou kiizovou reaktivitu s analogy OTA OTB a OTa. Vysokou
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kiizovou reaktivitu vykazovala s OTC, ktery se ale v potravinafskych surovindch vyskytuje
jen ziidka. Bylo dosaZeno detekéniho limitu 3,75 ng/g. LOD dosaZeny metodou HPLC byl
0,8 ng/g. Vytéznost stanoveni cilené¢ kontaminovanych vzorka zelenych kévovych bobl na

hladiny 5 — 70 ng/g OTA byla pro ELISA prumérné 81,5 % a pro HPLC 80,5 %.
TO
60
50 7

)

[
£=

40
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HPLC (ng/

20 7

ELISA (ng/g)

Graf 7. Linearni regrese koncentraci nezavisle zmétenych metodou ELISA a HPLC/FLD v cilen¢
kontaminovanych vzorcich; Fujii S. et al.

Korelacni koeficient linearni regrese (Graf 7) byl 0,98, coz ukazuje na dobrou
korelaci vysledki obou metod. Spolu se shodnou vytéZznosti to dokumentuje, Ze stanoveni
metodou ELISA muze v tomto piipadé€ zastoupit stanoveni instrumentalni metodou. Nicméné
v pfipadé napadn¢ vysokych nalezii, bude potfeba vysledek ndsledn¢ konfirmovat jeste
metodou HPLC, zda nedoSlo ke kiizové reaktivit¢ s OTC. Protoze EU doporucuje, aby
koncentrace OTA v kavé neptekracovaly 8 ng/g, je stanoveni popsanou metodou ELISA

s LOD 3,75 ng/g stale jestd dostatecné citlivé.

(ii) Stanoveni akrylamidu

Akrylamid je toxickd sloucenina s karcinogennimi u¢inky. V dubnu 2002 byla
Svédskymi védei publikovana studie upozornujici na vysoké koncentrace akrylamidu
v potravinach s vysokym obsahem Skrobu upravenych pii teplotach nad 120°C, hlavné
smazenim nebo pecenim. V potravindch vznika Maillardovou reakci z prekurzorii asparaginu
a redukujicich cukrti.

V nasledujicich letech bylo zavadéno stanoveni akrylamidu v potravinach
instrumentalnimi metodami jako GC/MS a LC/MS. Rychlé a nenaro¢né stanoveni akrylamidu
pomoci metody ELISA mitize mit kontrolni ulohu v primyslu a také ve vyzkumu takovych

kulinarnich postupti, které by tvorbu akrylamidu omezily.
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Studie publikovana pocatkem roku 2008 popisuje stanoveni tohoto karcinogenu
pomoci nepfimé kompetitivni ELISA (viz Obr. 4 a 5). Extrakce vzorku zahrnuje
homogenizaci s vodou a piecisténi pomoci SPE. Akrylamid (Ade), je s hmotnosti 71,08 Da
fazen k haptentim a je tfeba ho derivatizovat merkaptobenzoovou kyselinou (MBA), aby se
ziskal U¢inny imunogen. Protilatky proti Ade-3-MBA nejsou schopny reakce se samotnym
Ade a proto je titeba Ade ze vzorku po extrakci a pfecisténi na SPE derivatizovat MBA.
Konjugat Ade-MBA s lidskym sérovym albuminem je imobilizovdn na povrchu jamek
mikrotitracni desticky. Pfidaji se protilatky proti Ade-3-MBA spolu s extraktem vzorku
obsahujicim derivat akrylamidu Ade-3-MBA. Po ustaveni rovnovahy a promyti se ptidaji
sekundarni znaCené protilatky, reakce se zastavi ptidanim 2,5 M kyseliny sirové a absorbance
se zmé&fi pii 450 nm.

Pracovni charakteristiky byly proméfovany na sérii cilené kontaminovanych vzorka
vody na hladiny 0 az 3 318 pg/kg. Bylo dosazeno meze detekce 65,7 pg/kg vzorku a pfti
pouziti stejného extrakéniho procesu a stanoveni (LC-MS/MS) 2ug/kg. Limit detekce je nutno
proméfit v riznych potravinach, aby se zohlednily matri¢ni efekty. Na mikrotitrani desti¢ce
byla zméfena soucasné osmibodova kalibracni kiivka a 24 vzorka v trojim opakovani.

Predpoklada se, ze pramérny pracovnik zvladne za den provést stanoveni na Ctyiech
destickach, coz ¢ini 192 vzorkii za den. Metoda vyzaduje ustdleni pies noc a dalsi
technologické ptestavky. Naproti tomu, pokud odhlédneme od doby potiebné pro extrakce
vzorkli, miizeme predpokladat, ze chromatografické stanoveni zabere 30 minut pro jeden
vzorek, za den pomoci automatizace lze zpracovat pouze 48 vzorki.

Nepiima kompetitivni ELISA, byla shleddna jako rychla, vi¢i akrylamidu vysoce
citlivd, metoda ackoli pfi porovnani se zavedenymi postupy pii stejné extrakéni metodé mela
pon¢kud vyssi LOD. V soucasnosti probiha optimalizace pfedstavené metody pro rtizné typy

matric. *

(iii) Stanoveni N-methylkarbamdtovych pesticidii

N-methylkarbamaty jsou dulezitou skupinou pesticidi pouzivanych v soucasné dobé
jako nédhrada za organochlorové pesticidy. Mezi N-methylkarbamaty se tadi naptiklad
carbofuran, methiocarb a carbaryl. Vzhledem k jejich polarité a nestabilité za tepla se pouziva
pro jejich stanoveni LC s UV, FLD, DAD nebo MS detektory. Takovéto stanoveni vyzaduje
nakladné vybaveni, obsluhované kvalifikovanym personalem a ¢as na provedeni precisténi a
zkoncentrovani vzorku, coZ opdt navySuje cenu stanoveni. Ve studii Mitkové et al."” bylo

provedeno srovnani metod stanoveni téchto zdstupci N-mythylkarbamétovych pesticida
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pomoci ELISA na mikrotitratnich destickach, s detekci absorbance a chemiluminiscence.
Vzorky détské vyzivy a ovocnych §tav byly pfipravovany pouze ziedénim. V porovnani
s kolorimetrickou detekci bylo pfi stanoveni chemiluminiscenéni ELISA mozné pouzit méné
s kolorimetrickou detekci, coz demonstruje citlivost chemiluminiscen¢ni detekce. Vytéznost
byla sledovéna u cilen¢ kontaminovanych vzorki détské vyzivy smési tii uvedenych pesticida
na hladiny 1, 10 a 100 ng/ml a pohybovala se od 80 do 120 %. Opakovatelnost vyjadiena jako
RSD pfi stanoveni s chemiluminiscen¢ni detekci byla v rozmezi 1,4-18 % coz je srovnatelné
s technikou LC/ESI/MS/MS (liquid chromatography/electrospray mass spectrometry).
Korelacni koeficienty a smérnice linearni regrese pii srovnani obou ELISA postupt a

LC/ESI/MS/MS se blizily jedné, coZ ukazuje, Ze vysledky metod jsou srovnatelné.

2. 4 Imunoafinitni chromatografie

Imunoafinitni chromatografie je ptikladem kombinace zavedené instrumentalni
techniky s biologickym rozpoznavacim prvkem. Funkci stacionarni faze v chromatografické
kolon¢ maji imobilizované protilatky proti jednomu nebo smési vice analytl. Pfi prichodu
roztoku vzorku obsahujiciho antigen je tento zachycen na protilatkach zatimco dalsi pfitomné
latky se eluuji z kolony. Pfidanim vhodného elu¢niho Cinidla se v nasledujicim kroku rozrusi
vazba antigen-protilatka a zkolony je eluovdn stanovovany analyt. Imunoafinitni
chromatografie slouzi bud’ jako extrakéni krok pted stanovenim LC nebo GC (liquid a gas
chromatography), nebo jako soucdst mén¢ naro¢nych technik s fluorimetrickou detekéni
koncovkou. V detekci kontaminanti potravin se pouziva pro rezidua pesticidii, mykotoxint a

dal$ich latek.

2. 4. 1 Stanoveni mykotoxinti pomoci imunoafinitnich kolonek

Vyuziti imunoafinitnich kolonek pro stanoveni mykotoxint je diky jednoduchosti
jejich pouziti a komeréni dostupnosti ¢asto pouzivanou metodou pro screening i pro extrakci a
zkoncentrovani pred stanovenim HPLC.

Kolonky AflaTest® firmy Vicam o objemu 1 ml obsahuji na nosi¢i navazané
specifické monoklondlni protilatky, proti riznym druhlim mykotoxinti a jejich kombinacim.
Rozetfeny a navazeny vzorek se smicha s NaCl ve vodném roztoku metanolu a prefiltruje.
Natfedény a znovu zfiltrovany extrakt se nanese na kolonku, pfi¢emz dojde k navazani

mykotoxinu na protiladtky. Promytim vodou se eluuji rusivé latky a metanolem potom cilové
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mykotoxiny. Eluat se jimd do kyvety a po pifidani derivatizacnich cinidel se zméfi
fluorescence.

