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Cilem diplomové prace je stanoveni mykotoxin ochratoxinu A a citrininu
v 60 vzorcich farmaceuticky vyznamnych bylin, které jsou béZné dostupné na
ceském trhu. Tyto byliny jsou pfevazné urCeny pro spotiebitele k tvorbé nalevii
aodvart. Pri pouzivani téchto bylin mlZe byt spotrebitel exponovan toxickym
ucinkiim téchto mykotoxint, protoZe oba maji schopnost poskozovat buriky a tkané
ledvin.

Pro samotnou analyzu byla pouZita metoda vysokoucinné Kkapalinové
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Seznam zkratek

ATP Adenosintrifosfat

BEN Balkanska endemicka nefropatie

CIT Mykotoxin citrinin

CONTAM Védecky panel pro kontaminanty (Contaminants in the food
chain)

EFSA Evropsky uiad pro bezpecnost potravin (European Food Safety
Authority)

ES Evropské spolecenstvi

EU Evropska unie

HPLC/FLD Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie s fluorescenc¢ni
detekci (High Performance Liquid Chromatography with
Fluorescence Detection)

i. p. Intraperitonealni

IARC Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny

IUPAC Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii (International Union
of Pure and Applied Chemistry)

In vitro Termin oznacujici praci s organizmy a jejich ¢astmi v umélych
podminkach laboratore

In vivo Termin oznacujici védeckou praci na Zivém organismu

LC/MS Kapalinova chromatografie

LDso Stredni letdlni davka - davka, ktera zplisobi thyn 50 %
testovanych jedincti

LOD Limit detekce

LOQ Limit kvantifikace

OTA Mykotoxin ochratoxin A

PAT Mykotoxin patulin

ppb 1 miliardtina z celku (Parts per milion)

ROS Reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)

RSD Relativni smérodatna odchylka (Relative standard deviation)

S.C. Subkutanni podani

t.m.

Télesnd hmotnost




Terminologicky slovnik

Absorpce Pohlceni, ¢i vstrebani

Adenom Benigni (nezhoubny) nador

Akumulace ShromaZzd'ovani

Antimikrobidlni i¢inky | Schopnost inhibovat nebo zabijet mikroorganismy.

Apoptoza Programovana bunécna smrt.

Azotémie Stav, kdy dochazi kabnormalné vysoké hladiné
dusikatych odpadnich latek.

Biosyntéza Proces tvorby sloZitéjSich organickych molekul.

Biotransformace Procesy, kterymi se latky prestavuji v organismech.

Dehydratace Stav, kdy dochazi k nedostatku vody.

Dysfunkce Porucha ¢i naruSeni normalni funkce néjakého
systému.

Eliminace Vylouceni ¢i vyrazeni

Fertilizace Biologicky proces, pri kterém dochazi ke spojeni
spermie a vajicka, ¢imZ vznika zygota.

Genotoxicita Schopnost poSkozovat geneticky material v bunkach.

Glukosurie Stav, pri kterém je gluké6za pritomna v moci.

Hematurie Termin pouZivany pro popis pritomnosti krve v moci.

Hepatotoxicita Schopnost poskozovat jatra.

Homeostaza Schopnost organismu udrzovat stalé vnitini prostiedi.

Humoralni Regulace télesnych funkci, kterd je zprostredkovana
hormony.

Hypokalémie Stav, pii kterém hladina dusiku v krvi je nizsi nez

normalni rozmezi.

Imunosupresivni ucinek

Schopnost potlacit nebo oslabit imunitni systém
organismu.

Imunotoxicita Schopnost negativné ovliviiovat imunitni systém.

Intersticidlni Prostor nebo tkan mezi bunéénymi strukturami v téle.

Intraperitonealni Zptsob podani 1éki pfimo do peritonedlni dutiny.
Peritonealni dutina je prostor uvnitr briSni dutiny.

Karcinogenita Schopnost zpiisobovat rakovinové bujeni.

Karyomegalie Termin popisujici zvétSeni jader bunék.

Kontaminace Piitomnost nezadoucich nebo necistych latek.

Limit detekce Nejnizsi mnoZstvi analytu, které 1ze danou vySetrovaci
metodou prokazat.

Limit kvantifikace Nejnizs§i mnozstvi analytu, které lze spolehlivé
detekovat a kvantifikovat pomoci dané analytické
metody.

Lymfopenie Stav, pii kterém je snizen pocet lymfocyti v krvi.

Nefropatie Termin oznacujici rdzné onemocnéni nebo poruchy
ledvin.

Nefrotoxicita Schopnost poskozovat ledvinovou tkan a vylucovaci
systém.

Nekroéza Patologicky proces, pfi kterém dochazi k nevratnému
poskozeni bunék a tkani vlivem riznych faktort.

Neurotoxicita Schopnost poskodit nervovou soustavu.




Peroralni Zptsob podani 1éki, kdy se latka uziva tsty.
Subkutanni Zptsob podavani léki, kdy se aplikuje pod kizi do
podkoZi.
Synergysmus Situace, kdy dvé ¢i vice latek plisobi spole¢né
a s vyrazné silnéjsim efektem.
Teratogenita Schopnost zptisobit vyvojové vady nebo abnormality

plodu béhem téhotenstvi.

Toxinogenni

Schopnost produkovat toxin.




Uvod a cil prace

Mykotoxiny jsou toxiny produkované vlaknitymi mikroskopickymi houbami, béZzné
nazyvanymi plisné, které mohou vznikat na rliznych potravinach a krmivech. Jedna
se o sekundarni metabolity a tyto latky predstavuji vyznamny zdravotni problém,
nebot mohou byt pritomny ve stravé lidi i zvifat a mohou mit negativni dopady na
jejich zdravi. Mykotoxiny jsou prirodni slouceniny, které se tvoii v diisledku
metabolickych aktivit plisni, zejména druhti rodu Aspergillus, Penicillium a Fusarium
(Pandey et al. 2023).

Existuje mnoho riaznych typt mykotoxint, z nichz kazdy ma specifické ucinky
a toxicky potencidl. Mezi nejznaméjsi patii aflatoxiny, coZ jsou produkty plisné
Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus. Tyto mykotoxiny jsou hepatotoxické
a karcinogenni a mohou vést k vaZnym onemocnénim jater, v€etné rakoviny jater
(Taligoola et al. 2011).

DalS$im vyznamnym typem mykotoxinli jsou fumonisiny, produkty plisné
Fusarium. Tyto latky mohou byt pritomny v kukufici a produktech z ni a mohou mit
negativni vliv na zdravi zvirat i lidi. Fumonisiny jsou znamé svou hepatotoxickou
aneurotoxickou aktivitou a mohou zptlisobovat problémy s jatry a nervovym
systémem (Purchase et al. 2023). Ochratoxiny jsou mykotoxiny produkované
plisnémi rodu Aspergillus a Penicillium, mohou byt pritomny v rtiznych potravinach,
vCetné obilovin, kavy a vina. Tyto latky jsou nefrotoxické a karcinogenni a mohou
vést k poskozeni ledvin a dalSim zdravotnim problémim. Dal$imi znamymi
mykotoxiny jsou zearalenon, deoxynivalenol (DON) a patulin (PAT). Zearalenon je
estrogenemimicky mykotoxin, ktery mize mit negativni vliv na reprodukcni systém
zvitat i lidi. Deoxynivalenol je produktem druhti z rodu Fusarium a miiZe zplsobit
poruchy traviciho systému. PAT je mykotoxin pritomny v ovoci a dZusech
s moZznymi toxickymi uc¢inky na jatra a ledviny (Alshannaq & Yu 2017).

Mykotoxiny mohou byt pritomny v potravé v nizkych koncentracich, kde
predstavuji nebezpeci ptri opakovaném a dlouhodobém vystaveni. Mohou vyvolavat
akutni a chronické zdravotni problémy, jako jsou otravy, karcinogeneze,
imunotoxikologie a neurotoxicita. Je proto dulezité monitorovat a omezovat
pritomnost mykotoxinli v potravinach a krmivech a dodrzovat vhodné postupy
jejich skladovani a zpracovani (Ostry et al. 2013).

Prevence proti mykotoxinim zahrnuje spravnou hygienu béhem sklizné
a skladovani plodin, kontrolu teploty a vlhkosti pfi skladovani, odstranovani
poskozenych a napadenych plodin, pravidelné testovani potravin a krmiv na
piitomnost mykotoxini. Také je dilezité informovat verejnost o rizicich spojenych
s mykotoxiny a poskytovat spravné vzdélani tykajici se spravného skladovani
potravin a jejich bezpe¢né konzumace.

Vzhledem k jejich Sirokému rozsireni a potencialnimu vlivu na lidské zdravi je
dllezité, aby byla vénovana pozornost vyskytu a prevenci mykotoxinli. Pouziti
modernich technologif a postupt pti kontrole a minimalizaci mykotoxinti je klicové
pro ochranu spotrebiteli a zajisténi bezpecnosti potravin.
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Je dileZité si uvédomit, Ze mykotoxiny mohou byt piitomny v bylinach
a bylinnych cajich. Byliny jsou ¢asto suSeny a skladovany pfri teplotach a vlhkostech,
jeZ mohou podporovat rlist plisni a tvorbu mykotoxint. Tyto latky mohou byt
vytvareny béhem procesu suSeni, skladovani nebo jiZ pred sklizni (Chen et al 2020).

Dale je také dulezité, aby vyrobci a distributoti bylin a bylinnych ¢ajt prijimali
opatifeni k minimalizaci pritomnosti mykotoxind. To zahrnuje peclivou kontrolu
kvality surovin, spravné skladovani za optimalnich podminek, pravidelné testovani
na mykotoxiny a dodrZovani hygienickych postupti béhem zpracovani.

Spotiebitelé by si méli také byt védomi mozZnosti piitomnosti mykotoxint
v bylinach a bylinnych ¢ajich. Je dtilezité vybirat kvalitni produkty od renomovanych
vyrobcli a dbat na spravné skladovani a ptipravu caji. V pripadé podezieni na
kontaminaci mykotoxiny je vhodné se poradit s odbornikem nebo se vyhnout
konzumaci daného produktu.

Celkoveé je tieba si byt védomy pritomnosti mykotoxinti v riznych potravinach
vcetné bylin a bylinnych ¢ajii a dodrzovat opatreni, kterd minimalizuji riziko jejich
vyskytu. To je dlileZité pro zajisténi bezpecnosti a ochrany zdravi spotiebiteli.

Cilem této diplomové prace je stanovit citrinin (CIT) a ochratoxin A (OTA) v 60
vzorcich farmaceuticky vyznamnych rostlin, které jsou béZzné dostupné na ceském
trhu. Dale budou zjisténé hodnoty porovnany snarodnimi a mezinarodnimi
studiemi. Dal$im vytycenym cilem je priprava modelovych ndpoji (nalevii)
v podobé, v niZ jsou nejcastéji konzumovany. To by mohlo poukazat na moZny
piivod mykotoxinl do organismu spotiebitele.



1 Ochratoxin A

OTA radime do skupiny sekundarnich metaboliti mikroskopickych vlaknitych hub,
které jsou produkovany predevsim rody Aspergillus a Penicillum (Ringot et al. 2006;
Khoury & Atoui 2010). Biosynteticky se jedna o pentaketid odvozeny ze skupiny
dihydrokumarin vazany na f3-fenylalanin. Chemicky nazev je L-fenylalanin-N-
[(5chlor-3,4-dihydro-8hydroxy-3-metyl-1-oxo-1H-2-benzopyran-7-yl) karbonyl]-
(R)-isokumarin (Obr. 1) (Khoury & Atoui 2010).

Obr. 1: Chemicka struktura ochratoxinu A (Chemscretch)

Prirozené se vyskytuji i dal$i ze skupiny ochratoxinti, prikladem muze byt
ochratoxin B (dechlorovany ochratoxin), ochratoxin C (etylovany ochratoxin),
ochratoxin D (4-hydroxyochratoxin) a dalSi. AvSak ochratoxin A je povazovan za
nejcastéjsi kontaminant potravin ze skupiny ochratoxinii (Khoury & Atoui, 2010;
Harcarova et al. 2022).

Vyskyt OTA souvisi predevSim s nevhodnym zachazenim s potravinarskymi
komoditami pfi jejich péstovani a skladovani. OTA byl nalezen v mnoha potravinach
a krmivech, jako jsou napriklad obiloviny, lusténiny, olejnata semena, suSené ovoce
a dalsi (Weidenborner 2018; Daou et al. 2023). Riziko rozvoje zdravotnich
komplikaci predstavuji také krmné smési pro domaci zvirata, a to prostiednictvim
kontaminace mykotoxinem. U drlbeZe byly po konzumaci kontaminovaného
krmiva hojné pozorovany negativni zmény na epitelidlnich bunkach jicnu a
gastrointestinalniho traktu, coZ vedlo ke gastrointestinalni dysfunkci, stfevni
mikrobialni nerovnovaze a podvyzivé (Khoury & Atoui, 2010).

Dale byla u OTA prokazana nefrotoxicita, hepatotoxicita, teratogenita
a imunotoxicita. Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) klasifikovala
OTA jako mozny karcinogen pro c¢lovéka, skupina 2B. AvSak uvaZuje se o jeho
prehodnoceni do skupiny 2A jako pravdépodobny karcinogen pro ¢lovéka (Ostry et
al. 2016; Harcarova et al. 2022).



1.1 Producenti OTA

Mezi hlavni producenty OTA jsou fFazeny predevSim nékteré druhy zrodi
Aspergillus a Penicillium. Tyto rody kontaminuji razné plodiny s riznou biomasou
v zavislosti na klimatickych podminkach. Druhy zrodu Aspergillus prevladaji
v tropickych a subtropickych oblastech, zatimco druhy rodu Penicillium jsou castéjsi
v mirném pasmu (Wang et al. 2016). Prvnim nalezenym producentem OTA byl druh
Aspergillus ochraceus vroce 1965. Nyni je A. ochraceus oznaCovan jako
A. westerdijkiae. Produkce OTA u tohoto druhu ma tendenci stoupat pti optimalnich
teplotach mezi 25 °C a 30 °C (Khoury & Atoui 2010; Wang et al. 2016).
A. westerdijkiae kontaminuje napriklad cerealie, s6ju, mletou ¢ervenou papriku,
ofechy a dalsi potravinarské komodity (Malir et al. 2016).

VétSinu druhti z rodu Aspergillus produkujici OTA radime do dvou sekci: sekce
Circumdati, kam Fadime naptiklad A. westerdijkiae, a sekci Nigri, kam Fadime
napriklad A. carbonarius a A. niger (Wang et al,, 2016). Aspergillus carbonarius se
vyskytuje prevazné v hroznech a produkuje OTA také v produktech z nich (vino,
Stava, suSené plody) a nékdy i v kavovych zrnech. Sekce Nigri obsahuje méné
toxické druhy (Khoury & Atoui 2010).

Varga et al. (1996) detekovali OTA jako sekundarni metabolit u druhii Aspergillus
alliaceus, A. sclerotiorum, A. sulphueus, A. albertensis, A. auricomus, A. wentii
a A. carbonarius. Napriklad A. alliaceus je vyznamnym kontaminantem fiku
v Kalifornii. Rizzo, Eskola a Atroshi (2002) popsali jiné druhy z rodu Aspergillus, jako
je napriklad A. fumigatus a A. versicolor. Dalsi studie uvadi jesté druhy A. niger
(arasidy, hrozny), A. foetidus (hrozny), A. lacticoffeatus, A. sclerotioniger, A. steynii,
A. welwitschiae, a A. circumdati, kdy poslednich pét druht bylo izolovano z kavy
(Ostry et al. 2013; Malir et al. 2016; Wang et al. 2016). Mezi dalsi uvadéné
producenty OTA se ¥tadi A. cretensis, A. flocculosus, A. pseudoelegans,
A. roseoglobulosus a Neopetromyces muricatus (Frisvad et al. 2004; Khoury & Atoui
2010; Wang et al. 2016).

Izolovany a identifikovany byly i druhy z rodu Penicillium produkujici OTA. Mezi
tyto druhy patii P. verrucosum, které kontaminuje obvykle obiloviny, P. nordicum,
které kontaminuje syry a je hlavnim producentem OTA v masnych vyrobcich. Tito
dva producenti jsou hodnoceni jako hlavni, av§ak byly popsany i jiné druhy rodu
Penicillium. Dal$imi moZnymi kontaminanty produkujicimi OTA jsou
P. chrysogenum, P. viridicatum, P. glycyrrhizacola a P. polonicum. Tyto druhy byly
schopné produkovat OTA na Cerstvé ¢i susené 1ékorici. U druhti P. brevicompaktum,
P. crustosum, P. olsonii a P. oxalicum byly nalezené kontaminace OTA menSi nez
0,1 ppb (Cabaiies et al. 2010; Khoury & Atoui 2010; Wang et al. 2016).



