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Anotace prace:

Frkova, V.: Stanoveni mykotoxinu ochratoxinu A ve vybranych vzorcich koreni. Hradec
Kralové: Prirodovédecka fakulta Univerzity Hradec Kralové. 62 s. Diplomova prace

Koreni je vyznamnou soucasti pripravy pokrmi i napojt, ale sou¢asné miiZe byt
také substratem pro riist toxigennich plisni. Ochratoxin A je mykotoxin produkovany
predevsSim plisnémi rodu Aspergillus a Penicillium, které mohou kontaminovat potraviny
i krmiva uz pri sklizni, nebo pfi nevhodném skladovani. Ochratoxin A vykazuje vyznamna
zdravotni nebezpeci pro ¢lovéka, a proto je nutné minimalizovat jeho dopad na lidské
zdravi. Na lidsky organismus pilisobi Fadou neZadoucich ucinkdi, jako jsou napf.
nefrotoxicita, hepatotoxicita, reprotoxicita, imunotoxicita, neurotoxicita, teratogenita,
genotoxicita a karcinogenita.

Cilem diplomové prace bylo zjistit vyskyt ochratoxinu A ve vybranych vzorcich
koreni, které jsou bézné dostupné na ¢eském trhu. Data byla ziskana pomoci Enzymové
imunoanalyzy po predchozi extrakci a separaci na imunoafinitnich kolonkach.
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Annotation:

Frkova, V.: Determination of mycotoxin ochratoxin A in selected spice samples. Hradec
Kralové: Faculty of Science, University of Hradec Kralové. 62 pp. Diploma thesis

Spices are an important part of meal and beverages preparations, but at the same
time they can also be a substrate for the growth of toxigenic fungi. Ochratoxin A is a
mycotoxin produced by fungi of the genera Aspergillus and Penicillium, which can
contaminate food and feed either at harvest or during improper storage. Ochratoxin A
represents a significant health risk and therefore its impact on human health must be
minimized. It has a number of side effects to the human body, such as nephrotoxicity,
hepatotoxicity, reprotoxicity, immunotoxicity, neurotoxicity, teratogenicity, genotoxicity
and carcinogenicity.

The aim of this thesis was to determine the occurrence of ochratoxin A in selected
samples of spices that are commonly available on the Czech market. Data were obtained

by Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay after prior extraction and separation on
immunoaffinity columns.
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1 Uvod

Mykotoxiny jsou chemicky réiznorodd skupina sekundarnich metabolitl
toxinogennich vlaknitych mikroskopickych hub - plisni (Ostry, 1998). Plisné jsou
mikroorganismy rozSifené celosvétové a velmi dobie se adaptuji pro kontaminaci
riznorodych substratii (VeliSek & Hajslova 2009). Toxiny produkuji pouze nékteré z nich,
a to v zavislosti na okolnich podminkach jako je teplota, vlhkost, pH ¢i obsah dal$ich latek
v substratu (De Ruyck et al, 2015). Projevy mykotoxikéz byly popisovany jiZ od
starovéku, i kdyZ mykotoxiny jako jejich ptivodci v té dobé jeSté nebyly objeveny (Malif &
Ostry, 2003).

Podle Malife a Ostrého (2003) lze na téma mykotoxin{l v potravinach aplikovat
nasledujici pravidla:

» Dva i vice mykotoxini mohou byt produkovany ur¢itym druhem plisni.

» Urcity mykotoxin miiZe byt produkovan zastupci nékolika rodi plisni.

» Odhaleni plisni v potraviné vZdy neznamend pritomnost mykotoxint.

» Ne vSechny kmeny potencionalné toxinogennich plisni jsou toxigenni.

Mykotoxiny se diky své vSudypiitomnosti vyskytuji prakticky na vSech urovnich
potravniho fetézce u vétsiny Zivocichl (VeliSek, 2002). Priznaky rtiznych mykotoxikdz
zaviseji na typu mykotoxinu, vysi a trvani expozice, véku, zdravi a pohlavi exponovaného
jedince (Modra & Svobodova, 2009); na dalSich faktorech, jako je napf. genetika a
interakce s jinymi toxickymi slozZkami (Benett & Klich, 2003). Z doposud znamych
mikroskopickych hub jsou jen nékteré druhy schopny produkovat jeden a vice
mykotoxint. Patii mezi né i fada béZnych druht, které se vyskytuji v okolnim prostredi i
na potravinach. Z toho dlivodu je pritomnost plisné na potravindch spojena s
uréitym rizikem (Silhdnek, 2004). Rizné mykotoxiny vyskytujici se spoleéné v
prirozeném prostiredi mohou mit synergické ucinky, coZ miiZe zesilit celkové nezadouci
toxické ucinky (Malir & Ostry, 2003).

Kromé téchto neZadoucich ucinkd predstavuji mykotoxiny také hrozbu pro
bezpecnost potravin. Zmény v zemédélskych vyrobnich postupech a zpracovani potravin
spolu s globalnimi zménami v environmentalni a verejné politice nas vyzyvaji k vyvoji a
zdokonalovani strategii a technologii k zajiSténi bezpetnych potravin a zdravého
zivotniho prostiedi (CAST, 2003).

Mykotoxiny predstavuji zavazné zdravotni nebezpeci pro zdravi clovéka. Svétova
zdravotnicka organizace (WHO, 2002) stanovila mezi hlavni rizikové kontaminanty
potravin a krmiv nékolik mykotoxin{i, napf. ochratoxin A (OTA), aflatoxiny (AF) B1, B2,
G1, G2, fumonisiny B1 a B2, deoxynivalenol, T-2 toxin, HT-2 toxin a zearalenon.

Pochopeni mechanismu ptlisobeni mykotoxinti na hostitele na bunécné i
biochemické trovni je diileZité z hlediska celkového cile - a to 1é¢it ¢i inhibovat piisobeni
mykotoxin{, ¢imzZ by se potencialné dal potlacit rozvoj nemoci a imrti jim pripisovanych
(CAST, 2003).
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2 Ochratoxin A

OTA patri podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) mezi jeden z péti
nejvyznamnéjsich mykotoxinli produkovanych toxinogennimi plisnémi. Dle Mezinarodni
agentury pro vyzkum rakoviny (IARC) nalezi OTA do kategorie 2B, tedy moZny
karcinogen pro ¢lovéka (WHO, 1993).

OTA je od doby objevu znam jako prirodni kontaminant plesnivych surovin,
potravin a krmiv. Mnohocetné toxické ucinky OTA jsou skutecnou hrozbou pro ¢lovéka a
zdravi zvirat (Malif et al,, 2016). OTA miZe byt produkovan mnoha druhy plisni rodu
Aspergillus, a v naSich mirnych klimatickych oblastech pak hojné rodem Penicillium. OTA
je béZnym kontaminantem rliznych potravin rostlinného i Zivo¢isného ptivodu, véetné
obilovin, kofeni, kavy, kakaa, piva, vina, rozinek, lusténin, masa a masnych vyrobki (Ostry
etal, 2013).

OTA je termostabilni mykotoxin, ktery lze znic¢it aZ po nékolika minutach pri
teploté vyssi neZ 250°C. Naopak pii béZnych tpravach pokrmii nedochazi k jeho zniceni
(Modra et al., 2014). Privod OTA vyskytujiciho se v nékolika komoditach prevladajicich v
lidské stravé i zvifecich krmivech, miiZze byt diivodem otravy - tzv. mykotoxikézy -
konkrétné ochratoxikézy (CAST, 2003).

2.1 Nazvoslovi OTA
Dle IARC (1993):

Registracni ¢islo CAS (Chemical Abstracts Services): 303-47-9

Nazev dle Chemical Abstracts: L-Phenylalanine, N-[(5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-
3-methyl-1-o0xo0-1H-2-benzopyran-7-yl)carbonyl]-, (R)-

Systematicky nazev dle IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry): N-[[(3R)-5-Chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-7-isochromanyl]carbonyl]-3-
phenyl-L-alanine

Synonymum nazvu: (-)-N-[(5-Chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-7-
isochromanyl)carbonyl]-3-phenylalanine

Sumarni (molekulovy) vzorec: C20H1806CIN
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Strukturni vzorec:

Obrazek 1: Strukturni vzorec OTA (Malit et al,, 2016).

2.2 Chemické a fyzikalni vlastnosti OTA

Z hlediska biosyntézy patii OTA mezi pentaketidy, obecné jej Ize charakterizovat
jako derivat izokumarinu vazaného na aminoskupinu L-f-fenylalaninu (Malif & Ostry,
2003).

Teplota bodu tani: 169 °C (IARC, 1993).
Molekulova hmotnost: 403,82 (Hrdina et al.,, 2004).

Popis: Bezbarva az bila krystalicka latka bez zapachu (IARC, 1993), slaba organicka
kyselina (Khoury & Atoui, 2010), v pritomnosti kyseliny ¢i zasady vyzaruje
v ultrafialovém svétle zelené aZ modré fluorescenc¢ni zareni (IARC, 1993).

Stabilita: Velmi stabilni v pevnych latkach, ¢aste¢né degradovan pri béZznych podminkach
vafeni, roztoky ochratoxinu jsou zcela degradovany plisobenim nadbytku roztoku
chlornanu sodného (IARC, 1993).

Rozpustnost: Dobfe rozpustny v organickych rozpoustédlech (napf. v chloroformu,
ethanolu, methanolu a xylenu) (WHO, 1990; IARC, 1993), slabé rozpustny ve vodé a téZce
rozpustny v nasycenych uhlovodicich (Khoury & Atoui, 2010), rozpustny ve vodném
roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného (Ringot et al., 2006).