Metoda nevyZzaduje specialni prostiedi, neni tfeba vysoce odborny personal, protoze
odecteni vysledki se provede na displeji fluorometru nebo se zaznamena tiskem. Po ptiprave
a extrakci vzorku, Casové zavislé na komplikovanosti matrice, zabere stanoveni méné nez
100 )minut. Vynika velkou pfesnosti a spolehlivosti v celé Skale koncentraci od 0,1 do
3000 pg/kg.

Pouziti imunoafinitnich kolonek je také vhodné jako extrakce a zkoncentrovani pro
stanoveni HPLC/UV. V takovém ptipad¢ se nepouziji derivatiza¢ni Cinidla a eluat se odpafti a
rekonstituovany v mobilni fazi se nanese na kolonu. V piipadé¢ ze je zaddouci vétsi prutok

kolonkou a tim rychlej$i stanoveni, je mozné pouzit ,,wide bore* kolonku s objemem 3 ml.
16,17

2. 4. 2 PloSna imunochromatografie (strip testy)

Rychlé, relativné levné kvalitativni stanoveni riiznych analytl 1ze realizovat pomoci
plosné imunochromatografie (lateral flow immunochromatography). Diky uzivatelsky
pfijatelnému formatu, bez nutnosti specidlniho vybaveni a podminek, je umoznéno terénni
stanoveni. Zakladem detek¢nich souprav pracujicich na tomto principu je plastovy vicevrstvy
prouzek (strip) obsahujici potiebné reagencie a protilatky k provedeni stanoveni.

Testovaci strip sestdva ze dvou slisovanych pruznych plastovych paskd, mezi nimiz
jsou umistény savé vlozky, obsahujici specifické protilatky znacené castici barviva (oproti
enzymu v ELISA) a dal$i reagencie potfebné pro provedeni stanoveni a membrana
s imobilizovanymi protilatkami ¢i derivaty analytd. Vyplil stripu tvoii definované useky —

oblast pro reagencie, kontrolni oblast a zdsobnik na odpad.
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Obrazek 8. Konstrukce stripu pro imunochromatografii;
http://www.neogen.com/FoodSafety/pdf/L._F_Diagram.pdf

V nejjednodussich postupech se strip umisti na ur¢enou dobu do roztoku vzorku. Sady,
jejichz pouziti predpoklada aplikaci vzorku ve formé kapky obsahuji jeSté plastové
zapouzdreni, do kterého se strip umistuje a které méa perforace pro naneseni vzorku a
odecitani vysledkti. Pokud je Zadouci stanoveni bez subjektivniho vlivu operatora, umistuje
se strip do digitalniho Cteciho zatizeni. Princip reakce probihajici ve stripu je stejny, bez
ohledu na zapouzdieni nebo zplisob odecitani vysledk.

Pokud je strip test konstruovan pro detekci analytu majiciho vice nez jeden epitop,
probihajici reakce bude obdobou sendvi¢ového formatu ELISA. Mezi analytem a protilatkou
vznikne vazba a komplex se pohybuje vlozkou vlivem osmotickych sil do detekéniho prostoru.
Detekéni prostor je membrana, na které jsou imobilizované dalsi protilatky proti analytu.
Navazanim komplexu ,,antigen-protilatka* vznikne ,,sendvi¢* a ustaveni rovnovahy se sleduje
jako barevna linie.

Pti stanoveni haptenii (napt. mykotoxiny) se pouzije kompetitivni format a pfitomnost
analytu se prokaze jako absence barevné linie. V detekéni zon€ na stripu jsou imobilizované
derivaty analytu. Pokud vzorek obsahuje analyt, tento tvoifi s protilatkami znacenymi
barevnou c¢astici komplex, ktery dale postupuje pies detekéni zénu do ¢asti vlozky pro odpad.
V ptipadé, ze ve vzorku analyt neni, volné konjugaty antilatka-barvivo se vazou v detekéni
z6né a linie se objevi.

Vlozka je v misté pro reagencie dale napusténa kontrolnim konjugatem protilatka-
barvivo, ktery se uvoliuje rozpoustédlem ze vzorku, bez ohledu na to zda je pfitomen

stanovovany analyt. V detekéni oblasti je oblast s imobilizovanou slozkou, na kterou se
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kontrolni konjugat vaze a tvoti barevnou kontrolni linii. Jeji vznik je dikazem, ze sada byla
spravné vyrobena, skladovana a pouzita. '*'

Princip plosné imunochromatografie nalezl uplatnéni pifi vySetfeni na pfitomnost
ptirodnich toxinti (mykotoxiny a toxiny ryb), rezidui B-laktamovych antibiotik v mléce a
dalSich. V Tabulce III jsou uvedeny nékteré¢ ze spolecnosti dodavajicich na trh testovaci sady

na zalozené na principu plosné imunochromatografie a v nasledujici kapitole je predstavena

konkrétni aplikace pro screeningové vysetfeni na ptitomnost aflatoxinu.

Tabulka III. Ptiklady vyrobcu strip testi

Vyrobcei strip testl

Vicam USA WWW.vicam.com

Charm Sciences Inc USA www.charm.com
Euro-Diagnostica EU www.eurodiagnostica.com
Idexx laboratories USA www.idexx.com
International Diagnostical Systems USA www.ids-kits.com
Neogen USA WWww.neogen.com
Unisensor B WWW.twinsensor.com
Romer Labs A www.romerlabs.com

(i) Stanoveni aflatoxinu

Ptikladem pouziti testovaciho stripu muze byt aplikace jednokrokové sady pro
stanoveni aflatoxinu Aflacheck” firmy VICAM. Sada umoziiuje kvalitativni stanoveni na
hladinach 10 nebo 20 pg/kg bez velkych narokti na laboratorni vybaveni. Jednoduchy
analyticky proces zahrnuje extrakci vzorku metanolem, nafedéni extraktu vodou a ponofeni
testovaciho stripu do roztoku. Po tfech minutach néasleduje kontrola prouzku a interpretace dat
uzivatelem — pozitivni nebo negativni nalez se rozpozné podle poctu linii v detek¢ni oblasti.
Dve¢ linie (Obr. 9) signalizuji negativni nalez (jedna kontrolni a druha ukazujici podprahovou

koncentraci).

(= ASCHEC
. afialH
Testovaci linie g Kontrolni linie g

Obrazek 9. Negativni vysledek stanoveni aflatoxinu; na testovacim stripu ze sady AflaCheck jsou
viditelné dv¢ linie (Vicam)
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Objeveni pouze kontrolni linie (Obr. 10) signalizuje pozitivni vzorek (koncentraci
aflatoxinu vys$i nez danou detekéni mez metody) a neobjeveni Zadné ukazuje na chybu

Vv procesu stanoveni.

—

] AriaCHE

tKontrolni linie E

Obrazek 10. Pozitivni vysledek stanoveni aflatoxinu; na testovacim stripu ze sady AflaCheck je vidét
jen kontrolni linie. Vicam

Metoda nevyzaduje trénovany persondl, neni tfeba udrzovat sadu za specidlnich
podminek a data neni tfeba vyhodnocovat elektronicky. VSechny tyto vyhody piedurcuji
podobné sady pro terénni pouziti. Pro laboratorni pouziti spocivéa jejich pfinos v rychlém
rozpoznani kontaminovanych vzorki, u kterych se dale provede klasicka chromatograficka

analyza. %

2. 5 Radioimunoanalyza (RIA)

Pocatkem Sedesatych let vyzkumny tym Bersona a Yalowa vyuzil znafeni protilatek
radioaktivnimi izotopy. V pribéhu sedmdesatych let doSlo k velkému rozvoji pouziti
v mediciné a pozdéji v dalSich oborech. Byla vybudovana tada laboratofi, které, umoziovaly
bezpe¢nou praci sradioaktivnim materidlem. Pretrvdvajici problematika zachazeni
s radioaktivnimi odpady, jejich sbér a likvidace, nutnost zvlaStniho vybaveni laboratofi
s diirazem na bezpecnost personalu, navysSovala cenu provedenych testi tak, ze RIA nemohla
konkurovat metodam vyuzivajicim enzymaticky znacené reagencie. Pouziva se pét riznych
radioizotopt ( °H, '*C, **P, S a '*I), pfi¢emz pro rutinni analyzu se nejvice hodi *H a '*C,
které maji delsi polocas rozpadu a nizkou Groven beta zateni.

