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Cilem bakalaiské prace je provést stanoveni mykotoxinii ochratoxinu A a
citrininu ve vybranych farmaceutickych bylindch. Stanoveni mykotoxini
ochratoxinu A a citrininu bude probihat na vybranych, béZzné dostupnych a volné
prodejnych farmaceutickych bylinach, urcenych prevazné k ptipravé odvari a
medicindlnich C¢ajii. Metodou pro testovani a stanoveni mykotoxind v jednotlivych
vzorcich byla zvolena metoda ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay), jeZ je

zaloZena na specifické interakci daného a urcitého antigenu s protilatkou.
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.
Uvod

Farmaceutické, 1éCivé a medicindlni byliny v suSené podobé urcené
k pripravé medicinalnich a farmaceutickych €aji jsou ¢astymi dopliiky a uzivanymi
prostredky pri 1é¢bé nemoci. Jsou hojné vyuzivany k podpore lécby, ¢i jsou
pouzivany jako zplisob prevence pred riiznymi typy onemocnéni a pro podporu
imunitniho systému. UZivani téchto ¢ajii a odvari se v Ceské republice té$f pomérné

velké oblibenosti a tradici, a to obzvlasté u starSich generaci.

Z dostupné literatury je vSak patrné, Ze byliny uZivané k vyrobé téchto volné
prodejnych a dostupnych surovin pro vyrobu bylinnych ¢aji mohou byt
kontaminovany mykotoxiny, jeZ jsou produkovany mikromicety, pii nevhodnych
podminkach béhem péstovani. Mykotoxiny je souhrnné oznaceni pro sekundarni
metabolity mikromicetti, vlaknitych mikroskopickych hub. Dal§im problémem miize
byt sekundarni kontaminace téchto surovin, uréenych k vyrobé bylinnych ¢aji,
riznymi mykotoxiny. K sekundarni kontaminaci miize dojit nevhodnym a
nespravnym uskladnénim v domacnosti, nebo ve skladech. Béhem poslednich let je
problematika mykotoxinii stdle castéji reSena a zminovana s ohledem na lidské
zdravi, jelikoZ se ukazuje, Ze mykotoxiny mohou byt pritomny v Sirokém spektru
vyrobki, které clovék béZné na denni bazi konzumuje. Negativni i¢inky mykotoxint
na lidské zdravi byly mnohokrat prokazany, a to i véetné schopnosti bioakumulace
v organismu. ZvySend konzumace kontaminovanych farmaceutickych bylin by tak
mohla znac¢né prispét k expozici a piijmu rtizného spektra mykotoxint a prevazit
pozitivni acinky, kvili kterym jsou tyto volné dostupné a prodavané byliny uzivany
vprvni fadé, svymi negativnimi ucinky na lidské zdravi, a dokonce zhorSovat

celkové zdravi konzumenta.

Cilem této bakalarské prace je poukadzat na problematiku mykotoxint
ochratoxinu A a citrininu a dale stanovit mnoZstvi ochratoxinu A a citrininu v 60
vzorcich farmaceutickych bylin volné dostupnych a bézné prodavanych na trhu
v Ceské republice, které jsou prevazné pouZivany jako surovina pro piipravu
bylinnych ¢aji a odvart. Stanoveni vySe zminénych mykotoxinG bude probihat

metodou ELISA.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Mykotoxiny

Malit a Ostry [1] definuji mykotoxiny jako sekundarni metabolity
mikromycetti, jedna se o toxické a c¢asto karcinogenni chemické slouceniny, které
patii mezi nejvyznamnéjsi ptirodni toxiny a prvni uZziti pojmu mykotoxin pripisuji
Forgaczovi a Carllovi v roce 1955. Pojem mykotoxin ma ptvod v feckém slové
»mycos“, oznacujici houbu a latinském ,toxicum®, preklddano jako jed. K dnesnimu
datu je svétu a odborné verejnosti zndmo vice nez 400 mykotoxind [2]. Z toho v
lidském okoli se ve vyznamnych mnoZstvich vyskytuje priblizné 20 mykotoxinf,

které mohou mit negativni, klinicky dopad na lidské zdravi [1].

Obecné jako mykotoxiny oznacujeme pouze toxiny, sekundarni metabolity,
produkované pouze vlaknitymi mikroskopickymi houbami (Micromycetes),
takzvanymi plisnémi. Plisné mohou zasahovat vyznamnym zplisobem, kromé
produkce mykotoxind, do Zivota lidi i tim, Ze mohou napadat Zivou tkan a tvorit
mykozy, ¢i vyvolavat hyperaktivni, hypersensitivni imunitni odpovéd’ organizmu,
alergie na nejriznéj$i chemické latky, které produkuji. Zatimco toxiny
makroskopickych hub (Macromycetes) prakticky ovliviiuji zdravi ¢lovéka pouze pri
zaméné v ramci jejich sbéru, toxiny mikroskopickych hub jsou dilezitym
kontaminantem potravin, napoji a krmiv [3]. U Micromycetes hraje i vyznamnou roli
vlastnost bioakumulace v potravnim tetézci, s clovékem jako konecnym
konzumentem. Pri prekroceni urcité prahové hranice pisobi tyto toxiny na
organismus zhoubné a negativnimi vlivy, jeZ souhrnné oznacujeme mykotoxik6zou.
jejich toxicita chronicka, projevujici se karcinogenitou, teratogenitou, genotoxicitou

nebo estrogenni ¢i imunosupresivni aktivitou [4].

Mykotoxiny jsou strukturné odliSné komplexni organické slouceniny o
relativné nizké molekulové hmotnosti (aZ na vyjimky nizsi neZ 700 g/mol), jsou téz
nebilkovinné povahy, toxické pro c¢lovéka a Zivé organismy [1]. NejvyznamnéjSimi
producenty mykotoxint jsou rody Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps a dale

napriklad rod Alternaria. Nejvyznamnéjsimi mykotoxiny produkovanymi rody vyse
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zminénymi jsou aflatoxiny, produkované predevSim rodem Aspergillus, ochratoxiny,
které produkuje v nejvétsi mire rod Aspergillus a Penicillium, fumonisiny,
trichotheceny, jenz jsou produkovany rodem Fusarium, citrinin a sterigmatocystin,
jenZ jsou produkovany nékolika druhy plisni rodu Aspergillus, Penicillium a

Monascus a mnoho dalSich.

Mykotoxiny jako takové jsou pro vlaknité mikromycety velmi vyznamné
z hlediska jejich ekologie. Patrné hlavnim dvodem produkce mykotoxinid je
poskytnuti kompeti¢ni vyhody oproti ostatnim druhiim a rodim, pti kompetici o

potravu, zdroje a pro lepsi konkurenceschopnost a uplatnéni jedince.

1.2 Systematika mikromycet

Mikromycety jakoZto mnohobunécné, eukaryotické organismy spadaji do
samostatné riSe zvané houby (Fungi). Do této tiSe spadaji spole¢né houby, plisné,
kvasinky, kvasinkové mikroorganismy a mikroskopické houby. Mikromycety, co se
zplisobu vyzivy tycCe, jsou saprofytické, heterotrofni a parazitické mikroorganismy.
Rise houby, Fungi jsou fylogeneticky velmi staré organismy, které se vyvinuly pied
vice nez jednou miliardou let jako vysledek termindlni radiace tri velkych skupin
eukaryotli spolu s prvnimi zZivocichy a rostlinami, a ackoliv historicky byly houby
vtésném ,sousedstvi“ rostlin, analyza sekvence aminokyselin fady enzymi
naznacila, Ze prvni se ze spole¢ného predchtidce téchto tii skupin eukaryotickych
organisml oddélily rostliny a z fylogenetického hlediska maji tedy houby bliZe

k ZivoC€ichlim neZ rostlinam [1].

Soucasna Klasifikace a taxonomické Clenéni rozdéluje 1iSi Fungi na Ctyfti
oddéleni Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota a Zygomycota a pak je zde
problematickd skupina s neustidlenym systémem zvana Fungi imperfecti,

mitosporické houby ¢i nedokonalé houby nebo Deuteromycetes, Deuteromycota.
Doposud bylo validné popsano asi 80 000 druhti hub razenych do vice nez

6000 rodi. Kazdy rok je nové zaregistrovano asi 1700 druhii hub. Kvalifikované

odhady predpokladaji existenci alespon 500 tisic, nékteré az 1,5 milionu druha hub.
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V potravinach bylo popsano na zakladé soucasnych poznatkli 114 druhi vlaknitych

mikromycetti a 12 druhti kvasinek [1].

Zcela jedinecné se zde vyskytuje urcitd nomenklatura houbovych organismi.
Pro radu hub, vcetné vétSiny patogennich zastupct, je charakteristicky vyskyt ve
dvou formdch, které jsou oznacovany jako anamorfa a teleomorfa [1]. Anamorfa je
nepohlavni stadium, které se rozmnoZuje pomoci asexualnich spér, které vznikaji
na zakladé mitotického déleni - odtud jsou nékterymi autory takové houby
nazyvany mitosporické a teleomorfa je sexudlni staddium, u kterého predchazi
vzniku pohlavnich spér meidza, a proto jsou nazyvany houby meiosporické [1].
Dohromady, tvori tyto dvé stadia, kde se vyskytuje teleomorfa a jedna nebo vice ji
odpovidajicich anamorf, celek a houba je oznacovana jako holomorfa, jedinecné je i
to, Ze kazdé stddium ma vlastni binomické latinské jméno (tzv. dudlni

nomenklatura) [1].

Starsi systémy radily anamorfni stadia do umélého, pomocného taxonu Fungi
Imperfecti (Deuteromycota, Deteromycetes), dnes je tato koncepce zastarala a takové
houby jsou oznaCovany jako mitosporické (cytologické hledisko) nebo

deuteromycety s malym ,d“ (pfevlada morfologické hledisko) [1].

1.3 Morfologie mikromycetes a fungalni buriky

Pomocna skupina Deuteromycetes, Deuteromycotina, Fungi imperfeci, tj. houby
nedokonalé, je délena z praktického hlediska na vlaknité mikroskopické houby
(mikromycety), kvasinky a kvasinkové (yeast like) mikroorganismy [5]. Tyto fugalni
organismy maji morfologickou stavbu podobnou Ascomycotina, tedy maiji
prehradkované mycelium, avSak pouze s nepohlavnim rozmnoZovanim pres

exospory [6].

Mikroskopické houby se optimalné prizplsobily rozmanitym podminkam
zivotniho prostredi a spolu s bakteriemi zastavaji v jednotlivych ekosystémech roli
destruentt latek organického plivodu a vyznamné se podileji na zajisténi kolobéhu
biogennich prvkia a latek a toku energie [1]. Tvoii i nepostradatelnou slozku

ptdniho edafonu.
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Zakladem téla mikromycetli je vegetativni vlaknity utvar zvany stélka,
thallus. Houbové vlakno mikroskopické houby oznaCujeme pojmem hyfa [5].
Zakladni stavebni jednotkou stélky, je tedy duté vlakno nazyvané hyfa, ktera miize
byt opatiena prehradkou, septem (napriklad u Ascomycota a mitosporické houby)
nebo je coenocytickd, bez prehradek (typické pro spajivé houby - Zygomycota) [1].
Hyfy jsou tedy coenocytické, s mnohojadernym protoplastem, ktery neni rozliSen
v jednotlivé buiiky, u zastupci tiidy Zygomycetes. Pro dplnost a objasnéni, hyfy
mohou byt tedy i morfologicky odliSné a pri¢né rozdéleny. Tento typ hyf se septy se
vyskytuje u zastupci trid Ascomycetes, Basidiomycetes a Deuteromycetes [1, 5].
Soubor hyf se nazyva mycelium a splet rozvétvenych hyf tvori kolonii [5]. Zbarveni
povrchu a spodiny kolonie miiZe byt znacné variabilni a je pilisobeno urcitymi, pro
danou mikroskopickou houbu charakteristickymi pigmenty, které zbarvuji
povrchovou membranu a spory, tyto pigmenty mohou i difundovat do prostredi ¢i

do okoli zivné pldy [5].

U mikroskopickych hub se vyskytuje jev zvany dimorfismus. Napiiklad rod
Mucor se za pristupu vzduchu vyskytuje ve formé vlaknité a pri zvySené koncentraci
CO2 a pri zaplynovani CO2 prechazi do formy kvasinkové [5]. Kvasinkova forma je
typicka pro patogenni mikroskopické houby [5]. U mikromycetl se také vykytuje
dalsi forma polymorfismu, jizZ vySe zminéna, kdy se podle zplisobu rozmnoZovani
rozliSuje u mikroskopickych hub nékolik forem, a to forma pohlavni, oznac¢ovana
jako teleomorfa a anamorfa, jenZz je formou nepohlavni a kazda forma ma sviij nazev

[1, 5].

Houby jsou stejné jako vSichni zivocichové a prevazna ¢ast prvoki a bakterii
chemoheterotrofni organismy, a tedy jejich metabolismus je uzptisoben k ziskavani
energie a prevazné Casti stavebniho materidlu z latek organického ptvodu [1].
Houby nemaji Zadny specializovany aparat nebo strukturu k ptijimani Zivin. Pfijem
zivin probihda Cisté formou osmézy, jsou tedy osmotrofni a Zivotné duilezité latky
prijimaji ze svého okoli pomoci absorpce. JelikoZ jsou houby aerobni a heterotrofni,
eukaryotické organismy, potfebuji pro vyZivu organické latky, které rozkladaji

pomoci enzymatického Stépeni komplexnéjSich latek, mezi které patri napriklad
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proteiny, keratin, celul6za a jiné sacharidy a tyto Stépené ¢asti jsou transportovany

bunécénou membranou do intracelularniho prostoru a dovnitt bunky [7].

Vedle primarniho metabolismu je pro houby charakteristicka tvorba anebo
exkrece velkého a rtiznorodého poctu latek, jejichz funkce neni vZdy ziejma a jez
shrnujeme do pojmu sekundarni metabolismus. Z pohledu lidského zdravi jsou

nejvyznamnéjsi produkty sekundarniho metabolismu mykotoxiny [1].