Tab. 1: Nejvyznamnéjsi toxinogenni plisné rodu Aspergillus a Penicillium produkujici OTA
(Ostry et al. 2013)

Rod Sekce Druh
Aspergillus Circumdati A. steynii

A. westerdijkiae
Nigri A. niger

A. sclerotioniger
A. lacticoffeatus
A. foetidus

A. carbonarius

A. tubingensis

Penicillium Verrucosa P. verrucosum

P. nordicum

1.2 Fyzikalné chemické vlastnosti OTA

OTA je slaba organicka kyselina s molarni hmotnosti 403,8 g/mol. Krystalicka
struktura se méni od bezbarvé po bilou a tato molekula ma intenzivni zelenou
fluorescenci pod UV svétlem v kyselém prostfedi, oproti tomu v alkalickém
prostredi ma fluorescenci modrou (Khoury & Atoui 2010).

Vkyselém a neutrdlnim pH je OTA rozpustny v polarnich organickych
rozpoustédlech. Prikladem mohou byt alkoholy, ketony, chloroform a dalsi. Ve vodé
je OTA mirné rozpustny, ale je nerozpustny v petroléterech a nasycenych
uhlovodicich. V alkalickych podminkach je tato molekula rozpustna ve vodném
roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného (Khoury & Atoui 2010).

Teplota tani OTA je 90 °C, pokud krystalizuje z benzenu, naopak z xylenu byly
ziskany krystaly s teplotou tani 169 °C. OTA je vysoce stabilni, bylo prokazano, Ze
ma odolnost viici nizkému pH a vysokym teplotdm. Problém nastava ve zmirnéni
kontaminace potravin. Tuto molekulu neni téméfr mozné odstranit (Khoury & Atoui
2010; Colovié¢ et al. 2019). Vroce 1982 bylo dokazano, Ze OTA za normalnich
podminek vareni je pouze ¢astecné degradovan (Miiller 1982). Molekula OTA vydrzi
tri hodiny vysokotlaké parni sterilizace za teploty 121 °C a ani pri 250 °C nenti jeji
degradace uplna (Boudra et al. 1995; Khoury & Atoui 2010).

1.3 Toxicita OTA

JiZ v ivodu bylo zminéno, Ze OTA spolu s CIT jsou znamé nefrotoxické latky. Toxicita
OTA je vétsi nez CIT. U savcl jsou také znamé neurotoxické, imunotoxické,
teratogenni a karcinogenni ucinky OTA. OTA také naruSuje sraZeni krve
a metabolismus glukézy. Toxické ucinky OTA zahrnuji i inhibici syntézy protein,
tvorbu reaktivni formy kysliku (ROS), peroxidaci lipidli, naruseni homeostazy
vapniku a poskozeni mitochondrialnich oxidac¢nich reakci (Gupta et al. 2018).



Toxické ucinky OTA byly rozsahle studovany na radé domadcich a pokusnych
zviratech. Celkova toxicita OTA muzZe byt ovlivnéna u pokusnych zvitat napriklad
pohlavim, druhem zvitete a zplisobem podani. Na zakladé studii a ddajli o akutni
toxicité jsou nejcitlivéjSimi druhy psi, prasata a kurata. Naopak méné citlivé jsou
krysy a mysi (Gupta et al. 2018).

Letalni davka OTA, ktera zptisobi thyn 50 % testovanych subjekti (LDso), je
u ordlntho poddni u mysi stanovena od 46 do 58 mg/kg télesné hmotnosti,
20-30 mg/kg u potkana. U Cerstvé narozenych mladat 3,9 mg/kg u psa, 1 mg/kg
u prasete a 3,3 mg/kg u kurete. Hodnoty LDso pies intraperitonealni podani (skrz
injekci do brisni dutiny) se uvadi hodnoty od 22 do 40 mg/kg u mysia 20-30 mg/kg
u potkana. Podanim intravenozni cestou se uvadeéji hodnoty 26-34 mg/kg u mysi a
13 mg/kg u potkana (Gupta et al. 2018). Po podani sondou jedné davky 0,17 az 22
mg/kg télesné hmotnosti bylo u potkanti nejcastéji zjiSténo multifokalni krvaceni a
fibrinové tromby v riznych organech, dale jaterni a lymfoidni nekrdza, atrofie klki
zejména v lacniku a nefréza (Albassam et al. 1987).

1.3.1 Toxikokinetika

Po peroralnim podani se OTA vstrebava velmi rychle s biologickou dostupnosti
vrozmezi od 40 % (u kurat) do 66 % (u prasat), ktera zavisi na velikosti davky.
Béhem nékolika hodin dosahuje OTA maximalni hladiny vkrvi. Hlavni
charakteristikou OTA u lidi a mnoha ZivocisSnych druhti je, Ze se ve velkém méritku
vaze na albumin a dalsi sérové proteiny pomoci nekovalentni vazby. Tento faktor
zpusobuje delsi dobu eliminace a vylucovani. U hlodavcti je hlavni cestou vylucovani
zludi a stolici, u jinych zivociSnych druhi, prevazné u opic, prevazuje vyluc¢ovani
ledvinami. Stejné tomu je také u clovéka. Biotransformace OTA se zda byt nizka.
Dilezité zjisténi ve studiich probihajicich na zviratech in vivo je akumulace OTA
v ledvinach, spojena s vyraznymi rozdily mezi druhy a pohlavim (EFSA 2006; EFSA
2020).

Kviili svému dlouhému polocasu rozpadu se OTA miize akumulovat v tkanich
monogastrickych hospodarskych zvirat, jako jsou prasata, a byt tak pritomen v mase
a masnych vyrobcich. U zvirat, kterd maji vice zaludkd, je v disledku ucinného
rozkladu v bachoru hladina OTA v mléce a pozivatelnych tkanich krav a jinych
pirezvykavcl nizkd. U ryb ma OTA kratky polocas rozpadu a velmi nizké hladiny
v tkanich (EFSA 2020).

1.3.2 Nefrotoxicita

Hlavnim toxickym uc¢inkem OTA je nefrotoxicita. Bylo dokazano, Ze OTA vyvolava
nefrotoxicitu zavislou na davce a €ase u vSech testovanych druhti savct s vyraznymi
rozdily v citlivosti mezi pohlavimi. Dlouhodobé podavani OTA zpisobuje renalni
nadory u potkant a mysi, jimz predchazeji reverzibilni zmény ledvin (EFSA 2020).



Epidemiologické vyzkumy provedené v Dansku, Mad'arsku, Skandinavii a Polsku
ukazuji, Ze OTA hraje dutleZitou roli u praseci nefropatie (Elling et al. 1985; Khoury
& Atoui 2010). Tento mykotoxin je také spojovan s lidskou nefropatii, dale také spolu
s dal$imi mykotoxiny, s lidskym smrtelnym onemocnénim zndmym jako balkanska
endemickd nefropatie (BEN). BEN je intersticidlni chronické onemocnéni postihujici
jihovychodni populaci Evropy, kam radime Chorvatsko, Bosnu, Bulharsko a Rumunsko
(Fuchs & Peraica, 2005; Khoury & Atoui 2010). Charakteristickym znakem na pocatku
onemocnéni BEN je modifikace epitelidlnich bunék beze zmény velikosti organu. Po
expozici, kterd prechazi do chronicity, jsou ledviny redukovany. Dale dochazi
k intersticialni fibréze. V kone¢ném stadiu dochdazi k poSkozeni renalnich funkci. Mezi
dalsi ptiznaky patii bolest hlavy, bolest bederni oblasti, slabost a anémie (nedostatek
Zeleza). Dale jsou dtlikazy, Ze byly ovlivnény biochemické procesy v ledvinach, dochazi
k alkalizaci moc¢i, zvySeni kreatininu a imunoglobulinti M a E (Malir et al. 2016).
tubularnich ledvinovych bunék u lidské chronické intersticidlni nefropatie
postihujici populaci v Tunisku. Dal$imi priznaky intoxikace OTA mohou byt 1éze na
proximalnich tubulech, epitelidlni buniky mohou byt poSkozeny a miZe se ztratit
integrita membrany (Malir et al. 2016).

1.3.3 Karcinogenita

Mykotoxin OTA ma karcinogenni ucinky, coZ znamend, Ze muze zplsobovat
rakovinové bujeni bunék. Aby se piedeslo riziklim rakoviny vyplyvajicich z expozice
mykotoxint, zahajila IARC v Lyonu (Francie) hodnoceni karcinogennich rizik pro
nékteré mykotoxiny. Vyzkum probihd na zakladé epidemiologickych udajt
a experimentalnich studii rakoviny (IARC 2015).

IARC vletech 1976 a 1983 poprvé vyhodnotila karcinogenni riziko OTA pro
clovéka. Vroce 1987 preklasifikovala OTA do skupiny 3, nebyl klasifikovan jako
karcinogenni pro ¢lovéka. V roce 1993 byl opét prerazen do skupiny 2 B, mozny
karcinogen pro clovéka. AvSak stale probihaji uvahy o jeho reklasifikaci do vyssi
skupiny, kde by byl oznacen jako karcinogen pro Clovéka, pripadné do skupiny 2 A
jako pravdépodobny karcinogen pro clovéka (Malir et al. 2016; Ostry et al. 2016).

1.3.4 Neurotoxicita

Mezi hlavni neurotoxické ucinky OTA se fadi oxidativni stres, poskozeni proteinti
aapoptéza bunék. Riazné studie prokazaly vliv na laktatdehydrogenazu
(oxidoredukeéni enzym katalyzujici premeénu laktatu na pyruvat), dale také ma
negativni vliv na funkci mitochondrii. OTA miiZe pifimo ovliviiovat dopamin,
noradrenalin a 5-hydroxytryptamin, coZ mize vést k motorické poruse mozku
a k zhorSeni paméti (Nourbakhsh & Tajbakhsh, 2021).

Mechanismy neurotoxicity u mykotoxinu OTA jsou stdle malo objasnéné a musi
probihat dalsi studie, které by vedly k vice diikaziim o jeho neurotoxicité. Vzhledem
k potencialni expozici Clovéka je nutné zajistit adekvatni hodnoceni rizik, nezbytné
pro lepsi pochopenti toxikokinetiky a neurotoxicity OTA.


https://www.researchgate.net/scientific-contributions/Elaheh-Tajbakhsh-2139276417?_sg%5B0%5D=9FmP7Y0ZMm5Xj5JRBDkxxmL8nlUCrm4Y7mzTbnlITBDKFJmJZIyqkXSXeJYtWPQIBXQijzc.tR6ybOkxyJUTOgvrtcl3lhU1DnHoUncmTAEDRYSvzIWV5DZVzeSSNo5VZt-F-hp1GqbVeERBWfB9fMfj4moGEQ&_sg%5B1%5D=rFTi1vogWNXdImREHDyFb5eoZZwQ3h6bBmZUmC_rKMasreqdXX_g_ujRMNEmJypdL_yXA2E.Xd_54QMXydP08wPpNIakigRWM0mR7PypKtduPLYqq5qe87BFV23lU8Rj7NEHTBcrgcT03QY46hZNL8DvIkvgTA

1.3.5 Imunotoxicita

Za urcitych podminek predstavuje OTA silny imunosupresivni ucinek, potlacuje
funkci imunitniho systému. Imunosuprese byla pozorovana u nizkych i vysokych
davkach OTA. Popsany byly nekrozy lymfatickych tkani a poruchy humoralni
i bunécné imunity (Khoury & Atoui 2010). Ze studie Lea et al. (1989) vyplyva, Ze
OTA hraje roli v inhibici proliferace perifernich T a B lymfocytti a zastavuje produkci
interleukinu-2 (IL2) a jeho receptori.

Vyzkum na mnoha druzich zvirat ma rtizné vysledky z hlediska pozorovani kostni
diené a imunitni odpovédi na expozici OTA. Mykotoxin OTA je povaZovan za
ptivodce lymfopenie, pozorovana byla regrese brzliku a doslo k potla¢eni imunitni
odpovédi (Petzinger & Weidenbach, 2002).

1.3.6 Teratogenita

U laboratornich zvirat se OTA ukazal jako silny teratogen. OTA miiZe prochazet
placentou a hromadit se ve fetalni tkani, coz zplsobuje rtizné morfologické
anomalie. HlaSena byla prenatalni dysmorfogeneze u potkanti a mysi (Mayura et al.
1984), u kreckli (Hood et al. 1976) a kurecich embryi (Gilani et al. 1978).

Mechanismus teratogeneze nebyl zcela popsan a definovan, tudiZz vliv na
zavaznost malformace zavisi na riiznych aspektech, mezi néZ miZe pattit zptsob
podani ¢i obdobi vyvoje plodu (Khoury & Atoui 2010).

1.3.7 Genotoxicita

OTA se hromadi v ledvinach a pri chronické expozici davkam toxickym pro ledviny
také indukuje nadory ledvin a jater u hlodavci. Vysledky testli genotoxicity jsou
nekonzistentni. Celkovy diikaz podporuje hypotézu, Ze poskozeni DNA je vyvolano
spise oxidativnim stresem neZ primou interakci (EFSA, 2020).

1.4 Vyskyt OTA v potravinach

Za hlavni kontaminanty OTA se povaZzuji obiloviny, které patii mezi hlavni
2 000 miliont tun a stdle roste. Studie Pittet (1998) ukazala, Ze 25-40 % obilovin
v celosvétovém méritku je kontaminovano mykotoxiny. Ke kontaminaci
mykotoxiny miiZe dojit jak na poli, tak béhem skladovani. K témto kontaminacim
prevazné dochaziv zemich s horkymi a vlhkymi klimatickymi podminkami, zejména
v Africe, jizni Asii a Jizni Americe. Zakladnimi potravinami téchto zemi jsou ryze,
kukufice a proso a tyto komodity zejména kontaminuji aflatoxiny a ochratoxiny
(Nguyen et al. 2007; Khoury & Atoui 2010).

Jako druhy hlavni zdroj kontaminace OTA oznacujeme vino a jeho produkty. Ke
kontaminaci dochazi skrz rtizné druhy ochratoxinogennich hub, prevazné patricich
do rodu Aspergillus sekce Nigri (A. carbonarius a A. niger). Vyznamny vliv na
mnoZzstvi mykotoxinu ma datum sklizné. Dobre zdokumentovana je i kontaminace
kavovych zrn, lusténin, koteni, masa a syrovych produktii (Khoury & Atoui 2010).
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OTA byl poprvé nalezen jako prirodni kontaminant v obilovinach v poloviné
60. let, kdy byl analyzovan v kukurici v mnozstvi od 110 do 150 ng/g (Malir et al.
2016). Dalsi studie nasledovala v roce 1970, kdy Scott et al. (1970) nalezli OTA
v obilovinach, fazolich a arasidech. V priibéhu let byly na seznam ptidavané dalsi
potravinaiské komodity, které mohou byt kontaminovany OTA. Mezi potraviny
rostlinného piivodu se radi obilné vyrobky, olivy, fazole, pivo, vino, kava, kakaové
vyrobky, rozinky, fiky, 1ékorice, lusténiny, dyniova seminka a riizné typy €aji a bylin
(Weidenborner 2018). Obecna koncentrace OTA v potravinarskych komoditach se
uvadi v rozmezi od 0,1 do 100 ng/g. V potravinach Zivoc¢iSného ptivodu, jako jsou
napriklad veprové a kureci maso, Sunka, veprova krev apod., se hladiny OTA
pohybuji od 0,1 do 1 ng/g. Vkrmivech Zivo¢isSného ptivodu byl OTA nalezen,
napriklad ve veprovych ledvinach a jatrech, veprovém mase, kufecich jatrech a
vnitinostech, pouzivanych pro prisady do krmiv pro kocky a psy (Khoury & Atoui
2010).

1.4.1 Vyskyt OTA v bylinach

Byliny a bylinné ¢aje mohou byt také kontaminovany mykotoxiny. Studii, které by
hodnotily vyskyt a stanovovaly koncentrace OTA v bylinach, je velmi malo. Pri
skladovani v domdacnosti i béhem c¢asu, nezZ dojde produkt ke spotiebiteli, mize
nastat sekundarni kontaminace, predevSim pokud se bylina ¢i jeji smés neskladuje
na suchém a temném misté. V ramci Evropské unie jsou byliny registrovany bud’
jako slozky potravin, nebo jako drogy, coz zavisi na ¢lenském statu. Z toho divodu
nedochdazi k jednotné legislativé, jez by regulovala vyrobu a komercializaci téchto
produktli na trhu. Evropsky utad pro bezpecnost potravin (EFSA) pouze uvadi, Ze
rostlinné produkty musi spliiovat aktudlni potravinovou legislativu EU. To je ddno
narizenim komise (EU) 2022/1370 ze dne 5. srpna 2022, kterym se méni natizeni
(ES) ¢.1881/2006.