Zakomponovani radioizotopu do riznych organickych sloucenin, bez toho aby se
zmeénila struktura molekuly, je Casto narocné. Na zakladé RIA byly vyvinuty techniky pro
stanoveni riznych herbicidl v potravinach, naptiklad picloramu a 2,4-D (2,4-dichlorofenoxy
octova kyselina) v koncentracich 100 a 50 ppb. V dne$ni dobé nachazi vyuziti pii sledovani
metabolismu a jinych aplikacich, kde nelze pouzit enzymatické znaceni a tam, kde se da
predpokladat rozumna navratnost investic. Pro screening kontaminantli v potravinich se
vyuziva jiz jen zcela vyjimecné€. Srovnani vyvoje poctu publikaci tykajicich se metod RIA a

ELISA za dobu jejich pouzivani ukazuje Graf 8. *'
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Graf 8. Pocet publikovanych ¢lankad s tématikou ELISA (Cerna) a RIA (Seda)
http://www.clinchem.org/cgi/content/full/51/12/2415
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3 Metody vyuzivajici biosenzory

V potravinovém prumyslu mohou biosenzory slouzit k provoznimu monitorovani
pritomnosti nékterych technologicky ¢i vyzivové vyznamnych latek, ale také k detekci
kontaminujicich latek, napft. pesticidii, primyslovych chemikalii nebo piirodnich toxind.

Biosenzory snizuji ¢asovou narocnost analyzy a tim naklady na jeji provedeni. Jejich
odezva je natolik rychld, ze jsou vhodné k zaClenéni do systému HACCP, ktery se obecné
povazuje za nejucinngj$i systém jak zajistit bezpe¢nost potravin. Citlivost biosenzorl
umoziuje rozpoznat mikroorganismy roda Escherichia nebo Salmonella, pesticidy, herbicidy
a dalsi v asovém horizontu minut aZ hodin. **

Zatimco tradi¢ni kultivacni metody pro rod Salmonella mohou trvat az 6 dni a pro
detekci nizkomolekularnich chemickych kontaminanti jsou tfeba extrakce upravenych vzorka
s naslednou chromatografii, tedy procesy trvajici v fadu hodin az dni, biosenzory umoznuji

detekcei téchto kontaminantu v realném case.

3.1 Konstrukce biosensoru

Pojmem ,,senzor definujeme zafizeni, které reaguje na fyzikalni nebo chemické
podnéty Cinitele a prevadi je pres hardware a software na méfitelné hodnoty (signalu).
Biosenzor spojuje dva prvky: rozpoznavaci biologickou ¢ast (napi. imobilizované antigeny,
protilatky, enzymy nebo mikrobidlni buniky) a pfevodnikovou ¢ast (transduktor), kterd mize
byt povahy -elektronické, optické, piezoelektrické a termometrické, pticemz v oblasti
optickych transduktorti dochazi k nejvétsimu rozvoji. Biosenzory jsou rozdélovany podle
povahy transduktori nebo podle druhu biologického ucinku rozpozndvaci casti. Podle
provedeni reakce na biologické Césti rozliSujeme dva druhy biosenzorti — biokatalytické a

bioafinitni (imunosenzory). 3

3. 1.1 Biokatalytické senzory

Rozpoznavaci prvek obsahuje enzym, celou buiikku, bunécné organely nebo tkanové
fezy. Vyhoda vyuziti celé buniky spociva v tom, ze enzym je buitkou produkovan piimo na
senzoru a neni tieba ho slozité izolovat, pfechovavat a imobilizovat. Takové biosenzory maji

vétsi trvanlivost, lehce se daji regenerovat roztokem Zivin, nejsou v porovnani s pouzitim
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samotnych enzymi tak naro¢né na vyvazené pH a teplotu. Nevyhodou je nizka selektivita
zpisobend probihajicim kompletnim metabolismem Zivé buiiky a dlouha doba odezvy.

Senzory simobilizovanym enzymem tyto nedostatky nevykazuji. V analyze
kontaminantl se pouzivaji pro pesticidy a herbicidy na bazi karbamat (propoxur, carbaryl),
nebo organického fosforu, méné potom pro rozpoznani antibiotik. Pro rozpoznani pesticida
se vyuziva jejich inhibi¢ni efekt na enzymy acetylcholinesterazu nebo butyrylcholinesterazu,
ptipadné tyrozinazu nebo parathionhydrolazu pro stanoveni koncentrace parathionu. Rozsah
inhibice zavisi na druhu a koncentraci pesticidu. %

Ptiblizn¢ 30 % herbicidi inhibuje proces fotosyntézy, ¢ehoz se vyuziva k jejich
detekci pti dosazeni LOD az 10 ppb pro atrazin. Pfi pouziti thylakoid, membran chloroplasti,
jednobunéénych tas, fotosystému II nebo purpurovych bakterii, jako receptorti v kombinaci
s riznymi transduktory, byly detekovany herbicidy jako napf. propanil, bromoxynil,
chlortoluron, diuron a isoproturon. Hlavni ptekazka, kterd brani rozsifeni takovychto
biosenzort je nestabilita biologické slozky a nutnost piredchozi ptipravy vzorku.

Enzymové biosenzory byly pouzity v technice FIA (flow injection analysis —
pritokova analyza) napf. pro detekci penicilinu V a G, receptorem byl enzym penicillinaza.
Enzymatickou reakci dojde k pfeméné penicilinu na penicilinovou kyselinu, pH v okoli
senzoru se snizi a vzroste vodivost (vyuziti v pfipadé amperometrického transduktoru).
V ptipad¢ optického transduktoru se pouzije pH marker (napt polypyrrol), kde s poklesem pH
23

dojde k poklesu intenzity fluorescence barviva.

Biologicky prvek Transdukéni prvek

Imobilizovany Zména pH
enzym . .
(potenciometrie)
Zména teploty
/s ; (méfeni teploty)
Substrat } Produkt
Zmeéna fluorescence
inhibice (optické metody)
D Zména potencialu

Pesticid/Herbicid || (potenciometrie)

Obrazek 11. Schéma funkce biokatalytického receptoru a moznosti navazujicich zptisobt detekce; Patel P.D
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3. 1. 2 Bioafinitni (imunochemické) senzory

Imunosenzory maji jako receptorovou ¢ast imobilizované protilatky nebo antigeny, at’
jiz ptimo, nebo prostiednictvim jiné biomolekuly. Navazanim protilatky nebo antigenu ze
vzorku k svému imobilizovanému protéjSku vznikne na senzoru termodynamicky stabilni
komplex. Tento komplex nevytvari elektrochemicky detekovatelnou zménu v prostiedi a
reakci nelze detekovat elektrochemickymi transduktory. Pro detekci je tieba provést znaceni
protilatky nebo antigenu.

Pro nizkomolekuldrni kontaminanty se pouZzivéa vétSinou kompetitivni format metody.
Jsou mozné dvé varianty kompetitivniho formatu. V jedné imobilizované protilatky a znacené
antigeny soutézi o vazebna mista s antigeny ze vzorku, v druhé pak imobilizované antigeny
soutézi s antigeny ze vzorku o vazebnd mista na znaCenych protildtkach. Druhd varianta je
v praxi preferovand, protoze nevykazuje potize plynouci z imobilizace protildtek — ztrata
afinity nebo Spatna orientace navazané protilatky. Nizkomolekularni antigeny jsou v takovém
pripad¢ imobilizovany jako komplex s nosicovym proteinem (antigen-BSA Ag-OVA).

Pti pouziti SPR a piezoelektrického biosenzoru odpadd pouziti znacenych protilatek
nebo antigenil, z diivodu méfeni reakce jako pfirtistku hmoty. SPR nema ale takovou citlivost,
aby stacila piima reakce antigen — protilatka, coz vytvaii nutnost pouziti kompetitivniho nebo
sendvi¢ového formatu metody pro malé¢ molekuly ( viz Obr. 12).

Rozvoj ptipravy protilatek umoznuje syntetizovat vysoce ucinné protilatky proti
kazdé organické slouGening, 2%

Podle pouzitych transduktord se déale imunosensory déli na piezoeletrické,
elektrochemické, termometrické (kalorimetrické) a optické, pricemz dale v této praci bude
dan prostor hlavné poslednimu jmenovanému principu.

U elektronickych senzort je nosi¢em pracovni elektroda, v ptipadé SPR ¢ip a QCM
kfemenny krystal. Pro kompetitivni a sendvi¢ové metody (A,B,D) provadéné na SPR ¢ipu

nebo QCM se nepouziva znaceni.
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Biologicky prvek
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————_ Zménaelektrochemickych vlastnosti
(amperometricky nebo
potenciometricky senzor)
Zména optickych vlastnosti (SPR,

[T EW)

Povrch (napf. krystal, optické
vlakno, vzacny kov)

Zména piezoelektrickych
vlastnosti (QCM)

Obrazek 12. Funkce bioafinitniho receptoru a moznosti navazujicich zptsobii detekce; Patel P.D

rAf RPN 4
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Obrazek 13. Schematické zakresleni formati imunochemickych metod; Ricci et al.