Mikromycety, vlaknité mikroskopické houby neboli plisné tvori tedy vlaknita
mycelia, coz je shluk charakteristickych vlaken a tato vlakna neboli hyfy jsou
rozdélena jednotlivymi a typickymi septy. Vlakna mohou byt tvorena vétSim poctem

jader, nebo jsou tvotrena jednou burikou rostouci prodluZovanim vlakna [7].

Jak jiz bylo napsano vySe vétSina hub je aerobnich, respektive dava prednost
a lépe roste v aerobnim prosttedi. Cast hub mfiZe riist i za anaerobnich podminek
(fakultativni anaeroby). Schopnost fermentace je vlastni a typicka zejména pro
kvasinky a ¢lovék této jejich vlastnosti od pradavna vyuziva k vyrobé a pripravé

Fady napojl a potravin (alkoholové kvaseni) [1].

V bunice zastupce riSe Fungi je jedno nebo vice jader, jeZ jsou prevaziné a
vétSinou haploidni povahy, ktera se vSak pro pozorovani svételnym mikroskopem
musi specidlné barvit, aby byla patrna. Cytoplasma bunék obsahuje
endoplazmatické retikulum, mitochondrie, jednu az dvé vakuoly, zasobni zrnicka
polyfosfati a miZeme pozorovat v cytoplasmé i kapicky tuku [6]. Bunécna sténa u
Fungi je tvorena cytoplazmatickou membranou, obsahujic ergosterol a hlavnimi

slozkami jsou chitin a $-glukany [1, 5, 7].

1.4 RozmnoZovani a Zivotni cyklus mikromycet

Mikroskopické houby se rozmnoZuji jednak vegetativné riistem samotnych
hyf, jednak sporami. Spory mohou vznikat bud'to zpisobem vegetativnim, coz je
nepohlavni cestou a oznaCujeme tyto spory jako vegetativni, nebo po spajeni.
Spajeni je pohlavni zplisob rozmnozovani a dava vzniknout sporam, které

oznacujeme jako pohlavni spory [5, 6].

14



1.4.1 Vegetativni spory

Vegetativni spory se tvori bud’ na vegetativnich hyfach, nebo na zvlastnich
fruktifikac¢nich organech. Spory umisténé vné organii nazyvame exospory, konidie,
zatimco spory nachazejici se uvnitt organt oznacujeme jako endospory. Exospory
dil¢ich rodi jsou pro né zcela charakteristické a od sebe morfologicky odlisné. Spory
mohou byt tvaru kulovitého, elipsoidniho, valcovitého, vietenovitého a dalsi,
zaroveinl mohou byt jednobunécné nebo tvoreny vice butikami. Jednobunécné spory

jsou nékdy oznacovany jako mikrokonidie a vicebuné¢né jako makrokonidie [6].

JestliZe je hyfa nesouci konidie morfologicky vyrazné a zietelné odliSena od
ostatnich hyf, nazyva se konidiofor. Konidiofort se vyskytuje mnoho typt, vétSinou

charakteristickych pro dané rody [6].

U nékterych rodu se kolem jednotlivych bunék mycelia miize vytvorit velmi
silny obal, priCemz obsah bunky se zahusti a vytvari se tak chlamydospora.
Chlamydospora je odolna proti nepriznivym podminkam diky fadé mechanismi a
sniZeni metabolismu, ¢imZ umoznuje preckat nepriznivé podminky a prezit je bez

fatalnich nasledka [6].

Endospory vznikajici ve vakovitém utvaru zvaném sporangium nazyvame
sporangiofory. Sporangium je umisténo na jednoduchém, ¢i vétveném
sporangioforu. Cast sporangioforu zasahujici do kulovitého sporangia nenazyva
kolumela. Nékteré rody vsak kolumelu nemaji. U nékterych zastupcti urcitych rodi
je sporangium doprovazeno nebo nahrazeno drobnymi a cetnymi sporangiolami, jez

obsahuje uvniti 1 aZ 10 spor, endospor presnéji [6].

1.4.2 Pohlavni spory

Pohlavni spora vznika po spajeni dvou bunék. U mikromycet se vyskytuji dva
typy pohlavniho spajeni. Hemothalické, kdy dochazi ke spajeni bunék vyristajicich
z téZe samé hyfy. VétSina mikromycet je ale heterothalickych, tudiZ kazdy druh

obsahuje kmeny pohlavniho typu, vlakna pohlavniho ladéni (+) a vlakna, kmeny
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opacného typu, ladéni (-). Pri spajeni, splyvani vlaken, pomoci dotyku a splynuti
vybéZku obou hyf, odborné vybézky oznacujeme jako progametangia a po spajeni
bunék, gametangii, jeZ se oddélily na konci obou progametangii, vznika zygota a poté
zygospora [5, 6]. JestliZe progametangia byla zhruba stejné velkd, hovorime o
izogamnim spajeni, v opatném pripadé, kdy jsou progametangia rtzné velka,
hovotime o heterogamnim spajeni [6]. Pi{ kli¢eni zygospory dochazi k meiéze, pri
niz 3 haploidni jadra zaniknou a Ctvrté se déli mitézou. Ze zygosporického utvaru
nasledné vznikd a postupné roste sporangiofor se sporangiem, zvany
zygosporangium. V zygosporangiu jsou uloZeny haploidni endospory jednoho

pohlavniho typu. Zygospory se vyskytuji pouze u tridy Zygomycetes [6].

Askospory se tvori vétSinou po osmi ve viecku (asku) a vznikaji
z dvoujadernych hyf, jez jsou bud’ volné, nebo jsou uloZeny ve fruktifikacnich
organech. Uzavreny fruktifikacni organ kulovitého tvaru s neusporadanymi asky se
nazyva kleistothecium, kulovity az lahvovity dtvar s otvorem se oznacuje jako
peritecium [6]. Pfed tvorbou askospor dochazi ve dvoujaderné burnce ke karyogamii
za vzniku diploidniho jadra, jeZ se poté déli mitézou, ¢imz se vytvori zaklad pro osm
askospor vasku [5, 6]. Takto rozmnozZovani probiha u Ascomycetes [5]. U

Basidiomycetes vznika basidium se 4 basidiospérami [5].

1.5 Ochratoxin A (OTA)

Ochratoxiny jsou produkovany hlavné plisnémi rodu Aspergillus a Penicillium
v zavislosti na teploté a vlhkosti. Dominantni vyznam ve skupiné ochratoxinii
zaujima predevSim ochratoxin A, presné se jedna o 3-metyl-5-chloro-8-hydroxy-3,4-
dihydroizokumarin vazany peptidickou vazbou na molekulu L-B-fenylalaninu (8).
Ochratoxin A, dale OTA, se mize vyskytovat v radé komodit rostlinného i

Zivocisného ptvodu [1, 9].

OTA byl objeven a chemicky charakterizovan pii testovani toxinogenity
kment vlaknitych mikroskopickych hub Aspergillus ochraceus v Jihoafrické
republice v roce 1965. Patii do skupiny ochratoxind, kam jeSté radime dalsi
ochratoxiny (B, C, D a ). V této skupiné je OTA dominantni. Z hlediska zptisobu

biosyntézy patri OTA mezi pentaketidy. Lze ho obecné charakterizovat jako derivat

16



7 izokumarinu vazany na aminoskupinu L-3-fenylalaninu, coZ je patrné z uvedeného

vzorce viz. vySe [1, 9].

Jedna se bezbarvou krystalickou latku se sumarnim vzorcem C20H1806NCIl. OTA je
dobte rozpustny v organickych polarnich rozpoustédlech a velmi malo rozpustny ve

vodé a taje pii 169 °C [10].

O OH
O OH O

NH O

Cl

Obrazek 1 Strukturni (konstitu¢ni) vzorec OTA (Mecava 2021, za vyuziti ChemSketch)

V dnesSni dobé povaZzujeme jako hlavni zdroje OTA, kterymi muZze byt ¢lovék
vystaven a OTA prijimat do organismu: ceredlie, cerealni produkty, veprové maso,
krev a vnitinosti (jatra, ledviny, srdicka), dale kava, pivo, luSténiny a koreni. Mezi
jeho dalsizdroje patii i suSené ovoce, jako napf. fiky, hrozinky, a také grepova stava

a cervené vino [1, 9].

Je zajimavé, Ze v pripadé kavy je mnoZstvi OTA, které konci v napoji jako
findlnim produktu a je mu clovék, ktery ndpoj konzumuje, vystaven, zavislé na
zplsobu pripravy kavy a také na Casu, po jaky je kava extrahovana. Zalezi vSak na
mnoha dal$ich faktorech jako je typ pripravy, druh kdvovych zrn. Nejvyssi prenos
OTA do konecné podoby napoje (66,1 %) se vyskytoval pri pripravé ,faleSné turecké

vV

vV

Ristretta hraje roli kratka doba extrakce i nizké standardni mnoZstvi napoje co se
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objemu tycCe, jenz je standardizovano na 20 ml. Podobny pienos OTA se tyka i ¢ajl

[11].

Stejné je tomu i tak v pripadé Cerného caje, kde miliZe byt zna¢né mnozstvi
OTA predano do Cerného cajového napoje. A jak opét je uvadéno ve studii, ¢im delsi
proces extrakce a kontakt horké, varici vody s ¢ajem, tim vyssi hodnoty OTA se do
konecné formy napoje uvolni. Dle studie neni mnoZstvi OTA prijimané skrz ¢ajovy
napoj zanedbatelné a skutecny pirenos OTA z ¢erného caje, pripraveného tradi¢ni

tureckou metodou, dosahoval v nékterych piipadech az 41.5 % + 7.0 % [11, 12].

Privod OTA probiha majoritné alimentarni cestou. Zpracovavan je dale v
jatrech a je vylu¢ovan ledvinami. Detekovatelny je urcitymi metodami v krevnim

séru a v nékterych pripadech také v moci, a to i u zdravych osob [8].

Polocas vylucovani OTA c¢ini u ¢lovéka zhruba 35,5 dne [13]. Vyzkumy
ukazuji, Ze se OTA v téle Clovéka chova jako bioakumulativni jed s rychlou absorpci
a pomalu se z téla vylucuje [14]. OTA je distribuovan v organismu krevni cestou, v
krvi je velmi silné vazan hlavné na plazmatické proteiny, a to az z 95 %, zvlasté
dobte se pak vaZe na albumin, coz je protein krevni plazmy, tvorici az 60 % vsSech
plazmatickych bilkovin v krevni plazmé. Hlavnimi misty retence, zadrZeni jsou
ledviny, jatra, varlata, strevo, pak svaly a tukova tkan pak tvori rezervoar [1, 13, 15].
Akutni i chronicka toxicita OTA je odvozena od jeho schopnosti inhibovat syntézu
proteini na zakladé kompetice s fenylalaninem v reakcich katalyzovanych
fenylalanin-t RNA syntazou. Toxicky ucinek OTA miize byt vazan i na bunécné
oxidativni plsobeni, kde oxiduje a poskozuje DNA. OTA zplsobuje inhibici
mitochondrialni respirace, poSkozuje a ma negativni vliv na mitochondrialni funkce
a tvorbu ATP [16, 17]. Pti studiu mechanismii u¢inku OTA bylo dale prokazano
zvySeni peroxidace lipidli, poSkozeni metabolismu cukrid a vapniku. Mezi hlavni
toxické ucinky OTA dale patfi nefrotoxicita, imunotoxicita, genotoxicita,

karcinogenita, teratogenita a neurotoxicita [1, 13, 15].

Ze souhrnu experimentalnich praci o nefrotoxicité OTA in vitro a také in vivo

vyplyva, Ze OTA naruSuje intracelularni metabolické pochody (zminéno vyse) s
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naslednou apopt6zou renalnich bunék, renalni temodynamiku, vyznamné a snad i
dominantné funkce proximalniho tubuluy, a to i pti subchronické expozici a vede k
poklesu glomerularni filtrace a tubularni resorpce a ovliviiuje vSechny casti nefronu

a ledviny ,in toto“ [2, 6].

Logicky vzhledem k témto zavérim bylo prokazano, Ze rizikovou skupinu
predstavuji zejména nemocni s chronickou renalni insuficienci (CHRI), kdy dochazi

ke kumulaci celé fady latek z potravinového tetézce [9, 13].

Dale byl OTA navrzen jako jeden z hlavnich ¢initeli a hlavnich faktorl pfti
snizeni antioxida¢nich mechanizmt ochrany, které maji za kol chranit nenasycené
membranové lipidy, nukleové kyseliny, enzymy a dals$i bunécné struktury pred
volnymi radikaly, volnymi kyslikovymi radikaly, a tedy podpofeni a zvySeni

oxidativniho stresu na burky [18].

OTA je dale charakterizovan jako moZny karcinogen pro clovéka (skupina
2B) dle Mezindrodni agentury pro vyzkum rakoviny pii Svétové zdravotni
organizaci (IARC/WHO) se sidlem v Lyonu. Byl u OTA pozorovan i lehky mutagenni
ucinek, zirejmé pravé diky plisobeni oxidativniho stresu a piisobeni oxidativniho
posSkozeni DNA, jeZ bylo zminéno jiz vySe [17]. Také testovani na laboratornich
mysich, ukazalo mirné zvyseni poctu a nartst ledvinovych adenomt a karcinomd,
pri ustnim podavani OTA a dale se projevili karcinogenni ucinky v dalSich studiich
na hlodavcich [19, 20, 21]. U lidi vSak chybi dostatek histologickych dat a vSechny
mechanismy dc¢inku OTA nejsou stale objasnény [21]. Genotoxicita a karcinogenita
OTA miiZe byt znacné navySena a stoupd i pfi spolecném vystaveni s citrininem,

fumonisinem a pfi spole¢nému vystaveni témto latkam rizika znacné stoupaji [21].

Z hlediska neurotoxicky mize OTA prispét ke zhorSeni stavu Alzheimerovy
choroby (AD), Parkinsonovy choroby dale PD, diky vysoké afinité, vazani na centra
vmozku jako cerebellum (mozecek) s Purkyného bunikkami, ventralni
mesencephalon, hippocampus. VSe je podporeno i akutni depleci dopaminu

v mozku. Také vyvijejici se mozek plodu miiZe byt v prenatalnim obdobi nachylny
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hodnoty [21, 22, 23, 24].