Co se tyce legislativy ohledné rostlinnych produktt pouzivanych pro slozky léciv,
stanovila European Pharmacopeia maximalni limity pouze pro aflatoxin B1 na 2 g/kg
a pro dalsi aflatoxiny B2, G1 a G2 na 4 g/kg (Arroyo-Manzanares et al. 2013).

Tab. 2: Celosvétovy vyskyt OTA v bylinach

Bylina (lat.) Cast rost. Zemé Rozsah Reference
(lat.) [ng/kg]

Holarrhena Granum Indie 80* Roy &

antidysenterica Chourasia,
1990

Ichnocarpus Radix Indie 20* Roy &

frutescens Chourasia,
1990

Tribulus terrestris Fructus Indie 100* Roy &
Chourasia,
1990




Cassia angustifolia Folium Spanélsko  3,1-4,2 Santos et al.
2009
Cynara scolymus Flos Spanélsko  5,0* Santos et al.
2009
Ginkgo biloba Folium Spanélsko  0,8-1,1 Santos et al.
2009
Lippia citriodora Folium Spanélsko  1,5* Santos et al.
2009
Matricaria Flos §panélsko 0,8-1,0 Santos et al.
chamomilla 2009
Olea europaea Folium Spanélsko  1,3* Santos et al.
2009
Peumus boldus Folium §panélsko 1,2-1,6 Santos et al.
2009
Plantago lanceolata Folium §panélsko 0,9-1,1 Santos et al.
2009
Rhamnus frangula Cortex Spanélsko  1,5-4,2 Santos et al.
2009
Rheum officinalis Herba Spanélsko 2,1-13,9 Santos et al.
2009
Salvia officinalis Folium §panélsko 1,1-17,3 Santos et al.
2009
Taraxacum officinale  Herba §panélsko 10,6* Santos et al.
2009
Thea sinesis Folium §panélsko 3,7-4,9 Santos et al.
2009
Valeriana officinalis Radix §panélsko 0,8-1,8 Santos et al.
2009
Verbena officinalis Herba Spanélsko  1,1* Santos et al.
2009
Chrysanthemi Flos Cina 1,1* Han etal. 2012
indicum
Aloe vera Herba Pakistan 90,09- Ahmad et al.
125 2014
Papaver somniferum  Granum Pakistan 15,8-35,7 Ahmad et al.
2014
Withania coagulans Folium Pakistan 10,95* Ahmad et al.
2014
Codonopsis sp. Radix Cina 3,71-515 Chenetal
2020
Scutellariae sp. Radix Cina 1,74-231 Chenetal
2020
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Matricaria - Libanon 9,8%* El Darra et al

chamomilla 2019
Salvia officinalis - Libanon 4,2* El Darra et al.
2019

*V)’/sledky jednotlivych méreni

1.4.2 Legislativni regulace OTA v ramci EU
OTA je legislativné regulovan narizenim komise (ES) ¢ 1881/2006 ve znéni
pozdéjsich predpist.

V Tab. 2 jsou uvedeny maximalni limity OTA v koreni a bylinach, které slouzi pro
regulaci v EU. Maximalni limity v ostatnich potravinach jsou uvedeny v priloze ¢. 11.

Tab. 3: Legislativni regulace OTA v EU v koteni a bylindch (European Commission, 2022)

Potravina Maximalni limity
(ng/kg)

Koreni véetné suSeného koreni, 15,0
kromé Capsicum spp.

Koreni véetné suseného koreni, 20,0
kromé Capsicum spp.

Smési koreni 15,0
Koren lékorice, mimo jiné jako slozka bylinnych 20,0
¢ajl

SusSené byliny 10,0
Kofeny zazvoru pro pouziti v bylinnych cajich 15,0
Koreny proskurniku 1ékarského, koreny 20,0

pampeliSky (smetanky) a kvéty pomerancovniku
pro pouziti v bylinnych ¢ajich nebo v nahrazkach
kavy
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2 Citrinin

Mykotoxin citrinin (CIT) je dal$im nefrotoxickym mykotoxinem. CIT je polyketidovy
mykotoxin, jehoZ chemicky nazev dle IUPAC je (3R,4S) -4,6 -dihydro -8 -hydroxy -
3,4,5 -trimethyl -6 -oxo -3H -2 -benzopyran -7-karboxylova kyselina (Obr. 2) (EFSA
2012). CIT je produkovan nékolika druhy rodl Aspergillus, Penicillium a Monascus
(viz Tab. 4). CIT prevazné kontaminuje obiloviny, ale detekovan byl i v ovoci
avovocnych a zeleninovych stavach, v koreni a také ve zkaZenych mlécnych
vyrobcich. CIT se béZné tvori po sklizni za nevhodnych podminek skladovani. Kromé
jiz zminénych potravinarskych komodit se vyskytuje jako neZadouci kontaminant
v angaku, cozZ je Cervend fermentovana ryze. Takto zpracovana ryZe je pouZivana
v tradi¢ni ¢inské mediciné (EFSA 2012).

CIT byl poprvé izolovan Hetheringtonem a Raistrickem z kultury Penicillium
citrinum vroce 1931 (Hetherington & Raistrick, 1931). Pozdéji byl identifikovan
z vice druhti Penicillium, prikladem mohou byt P. expansum a P. verrucosum (Silva et
al. 2020). V roce 1948 byla popsana chemicka struktura CIT a dale v 50. letech byla
zkoumana jeho biosyntéza (Whalley et al. 1948). Prvni komplexni studie, ktera se
zabyvala vyskytem CIT ve vzorcich obili, probéhla v roce 1968 v Kanadé (Scott et al.
1972).

CHz  CH,
HsCo,,, /O

o _— OH

OH o)

Obr. 2: Chemicka struktura CIT (Chemscretch)

Zajimavé jsou antimikrobialni vlastnosti CIT. Bylo experimentalné prokazano, Ze
CIT vykazuje mirné inhibi¢ni ac¢inky vii¢i grampozitivnim bakteriim, naptiklad proti
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis a Micrococcus luteus (Hiroyuki et al. 1987).
Z6na inhibice antimikrobialni aktivity CIT je mezi 6 aZ 15 mm, kdy zaleZi na jeho
koncentraci. Dale vykazuje antimikrobidlni aktivitu proti Shigella dysenteriae,
S. sonnei, S. boydii, Escherichia coli, Vibrio cholerae a dalSim bakteriim (Mazumder et
al. 2002). Prokazana byla i cytotoxicita CIT proti Schizosaccharomyces pombe
(Blasko et al. 2013; De Oliveira Filho et al. 2017).

[ pres své antimikrobidlni vlastnosti nemtiZze byt CIT pouZit v medicing, jelikoz
vykazuje silné toxické ucinky. Predevsim je dtlezita jeho nefrotoxicita, mezi dalsi
toxické ucinky patri hepatotoxicita, imunotoxicita, karcinogenita, mutagenita, dale
ma CIT také teratogenni ucinky na lidi a zvirata (Zhang et al. 2021).
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2.1 Producenti CIT

Mykotoxin CIT produkuji prevazné druhy rodi Penicillium a Monascus, ale mize byt
produkovan i druhy rodu Aspergillus. Nékteré tyto druhy mohou produkovat spolu
s citrininem i ochratoxin A ¢i patulin (EFSA 2012).

Po prvni izolaci z druhu Penicillium citrinum v roce 1931 byl CIT pozdéji izolovan
z dalsich druhl rodu Penicillium, mezi néz patii P. expansum, P. radicicola
a P. verrucosum. Za urcitych podminek mohou mykotoxin CIT produkovat i urcité
kmeny Penicillium camemberti (EFSA 2012).

Penicillium citrinum je bézné se vyskytujici druh vlaknité mikroskopické houby,
ktera miize kontaminovat vSechny druhy potravin a krmiv téméi ve vSech
klimatickych podminkach na Zemi. Vhodné podminky pro produkci CIT jsou
v rozmezi teplot od 15 do 30 °C, kdy nejvhodnéjsi podminky jsou pri 30 °C. Dal$Sim
velmi vyznamnym druhem produkujicim CIT je Penicillium expansum. Tento druh je
znamy jako poskliziiovy patogen ovoce a zeleniny. Penicillium expansum produkuje
také mykotoxin patulin. Penicillium verrucosum je kromé produkce CIT schopny
zaroven produkovat OTA (Pitt 2002; Ostry et al. 2013). DalSi producenti mykotoxinu
CIT jsou uvedeny v Tab. 4.

CIT produkuje dale také nékolik druht rodu Aspergillus, naptiklad A. niveus
a A. oryzae, které se pouzivaji k vyrobé saké, miso a s6jové omacky. Dale byla
produkce CIT zaznamenana u druhi A. alabamensis a A. carneus (EFSA 2012).

Rod Monascus ma témér tisiciletou historii v ramci svého pouzivani. V Ciné se
bézné tento rod vyuziva k vyrobé cervenych a zlutych pigmenti k barveni potravin.
Dale se nékteré druhy z rodu Monascus vyuZzivaji pri vyrobé a konzervaci potravin
(Blanc et al. 1995). Z rodu Monascus byl CIT poprvé izolovan ve studii Blanc et al.
(1995), tento objev pritahl dalsi odborniky, kteri dale studovali tuto problematiku.
CIT byl izolovan z druhti Monascus ruber a Monascus purpureus, cozjsou priumyslové
vyuzivané druhy k vyrobé jiz zminénych pigmentd. Druh M. purpureus se vyuziva
k vyrobé Cervené fermentované ryze, ktera se dale podili na vyrobé dopliki stravy
sniZujicich cholesterol v krvi, tlak a majicich i antioxida¢ni ucinky (Wang et al
2017).

CIT byl dale popsan i jako produkt Pythium ultimum ve studii Endo & Kuroda
(1976) a Clavariopsis aquatica ve studii Broadbent v roce 1966. AvSak dale nebyl
CIT vtéchto druzich potvrzen. V roce 1933 byl citrinin nalezen v australské
lusténiné Crotolaria crispata, avSak neni jasné, jestli se nejednalo o sekundarni
metabolit vlaknité mikroskopické houby, kterd luSténinu mohla kontaminovat
(EFSA 2012).
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Tab. 4: Vyznamni producenti mykotoxinu CIT (EFSA 2012)

Rod Druh
Aspergillus A. alabamensis

A. carneus

A. niveus

Monascus M. aurantiacus
M. floridanus
M. lunisporas

M. pallens

M. pilosus

M. purpureus
M. ruber
M. sanguineus

Penicillium P. chrzaszczii
P. citrinum

P. decaturense

P. expansum

P. gorlenkoanum

P. hetheringtonii

P. manginii

P. miczynskii

P. odoratum
P. radicicola
P. verrucosum
P. westlingii

2.2 Fyzikalné chemické vlastnosti CIT

CIT tvori citronové zluté krystalky s maximalni absorpci ultrafialového zareni (UV)
pti 250 nm a 333 nm. CIT krystalizuje v neuspoiradané struktuie s tautomernimi
formami p-chinonu a o-chinonu v dynamické rovnovaze v pevném stavu (Poupko et
al. 1997). Molekularni hmotnost CIT je 250,25 g/mol. Je méalo rozpustny ve vodé, ale
rozpustny ve zfedéném hydroxidu sodném, uhli¢itanu sodném nebo octanu
sodném. Rozpousti se také v metanolu, acetonitrilu, etanolu a vétsiné dalSich
polarnich organickych rozpoustédel (Xu et al. 2006). Je schopen tvorit chelatové
komplexy a miize byt degradovan v kyselém nebo alkalickém roztoku, ¢i ho lze
degradovat zahfivanim. Je to chinonmethid se dvéma intramolekularnimi
vodikovymi vazbami. CIT ma konjugovanou planarni strukturu, ktera mu dava jeho
prirozenou fluorescenci (Franco et al. 1996; De Oliveira Filho et al. 2017).

Bylo provedeno nékolik studii o degradaci citrininu, které odhalily, Ze k jeho
rozkladu dochazi pri teploté nad 175 °C za sucha a pri teploté nad 100 °C
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v pritomnosti vody. Mezi znamé produkty rozkladu patii citrinin Hz, ktery
nevykazuje vyznamnou cytotoxicitu. Druhy znamy produkt rozkladu je citrinin Hj,
ktery se skldda ze dvou molekul citrininu a vykazuje zvySenou cytotoxicitu ve
srovnani s materskou slouCeninou (Xu et al. 2006; De Oliveira Filho et al. 2017).
Dalsi produkt rozkladu - cytotoxicky dimer citrininu, a to dicitrinin A byl popsan
vroce 2006 spolu s dalsimi produkty degradace monomeri a dimert (Clark et al.
2006).

2.3 Toxicita CIT

CIT predstavuje vazny problém prevazné v tropickych a subtropickych oblastech,
kde kontaminuje potraviny a krmiva. CIT stejné jako OTA ma silné nefrotoxické
ucinky. V. mnoha studiich bylo zjiSténo, Ze hlavnim organem, ktery je poSkozen po
vystaveni timto mykotoxinem, jsou ledviny. In vitro byla prokazana renalni
mitochondridlni dysfunkce a biosyntéza makromolekul, ktera nakonec vede
k bunécné smrti (Bamias & Boletis, 2008). S kontaminaci CIT miiZe souviset tvorba
ROS v buiikach a pokles obsahu buné¢ného adenosintrifosfatu (ATP) (Magro et al.
2016). Studie in vitro a in vivo poskytly jasny diikaz o reproduk¢ni toxicité CIT, dale
také o jeho teratogennich a embryotoxickych tuUcincich. Mimo tyto negativni
vlastnosti ovliviiuje CIT funkci jater a gastrointestinalniho traktu. Spolu s dalsimi
mykotoxiny vcetné OTA se podili na BEN. Dale CIT miiZe pasobit synergicky s OTA
a spolu mohou utlumit aktivitu syntézy RNA v ledvinové tkani (Doughari 2015).

Vroce 1986 IARC dosel k zavéru, Ze existuji omezené diikazy o tom, Ze citrinin
muze mit karcinogenni uc¢inky u zvirat pii experimentalnim podani. AvSak nebylo
mozné posoudit jeho karcinogenitu u lidi. CIT je zarazen do skupiny 3, coZ znamen3,
Ze neni mozné ho Kklasifikovat jako karcinogenni latku pro ¢lovéka (EFSA 2012).
Studie, které posuzovaly karcinogenitu u zvirat in vitro, netrvaly dostatecné dlouho,
aby s jistotou mohly byt vylouceny karcinogenni ucinky CIT. Nelze tedy vyvodit
zadny zavér ohledné potencidlni karcinogenity citrininu z divodu nedostatku
vhodnych dlouhodobych studii, avsak je nutno zminit, Ze stale probihaji studie, které
se timto zabyvaji (Hatanaka et al. 1982; Arai & Hibino 1983).

Letalni davka (LDso) u zkoumanych kraliki byla stanovena na 20 mg/kg t.m.
(télesné hmotnosti), kdy v priibéhu expozice byly pozorovany reakce na CIT, mezi
které patftily slzeni, nadmérné slinéni a mirné histopatologické zmény na ledvinach.
Podavany byly i davky od 50 do 75 mg/kg t. m., které potvrdily stejnou citlivost
u kralikt jako u testovanych morcat. U téch doslo pti subkutdnnim podani (s. c.) CIT
v koncentracich 50 aZ 100 mg/kg t. m. k thynu, kdy patologie uhynulych zvirat
zahrnovala nekrézu rendlnich tubuldi, akutni myokarditidu a nekrézu zaludecni
sliznice (Ambrose & DeEds 1946). U potkanti byla pozorovana s. c. LDso pii hodnoté
67 mg/kg télesné vahy (Ambrose & DeEds 1946). Pri podani 50 mg/kg t. m.
intraperitonedlnim podanim (i. p.) byla po 3 hodinach pozorovana glukosurie
a hematurie, po 48 hodinach byla pozorovana nefréza (Jordan et al. 1978). V roce
1983 byly u testovanych kralikl stanoveny hodnoty LDso na 50 mg/kg t. m. pfi i. p.
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a pri oradlnim podani byly hodnoty stanoveny na 134 mg/kg t. m. (Hanika et al.
1984).

Akutnf{ letalni toxicita CIT se pohybovala mezi 20 a 134 mg/kg t. m. v zavislosti
na druhu a zplsobu podani. Ordlni podani je stanoveno na vyss$i davky nez
100 mg/kg t. m. pro letalitu u mysi a kralikd, coZ ukazuje na omezenou peroralni
biologickou dostupnost CIT u téchto Zivocisnych druht (EFSA 2012).

2.3.1 Toxikokinetika

Posouzeni rizika pro CIT neni mozné zcela urcit kviili nedostatku udajti o toxicité
a toxikokinetice. V toxikologickych studiich se vyuziva prase jako nejvhodnéjsi
experimentalni zvifeci model pro lidi diky podobnostem gastrointestinalniho
traktu, jater a ledvin (Swindle et al. 2012).