Nahote: protilatky imobilizované na povrchu
A)prima kompetitivni metoda s enzymem zna¢enym antigenem.
B) sendvicovy format vyuzivajici protilatky navazané na povrchu a protilatky znac¢ené
enzymem.
C) primy format metody pro SPR a QCM
Dole: antigen imobilizovany na povrchu.
D) primy kompetitivni format vyuzivajici protilatky znacené enzymem
E) neptimy format metody se sekundarnimi zna¢enymi protilatkami
F) ptimy format metody pro SPR a QCM
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(i) Elektrochemické imunosenzory

Pocitime mezi né€ amperometrické a potenciometrické. Potenciometrické
imunosenzory méii potencial, ktery je umérny logaritmu koncentrace aktivnich castic, proti
referencni elektrodé€ a vznik4 navazanim antigenu ze vzorku na protilatky vdzané na povrchu
métici elektrody. Prikladem takového imunosenzoru jsou iontové selektivni elektrody (ISE)
s membranou s imobilizovanymi protilatkami a transistorovymi zesilovaci signalu.

Amperometricky imunosenzor vytvari jako vystupni signal proud, ktery vznika
redukci nebo oxidaci Castic na povrchu elektrody pokryté protilatkou nebo antigenem.
Interakce mezi protilatkou a antigenem dava jen slabou odezvu a proto je tieba vyuZzit znaceni
enzymy, jejichz reakce se substraitem vyvola ptfenos elektronu. Pfenos elektronu
z biologickych molekul na elektrodu je zaznamenan jako proud, ktery je pfimo tmérny
koncentraci enzymem znacCenych navazanych Céstic. Amperometrické senzory jsou ve své
reakci rychlejsi, citlivgj$i a presn€j$i neZ potenciometrické. Obvykle se pouzivaji stejné
konjugaty protilatek a enzymi jako u metody ELISA. 2272

Elektrody se obvykle vyrab¢ji z inertnich kovi jako je platina, zlato nebo rizné formy
uhliku. Uhlikové pasty a inkousty slouzi k natisténi elektrod na plastovy nosi¢ ¢imz vznikne
SPE (screen-printed electrode). SPE technologie umoziiuje miniaturizaci a komercéni vyrobu
téchto senzort.

Zajimavy typ elektrochemické detekce imunochemické reakce je multichannel
elektrochemical immunoassay (MEI), kombinujici vyhody provedeni stanoveni na
mikrotitracni desti¢ce s citlivosti elektrochemické detekce. Mikrotitracni desticka s 96
jamkami mé& modifikované dno ve kterém je zakomponovano 96 SPE senzorli pracujicich
v né¢kolika milisekundovych intervalech stejného potencidlu oddélenych delsim obdobim
prodlevy (IPA — intermittent pulse amperometry). Studie Piermarini et al.?® z roku 2007
popisuje stanoveni aflatoxinu B1 v pSenici prostfednictvim MEI metody. Pracovni grafitova
a referencni stiibrna elektroda byly natiStény na plastovy nosi¢ (obr. 14). Mikrotitracni
desticka se ptfimo propoji s ¢tecim zatizenim.

Princip stanoveni kopiruje neptimy kompetitivni format ELISA s pomoci nosicového
proteinu imobilizovanym antigenem. Povrch SPE elektrod byl pokryt konjugatem aflatoxin-
BSA a probéhla inkubace. Kompeti¢ni krok byl realizovan pfidanim roztoku obsahujiciho
aflatoxin soucasn¢ s protildtkami proti aflatoxinu. Nasledn¢ po promyti se ptidaly sekundarni
protilatky znacené alkalickou fosfatdzou. Byl ptidan substrat pro alkalickou fosfatazu, naftyl
fostat sodny, a mnoZzstvi vzniklého produktu enzymatické reakce (1-naftolu) bylo detekovano

pomoci IPA. Parametry popisované metody ilustruje Tabulka IV.
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Tabulka IV. Srovnani analytickych parametrt ELISA a MEI pfi detekci aflatoxinu B1

analyticky parametr spektrofotometricka  MEI
detekce

LOD (ng/ml) 0,15 0,03

Linearni rozsah (ng/ml) 0,25-2,0 0,05-2,0

B/B-50% (ng/ml) 0,77 0,26

RSD (n=8) intra (%) 4 5

Cas provedeni (h) 3 1
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Obr. 14. a) mikrotitracni desticka MEI, b) 96 SPR elektrod na nosici, vpravo konektor k detektoru;
Piermarinu et al

Moznost provést opakované stanoveni v nékolika neznamych vzorcich spolu
s kalibraci a stanovenim blankli nardz tes$i jednu z nevyhod elektronickych imunosenzorii-
nutnost provadét stanoveni jednotlivé. MEI umozituje komplexnéjsi stanoveni nez jednotlivé
elektrody, protoze je mozno imobilizovat do jednotlivych fad jamek riizné protilatky a vzorek

testovat na vice riiznych kontaminanta. *°

(ii) Piezoelektrické imunosenzory

Jsou zalozené na rezonanci kifemenného krystalu v stfidavém elektrickém poli. Na
povrchu krystalu jsou navazané protilatky. Frekvence vznikajici oscilace je funkci hmoty
krystalu, ktera se zméni navazanim antigenli na povrchové vazané protilatky. Pokud se méfi
zména frekvence oscilace celého krystalu, hovotime o bulk acoustic (nebo také quartz crystal
microbalance — QCM) zafizeni (frekvence se snizi se zvétSenim hmoty a je funkci navazani
antigentll). V ptipad¢ ze akusticka vlna bézi pouze po povrchu potom se jedna o tzv. surface
acoustic wave zafizeni.

QCM sestava ze dvou kruhovych elektrod, mezi nimiz je vloZen fez krystalu. Stfidavy

proud mezi elektrodami zplsobuje oscilaci krystalu, kterou ovliviiuje navazani analytu na
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imobilizované protilatky nebo antigeny. '’ Stejn& jako SPR senzory nevyzaduji ani tyto
znaceni antigeni nebo protilatek.

Vyuziti QCM naslo zatim v detekci mikrobialnich kontaminantli potravin, napiiklad
patogennich bakterii rodi Escherichia a Salmonella - pro stanoveni chemickych

kontaminantl neni zatim obvyklé.

(iii) Optické imunosenzory
a) zaloZené na optickém vldknu:

Na zuzujicim se optickém vldkné je na uz$im konci imobilizovany biologicky prvek,
protilatka nebo antigen. Svétlo vstupuje SirSim koncem a totdlnim vnitinim odrazem cestuje
k uzsimu konci, kde dojde k absorpci zafeni. Méti se bud’ emise fluorescence analytii, nebo
v ptipad¢, ze samotné analyty nefluoreskuji, emise fluorescence vhodného reaktantu. Vztah
(pfimy nebo neptimy) fluorescence ke koncentraci analytu zaleZi na formatu metody. **

Ackoli optické fluorescencni senzory maji dobrou citlivost, jejich vyuziti v praxi

limituji faktory jako neselektivni adsorpce a interferujici fluorescence pozadi. **

K méficimu |

piistroji =|= K vzorku >
Zuzujici se vlnovod, na konci
Sienalni vlakno 250 um _ /300—600 pm

Excitaéni vlakno

100- 250 pm Biologicky prvek
napf. protilatky

Signalni svétlo ,

Obrazek 15. Schéma biosenzoru na principu optického vlakna; Patel P.D
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b) zaloZené na tlumenych vindch

Svétlo cestuje vlnovodem pomoci mnohacetnych vnitinich odrazi, ¢imz vzniké
elektromagnetické tlumené vinéni, ktera pronika piiblizn¢ 200 nm nad povrch vinovodu.
Analyty navazané na protilatky imobilizované na povrchu vinovodu energii viny absorbuji a

ee . . rar . r 24
potom ji jako fluorescenci vyzafti. Fluorescence je funkci koncentrace analytu.

¢) surface plasmon resonance (SPR)

SPR je opticky jev dovolujici monitoring interakce mezi analytem ze vzorku a
imobilizovanou biomolekulou vredlném cCase bez nutnosti znaceni reaktantii. SPR
imunosenzor je nejatraktivnéj$i z biosenzorti pro analyzu kontaminanti z davodu jeho
schopnost SPR imunosenzoru detekovat malé molekuly (obvykle se v souvislosti s analyzou
potravin povazuje za malé mensi nez 1000 Da) s neobvykle nizkym LOD v komplexnich
matricich jako jsou potraviny. Nej€astéji se pouziva v pratokové analyze, kdy v roztoku pufru

. y - PP oo . 222328
prochazi vzorek ptes povrch receptoru, kde dochdzi ke specifické bioafinitni reakei. “~>

3.2 Konstrukce a princip SPR imunosenzoru

SPR imunosenzory sestavaji ze zdroje svétla, transparentniho hranolu, transdukéniho
povrchu (film vzacného kovu), biomolekul (protilatek nebo antigeni) a prito¢ného systému
privadejiciho roztok vzorku. Transdukéni povrch je obvykle tvoten 50-100 nm silnym zlatym
filmem na sklicku (¢ip SPR biosenzoru), které je imerznim olejem opticky spojeno
s hranolem. Kromé zlata se pouzivaji jest¢ dalsi kovy napt. stiibro, méd’ nebo hlinik, ale zlato
je preferovano pro svou chemickou stabilitu a chovani volnych elektrond.