Mezi profesionalni, védeckou komunitou, je shoda, Ze OTA je jeden z péti
nejvice zemédeélsky vyznamnych mykotoxinti, a proto musi byt studiu ochratoxinii
a zvlasté OTA vénovana pokracujici pozornost, sledovani a vyzkum, za ucelem
objasnénti jejich metabolismu, genotoxicity a mechanismi karcinogenity a akce, co
se renalni karcinogenity tyce, s cilem chranit verejné zdravi a predchazet znacnym

ekonomickym ztratam [21].

1.6 Citrinin (CIT)

Nazev je odvozen od jeho Zluté barvy [25]. Citrinin, dale CIT, je nefrotoxicky
mykotoxin produkovany nékolika rody, a to hlavné Aspergillus, Penicillium a
Monascus. Poprvé byl CIT izolovdn a urfen Hetheringtonem a Raistrickem z
nazloutlé kultury Penicillium citrinum v roce 1931 [26, 27]. CIT je nizkomolekularni
sloucenina s nizkou molekulovou hmotnosti a sumarnim vzorcem Ci13H140s5, ktera
ma bod tani pti 172 °C. Je rozpustny ve ziedéném NaOH, Na:C03, methanolu
(CH30H), ethanolu (CzHsOH) a dalSich polarnich rozpoustédlech [10]. CIT se
vyskytuje vriznych rostlinnych produktech, zvlasté v obilovinach ale také
v lusténinach, ovoci, suSeném ovoci, zeleniné, bylinach a koreni. Casto se vyskytuje
spolecné a je nalézan spoletné s OTA, jelikoZ jsou produkovany stejnymi rody a
druhy [28, 29, 30, 31, 32, 33]. Nefrotoxicyta OTA muize byt znacné navysSena a stoupa
ptispolecném vyskytu s CIT, fumonisinem a pti spole¢nému vystaveni témto latkdm
rizika zna¢né stoupaji [21]. NiZe, na dal$i strané je uveden chemicky strukturni,

konstituc¢ni vzorec CIT.
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Obrazek 2 Strukturni (konstitu¢ni) vzorec CIT (Mecava, 2021, za vyuziti ChemSketch)

CIT se obecné formuje a uvolnuje po sklizeni a objevuje se hlavné ve
skladovanych zrnech, obilovinach, objevuje se vSak i v dalSich rostlinnych
produktech. Casto, jak je jiZ psano vy3e, je pozorovan vyskyt s dal$imi mykotoxiny,
hlavné pak s OTA, ktery je s CIT obvykle spojovan s Balkanskou endemickou
nefropatii, zkracené BEN [28]. BEN je choroba rozsirena v oblastech zemi byvalé
Jugoslavie. Onemocnéni je charakterizované progresivnim zanétem tkani ledvin,
omezeni funkce glomeruld, tubularni resorpce, filtrace a nefronu jako takového.
Zanét postupné vede az ktotdlnimu selhani ledvin. Proces je nevratny a
v pokrocilém stadiu je moZné jej resit pouze resekci, pripadné naslednou dialyzou,
¢i transplantaci organu. CIT spolecné s OTA jsou suspektni jako jedna z hlavnich
pri¢in tohoto onemocnéni. Tyto mykotoxiny naruSuji intracelularni metabolické
pochody (zminéno vysSe) s ndaslednou apoptézou rendlnich bunék, rendlni
hemodynamiku, vyznamné a snad i dominantné funkce proximalniho tubulu, a to i
pii subchronické expozici a vede k poklesu glomeruldmi filtrace a tubularni
resorpce a ovliviiuje vSechny casti nefronu a ledviny ,in toto“ [9, 13]. Logicky
vzhledem ktémto zavérim bylo prokazano, Ze rizikovou skupinu predstavuji
zejména nemocni s chronickou rendlni insuficienci (CHRI), kdy dochazi ke kumulaci

celé rady latek z potravinového retézce [9, 13].

Ackoliv jsou CIT a OTA povazovany za ptivodce a schopné latky vyvolat BEN,
nékteré vyzkumy ukazuji a spojuji BEN s expozici fytotoxinu kyseliné aristolochové
(AA, aristocholic acid), fytotoxin produkovany rostlinou Aristolochia clematitis.

Ackoliv jsou tedy studie, které poji BEN s AA a vystavenim fytotoxinu AA a
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srovnavaji ji s Cinskou bylinnou nefropatii (CHN), nem{izeme opomenout Fadu
studii, které ukazuji na spojeni mezi CIT a OTA a BEN a podporuji CIT a OTA jako
latky s velkym vlivem na vyskyt, ¢i ptivodce BEN [28, 30, 34, 35, 36, 37].

Nefrotoxicita CIT byla prokdzana v mnoha rdznych na sobé nezavislych
studiich, podavanim akutnich smrtelnych davek tohoto mykotoxinu kralikim,
prasatiim, krysdm a mysim, coZ mélo za nasledek drastické natékani, otok ledvin,
v ramci akutniho zanétu s kone¢nou nekrézou ledvinné tkané (38, 39, 40, 41, 42,
43). Zaroven Petkova-Bocharova potvrzuje ve své studii na krysach zroku 1991
vySe zminéné ucinky a negativni piisobeni CIT na ledviny, ale také vysSe zminéné
snizeni schopnosti ledvin, nefront, vyskyt nadort a negativni vliv na glomerularni
filtraci primarni moci, jak zminuje Malif a Ostry u lidi ve své studii (9, 13, 31). U
studie Petkova-Bocharova byla nefropatie u krys charakterizovdna zvysSenou
hladinou a sekreci glukoézy, bilkovin do mo¢i (glucosuria, proteinuria), sniZzenou
mirou a efektivitou glomerularni filtrace a omezeni krevniho toku v ledvinach u

pozorovanych krys, které byly CIT vystaveny a byl jim podavan [31].

Kromé nefrotoxicity prokdazané mnohymi studiemi, je zde diikaz, podobné
jako u OTA, Ze CIT indukuje znacny oxidativni stres, ktery mtiZe vest az k apoptdze

bunék, poskozeni bunécnych struktur a samotné DNA a chromozom [28, 31].

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny pfi Svétové zdravotni organizaci
(IARC/WHO) se sidlem v Lyonu charakterizuje CIT jako karcinogen skupiny cislo 3
a tudiZ spada pod definici ,doposud neni moZné se vyslovit, pokud se tyce
karcinogenniho ucinku na ¢lovéka“ a zatim tedy nenf klasifikovan jako karcinogen
pro Clovéka. Dlivodem jsou limitované diikazy ve studiich o jeho karcinogenné u

zvirat a Zddné diikazy ve formé studii, které by potvrzovaly karcinogenitu u lidi.

1.7 Metabolismus a toxokinetika CIT

Metabolismus CIT a jeho metabolickd pfeména spolec¢né s jeho metabolickymi
drahami neni dostate¢né a plné objasnéna. Literatura na toto téma je nedostacujici

a prameny objasnujici, ¢i shrnujici toxokinetiku a metabolismus CIT se prakticky
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nevyskytuji. Z limitovanych studii na toto téma je znamo a prokazano nékolik

zakladnich skutec¢nosti a vlastnosti CIT [44, 45].

Hlavnim metabolitem CIT je dihydrocitrinon (DH-CIT), ktery je detekovan
Casto v moci [44].DH-CIT znacné méné toxicky neZ primarni sloucenina CIT, kterého
je metabolitem [45].

Soucasné je stale nejasné, ktery enzym se podili na detoxifika¢ni reakci. Neni
ani znam rozsah konverze CIT na DH-CIT, ktery se miiZe lisit mezi jednotlivci a mezi

jednotlivymi Zivoc¢iSnymi druhy [46].

Phillips, Berndt a Hayes ve své studii na laboratornich krysach za uziti
radioaktivné znaceného 14C-citrininu zjistili, Ze vétSina radioaktivniho C, presnéji 74
%, byla vylouc¢ena moci a dal$i 4% vyloucena spolu s vykaly béhem 24 hodin od
podani. Po 72 hodinach bylo zjisténo vylouceni 95 % radioaktivniho C
prostiednictvim moci a vykali. Z celkového podaného mnozstvi bylo dle studie 80

% radioaktivné znaceného CIT vylouceno moci [47].

V dalsi studii bylo po oralni aplikaci CIT laboratornim krysam zjisténo, Ze se
toxin rapidné absorbuje a nejvyssi hodnoty CIT v krevnim séru byly pozorovany po
3 hodinach od podani a tato hladina umérné a rychle klesala. To oproti OTA

naznacuje rychlé a efektivni vylucovani CIT organismem [48].

Nedavna studie zkoumajici kinetiku CIT u lidi, oproti predchozia vySe uvedené
studii zjistila, Ze zna¢na Cast (okolo 40 %) prijaté davky CIT byla vylou¢ena moci

jako suma CIT a jeho metabolitu DH-CIT béhem prvniho dne [49, 50].

V dalsi studii, opét provadéné na laboratornich krysach, kde byly krysy
vystaveny velmi vysokym davkam CIT, presnéji radioaktivné znaceného 14C-
citrininu, tvoril DH-CIT vylouceny v moci 14,7 %, zatimco nezménény CIT tvoril
hlavni formu, ktera byla z téla vylu¢ovana a po 24 hodinach bylo z téla formou moci
vylouceno 40 % podaného CIT v nezménéné formé. Dale byl v krvi odebrané po 24
hodinach CIT v nepozménéné formé jedinou slouceninou souvisejici s CIT a nebyl

identifikovan zadny jeho jiny metabolit [44].
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1.8 Metabolismus a toxokinetika OTA

Mnoho studii poukazuje na fakt, Ze OTA miiZe byt biotransformovan nejen
zviraty, ¢lovékem, ale i rostlinami, houbami, kvasinkami, a dokonce i urcitymi
bakteriemi. In vivo je metabolicka biotransformace OTA u zvirat a ¢lovéka slaba, ne
prilis efektivni, a zaroven je eliminace OTA a jeho metabolitli z organismu pomala.
Tento fakt nese zna¢ny podil a hraje dileZitou roli pti celkové toxicité, karcinogenité

a specificité, s kterou OTA a jeho metabolity plisobi na urcité organy a tkané [51, 52].

Mira toxicity OTA je urcCena jeho toxikokinetickymi a toxikodynamickymi
faktory, spolecné s metabolickymi preménami a drahami OTA v organismu [53]. Je
vSak nutné zminit, Ze veSkera biochemie, metabolické premény, metabolické drahy

a toxokinetika s mechanismem ptisobeni OTA nebyly jesté tiplné a zcela objasnény.

Po prijmu a po adsorbci v gastrointestinalnim traktu prechazi OTA do krve a
vaZe se na sérové proteiny [54]. MnoZstvi adsorbovaného toxinu je zavislé na
Zivoc¢iSném druhu a lis se druh od druhu, u prasat ¢ini asi 60 %, zatimco napriklad
u hlodavct je mnohem nizsi [55, 56]. Nejvyssi ordlni biologickd a systémova

dostupnost se vyskytuje u clovéka, pohybujic se okolo 93 % [52, 57].

Jak bylo zminéno vyse, v obéhovém systému se drtiva vétSina OTA vaZe na
sérovou bilkovinu albumin. Rozsah a schopnost se vazat na albumin determinuje
polocas rozpadu OTA, vyluCovani v plasmé a jeho vylu¢ovani moci, pricemz
v porovnani s dalSimi druhy je polocas rozpadu OTA a jeho ¢as nutny k metabolizaci
a odstranéni nejdelsi u clovéka. Tato doba se u ¢lovéka pohybuje okolo jednoho

mésice [53].

Toxokinetika OTA je tedy silné ovlivnéna schopnosti vazby k albuminu. Toto
bylo potvrzeno studii, pri které bylo u krys s deficienci albuminu pozorovana
dvacetkrat az sedmdesatkrat rychlejsi exkrece toxinu pres ledviny neZ u normalnich
krys. Pripadnd zvysSend eliminace muiZe tedy sniZit chronické vystaveni cilovych
bunék OTA a jeho metabolitli. Nejvice jsou z toxického hlediska v drtivé vétsSiné
ovlivnény bunky ledvinnych tubulii a jaterni buriky. Vzhledem k tomu, Ze albumin je

klicovy faktor v transportu OTA v organismu a je hlavnim transportnim proteinem
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toxinu v obéhovém systému, je vylucovani toxinu velmi slozité a pomalé. Velkou roli
hraje, Ze glomerularni filtrace a glomerularni exkrece je silné limitovana, a to diky
vazbé na albumin, ktery je jako sérova bilkovina castecné reabsorbovan. Tento fakt
znacné pomahda a podili se na vyssi akumulaci OTA a jeho metaboliti v buiikach

ledvinnych tubulti [53].

Hlavni vazebné misto OTA je prakticky identické s vazebnym mistem
warfarinu, ktery je tvoren téZ kumarinovou strukturou. Kumarinova kostra dodava
OTA jeho vazebné a specifické moznosti. Tato isokumarinova ¢ast molekuly je pri
vazbé na proteiny lokalizovand ve specifické nepolarni Casti mezi urcitymi

aminokyselinami [53].

Mezi hlavni molekularni struktury zodpovédné za aktivni bunéc¢nou absorpci
(uptake) OTA jsou ledvinné OATs (organic anion transporters), zatimco v jatrech
maji tuto funkci prevazné OATPs (oragnic anion-transporting polypeptides). Tyto
struktury jsou hlavnimi molekularnimi strukturami zodpovédné za bunécnou
adsorpci a prijem (uptake) OTA. Jak OATs tak i OATPs jsou membranové transportni
proteiny, polypeptidy ze skupiny takzvanych solute carrier transporters. OATs
bazolateralni membrany jsou zodpovédné prevaziné za piijem OTA z Kkrevni
cirkulace do bunék tubulti ledviny. Apikalni OAT4 prenase¢ mize byt zodpovédny a
podilet se na reabsorbci OTA z primarni moci, coz vede k jeho akumulaci v burikach

ledvinnych tubulti a toxickému ptisobeni [53, 58].