Ze studie Reddy et al. (1982) vyplyva, Ze je CIT eliminovan z organismu pievazné
renalni exkreci. Uvedeno bylo priblizné 75 % i. p. davky, ktera byla nalezena v moci
po 24 hodindch. Hlavnim metabolitem CIT v moc¢i je dihydrocitrinon. Za
nefrotoxicitu je vSak odpovédny CIT jako materska sloucenina, nikoli jeji metabolit.

Studie o toxikokinetice CIT u lidi uvadi polocas eliminace priblizné 9 hodin. Tato
studie na lidech vsak byla provedena pouze u 2 dobrovolniki (Gerding et al. 2015).
U kurat byl polocas eliminace CIT vyznamné krats$i, a to mezi 2 a 5 hodinami.
U prasat se eliminace CIT pohybovala mezi 17 a 26 hodinami (Meerpoel et al. 2020).

2.3.2 Nefrotoxicita

CIT je znamy pro svou nefrotoxicitu, miize stejné jako OTA poskodit ledviny.
Mechanismus plisobeni spociva v inhibici syntézy proteint, coz vede k poSkozeni
bunék a jejich smrti. To miize dale vést ke snizeni funkce ledvin a v horsich
ptipadech k chronickému selhani ledvin (EFSA 2012).

Nefrotoxické ucinky CIT mohou byt také ovlivnény interakci CIT s jinymi
mykotoxiny, napriklad s OTA. Bylo prokazano, Ze spolecna expozice CIT a OTA je
spojena se zménami renalnich funkci nebo s rozvojem renalnich patologii (Kumar et
al. 2007).

Jedina davka i. p. 50 mg/kg t. m. CIT zptsobila nefrézu u potkani. Koncentrace
glukézy v moci a krvi se béhem 48 hodin zvysila na maximum (Jordan et al. 1978).
V dalsi studii, kdy bylo mys$im podavano 200 mg/kg t. m. prostiednictvim krmiva,
nedoslo ke vzniku rendlnich tumord, ale pouze mirnych rendlnich 1ézi (Kanisawa,
1984). Davka 80 umol/kg CIT vyznamné zvysila hematokrit a rychlost vylu¢ovani
bilkovin a glukézy. Naopak sniZena rychlost byla zaznamenéana u priitoku krve
ledvinami a eliminace anorganického fosforu (Peraica & Rasi¢, 2009).

Ve studii Arai & Hibino (1983) byl potkantim podavan CIT po dobu 80 tydnd.
Postupné byly pozorovany zvétSené ledviny sjemnym zrnitym povrchem.
Histopatologicky vykazovaly ledviny od prvniho vySetfeni vyraznou dilataci
proximdlnich stoCenych tubuld a intersticialni fibrézu v disledku intersticialni
nefritidy a také fokalni hyperplazii renalnich tubulti. Poc¢inaje 40. tydnem vykazovali
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potkani fokalni hyperplazii tubularniho epitelu a malych adenomi. Masivni benigni
adenomy se objevily po 60 tydnech v ledvinach (Arai & Hibino 1983).

Peroralni davka 120 mg/kg t. m. u kralik{i zptsobila azotémii a metabolickou
acidozu s hemokoncentraci a hypokalémii béhem 4 az 12 hodin (Hanika et al. 1984).
U kralikd, kteri zvladli tyto koncentrace, byly dale podavany davky 80 mg/kg
a 100 mg/kg a byla pozorovana zvysSena hladina kreatininu v moci. U mlad'at kralikt
bylo prostrednictvim potravy podavano 15 mg/kg CIT a byly pozorovany léze na
vystelce proximalnich stocenych tubuld (Kumar et al. 2007).

2.3.3 Karcinogenita

Poznatky o potencialnich karcinogennich tucincich CIT v biologickych systémech
jsou stale velmi nejasné. V 80tydenni studii z roku 1984 byl popsan vznik renalnich
adenomt u hlodavct (Kanisawa, 1984). Avsak presto nebyly v této studii hlaseny
zadné renalni karcinomy ani jiné nadory. Na druhé strané Arai & Hibino (1983)
zjistili pocatek tvorby nadort v ledvinach samci krys po 80 tydnech expozice CIT.

Stale vSak nelze vyvodit Zadny zavér ohledné potencialni karcinogenity citrininu
z divodu nedostatku vhodnych dlouhodobych studii.

2.3.4 Teratogenita

Studie in vitro a in vivo poskytly dikazy reprodukeni toxicity, teratogennich
a embryotoxickych uc¢inkt CIT. Studie in vivo také poskytly jasné diikazy o vlivu
toxicity na matku, v€etné nefrotoxicity.

Studie Singh et al. (2008) potvrdila, Ze CIT indukuje teratogenitu u hlodavci.
Avsak dana davka vyvolala mateiskou toxicitu a rozsah expozice potomstva nebylo
mozné v této studii urcit. Udaje o skute¢né expozici navic zlistavaji neurcité, protoze
vSechny matky vykazovaly sniZeny piijem krmiva na rtiznych trovnich. Asi 10 %
vSech plodt bylo retardovano s netiplnou osifikaci lebky.

V dalsi studii byla zkoumdana kureci embrya, kdy bylo 1-10 pg CIT injikovano do
inkubovanych vajec. Nejvyraznéjsi zmény byly pozorovany treti den po expozici.
Embrya vykazovala morfologické zmény, mezi které patrily exencefalie,
mikrooftalmie a rozstép zobaku (Vesela et al. 1983).

Pomérné nedavné studie in vitro zroku 2007, kde pracovali s mySimi
embryonalnimi bunikami, oSetfili blastocysty CIT, které dale vykazovaly apoptézu
avyznamné sniZenou miru implantace (Chan & Shiao 2007). V dalSich in vitro
experimentech Chan (2008) pozoroval vyznamné sniZeni rychlosti dozravani
oocyty, fertilizace a embryonalniho vyvoje.

Na reproduk¢nich organech samcii probéhla studie v roce 2010, kdy mysi samci
dostavali i. p. davky v rozsahu od 0,0625 do 6,25 mg/kg t. m. po dobu 7 dnf.
Hodnoceny byly hmotnosti reprodukénich organt, kvalita spermatu, koncentrace
testosteronu v séru a plodnost 1é¢enych mysi. CIT ve vSech davkach vyznamné zvysil
relativni hmotnost organt varlat, nadvarlat, semenného vacku a predkozky. Snizil
se pocet spermii a zvysil se pocet abnormalnich spermii. Histologické vySetreni
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odhalilo zvétSeny primér tubulu semeniku varlat. Dale se sniZily koncentrace
testosteronu u samci (Qingqing et al. 2012).

2.3.5 Imunotoxicita

Carlton et al. vroce 1974 zjistil v prlizkumu na psech plemena beagle nesourodé
zmény v poctu leukocytl, tyto zmény vSak mohly byt spojené s dehydrataci zvirat.
U mysi, kterym byla podavanai. p. 20 mg/kg t. m., bylo zjisténo celkové sniZeni poctu
bunék kostni diené (Gupta et al. 1983). U kiecki zplisobil CIT mirnou nekrézu
rozptylenych jednotlivych lymfocyta ve sleziné a stfevni submukéze (Jordan et al.
1978).

Jednotlivé peroralni davky CIT (50, 70 a 80 mg/kg t. m.) zpisobily u krt nekrézu
lymfocytl v brzliku a kloakalni burze (Mehdi et al. 1983). U brzliku se mirna az
vyrazna nekréza lymfocyti vyskytovala vétSinou v kortexu. Stejna distribuce 1ézi
byla pozorovana u 7dennich kachnat 1é¢enych peroralné jedinou davkou (30, 40
a 50 mg/kg t. m.) CIT a tato studie potvrdila cytotoxicitu citrininu vii¢i lymfocytim
ve sleziné in vitro (Mehdi et al. 1983).

2.3.6 Genotoxicita

Dostupné literarni prameny ukazuji, Ze CIT neni mutagenni v konvencnich
bakterialnich testech ani s metabolickou aktivaci frakce S9 z jater ¢i ledvin potkana
a ani u clovéka. Vjedné studii vSak byla mutagenita CIT pozorovana pomoci
Amesova testu, kdy byly jako aktivacni systémy pouzity potkani hepatocyty.
Vbunkach in vitro CIT neindukoval jednovldknové zlomy DNA ani oxidacni
poskozeni, ale zpiisobil aneuploidii a chromozomalni aberace. V in vivo studiich na
mySich se projevoval CIT indukci chromozomalnich abnormalit a hypoploidif
v kostni dreni (Jeswal 1996).

2.4 Vyskyt CIT v potravinach

CIT byl izolovan predevSim v potravinach rostlinného pavodu. Kontaminuje
piredevsim rizné druhy obilovin, mezi néz patii kukuftice, pSenice, Zito, ryZe, jeCmen,
oves a dalsi. Dale mlize kontaminovat vyrobky z obilovin. Vyskytuje se v ovoci
a ovocnych stavach (Dietrich et al. 1999), v jablkach, v olivach (olivové produkty),
také kontaminuje rozinky (Meister 2003). Dalsi studie kontrolovaly ofechy (mandle,
araSidy, liskové orechy, pistacie), olejnata semena, napiiklad byl izolovan ze
slunec¢nicovych seminek (Subrahmanyam & Rao 1974; Saxena & Mehrota 1990).
Studie zabyvajici se korenim také potvrdily jeho vyskyt v kurkumé, koriandru,
fenyklu, Cerném pepri, kardamomu a v kminu (Saxena & Mehrota 1990). Syry
mohou byt také kontaminovany CIT (Bailly et al. 2002; Kamle et al. 2022). U obilovin
je pravdépodobnéjsi kontaminace, pokud nedojde k radnému vysusSeni zrna, kde je
vyssi vlhkost nad 16 %, je vétsi pravdépodobnost kontaminace. Optimalni teplotni
rast CIT se udava okolo 30 °C (Kamle et al. 2022).
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CIT je béhem zpracovani potravin nestabilni. Nizké hladiny CIT ve zpracovanych
potravinach mohou vyplyvat ze skutefnosti, Ze CIT je citlivy na teplo a béhem
tepelné dpravy se rozklada za vzniku dalsich komplexnich sloucenin, jako jsou CIT
Hi a CIT Hz, jejichZ cytotoxicita je ve srovnani s plivodni matef'skou slouceninou CIT
vyss$i u Hi a nizs$i u Hz (Malir et al. 2013).

V narizeni Komise (ES) ¢. 1881/2006 byla stanovena fada maximalnich toleranci
vicCi kontaminujicim latkam i latkdm prirozenym pro rostliny v potravinarskych
komoditach. Stanovené maximalni limity pro CIT jsou uvedeny v podkapitole 2.4.2.

2.4.1 Vyskyt CIT v bylinach

Stejné jako pro OTA neexistuje ani pro CIT Zadna legislativa, ktera by regulovala
limity CIT v bylinach. MnoZstvi studii, které by se zaobiraly touto problematikou, je
opét malo, avSak i presto se v nékterych studii mizeme setkat s vysokymi hladinami
CIT ve farmaceuticky vyznamnych rostlinach.
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Tab. 5: Celosvétovy vyskyt CIT v bylinach

Bylina Cast Zemé Rozsah Reference
(lat.)) rostliny koncentrace

(lat) [ng/kg]
Holarrhena Granum Indie 80* Roy & Chourasia
antidysenterica 1990
Arctium sp. Radix Spanélsko  25,8* Santos et al. 2009
Cynara Flos Spanélsko  29,8* Santos et al. 2009
scolymus
Ginkgo biloba Folium §panélsko 298,7- 354,8 Santos et al. 2009
Lippia Folium Spanélsko  29,6-79,1 Santos et al. 2009
citriodora
Mentha sp. Folium Spanélsko  41,0-43,3 Santos et al. 2009
Peumus boldus  Folium §panélsko 15,7-62,7 Santos et al. 2009
Rhamnus Cortex §panélsko 26,7-38,4 Santos et al. 2009
frangula
Taraxacum Herba §panélsko 21,6-96,0 Santos et al. 2009
officinale
Thea sinesis Folium gpanélsko 18,0-22,3 Santos et al. 2009
Verbena Herba gpanélsko 31,2%* Santos et al. 2009
officinalis
Acorus calamus Rhizoma  Indie 1208* Koul & Sumbali 2010
Bergenia ciliata Rhizoma  Indie 40-1220 Koul & Sumbali 2010
Pueraria Radix Indie 10-230 Koul & Sumbali 2010
tuberosa
Zingiber Rhizoma  Indie 10-1120 Koul & Sumbali 2010
officinale
Angelicae Radix Cina 51%* Han etal. 2012
sinensis
Iridis tectori Rhizoma  Cina 0,8* Han etal. 2012
Rumicis japonici Radix Cina 0,3* Han etal. 2012
Astragalus sp. Radix Cina 0,8* Han etal. 2012
Ephedrae sp. Herba Cina 8,5* Han etal. 2012
Codonopsis Radix Cina 0,41-19 Chen et al. 2020
pilosula
Scutellaria Radix Cina 0,46-53 Chen etal. 2020
baicalensis
Tremella Fruktus  Cina 0,77-37 Chen et al. 2020
fuciformis

*vysledky jednotlivych méteni
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2.4.2 Legislativni regulace CIT v ramci EU

Maximalni limity pro mykotoxin CIT jsou stanoveny pouze pro dopliiky stravy na
bazi cervené fermentované ryZze. Regulace je zajiSténa narizenim Komise (EU)
2019/1901 ze dne 7. listopadu 2019, kterym se méni narizeni (ES) ¢. 1881/2006,
pokud jde o maximalni limity citrininu v dopliicich stravy na bazi ryze fermentované
cervenymi kvasnicemi Monascus purpureus.

Tab. 6: Legislativni regulace CIT v EU v potravindch (European Commission, 2019)

Potravina Maximalni limity pg/kg

Dopliiky stravy na bazi ryzZe fermentované 100
cervenymi kvasnicemi Monascus purpureus
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3 Prakticka cast

3.1 Zkoumany material

Farmaceuticky vyznamné byliny maji dlouhou historii, rostlinné suroviny jsou
Siroce pouZivany v dopliicich a l1éc¢ivech. Béhem péstovani, zpracovani, skladovani,
distribuce a prodeje mohou byt byliny stejné jako mnoho jinych zemédélskych
produktli kontaminovany rznymi mikroorganismy. Piisné zavadéni spravné
zemédélské a spravné vyrobni praxe je nejlepsSim zplisobem, jak minimalizovat
riziko vnéjsi kontaminace (Gajewska et al. 2022).

Rizné mikroorganismy vcetné nejen saprofytickych mikrob, ale i patogennich
bakterii a toxigennich hub se mohou vyskytovat v bylindch ve vysokém poctu. Jejich
pritomnost sniZuje jejich kvalitu a zvySuje obavy o verejné zdravi. Patogenni plisné
kontaminuji potravinarské komodity po celém svété a predstavuji globalni
bezpelnostni riziko pro spotrebitele. Jejich vyskyt a mnozstvi v bylinach se lisi
v zavislosti na zemépisné poloze a povétrnostnich podminkach. Zejména klima
s tropickym teplem, vysokou vlhkosti vzduchu a destovymi srazkami predisponuje
k ristu hub a syntéze mykotoxinii. Dal$im diileZitym problémem je, zda ma vyrobni
systém vliv na plisiiovou infekci rostlinné suroviny a akumulaci mykotoxint.
V ekologické produkci jsou synteticka hnojiva a vstupy jako fungicidy, pesticidy
a insekticidy zakazany. To vyvolava otazku, zda jsou ekologicky péstované byliny
ajiné potravinaiské komodity vice ¢i méné nachylné ke kontaminaci plisnémi
a syntéze mykotoxina (Gajewska et al. 2022).

Pro stanoveni koncentrace citrininu a ochratoxinu A byly pouZity vzorky
60 farmaceuticky vyznamnych bylin, které jsou bézné dostupné v obchodech. Pred
analyzou byly vzorky skladovany v ptivodnim baleni v laboratorni teploté v suchu
a ve tmé. Pro stanovené koncentrace téchto dvou mykotoxinti byla pouzita metoda
HPLC/FLD.

3.2 Princip metody HPLC-FLD

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, zkrdcené HPLC - z origindlu High
Performance Liquid Chromatography, je velmi ¢asto pouZivana separa¢ni metoda,
jejiz vyhody spocivaji vjeji vysoké ucinnosti (vytéZnosti) a citlivosti, dobré
opakovatelnosti a robustnosti (Xu et al. 2006).

Princip separace analytti je zaloZen na dvou nemisitelnych fazich: stacionarni a
mobilni. Obecnym principem této metody je pohyb mobilni faze ptes stacionarni, na
niz je uloZen analyt, jenZ mize byt zdrzovan na staciondarni fazi, a dochazi k separaci
jeho sloZek. Stacionarni fazi mohou byt napf. silikagel, oxid hlinity. Pro mobilni fazi
se pouzivaji organicka rozpoustédla, pripadné jejich smési a voda (Skarkova 2011).