Umisténim zlatého filmu se odlisuji dvé konstrukce, Ottova a Kretschmannova (viz
Obr. 16). V Ottové nastaveni je zlaty film dostate¢né blizko k rozhrani, na kterém se
vstupujici svétlo odrazi, aby byl v dosahu stojatého vInéni, ale neni s hranolem v pfimém
kontaktu. Plazmony se vybudi a §ifi se po kovovém povrchu v prostoru mezi hranolem a
kovovou vrstvou. Pro praktické pouziti se tato konfigurace pfiiliS nehodi, a pouziva se
Kretschmannovo uspofadani, tak jak je popsdno v této praci. Pivodné v Kretschmannové
usporddani byl film kovu nanesen piimo na hranol. Vyménné sklicka se zlatou vrstvou

umoziuji provedeni riznych analyz, pfi¢emz hranol zistava stejny.
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Obrazek 16. Jednoduché schéma Ottova (vlevo) a Kretschmannova uspofadani

Pro popis SPR je uzitecné nejdiive definovat jev totalni vnitini odraz (total internal
reflection — TIR). Vznika na rozhrani dvou prostiedi s riznymi indexy lomu (obr. 17).
Paprsek prochazejici prostfedim s vét§im indexem lomu se na rozhrani s prostfedim o mens$im
indexu lomu, za ptedpokladu, ze uthel vstupu je vétsi nez kriticky, uplné odrazi zpét. Ackoli
paprsek pii TIR neztrati nic ze své pocatecni energie, vybudi se v misté odrazu v prostiedi
s niz§im indexem lomu stojaté vinéni (evanescent field — E). Amplituda tohoto vInéni klesa
exponencialné se vzdalenosti od rozhrani. Hloubka, do které stojaté vinéni pronikne, se
definuje jako vzdalenost kde intenzita viny klesne na 1/e nebo piiblizné 37 % jeji maximalni

intenzity.

ny<n,

n, ’
0

Vstupujici svétlo Odrazené svétlo

Obrazek 17. Schéma vzniku stojatého vinéni (E) na rozhrani s riznymi indexy lomu;
http://www.protein.iastate.edu/seminars/BIA Core/TechnologyNotes/TechnologyNotel.pdf

Pokud na vySe popsané rozhrani ptipojime vrstvu vzacného kovu vhodné tloustky, p-
polarizovana slozka (slozka rovnobézna s rovinou tvofenou vstupnim a odrazenym paprskem)
stojatého vinéni mize proniknout kovem, vybudi volné elektrony v kovu a na povrchu se
projevi jako plazmon- vinéni elektronového naboje, které se §iii podle povrchu kovu. Pro
nemagnetické kovy jako je zlato bude potom plazmon také p-polarizovany a diky svym
elektromagnetickym vlastnostem a zpisobu Sifeni zvétsi stojaté vinéni. Toto stojaté vinéni
pronikd jenom na kratkou vzdalenost do prostiedi nad zlatym filmem a vzdalenost je

ovlivnéna indexem lomu prostiedi. Vybuzeni plazmonu zpiisobi charakteristicky pokles
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intenzity odrazeného svétla. Bioafinitni interakce na povrchu zlatého filmu zptsobuji zmény

v koncentraci prostfedi a tim jeho refrakéniho indexu.

Pritocny

Zlaty film antigen

protilatka

Polarizované svétlo Odrazené svétlo

Obrazek 18. Schéma prito¢né cely SPR biosenzoru umisténé na hranolu s ¢ipem;
http://www.protein.iastate.edu/seminars/BIACore/TechnologyNotes/TechnologyNotel.pdf

Vstupni p-polarizované svétlo je zaostieno do svazku klinového tvaru, ktery pokryva
potfebné vstupni thly. Vzrustajici koncentrace analytu na povrchové vrstvé senzoru
zpusobuje rist indexu lomu. Uhel vstupniho paprsku se méni tak, aby se stale tvofil plazmon.
Zména vstupniho thlu je sledovana zménou pozice detektoru, zachycujici odrazené svétlo.

(viz Obr. 18 posun z I — II). Vystupem ze zafizeni pouzivajiciho SPR je sensorgram. 2* %3

31

Je znam vliv teploty na index lomu vodnych roztokli a proto je tieba pii stanoveni
dodrzovat konstantni teplotu, pro kterou je navrZzen. Hlavné€ imobilizované protilatky vyzaduji
specifickou konstantni teplotu pro optimalni vazebné vlastnosti. S teplotnimi vykyvy se 1épe
vyrovnavaji senzory svice prutokovymi komorami. Pouziti vterénu, ke kterému
miniaturizace SPR biosenzort také smétuje, vyzaduje termostabilizacni systém, ktery zajisti
konstantni teplotu v prib¢hu stanoveni. Zména teploty o 0,1 °C v pribéhu stanoveni miize
zpisobit zménu RI v iadu 1 x 107, coz je hodnota srovnatelnd s nejniz§im detekovatelnym
signalem senzort s dvéma celami. Malou zménu teploty (1 °C) lze korigovat softwarove, ale
protoze teplota ma vliv i na RI vlastniho senzoru, €iptli i spojeni Cip — télo senzoru (viskozita a
hustota spojujici kapaliny), vazebnych vlastnosti protilatek, intenzitu svétla produkovanou
LED (light emmiting diode) diodami a dal$i, hrozi nebezpeci, ze signal analytu bude touto
korekci deformovan. Zmény teploty se projevi také ,,znovuobjevenim® optickych vad, které
byly pii vyrobé pro urcitou teplotu senzoru vyrovnany. Proto mé na citlivost vii¢i vykyvim

svétla vliv kvalita provedeni optickych prvkli senzoru. Univerzalngj$im feSenim nez
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softwarova korekce se ukazalo izolovani senzoru do vhodného boxu, s termostabilizaCnim

systémem fizenym mikroprocesorem.

Pro terénni pouziti jsou oproti laboratornim jednotkdm upraveny i dal§i zakladni
komponenty SPR biosenzoru. Kromé prvku, jejichz tikolem je kontrolovat a udrzet konstantni
teplotu je patrna zména hlavng v optice, kde LED nahrazuji kiehké a nakladné lasery.

Pouziti druhého a tfetiho prito¢ného kandlu u senzort s vice celami se vyuziva pro

kvantifikaci nespecifickych vazeb na povrch Cipu.

3.2.1 Interpretace senzogramu

Kftivka senzorgramu

Odezva (RU)

1
1
1
: odezva
1
1
| * baseline
e e e e e e e e
1
cas
EEEEEEEEEN :—
baseline disociace
. TS N -—

Graf 9. Senzorgram; modra ¢arkovana linie ukazuje moznost odecitani zavislosti odezvy na Case;
http://www.biacore.com/food/technology/assay principles/following an_interaction/index.html?backur
1=%2Ffood%2Ftechnology%?2Fassay principles%2Findex.html

Senzogram (Graf 9) je grafickym vyjadienim probihajici imunochemické reakce na
povrchu senzoru. Vynasi se odezva (zména uhlu odrazeného svétla) v rezonancnich
jednotkach (RU, 1 RU je ekvivalentni 1 p jednotce indexu lomu) proti ¢asu. Zakladni linie
reprezentuje stav, kdy pies senzor protékd Ccisté rozpoustédlo, kiivka senzogramu je
v takovém Casovém intervalu konstanta. V okamziku, kdy pfes senzor protéka roztok vzorku
obsahujici stanovované analyty, se tyto vazi na biologickou sloZku senzoru a odezva se
zvétSuje. Kiivka senzogramu klesa, kdyz dochézi k disociaci analytd. V pfipad¢, Ze asociace a
disociace jsou v rovnovaze, odezva je konstantni. Senzogram reflektuje reakce v realném case

a umoziiuje odvozeni kinetickych konstant reakci a koncentrace vzorku. 2°~!

i VSCHT PRAHA 37



Neznama koncentrace se urci v zavislosti na pouzitém formatu metody z kalibracni
zavislosti, kterou tvoii kiivka v soufadnicich koncentrace analytu a odezva SPR senzoru.
Nejpouzivangj$i format stanoveni pro malé molekuly je kompetitivni s imobilizovanym
analytem nebo jeho analogem na povrchu senzoru (viz Obr. 13). Kalibra¢ni kiivka ma potom

obdobny tvar jako pii aplikaci kompetitivniho formatu metody ELISA (Graf 10).
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Koncentrace analytu

Graf 10. Zavislost odezvy SPR biosenzoru na koncentraci analytu v kompetitivnim formatu; Traynor
et al.