2.2.1 Dalsi formy ochratoxinu

Bylo také identifikovdno nékolik metaboliti souvisejicich s OTA, zejména
ochratoxin B (OTB) - dechlorovany analog OTA, ochratoxin C (OTC) - jeho ethylester,
izokumarinovy derivat OTA - ochratoxin a a jeho dechlorovy analog ochratoxin 3 (Khoury
& Atoui, 2010).
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Ve vétsiné pripadli vyskytu mykotoxinli dochdazi zaroven k produkci nékolika
toxinli soucasné, naptiklad OTA, OTB nebo OTC. Tento soucasny vyskyt miliZze vést k
synergickym toxickym ucinklim - k adici a potenciaci (Ostry et al., 2013). Za netoxickou
formu je povaZovan OTa, vznikajici $tépenim peptidové vazby v OTA (Skarkova et al,,
2013).

2.3 Toxicita OTA

Mykotoxiny, tedy i OTA, jsou velmi stabilni latky a jejich mnoZstvi a také toxicita
proto nebyvaji pri béZném zpracovani surovin a potravin podstatné sniZzeny. Nasledkem
toho a v zavislosti na biologickém polocase se mohou mykotoxiny kumulovatv organismu
a diky jejich toxickému ucinku miiZe dochazet k rliznym projeviim onemocnéni (Modra &
Svobodova, 2009).

Vysledny ucinek mykotoxinti zavisi na mnoha faktorech - nejvice vyznamné jsou
délka expozice a jeji mira. Dale se uplatiiuje Zivocisny druh, vék jedince, jeho télesna
hmotnost nebo expozice jinymi toxiny. Mlad'ata byvaji obecné k ucinkim mykotoxint
citlivéjsi, protoZe jeSté nemaji dostate¢né vyvinuty imunitni systém (Modra & Svobodova,
2009). Mira toxicity a organové specificity OTA je zavisla na druhu metabolitu, ktery
vznikne pfi biotransformaci OTA, a to jak u lidi, tak zvirat (JECFA, 2008).

Akutni mykotoxikézy vznikaji po poZiti vysokych davek mykotoxind. Chronické
mykotoxikdzy jsou nasledkem dlouhodobéjsich expozic mykotoxinlim - a to po pfivodu
mensSich ¢i stredné vysokych davek mykotoxinli (Votava, 2003). Celosvétové hlaSena
vysoka mira vyskytu mykotoxint v nizkych koncentracich v potravinach i krmivech vede
k zavéru, Ze lidé i zvirata jsou Casto vystavovani na kratsi ¢i delSi dobu nizkym davkam
rozlicnych mykotoxin@. Tento ptivod nizkych davek mykotoxinii mliZe mit za nasledek
poskozeni bunék, tkani a organti v rtizném rozsahu (Przybylska - Gornowicz et al., 2015).
Mezi pozdni toxické uc¢inky OTA patii predevSim genotoxicita, ktera zahrnuje mutagenni
a karcinogenni uc¢inky (Malit & Ostry, 2003).

V organismu se OTA chova jako kumulativni jed, ktery je rychle absorbovan, ale
pomalu vylu¢ovan (Malif & Ostry, 2003). Polocas vylucovani u ¢lovéka je zhruba 35 dni
(Malir & Ostry, 2003; Modra et al,, 2014). OTA se hromadi v tukovych tkanich a ma velmi
pomaly metabolismus (Pitt, 2000). Jakmile je absorbovan, vaZe se na sérové proteiny a
koluje organismem s krvi. MliZe také prochazet pies placentu do plodu (Magan et al.,
2004).Vzhledem k tomu, Ze se OTA vylucuje i do mateiského mléka, miiZe byt nebezpecny
i pro kojence (Modra et al., 2014).

K&szegi & Podr (2016) mezi principy plisobeni OTA na organismus uvadéji napf.
inhibici syntézy bilkovin a produkci energie, indukci oxida¢niho stresu, tvorbu DNA
adukti a dale mezi jeho toxické plisobeni zahrnuji apoptézu ¢i nekrézu bunék a zastaveni
bunécného cyklu.
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Podle Coronela et al. (2010) jsou cilovym organem toxicity OTA ledviny, coZ by
mohlo souviset s tim, Ze jsou jeho elimina¢nim organem, ale zaroven zde dochazi k jeho
reabsorpci a ¢astecné tak i dalS$i kumulaci. Vedle nefrotoxického t¢inku OTA také piisobi
hepatotoxicky, teratogenné a imunosupresivné (Modra & Svobodova, 2009). Predchozi
studie dale ukazaly, Ze OTA pilisobi neurotoxicky, embryotoxicky, genotoxicky a
karcinogenné u rtiznych Zivoc¢isnych druhti (Malir et al., 2013). Magan et al. (2004) uvadi,
ze OTA je absorbovan do téla predevSim v gastrointestinalnim traktu a mnoZstvi, které
prostoupi do organismu, se liSi v zavislosti na Zivo¢iSném druhu. Absorpce probiha
nejprve v Zaludku a pak v tenkém strevé. Mimo ledvin se kumuluje také v jatrech, svalech
a tuku (Magan et al., 2004).

Ochratoxikoza je celosvétové se vyskytujici mykotoxikdzou, ktera byla popsana u
zvirat i lidi, ktera byla majoritné zapri¢inéna predevSim privodem OTA v krmivu ¢i
potravinach. Cetnost jejiho vyskytu zavisi na riiznych faktorech, jako jsou geografické
zony, klima, ro¢ni doba a dietarni zvyklosti (Malif & Ostry, 2003).

2.3.1 Nefrotoxicita

Chronicka expozice je zodpovédna za nefrotoxicitu, a také mtiZe vést ke vzniku
nadort, coZ bylo potvrzeno studiemi u potkant. Nékolik studif také prokazalo vyznamnou
souvislost expozice OTA s nékterymi formami nefropatii. Chronicka toxicita OTA se také
dale podili na mechanismu tvorby ledvinovych nadort (Malit et al., 2013).

Existuji hypotézy o souvislosti vysoké incidence nadorti urogenitalniho traktu v
Bulharsku a Jugoslavii s vyskytem Balkanské endemické nefropatie (BEN) a s vyskytem
OTA v kontaminovanych potravinach. V priibéhu 50. let bylo v urcitych oblastech
Bulharska, Jugoslavie a Rumunska prokazano fatalni onemocnéni ledvin u ¢lovéka. BEN
popisuje Pfohl-Leszkowicz (2009) jako tubulointersticialni chronické onemocnéni, kdy
dochézi k degeneraci tubuld, intersticialni fibréze a hyalinizaci glomerull. Nelze v§ak
vyloucit kauzalni roli i jinych nefrotoxickych agens (Ruprich, 1997). Herink, Rychlik &
Pelclova (2007) se domnivaji, Ze v etiologii BEN mohou mit vliv jeSté dalsi toxické latky,
jako napf. nefrotoxicky mykotoxin citrinin, ktery se Casto vyskytuje v zaplisnénych
krmivech spolu s OTA a miliZe proto jeho ucinek zesilit.

2.3.2 Imunotoxicita

OTA miiZe negativné ovliviiovat humoralni i buné¢nou imunitu, inhibuje B a T
lymfocyty, dale blokuje aktivitu NK bunék (,natural killer cells“- lymfocyty specifické
imunity) a produkci interferonu. Ma se za to, Ze OTA by mohl byt pri¢inou lymfopenie,
zplsobovat regresi thymu a obecné je schopny potlacit imunitni odpovéd (Khoury &
Atoui, 2010).

2.3.3 Teratogenita

OTA snadno prochézi placentou a vyvolava riizné morfologické anomalie u plodu.
ZavaZznost malformaci se 1isi podle zplisobu podani OTA a v zavislosti na gesta¢nim
obdobi (Khoury & Atoui, 2010). OTA je navic povaZzovan i za neurotoxickou slouceninu.
Kromeé toho se v jatrech, ledvinach a dalSich tkanich u mysSiho potomstva tvoii OTA-DNA
adukty (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993).
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2.3.4 Karcinogenita

Prvni studie na karcinogenitu indukovanou OTA byly provadény na potkanech,
mySich a pstruzich (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007). Nadory ledvin se u ¢lovéka
¢asto vyskytuji pfi dennim dietarnim pfivodu nad 70 ug OTA/kg télesné hmotnosti/den.
V oblastech Balkanu byly u obyvatelstva, které bylo vystaveno pilisobeni OTA, nalezeny
OTA-DNA adukty v renalni tkani a téZ i nadory (Pfohl-Leszkowicz, 2009). Vedle
karcinomu ledvin je OTA spojovan také se zvySenym vyskytem karcinomu varlat. Dal$im
moZnym cilem OTA by mohly byt prsni Zlazy, coZ bylo zkouméno pfi studii, kdy u 56 %
(28/50) testovanych samic potkana po konzumaci vysokych davek OTA byl pozorovan
zvySeny vyskyt fibroadenomu (nezhoubného nadoru) mlécnych zlaz (Pfohl-Leszkowicz &
Manderville, 2007).

24 Toxikokinetika OTA

Toxikokinetiku OTA ovliviiuji rtizné toxikokinetické i toxikodynamické pochody.
Po absorpci z gastrointestinalniho traktu je OTA vazan na sérové proteiny. Reakce
adsorbce OTA ze stireva zpét do obéhu v dlsledku recyklace Zlu¢ovych cest napoméaha
systémové redistribuci OTA smérem k riznym tkanim. Kromé toho dochazi k reabsorpci
OTA v proximalnich a distalnich tubulech ledvin. K akumulaci dochazi v krvi, ledvinach a
jatrech. Ledviny a jatra jsou také hlavnimi organy biotransformace OTA (Ringot et al,
2006).