Samotna distribuce OTA ve tkani se zda byt zavisla na Zivo¢iSném druhu a je
specificka pro urcité druhy. Distribuce je také znacné ovlivnéna mnoha faktory
zahrnujici mnoZstvi toxinu, cestou vstupu, délkou expozice, sloZeni bézné stravy a
celkového zdravotniho stavu. Vidy jsou vSak mezi hlavnimi cilovymi tkanémi

ledviny a jatra [51, 53].

OTA mize v organismu vstoupit do nékolika metabolickych drah a miiZe byt
preménén na nékolik metabolitl. Tyto premény jsou specifické pro urcité Zivocisné
druhy a pro dany druh se vyskytuji pouze nékteré, pro dany druh specifické,
metabolické drahy a metabolity. Po prehled miize byt OTA za vyuziti peroxidaz a

cytochromu P450 hydroxylovan hned na nékolik metabolitti, z nichZ u ¢lovéka byl
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prokazan 4-(R)-hydroxyochratoxin A, ktery se vyskytuje i u krys. Hydrolyzou miiZe
probéhnout preména na metabolity OTB a OTa, které se vyskytuji u lidi a vétSiny
zvirat a z nich pak mize probihat metabolicka preména na dalsi slou¢eniny. DalSim
dileZitym mechanismem premény je otevieni laktonové struktury a kruhu. Zaroven
miize OTA tvorit konjugaty, a to pirevazné u hlodavct, ¢i podléhat preméné na OTC.

Preména mezi OTA a OTC probiha hlavné u prezvykavci [51, 59].

VétSina metabolitli a produktli metabolizace OTA vykazuji v téle Zadnou,

nizkou miru nebo znatelné niz$i miru toxicity, nez ptivodni OTA [53].

OTA miuZe byt enzymaticky hydrolyzovan pomoci karboxyoeptidazy A,
chymotripsinu a dalSich proteolytickych enzym na méné toxicky OTa. Tato
enzymatickd hydrolyz probihd ve stfevech za ucasti proteolytickych enzymi
produkovanych pritomnou bakteridlni mikroflérou. Tato metabolickd preména je
velmi efektivni a prevaZzuje hlavné u hlodavcii a prezvykavci [51, 53, 59]. Urcita ¢ast
prijatého OTA je vyloucena jako OTa v moci, poté co je reabsorbovan ze streva.
Napriklad u mysije 25 % prijatého OTA vylouceno moci ve formé OTa po reabsorpci
ze streva [59, 60]. Zajimavé je i to, Ze OTa byl formovan a vznikal in vitro v buiikach
bronchialniho epitelu, které byly vystaveny OTA [59, 61]. Pfi imunosupresivnim
testu provadéném na mysich nevykazoval a neptsobil OTa redukci a snizZeni miry
imunitni odpovédi imunoglobulini IgM a IgG, =zatimco OTA a (4R)-4-
hydroxyochratoxin A ptlisobili oba ptiblizné 90% redukci odpovédi imunoglobulinii
IgM a IgG a zaroven tyto dvé latky ptlsobili 90% (OTA) a 80% ((4R)-4-
hydroxyochratoxin A) redukci v poc¢tu bunék, produkujicich imunoglobulin M a vice

nez 90% redukci poctu bunék produkujicich imunoglobulin G [62].

Dal$i moznosti, jak hydrolyzovat OTA je otevirani laktonového kruhu ve
struktufe OTA za alkalickych podminek. Tato reakce vede ke vzniku a formaci
vysoce toxické latky, kterou nazyvame lakton-otevieny OTA, OP-OTA (lactone-
opened OTA). Jedna se o nejvice toxicky zndmy metabolit OTA [51, 53, 59]. Pri in
vivo testu toxicity OP-OTA na mysSich a krysach, se pri podani OP-OTA ukazal jako
vice toxicky, nez samotny OTA [59].
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OTA miZe byt v organismu dale hydroxylovan zavedenim -OH skupiny do
jeho slouceniny. Hydroxylované metabolity nachazime prevazné v moci, kterou jsou
vylucovany. Hydroxylované metabolity OTA zahrnuji 4-hydroxy (4R- a 4S-)
epimery, které jsou tvoreny v jatrech aledvinach za dcasti rliznych typi cytochromu
P450 [51, 53]. Za pomoci mikrosomalni oxidace vznika 4-hyroxyochratoxin s nizkou
urovni toxicity a dalsi méné toxicky produkt zvany 10-hydroxyochratoxin A [51, 53].
OTA i 4-hydroxy-OTA inhibuji syntézu proteinli, pravdépodobné vazanim se na

vazebné misto fenylalaninu namisto fenylalanin-tRNA syntazy [59].

Na metabolizaci a problematickém vylucovani OTA z organismu se miiZe
podilet i z velké Casti enterohepatalni obéh. U zvirat, prevazné u hlodavct, byla
znatnd role enterohepatalniho obéhu a cirkulace prokdzana. U mySi byla
pozorovana exkrece konjugované formy OTA Zlu¢nikem. OTA je pak s velkou
pravdépodobnosti znovu absorbovan ve strevé, po predchazejici hydrolyze zminéné
konjugované formy za Ucasti bakteridlni mikrofléry streva. Jak silnd vaznost na

albumin, tak i enterohepatalni cirkulace podporuji pomalé vylucovani OTA [53, 63].

1.9 Toxicita pfi spolecné expozici CIT a OTA

Mikromycety produkuji Siroké spektrum riznych mykotoxint, rtizné druhy
produkuji rozdilné a pro né specifické mykotoxiny, zaroven jeden druh vlaknité
plisné miize produkovat i vice mykotoxini naradz. Jeden mykotoxin maze byt také
produkovan vicero rozdilnymi druhy mikromycet. Z tohoto divodu je v prirodé
velmi ¢asto pozorovana spolecny vyskyt mykotoxinti a na kontaminaci mykotoxiny
se mize a Casto se i podili vice mykotoxinli soucasné. Vezmeme-li v potaz tuto
vzajemné provazanou produkci a vyskyt mykotoxint, je velmi pravdépodobné a
Casté, ze jsou zvirata a clovék po vétSinu Casu vystaven ucinkiim spise vétSiho
mnozstvi mykotoxinl a jejich spolecnym ucinklim, nezli pouze jedné slouceniné
tohoto typu a povahy. Toto plati pravé hlavné pro OTA a CIT a OTB, ktery je
metabolitem OTA a obcas i pro patulin, jelikoZ se jedna o metabolity produkované

velkym mnozstvim zastupct rodu Penicillium a Aspergillus [59].
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V soucCasné dobé je prekvapivé malo zdroji a literatury, kterd by reSila
interakce mykotoxinti, ackoliv kombinovana expozice vicero mykotoxintim

soucasné je vice relevantni realné situaci [59].

Vliv na expozici a plisobeni a pripadné spoluptsobeni mykotoxini ma
pirekvapiveé i klima a klimatické zmény. Riizné klimatické zmény, napiiklad otepleni,
ma za nasledek zmény v geografickém rozloZeni a distribuci péstovanych obilovin a
prispivd k potencidlnim vhodnym klimatickym podminkdm pro organismy

produkujici mykotoxiny [59].

Ve studii, kterou provedl Follmann spole¢né s jeho dalsimi kolegy, kdy byl
testovan OTA v kombinaci s CIT a DH-CIT. Studie a testy probihaly na fibroblastech
plic ¢inského kiecka (bunky V79). Hlavnim vystupem této studie bylo, Ze kombinace
OTA a CIT vykazuje prevazné aditivni efekty a synergismus byl pozorovan pouze pfi
vyssich mikromolarnich koncentracich [45]. Podobnych vysledkii dostdla studie

probihajici na lidskych hepatokarcinomech (HepG2) [45, 64].

Podobné jako u metabolismu OTA a CIT souvisi vysledek a pribéh
spolec¢ného plisobeni OTA a CIT na zZivociSném druhu. Napriiklad ve studiich, kde
jedna byla provedena na kufatech a druhd na broilerech, doslo ke shodnym
vysledkiim a to takovym, Ze kombinace CIT a OTA u téchto zvirat nevykazuje zadné

aditivni nebo synergistické efekty [65, 66].

Naproti tomu nékteré studie provedené na savcich prokazaly znac¢né vyssi
vyskyt ledvinnych 1ézi, které se objevily hlavné v proximalnich tubulech. Na
novozélandskych zajicich byl po vystaveni kombinaci OTA v mnoZstvi 0.75 mg/kg a
CIT v mnoZstvi 15 mg/kg krmiva zjistén castéjsi vyskyt ledvinnych 1ézi a dalSich
pouze jednomu z toxinli. U skupin vystavenych tucinkiim obou toxinli naraz byly
pozorovana patologické zmeény ve vSech Castech ledvin. Nejvice zasaZeny a
ovlivnény se jevily mitochondrie bunék proximalniho tubulu, kde nastaly
nejvyraznéjsi strukturni a funkcéni zmény. Bylo také pozorovano zmohutnéni bazalni

membrany glomerulli a znacna degenerace endotelovych bunék glomeruld [64, 67].
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1.10 Hygienické limity OTA a CIT

V Ceské republice je Kkontrola mykotoxind v potravinich a v celém
potravinovém retézci zajiStovana organy spadajici pod Ministerstvo zemédélstvi.
Pro EU je zrizen tzv. Evropsky systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva
(RASFF). Tento systém slouZi k rychlému sdileni informaci mezi ¢leny systému, t;.
Evropskou komisi sidlici v Bruselu, ¢lenskymi staty EU a Evropskym uradem pro
bezpecnost potravin (EFSA), o potencidlné nebezpecnych potravinach a krmivech,
které mohou mit negativni vliv na zdravi a mohou predstavovat zdravotni riziko [68,

69, 70].

Komise EFSA zvolena pro zvazeni a charakterizovani rizik CIT, s ohledem na
dostupna data a studie tykajici se nefrotoxicity a stanoveni mnoZstvi a limit
nevykazujici Zzadné riziko a obavy zhlediska nefrotoxicity, vzhledem
k nedostatecnému mnoZstvi dostupnych dat se komise pro stanoveni limitu
rozhodla kvyhodnocenému NOAEL (no-observed-adverse-effect level) cCinici 20
ug/kg hmotnosti za den pouzit a pridat k hodnoceni tzv. ,uncertainty factor 100“.
Hodnota a limit nevzbuzujici obavy z nefrotoxicity u lidi byl komisi vyhodnocen na
0,2 pg/kg hmotnosti na den. Komise a odbornici zaroven upozornuji, Ze vzhledem
k dostupnym datlim nemohou byt v ramci tohoto limitu vylouceny genotoxické a

karcinogenni ucinky CIT [71].

Bezpec¢ny limit byl v ramci studie stanoven a reSen komisi i v zavislosti na
véku. Pro batolata, kojence, déti ve véku od 3 do 9 let a dospélé konzumujici béZné
vysokého mnoZzstvi obilovin a obilnych produktii mizZe k dosazeni kritického pii{jmu
CIT dojit pti konzumaci produkti kontaminovanych 9-53 pg citrininu/kg, u bézné
konzumace obilovin je dosazeno kritického prijmu az pii kontaminaci obilovin 19-

100 pg citrininu/kg [71].
Vzhledem k dostupny datiim nemftize byt dle EFSA ustanoven pevny a jasny

zavér ohledné rizik a negativnich ucinkd, tykajici se nefrotoxicity spojenych s

pirekracovanim vyse zminéného denniho limitu po dobu del$iho ¢asového obdobi.
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Co se OTA tyce jsou v soucasné dobé v EU regula¢ni a maximalni limity pro
potraviny a krmiva stanovené Evropskou Komisi a jejim nafizenim ¢. 1881/2006.
Limity pro vyrobky, tj. suSené byliny, Caje a bylinné nalevy, testované v ramci této
prace, nejsou vsak pevné ustanoveny Zadnou vyhlaskou ¢i natizenim. V soucasné
dobé jsou pouze k dispozici nové navrhované limity pro OTA a jsou v soucasné dobé

diskutovany Evropskou Komisi. Tento navrh maximalniho limitu OTA ¢ini 10 pg/kg
[72].
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2 Prakticka cast

2.1 Chemikalie, spotfebni a laboratorni material, pfistroje

2.1.1

2.1.2

2.1.3

Pouzité chemikalie

Kyselina chlorovodikova (HCI) 37%, AnalaR® NORMAPUR® Reag. Ph. Eur.
analytical reagent, dodavatel VWR chemicals, pro CR VWR International s. r.
0., Prazska 442, Stribrna Skalice 281 67

Dichlormethan (CH,Cl;) 299.8% stabilizovany, HiPerSolv CHROMANORM®
for HPLC, dodavatel VWR chemicals, pro CR VWR International s. r. o.,
Prazska 442, Stribrna Skalice 281 67

H20, ultracista, deionizovana

Hydrogen uhli¢itan sodny (NaHCO3) 99.7-100.3%, AnalaR NORMAPUR®
Reag. Ph. Eur. analytical reagent, dodavatel VWR chemicals, pro CR VWR
International s. r. 0., Prazska 442, Stribrna Skalice 281 67

Methanol (CH30H) 299.8%, HiPerSolv CHROMANORM® Reag. Ph. Eur,,
gradient grade for HPLC, dodavatel VWR chemicals, pro CR VWR
International s. r. 0., Prazska 442, Stribrna Skalice 281 67

Pouzité roztoky

1 M HCI (kyselina chlorovodikova)

Pripravte smichanim a pridanim Ccistych 23,19 ml HCl do 750ml
deionizované H20.

0,13 M NaHCOs3 (hydrogenuhlicitan sodny), 10,92 g.I'1

Navazte 10,92 g a rozpustéte navazku v odmeérné nadobé v menSim mnozstvi
vody. Po rozpusténi kvantitativné prelejte do 1 1 odmérné banky a dopliite po
znacku vodou. Roztok rozmichejte a uloZte do tmavé sklenéné lahve.