3.2.2 Regenerace povrchu
Pti vyrobé Cipu je tfeba uvazit jeho opakované pouzivani a z toho vyplyvajici potiebu

stability navézané biologické slozky, kterd se nesmi z povrchu vymyvat. Pro adsorpci
biologické slozky je vyvinuta fada metod napt. pfima adsorpce nebo pouziti self-assembled
monolayers (SAM). Dale je dileZzité zajistit, aby nemohlo dojit k navazani jinych proteinti ze
vzorku (mimo protilatky) na povrch senzoru, coz by mélo za nésledek falesné pozitivni signal.
Proto se stejn¢ jako u ELISA blokuje volny povrch BSA (bovine serum albumine) nebo jinou
bilkovinou. Signal tvoieny touto vrstvou a protilatkami tvoti zédkladni linii sensogramu.

Pro snizeni nakladi je vyhodné konstruovat biosenzory pro opakované pouziti
v riznych vzorcich. Povrch biosenzoru musi byt schopny regenerace a pfi dal$im pouziti musi
metoda dosahovat dobré opakovatelnosti. Reakce vedouci k tvorbé komplexu antigen-
protilatka je reversibilni. Regenerace povrchu probihd disociaci tohoto komplexu plisobenim
ruznych procest, na jejichz provedeni maji vliv faktory jako je plivod protilatek, pouzité
chemikalie pii procesu imobilizace a dalsi. Protoze je terciarni struktura protilatek citlivd na
zmény pH, pouziva se na rozruSeni vazby casto roztokii o rizném pH od siln€ kyselého po
alkalické. Nejpouzivanéjsi jsou roztoky HCI, NaOH, glycin-HCI, pepsinu a ethanolaminu.

Silné eluenty ale mohou postupné poskodit vazebné schopnosti protilatek a tim snizit i¢innost
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¢ipu. Imunosenzory, které vyuzivaji imobilizovany analyt nebo jeho konjugéat s nosi¢ovou
bilkovinou, jsou vhodné&j$i pro regeneraci, nez ty které vyuzivaji imobilizovanych protilatek
prave proto, Ze antigen je zpravidla dlouhodobé stabilnéjsi pti pouziti elu¢nich Cinidel.

Pocet cykli, které 1ze dosahnout pii regeneraci SPR biosenzoru, se li§i od 100 do 500

a n&které studie uvadgji dokonce 1500 cykli. **

3. 2.3 Vyhody pouziti SPR biosenzoru

SPR analyza nevyzaduje znackovani reaktantl. Znackovani je ndkladné a Casové
naro¢né na provedeni, v piipad¢ znaceni radioaktivnim izotopem vyzaduje specidlni
zachazeni a vybaveni. Znackovani dokonce mlize zménit reaktivitu nebo specifi¢nost reakce.
Hydrofobni fluorescen¢ni znacky maji tendenci k vazbdm na pozadi, ¢imz mlze vzniknout
fale$né pozitivni signal.

Aktivni povrch senzoru miize byt po pouziti regenerovan specialnim roztokem, coz
umozituje mnohonasobné pouziti stejného ¢ipu. Jeden SPR biosenzor umoziuje opakovanou
analyzu roztokt, které neobsahuji cilovy analyt, protoze nedochédzi k zadné reakci, coz je
idedlni pro pratokovou analyzu.

Zména metody pro jiné cilové latky, spocivajici ve vyméné Cipu a jeho zakladni

stabilizaci v roztoku pufru je operace trvajici v fddech minut.

3. 2. 4 Priklady aplikace SPR biosenzori v analyze kontaminanti

Vyvoj na poli vyuziti SPR biosenzor se stidle zrychluje. Vzhledem k tomu ze se
predpoklada moznost piipravy protilatky pro prakticky jakoukoli organickou slouceninu, je
vyvoj novych metod odvisly hlavné od jejich syntézy a dale potom na odstranéni rusivych
matri¢nich efekta.

V nésledujicim textu bude uvedeno né&kolik studii popisujicich vyvoj metod,
vyuzivajicich SPR biosenzorli k detekci rezidui veterinarnich farmak a mykotoxind. Sady
¢ipti a potfebnych reagencii pro stanoveni nékterych ze zde uvedenych kontaminantt (rezidua
tylosinu, celkovych sulfonamidl, sulfamethazinu, sulfadiazinu a beta agonistd) jiz byly

uvedeny na trh firmou Biacore, na jejiz zakladnich Cipech probihd vétSina vyzkumi novych
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aplikaci. Sady slouzi k jednoduchému rozsifeni moznosti detekce kontaminanti uzivatelam

zafizeni Biacore Q.

(i) Rezidua veterinarnich farmak
Rezidua veterindrnich farmak se stanovuji v mase, vejcich nebo télnich tekutinach

hospodarskych zvifat a dribeze z divodu kontroly dodrzovani ochrannych lhiit pfi jejich
aplikaci a odhalovéani pfipadného zneuzivani 1€Civ. S rozSifovanim pouziti riznych 1é¢iv
prirozené roste 1 potieba kontroly jejich pohybu v potravnim fetézci s dirazem na zajisténi
nezavadnych potravin. Rostouci vyznam ma spolecné stanoveni ruznych latek s podobnou
strukturou a ucinky, které se pouzivaji jednotlivé v povolenych koncentracich, ale spolu

v sum¢ mohou v kone¢nych produktech piekro¢it MLR pro svou defini¢ni skupinu.

a) Tylosin

Slouzi jako veterinarni 1é¢ivo pro zvifata péstovand pro maso a souCasné¢ u prasat
podporuje rust svalové hmoty. Pouziti tylosinu jako riistového ptipravku pro prasata bylo
v EU zakazano v roce 1999, s tim Ze pouZiti tylosinu jako 1é¢iva neni omezeno. V poslednich
letech se zacalo ve vcelafstvi ve vétsi mife pouzivat tylosinu jako nahrady za oxytetracyklin,
ke kterému si bakteridlni kmeny vytvofily rezistenci. Soucasné¢ s timto narGstem vyvstal
pozadavek na screeningovou metodu pro detekci tylosinu v medu.

Senzor zalozeny na vyuziti SPR Biacore ¢ipu byl pfipraven pro kompetitivni format
stanoveni a imobilizovanym antigenem (Obr. 13. B). Vzorek medu se rozpustil ve
fosfatovém pufru a byl ptfecistén na SPE. Pracovni rozsah metody byl stanoven prométenim
cilen¢ kontaminovanych vzorkl na hladiny 0,5, 1,0, 2,0, 5,0 a 10 pg/kg jako interval od 0,5
do 4 png/kg. Pti vSech stanovenich byla dosahovana primérnd vytéznost 60,3 % a RSD 9,1 %.
Metoda vykazovala 60 % kiizovou reaktivitu se spiramycinem, coz lze povazovat za hlavni
nevyhodu tohoto postupu. S jinymi latkami prakticky ke kiizové reakci nedochézi. Pti
srovnani stanoveni dvaceti prokazatelné¢ negativnich a stopovd mnozstvi rezidui tylosinu
obsahujicich vzorki pomoci biosenzoru a LC/MS/MS bylo dosazeno dobré korelace
zjisténych hodnot. **

Komer¢éné dostupny Qflex Kit Tylosin pii respektovani popsané piipravy vzorku
vykazuje LOD = 2,82 pg/kg, pfi zjednoduSené piipravé vzorku, spocivajici v pouhém

nafedéni roztokem pufru a prefiltrovanim potom 5 pg/kg. 34
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b) p-Laktamova antibiotika

B-Laktamova antibiotika pfedstavuji hlavni zdroj rezidui antibiotik v kravském mléce.
Jsou to nejCastéji pfedepisovand antibiotika proti klinické mastitidé, nemoci dojnic,
zpisobujici vady mléka (nestejnd hustota, srazeniny).

SPR metoda pro stanoveni rezidui antibiotik odvozenych od penicilinu a
cephalosporinu v syrovém mléku, je zaloZzena na pouziti vysokomolekularniho penicilin
vazajiciho derivatu proteinu bakterie Streptococcus pneumoniae (PBP 2x*). Vazba antibiotika
ampicilinu znaceného digoxigeninem (DIG-AMPI) a PBP 2x* je inhibovana pfitomnosti
jinych B-laktamovych antibiotik. Biacore senzor je osazen cCipem s protilatkami proti
digoxigeninu. V priibé¢hu prvni inkubace dochdzi k vazbé mezi PBP 2x* a B-laktamovym
antibiotikem, pokud je pfitomno. V negativnim vzorku k vazbé nedojde. Pfida se DIG-AMPI,
ktery zaujme mista na PBP 2x* dosud neobsazend antibiotiky ze vzorku. V negativnim
vzorku DIG-AMPI zaujme mista na vSech molekulach PBP 2x*  zatimco v pozitivnhim pouze
ty, na kterych neni dosud navazéan analyt. Roztok se injektuje na povrch biosenzoru. Dochazi
k vazbé mezi DIG a jeho specifickymi protilatkami. Z vySe uvedeného plyne, Ze vétsi odezvu
ma negativni vzorek, protoze komplex stanovovanych antibiotik s PBP 2x* se na senzor

nevaze (Obr. 19).
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Obrazek 19. Schéma tanoveni p-laktamovych antibiotik v negativnim (vlevo) a kontaminovaném
vzorku pomoci SPR biosenzoru; Cacciatore et al.