241 Absorpce

K absorpci OTA po peroralnim podani dochazi prevazné pasivné z tenkého streva
v jeho neionizované formé, ktera je rozpustna v tucich. Pasivni absorpci podporuje vysoka
afinita OTA k plazmatickym proteintim (Malit et al,, 2013). Koncentrace toxinu a jeho
metabolitl je zavisla na fadé faktorl vcetné davky, cesty a délky podani a také na druhové
specifickych faktorech (Ringot et al., 2006).

2.4.2 Distribuce a eliminace

Na zakladé in vitro studii byla prozkoumana podstata interakce mezi OTA a
albuminem a z podkladu téchto dat bylo vyvozeno, Ze vazba na albumin zpomaluje
eliminaci OTA omezenim prenosu z krve do jaternich a ledvinovych bunék (Pfohl-
Leszkowicz et al., 1993). Byla prokazana silna vazba toxinu na protein v krevnim séru, na
ktery se OTA vaZe mnohem specifi¢téji neZ na albumin. Diky snadnému priichodu téchto
molekul pres glomerularni membranu, by tato vazba mohla mit rozhodujici vyznam v
mo¥né nefrotoxicité OTA u savcti (Skarkova et al,, 2013).

Polocas vylucovani po peroralnim poziti OTA (p.o.) je krat$i neZ po intraveno6zni
injekci (i.v.), coZ by mohlo byt zplisobeno diky priichodu jatry a nasledné eliminaci Zluc{
pied vstupem do systémového krevniho ob&hu. Utinnost kaZdé vylutovaci cesty je
ovlivnéna kromé cesty podani také davkou, stupném vazby na plazmatické proteiny a
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enterohepatalni cirkulaci OTA. Kromé renalnich a fekalnich cest vylucovani se OTA
vylucuje téZ do materského mléka (Ringot et al.,, 2006).

2.4.3 Biotransformace

Hlavnimi organy biotransformace OTA jsou jatra a ledviny (Ringot et al., 2006).

V téle miize byt OTA metabolizovan na hydroxylované derivaty napi.: 4-R-
hydroxyochratoxin A, 4-S-hydroxyochratoxin A, 10 OH-OTA, dale na nechlorovanou
formu OTA (OTB), otevirenou laktonovou formu (OP-OTA), chinonovou formu (OTHQ),
které se nachazeji v krvi nebo moci ve vySe uvedenych formach nebo jsou konjugovany
na glutathion (Pfohl-Leszkowicz, 2009). U zminénych metabolitli OTA se setkavame s
riznou mirou toxicity. Forma OP-OTA byla nalezena u hlodavcti a vykazuje dokonce vyssi
toxicitu nez samotny OTA. Naopak OTB je diky ztraté chléoru méné toxicky nez OTA.

vvvvvv

OTA (Skarkova et al., 2013). OTHQ byl navic prokazan jako hlavni metabolit odpovédny
za tvorbu DNA-aduktii (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007; Malif et al., 2013).

25 Producenti OTA

Stejné jako u jinych mykotoxinli ovliviiuji hladinu produkovaného toxinu
predevsSim substrat, uroverii vlhkosti, teplota a pritomnost konkuren¢ni mikrofléry, kdy
dochazi k interakci (Benett & Klich, 2003). V priibéhu péstovani kulturnich plodin vznika
mnoZstvi sloZitych vztahti a interakci mezi rostlinou, mikroskopickymi houbami, hmyzem
a zplisobem oSetrovani rostlin. Tyto interakce pak ovliviiuji produkci a obsah mykotoxint,
tedy i OTA, v potravinovych surovinach (Malif & Ostry, 2003).

Pti produkci OTA se uplatiiuji predevsim rody Penicillium a Aspergillus (Samson &
Pitt, 2000). Vlaknité mikromycety vyZadujici pro sviij riist nejvice kysliku kontaminuji
povrch substratu (Malit & Ostry, 2003). Plisné rodu Aspergillus ¢asto napadaji plodiny
predevSim béhem jejich skladovani. Rod Penicillium se uplatiiuje jak na polich, tak pri
skladovani plodin (Malir & et al,, 2001).V teplejsich tropickych a subtropickych oblastech
je OTA v potravinach produkovan zejména vlaknitymi mikroskopickymi houbami rodu
Aspergillus. V mirnéjSich a chladnéjsich oblastech je OTA produkovan predevSim
vlaknitymi mikroskopickymi houbami rodu Penicillium (Sweeney & Dobson, 1998).
K produkci OTA u Aspergillus ochraceus dochazi v teplotnim rozsahu mezi 15-37 °C.
Kmeny Penicillium verrucosum jsou schopny produkovat OTA jiZ v rozmezi od 4 - 30 °C
(Samson & Pitt, 2000). Jako optimalni ekologické podminky vhodné pro riist a produkci
OTA u P. verrucosum se uvadéji teplota ve vysi 25 ° C a vodn{ aktivita 0,90-0,99 a pro A.
ochraceus teplota 15-25 ° C a vodni aktivita 0,93-0,95 (Magan & Aldred, 2005). VétSina
vlaknitych mikroskopickych hub potiebuje pro svilij rozvoj kyslik. Nicméné diky
globalnimu oteplovani dochazi i zde k vyznamnym zménam ve vyskytu producenti OTA
a v zavislosti na tom i k vyskytu OTA - mnohdy jiZ v polnich podminkach (Malit & Ostry,
2003).
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2.5.1 Rod Penicillium

Taxonomie rodu Penicillium neni pro nezasvécené snadna a ve srovnani s rodem
& Hocking, 2009). V ramci uvedeného rodu je v soucasnosti popsano pies 200 druhti (Tan
& Tatsumura, 2015). Na hojné vétvenych septovanych vldknech se tvori konidiofory se
zaSpicatélymi koncovymi fialidami a ovalnymi ¢i kulovitymi konidiemi tvoricimi retizky.
Konidiofor s fialidami a konidiemi tak vytvari dojem Stétecku, a proto podle tohoto znaku
dostal tento rod ¢esky nazev plisen Stétickova (Fragner, 1967). Historicky asi nejznaméjsi
druh, Penicillium notatum (pozdéji prejmenovany na P. chrysogenum - Obrazek 2), je
spojeny se jménem sira Alexandra Fleminga a zahajenim éry antibiotik objevem
penicilinu (Tan & Tatsumura, 2015).

Penicillium chrysogenum

fialida

vetey

metula
asymetricky —stopka
vétveny
konidiofor

Obrdzek 2: Penicillium chrysogenum (Kubdtovd, 2001).
Prislusnici rodu Penicillium patii k nejrozsifenéjSim vlaknitym mikromycetiim
mirného a teplého klimatu. Jejich spory jsou témér vSudypritomné, a proto jsou také velmi
¢astymi kontaminanty potravin (Malif & Ostry, 2003).

Druhy zahrnuté ve skupiné Penicillium je obtizné od sebe odliSit a pro jejich
identifikaci je obvykle nutné pouZit molekuldrni metody. Pti identifikaci druhii Penicillium
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produkujicich OTA pouZivaji autofi studil nesjednocené nazvoslovi, coZ v literatufe
zplUsobuje zmatek (Cabafies et al., 2010). V soucasné dobé jsou v tomto rodu jedinymi
znamymi a uznavanymi producenty OTA druhy P. verrucosum a P. nordicum, a to navzdory
nékterym zpravam o produkci OTA jinymi druhy (Frisvad & Samson, 2004). Zminéné dva
druhy maji odlisSné ekologicky naroky. Penicillium verrucosum je hlavnim zdrojem
kontaminace OTA v obilovinach a produktech z nich predev§im v chladném a mirném
podnebi. Naproti tomu P. nordicum se obvykle nachazi na suSenych masnych vyrobcich a
syrech a mliZe byt pri¢inou kontaminace OTA v téchto potravinach (Cabafies et al.,, 2010).

2.5.2 Rod Aspergillus

Kolonie rodu Aspergillus vynikaji pestrou $kdlou pigmentti (mohou byt zbarveny v
riznych odstinech Zluté, Zlutozelené, zelenomodré, hnédé az cernoSedé), které mohou
difundovat daleko do agaru (Votava, 2003). Aspergily jsou v okolnim prostredi hojné
rozsifeny, nachazeji se v ptidé, ovzdusi, na rostlinach a rozkladajicich se organickych
latkach. V domacnostech byvaji soucasti prachu. A. flavus je nejcastéjSim druhem
kontaminujicim potraviny, zejména dlouho skladované, jelikoZ preziva i pri nizkém
obsahu vody v prostredi a vysSich teplotach (Jackson & Dobson, 2011).

Aspergillus
, higer

konidie
fialidy
metuly

méchyrek

konidiofor

Obrdzek 3: Aspergillus niger (Kubdtovd, 2001).
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Druhy rodu Aspergillus, které jsou schopny produkovat OTA (Tabulka 1), patii
predevsim do sekci: Circumdati (skupina A. ochraceus), Nigri (A. carbonarius a A. niger) a
Flavi (Hayat et al., 2012).