Ve vysokoucinném Kkapalinovém chromatografu jsou vzorky odebirany
davkovacim ventilem do mobilni faze, ktera nese slozky vzorku na kolonu, kde
dochazi k separaci analytt dle fyzikalné-chemickych vlastnosti. KdyZ projde analyt
separacni kolonou, jsou detekovany v mobilni fazi v priitokové cele detektoru. Pii
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prichodu detektorem se slozky rozpoznavaji a kvantifikuji na zakladé
fluorescencnich vlastnosti (Skarkova 2011).

Vysledkem detekce je graficky zdznam, takzvany chromatogram, na némzZ se
hodnoti plocha nebo vyska piku. Dale se provadi odecet vysledkii z kalibra¢ni kiivky.

Tato metoda se ¢asto pouziva v 1ékarstvi a farmaceutickém priimyslu pro analyzu

1écCiv,

metaboliti a dalSich organickych sloucenin, protoze mnoho znich ma

fluorescencni vlastnosti, a Ize je tedy spolehlivé identifikovat a kvantifikovat (EFSA
2012).

3.3

3.3.1

Extrakce a analyza OTA

Material

Filtraéni papiry KA-2M, papirny Pernstejn spol. s r.o. (Pernstejn, Ceska
republika);

Injekénti stiikacka (5 ml);

Laboratorni sklo;

Membranové filtry LUT Syringe Filters Nylon, 13 mm, 0,22 pum, pk/100, HPST
s.r.o. (Praha, Ceskd republika), Labstore (Inverness, Highland, Spojené
kralovstvi);

Imunoafinitni kolonky, Ochraprep®, Jemo Trading s.r.o., Bratislava,
R-Biopharm (Darmstadt, Némecko);
Plastové centrifuga¢ni nadobky se Sroubovacim uzavérem (50 ml);
Plastové nadobky se Sroubovacim uzavérem (100 ml);
Spi¢ky na pipety (200 pl, 1000 pl a 10 ml);
Vialky (1,5; 4 ml).

Pristroje
Analytickd vAha KERN EW1500-2, KERN & SOHN GmbH (Balingen, Némecko),
Fisher Scientific, spol. s r.o. (Pardubice, Ceska republika).
Automaticka pipeta Gilson PIPETMAN, 100-1000 pl, Fisher Scientific, spol.
s r.0. (Pardubice, Ceska republika).
Automaticka pipeta Gilson PIPETMAN, 10-100 pl, Fisher Scientific, spol. s r.o.
(Pardubice, Ceska republika).
Automaticka pipeta Gilson PIPETMAN, 10-100 pl, Fisher Scientific, spol. s r.o.
(Pardubice, Ceska republika).
Automaticka pipeta Gilson PIPETMAN, 1-10 ml, Fisher Scientific, spol. s r.o.
(Pardubice, Ceska republika).
Filtracni zarizeni Morton frita S3, primér frity 40 mm, KAVALIERGLASS, a. s.,
(Praha 5, Ceska republika).
Mlyn MAHLKONIG, Hemro Manufakturing Germany GmbH (Hamburg,
Némecko).
Horkovzdus$na susarna.
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3.3.3

Chladnicka.

Kapalinovy chromatograf v sestavé Agilent 1260 Infinity II spojeny s 1260
Infinity II fluorescen¢nim detektorem, Agilent (Santa Clara, CA, USA), HPST
s.r.o. (Praha, Ceska republika).

Mrazici box.

Trepacka, Reax Multi, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG (Schwabach,
Némecko), Fisher Scientific, spol. s r.o. (Pardubice, Ceska republika).
Ultrazvukova lazen FB15048, Fisher Scientific, spol. s r.o. (Pardubice, Ceska
republika).

Zatizeni pro odparovani pod dusikem (tj. koncentrator vzorkti) EVATERM,
Ing. V. Hanus, (Brno, Ceska republika).

Zatizeni pro ftizeny pritok imunoafinitni kolonkou Bakerbond, VWR
(Stiibrna Skalice, Ceska republika).

Chemikalie

Uvedené chemikalie byly pouZivany v Cistoté alespon p. a. a pro potieby HPLC se
pouzivaji rozpoustédla v cistoté HPLC nebo LC-MS Gradient Great. VSechny
chemikalie byly zakoupeny od spole¢nosti VWR s. r. o (Stfibrna Skalice, Ceska
republika)

3.34

Acetonitril (C2H3N);

Metanol (CH30H);

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (NaH2P04:2H20);
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Na2ZHP04:-12H20);
Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na2ZHPO4);

Chlorid sodny (NaCl);

Kyselina chlorovodikova (HCI);

Ledova kyselina octova (CH3COOH);

RBS-35, P-LAB a.s. (Praha, Ceska republika);

Standard OTA (Petromyces albertensis, 298 %, HPLC);

Ultracista voda (dale voda) ze zarizeni MicroPure UV-UF, >18,2 MQ-cm pfi 21
°C. (Fisher Scientific spol. s r.o. (Pardubice, Ceska republika), Thermo
Scientific (Pardubice, Ceska republika).

Roztoky

PBS pufr (0.62 g NaH2P04.2H20 + 5.73 g NazHP04.12H20 + 9 g NaCl do 1000
ml H20);

Mobilni faze: A (acetonitril: kys. octova; 99:1): B (kys. octova: voda; 99:1)
v poméru 40 : 60;

A:Bvpomeéru 40 : 60;

Okyseleny metanol (metanol : kyselina octova v poméru 98 : 2);

Pracovni roztok standardu 40 ng/ml
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3.3.5 Programy a software

— Microsoft® Excel®, verze 2016, soucast sady Microsoft 365®, Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, USA.

— Microsoft® Word®, verze 2016, soucast sady Microsoft 365®, Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, USA.

— Software Agilent OpenLab data. (Santa Clara, CA, USA), HPST s.r.o. (Praha,
Ceska republika).

3.3.6 Priprava vzorkii a analyza

Homogenizace vzorki

Vzorky byly skladovany ve tmé a v suchu a pred homogenizaci byly uchovany
vjejich plvodnim baleni. Vprvni fazi byly jednotlivé vzorky 60 bylin
homogenizovany pomoci automatického mlynu. Pro kazdou testovanou bylinu byla
az 3 baleni (min. 100 g) diky tomu, Ze se jedna o maloobchodni baleni urcena pro
spotiebu uzivateli v domadacnosti. Konkrétni baleni byla smichdna dohromady
a vysypana na filtracni papir pripraveny v digestori. Na filtra¢ni papir byl nakreslen
kriz, ktery mél symbolizovat 4 ¢tvrtiny filtracniho papiru.

Pred dal$im krokem byla smés promichana, tak aby se spojila baleni konkrétni
byliny dohromady. JiZ vznikla smés se rovnomérné umistila na stfed a odebiral se
z kazdé Ctvrtiny vzorek, po odebrani se opét smés zamichala a zarovnala na stred
filtracniho papiru. Proces se opakoval, dokud nebylo odebrano potfebné mnozstvi.
Tomuto procesu se rika kvartace a bézné se vyuziva k ziskani reprezentativniho
vzorku ze sypké smési.

V digestofi byla pripravena vaha s plastovou uzaviratelnou nadobou se
Sroubovacim vickem. Do této nadoby byl pri kazdém odebrani vzorku pri kvartaci
plastovou lZickou vzorek navazZen a kvartace probihala, dokud nebylo navdZeno 20 g
vzorku. Nadoba byla oznacena cislem vzorku, dale zde bylo uvedeno datum
homogenizace a navaZené mnozstvi. Takto pripraveny vzorek byl dale vsypan do
tovarniho mlynku a byl namlet najemno. Vzorek byl opét vsypan do oznacené
nadoby a pevné uzavren, aby nedoslo k jeho znehodnoceni, a byl uloZen opét ve tmé
a v suchu. Pri nasledné homogenizaci dalSiho vzorku byl prostor v digestofi uklizen,
muselo dojit k vyméné plastové 1Zicky a filtracniho papiru z dlvodu zabranit
nezadouci vzajemné kontaminaci mezi vzorky. Mlynek byl pred kazdym dalS$im
pouzitim vyciStén, aby se zabranilo miseni vzorku.

Priprava vzorkii pred analyzou

Ptred zacatkem pripravy byly vyndany vSechny roztoky z chladnicky ven, tak aby
doSlo k vytemperovani na laboratorni teplotu, stejné tomu tak bylo
u imunoafinitnich kolon. Do plastové zkumavky s kénickym dnem bylo odvaZeno 5 g
vzorku, ke kterému bylo pridano 20 ml roztoku 60% acetonitrilu. Pokud byl vzorek
moc savy, muselo byt pridano celkem 40 ml. Vzorky byly vloZeny do tfrepacky piimo
v téchto nddobach a trepaly se po dobu péti minut.

25



Vzorek byl dale filtrovan pomoci filtra¢ni aparatury, ktera byla pripravena béhem
trepani. Za pomoci vakua byl vzorek prefiltrovan do Erlenmeyerovy barky, z niz byl
filtrat prelit do sklenéné nadobky, aby se lépe odebiralo dané mnoZstvi pomoci
pipety. Pokud byl filtrat zakalen, byla provedena filtrace jesté jednou. Béhem filtrace
bylo pripraveno vakuové prosavaci zatizeni pro prosati filtratu kolonkou. Kazda
kolonka byla oznacena Cislem podle vzorku. Z imunoafinitni kolonky byl vykapan
pufr tésné nad filtr, tak aby nedoslo k jeho vyschnuti. Do zasobniku, ktery byl
pripojen na kolonku shora, byly napipetovany 4 ml filtratu, které byly dale redény
44 ml PBS. Ziredény roztok byl dale velmi pomalu prokapan do odpadni nadoby.
Regulace priitoku byla fizena pomoci vytvoieni podtlaku. Po prekapani celého
objemu byly kolonky odvodnény prudkym a kratkym prosatim vzduchu.

Pro eluci bylo pouzito 1,5 ml okyseleného metanolu. Nejprve byl napipetovan
1 ml, ktery byl prekapan skrz kolonku do pripravené a oznacené vialky. Extrakt ve
vialce byl opét prelit do kolonky a byl prekapan, tento proces se opakoval 4x. Pri
5. opakovani bylo napipetovano poslednich 0,5 ml okyseleného metanolu do
kolonky a opét byl prekapan do vialky, kde bylo celkem tedy 1,5 ml eluatu. Po
poslednim prekapani byla kolonka prosata vzduchem do sucha.

Vialky byly preneseny a vloZeny do koncentratoru vzorkti EVATERM, kde doslo
k odpareni obsahu pod proudem dusiku do sucha pri teploté 40 °C. Pred uloZenim
odparku byly vialky poiddné zkontrolovany, jestli se odpatil vSechen eluat. Odparek
byl uloZen do chladnicky pti teploté 4 °C, dokud nedoslo k jeho analyze.

Analyza vzorkii OTA

Pied zpracovanim na HPLC/FLD byl odparek vzorku vzat z chladnicky a byl
vytemperovan na laboratorni teplotu. Nasledné byl vzorek rozpustén v mobilni fazi
(A : B), kdy byla pouzita trepacka, a dale byly vzorky dany do ultrazvukové vodni
lazné. V neposledni radé byl vzorek prefiltrovan pomoci injekéni strikacky
a membranového filtru do Cisté a oznacCené vialky se Sroubovacim uzavérem.

Takto pripravené extrakty byly vloZeny na HPLC/FLD s automatickym
davkovacem, ktery se nazyva autosampler.

3.3.7 Podminky stanoveni pro OTA

Pro spravnou obsluhu kapalinového chromatografu je nutné dodrZovat pokyny
vyrobce. Pred zahajenim analyzy musi byt chromatograficka aparatura spusténa po
takovou dobu, kdy kolonou protec¢e mobilni faze o desetinasobku objemu kolony,
aby doSlo k ustaleni podminek v chromatografické koloné a detektoru, coZ se nazyva
ekvilibrace. Podminky pro HPLC/FLD jsou uvedeny v tab. 7.
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Tab. 7: Podminky stanoveni OTA
Analyticka kolona Kinetex C18, 2.6 um, 100 A, 50 x 2,1 mm

Piredkolona GuardTM Phenomenex C18, 4 x 2,0 mm

HPLC pumpa Kvartérni pumpa G7104

Fluorescenc¢ni FLD G1364F: Excita¢ni vlnova délka: 333 nm, emisni

detektor vlnova délka: 465 nm, zisk PMT 18, fluorescence
attenuation 100 LU.

Mobilni faze A (acetonitril: kyselina octova 99 : 1) : B (voda : kyselina
octovd 99:1)40:60

Prutok 0,2 ml/min.

Teplota kolony 30°C

Systém kontroly dat Agilent OpenLab data

Davkovac Davkovac G7129C.

Objem nastiiku 8 ul

3.4 Kalibrace

3.4.1 Kalibrac¢ni kiivka

Pro sestrojeni Sestibodové kalibracni rady byly pouzity koncentrace OTA 0,1; 0,25;
0,5; 1,0; 2,0; 4,0 ng/ml v mobilni fazi a byly ptripraveny kazdy den pti zacatku prace
z pracovniho standardu OTA.

3.4.2 Slepy vzorek

Slepy vzorek neboli blank je vzorek, ktery se pouZziva jako kontrola experimentu
nebo analyzy, jenZ slouzi k urCeni neZaddouciho faktoru (nespravna kalibrace
pristroje, nevhodny zptisob manipulace s materidlem a dalsi).

3.5 Validované parametry pro OTA

3.5.1 Opakovatelnost reten¢niho ¢asu

Retenc¢ni ¢as OTA v daném chromatografickém systému byl stanoven na 5,5 + 0,35
min.

3.5.2 Linearita

V kontextu analyzy dat je linearita vztah mezi dvéma proménnymi, kde se jedna
proménnd méni v zavislosti na zméné druhé proménné v primé uméte. Pri validaci
analytickych metod se linearni vztah obvykle testuje pomoci srovnani
experimentalnich dat slinearni regresni kiivkou, kterd by méla byt ziskana pri
postupné zmeéné vstupu o stejnou velikost. Pokud data vykazuji linearni vztah, miize
byt pouzita linearni kiivka pro stanoveni neznamé koncentrace vzorku. Pti validaci
metody se obvykle testuje linedrni vztah a stanovuje se linedrni rozsah kalibra¢ni
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kiivky, aby bylo zajiSténo, Ze vysledky jsou presné a spolehlivé (Van Loco et al
2002).

Pro hodnoceni linearity se bézné vyuziva korelacni koeficient. Nicméné korela¢ni
koeficient RZ spiSe méri stupen korelace, neZ linearitu, protoze to zavisi na rozloZeni
bodii na primce. Pokud je korelacni koeficient velmi blizky jednomu bodu, mtize
dojit k zakriveni primky. Existuji tedy jiné testy, které jsou vhodnéjsi pro posouzeni
linearity (Van Loco et al., 2002).

Byl tedy jesté pouzit QC koeficient, ktery spiSe urcuje linearitu. ,QC koeficient se
pouzivd v kombinaci s korelacnim koeficientem a linearita se obecné povaZuje za
prokdzanou, kdyZ R? > 0,99 a QC < 5 %" (Van Loco et al. 2002).

Pri validaci OTA byl korela¢ni koeficient R2 = 0,999 % a QC = 2,478 %, kdy
stanoveny maximalni QC koeficient byl 3 % (béZné se udava 5 %). Lze predpokladat,
Ze kalibracni krivka byla tedy linearni.

3.5.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Metodou dle IUPAC byla mez detekce neboli LOD (Limit of detection) stanovena na
0,03 ng/g a mez stanovitelnosti neboli LOQ (Limit of quantidication) byla stanovena

na 0,1 ng/g. Dle IUPAC se LOD rovna 3*70 a LOQ se rovna 10;10, kde 0 = smérodatna

odchylka pri desetindsobném meéfeni nejniZzSiho standardu a m = smérnice

kalibrac¢ni primky.

3.5.4 Opakovatelnost stanoveni

Relativni smérodatna odchylka (RSD) méreni byla stanovena na 2,29 %.

3.5.5 VytéZnost metody

VytéZnost metody byla stanovena pomoci spikovanych vzorki o koncentraci 4 ng/g
ve trech opakovanich. Spikované byly vzorky, u kterych nebyla v predchozi analyze
zjisténa zadna koncentrace OTA. Pro vypocet byl pouZit vzorec RE (%) = % x 100,
kdy A = obohaceny vzorek matrice, extrahovany poté, B = extrahovany vzorek
obohaceny matrici (Matuszewski et al.,, 2003). VytéZnost metody byla stanovena na
88,3 %.