70% metanol

Spotfebni material

Filtra¢ni papir kruhovy 150 mm Whatman® ¢.4, obj.C. 1 004 090 nebo 1
004 185, vyrobce MERCK KGAA, Frankfurter Strasse 250, Darmstadt, 64293,

Némecko
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2.1.4

Filtraéni papir, Papirna Perstejn spol. s.r.0., Hlavni 20, 431 63 Perstejn, Ceska
republika

Eppendorf Conical Tubes, 50 ml, vyrobce Eppendorf Czech & Slovakia s.r.o.,
Vodéradska 2552/16, 251 01 Ri¢any u Prahy, Ceska republika

Spi¢ky na pipety GILSON, PIPETMAN® DIAMOND Tips D1000ST TIPACK,
vyrobce GILSON, 3000 Parmenter Street, P.O. Box 620027, Middleton, WI
53562-0027, USA

Spicky na pipety GILSON, PIPETMAN® DIAMOND Tips D10ml, vyrobce
GILSON, 3000 Parmenter Street, P.O. Box 620027, Middleton, WI 53562-
0027, USA

Spicky na pipety FINNIPIPETTE, ClipTip™ Pipette Tips, vyrobce Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Filtra¢ni patrony pro Filtra¢ni zarizeni Morton frita S3 z filtra¢niho papiru
KA 2M

Centrifugacni nabodky o objemu 50ml, ,Centrifuge Tubes, Round Bottom
PP“, Glassco Laboratory Equipments Pvt. Ltd.,, Khudda Kalan - 133004,
Ambala, Haryana, India

Zkumavky Eppendorf Safe-Lock Tubes, 1,5 ml, Eppendorf Quality™, vyrobce
Eppendorf Czech & Slovakia s.r.0., Vodéradska 2552/16, 251 01 Rl’éany u
Prahy, Ceska republika

Zkumavky Eppendorf Safe-Lock Tubes, 2 ml, Eppendorf Quality™, vyrobce
Eppendorf Czech & Slovakia s.r.o., Vodéradska 2552/16, 251 01 Riéany u
Prahy, Ceska republika

Laboratorni sklo

Reagent Reservoir Demo Package o objemu 25ml, Thermo Fischer Scientific,

Waltham, Massachusetts, USA

Pristroje a zafizeni

Homogenizator, Mixér, DeGusto, 700w, De Gusto Art of Cooking, majitel TV
PRODUCTS CZ s.r.o., Rybna 669/4, 110 00 Praha 1, Ceska republika
Analytickad vaha, KERN EW PCB2000, max 2000g., KERN & SOHN GmbH,
Ziegelei, 72336 Balingen, Némecko
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Trepacka Multi Reax, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Walpersdorfer
Str. 12, D-91126 Schwabach, Némecko

Filtracni zarizeni Morton frita S3, prameér frity 40 mm, vyrobce
KAVALIERGLASS, a.s., KriZova 1018/6, 150 00 Praha 5, Ceska republika
Laboratorni centrifuga MPW - 351e, Maximalni kapacita 800 ml., max. otacky
4 500 RPM., vyrobce MPW MED.Instruments, Boremlowska 46, 04-347
Warszawa, Polsko,

Automaticka pipeta FINNIPIPETTE ™ F2 Variable Volume, 100-1000 pl,
vyrobce Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Automaticka pipeta FINNIPIPETTE ™ F2 Variable Volume, 1-10 ml, vyrobce
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Automaticka pipeta FINNIPIPETTE ™ F2 Variable Volume, 10-100 pl, vyrobce
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Kompresor Millipore WP6122050, Chemical Duty Pump, 220 V/50 Hz,
dodavatel MERCK, Burlington, Massachusetts, USA

Automaticka pipeta PIPETMAN® L P1000L, 100-1000 pL, Metal Ejector,
vyrobce GILSON, 3000 Parmenter Street, P.O. Box 620027, Middleton, WI
53562-0027, USA

Automaticka pipeta PIPETMAN® L P100L, 10-100 uL, Metal Ejector, vyrobce
GILSON, 3000 Parmenter Street, P.0. Box 620027, Middleton, WI 53562-
0027, USA

Automaticka pipeta PIPETMAN® L P10 mL L, 1-10 ml, vyrobce GILSON, 3000
Parmenter Street, P.0. Box 620027, Middleton, WI 53562-0027, USA
Multikanalova 12ti pozi¢ni pipeta FINNIPIPETTE™ F1, 10-100 pl, vyrobce
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Promyvacka BioTek, ELx50, Spektrofotometr Epoch, BioTek, P.0O. Box 998,
Highland Park, 00 Tigan Street Winooski, VT 05404, USA, vyrobeno v USA
Spektrofotometr Epoch, BioTek, P.0. Box 998, Highland Park, 00 Tigan Street
Winooski, VT 05404, USA, vyrobeno v USA
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2.1.5 Pouzité programy a software
e Gen5, verze 1.10., BioTek, P.0. Box 998, Highland Park, 00 Tigan Street
Winooski, VT 05404, USA
e Microsoft® Excel®, verze 2019, soucast sady Microsoft 365®, Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, USA,
e Microsoft® Word, verze 2019, soucast sady Microsoft 365®, Microsoft

Corporation, Redmond, Washington, USA

2.1.6 RIDASCREEN®FAST Citrinin /In vitro Test

Vyrobce R-Biopharm AG, An der neuen Bergstrafde 17, Darmstadt, 642 97, Némecko,
dodavatelem pro Ceskou republiku je JEMO TRADING, spol. s r.o., Topol'ova 18,
811 04, Bratislava, Slovenska republika

Tabulka 1 Komponenty, latky obsazené v testovaci sadé RIDASCREEN®FAST Citrinin [73].

Komponent Format Konc(ecr;trace Objem (V)
Mikrotitra¢ni desticka /

sk P¥ipraveno k pouziti 48 jamek
Standard 1 Pripraveno k pouziti 0 ug/l 1,3 ml
Standard 2 Pripraveno k pouziti 15 pg/l 1,3 ml
Standard 3 Pfipraveno k pouziti 45 pg/l 1,3 ml
Standard 4 PFipraveno k pouZiti 135 pg/1 1,3 ml
Standard 5 Pripraveno k pouZiti 405 pg/1 1,3 ml
Konjugat Pripraveno k pouziti 6 ml
Protilatky Pfipraveno k pouziti 3 ml
Substrat/Chromogen Ptipraveno k pouZiti 10 ml
Stop roztok Pripraveno Kk pouziti 14 ml
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2.1.7 RIDASCREEN® Ochratoxin A 30/15 In vitro Test

Vyrobce R-Biopharm AG, An der neuen Bergstraf3e 17, Darmstadt, 64297, Némecko,

dodavatelem pro Ceskou republiku je JEMO TRADING, spol. s r.o., Topol'ova 18,

811 04, Bratislava, Slovenska republika

Tabulka 2 Komponenty, latky obsaZené v testovaci sadé RIDASCREEN® Ochratoxin A 30/15 [74].

Koncentrace

Komponent Format © Objem (V)
Mikrotitracni desticka /

derk Pfipraveno k pouziti 96 jamek
Standard 1 Pripraveno k pouziti 0 ppt 1,3 ml
Standard 2 Pripraveno k pouziti 50 ppt 1,3 ml
Standard 3 Pripraveno k pouZiti 100 ppt 1,3 ml
Standard 4 Pfipraveno k pouZiti 300 ppt 1,3 ml
Standard 5 Pripraveno k pouZiti 900 ppt 1,3 ml
Standard 6 PFripraveno k pouZiti 1800 ppt 1,3 ml
Promyvaci solny pufr Rozpustit sl

e o o7
Pufr Redici pufr konjugatu 7 ml
Substrat/Chromogen Pripraveno k pouZiti 10 ml
Stop roztok Pripraveno k pouziti 14 ml

2.2 Uprava a homogenizace vzork(

V prvni fazi pripravy vzorki pro vSech 60 jednotlivych druhii farmaceutickych

a volné prodejnych bylin pripravit homogenni smés ze vSech nakoupenych baleni

daného produktu a vytvorit konec¢ny, laboratorni vzorek pro nasledujici praci a

testovani na pritomnost danych mykotoxind.

Vzhledem ke skutec¢nosti, Ze k testovani byla nakoupena maloobchodni baleni

urcend pro domaci spotiebu a uziti, bylo dillezité se pokusit pted vlastnim

otevienim obalu produkt, konkrétnéji urcitou €ast farmaceutické byliny, rostliny

uvnitt baleni, protrepat jeSté v uzavieného obalu vruce c¢astecné smisit. Pri
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skladovani, manipulaci a prepravé obali dochazi k nerovnomérnému usazovani,
separaci rizné velkych casti, a z toho divodu bylo uznano za vhodné, aby pred
kvartaci a odbérem dil¢ich vzorkd, tyto balené produkty byly nejprve rucné
protrepany jesté v zavieném, neotevireném baleni a obsah baleni byl rozmistén pired

dal8i praci rovhomeérné.

Nasledné veSkery obsah baleni byl v digestori vysypan na filtracni papir, na
kterém byl naznacen kiiz, ktery filtra¢ni papir délil rovnomérné na Ctvrtiny. Tento
proces miizeme oznacit terminem kvartace. Proces kvartace se uziva pro ziskani
reprezentativniho vzorku sypké a suché povahy. Vysypany obsah vSech baleni pro
dany vzorek byl pak nasledné na filtracnim papife dikladné promichan a
rovnomeérné rozprostien od stifedu naznaceného KkiiZe na filtracnim papiru.
Nasledné bylo z kazdé c¢tvrtiny filtracniho papiru postupné odebiran laboratorni
1Zickou vzorek. Odebirani probihalo postupné z kazdé Ctvrtiny. Takto jsme odebrali
diléi vzorky. Diléi vzorek byl vidy odebiran z jednoho ndhodné vybraného mista
dané Ctvrtiny a pozice odbéru se v pribéhu v dané Ctvrtiné vZdy ndhodné ménily.
Tento odbér byl provadén postupné pro kazdou c¢tvrtinu, dokud nebylo odebrano a
navazeno 20 gramd pro dany zasobni vzorek, ktery byl nasledné umistén do
polyetylénové lahve se Sroubovacim uzavérem, aby se zamezilo navlhnuti
odebraného vzorku a sekundarni kontaminaci. Na lahev bylo uvedeno ¢islo vzorku
a jeho latinsky nazev nesmazatelnym fixem. Laboratorni 1zicka byla po kazdém
odbéru urcitého vzorku oplachnuta metanolem, aby bylo zamezeno pripadné
kontaminaci nasledujictho vzorku, zaroven byl pravidelné ménén filtracni papir,
uzivany pro kvartaci vzorki s cilem eliminovat nezadouci a vzajemnou kontaminaci

jednotlivych vzorkd.

Kazdy z odebranych zasobnich vzorki (celkem 60) byly upraveny promisenim
a rozmeélnénim pomoci mixéru DeGusto (viz. piistroje a zatizeni). Do mixéru byl v
zapnuté digestori vloZen veSkery obsah zpolyethylenové lahve sodebranym
vzorkem. Vzorek byl v mixéru rozmélnén. Namlety obsah byl ze zdsobniku mixéru
vysypan a vyklepan na cisty filtrac¢ni papir. U kazdého vzorku bylo nutné pomoci,
Stétecku, pinzety a laboratorni jehly ocistit sekaci noZe mixéru, odstranit nalepené

a usazené mnozstvi nasekaného vzorku a prenést jej opét na filtracni papir. VeSkeré
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ziskané mnoZstvi bylo peclivé sklepano z filtracniho papiru do polyetylénové lahve
se Sroubovacim uzavérem a pevné uzaviceno, v diisledku zamezeni a zabranéni
pristupu vlhkosti ke vzorku a pripadné sekundarni kontaminaci. Polyethylénova
ldhev se oznacila latinskym ndzvem pro danou rostlinu, c¢islem vzorku
nesmazatelnym fixem a dle abecedniho poradi uloZena k uskladnéni. Vyjimatelny
zasobnik mixéru, StétecCek, sekaci noze, pinzeta a laboratorni jehla byly diikladné
oplachnuty a ocCiStény metanolem a osuSeny pred opakovanim vysSe zminéného
postupu pro dalsi vzorek. Filtra¢ni papir v digestori byl pravidelné ménén. Vyse
zminény postup byl proveden u kazdého vzorku. Takto upravené a zpracované
vzorky farmaceutickych bylin byly dale pouzity k ptripravé vzorki pro provedeni
testi RIDASCREEN Ochratoxin A 30/15 a RIDASCREENFAST Citrinin, s cilem

stanoveni mnoZstvi mykotoxinti OTA a CIT v jednotlivych vzorcich.

2.3 Metodika stanoveni OTA (ochratoxinu A)

2.3.1 Strucné, obecné informace k testu RIDASCREEN® Ochratoxin A 30/15

Pro stanoveni hodnot a determinaci ochratoxinu A ve vzorcich byla uzita
metoda in vitro testu od firmy r-biopharm RIDASCREEN Ochratoxin 30/15. Jedna se
o kompetitivni enzymovy imunotest pro kvantitativni vyhodnoceni a urceni
ochratoxinu A v obilovinach a potravinach, pivu a pripadné i prase¢im séru. Tento
test je relativné rychly, kvatitativni enzymaticky imunotest, urceny k detekci
mykotoxinu ochratoxin A, jehoZ provedeni je ¢asové relativné nenaroc¢né, a to i na
laboratorni poméry. Tento test byl tedy vhodny pro vyuziti v ramci této bakalarské
prace a vramci jeho jednoduchosti bylo tedy moZné nechat tento test provadét
studenta samotného. Jeden testovaci Kkit, jedna testovaci sada obsahuje vSechny
reagenty, material a latky potiebné k provedeni enzymatickému imunotestu. Kazda
sada RIDASCREEN Ochratoxin A 30/15 obsahuje dostate¢né mnozstvi materialu
k testovani az 90 vzorki, plus 6 standardnich vzorki (I1épe je mérit mensi pocet
vzorkii a pouzit dvé az tii kalibra¢ni tady). Ke kvantifikaci je potrebny
spektrofotometer schopny mérit mikrotitacni desticku. Celkovy Cas potiebny pro
pripravu 10 vzorkl se dle vyrobce orientatné pohybuje kolem 30 minut a

implementace testu, ¢as potrebné inkubace trva 45 minut. Udavany limit detekce

37



v/

vyrobcem je pri nami uzité citlivéjSi metodé stanoveni ochratoxinu A v obilovinach

a krmivech 1,25 ppb [74].