Aspergillus Sekce Lokace Zdroj
A. affinis Circumdati [talie rozkladajici se listy,
fluvialni mykobiota
A. albertensis Flavi Kanada vytér z ucha
A. alliaceus Flavi USA, Australie, Macrobasis albida,
Indonésie velky bariérovy utes,
orech kemiri, plida
A. welwitschiae Nigri Japonsko, Portugalsko, | koji, hroznové vino
§panélsko, Italie, Recko
A. carbonarius Nigri Cina, Italie, Australie, hroznové vino, pivo,
USA kava
A. cretensis Circumdati Recko, Izrael citrusy, ptida
A. flocculosus Circumdati Slovinsko, Indie, Recko, | solivarna
Nizozemsko
A. lacticoffeatus Nigri Venezuela, Indonésie kavova zrna, plida
A. niger Nigri Cina, Italie, §panélsko, hroznové vino, pivo,
Némecko, USA cerealie, kava, pSenice
setd, kukuftice
A. ochraceus Circumdati Cina, Italie, Portugalsko, | obiloviny, kava, napoje,
Dansko, Anglie, Francie, | hroznové vino,
Japonsko kukuftice
A. pseudoelegans Circumdati Kostarika ptda
A. roseoglobulosus | Circumdati Bahamy rozkladajici se listy
kofrenovniku obecného
A. sclerotioniger Nigri Indie kavova zrna, zelena
kava
A. sclerotiorum Circumdati USA, Thajsko, Cina jabloii lesni, ptida,
ovoce
A. steynii Circumdati Indie, Cina, Australie, zelené kavové zrno,
Panama, Argentina ryze, areka obecna, séja
A. sulphureus Circumdati Indie, Cina zasaditd plida
A. westerdijkiae Circumdati Jizni Afrika, Slovinsko, ryze, napoje, zelena
Cina, Indie kavova zrna, solj, ¢irok,
kukufrice, chilli, anyz,
hroznové vino

Tabulka 1: Druhy rodu Aspergillus produkujici OTA (Wang et al,, 2016).

2.6 OTA v potravinach

OTA mohou byt nejc¢astéji kontaminovany obilniny jako jeCmen, Zito, pSenice, oves,
kukurice a ryze (Velisek, 2002; Ostry et al, 2015), dale také so6jové boby, fazole,
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podzemnice olejnd (Suchy & Herzig, 2005; Vlkova et al, 2009), ofechy, arasidy a
bavinikova semena (Pfohl-Leskowicz et al., 2009). Velisek (2002) uvadi, Ze se OTA miiZe
nachazet v mase a uzenarskych vyrobcich a Magan et al. (2004) dopliiuje, Ze se miZe
vyskytovat také v mléce. Ke kontaminaci mykotoxiny miZe prispivat také vyuZiti
mikroskopickych vldknitych hub p¥i vyrobé plisiiovych syrii a fermentovanych masnych
vyrobki, nebo aditiv, napt. vitaminy a technické enzymy (VeliSek & Hajslova, 2009).

Mira expozice OTA (Graf 1) se procentualné odhaduje u surovin nasledné:
z obilovin (44 %), dale z vina (10 %), kavy (9 %), piva (7 %), kakaa (5 %), suSeného ovoce
(4 %), masa (3 %), kofeni (3 %) a ostatnich potravin (15 %) (Malir et al., 2005).

MIRA EXPOZICE OTA Z POTRAVIN

ostatni potraviny;
15% obiloviny; 44%

maso; 3%

susené ovoce; 4%

kakao; 5%

pivo; 7%

kava; 9%

Graf 1: Mira expozice OTA z rtiznych druhii potravin (Malir et al., 2005).

Mezi napoje s obsahem OTA patfi napr-.: pivo, vino, kava, zelena kava a kakao (Ostry
et al.,, 2015). Otteneder & Majerus (2000) uvadéji, Ze bila vina jsou méné kontaminovana
neZ vina ¢ervena, a dale Ze hroznové Stavy jsou kontaminované vice neZ vina. To ve své
studii vysvétluje Abrunhosa et al. (2005) tim, Ze béhem fermentace dochazi ke sniZen{
obsahu OTA, coZ je zplisobeno jeho adsorpci na pevnou fazi. Pfi pozorovani nebyl
prokazan rozklad OTA na jiné slouceniny v dlisledku metabolické aktivity kvasinek.

Vletech 2011-2014 bylo analyzovano 132 ¢eskych piv. Vyskyt OTA byl potvrzen u
81 % analyzovanych vzorkd. Jeho prlimérna koncentrace v nealkoholickych pivech byla
9,0 ng/l, vycepnich pivech 28,9 ng/l, lezacich 29,2 ng/1 a ve specialnich pivech 16,9 ng/I
(Bélakova et al., 2015). Lhotska et al. (2016) dodava, Ze v tmavych pivech byly hodnoty
kontaminace niZsi, coZ miiZe byt zpisobovano prazZenim sladu pfti vyssich teplotach.

Pokud se tyka cajii, tak Malir et al. (2014) uvadi, Ze obsah OTA v nélevu caje se lisi
od jeho obsahu v suSenych listech. Z této studie vyplyva, Ze prechod OTA z listii do nalevu

20



je vyss8i u Cerného Caje (v rozsahu mezi 7-59%) ve srovnani s ovocnym cajem (2-24%).
Jako faktory ovliviiujici koncentraci OTA v ndlevu kromé kvality ptivodni suroviny uvadi
také dobu kontaktu listii s vodou, dale pH a teplotu vody. Toman et al. (2017) v dalsi studii
potvrzuje, Ze prenos OTA do nalevu byl vySsi pri pripravé cerného caje tureckym
zplsobem (41,5 % +7 %), kdy doba louhovani listki ¢inila 15 minut. Obsah OTA v ¢aji
miiZe byt také ovlivnén napf. ovocnymi piimésemi/ptrichutémi.

2.6.1 OTA v koteni

Dosavadni studie spojené s vyskytem OTA ¢i jeho producentli poukazuji na vyskyt
u riznych druhi koteni.

VSechny vybrané testované vzorky kofreni z AlZzirska byly kontaminovany
plisnémi; mezi nejvice kontaminované druhy kofeni patril - zazvor, paprika, kmin a Safran
(Azzoune et al., 2015). Dale bylo zjiSténo, Ze vétSina analyzovanych vzorkl kofeni (napi-.:
rozmaryn, skorice, fenykl, bily a ¢erny pepf a oregano) vykazovala Sirokou kontaminaci
vlaknitymi mikroskopickymi toxinogennimi houbami, hiebi¢ek byl vyjimkou. Mezi hlavni
identifikované houby patrily Aspergillus a Penicillium s pritomnosti potencialné
toxinogennich druh@ A. flavus, A. nomius, A. parasiticus, A. niger, A. ochraceus a A.
carbonarius (Garcia et al, 2018). Chen et al. (2013) ve své studii provedené v Ciné
poukazuje na to, Ze podobnost osazeni plisnémi mezi Cerstvou a suSenou lékofrici je nizka.
Vysledky ukazuji pritomnost mikroskopickych hub produkujicich OTA na Cerstvém
koreni lékorice a naznacuji, Ze tyto houby mohou prezZit po traditnim suSeni kofene na
slunci. Penicillium chrysogenum z okolniho prostiredi pravdépodobné stabilné prispiva k
vysoké hladiné OTA v lékorici. Vysledky studie Yang et al. (2017) ukazaly, Ze inkubace
zazvoru s A. flavus a A. carbonarius po dobu 20 dnti vedla k produkci a akumulaci OTA.
V brazilské studii, kterou provedli Silva et al. (2021), byly v ¢erném pepfi nalezeny tyto
potencialné ochratoxigenni druhy: A. niger, A. welwitschiae, A. carbonarius, A.
westerdijkiae a A. ochraceus, proto je tfeba v ¢erném pepfi kontinualné sledovat jak tyto
producenty, tak OTA.

Vyskyt OTA byl potvrzen v koreni - napf. muskatovy oriSek, sladka a paliva paprika
v prasku (Ostry et al., 2015), 1ékorice, kurkuma (Malit et al., 2002; Ostry et al., 2015).

Ve studii zamérené na kofeni z malajského trhu uvadi Ali et al. (2015), Ze
analyzované zpracované praskové koreni (susSené chilli, fenykl, kmin, kurkuma, erny a
bily pepf, mak, koriandr, ,garam masala“a smés koteni pro ryby, maso a kureci kari) mélo
primérnou koncentraci OTA ve vysi 2,21 ng/g, koncentrace se pohybovaly v rozsahu
0,14 - 20,40 ng/g a vyskyt pozitivnich vzorki byl 79 %.

Darra et al. (2019) ve svém vyzkumu dochazi k zavéru, Ze kofeni bylo ve srovnani
s bylinami kontaminovanéj$i. Kromé toho byla u nékterych neregulovanych koteni a
nékterych bylin prokazana vyznamna kontaminace OTA, coZ nabada k zamySleni, Ze by
bylo vhodné pridani téchto surovin do seznamu regulovanych korent.
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2.6.2 Limity OTA v potravinach a kofeni

Toxicita mykotoxinli se projevuje uZ pii poziti nizkych davek, a proto je nutné
sledovat jejich vyskyt v potravinach a krmivech. OTA vykazuje vyznamnda zdravotni
nebezpedi pro ¢lovéka, a proto je nutné minimalizovat jeho dopad na lidské zdravi.

Podle narizeni evropské komise by se na trh nemély dostat produkty, které
obsahuji nadlimitni mnoZstvi kontaminujicich latek, a to ani jako sloZzky jinych potravin.
Dale je zakdzano michat vyrobky spliiujici limity s vyrobky nevyhovujicimi, aby se sniZzila
uroven kontaminace OTA. Dekontaminace plodin chemickym oSetfenim je rovnéz
zakazana (Evropska komise, 2006).

K zajisténi zdravotni nezavadnosti potravin a krmiv v ramci Evropské unie (EU)
prispiva tzv. Evropsky systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva (RASFF). RASFF
slouzi k rychlému Sifeni informaci o nebezpec¢nych ¢i kontaminovanych potravinach a
krmivech (Obrazek 4), ktera mohou predstavovat zdravotni riziko pro spotiebitele - ¢leny
EU. Jedna se o informace na urovni Evropské komise (EK), dale mezi ¢lenskymi staty EU
a Evropskym uradem pro bezpecnost potravin (EFSA) (SZPI, 2011). Na narodni urovni je
RASFF garantovan Organy ochrany verejného zdravi (OOVZ), Statni veterinarni spravou
(SVS) a Statni zemédélskou a potravinarskou inspekci (SZPI) (Malir et al., 2006).

ovoce a zelenina cukrovinky =
obilniny a pekarské vyrobky

maso a masné vyrobky kakao, kava a éaj

hotova jidla a snacky
el nealkoholické napoje

___polévky, vjvary, omicky
a ochucovadla
potraviny pro
zviasmi vyzivu
pridatné latky a aromata

mléko a mlécné vyrobky

ryby a rybi vyrobky

\ vino
\ ostatni potraviny

zmrzliny a dezerty

krmiva

orechy, vyrobky z ofechd a semena

pet food
FCM dopliiky stravy a PNT
wky a oleje korysi a vyrobky z nich

Obrazek 4: Graf ozndmenfi prijatych v roce 2019 dle kategorie nevyhovujiciho vyrobku z dat RASFF
(RASFF, 2019).