3.5.6 Zpusob zapisovani primarnich dat

Data byla ziskdna pomoci softwaru Agilent OpenLab a néasledné zpracovana
v Microsoft Excel verze 2016.
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3.6 Vysledky OTA

Z 60 vzorki testovanych na OTA bylo pozitivnich 24 vzorkl (nad LOQ > 0,1 ng/g).
Minimalni koncentrace, ktera byla zaznamenadna, je 0,13 ng/g u naté maralu (Maral
leuzea) a nejvyssi u naté vlastovi¢niku vétsiho (Chelidonium majus) 826,6 ng/g.

Tab. 8: Koncentrace OTA ve vzorcich bylin

Cislo Cesky nazev Latinsky nazev Koncentrace

vzorku [ng/g]

9 Devétsil 1ékaisky Petasides hybridus radix 2,06

10 Verbascum densiflorum 0,14
Divizna velkokvéta flos

13 Eukalyptus Eucalypti folium 0,23

14 Jinan dvoulalo¢ny Ginkgo biloba folium 2,05

18 Chmel otacivy Strobilus lupuli 1,25

24 Alchemilla xanthochlora 8,72
Kontryhel Zlutozeleny herba

30 Lopuch vétsi Artium lappa radix 52,86

31 Ostruznik malinik Rubi idaei folium 0,33

32 Maral (Parcha 0,13
saflorova) Maral leuzea herba

35 Marinka (Svizel 0,39
vonny) Galium odoratum herba

37 Mochna natrznik Potentilla erecta radix 2,89

40 Ostropestiec Silybum marianum 12,73
mariansky fructus

41 Ostruznik krovity Rubi fruticosi folium 0,18

42 PampeliSka 1ékarska Taraxaci officinalis radix 1,93

45 Fagopyrum saggitatum 1,05
Pohanka obecna herba

47 Prvosenka jarni Primula veris flos 649,08

48 Pupava bezlodyZna Carlina acaulis radix 2,05

50 Rebticek obecny Achillea millefolium flos 0,17

51 Agrimonia eupatoria 1,31
Repik 1ékai'sky herba

53 Sléz maursky Malva sylvestris flos 0,81

54 Euphrasia officinalis 0,15
Svétlik 1ékarsky folium

55 Svizel sytistovy Galium verum herba 0,54

58 VlaStovicnik vétsi Chelidonium majus herba 826,62

60 ZeméZlu¢ mensi Centaurium minus herba 2,16
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3.7 Extrakce a analyza CIT

3.7.1 Material

— Imunoafinitni kolonky, EASI-EXTRACT® CITRININ, Jemo Trading s.r.o.,
Bratislava, R-Biopharm (Darmstadt, Némecko)
DalSi pouZzity material viz. podkapitola 3.3.1.

3.7.2 Pristroje

VyuZité pristroje viz. podkapitola 3.3.2.

3.7.3 Chemikalie

Uvedené chemikalie byly pouZivany v Cistoté alespon p. a. a pro potieby HPLC se
pouzivaji rozpoustédla v cistoté HPLC nebo LC-MS Gradient Great. VSechny
chemikalie byly zakoupeny od spole¢nosti VWR s.r.o. (Stiibrna Skalice, Ceska
republika)

— Kiys. fosforetna;

— Acetonitril;

— Hydroxid sodny;

— Kys. octovi;

— Metanol (CH30H);

— Tween 20;

— RBS-35, P-LAB a.s. (Praha, Ceska republika);

— Standard CIT.

Ultracista voda (dale voda) ze zarizeni MicroPure UV-UF, >18,2 MQ-cm pri 21 °C
(Fisher Scientific spol. s r.0. - Pardubice, Ceska republika), Termo Scientific (Praha,
Ceska republika).

3.7.4 Roztoky

— PBS pufr (1,16 g NaHPO4 + 0,2 KH2PO4 + 0,2 KCI + 8 g NaCl do 1000 ml H20);

— Mobilni faze: 10 mM Kkys. fosforecna (pH 2,5) + acetonitril (50: 50 v/v);

— 75% metanol (metanol + voda);

— 0,1% Tween v 10 mM Kkys. fosfore¢né (0,5 ml Tween 20 + 500 ml H3P04; pH
7'4);

— Kalibracni rada (75 pl pracovniho roztoku CIT standardu + 75 pl vody + 1350
ul metanol:voda; 50 : 50);

— 10 mM Kkys. fosfore¢na (1,368 ml H3PO4 + voda; doplnéné do 2 1; pH 2,5);

— Standard CIT (zasobni: 5000 pl/250 ml metanol = 20 pl/ml; pracovni: 1 ml
zasobniho roztoku + 124 ml metanolu = 125 ml —» 160 pg/ml).

3.7.5 Programy a software
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— Microsoft® Excel®, verze 2016, soucast sady Microsoft 365®, Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, USA.

— Microsoft® Word®, verze 2016, soucast sady Microsoft 365®, Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, USA.

— Software Agilent OpenLab data (Santa Clara, CA, USA), HPST s.r.o. (Praha,
Ceska republika).

3.7.6 Priprava vzorki a analyza CIT

Homogenizace
Homogenizace probéhla stejné jako u postupu pri analyze OTA.

Priprava vzorkii pred analyzou

Opét byly pred zacatkem piipravy vyndané vSechny roztoky z chladnic¢ky ven, aby
se vytemperovaly na laboratorni teplotu, stejné je tomu tak u imunoafinitnich
kolonek. Do plastové zkumavky s kénickym dnem bylo odvazeno 5 g vzorku, ke
kterému bylo pridano 25 ml roztoku 75% metanolu. Vzorky byly vloZeny pfimo
v téchto nddobach do tfrepacky po dobu 15 minut.

Vzorek byl ddle filtrovan pomoci filtra¢ni aparatury. Filtrace probéhla obdobné
jako u pripravy vzorkii pro analyzu OTA, tedy za pomoci vakua byl vzorek
prefiltrovan do Erlenmeyerovy bariky, z niZ byl filtrat prelit do sklenéné nadobky,
aby se lépe odebiralo dané mnozstvi pomoci pipety. Pokud byl filtrat zakalen, byla
provedena filtrace jeSté jednou. Béhem filtrace bylo pripraveno vakuové prosavaci
zarizeni pro prosati filtratu kolonkou. Kazda kolonka byla oznacena cislem vzorku.
Z imunoafinitni kolonky byl vykapan pufr tésné nad filtr, aby nedoslo k jeho
vyschnuti. Do zasobniku, ktery byl pripojen na kolonku shora, bylo napipetovano
5 ml filtratu, ktery byl zifedén 20 ml PBS. Zredény roztok byl dale nechan velmi
pomalu prokapat do odpadni nadoby. Regulace pritoku byla fizena pomoci
vytvoreného podtlaku. Po piekapani celého objemu byly kolonky odvodnény
prudkym a kratkym prosatim vzduchu.

Pro promyti kolonek bylo pouZito 10 ml 0,1% Tweenu, dale bylo pridano 10 ml
10mM kyseliny fosforecné (pH 7,4). KaZdy roztok byl zvlast prokapan pres kolonky.

Pro eluci byl pouZzit 100% metanol v mnozstvi 1 ml, ktery byl prokapan do
pripravenych a oznacenych vialek. Dale byl pouZit 1 ml vody, ktery byl opét
prokapan do stejnych vialek a kolonky byly odvodnény prudkym prosatim vzduchu.

Vialky byly preneseny a vlozeny do koncentratoru vzorki EVATERM, kde doslo
k odpareni obsahu pod proudem dusiku do sucha pri teploté 40 °C. Pred uloZenim
odparku byly vialky poradné zkontrolovany, jestli se odparil veskery eluat. Odparek
byl uloZen do chladnicky pri teploté 4 °C, dokud nedoslo k jeho analyze.

Analyza vzorkii CIT

V souladu se standardnim postupem bylo provedeno stanoveni obsahu CIT ve
vzorcich farmaceuticky vyznamnych bylin.
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Pfed zpracovanim na HPLC/FLD byl odparek vzorku vyjmut z chladnicky
anechal se temperovat na laboratorni teplotu (21 * 0,5). Nasledné byl vzorek
rozpustén v 1 ml patri¢né mobilni faze a umistén na trepacku po dobu 5 minut, dale
byly vzorky vloZeny do ultrazvukové vodni lazné. V neposledni radé byl vzorek
prefiltrovan pomoci injek¢ni stiikacky a membranového filtru do Cisté a oznacené
vialky se Sroubovacim uzavérem. Takto pripravené extrakty byly vloZeny do
autosempleru HPLC/FLD.
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3.7.7 Podminky stanoveni pro CIT
Tab. 9: Podminky stanoveni CIT
Analyticka kolona ARION® Plus, C18, 3,0 um,150 mm, I.D. 4,6 mm

HPLC pumpa Kvartérni pumpa G7104

Fluorescencni FLD G1364F: Excitacni vilnova délka: 330 nm, emisni

detektor vlnova délka: 500 nm, zisk PMT 18, fluorescence
attenuation 100 LU.

Mobilni faze 10 mM Kys. fosforecna (pH 2,5) : Acetonitril (50 : 50 v/v)

Prutok 1,0 ml/min.

Teplota kolony 40 °C

Systém kontroly dat Agilent OpenLab data

Davkovac Davkovac G7129C.

Objem nastiiku 100 pl

3.8 Kalibrace

3.8.1 Kalibrac¢ni kiivka

Pro sestrojeni Sestibodové kalibrac¢ni rady byly pouzity koncentrace CIT 0,25; 0,5;
1,0; 2,0; 4,0; 8,0 ng/ml v mobilni fazi a byly pripraveny kazdy den pii zacatku prace
z pracovniho standardu CIT.

3.8.2 Slepy vzorek

Slepy vzorek neboli blank je vzorek, ktery se pouZiva jako kontrola experimentu
nebo analyzy, jenZ zajiStuje spravnost méreni. Zde byl pouZit 50% methanol.

3.9 Validované parametry pro CIT

3.9.1 Opakovatelnost retenc¢niho ¢asu

Retenc¢ni ¢as OTA v daném chromatografickém systému byl stanoven na 5,48 + 0,08
min.

3.9.2 Linearita

Pti validaci CIT byl korelac¢ni koeficient R2= 0,999 % a QC = 1,497 %, kdy stanoveny
maximalni QC koeficient byl 3 % (béZné se udava 5 %). Lze predpokladat, Ze
kalibrac¢ni kiivka byla tedy linearni.

3.9.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Podle metody IUPAC byla mez detekce neboli LOD (Limit of detection) stanovena na
0,08 ng/g a mez stanovitelnosti neboli LOQ (Limit of quantidication) byla stanovena

na 0,25 ng/g. Dle metody IUPAC se LOD rovna 3*70 a LOQ se rovna 10*0, kde

m
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am = smérnice kalibra¢ni primky.

3.9.4 Opakovatelnost stanoveni

Relativni smérodatna odchylka (RSD) méreni byla stanovena na 1,22 %.

3.9.5 VytéZnost metody

VytéZznost metody byla stanovena pomoci spikovanych vzorki o koncentraci 4 ng/g
ve trech opakovanich. Spikované byly vzorky, u kterych nebyla v predchozi analyze
zjiSténa minimalni koncentrace CIT (bedrnik). Pro vypocet byl pouZit vzorec RE (%)

= % X 100, kdy A = obohaceny vzorek matrice extrahovany poté, B = extrahovany

vzorek obohaceny matrici (Matuszewski et al. 2003). VytéZnost metody byla
stanovena na 89,5 %.
3.9.6 Zpusob zapisovani primarnich dat

Data byla ziskdna pomoci softwaru Agilent OpenLab a nasledné zpracovana
v Microsoft Excel verze 2016.
3.10 Vysledky CIT

Z 60 vzorka testovanych na CIT bylo pozitivnich 17 vzorka (nad LOQ > 0,25 ng/g).
Minimalni pozitivni koncentrace, ktera byla zaznamenana je 0,255 ng/g u naté
materidousky obecné (Thymus serpyllum) a nejvys$si u prvosenky jarni (Primula
veris) 472,79 ng/g.
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Tab. 10: Koncentrace CIT ve vzorcich bylin

Cislo CesKky nazev Latinsky nazev Koncentrace
vzorku [ng/g]
1 Andélika ¢inska (Déhel Angelica sinensis radix 0,62
¢insky)
4 Bortivka (brusnice Vaccinium myrtillus 1,68
bortivka) herba
5 Brusinka (brusnice Vaccinium vitis-idaea 0,39
brusinka) folium
9 Devétsil 1ékatsky Petasides hybridus radix 0,35
10 Divizna velkokvéta Verbascum densiflorum 0,3
flos
16 Hluchavka bila Lamium album herba 0,54
19 Jable¢nik obecny Marrubium vulgare herba 4,69
32 Maral (Parcha saflorovd) Maral leuzea herba 0,26
34 Matetidouska obecna Thymus serpyllum herba 0,26
42 PampeliSka 1ékarska Taraxaci officinalis radix 0,4
43 Pelynék pravy Artemisia absinthium 0,28
herba
46 Proskurnik Althaeae folium cons. 0,3
47 Prvosenka jarni Primula veris flos 472,79
56 Sipek (Riize $ipkova) Cynosbati fruscus (Rosa 0,56
canina)
58 Vlastovic¢nik veétsi Chelidonium majus herba 69,68
59 Yzop lékarsky Hyssopi officinalis herba 3,09
60 Zemé7lu¢ mensi Centaurium minus herba 0,44
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4 Diskuze

V soucasnosti je stale malo studii, které by se zabyvaly mykotoxiny ve farmaceuticky
vyznamnych bylindch. Porovnani vysledkl zjinych studii a vysledkli z této
diplomové prace je velmi omezeno. AvSak cilem této prace byla mimo jiné také
analyza dalsich bylin, které nejsou casto, nebo jesté viibec nebyly analyzovany na
mykotoxiny. Mnoho studii se také vénuje spiSe analyze toxigennich hub nez jejich
sekundarnimi metabolity, coz vede pouze k dohadiim, zda dané vzorky byly
kontaminovany mykotoxiny.

Prikladem studie, ktera se zabyvala vyskytem mykotoxint v bylinach, je studie
z Japonska, ve které bylo analyzovano 49 vzorki bylin ve formé prasku na vyskyt
aflatoxinti (AFL) a OTA, avsak v zadném vzorku nebyl OTA detekovan (Hitokoto et
al. 1978).

Vroce 1990 probéhla studie, ktera se zabyvala vyskytem mykotoxini ve
farmaceuticky vyznamnych bylinach. Vysledky vysSetreni vzorki bylin ukazalo velké
mnozstvi producentii mykotoxint, mezi které patrily Aspergillus flavus, A. ochraceus
nebo Penicillium citrinum. 1zolaty byly dale testovany na piitomnost mykotoxind,
kdy izolovano bylo deset vzorkii zraznych bylin. NejCastéji se vyskytujicim
mykotoxin byl aflatoxin B:i (AFL Bi), a to vpomérné vysokych koncentraci
(170-670 mg/kg). Jednou zrostlin, které byla testovana, je tebticek obecny
(Achillea millefolium) (Roy & Chourasia, 1990). Mezi vzorky testovanych bylin
pattily Glycyrrhiza glabra (1ékotice lysa), ktera se pouziva jako expektorans, nebo
diuretikum, Holarrhena antidysenterica. Jeho koncentrace byla 50 pg/kg. Dale byl
zjiStén v Holarrhena antidysenterica, také v Strychnos nux-vomica. Tyto byliny
obsahovaly koncentrace OTA od 50 do 100 ug/kg a CIT v koncentracich 80 pg/kg
(Roy & Chourasia, 1990). Avsak ani jedna z uvedenych bylin nebyla analyzovana
v této diplomové praci.

Ve studii zroku 1998 bylo zkoumano 11 vzorkl bylin, mezi néZ byl zarazen
napriklad list proskurniku 1ékarského (Althaea officinalis), list medunky lékarské
(Melissa officinalis), nat tebticku obecného (Achillea millefolium), avSak ani
u jednoho vzorku nebyl OTA ani CIT detekovan (Halt 1998). V porovnani s vysledky
z této prace, kdy vzorek listu proskurniku obsahoval CIT v koncentraci 0,296 pg/kg
a OTA nebyl detekovan, nat meduriky neobsahovala CIT ani OTA, v kvétu febricku
byl OTA nalezen v koncentraci 0,166 pg/kg, zatimco CIT nebyl detekovan.

Ve studii Santos et al. (2009) probéhla analyza 84 vzorkd farmaceuticky
vyznamnych nebo aromatickych bylin pomoci analytické metody ELISA. Vzorky byly
zakoupeny v maloobchodech ve Spanélsku. Studie probihala na vice mykotoxinech.
VSechny vzorky byly kontaminovany.
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Kontaminace OTA byla prokazana u Salvia officinalis (Salvéj 1ékaiskd) od 1,1 do
17,3 pg/kg, dale byly také kontaminovany listy Cerného Caje (Thea sinesis), nat
rebarbory (Rheum officinalis), listy maty peprné (Mentha piperita), listy jinanu
(Ginkgo biloba) a listy boldovniku (Peumus boldus). Nejvyssi koncentrace OTA byly
u Salvéje 17,3 pg/kg. LOD v této studii bylo stanoveno u OTA na 0,025 a u CIT na
16,5 ug/kg (Santos et al. 2009).