Bylo zjisténo, Ze syrové mléko vykazuje silné matri¢ni efekty, pravdépodobné diky
nespecifickému vazani. Matri¢ni efekty se snizily zdhfevem vzorku. Piesto se podafilo u
benzylpenicilinu (MLR 4 pg/kg) a dalSich B-laktamovych antibiotik dosdhnout LOD
srovnatelného s MLR. Metoda je tedy vhodna pro screenig. Pro dal$i pouziti bude jeste

potieba nalézt zptisob jak eliminovat matriéni efekty syrového mléka. *
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¢) Sulfonamidy

Sulfonamidy jsou skupinou antibakteridlnich pfipravki podavanych zvifatim
z preventivnich 1 terapeutickych divodi. Prestoze si bakterialni kmeny za 50 let pouzivani
sulfonamidovych piipravkil vytvotily jistou rezistenci, pouzivaji se stale samostatné i jako
dopliikova 1écba hospodaiskych zvifat. Vzhledem k masivnimu pouzivani, vedlej$im ¢inkiim
a tvorbé rezistence u konzumentl v ptipad¢ chronického vystaveni konzumaci rezidualnich
koncentraci, byl stanoven MLR. Pro souhrn sulfonamidt v jedlém podilu potravin v EU i
USA je stanoven MLR 100 pg/kg.

V roce 2005 byl publikovan vyvoj biosenzoru zalozeného na komerénim ¢ipu CMS5
firmy Biacore, ktery umoznoval detekovat 20 riznych sulfonamidt jako skupinu ve vepfovém
mase pii jedné analyze stim, Ze neucinné acetylované metabolity nezvySovaly vysledky
stanoveni. Tradiéni imunochemické metody mohou byt ovlivnény témito metabolity a
soucasné neumoziiuji stanoveni sulfonamidi jako skupiny ale pouze jako chemickych
individui.

Ptiprava vzorku pro vepfové maso spocivala v odstranéni viditelné tukové tkané a
homogenizace s roztokem HBS (HEPES buffered saline). Po odstfedéni byl odebran alikvot
roztoku pro analyzu. Formdt metody byl navrzen jako inhibi¢éni — zndméa koncentrace
proteinu vazajiciho sulfonamidy (SBP) byla pfidana do roztoku vzorku, ktery se ndsledné
analyzoval na SPR zafizeni s imobilizovanymi derivaty sulfonamida. V piipad€ negativniho
vzorku doSlo k vazbé SBP na Cip coz se projevilo jako narist odezvy. Sulfonamidy
v pozitivnim vzorku utvofi komplex s pfidanym SBP a na biosenzor se jiz nevazi - uroven
inhibice je umérna koncentraci analytu. Kontaminovany vzorek ma tedy nizsi odezvu.

Bylo dosazeno LOD 2,7 ng/ml, coz pfi uvazeni zfedéni odpovida 16,9 ng/g veptové
tkané. Pii cilené kontaminaci 10 negativnich vzorkll na koncentrace 100 a 50 ng/g (MLR a
polovina MLR) sulfamethazinem a sulfadiazinem bylo dosazena opakovatelnost stanoveni
mensi nez 8 %. *°

Q flex kit pro stanoveni celkovych sulfonamidi vychazi z vySe popsané studie je
pouzitelny pro rizné matrice — vepfové a dribezi maso, ledviny, med, sérum a plazmu. *’

Q flex kit pro stanoveni sulfadiazinu vykazuje LOD = 6 pg/kg vepiového masa a kit
pro stanoveni sulfamethazinu potom 86 pg/kg. **~°
Vsechny tfi komeréné dostupné sady vyuzivaji jednoduché piipravy vzorku

spocivajici v homogenizaci s extrakénim pufrem a nasledném odsttedéni.
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d) Flumequin

Flumequin je fluorochinolovéa sloucenina s antimikrobidlnimi ucinky, zvlasté proti
gramnegativnim bakteriim. Slouzi k pfedchazeni bakteridlnich infekci u zvitat chovanych pro
maso. V lidské mediciné naSla omezené pouziti pfi lé€eni onemocnéni mocovych cest.
Pokusy na mysSich a krysach ukézaly jeji hepatotoxicitu a bylo zji§téno, Ze u mysi dlouhodobé
vystavenych jejimu oralnimu pozivani rostla pravdépodobnost vzniku rakoviny jater. MRL
byl stanoven na 400 ng/g. *°

Byla zjiStovdna koncentrace rezidui flumequinu v dribezim mase a krevnim séru.
Vzorky séra byly pfipravovany pouze pétindasobnym natfedénim, homogenizovana tkan byla
extrahovana pufrem a extrakt byl také pétkrat natedén. Na standardnim CMS5 Biacore ¢ipu byl
imobilizovan flumequin a pouzil se pfimy inhibicni format metody (Obr. 13. D). Metoda
nevykazovala zadnou kiizovou reaktivitu vi¢i ostatnim chinolinim a rozsah stanovitelnych
koncentraci byl 15 — 800 ng/ml. Stanoveni vcetné regenerace povrchu trvalo 7,5 minuty a
uvadi se, ze senzor vydrzel bez zmény vlastnosti tisice cykli. Vytéznost cilené
kontaminovanych vzorkli masa byla maximalné 75 %. Tabulka V ukazuje, jak si liSily nalezy
ve vzorcich masa cilené kontaminovanych na hladiny nasobki MLR pfi stanoveni
biosenzorem a LC-MS/MS. Ackoli byly zjisténé hodnoty u obou vyssich koncentraci
priblizné o 20% nizsi nez pti stanoveni LC-MS/MS, vysledky byly velmi dobte korelované.
Niz&i nalezy se daji obecné piisoudit zmin&né nizké vyt&znosti. *!

Tabulka V. Vytéznost cilené kontaminovanych vzorkl dribezim mase pfi pouziti biosenzoru a LC-

MS/MS

Koncentrace v cilené nalezy (ng/g)

kontaminovanych

vzorcich (ng/g) Biosenzor no

MS/MS

200 81£16 82+6
400 248+ 6 312+12
800 447+48 562+23

d) Beta-Agonisty

Pouzivaji se k 1é€eni bronchialnich onemocnéni u hospodaiskych zvifat a pro uvolnéni
svall ¢loveéka pii astmatickém zachvatu. Ve velkych davkach podavanych zviratim dochazi
k vylepSovani poméru mezi masem a tukem ve prospéch masa. V ptipadé zneuzivani tohoto
1é¢iva producenty masa hrozi konzumentiim alimentarni intoxikace. Dosud vzniklé otravy se

pfisuzuji pritomnosti rezidui clenbuterolu v hovézich jatrech. Pii vyvoji SPR biosenzoru proti
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celkovym beta agonistim byl pouzit nasledujici postup, ktery pfejima i komeréné dostupny
Qflex kit fy. Biacore pro stanoveni této skupiny latek. Piiprava vzorku hovézich jater
zahrnovala proteolyticky rozklad, enzymaticky rozklad a extrakci pomoci SPE patron (Oasis-
Waters). Clenbuterol byl imobilizovan na povrch senzoru a roztok extraktu z jater a
monoklondlnich protilatek byl ptfiveden na povrch senzoru (Obr. 13 D). Byla prométena
kalibra¢ni zavislost cilenou kontaminaci matrice riiznymi slou¢eninami ze skupiny beta
agonistll na hladiny 0,5; 1; 2,5; 5 a 10 ng/g a byla ur¢ena kiizové reaktivita proti salbutamolu
(SLB). Pohybovala se od 13% pro pirbuterol do 726 % u malbuterolu. Podle rovnice 5 byly
potom vypocteny jednotlivé LOD.

)

LOD, = mOX[Mj

%C,

LOD pro SLB byl urcen jako 0,19 ng/g a naptiklad pro malbuterol byl vypocten na
0,02 ng/g. Metoda s popsanou jednoduchou extrakci se da vyuzit pro screeningové vysetieni
pritomnosti 14 latek z této skupiny s vysokou citlivosti v jatrech skotu, ovci a prasat.
Kontaminované vzorky se pro uréeni konkrétni latky musi analyzovat dali metodou. **

Firma Biacore dodava i sady pro stanoveni jednotlivych beta-agonistii — ractopaminu a
clenbuterolu pro pouziti ve vzorcich moci a jater hospodaiskych zvirat. Podle zpisobu
piipravy vzorku moci pro stanoveni ractopaminu lze dosahnout LOD 0,11 a 0,22 ng/ml,
v jatrech potom 0,17 ng/g.