2.3.2 Princip testu RIDASCREEN® Ochratoxin A 30/15
Zakladem testu od firmy r-biopharm RIDASCREEN® Ochratoxin A 30/15 je

antigen-protilatka reakce. Jednd se o kompetitivni enzymovy imunotest pro

kvantitativni vyhodnoceni, analyzu ochratoxinu A [74].

Enzymové imunotesty vyuzivaji kromé protilatek a antigend jesté enzym
navazany najeden z reagentd, ktery po piidani substratu nebo chromogenu zptisobi
barevnou reakci. Antigen ze vzorku pri kompetitivni enzymovém imunotestu
,soutézi“ s referencnim antigenem o vazebna mista na primarni protilatce, tedy
volny a imobilizovany ochratoxin A provadi kompetici o vazebna mista protilatky.
Z tohoto diivodu hovoiime o testu jako o kompetitivnim enzymovém imunotestu

[74].

Jamky mikrotitra¢nich paskli dodavané k testu jsou pokryty specifickymi
protilatkami proti ochratoxinu A. Do téchto jamek jsou pipetovany jednotlivé
standardy a jednotlivé roztoky vzorkl. Nasledné je do jamek pridan enzymovy
konjugat, konkrétnéji koncentrat ochratoxinu A konjugovany s peroxidazou. Volny
a enzymaticky konjugovany ochratoxin A provadi kompetici o vazebné misto
protilatky (kompetitivni enzymovy imunotest). Zbyly nenavdzany enzymovy
konmjugat je poté odstranén v ramci kroku, kdy jsou jednotlivé jamky promyty
destilovanou ¢i deionizovanou vodou. Nasledné je do jamek pridan
substrat/chromogen a je nutné provést inkubaci. Vazany konjugovany enzym
konvertuje chromogen na modry produkt. Pridanim stop roztoku dosahneme
zmény barvy roztoku vjamkach z modré barvy na Zlutou. Méreni se provadi
fotometricky na spektrofotometru, ktery je schopny mérit mikrotitrac¢ni desticky,
pri vinové délce 450 nm. Absorbance je neprimo umérna ke koncentraci

ochratoxinu A v daném vzorku [74].
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2.3.3 Priprava vzork( pro test RIDASCREEN® Ochratoxin A 30/15

Prvnim krokem pro pripravu vzorku pro nasledné otestovani pomoci testu
RIDASCREEN® Ochratoxin A 30/15 od firmy r-biopharm bylo navdZeni 2 grami
vzorku. KaZzdy homogenizovany vzorek byl namlet, rozmélnén a michan a nasledné
od kaZzdého vzorku bylo pomoci analytickych vah odvaZeny 2 gramy do

centrifugovaci lahvi¢ky s uzaviratelnym, Sroubovacim uzavérem [74].

Po odvaZeni bylo ke 2 gramtm vzorku pridano 5 ml 1 molarniho roztoku HCI.
Smichané vzorky s HCI byly umistény po 12 vzorcich na trepacku, kde byly trepany
po dobu 5 minut. Nadobky byly vyndany z tiepaciho ptistroje a do kazdé nadobky
se vzorkem bylo pipetovano 10 ml dichlormethanu. Uzaviené nadobky byly poté
parkrat manudlné protiepany a upustén vznikajici tlak v ramci probihajici reakce,
tento krok byl nékolikrat u kazdého vzorku opakovan a zahy poté byly vzorky
umistény opét na tirepaci zarizeni, kde byly trepany po dobu 15 minut. Po dokonceni
druhého trepani na trepacce trepani vzorku na tfepacce byly vzorky umistény do
laboratorni centrifugy po dobu 15 minut (3500 g, 15 °C). Dal$im krokem po skonceni
centrifugace bylo uplné odstranéni vrchni vodné vrstvy a zanechani pouze ,kolace“
vzorku, aniz by doslo k jeho poruSeni a odebranou vodu vyradit. K tomuto procesu
se ukazalo jako nejlepsi pouziti klasického laboratorniho kapatka, které bylo
dostateCné Setrné, nedochazelo k poruseni vzniklého kolace vzorku a dobre se s nim

manipulovalo v uzsich a vyssich centrifuga¢nich nadobkach [74].

Za pomoci filtratniho papiru byla celd dichlormethanova vrstva po
centrifugaci oddélena od ,kolace” vzorku. Veskery prefiltrovany dichlormethan byl
odpipetovan do nové centrifugacni nadobky s uzaviratelnym, Sroubovacim
uzavérem a ke kaZdému centrifugovanému, prefiltrovanému a odebranému
dichlormethanu daného vzorku byl pridan ekvivalentni objem 0,13 molarniho pufru
hydrogenuhli¢itano-sodného (NaHCO3, pH 8,1). Centrifuga¢ni nadobky
s ekvivalentnim objemem dichlormethanu a hydrogenuhlic¢itano-sodného pufru
byly umistény k poslednimu tfepani na tfepacim zarizeni, kde byly trepany 15
minut. Protfepané vzorky byly podruhé umistény do laboratorni centrifugy a
centrifugovany po dobu 15 minut (3500 g, 15 °C). Nasledovalo odebrani 100 pl

vrchni vodné faze z nadobky pravé centrifugovaného vzorku a nasledné ziredéni 400
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ul 0,13 molarniho pufru hydrogenuhlicitano-sodného do zkumavek Eppendorf Safe-
Lock Tubes o objemu 2,0 ml. Z tohoto finalniho roztoku bylo pro kazdy vzorek
pipetovano a pouZito presné 50 pl na jamku pro provedeni imunotestu. Postup
zminén vysSe byl v rdmci prace a omezeni kapacity na tfepacim zarizeni, laboratorni
centrifuze provadén v sériich o 12 vzorcich. Pfi poctu 60 vzorki byl postup pro

pripravu vzorki proveden celkem v 5 sériich [74].

2.3.4 Protokol, testovaci postup RIDASCREEN® Ochratoxin A 30/15

Pred zacatkem protokolu, testu je nutné privést veSkeré reagenty, vzorky
k pokojové teploté (20-25°C). Po ponechani reagentd pii pokojové teploté po
dostate¢nou dobu je nasledné nutna priprava ziedéného enzymového konjugatu.
Enzymovy konjugat je poskytnut ve formé koncentratu. Pred pipetovanim
koncentratu protiepeme zakoncentrovany konjugat a zredime jej v poméru 1:11
(1+10) v fedicim pufr (napriklad 200 pl koncentratu fedime v 2 ml pufru). Vyjmeme
z testovaci sady, kitu dostateCné a potiebné mnoZstvi mikrotitra¢nich jamek pro
vSechny vzorky, standardy pro méreni v duplikatu a vloZime je do mikrotitracniho
drzaku, jez je priloZeny a soucasti testovaci sady. Zahy pipetujeme v duplikatu 50 pl
standardnich roztokt a roztokt jednotlivych vzorkl do oddélenych a ptipravenych
mikrotitracnich jamek. Pipetujeme 50 pl zifedéného enzymového konjugatu do
kazdé jamky. Smichame obsah jamek mikrotitra¢ni desticky pomoci manualniho a
opatrného trepani mikrotitra¢ni destickou. Po diikladném promichani uloZime
mikrotitra¢ni desticku do tmy k inkubaci pti pokojové teploté na dobu 30 minut. Po
inkubaci vylejeme obsah vSech jamek do diezu. Po vyliti oklepeme nékolikrat drzak
s jamkami, mikrotitra¢ni desticku o cCisty rucnik, ¢i papirové utérky za ucelem
odstranéni zbyvajici tekutiny z jamek a zajiSténi plné odstranéni kapaliny z jamek.
Po tomto kroku musi probéhnout promyti kazdé jamky destilovanou nebo
deionizovanou H20. Idedlné za uziti multikanalové pipety, pripadné za vyuziti
promyvajiciho pristroje. Objem k jednomu proplachu jedné jamky ¢ini 250 pl. Poté
je nutné jamky opét vyprazdnit a odstranit veSkerou kapalinu. Proplachnuti kazdé
jamKky by mélo probéhnout celkem tiikrat. Do proplachnutych jamek pomoci pipety
pipetuje 100 pl substrat/chromogenu na kazdou jamky. Ktomuto kroku byla
vyuzita multikanalovd pipeta a laboratorni, zasobni rezervoar obsahujici

substrat/chromogen. Protfepeme obsah jamek mikrotitratni desticky pomoci
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manualniho a opatrného trepani mikrotitracni destickou. Mikrotitracni desticku
uloZime do tmy k inkubaci pti pokojové teploté na dobu 15 minut (+/- 1 minuta). Po
uplynuti 15 minut a dokonéeni inkubace vyjmeme desticku ze tmy a pipetujeme 100
ul stop roztoku do kazdé jamky. Po napipetovani stop roztoku smichdme obsah
jamek mikrotitra¢ni desticky pomoci manualniho a opatrného trepani mikrotitra¢ni
destickou ze strany na stranu. V zavéru méiime absorbanci pti vinové délce 450 nm

na spektrofotometru nejpozdéji do 30 minut od pridani stop roztoku [74].

2.4 Metodika stanoveni CIT (citrininu)

2.4.1 Struéné, obecné informace k testu RIDASCREEN ®FAST Citrinin

Pro stanoveni hodnot a determinaci citrininu ve vzorcich byla uZita metoda
in vitro testu od firmy r-biopharm RIDASCREENFAST Citrinin. Jeden testovaci kit
obsahuje vSechny reagenty, material a latky potfebné k provedeni enzymatickému
imunotestu, zahrnujic i standarty, konjugat, substrat/chromogen, protilatky, stop
roztok, mikrotitra¢ni desticku o 48 jamkach. Kazda sada RIDASCREENFAST Citrinin
obsahuje dostatetné mnoZzstvi materidlu k testovani az k43 vzorkd, plus 5
standardnich vzorkd. Ke kvantifikaci je potfebny spektrofotometer schopny mérit
mikrotitattni desticky. Samotny test zahrnuje extrakci, filtraci a fedéni, samozrejmé
je nutna i homogenizace vzorkd, ale tu nebereme jako vlastni soucast imunotestu.
Celkovy ¢as potirebny pro pripravu 10 vzorki je dle vyrobce se orientacné pohybuje
kolem 10 minut a implementace testu, ¢as potiebné inkubace trva 25 minut.

Udavany limit detekce vyrobcem je 15 pg/kg (ppb) [73].

2.4.2 Princip testu RIDASCREEN®FAST Citrinin

Zakladem RIDASCREENFAST® Citrinin testu od firmy r-biopharm je antigen-
protilatka reakce. Mikrotitra¢ni jamky jsou tak pokryty citrininem. Nasledné jsou
postupné na mikrotitracni desticku pridany standarty, roztoky vzorkl a anti-

citrinin protilatky [73].
Enzymové imunotesty vyuZivaji kromé protilatek a antigenli enzym
navazany najeden z reagentt, ktery po piidani substratu nebo chromogenu zptisobi

barevnou reakci. Antigen ze vzorku pri kompetitivni enzymovém imunotestu
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,soutézi“ s referencnim antigenem o vazebna mista na primarni protilatce, tedy
volny a imobilizovany citrinin provadi kompetici o vazebnad mista protilatky.
Z tohoto diivodu hovoiime o testu jako o kompetitivnim enzymovém imunotestu

[73].

Jak bylo napsano vyse, referenc¢ni antigen, citrinin je imobilizovan na povrchu
mikrotitracnich jamek, tedy povrch mikrotitracnich jamek je pokryt citrininem. Po
napipetovani standardl a roztokl jednotlivych vzorkli na mikrotitracni desticku
jsou vzapéti pipetovany protilatky a desticka, pripadné desticky jsou ponechany
k inkubaci ve tmé. Volny a imobilizovany citrinin ,soutézi“ o vazebna mista na
protilatkdch. Po inkubaci nasleduje dikladné promyti jamek na mikrotitra¢ni
desticce a po promyti je pipetovan konjugat, sekundarni protilatky oznacené
peroxidasou. Béhem nasledné inkubace dochazi k navazani sekundarni protilatky
znacené enzymem na primarni protilatku. Nenavazané, nezreagované sekundarni
protilatky konjugované s enzymem jsou odstranény béhem dalstho diikladného
promyti miktortitracnich jamek. Pridanim substrat/chromogenu do jamek
mikrotitracni desticky konvertuje konjugat vazaného enzymu neboli protilatky
oznacené enzymem peroxidasou, chromogen na modry produkt. Pridani stop
roztoku vede ke zméné barvy roztoku v jamkach z modré barvy na Zlutou. Méteni
se provadi fotometricky na spektrofotometru, ktery je schopny mérit mikrotitracni
desticky, pti vinové délce 450 nm. Absorbance je nepifimo imérna ke koncentraci

citrininu v daném vzorku [73].

2.4.3 Priprava vzorkd pro test RIDASCREEN®FAST Citrinin

VSechny vzorky byly pred pripravou v ramci testu homogenizovany, namlety
a michany pred provedenim procesem extrakce v ramci testu RIDASCREENFAST

Citrinin. Metodika a uzity postup v ramci homogenizace vzorki je popsan vyse.