Porovnat vysledky ze studie Santos et al. (2009) a z této diplomové prace lze
u nékolik analyzovanych bylin. Prvnim spole¢cnym druhem rostliny, ktery byl
analyzovan, je list eukalyptu (Eucalypti sp.), avSsak zadné koncentrace OTA ani CIT
nebyly zaznamenany. Oproti tomu v této diplomové praci byla u OTA namérena
koncentrace 2,1 ug/kg, avsak u CIT byly koncentrace zanedbatelné. Ve vzorku listl
jinanu dvoulalotného (Ginkgo biloba) se vyskytly koncentrace CIT od 298,7 do
354,8 pg/kg, kdy kontaminace byla spolu s OTA, AFL Bj, zearalenonem (ZEN), T-2
toxinem a deoxynivalenolem (DON). Koncentrace OTA se pohybovaly od
0,8-1,1 pg/kg. V porovnani s nasimi vysledky byly koncentrace CIT zanedbatelné
a vysledky OTA u nas byly vyssi a pohybovaly se okolo 2,1 ug/kg. Dalsi bylinou byl
bedrnik obecny (Pimpinella saxifraga), kdy v této studii nebyly koncentrace OTA ani
CIT zaznamenany, také v nasi analyze byly koncentrace zanedbatelné. Ve vzorku
jitrocele kopinatého (Plantago lanceolata) se pohybovaly koncentrace OTA i CIT pod
LOD. V nasi studii nebyl CIT ani OTA zaznamenan. OTA ani CIT nebyly detekovany
ani ve vzorku kvétu bezu Cerného (Sambucus nigra), stejné zjiSténi bylo u naSeho
vzorku. Vysoké koncentrace CIT byly u naté pampelisky lékaiské (Taraxacum
officinale) 21,6-96,0 nug/kg, v porovnani snasSimi vysledky z kotfene byla tato
hodnota podstatné vyssi. CIT ve vzorku kotene T. officinale byl v koncentraci
0,4 pg/kg. Oproti tomu hodnoty OTA se v této studii pohybovaly od LOD pod
10,6 ug/kg a vnasi praci byly hodnoty OTA 1,9 pg/kg. Vliv na kontaminaci
mykotoxinem a jeho vysledné koncentrace miize mit i studie rtizné casti rostliny.
Analyza vzork kvétu lipy malolisté (Tilia cordata) neprokazala piitomnost téchto
dvou myKkotoxinl. AvSak nase analyza u vzorku kvétu lipy obecné (Tilia vulgaris)
objevila koncentrace CIT 0,2 pg/kg a OTA okolo 0,1 pg/kg. Dale se studie
analyzovala na nat koprivy dvoudomé (Urtica dioica), avSak ve vzorku nebyl CIT ani
OTA pritomen, zatimco vnaSi studii byl CIT detekovan pod LOD a OTA
v zanedbatelnych koncentracich. Ve vzorku kotrene kozliku lékaiského (Valeriana
officinalis) byly koncentrace CIT 25,5 pg/kga OTA od 0,8 do 1,8 pg/kg. Oproti tomu
v nasem vzorku CIT nebyl zaznamenan a OTA byl v hodnotach pod LOD. Dale lze
porovnat vzorky semen ostropesti’ce marianského, kdy se jeho koncentrace v této
Spanélské studii pohybovaly pod LOD pro CIT i OTA. Oproti tomu v této diplomové
praci byly koncentrace CIT zanedbatelné, ale OTA byl analyzovan v 12,7 pug/kg. Ve
vzorcich medunky lékarské (Melissa officinalis) nebyly detekovany tyto dva
mykotoxiny ani v jedné z téchto studii (Santos et al. 2009).

Dale byly zkoumany oddenky a koteny bylin v Ciné. Bylo zkoumano 23 vzorkd a 4
z nich byly kontaminovany CIT v koncentracich od 0,3 do 5,1 pg/kg. Kontaminace
byla spolu s AFB1, AFB2, AFM1 a dal$imi mykotoxiny. Nejvyssi koncentrace CIT
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51 pg/kg byla analyzovana ze vzorku andéliky c¢inské (Angelica sinensis),
v porovnani s vysledky z této prace jsou koncentrace nizsi, 0,6 pg/kg (Han et al.
2012).

Ve studii Martinez-Dominquez et al. (2015) byly identifikovany a kvantifikovany
toxické latky vcetné mykotoxini. Studie probéhla na jinanu dvoulalo¢ném, a to
pomoci metody LC/MS, avSak mykotoxiny CIT ani OTA nebyly ve vzorcich nalezeny.

Ve studii Veprikova et al. (2015) bylo zkoumano 28 vzorkil dopliki stravy na
bazi bylin (napf. zeleny jeCmen, goji, magndlie, kopiiva a dalsi), dale 32 dopliki
stravy na bazi ostropestice marianského, urcenych k 1écbé a prevenci onemocnéni
jater, a 9 vzorki bylin uréenych ke snizeni menopauzalnich ucinki (Veprikova et al,
2015). Porovnani vysledkii ale neni mozné, jelikoZ nebyly zkoumané samotné
matrice bylin, ale vyrobky na jejich bazi.

Studie Chen et al (2019) z Ciny, ktera se zabyvala vyskytem mykotoxind
ve farmaceuticky vyznamnych bylinach, objevila pomérné vysoké koncentrace OTA,
avSak ani jedna studovana bylina se neshodovala s bylinami zkoumanymi v této
diplomové praci (Chen et al. 2019).

Ve studii Pallarés et al. (2022) probéhl vyzkum na 85 vzorcich bylin ve formé
kapsuli. Kontrolovano bylo nékolik mykotoxinii véetné OTA pomoci analytické
metody LC-MS/MS-IT (kapalinova chromatografie spojena s tandemovou hmotnosti
spektrometrii se zachytem ionti). Ani v jednom vzorku nebyl OTA potvrzen.
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Zaver

Vtéto diplomové praci bylo analyzovano 60 vzorkl rlznych farmaceuticky
vyznamnych bylin, které si miize konzument béZzné koupit v obchodu s potravinami.
Analyzovany byly dva mykotoxiny - ochratoxin A a citrinin. Analyza vzorkl
probéhla pomoci metody HPLC/FLD, kdy vytéZznost u OTA byla 88,3 % a u CIT
89,5 %.

Diplomova prace je rozdélena do Ctyr casti, kdy v prvnich dvou je rozebirana
teorie o OTA a CIT. Podkapitoly se zabyvaji chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi
téchto dvou mykotoxint, jejich producenty, toxickymi vlastnostmi a vyskytem
v potravinach se zaméienim na kontaminaci farmaceuticky vyznamnych bylin. Mezi
hlavni producenty byly u OTA uvedeny rody Aspergillus a Penicillium. CIT produkuji
pirevazné druhy z rodl Penicillium a Monascus. Studie obou mykotoxint dokazuje
jejich nefrotoxicitu a spoluticast na onemocnéni BEN.

V druhé poloviné prace jsou zhodnoceny vysledky praktické casti, kde jsou
uvedeny vysledky z analyzy obou mykotoxint. Z 60 vzorkt bylo na OTA (nad LOD)
24 pozitivnich a na CIT bylo pozitivnich 17 vzorkl. Hodnoty OTA se pohybovaly od
0,13 do 826,6 ng/g a koncentrace CIT od 0,26 do 472,79 ng/g. Nejvétsi hodnoty
u obou mykotoxinl byly detekovany u vzorkil naté prvosenky jarni a vlastovi¢niku
vétsiho. Dale byly vysledky z této diplomové prace porovnavany z vysledky analyz
z jinych studii, které se také zabyvaly touto problematikou. Studii, jeZ by se zabyvaly
stanovenim OTA a CIT v farmaceuticky vyznamnych rostlinach je velmi malo,
prestoZe v nich byly analyzovany vysoké koncentrace obou téchto mykotoxini.
Vysledky nelze pifimo porovnavat nejen kviili poctu studii, ale protoze byly Casto
analyzovany rizné druhy rostlin, véetné bylinnych smési nebo kapsli. Mnoho studii
se také vénuje spiSe analyze toxigennich hub neZ jejich sekundarnim metabolitim.

Druhym cilem po zjisténi koncentraci v matricich rostlin byla ptriprava nalevt
tychz rostlin, avSak vysledky byly nehodnotitelné. Nejsou proto uvadény zadné
zavéry z téchto analyz.

Rostliny Klasifikované jako farmaceuticky vyznamné by mély byt peclivé
skladovany a kontrolovany na pritomnost mykotoxinli, aby byli chranéni
spotrebitelé, ktefi tyto produkty pouzivaji ke zlepsSeni svého zdravi. Kvalita
a bezpecnost rostlinnych produktt také uzce souvisi s dodrzovanim zasad spravné
zemédeélské praxe v kazdé fazi vyroby.

Mira intoxikace je zavisla na mnozstvi pifivodu byliny konzumentem. Doporucené
mnozstvi zavisi na konkrétnim druhu byliny, proto by mély byt limity zvazovany
individualné. Avsak priimérna spotireba bylin a vyrobkii z nich je nizka, proto denni
pifivod mykotoxini bude rovnéZz velmi nizky, a to i s ohledem na nestabilitu
mykotoxinti pii vyssich teplotach. Dliivéra spotrebiteli v produkty vsak vyzaduje
absenci toxint, jimz se lze vyhnout. Jejich pritomnost v rostlinnych produktech by
méla byt vyuZita jako podnét ke zlepsSeni kvality a bezpecnosti potravin provedenim
dalSich studii o pfitomnosti mykotoxint v téchto produktech.
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Prilohy

Tab. 11: Legislativni regulace OTA v EU (European Commission, 2022)

Potravina Maximalni limity
(ng/kg)
Neopracované obiloviny 5,0
VSechny produkty ziskané/zpracované 3,0

z nezpracovanych obilovin
Obiloviny uvadéné na trh pro kone¢ného

spotrebitele

Vyrobky obsahujici nejméné 2,0
Pecivo, svacinky 20 % susenych hroznii révy
z obilovin vinné a/nebo susenych fiki
a snidaniové vyrobky neobsahujici 4,0
cerealiel olejnatd semena, ofechy

nebo suSené ovocel

Ostatni vyrobky obsahujici 3,0

olejnata semena, orechy

a/nebo susené ovoce
Nealkoholické sladové napoje? 3,0
PSeni¢ny lepek neuvadény na trh pro kone¢ného 8,0
spotrebitele3
SuSené hrozny révy vinné (korintky, rozinky 8,0
a sultanky) a suSené fiky
Ostatni susené ovoce 2,0
Datlovy sirup 15,0
PraZena kavova zrna a mleta prazena kava kromé 3,0
rozpustné kavy
Rozpustna kava (instantni kava) 5,0
Vino (vCetné Sumivého vina, s vyjimkou likérového 2,0

vina a vina s obsahem alkoholu nejméné 15 %

objemovych) a ovocné vino

Aromatizované vino, aromatizované vinné napoje 2,0
a aromatizované vinné koktejly

Hroznova stava, rekonstituovani koncentrovana 2,0
hroznova $tava, hroznovy nektar, rekonstituovany

hroznovy most a rekonstituovany koncentrovany

hroznovy most uvadéné na trh pro konecného

spotrebitele

Obilné prikrmy a ostatni prikrmy urcené pro 0,50
kojence a malé déti*
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Potravina Maximalni limity

(ng/kg)
Dietni potraviny pro zvlastni 1ékarské ucely urcené 0,50
pro kojence a malé déti>
Koreni véetné suSeného koreni, 15,0
kromé Capsicum spp.
Koreni véetné suSeného koreni, 20,0
kromé Capsicum spp.
Smeési koreni 15,0
Koren lékorice, mimo jiné jako slozka bylinnych 20,0
Cajl
Vytazek z 1ékoftice (#2) pro pouZiti 80,0
v potravinarskych vyrobcich, zejména v napojich
a cukrovinkach
Cukrovinky z 1ékotice obsahujici 2 97 % vytazku 50,0
z lékorice v susiné
Ostatni cukrovinky z 1ékoftice 10,0
Susené byliny 10,0
Kofeny zazvoru pro pouziti v bylinnych cajich 15,0
Koreny proskurniku lékarského, koreny pampelisky 20,0
(smetanky) a kvéty pomerancovniku pro pouZziti
v bylinnych ¢ajich nebo v ndhrazkach kavy
Slunecnicova semena, dyfiova semena, semena 5,0
melounu (vodniho), konopna semena, séjové boby
Pistacie, které musi byt pred uvedenim na trh pro 10,0
konecného spotrebitele nebo pred pouZitim jako
slozka potravin vytridény nebo jinak fyzikalné
oSetreny
Pistacie uvadéné na trh pro konecného spotrebitele 5,0
nebo jako slozka potravin
Kakaovy prasek 3,0
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Tab. 12: Celkové koncentrace OTA ve vzorcich bylin

Cislo Cesky nazev Latinsky nazev Koncentrace

vzorku [ng/g]

1 Andélika ¢inska Angelica sinensis radix <LOD

2 Bedrnik obecny Pimpinella saxifraga radix < LOD

3 Benedikt Cubet Cardui benedicti herba <LOD

4 Bortivka (brusnice Vaccinium myrtillus herba < LOD
bortivka)

5 Brusinka (brusnice Vaccinium vitis-idaea <LOD
brusinka) folium

6 Brutnak lékarsky Borago officinalis herba <LOD

7 Cekanka obecna Cichorium intybus herba < LOD

8 Cerny rybiz (Bez <LOD
cerny) Sambucus nigra flos

9 Devétsil 1ékarsky Petasides hybridus radix 2,06

10 Verbascum densiflorum 0,14
Divizna velkokvéta flos

11 Echinacea (Trapatka  Echinacea purpurea radix < LOD
nachova)

12 Echinacea (Trapatka  Echinacea purpurea flos <LOD
nachova)

13 Eukalyptus Eucalypti folium 0,23

14 Jinan dvoulalo¢ny Ginkgo biloba folium 2,05

15 Crataegus oxyacantha 0,03
Hloh obecny fructus

16 Hluchavka bila Lamium album herba <LOD

17 Horec Zluty Gentiana lutea radix <LOD

18 Chmel otacivy Strobilus lupuli 1,25

19 Jable¢nik obecny Marrubium vulgare herba < LOD

20 Jahodnik obecny Fragaria vesca folium <LOD

21 Plantago lanceolata <LOD
Jitrocel kopinaty folium

22 Komonice 1ékatska Melilotus officinalis herba < LOD

23 Kopriva dvoudoma Urtica dioica herba <LOD

24 Alchemilla xanthochlora 8,72
Kontryhel Zlutozeleny herba

25 Symphytum officinale <LOD
Kostival 1ékarsky radix

26 Kozlik 1ékarsky Valeriana officinalis radix 0,04

27 Lavandula angustifolia <LOD
Levandule 1ékai'ska flos

28 Lipa obecna Tiliae vulgaris flos 0,05

29 Lnice kvétel Linariae herba cins. <LOD

30 Lopuch vétsi Artium lappa radix 52,86

31 Ostruznik malinik Rubi idaei folium 0,33

32 Maral (Parcha 0,13

saflorova)

Maral leuzea herba
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Cislo Cesky nazev Latinsky nazev Koncentrace

vzorku [ng/g]

33 Medurika 1ékarska Melissa officinalis herba <LOD

34 Materidouska obecna  Thymus serpyllum herba < LOD

35 Matinka (Svizel 0,39
vonny) Galium odoratum herba

36 Mésicek 1ékarsky Calendulae sine calice flos 0,05

37 Mochna natrznik Potentilla erecta radix 2,89

38 Mochna stribrna Potentilla argentea herba < LOD

39 Oresak kralovsky Junglandis regia folium <LOD

40 Ostropestiec Silybum marianum 12,73
mariansky fructus

41 Ostruznik krovity Rubi fruticosi folium 0,18

42 PampeliSka lékaiskd  Taraxaci officinalis radix 1,93

43 Artemisia absinthium <LOD
Pelynék pravy herba

44 Pulmonaris officinalis <LOD
Plicnik 1ékarsky folium

45 Fagopyrum saggitatum 1,05
Pohanka obecna herba

46 Proskurnik Althaeae folium cons. <LOD

47 Prvosenka jarni Primula veris flos 649,08

48 Pupava bezlodyZna Carlina acaulis radix 2,05

49 Pyr plazivy Graminis rhizoma radix <LOD

50 Rebtic¢ek obecny Achillea millefolium flos 0,17

51 Agrimonia eupatoria 1,31
Repik 1ékar'sky herba

52 Sedmikraska <LOD
chudobka Bellis perennis flos

53 Sléz maursky Malva sylvestris flos 0,81

54 Euphrasia officinalis 0,15
Svétlik 1ékarsky folium

55 Svizel sytistovity Galium verum herba 0,54

56 Cynosbati fruscus (Rosa 0,08
Sipek (Riize $ipkova)  canina)

57 TuZebnik jilmovy Filipendula ulmaria herba < LOD

58 Vlastovicnik vétsi Chelidonium majus herba 826,62

59 Yzop 1ékarsky Hyssopi officinalis herba 0,08

60 ZeméZzlu€ mensi Centaurium minus herba 2,16
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Tab. 13: Koncentrace CIT v bylinach