EFSA v roce 2006 stanovil pro OTA tolerovatelny tydenni privod (TWI) 120 ng/kg
t. hm. (tj. v prepoctu na den 17,14 ng/kg t. hm.), tento stanoveny TWI pro ¢lovéka byl
odvozen z hodnot pro nefrotoxicitu, nikoliv i pro karcinogenitu (EFSA, 2006), ale tato
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hodnota jiZ neni platna (EFSA, 2020). Narizeni Evropské komise ¢. 1881/2006 stanovuje
povolené limity pro urcité druhy potravin vrozmezi 0,5 - 10,0 ng/g (Tabulka 2).
V soucasnosti je vyskyt OTA v potravinach diskutovanym tématem. Mezi navrhované
zmény nafizeni patii stanoveni limitli u nékterych neregulovanych potravin jako napf.
suSené ovoce a bylinky, slunecnicova a dyinova semena, kakao a pistacie. U nékterych
regulovanych potravin (napf. kava, rozinky, 1ékorice) se navrhuje sniZzeni maximalniho
limitu OTA (MZe, 2021).

Narizeni Evropské Komise

. Maximalni limity OTA
Potraviny
[ng/g]

Dietni potraviny pro zvlastni 1é¢ebné ucely, urcené 0.50
specialné pro kojence ’

Obilné prikrmy a ostatni prikrmy urcené pro kojence a 0.50
malé déti ’

Hroznova $tava, rekonstituovana koncentrovana
hroznova Stava, hroznovy nektar, rekonstituovany 200

hroznovy moSt a rekonstituovany koncentrovany
hroznovy moS$t urcené pro lidskou spotrebu

Vino (v€etné Sumivého vina, s vyjimkou likérového vina a
vina s obsahem alkoholu nejméné 15 % objemovych) a 2,00
ovocné vino

Aromatizovana vina, aromatizované vinné napoje a

. P . 2,00
aromatizované vinné koktejly
VSechny produkty pochazejici z nezpracovanych obilovin,
vCetné zpracovanych vyrobki z obilovin a obilovin
urcenych k primé lidské spotiebé (kromé obilnych 300
piikrmt, ostatnich piikrm uréenych pro kojence a malé ’
déti a dietnich potravin pro zvlastni lé¢ebné ucely, urcené
specialné pro kojence)
PraZena kavova zrna a mleta prazena kava kromé £ 00
rozpustné kavy ’
PSenitny lepek neprodavany primo spotrebiteli 8,0
Rozpustna kava (instantni kava) 10,00
SuSené hrozny révy vinné (korintky, rozinky a sultanky) 10,00

Tabulka 2: Maximdlni limity pro OTA v potravindch/krmivech platné pro CR (Evropskd komise,
2006; Evropskd komise, 2012).

V pripadé nékterych lécivych rostlin a kofeni (Tabulka 3) ma EU oficialni predpisy,
které stanovuji limity OTA konkrétné povolené pro zazvor, kurkumu, muskatovy orisek,
pepr a lékofici, pric¢emZ zakonna hranice se pohybuje od 15 ng/g do 80 ng/g (Evropska
komise, 2015).
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Narizeni Evropské komise

Maximalni limity OTA

Potravina
[ng/g]

Korenti: Piper spp. (plody, v¢etné bilého a ¢erného pepre)

Mpyristica fragrans (muskatovy oriSek) Zingiber officinale 15
(zazvor) Curcuma longa (kurkuma)

Kofeni: Capsicum spp. (suSené plody, celé nebo mleté,

vCetné chilli, mletého chilli, kayenského pepte a papriky) 20
Smési koreni obsahujici jedno z vySe uvedenych koreni 15
Koren lékofrice, slozka bylinného caje 20

Vytazek z 1ékofice pro pouZiti v potravinarskych 80

vyrobcich, zejména v napojich a cukrovinkach

Tabulka 3: Maximdlni limity OTA v potravindch/krmivech platné pro CR (Evropskd komise, 2010;
Evropskd komise, 2015).

Je zndmo, Ze podminky prostiedi v misté rlistu hub (teplota, vodni aktivita, sloZeni
matrice, obsah vlhkosti, pH média, fyzicka kontaminace substratu, antifungalni vlastnosti
a dalsi faktory) hraji diileZitou roli pii akumulaci mykotoxinii v kotreni (Pitt & Hocking,
2009). Odpovédnost za udrzovani nezavadnych dodavek kotreni musi byt sdilena vyrobci,
zpracovateli, regula¢nimi agenturami, védeckou komunitou a samoziejmé i pristupem
spottebitelii. Mykotoxiny jsou kontaminanty, které nelze kompletné eliminovat. U¢inné
monitorovaci programy a regula¢ni limity v§ak mohou efektivné minimalizovat hladiny
mykotoxinti ve spotiebnich vyrobcich (Iha & Trucksess, 2019).

3 Koreni

Koreni je neodmyslitelnou surovinou pri piipravé a dochucovani pokrmii ve vsech
¢astech svéta. Jeho konzumace se liSi podle geologickych oblasti a kulturnich zvyklosti, ale
s globalizaci svétového trhu uZ jsou dostupné riizné druhy kofreni celosvétové. Koreni je
vyznamnou soucasti pripravy pokrmii i ¢ajovych nalevi, ale miiZe byt taktéZ substratem
pro riist toxinogennich plisni. Produkce kofeni pochazi predevSim z tropickych a
subtropickych oblasti, jejichZ klimatické podminky rozvoji plisni nahravaji.

Podle vyhlasky 331/1997 Sb. se kofenim rozumi casti rostlin jako kofeny,
oddenky, kiira, listy, nat, kvéty, plody, semena nebo jejich Casti, v nezbytné mire
technologicky zpracované a uZivané k ovliviiovani chuté a vliné potravin. Vyhlaska ¢.
398/2016 Sb. upravuje jakostni poZadavky na korenti - jako jsou smyslové pozadavky (na
vzhled, barvu, viini, chut koreni), fyzikalni a chemické poZadavky (napf. maximalni obsah
vody, obsah popela, minimalni obsah silice, maximalni podil pfimési).

Zatek (1981) popisuje kofeni jako véechny aromatické &asti rostlin, kromé mékké
lodyhové casti, pouzivané pro ochuceni potravin. Tyto ¢asti mohou byt Cerstvé, suSené
nebo jinak upravené. Koreni je zahrnovano do skupiny pochutin, které maji
zanedbatelnou kalorickou hodnotu, maji v§ak povzbudivé ucinky bud’ primo na travici
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ustroji ¢i nepfimo na nervovou soustavu. SlouZzi k aromatizovani a zvyraznéni chuti a
vliné potravin.

Valicek (2007) uvadi, Ze kofeni se neuziva jen v kuchyni, ale prakticky ve vSech
odvétvich potravinarského priimyslu, zejména pak pfi tpravé a konzervaci masa a uzenin,
v cukrarstvi, ale také v konzervovani zeleniny, ovoce a v likérnictvi. Nékteré druhy se téz
vyuZzivaji nejen v tradi¢ni medicing, ale jsou i dlleZitou surovinou ve farmaceutickém
primyslu, kde se fada 1éki vyrabi pravé z téchto surovin. Neugebauerova (2006) pak
dopliiuje, Ze Casto dochazi k vzajemnému prolinani kofreni a 1é¢ivych a aromatickych
rostlin.

Egyptané, Cifiané a Indové pouZivali kofeni v 1é&ivych piipravcich a procedurach
pocinaje kolem roku 2000 pft. n. L. Po staleti nachazelo kofeni vyuziti jako prisada do jidla
k Gipravé viiné a chuti kone¢nych pokrmi (Iha & Trucksess, 2019). Koreni je vyuZivano
pro své jedinetné chutové, barvici a aromatiza¢ni vlastnosti a nékteré druhy také pro
konzervacni, antimikrobialni a antioxida¢ni ucinky (Kabak & Dobson, 2017).

Typickym rysem koteni je jeho charakteristicka viiné a chut. Obsah pfirodnich
latek v rostliné neni dan pouze geneticky, ale jejich kvalita a mnoZstvi zavisi i na
podminkach okolniho prostredi. Jedna se predevSim o silice, horciny, trisloviny,
glykosidy, alkaloidy, flavonoidy, fytoncidy, kumariny, mineralni latky, pryskyfice,
sacharidy, vitaminy a fytosteroly (Valicek, 2007).

Ve studii Szlics et al. (2018) pomoci priizkumu zjistili, Ze pepi* a paprika, stejné jako
petrZzel a bazalka byly nejCastéji konzumovanymi kofenimi a bylinami v sedmi
sledovanych ¢lenskych statech Evropské unie. Udaje rovné% potvrdily zvyklosti specifické
pro jednotlivé zemé, jako je casta konzumace pepie v Némecku nebo papriky na
Slovensku a v Madarsku. Vysoka cetnost spotreby petrzelky byla zaznamenana v
Mad'arsku, na Slovensku a v Rakousku. Studie dale poukazala na ucinek rozsireni
nékterych narodnich kuchyni, jako je napft. italska, coZ mélo za nasledek vyssi spotiebu
zelenych bylin, jako je bazalka a oregano.