Prvnim krokem piipravy vzorkil bylo navazeni 5 gramti namletého daného
vzorku do konickych plastovych zkumavek s moZnosti pevného uzavieni. Po
navazeni vSech 60 vzorku bylo pridano k navaZzenym 5 gramiim vzorku pipetovano
12,5 ml 70% methanolu. Po pridani 70% metahnolu nasledovalo umisténi peclivé

uzavienych nadob na tfepacku a tiepani vzorkd po dobu 3 minut. Vzorky byly vidy
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zpracovavany v sériich po 12 vzorcich, vzhledem ke kapacité na trepacce a mnoZzstvi
laboratorniho skla, celkem v 5 sériich. Po ponechani na tiepacce a diikladném
protrepani, byl obsah prefiltrovan pomoci filtracni zarizeni Morton Frita S3 za uziti
filtraCnich patron a dale za vyuziti papirovych filtrii. Frita byla pred praci s dalsim
vzorkem dtikladné promyta za pomoci vyvévy a kompresoru destilovanou vodou a
70% metanolem. Ze ziskaného filtrat bylo odebrano pipetou mnoZstvi presné o
objemu 1 ml do zkumavek o objemu 2,0 ml postupné u vSech 12 vzork z dané série.
K odebrani kazdého jednotlivého filtratu bylo nutné pouzit novou laboratorni
Spicku pipety, aby se zamezilo kontaminaci vzorki. Zkumavky s odebranym
filtratem byly béhem prace na jinych vzorcich ukladany do stojanu a do tmy
k inkubaci. Po napipetovani vSech ziskanych filtratt ze vSech 12 vzorki z dané série,
byl stojan vyjmut z inkubace a do zkumavek byl k odebranému a obdrzenému
filtratu pridan a pipetou pipetovan presné 1 ml ultracisté deionizované vody.
Zredény filtrat deionizovanou vodou ve zkumavkach byl umistén v zavienych

zkumavkach ve stojanu béhem prace na dalSich vzorcich do tmy k inkubaci [73].

2.4.4 Protokol, testovaci postup RIDASCREEN ®FAST Citrinin

Pred pouZitim a zacatkem testu privedeme vSechny reagenty a vzorky
k pokojové teploté (20-25°C). Po vystaveni reagentli pokojové teploté po
dostatetnou dobu vloZime potiebny pocet mikrotitratnich jamek do
mikrotitratntho drzaku pro vSechny standardy a vzorky urcené k provedeni
kompetitivniho imunotestu RIDASCREEN®FAST Citrinin. Do jednotlivych jamek
bylo pipetovano 50 pl kazdého standardu a pripraveného vzorku, za pouZiti nové
Spicky pro kazdy standard nebo vzorek. Po dokonceni tohoto kroku bylo dale
pridano 50 pl protilatky do kazdého jamky. Ktomuto kroku byla pouZita
multikanalova pipeta a rezervodr pro roztok s protilatkami. Mikrotitra¢ni desticku
manualné, jemné a opatrné protirepeme. Po protfepani byla desticka uloZena
k nasledné inkubaci pti pokojové teploté na 10 minut (+/- 1 minuta) do tmy. Po
vyjmuti desticky zinkubace vylejeme obsah vSech jamek do diezu. Po vyliti
oklepeme nékolikrat mikrotitracni desticku o Cisty rucnik, ¢i papirové utérky, za
Ucelem odstranéni zbyvajici tekutiny z jamek. Nasledné musi probéhnout promyti
kazdé jamky destilovanou nebo deionizovanou H20. Idealné za uziti multikanalové

pipety, pripadné promyvajiciho pristroje, pokud je k dispozici. Objem k jednomu
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proplachu jedné jamky ¢ini 250 pl. Poté je nutné jamky opét vyprazdnit a odstranit
veSkerou kapalinu. Proplachnuti kazdé jamky by mélo probéhnout celkem tiikrat.
Po promyti pridame 100 pl konjugatu (sekundarnich protilatek) do kazdé jamky. Po
pridani konjugatu do kazdé jamky se standardem, ¢i vzorkem, ddme desticku opét
k inkubaci pri pokojové teploté po dobu 10 minut (+/- 1 minuta) do tmy. Po
dokonceni druhé inkubace vyjmeme drzak sjamkami, mikrotitracni desticku a
vylejeme veskery obsah. Po vyliti oklepeme nékolikrat mikrotitra¢ni desticku o Cisty
rucnik, ¢i papirové utérky. Vzapéti musi opét probéhnout promyti kazdé jamky
destilovanou nebo deionizovanou H20. Nasledné je nutné jamky opét vyprazdnit a
odstranit veSkerou kapalinu. Proplachnuti kazdé jamky by mélo probéhnout celkem
trikrat. Bylo pridano 100 pl substrat/chromogen do kazdé jamky. Mikrotitracni
desticku, drzak s jamkami po pridani substrat/chromogenu manudlné a opatrné
protfepeme. Hned jak dokon¢ime manualni protfepani mikrotitracni desticky,
ulozime desticku k nasledné inkubaci pri pokojové teploté na dobu 5 minut (+/- 30
vtefin) do tmy. Nasledné po skonceni uvedené doby inkubace pridame 100 pl stop
roztoku do kazdé jamky. Obsah jamek s pravé napipetovanym stop roztokem
promichame pomoci opatrného a kontrolovaného trepani mikrotitracni destickou.
Mérime absorbanci pti vinové délce 450 nm na spektrofotometru, nejpozdéji do 10

minut po pridani stop roztoku [73].
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3 Vysledky

3.1 Stanoveni OTA

Vysledky vSech 60 zmérenych vzorki byly zméteny za vyuziti spektrofotometru
a programu Gen5. Tento program za pomoci spektrofotometrického méreni
vyhodnotil implementovany test RIDASCREEN® Ochratoxin A 30/15. Z programu
Gen5 se dale vysledky zpracovaly v programu Microsoft Excel, kde byly prevedeny
do tabulek zndazoriiujici hodnoty namérené v jednotlivych jamkach na
miktrotitracni desticce. Vysledky jednotlivych absorbanci pifi 450 nm byly
programem rovnou piepocitdvany na odpovidajici koncentraci v ppt, Cili v ng/kg.

KaZzdy vzorek byl méten v triplikatu.

Ziskané hodnoty z méreni v ppt, ng/kg, bylo dale nutné prevést na ng/g. Pro
ziskani finalnich hodnot byl spocitan primér z triplikdtu pro kazdy jednotlivy

vzorek. Vysledky pro stanoveni ochratoxinu A jsou uvedeny v tabulkach niZe.

Tabulka 3 Vysledky stanoveni OTA u vzorki ¢islo 1-10

Stanoveni OTA (vzorek ¢. 1-10)

Bylina CAVG (ng/g) + SMODCH
Achillea millefolium flos 0,09137 + 0,003931
Agrimonia eupatoria herba 0,072029333 +0,003775
Alchemilla herba 0,160416667 +0,003191
Althaea officinalis folium 0,157236667 +0,001442
Articum lappa radix 0,014735667 + 0,000353
Artemisia absinthium herba 0,098776667 + 0,000575
Angelica arhcangelica radix 0,059511333 + 0,000602
Bellis perennis flos 0,088234 +0,001619
Borago officinalis herba 0,166953667 +0,001778
Calendula officinalis flos 0,038802 + 0,000523

C AVG (pg/1) primérna koncentrace ve vzorku méieného v triplikatu v pg/1
+ SMODCH * smérodatna odchylka méreni
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Tabulka 4 Vysledky stanoveni OTA u vzorki c¢islo 11-30

Stanoveni OTA (vzorek ¢. 11-30)

Bylina CAVG (ng/g) * SMODCH
Carlina radis 0,110268 +0,001386
Centaurium herba 0,083443333 +0,000509
Chelidonium majus herba 0,048136667 +0,001084
Cichorium intybus herba 0,061630333 +0,00121

Cnicus benedictus 0,033826667 + 0,000394
Crataegus fructus 0,046227 + 0,000534
Echinacea flos 0,071240333 +0,002627
Echinacea radix 0,055298333 +0,001193
Elymus repens 0,063832667 +0,000629
Eucalyptus folium 0,221329333 +0,004376
Fagopyrum sagittatum herba 0,117174333 +0,001674
Filipendula ulmaria herba 0,213415 +0,004538
Fragaria folium 0,170421333 +0,003439
Galium odoratum herba 0,090621 +0,001202
Galium verum herba 0,136275667 +0,002507
Gentiana lutea radix 0,232395 +0,003254
Ginkgo biloba 0,165578333 + 0,004059
Humulus lupus strobilus 0,206742333 +0,004605
Hyssopus officinalis herba 0,288486333 +0,008498
Juglans regia folium 0,04134 +0,000316

C AVG (pg/1) primérna koncentrace ve vzorku méreného v triplikatu v pg/1
+ SMODCH * smérodatna odchylka méreni
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Tabulka 5 Vysledky stanoveni OTA u vzorkt ¢islo 31-50

Stanoveni OTA (vzorek ¢. 31-50)

Bylina CAVG (ng/g) * SMODCH
Laimum album herba 0,079152333 +0,000796
Lavandula angustifolia flos 0,025583 + 0,000815
Linaria herba 0,019700333 +0,000491
Malva flos 0,089678667 +0,001719
Malva folium 0,044890667 + 0,000747
Marrubium herba 0,047049667 +0,000471
Maral leuzea herba 0,04248 +0,00025
Melissa officinalis herba 0,025848333 +0,000273
Melilotus officinalis 0,039613667 +0,001644
Petasites hybridus radix 0,090841667 +0,001133
Pimpinella radix 0,033152333 +0,001352
Plantago folium 0,079243 +0,000447
Potentilla argentea herba 0,127814667 +0,00178
Potentilla erecta 0,121086667 + 0,002025
Primula veris flos 0,115805333 +0,002369
Pulmonaria officinalis folium 0,025457667 +0,00345
Rosa canina fructus 0,209254667 +0,004709
Rubus fruticosus folium 0,060677333 +0,051319
Rubus idaeus folium 0,025378 + 0,000412
Sambucus nigra flos 0,039863667 +0,000315

C AVG (pg/1) primérna koncentrace ve vzorku méreného v triplikatu v pg/1
+ SMODCH * smérodatna odchylka méreni
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Tabulka 6 Vysledky stanoveni OTA u vzorki ¢islo 51-60

Stanoveni OTA (vzorek ¢. 51-60)

Bylina CAVG (ng/g) + SMODCH
Sylibum marianum fructus 0,008962 +0,000421
Symphytum officinale radix 0,096140667 +0,001043
Taraxacum officinale radix 0,051818333 +0,001334
Thymus herba 0,099594 +0,000411
Tilia flos 0,023594333 + 0,000504
Urtica dioica herba 0,026757333 + 0,00052

Vaccinium myrtillus herba 0,053349 + 0,003654
Vaccinium vitis-idaea folium 0,220921667 +0,003877
Valeriana officinalis radix 0,010954333 + 0,000278
Verbascum flos 0,016609667 +0,000722

C AVG (pg/1) primérna koncentrace ve vzorku méfeného v triplikatu v pg/1
+ SMODCH * smérodatna odchylka méreni

3.2 Stanoveni CIT

Pro stanoveni hodnot a mnozstvi CIT ve farmaceutickych bylinach
z provedeného testu RIDASCREEN®FAST Citrinin byl opét pouzit program Gen5 a
spektrofotometr. Pro ziskani konkrétnich hodnot a koncentrace CIT ve vzorku bylo
nutné vytvoreni kalibra¢ni kiivky. Za pomoci kalibra¢ni kiivky, vytvorené kalibra¢ni
fadou roztokidi zkitu testu RIDASCREEN®FAST Citrinin, byly znaméfenych

absorbanci vypocitany koncentrace pro CIT v mérenych vzorcich.

Namérena absorbance pri 450 nm prfi stanoveni byla nepfimo Umérna
koncentraci CIT vdaném vzorku. Vy$Si hodnoty naméfené absorbance tedy
znamenaly niZs$i hodnoty CIT, co se koncentrace v urc¢itém vzorku tyce. Vzorky byly
jako u prechoziho stanoveni OTA méreny v triplikatu. Z téchto tfrech méreni byla

nasledné spocitana prlimeérna hodnota uvedena v tabulkach nize.
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Tabulka 7 Vysledky stanoveni CIT u vzorki ¢islo 1-15

300

Stanoveni CIT (vzorek ¢. 1-15)

y = 3.8467x018

R*=0.9919

350 400

450

Bylina

CAVG (png/kg)

+ SMODCH

Achillea millefolium flos
Agrimonia eupatoria herba
Alchemilla herba

Althaea officinalis folium
Articum lappa radix
Artemisia absinthium herba
Angelica arhcangelica radix
Bellis perennis flos

Borago officinalis herba
Calendula officinalis flos
Carlina radis

Centaurium herba
Chelidonium majus herba
Cichorium intybus herba

Cnicus benedictus

25281,86298
1993,068204
1324,868423
386,198309
39,47290074
562,1064947
455,5281656
1985,408725
1070,539386
74,26696073
53,61696059
332,8262595
261,5467953
800,7677549

782,0351333

+933,5884
*82,21652
+126,3788
+8,092212
+0,55237
+37,78423
+46,81974
+77,33823
+110,3405
+4,653881
+1,816696
+19,10304
+4,167234
* 23,2181

+22,51817

C AVG (pg/1) primérna koncentrace ve vzorku méfeného v triplikatu v pg/1

+ SMODCH + smérodatna odchylka méreni
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Tabulka 8 Vysledky stanoveni CIT u vzorki ¢islo 16-40

Stanoveni CIT (vzorek ¢. 16-40)

Bylina CAVG (pg/kg) + SMODCH
Crataegus fructus 2171,436134 +283,7555
Echinacea flos < MLD <MLD
Echinacea radix 5,759818587 +1,456989
Elymus repens 13,49077887 +0,453455
Eucalyptus folium 4990,718785 + 167,6523
Fagopyrum sagittatum herba 169,6109773 +11,74865
Filipendula ulmaria herba 287,1051775 +12,87276
Fragaria folium 15,32008 +0,969261
Galium odoratum herba <MLD <MLD
Galium verum herba 17,25652624 +0,665694
Gentiana lutea radix <MLD <MLD
Ginkgo biloba 76,79819593 +6,102891
Humulus lupus strobilus 36,40707736 +4,326434
Hyssopus officinalis herba 143,0628296 +1,462398
Juglans regia folium 808,4159781 +49,1145
Laimum album herba 18,80091172 +1,066084
Lavandula angustifolia flos 75,10255854 +1,466367
Linaria herba <MLD <MLD
Malva flos <MLD <MLD
Malva folium 11,4697695 +0,32682
Marrubium herba 15,93491224 +0,671967
Maral leuzea herba 560,8859705 +29,27724
Melissa officinalis herba 56,33366621 +1,736752
Melilotus officinalis 63,5613234 +4,956713
Petasites hybridus radix 47,48513691 +2,261417