Cislo CesKky nazev Latinsky nazev Koncentrace
vzorku [ng/g]
1 Andélika ¢inska (Déhel Angelica sinensis radix 0,62
¢insky)
2 Pimpinella saxifraga <LOD
Bedrnik obecny radix
3 Benedikt cubet Cardui benedicti herba <LOD
4 Bortivka (brusnice Vaccinium myrtillus 1,68
bortivka) herba
5 Brusinka (brusnice Vaccinium vitis-idaea 0,39
brusinka) folium
6 Brutnak 1ékarsky Borago officinalis herba <LOD
7 Cekanka obecna Cichorium intybus herba ~ <LOD
8 Cerny rybiz (Bez ¢erny)  Sambucus nigra flos <LOD
9 Devétsil 1ékarsky Petasides hybridus radix 0,35
10 Divizna velkokvéta Verbascum densiflorum 0,3
flos
11 Echinacea (Trapatka Echinacea purpurea radix < LOD
nachova)
12 Echinacea (Trapatka Echinacea purpurea flos <LOD
nachova)
13 Eukalyptus Eucalypti folium <LOD
14 Gingko (Jinan <LOD
dvoulalo¢ny) Ginkgo biloba folium
15 Hloh obecny Crataegus oxyacantha 0,13
fructus
16 Hluchavka bila Lamium album herba 0,54
17 Horec zluty Gentiana lutea radix <LOD
18 Chmel otacivy Strobilus lupuli <LOD
19 Jable¢nik obecny Marrubium vulgare herba 4,69
20 Jahodnik obecny Fragaria vesca folium 0,14
21 Plantago lanceolata <LOD
Jitrocel kopinaty folium
22 Komonice 1ékarska Melilotus officinalis herba < LOD
23 Kopriva dvoudoma Urtica dioica herba 0,09
24 Kontryhel Zlutozeleny Alchemilla xanthochlora 0,22
herba
25 Kostival 1ékatsky Symphytum officinale 0,23
radix
26 Kozlik 1ékarsky Valeriana officinalis radix < LOD
27 Lavandula angustifolia <LOD
Levandule lékarska flos
28 Lipa obecna Tiliae vulgaris flos 0,15
29 Lnice kvétel Linariae herbas cins. <LOD
30 Lopuch vétsi Artium lappa radix <LOD
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Cislo Cesky nazev Latinsky nazev Koncentrace
vzorku [ng/g]
31 Malinik (Ostruznik <LOD
malinik) Rubi idaei folium
32 Maral (Parcha saflorovd) Maral leuzea herba 0,26
33 Medurka lékarska Melissa officinalis herba <LOD
34 Materidouska obecna Thymus serpyllum herba 0,26
35 Marinka (Svizel vonny) Galium odoratum herba <LOD
36 Mésicek 1ékarsky Calendulae sine calice flos < LOD
37 Mochna natrznik Potentilla erecta radix <LOD
38 Mochna stribrna Potentilla argentea herba < LOD
39 Oresak kralovsky Junglandis regia folium <LOD
40 Silybum marianum <LOD
Ostropestiec maridnsky  fructus
41 Ostruznik krovity Rubi fruticosi folium <LOD
42 PampeliSka 1ékarska Taraxaci officinalis radix 0,4
43 Pelynék pravy Artemisia absinthium 0,28
herba
44 Pulmonaris officinalis <LOD
Plicnik 1ékarsky folium
45 Pohanka obecna Fagopyrum saggitatum 0,12
herba
46 Proskurnik Althaeae folium cons. 0,3
47 Prvosenka jarni Primula veris flos 472,79
48 Pupava bezlodyZna Carlina acaulis radix <LOD
49 Pyr plazivy Graminis rhizoma radix 0,24
50 Rebiicek obecny Achillea millefolium flos <LOD
51 Agrimonia eupatoria <LOD
Repik lékarsky herba
52 Sedmikraska chudobka  Bellis perennis flos <LOD
53 Sléz maursky Malva sylvestris flos <LOD
54 Euphrasia officinalis <LOD
Svétlik 1ékarsky folium
55 Svizel sytistovity Galium verum herba 0,11
56 Sipek (RiiZe $ipkova) Cynosbati fruscus (Rosa 0,56
canina)
57 TuZebnik jilmovy Filipendula ulmaria herba < LOD
58 Vlastovic¢nik vétsi Chelidonium majus herba 69,68
59 Yzop lékarsky Hyssopi officinalis herba 3,09
60 Zemé7lu¢ mensi Centaurium minus herba 0,44
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Obr. 3: Filtrace vzorku 47 na filtra¢ni aparature
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Obr. 4: Pfekapani vzorkl kolonkami
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Obr. 5: Eluce vzorki z kolonek
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Pracovni denik

Tab. 14: Zapis o zpracovani vzorki bylin (matrice OTA)

Cislo Popis vzorku Navazka Objem Separacni Pozadovana Datum Separaci
vzorku [e]l eluatu postup analyza provedl
[ml]
1 Andélika ¢inska 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 6. 6. Brandova
(Déhel ¢insky)
2 Bedrnik obecny 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 6. 6. Brandova
3 Benedikt ¢ubet OTA_PO_LC_01 HPLC 6. 6. Brandova
4 Bortivka OTA_PO_LC_01 HPLC 6.6. Brandova
(brusnice
boriivka)
5 Brusinka 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 6. 6. Brandova
(brusnice
brusinka)
6 Brutnak lékarsky 5 OTA_PO_LC_01 HPLC 6. 6. Brandova
7 Cekanka obecna 5 OTA_PO_LC_01 HPLC 6. 6. Brandova
8 Cerny rybiz (Bez OTA_PO_LC_01 HPLC 6. 6. Brandova
cerny)
9 Devétsil 1ékat'sky 5 OTA_PO_LC_01 HPLC 6. 6. Brandova
10 Divizna 5 OTA_PO_LC_01 HPLC 6. 6. Brandova
velkokvéta
11 Echinacea 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 6. 6. Brandova
(Ttapatka
nachovad)
12 Echinacea 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 6. 6. Brandova
(Ttapatka
nachova)
13 Eukalyptus 5 OTA_PO_LC_01 HPLC 14.6. Brandova
14 Gingko (Jinan 5 OTA_PO_LC_01 HPLC 14.6. Brandova
dvoulalo¢ny)
15 Hloh obecny 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC - Brandova
16 Hluchavka bila 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 14. 6. Brandova
17 Hoftec Zluty 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 14.6. Brandova
18 Chmel otacivy 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 14. 6. Brandova
19 Jable¢nik obecny 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 14.6. Brandova
20 Jahodnik obecny 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 14. 6. Brandova
21 Jitrocel kopinaty 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 14. 6. Brandova
22 Komonice 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 14.6. Brandova
lékarska
23 Kopfriva 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 14. 6. Brandova
dvoudoma
24 Kontryhel 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 14.6. Brandova
Zlutozeleny
25 Kostival 1ékatsky 5 OTA_PO_LC_01 HPLC 14.6. Brandova
26 Kozlik 1ékarsky 5 OTA_PO_LC_01 HPLC 15. 6. Brandova
27 Levandule OTA_PO_LC_01 HPLC 15. 6. Brandova
lékarska
28 Lipa obecna 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 15. 6. Brandova
29 Lnice 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 15. 6. Brandové
30 Lopuch vétsi 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 15. 6. Brandova
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Cislo Popis vzorku Navazka  Objem Separacni Pozadovana Datum Separaci
vzorku [g] eluatu postup analyza provedl
[ml]
31 Malinik 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 15.6 Brandova
32 Maral (Parcha 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 15.6 Brandova
saflorova)
33 Medurika 1ékarska OTA_PO_LC_01 HPLC 15. 6. Brandova
34 Materidouska OTA_PO_LC_01 HPLC 15. 6. Brandova
obecnéa
35 Marinka (Svizel 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 15.6. Brandova
vonny)
36 Mésicek 1ékarsky 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 15.6. Brandova
37 Mochna natrznik 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 15.6. Brandova
38 Mochna stfibrna 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 16. 6. Brandova
39 Oresak kralovsky 5 1 OTA_PO_LC 01 HPLC 16.6. Brandova
40 Ostropestrec 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 16. 6. Brandova
maridnsky
41 Ostruznik krovity 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 16. 6. Brandova
42 Pampeliska 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 16. 6. Brandova
lékarska
43 Pelynék pravy 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 16. 6. Brandova
44 Plicnik 1ékarsky 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 16. 6. Brandova
45 Pohanka obecna 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 16.6. Brandova
46 Proskurnik 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 16.6. Brandova
47 Prvosenka jarni 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 16. 6. Brandova
48 Pupava 5 1 OTA_PO_LC 01 HPLC 16.6. Brandova
bezlodyzna
49 Pyr plazivy 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 16. 6. Brandova
50 Rebritek obecny 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 17.6. Brandova
51 Repik lékatsky 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 17.6. Brandova
52 Sedmikraska 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 17.6. Brandova
chudobka
53 Sléz maursky 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 17.6. Brandova
54 Svétlik 1ékarsky 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 17.6. Brandova
55 Svizel syristovity 5 1 OTA_PO_LC 01 HPLC 17.6. Brandova
56 Sipek (Riize 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 17.6. Brandova
Sipkova)
57 Tuzebnik jilmovy 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 17.6. Brandova
58 Vlastovi¢énik vétsi 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 17.6. Brandova
59 Yzop lékarsky 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 17.6. Brandova
60 Zemézlu¢ mensi 5 1 OTA_PO_LC_01 HPLC 17.6. Brandova
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Tab. 15: Zapis o zpracovani vzorki bylin (matrice CIT)

Cislo Popis vzorku Navazka Objem Separacni PozZzadovana Datum Separaci
vzorku [e] eluatu postup analyza provedl
[ml]
1 Andélika ¢inska 5 2 EASY- HPLC-FLD 4.7. Brandova
(Déhel cinsky) EXTRACT®
CITRININ
2 Bedrnik obecny 5 2 EASY- HPLC-FLD - Brandova
EXTRACT®
CITRININ
3 Benedikt cubet 5 2 EASY- HPLC-FLD 4.7. Brandova
EXTRACT®
CITRININ
4 Bortvka 5 2 EASY- HPLC-FLD 4.7 Brandova
(brusnice EXTRACT®
bortivka) CITRININ
5 Brusinka 5 2 EASY- HPLC-FLD 4.7 Brandova
(brusnice EXTRACT®
brusinka) CITRININ
6 Brutnak lékarsky 5 2 EASY- HPLC-FLD 4.7 Brandova
EXTRACT®
CITRININ
7 Cekanka obecna 5 2 EASY- HPLC-FLD 4.7 Brandova
EXTRACT®
CITRININ
8 Cerny rybiz (Bez 5 2 EASY- HPLC-FLD 4.7 Brandova
cerny) EXTRACT®
CITRININ
9 Devétsil 1ékaisky 5 2 EASY- HPLC-FLD 4.7 Brandova
EXTRACT®
CITRININ
10 Divizna 5 2 EASY- HPLC-FLD 4.7 Brandova
velkokvéta EXTRACT®
CITRININ
11 Echinacea 5 2 EASY- HPLC-FLD 4.7 Brandova
(Ttapatka EXTRACT®
nachova) CITRININ
12 Echinacea 5 2 EASY- HPLC-FLD 4.7 Brandova
(Ttapatka EXTRACT®
nachova) CITRININ
13 Eukalyptus 5 2 EASY- HPLC-FLD 4.7 Brandova
EXTRACT®
CITRININ
14 Gingko (Jinan 5 2 EASY- HPLC-FLD 5.7 Brandova
dvoulalo¢ny) EXTRACT®
CITRININ
15 Hloh obecny 5 2 EASY- HPLC-FLD 5.7. Brandova
EXTRACT®
CITRININ
16 Hluchavka bila 5 2 EASY- HPLC-FLD 5.7 Brandova
EXTRACT®
CITRININ
17 Hoftec zluty 5 2 EASY- HPLC-FLD 5.7 Brandova
EXTRACT®
CITRININ
18 Chmel otacivy 5 2 EASY- HPLC-FLD 5.7. Brandova
EXTRACT®
CITRININ
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Cislo Popis vzorku Navazka Objem Separa¢ni PoZadovana Datum  Separaci

vzorku [g] eluatu postup analyza provedl
[ml]
19 Jable¢nik obecny 5 2 EASY- HPLC-FLD 5.7. Brandova
EXTRACT®
CITRININ
20 Jahodnik obecny EASY- HPLC-FLD Brandova
EXTRACT®
CITRININ
21 Jitrocel kopinaty EASY- HPLC-FLD Brandova
EXTRACT®
CITRININ
22 Komonice EASY- HPLC-FLD Brandova
1ékarska EXTRACT®
CITRININ
23 Kopftiva EASY- HPLC-FLD Brandova
dvoudoma EXTRACT®
CITRININ
24 Kontryhel EASY- HPLC-FLD Brandova
Zlutozeleny EXTRACT®
CITRININ
25 Kostival 1ékarsky EASY- HPLC-FLD Brandova
EXTRACT®
CITRININ
26 Kozlik 1ékarsky EASY- HPLC-FLD Brandova
EXTRACT®
CITRININ
27 Levandule EASY- HPLC-FLD Brandova
1ékarska EXTRACT®
CITRININ
28 Lipa obecna EASY- HPLC-FLD Brandova
EXTRACT®
CITRININ
29 Lnice EASY- HPLC-FLD Brandova
EXTRACT®
CITRININ
30 Lopuch vétsi EASY- HPLC-FLD Brandova
EXTRACT®
CITRININ
31 Malinik EASY- HPLC-FLD Brandova
EXTRACT®
CITRININ
32 Maral (Parcha EASY- HPLC-FLD Brandova
saflorova) EXTRACT®
CITRININ
33 Medurika EASY- HPLC-FLD Brandova
1ékarska EXTRACT®
CITRININ
34 Matefidouska EASY- HPLC-FLD Brandova
obecna EXTRACT®
CITRININ
35 Matinka (Svizel EASY- HPLC-FLD Brandova
vonny) EXTRACT®
CITRININ
36 Meésicek 1ékarsky EASY- HPLC-FLD Brandova
EXTRACT®
CITRININ
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Cislo
vzorku

Popis vzorku Navazka Objem
[g] eluatu

[ml]

Separacni
postup

PoZzadovana Datum

analyza

Separaci
provedl

37

Mochna natrznik 5 2

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

5.7.

Brandova

38

Mochna stfibrna 5 2

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandova

39

Oresak kralovsky 5 2

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandové

40

Ostropestiec 5 2
mariansky

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandova

41

Ostruznik 5 2
krovity

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandova

42

Pampeliska 5 2
1ékarska

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandova

43

Pelynék pravy 5 2

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandova

44

Plicnik 1ékaisky 5 2

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandova

45

Pohanka obecna 5 2

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandova

46

Proskurnik 5 2

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandova

47

Prvosenka jarni 5 2

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandova

48

Pupava 5 2
bezlodyzna

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandova

49

Pyr plazivy 5 2

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandové

50

Rebti¢ek obecny 5 2

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandova

51

Repik 1ékatsky 5 2

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandova

52

Sedmikraska 5 2
chudobka

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandové

53

Sléz maursky 5 2

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandova

54

Svétlik 1ékatsky 5 2

EASY-
EXTRACT®
CITRININ

HPLC-FLD

Brandova
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Cislo Popis vzorku Navazka Objem Separa¢ni PoZadovana Datum  Separaci
vzorku [g] eluatu postup analyza provedl
[ml]

55 Svizel sytistovity 5 2 EASY- HPLC-FLD 6.7. Brandova
EXTRACT®
CITRININ

56 Sipek (Rize 5 2 EASY- HPLC-FLD 6.7. Brandova
Sipkova) EXTRACT®
CITRININ

57 Tuzebnik jilmovy 5 2 EASY- HPLC-FLD 6.7. Brandova
EXTRACT®
CITRININ

58 Vlastovic¢nik 5 2 EASY- HPLC-FLD 6.7. Brandova
vetsi EXTRACT®
CITRININ

59 Yzop lékarsky 5 2 EASY- HPLC-FLD 6.7. Brandova
EXTRACT®
CITRININ

60 Zemézlu¢ mensi 5 2 EASY- HPLC-FLD 6.7. Brandova
EXTRACT®
CITRININ
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