Zazvor ma rostouci celosvétovou oblibu diky svym pozitivnim 1ékarskym ucinktim.
Plisiova kontaminace a mykotoxiny vSak prinaseji problémy sudrZovanim kvality a
bezpecnosti této komodity (Yang et al., 2017).

PrestoZe koreni je do piiprav pokrmil pouZivano v men$im mnoZstvi, je uznavano
jako vyznamny vektor plisni a mykotoxinii, zejména kviili nevyhovujicim podminkdm
panujicim v rozvojovych zemich, kde je péstovano nebo uvadéno na trh (Motloung et al,
2018). Kontaminované kofeni proto miiZe byt skodlivé pro zdravi lidi a zvirat (lha &
Trucksess, 2019).

V rozvojovych zemich, kde panuje teplé a vlhké klima podporujici riist plisni, je
tézké zajistit dodrzovani spravné zemédélské praxe, spravné vyrobni praxe a spravné
hygienické praxe (Marroquin-Cardona, 2014). Nevyhovujici podminky béhem faze suSeni,
prepravy a skladovani pri vyrobé koreni mohou vést ke kontaminaci mykotoxiny. Kromé
prevladajicich klimatickych podminek, také del$i obdobi sucha a vySsi obsah vlhkosti
mohou zplisobit rozvoj mykotoxinti v koteni (Jalili, 2016).
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OTA je po AF druhym nejcastéji analyzovanym mykotoxinem v koreni. Pokud se
tyka OTA v kofeni, kde je jeho vyskyt velmi vysoky nebo vysoky, tak mnohé studie
nejcastéji zminuji cerny pepf, chilli, zazvor, fenykl a kurkumu (Pickova et al.,, 2020).

3.1 Kontaminace kofeni mykotoxiny

Plisné jsou mikroorganismy rozsifené po celém svété, velmi dobie adaptované pro
kontaminaci rznorodych substratli. Toxiny produkuji pouze nékteré z nich, a to v
zavislosti na okolnich podminkach (De Ruyck et al, 2015). Kontaminace potravin je
prirozeny proces, kterému vs$ak lze pouze ale do urCité miry zamezit pfi dodrZovani
spravné zemeédeélské, technologické a hygienické praxe (Malif et al., 2005; Malit & Ostry,
2012).

Plisné zodpovédné za kontaminaci OTA se liSi{ v zavislosti na plodiné a misté
vyskytu (Ostry et al., 2013). Tvorba mykotoxinti zavisi na adé faktort, jako jsou vlhkost,
teplota, pH, pritomnost kysliku (Malii & Ostry, 2003), poskozeni celistvosti zpilisobené
mechanicky nebo hmyzem, teplotnim poSkozenim a kvalitou houbového inokula stejné
jako interakci nebo konkurenci mezi liniemi hub (Suchy & Herzig, 2005). V oblastech
zamorenych hmyzem jsou suroviny daleko vice nachylné ke kontaminaci mykotoxiny.
Hmyz obecné poSkozuje jejich povrchy, coZ usnadiiuje penetraci inokula (Malif & Ostry,
2003). Rozsah kontaminace zemédélskych plodin mykotoxiny je ovliviiovan vlastni
rezistenci daného kultivaru plodiny proti napadani plisnémi a mirou fyziologického
stresu. Dal8$im faktorem je virulence a typ produkovaného mykotoxinu. V neposledni radé
také zavisi na fazi vegetatniho cyklu a schopnosti enzymovych systémi rostliny
transformovat mykotoxin na netoxickou latku (VeliSek & Hajslova, 2009).

Scheuer & Gareis (2002) uvadi, Ze z hlediska porovnani - dle zemépisného ptivodu
vzorkl - nejvice kontaminovanych vzorkl kotfeni na obsah OTA pochazelo z jihovychodni
Asie a Indie. Dale bylo zjisténo, Ze vysoce kontaminované vzorky papriky pochazely také
z lzraele. Pickova et al. (2020) ze zprav RASFF uvadi procentualni zastoupeni z oznameni
vyskytu OTA dle pivodu: Indie (38,5 %), dale nasledovaly Indonésie (13,6 %), Etiopie
(11,7 %), Sri Lanka (9,9 %), Pakistan (5,9 %), Cina (4,0 %) a Nigérie (1,8 %) a dal$i zem&.

Pickova et al. (2020) uvadyi, Ze v souladu s piedchozimi studiemi na OTA miiZeme
nékteré druhy koreni podle miry vyskytu OTA (% pozitivnich vzork) zatadit do rtiznych
kategorii:

» Velmi vysoky (nad 75 %): kari, muskatovy ofech.

» Vysoky (do 75 %): muskatovy kvét.

» Mirny (do 50 %): anyz, kmin, kardamon, chilli, koriandr, fenykl, ¢esnek, zazvor,
1ékorice, piskavice, majoranka, ¢erny pepf, Salvéj, kurkuma.

» Nizky (do 25 %): bily pepf, skofice, hoiCice, rozmaryn.

> Zédny’ (0 _%): oregano, bazalka, hiebitek, bobkovy list, tymian, mata, petrzel,
Safran, nové koteni, cibule.
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Qin et al. (2020) udava procentualni podil zastoupeni OTA u pozitivnich vzork
bylin - a to v jednotlivych ¢astech rostliny, béZné vyuZzivanych v ¢inské lidové mediciné
(Graf 2).

Podil OTA v castech rostlin

ostatni casti;
kara; 5% 10%

plody a semena;
32%

Graf 2: Podil OTA v cdstech rostliny (Qin et al. 2020).

Mykotoxiny mohou kontaminovat zemédélské komodity na poli nebo béhem
skladovani (Streit et al, 2012). Pokud mykotoxiny kontaminuji suroviny k vyrobé
potravin uz pied sklizni, mluvime o kontaminaci primarni, pokud dojde k riistu plisni pti
skladovani, zpracovani, baleni ¢i dals$im nevhodnym zachazenim, mluvime o produkci
sekundarni (Malit & Ostry, 2003).

Pti sklizni, sbéru, prepravé, suSeni a skladovani potravinarskych entit by méla
existovat vhodnd opatifeni (Zahra et al, 2018). Komezeni vyskytu mykotoxini
zplUsobenych sekundarni kontaminaci lze vyuZit néktera preventivni opatfeni jako napf.
zabranit mechanickému poskozeni povrchu (pfi sklizni a uskladnéni nebo jakékoliv
manipulaci), kvalitni oSetfeni a uskladnéni plodin po sklizni. Pfi skladovani musi byt
komodita sucha, bez pristupu kysliku (napf. pomoci vakuovani), fermentovana nebo
oSetiena chemikaliemi, které inhibuji plisné (Suchy & Herzig, 2005).

Vyvoj ulinnych strategii ke zmirnéni toxicity vyvolané OTA je velmi slozZity,
protoZe mechanismus piisobeni OTA stéle neni kompletné objasnén. Toxicky ucinek je
vysledkem mnoha jeho pilisobeni, jako je inhibice syntézy proteinti, pfima genotoxicita a
zastaveni buné¢ného cyklu. Inhibice absorpce OTA a stimulace eliminace OTA, ktera by
zabranovala akumulaci OTA, se zda jako slibny krok (Kdszegi & Podr, 2016).
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3.2 Zamezeni vyskytu mykotoxini

Zamezeni vyskytu mykotoxinli v potravinovém ftetézci vyZaduje pochopeni
strategii pro zvlddani mykotoxinli. Soucasti této strategie je, aby komodity
kontaminované mykotoxiny vlibec nevstupovaly do zafizeni na zpracovani potravin a
krmiv. Toho lze dosahnout zavedenim kvalitniho testovaciho programu pro prichozi
potravinové suroviny. Zahrnuje to také vedeni platnych zaznami o vSech procesech a
schopnost ekonomicky a obecné bezpecné odstranit veSkerou kontaminovanou davku
materialu, ktera byla neiimyslné prijata (CAST, 2003). Soutasna data naznacuji, Ze néktera
kofeni mohou predstavovat zdroj expozice karcinogennim mykotoxintim. Z téchto
dtivodil je nutné prijmout opatireni k produkci kvalitnéjsiho kofeni. Naptiklad zlepSeni
postupii po sklizni, jako jsou techniky suSeni a podminky skladovani, které mohou byt
uzitetné k minimalizaci riistu nejenom vldknitych mikroskopickych hub, ale mohou i
prispét knaslednému sniZeni kontaminace koreni mykotoxiny. Také kvalita baleni se
miiZe vyznamné podilet na dodavce nezdvadného koreni (Azzoune et al., 2015).

Pouziti védecky podloZzeného Systému analyzy rizika a stanoveni kritickych
kontrolnich bodi (HACCP) pro vSechny kroky pred sklizni, béhem sklizné, po sklizni,
béhem skladovani, prepravy a baleni mliZe napomoci kontrolovat vyskyt mykotoxinii v
kofeni. Dekontaminacni strategie by mély byt pouZity jako posledni moZnost ke sniZeni
kontaminace mykotoxinil na prtijatelnou droveii pro lidskou (piipadné zviteci) spotiebu.
Spravna hygienicka praxe a fyzicka separace tridénim koreni jsou nejlepsi kroky vedouci
ke sniZeni obsahu mykotoxini pravé na prijatelnou uroven (lha & Trucksess, 2019).
Zpracovani potravin miiZe napomoci sniZit expozici mykotoxintim - a to bud’ zni¢enim ¢i
eliminaci mykotoxind, jejich transformaci na méné toxické derivaty, adsorpci mykotoxini
na pevné povrchy, nebo sniZenim jejich biologické dostupnosti v dlisledku chemického
pfipojeni ke strukturam potravinové matrice. Uplné eliminace mykotoxini z
potravinového produktu zpracovanim lze dosahnout jen zifidka. Konefnym cilem
zmirnéni vlivu myKkotoxinii je zabranit nepfiznivym Gcinklim na zdravi zplisobenych
expozici mykotoxinlim v potravinach pti zachovani nutri¢ni a organoleptické kvality
potravin (Karlovsky et al., 2016).