C AVG (pg/1) primérna koncentrace ve vzorku méieného v triplikatu v pg/1
+ SMODCH * smérodatna odchylka méreni
< MLD hodnoty nizsi nez minimalni limit detekce RIDASCREEN®FAST testu na jamku
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Tabulka 9 Vysledky stanoveni CIT u vzorki ¢islo 41-60

Stanoveni CIT (vzorek ¢. 41-60)

Bylina CAVG (pg/kg) + SMODCH
Pimpinella radix <MLD < MLD

Plantago folium 36,72401695 +1,965458
Potentilla argentea herba 16,48419431 +0,538647
Potentilla erecta <MLD < MLD

Primula veris flos 4,450209221 +0,205736
Pulmonaria officinalis folium 7,089189761 +0,204723
Rosa canina fructus 2256,240316 +79,09964
Rubus fruticosus folium 387,8232033 +7,513277
Rubus idaeus folium 1058,176501 + 48,64382
Sambucus nigra flos 443,7816588 +22,82742
Sylibum marianum fructus 24,43233637 +0,226628
Symphytum officinale radix 14,96406226 +0,222227
Taraxacum officinale radix 18,61317341 +3,632296
Thymus herba 213,0376217 +15,69989
Tilia flos 363,3276155 +39,88104
Urtica dioica herba 123,6744989 +12,37043
Vaccinium myrtillus herba 151,1872094 + 74,36801
Vaccinium vitis-idaea folium 952,9362148 +101,2185
Valeriana officinalis radix 194,969268 + 44,08622
Verbascum flos 49,38612222 + 3,796643

C AVG (pg/1) primérna koncentrace ve vzorku méieného v triplikatu v pg/1
+ SMODCH * smérodatna odchylka méreni
< MLD hodnoty nizsi nez minimalni limit detekce RIDASCREEN®FAST testu na jamku
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4 Diskuze

Vysledky provedeného testu pro stanoveni OTA ve vzorcich (viz. tabulky 3-6) je
nutné, vzhledem k limitu detekce stanoveného na 1,25 ppb, ktery je uvadén pro
pouzity postup v ramci této prace, vyhodnotit jako negativni, a to u vSech 60 vzorki.
VSech 60 vzorkli (100 % vysledkii) se nachazelo pod danym limitem detekce.
Nejvyssi zjisténa koncentrace a kontaminace OTA byla zjiSténa u Hyssopus officinalis

herba s hodnotou 0,2884 ng/g.

PouZiti test RIDASCREEN® Ochratoxin A 30/15 vSak prosSel v roce 2021 revizi,
pii které byly zménény koncentrace jednotlivych standardd, konjugat je ve formé
»pripraveno k uziti“ a hranice limitu detekce se podstatné sniZila. Pracovni postup a
implementace samotného testu je vSak prakticky totoZzna s ndmi pouzitym testem
zroku 2020. V pripadé niZsiho spodniho limitu detekce by vysledky bylo mozné

vyhodnotit jinak a nékteré jako pozitivni.

V porovnani s dostupnymi studiemi a dostupnou literaturou, fesici obdobnou
problematiku, jsou hodnoty, co se stanoveni OTA tyce, v ramci této prace nizsi.
V porovnani se studii, jeZ prob&hla ve Spanélsku vroce 2009 a zabyvala se
screeningem medicinalnich a aromatickych bylin, jsou hodnoty OTA o jeden a vice
Fada vyssi v porovnani s hodnotami v tabulkach 3-6 [75]. Pro porovnani u kofene
byliny Valeriana byly v uréitych vzorcich v ramci Spanélské studie naméreny
hodnoty 0,8 a 1,8 ng/g (0,8 a 1,8 pg/kg), kdezZto mnou zjisténé hodnoty cCinili u
kotrene byliny Valeriana 0,0109 ng/g (=0,0109 ug/kg) [75]. Mirné vyssi hodnoty
detekce OTA vykazuje i studie publikovana v roce 2020, stanovujici Sirsi spektrum
mykotoxinli u 7 medicindlnich bylin, tato studie vSak nevykazovala tak vysoké
hodnoty, jako drive v diskuzi zminéna studie [75, 76]. Rheinholds, Bogdanova & et
al. stanovovali mykotoxiny v bylinnych ¢ajich, které jsou volné dostupné na tzemi
celého LotySska. Jednim z vystupll této studie bylo, Ze celkem 20 % mérenych
vzorkl bylo pozitivnich na pfitomnost OTA [77]. Naproti témto vysledkim se stavi
ma prace, pii které je nutné, s ohledem na limit detekce uvést, Ze nebyl OTA
detekovan u zadného z mérenych vzorkd, a tedy vzorky byly ve 100 % negativni.

KaZdopadné je z dostupné literatury jasné, ze OTA se v suSenych Castech riiznych
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bylin, medicinalnich bylinach a bylinnych cajich vyskytuje v mensi ¢i vétsi mire a
tyto produkty mohou byt nachylné, at jiZ primarné nebo sekundarné, ke

kontaminaci timto mykotoxinem [75, 76, 77].

Po dokonceni stanoveni mnozstvi a miry kontaminace CIT v mérenych vzorcich
pomoci testu RIDASCREEN®FAST Citrinin byla u 13 vzorki zjisténa koncentrace
pod udavanym limitem detekce, ktery ¢ini 15 pg/kg (ppb). Z tohoto dlivodu je nutné
vyhodnotit 21,6667 % vzorkl jako negativnich. VSech zbylych 47 vzorkd, a tedy
78,3333 % vykazovalo pozitivitu a kontaminaci CIT. Z téchto vzorkl 17 vykazovalo

hodnoty s koncentraci vyssi neZ u nejvyssiho standardu.

RIDASCREEN®FAST Citrinin je semikvantitativni metodou, kde vzorky
s koncentraci vyssi nez 405 pg/kg (koncentrace nejvyssi standardu) by bylo vhodné
naredit na hodnotu koncentrace maximalné tohoto standardu a poté verifikovat
vysledek. Hodnota koncentrace nejvys$siho standartu je dle vyrobce maximalni
spolehliva hodnota a vrchni limit detekce na jamku. Vysledky s koncentraci vyssi,
neZ tento standart miiZeme povazovat za pozitivni na drovni nejvyssiho standardu,
ale nelze presné urcit koncentraci a miru kontaminace CIT. Z dlivodu nedostatku
Casu, pandemii Covid-19, problematického a omezeného pristupu do univerzitni
laboratote a nedostatku potfebného materialu, nebylo moZné naredéni a opétovné
méreni danych vzorkidl vykonat. VSe bude pripadné ovéreno a znovu detailnéji

meéreno v nasledujici Mgr. praci, ktera se bude zabyvat stejnym typem materialu.

Studie a clanky zabyvajici se problematikou CIT v medicindlnich a 1éc¢ivych
bylinach jsou limitované a literatury na toto téma se prili§ nevyskytuje. Ziskané
vysledky jsou se s dostupnou literaturou shoduje, Ze medicinalni a 1é¢ivé byliny jsou
a mohou byt kontaminovany CIT [75, 78, 79]. I presto, Ze neni moZné presné stanovit
piresné mnozstvi CIT u nékolika vzorki je zcela zjevné, Ze zjisténa kontaminace CIT
znacné prevySuje hodnoty uvadéné v dalSich zdrojich a literature [75, 78, 79]. Pro
demonstrovani tohoto rozdilu mezi touto praci a dostupnou literaturou miizeme
opét pouzit priklad kofene byliny Valeriana, ktery byl testovan v ramci této prace i
ve vy$e zminéné studii ve Spanélsku roku 2009. V této §panélské studii jeden vzorek

korene rodu Valeriana byl pod limitem detekce a druhy vzorek byl kontaminovan
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20,5 pg/kg CIT, zatimco priimérnd hodnota v ramci této prace dosdhla 194,969
ug/kg CIT [75]. Jedna se tedy o hodnotu témér 10x vyssi a zaroven se nejedna o
vzorek, ktery by v ramci této prace patril k tém s nejvyssi kontaminaci a v ramci

stanoveni CIT se u mnoha vzorkl vyskytla i kontaminace znatelné vyssi nez u

Valeriana officinalis radix.

Tato prace také patrné predstavuje jedinou studii, ktera stanovuje CIT
v medicinalnich a lécivych bylinach v takovémto rozsahu a na takovémto mnoZstvi
druhi. Jiné v diskuzi vyse zminéné publikace se zabyvaly determinaci CIT u zna¢né

vV

nizstho mnozstvi vzorkd, a to napriklad i radové.

Za nutné povazuji v diskuzi zminit i fakt, Ze neni zatim moZné presné
odhadnout a délat zavéry, co se tyce transferu OTA a CIT ze susené byliny do finalni
podoby odvaru, nebo nalevu, ktery je nasledné konzumovan. Problematickym
faktorem je i davka, ktera je pouZzivana k pripravé napoje. V mnohych pripadech je
doporucena davka k uzivani udavana vyrobci v ¢ajovych 1Zickach, coZ dle mého
nazoru je velmi nekonzistentni forma davkovani, a ne prilis urcita informace, ktera
se muze liSit a mize mit znacny vliv na mnozstvi mykotoxinti, které piechazeji do
findlné pripraveného odvaru, nalevu, a tudiz se muZe i liSit mira expozice a prijaté
mnozstvi mykotoxinl jednim piipravenym napojem. I timto se bude zabyvat
nasledujici Mgr. prace. Dle studie provedené Ostrym, jsou k expozici OTA, a tedy lze
predpokladat, Ze i dalsim vyskytujicim se mykotoxiniim, formou ¢ajii a odvarti
nejvice suspektni Zeny ve véku od 18 do 59 let a dale pak vékova skupina starSich
60 let [80]. Dovoluji si na zavér diskuze stanovit hypotézu v navaznosti na studii
zminénou vySe v praktické casti. Dle mého nazoru bude podobné jako u kavy
mnozstvi OTA, které kon¢i v napoji jako findlnim produktu a je mu clovék po
konzumaci napoje vystaven, s velkou pravdépodobnosti zavislé na zplsobu
piipravy a také na Casu, po ktery je medicinalni bylina, smés pro pripravu caje
extrahovana [11]. Vliv na extrakci, a tedy i transfer mykotoxini miize mit vliv
hrubost namleté smési i naptiklad teplota vody, kterd je pouZita k zaliti. VSechny
tyto skutecnosti mohou prispét k problematické determinaci mnozstvi mykotoxinii,
které preslo ze suSenych casti byliny do konzumovaného napoje, a tedy jaky je

celkovy procentudlni pienos.
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Zaver

Hlavnim diivodem pro vypracovani této prace byla skutecnost, Ze jsem chtél,
aby bakalarska prace nebyla pouze reSersi, ale méla i prakticky vystup a praktickou
¢ast. V rdmci praktické ¢asti jsem chtél ziskat zkuSenosti z laboratorniho prostredi
a vyzkousSet si pohyb na laboratornim pracovisti a ziskat co nejvice pracovnich
zkuSenosti, které bych mohl do budoucna dale vyuZit. Toto zadani a téma bakalarské

prace mi poskytlo skvélou prileZitost a spliovalo vySe zminéné podminky.

Vystupem praktické c¢asti prace je stanoveni mykotoxini CIT a OTA
v medicinalnich bylinach a ¢ajich, které jsou bézné dostupné v prodeji a jsou volné
prodejné. Vzhledem k tomu, Ze se mi nepodarilo dohledat mnoho zdrojti a literatury,
tykajici se pfimo této problematiky a reSici spole¢né mnoZstvi a spolecnou
kontaminaci CIT a OTA ve farmaceutickych, 1é¢ivych a medicinalnich bylinach a
Cajich, je moZné, Ze se jednd o jedinou praci a stanoveni, feSici presné tuto
problematiku v takovém rozsahu a u takovéhoto mnozstvi riiznych bylin. Prace by
tedy snad mohla slouZit jako podklad pro dikladnéjsi studii této problematiky a
rozSireni o studie a vyzkumy, zabyvajici se mnoZstvim preneseného mnoZstvi
mykotoxint pii tvorbé odvarit a také jaka miize byt primérna konzumace a expozice
témto mykotoxinim pii béZné konzumaci téchto volné dostupnych vyrobkl a

potravinovych doplik.
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Seznam pouzitych zkratek

e AA - Aristocholic Acid, aristocholova kyselina

e AD - Alzheimer's disease, Alzheimerova choroba

e ATP - Adenosine triphosphate, adenosintrifosfat

e BEN - Balkan Endemic Nephropathy, Balkdnska endemicka nefropatie

e CHN - Chinese Herb Nephropathy, ¢inska bylinna nefropatie

e CHRI - Chronal Renal Insufficiency, Chronicka renalni insuficience

e CIT - Citrinin

e DH-CIT - Dihydrocitrinon

e DNA - Deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

e EFSA - European Food Safety Authority, Evropsky drad pro bezpecnost
potravin

e ELISA - Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

e EU - Evropska unie

e IARC/WHO - International Agency for Research on Cancer/World Health
Organization, Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny Svétové
zdravotnické organizace

e IgG - Imunoglobulin G, Imunoglobuliny G

e IgM - Imunoglobulin M, Imunoglobuliny M

e NOAEL - No-Observed-Adverse-Effect Level, nejvyssi davka pri niZ nebyl
zjisStén negativni uc¢inek

e OATSs - Organic Anion Transporters, organické pirenasece anionti

e OATPs - Oragnic Anion-Transporting Polypeptides, polypeptidy prenasejici
organické aninonty

e OP-OTA - lactone-opened OTA

e OTA - Ochratoxin A

e OTB - Ochratoxin B

e OTC - Ochratoxin C

e OTa - Ochratoxin a

e PD - Parkinson's disease, Parkinsonova choroba

¢ RNA - Ribonucleic Acid, ribunukleova kyselina

e tRNA - transfer Ribonucleic Acid, transferova ribonukleova kyselina
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