Sada pro stanoveni clenbuterolu pfedpokladé stanoveni v extraktu z vzorku jater, ktery

se odpafi a rekonstituuje v roztoku pufru. LOD je pii pouziti tohoto kitu 0,27 ng/ml. **

e) Nicarbazin

Nicarbazin je veterinarni 1é¢ivo (anticoccidikum) tvoifené komplexem 4,4’°-
dinitrokarbanilidu (DNC) a 2-hydroxy-4,6-dimethylpyrimidinu (DHP) v poméru 1:1.
Nicarbazin se po celém svété pridavana do krmeni pro driibez. Je zakazéano jeho pouziti u
driibeZe péstované pro vejce. Ackoli se neprokézala karcinogenita ani mutagenita nicarbazinu,
jeho sledovani v potravinafskych surovinach méa vyznam z hlediska sledovani pouziti
v agrovyrob¢é. Piedpokladd se, Ze ma vliv na metabolismus cholesterolu. Pro DNC, jako
indikator rezidui nicarbazinu stanovila JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives)
MLR =200 pg/kg.

Pii vyvoji metody popsané ve studii B. McCarneyho et al. ** byl pouzit pfimy

inhibi¢ni format s imobilizovanym antigenem (Obr. 13. D). Na povrch komeréné¢ dodaného
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zéakladu ¢ipu CMS5 (Biacore) byl imobilizovan analog DNC. DNC ze vzork jater a vajec byl
extrahovan acetonitrilem, pfi¢emz extrakt zjater byl jest¢ dale zbaven nepolarnich
interferentll extrakci hexanem. Extrakty byly nasledné pfevedeny do 1ml roztoku 20 %
methanolu v HBS a nafedény do 20 ml HBS.

Takto ptipraveny extrakt se smichal s ur€itym mnozstvim protilatky a po dobu 2 min
pfi pratoku 25 pl/min protékal pfes Cip biosenzoru. Regenerace probihala 1 min pii stejném
pritoku roztokem DMF v 0,18 M NaOH.

Negativni jaterni tkan byla cilené kontaminovdna DNC na hladiny 50, 100, 250, 500 a
1000 ng/g pro ziskéani kalibra¢ni zavislosti.

Pro jaterni tkan byl LOD stanoven jako 17,1 ng/g a LOQ jako 33,2 ng/g. Pro vejce byl potom
LOD 18,9 ng/g a LOQ 34,8 ng/g.

Vysledky méfeni biosenzorem byly porovnany s nalezy metodou LC/MS a korelacni
koeficient R=0,94 ukazuje na dobrou shodu mezi obéma metodami.

Byla téz zjistovana rychlost stanoveni pomoci obou metod, jejichz srovnani ukazuje
tabulka VI. Pouzitim biosenzoru se snizil ¢as pro provedeni jedné analyzy vzorku jater z 1,1 h
na 0,57 h a z1,1 h na 0,33 h u vzorku vajec. Hlavni ispora ¢asu nastala zjednodusenou
ptipravou vzorku umoziujici zpracovani vétsich objemti materialu a krat$i dobou méfeni a
vyhodnocovani. Software dodany firmou Biacore umoziiuje vypocet koncentrace analytu ve

vzorku v okamZiku ukonceni analytického cyklu.

Tabulka VI. Srovnani ¢asu v hodinach potfebného na zpracovani vzorku

Biosenzor LC-MS

jatra vejce jétra vejce
max. pocet vzorkl v sérii 20 30 14 14
ptiprava extraktl 6 3,5 5 3,45
pfepnuti na metodu stanovujici nicarbazin 0,1 0,1 0,45 0,45
doba analyzy 5,3 6,5 8,15 8,15
interpretace vysledkt 0 0 1,5 1,5
celkovy Cas 11,4 10,1 13,6 12,05
Cas na jeden vzorek 0,57 0,33 1,1 1,1

i VSCHT PRAHA 46



) Kontaminace mykotoxiny

Vyznam sledovani hladin kontaminace potravin toxickymi sekundarnimi metabolity
niz§ich vlédknitych hub byl jiz v obecnéjsi roviné rozebran v pfedchozim textu. Pro
sttedoevropsky region a Ceskou republiku predstavuje nejvétsi riziko kontaminace
potravinafskych surovin a krmiv rod Fusarium. 'V hospodaisky rozvinutych zemich
s dostatecnym kontrolnim mechanismem sledujicim kvalitu a bezpecnost potravinaiskych
komodit, kde nehrozi akutni intoxikace lidi, ma kontaminace fusariotoxiny nejvétsi dopad
na chov hospodarskych zvifat, kde se snizuje jejich uzitkovost. Ke kontaminaci plodin
dochazi jiz v pribehu péstovani, pficemz v okamziku sklizn€¢ je dosazeno nejvyssi

r v SO v e 4
koncentrace, ktera se potom pii skladovani nesnizuje. *°

Deoxynivalenol

Deoxynivalenol patii mezi fusariové toxiny s nejéastéjsim vyskytem. Casto
kontaminuje pSenici, jeémen oves a zito. Diky dobré stabilit¢ pii zahievu piechdzi
z kontaminovanych surovin do kone¢nych produktii. Vzhledem k nepiiznivym dopadim
konzumace potravin vyrobenych z kontaminovanych surovin byly Evropskou komisi pfijaté
maximélni limity rezidui pro nezpracované suroviny a produkty z nich. **’

Metoda kvantitativniho stanoveni DON pomoci SPR efektu je zaloZena na vyuziti
kompetice mezi imobilizovanym konjugatem DON — kasein a volnymi molekulami DON ve
vzorku o protilatky (viz Obr. 6. D). Pii regeneraci 6M roztokem guanidinchloridu 1ze DON —
kasein senzor pouzit vice nez 500 krat. Optimalni rozsah koncentraci je 2,5 — 30 ng/ml
testovaného roztoku. Bylo provedeno srovnani vysledkl analyzy extraktii vzorkl ptirodné
kontaminované pSenice mezi biosenzorem a LC/MS/MS. Pro vzorky mleté za mokra obé
metody vykazovaly dobrou shodu. Kdyz se analyzoval suchy prasek ze zrn, bylo potieba
pouzit vétsi koncentraci acetonitrilu (80 %) a byly pozorovany matri¢ni efekty a kiizova
reakce s dalsimi trichotheceny (3-acetyldeoxynivalenol, 5-acetyl-deoxynivalenol, nivalenol,

HT2-toxin, T2-toxin). **
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Seznam zKkratek

Ab

Ade

Ag

AP

BSA

C

DAD

DHP
DIG-AMPI
DNA

DNC

DON

E

E

ELISA
ESI/MS/MS

FIA
FLD
GC
HACCP
HBS

HCl1
HPLC
HRP
HSA
IPA
ISE
JECFA
LC
LED
LOD
LOQ
MBA
MEI
MLR
MS
MS/MS
NaCl
NaOH
OTA
OVA
P

PBP
pNPP
QCM

protilatka

akrylamid

antigen

alkalicka fosfatdza

hovézi sérovy albumin

koncentrace

diodové¢ pole-detektor

2-hydroxy-4,6 dimethylpyrimidin
digoxigeninem znaceny ampimicin
deoxyribonukleova kyselina

4,4’ -dinitrokarbanilid

deoxynivalenol

stojaté vinéni

enzym

enzymatickd imunoanalyza na pevné fazi
tandemova hmotnostni spektrometrie s ionizaci
elektrosprejem

pritokova analyza

fluorescen¢ni detektor

plynové chromatografie

systém kritickych kontrolnich bodt

pufr s obsahem (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin-ethan-
sulfonové kyseliny)

kyselina chlorovodikova

vysoce uc¢inna kapalinovéa chromatografie
kfenova peroxidaza

lidsky sérovy albumin

pferusovana pulzni amperometrie

iontové selektivni elektroda

spojend komise pro hodnoceni potravinaiskych aditiv
kapalinova chromatografie

svétlo emitujici dioda

limit detekce

limit kvantifikace

merkaptobenzoova kyselina

vicekandlova imunoanalyza s elektrochemickou detekci
maximalni limit rezidui

hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie

chlorid sodny

hydroxid sodny

ochratoxin A

ovalbumin

produkt

protein vazici penicilin

paranitrofenylfostat

senzor zalozeny na rezonanci kiemenného krystalu
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RI
RIA
RSD
RU

SAM
SBP
SLB
SPE
SPE
SPR
TIR
TMB
Uuv
2,4D

index lomu

radioimunoanalyza

relativni smérodatna odchylka
rezonanc¢ni jednotka

substrat

samousazovaci vrstva

protein vazici sulfonamidy
salbutamol

extrakce na pevné fazi

natisténa elektroda

povrchové plazmonova rezonace
totalni vnitini odraz
tetramethylbenzidin

UV detektor

2,4-dichlorofenoxy octova kyselina

i VSCHT PRAHA
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