4 ELISA - Imunochemicka metoda stanoveni

Tato diplomova prace se zabyva vyskytem ochratoxinu A ve vybranych vzorcich
koreni, které jsou béZné dostupné na ceském trhu. Ke zjisténi koncentrace OTA ve
vzorcich se pouZila enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ELISA) za predchozi extrakce
a separace na imunoafinitnich kolonkach (IAK). Tato analyticka metoda je zaloZena na
specifické interakci antigenu (v tomto pripadé OTA) a protilatky a vyuZziva se ke
kvantitativnimu stanoveni rlznych antigeni. Stanoveni OTA ve vzorcich probéhlo
spektrofotometricky.

Pro analyzu OTA se nejcastéji pouzivaji metody imunochemické a
chromatografické. Imunochemické reakce jsou zaloZeny na reakci antigenu a protilatky.
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Metody chromatografické jsou zaloZeny na separacnich technikach. Principem je déleni
sloZek, které se nachazi mezi dvéma fazemi, z nichZ jedna je pohybliva a druha stacionarni
(Malir et al, 2003). Obecné se vSechny chemické metody k analyze OTA sestavaji z
nékolika krokii (extrakce, ¢isténi, separace, detekce, kvantifikace a potvrzeni identity)
(Van Egmond, 1991).

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) neboli enzymova imunoanalyza na
pevné fazi (Stejskal etal.,, 2008) se zaklada na reakci antigenu (mykotoxinu) s protilatkou,
u niZ se méri mnoZstvi navazanych latek pomoci pridani enzymem znaceného antigenu ci
protilatky. Méreni se provadi spektrofotometricky (Malir et al., 2003, Laciakova et al,
2011). Jedna se o jednu z nejcastéji vyuzivanych imunologickych metod, ktera slouZzi k
detekci a kvantifikaci protilatek a antigenu (HabusStova et al,, 2011).

Byl vyvinut a optimalizovan postup k rychlému a ndakladové efektivnimu
screeningu OTA na zakladé C(isticich tandemovych imunoanalytickych kolon a
optimalizovan pro detekci OTA v koreni (Goryacheva et al, 2006). Vysledky studie
ukazaly, Ze smés methanolu a NaHCO3 (50:50) pro extrakci a kompetitivni pfima metoda
ELISA jsou schopny detekovat nizké koncentrace OTA v suroviné, coZ bylo nasledné
potvrzeno pomoci HPLC s fluorescen¢ni detekci (Espejo et al,, 2010).

Antigen

Antigeny jsou makromolekuly prirozeného i syntetického ptivodu. Z chemického
hlediska zahrnuji proteiny, polypeptidy, polysacharidy a nukleoproteiny. Mezi jejich dvé
zakladni vlastnosti patii, Ze navozuji specifickou imunitni odpovéd’ a specificky reaguji s
produkty této odpovédi (tj. protilatkami). Na povrchu molekuly antigenu se nachazeji tzv.
epitopy, coZ je skupina atom, kterd je schopna reagovat s vazebnym mistem protilatky
(Janatkova, 2014).

Protildtka
Protilatky jsou specifické latky vici prislusSnému antigenu ¢i antigentim (Stejskal
etal, 2008).

Konjugadt

Konjugat je oznaceni pro spojeni dvou ¢i vice latek pomoci chemické nebo jiné
reakce (Fialova, 2013). Podle HabuStové (2011) je to sekundarni protilatka, na kterou je
navazan enzym a reaguje s primarni protilatkou. Primarni protilatka se vii¢i sekundarni{
protilatce chova jako antigen.

Stop roztok

Stop (zastavovaci) roztok je slaby roztok kyseliny, kterym se po urcité dobé
zastavuje enzymova reakce. Jeho pouzitim dojde ke zméné barvy z modré na Zlutou, ktera
je méritelna na spektrofotometru pii vinové délce 450 nm (Fialova, 2013).

Substrdt
Substrat je chemicka sloucenina, se kterou enzym specificky reaguje za vzniku
barevného produktu (Crowther, 2000). Pokud v jamkach neni navazany konjugat,
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nedojde k barevné preméné a obsah jamek se nezbarvi (Fialova, 2013). Vét3i intenzita
zbarveni je u negativniho vzorku a ma tedy i vy3$Si absorbanci. Ke zjiSténi koncentrace
vzorku je nutné promérit kalibra¢ni zavislost, ktera se ziska zmérenim absorbance
standardnich roztokl (Stejskal et al.,, 2008). Vysledny komplex je poté méren pomoci
spektrofotometru (Malif et al., 2003, Laciakova et al., 2011).

Mezi jednotlivymi kroky provadéni testu ELISA je zapotfebi odstranit z jamek
nenavazané slozky nebo protilatky znatené enzymem. Toto promyvani se provadi
naplnénim jamek promyvacim roztokem, ktery je pak odstraniovan. Tento postup se
nékolikrat opakuje. Pokud by nebyly vymyty protilatky znacené enzymem, bylo by
zbarveni ve vSech jamkach stejné bez ohledu na mnoZstvi specifickych protilatek ve
vzorcich. V jamkach se slepych vzorkem by se nemélo vyvinout viditelné zbarveni, nebot
misto vzorku je pouzit redici roztok, ktery neobsahuje zZadné protilatky. Konjugat, ktery
se nema na co navazat, je odstranén pfi promyvani. Slabé Zluté zbarveni miiZe byt
zplsobeno piitomnosti zbytku konjugatu, ktery byl nedostate¢né vymyt (Fialova, 2013).

Metodu ELISA miiZeme délit na kompetitivni a nekompetitivni. Oba formaty lze
pouzit jako pfimou ¢i nepfimou metodu (Stejskal et al., 2008).

4.1.1 Kompetitivni ELISA

Pokud je znacenou komponentou antigen jedna se o kompetitivni ELISA metodu
(Laciakova et al.,, 2011). Pri kompetitivni metodé ELISA je vyuzivana jedna protilatka,
ktera je limitovana svym mnozstvim. Kompetice probiha o vazebna mista této protilatky
mezi znacenym antigenem, kterého je mirny nadbytek a neznacenym antigenem, jenz je v
analyzovaném vzorku (HabuStova et al, 2011). U kompetitivhi metody je méreno
mnozstvi navazaného znaceného antigenu s protilatkou, l1ze ale také mérit mnozstvi
nenavazaného znaceného antigenu (Malir et al.,, 2003).

4.1.2 Nekompetitivni ELISA

Pokud je znacenou komponentou protilatka jedna se o metodu nekompetitivni
(Laciakova et al, 2011). K reakci dochazi pouze u jednoho antigenu, kterym je
analyzovana latka. Kvantifikace vazby protilatky-antigenu probiha diky sekundarni
protilatce, ktera miiZe byt konjugovana enzymem (Habustova et al.,, 2011).

Podminkou je pfitomnost alesponi dvou vazebnych mist na antigenu. Antigen je
zachycovan mezi dvé protilatky a vytvorfi tak ,sendvic¢“. Na imobilizované protilatce se
zachyti antigen, po promyti se pirida druha znacena protilatka. Dal§im promytim se pak
odstrani nenavazané znacené protilatky (Stejskal et al, 2008). Pro nekompetitivni
metodu ELISA plati, Ze mnoZstvi antigenu navazaného na sténu desticky musi byt v
nadbytku vzhledem k ocekavanému mnoZstvi protilatek. V pripadé nedostatecného
mnozstvi antigenu by se nékteré protilatky v testovanych vzorcich nemély na co navazat
a béhem promyvani by byly odstranény (Fialova, 2013).

30



5 Metodika

Separace OTA byla provedena na imunoafinitnich kolonkach (modifikovanou
metodou dle Zimmerli & Dick, 1995) s cilem zvySeni citlivosti dané metody. Vzorky
prrecisténé timto zplisobem byly nasledné analyzovany na ELISA readeru (fotometru).
Certifikovanym referen¢nim materialem (OTA v paprice) zakoupenym z Fapas® z Velké
Britanie byla ovéfena spravnost (resp. vytéznost) metody a jeji presnost (resp.
opakovatelnost) v sérii a ¢ase. Fapas® je svétové uznavany akreditovany poskytovatel
testovani zpiisobilosti a jejich referenc¢ni materidly jsou generovany podle zasad
Mezinarodni organizace pro normalizaci (ISO).

5.1 Stanoveni OTA v kofeni metodou ELISA

Imunochemickd metoda ELISA je zaloZena na principu interakce antigenu a
specifickych protilatek, pri které se vytvari imunokomplex antigen-protilatka. Ke
stanoveni se vyuZiva znaceni enzymu na jednom z reaktantdi (Habustova et al, 2011).
Vytvorenim této vazby vznika produkt enzymatické reakce, ktery je detekovan (Stejskal
etal, 2008).

51.1 Bezpecnost praces OTA

Dle I[ARC (WHO) nalezi OTA do kategorie 2B, tedy moZny karcinogen pro ¢lovéka.

Malir (2010) uvadi, Ze s OTA je nutné pracovat v ochrannych rukavicich a pracovni
ukony provadét v dobre vétrané digestofi €i vlaminarnim boxu. VSechny pracovni
povrchy a pomiticky (vcetné skla) musi byt po skonceni prace ihned dekontaminovany.
Detoxikace ploch se provadi vétSinou chemickymi metodami, a to za pouZiti chlornanu
sodného, ktery je schopen eliminovat OTA a dal§i mykotoxiny, podobné jako RBS-35 pfi
teploté 50 °C (Malif & Ostry, 2003).

5.1.2 Pourzité chemikalie, laboratorni a spotifebni material, pfistroje

Pouzité chemikalie
e chloroform (CHCls)
e hydrogenuhlic¢itan sodny (NaHCOs3)
e hydrogenfosforetnan sodny (NazHPO4)
e dihydrogenfosforetnan draselny (KH2PO4)
e kyselina ortofosfore¢na (H3PO4)
e kyselina octova (CH;COOH)
e kyselina mravenci (HCOOH)
e chlorid draselny (KCI)
e chlorid sodny (NaCl)
e metanol (CH30H)
e ultracista voda Milli Q plus
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Pouzité roztoky

fosfatovy salinicky pufr PBS

- navazi se 8 g NaCl, 1,2g NazHPO4, 0,2 g KH2P0O4 a 0,2 g KCI. Tyto chemikalie jsou
smichany a rozpuStény v 900 ml ultracisté vody Milli Q plus.

Roztok Ize uchovavat v lednicce ptiblizné 12 mésici.

PBS s 15 % metanolem
- do 100 ml odmérky se napipetuje 15 ml CHsOH a po rysku doplni roztokem PBS.

roztok H3PO4 + NaCl

- Do 1000 ml odmérky se napipetuje 33,7 ml 85% H3PO4 a prida se 116,9 g NaCl,
doplni se do 1 1 vodou Milli Q a nékolika kapkami 0,5 M H3PO4. Hodnota pH se
upravi na 1,6 (ovéieno pH metrem). Roztok je stabilni ptibliZné 6 mésict.

2% roztok kyseliny octové v metanolu

70% metanol

Pristroje a pomocna zarizeni

spektrofotometr Epoch BioTek,

promyvacka BioTek ELx50,

laboratorni centrifuga MPW - 351e,

koncentrator LAB-EVA,

trepacka ReaxMulti,

ultrazvukova lazen FISHERBRAND,

imunoafinitni kolonky OCHRAPEP,

zatizeni pro fizeny priitok imunoafinitni kolonkou BAKER SPE 12,
prosavaci pumpa MILLIPORE,

vakuova jednotka BAKER SPE 12G vakuovy manifold,
analytické vahy KERN EW PCB 2000,

zatizeni pro upravu ultracisté vody Milli Q plus,
centrifugatni nadobky,

mikroreak¢ni vialky 2 a 5 ml,

mikropipety s proménnym objemem 20-200 pl a 200 - 1000 pl,
pipety a Spicky na pipety,

Erlenmeyerova barika,

odmérny valec,

papirové filtry,

nalevka,

kapatka,

laboratorni sklo.
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ELISA souprava - RIDASCREEN Ochratoxin A 30/15

Soucasti sady:

mikrotitracni desticka - 96 jamek pokrytych protilatkami proti OTA

6x OTA standard, 1,3 ml - o koncentraci 0, 50, 100, 300, 900, 1800 ppt
konjugat, 0,7 ml - peroxidasovy konjugat OTA, koncentrat
substrat/chromogen, 10 ml - latka ménici svou barvu po reakci s enzymem
stop roztok, 14 ml - zastavovaci roztok

zied'ovaci pufr, 7 ml - pro pripravu 10 mM pufru, 0,05% roztok, hodnota pH 7
promyvaci solny pufr - rozpustit stil

DN NI NI N NN

5.2 Odbér koieni

Na ¢eském trhu bylo zakoupeno 54 druhti koteni od rtiznych dodavateli a znacek.

Distribuce mykotoxinti v balenf je nehomogenni, a proto je nutny zptisob odebrani
vzorku z baleni tak, aby vznikla homogenni smés vhodna pro testovani na pritomnost
mykotoxint. Proto jsme pouZili metodu kvartace.

Uzaviena baleni koteni byla protfepana a poté vzorky z nich odebrany zptisobem
kvartace. To znamena, Ze cely obsah protiepaného koreni byl vysypan na filtratni papir
s naznacenym krizem, ktery papir délil na rovnhomérné ctvrtiny. Na filtracnim papife se
obsah kofeni diikladné promichal a rovhomérné rozprostrel. Z takto pripraveného
materialu jsme postupné odebirali laboratorni 1Zickou vzorky z nahodnych mist kazdé
ctvrtiny krize. Takto byla pripravena navazka 2 g od kazdého druhu koreni. Mezi
jednotlivymi druhy kofenti se 1zicka oplachovala metanolem, aby nedoslo ke kontaminaci
vzorkd. Filtra¢ni papir se téZ pokaZdém druhu kotfeni ménil.

5.3 Postup pfipravy vzorku a separace OTA na imunoafinitnich kolonkach

Priprava vzorkli kofeni probihala podle navodu Zimmerli & Dick (1995)
s nékterymi modifikacemi.

Do polypropylenové nadobky je umisténa navazka 2 g z vybraného druhu koteni.
K'nise prida 10 ml pufru (HsPO4 a NaCl). Po dobu 1 minuty je smés intenzivné protiepana
na trepacce ReaxMulti. Pred vloZenim do trepacky je vhodné smés protirepat v ruce,
odpustit nahromadény plyn a vicko znovu pevné uzavrit.
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Obrazek 5: Vzorky koreni s PBS na trepacce ReaxMulti.

Dal$im krokem je extrakce pomoci CHCls. Chloroform je pridavan celkem 4x po 5
ml a po kazdé je nutné nadobku po dobu 3 minut protfrepat na ReaxMulti. Nadobky se
umisti do centrifugy s rychlosti 4500 otac¢ek za minutu, na dobu 15 minut. Nasleduje
opatrné odpipetovani spodni chloroformové faze do sklenéné nadobky o objemu 20 ml.

Obrdzek 6: Extrakce pomoci chloroformu, odebirdni spodni vrstvy.

Tato chloroformova faze je nasledné odparena pod proudem dusiku pfi teploté do
45°C. Reziduum ve sklenéné nadobce se splachne kvantitativné ddvkami chloroformu o
celkovém objemu 5 ml. Nadobku poté vloZime na 3 minuty do ReaxMulti a 5 minut do
ultrazvukové lazné.
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Inventarni gislo

DH-P 14291

Obrazek 7: Vzorky pro lepsi rozpusténi umisteny v ultrazvukové ldzni.

Poté je chloroformova faze dvakrat extrahovana 5 ml 3% NaHCOs. Smés je nutné
po dobu 3 minut protiepat, nasledné je vloZena do centrifugy na 5 minut s rychlosti 3500
otacek za minutu. Podil NaHCOs3 z horni vrstvy, se stahne do polypropylenové nadobky,
ve které uz je predem odpipetovano 1 ml CHClza 0,5 ml HCOOH.

Obrazek 8: Extrakce pomoci hydrogenuhlicitanu, stahuje se horni vrstva.

Vodna uhli¢itanova vrstva je reextrahovana 2 x 2 ml CHCls. Oba vzorky se daji
tiepat na 3 minuty a centrifugace probiha 5 minut pii 3500 otackach za minutu.
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Obrazek 9: Vzorky umistény v centrifuze.

Spodni chloroformova vrstva je opatrné odpipetovana do sklenéné nadobky a je
odparena pod proudem dusiku p¥i teploté 45°C.

pigital Dry Bath

Obrazek 10: Odparovani vzorkii dusikem pri 45°C na koncentrdtoru.

Dale probiha preciSténi na imunoafinitni kolonce.
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Reziduum se nechd rozpustit v5 ml roztoku PBS-metanol 15 %. Pro lepsi
rozpusténi miizeme vloZit nddobku na 3 minuty do tiepacky a na 5 minut do ultrazvukové
lazné. Roztokem PBS-metanol 15 % se poté jesté 3x oplachnou stény nadobky objemem
5 ml (na celkovy objem 20 ml).

Z imunoafinitni kolonky se vytla¢i pufr a kratce se prosaje vzduchem na
prosavacim zatizeni, ale pouze takovym zplisobem, aby se filtr Gplné nevysusil a ziistal
zavodnény. Poté se vSech 20 ml roztoku PBS-metanol 15 % umisti v nastavci nad
adaptérem a roztok se prosaje pres kolonku rychlosti cca 2 ml/min (1 kapka/s). Opét se
pres kolonku kratce prosaje vzduch (obdobné jako v predchozim pripadé). Potom se
kolonka proplachne 20 ml vody Milli Q s rychlym prosatim vzduchu, protoZe je zapotrebi,
aby protekla veSkera tekutina. Pokud by totiZ prosati vzduchem a odstranéni tekutiny
nebylo kompletni, mohlo by dojit k nezddoucimu naredéni vzorku - a tudiZ sniZeni
naméfrené koncentrace OTA.

Obrazek 11: Kolonky s ndsadcem naplnéné pufrem PBS.

Pak se do nadobky nad adaptérem napipetuje 1 ml okyseleného metanolu a
rychlosti 0,5 ml/min (nebo niZsi rychlosti 1 kapka/2s) se provede eluce. Opét nasleduje
prosati vzduchu. Eluce vzorku se opakuje 5x do stejné nadobky a pri posledni eluci se
prida 0,5 ml okyseleného metanolu.
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Obrazek 12: Eluce OTA metanolem.

Vzorek se jima do radné oznacené vialky a nechd se odparit pri teploté 45 °C
proudem dusiku na koncentratoru. Takto zpracované vzorky se nechaji do analyzy
uschované v chladnicce. Pred vlastni analyzou se vzorky temperuji na pokojovou teplotu
arozpusti se v ekvivalentnim mnoZstvi metanolu.

5.4 Postup pfipravy ke stanoveni OTA metodou ELISA

Ke stanoveni ochratoxinu A byla pouzita sada RIDASCREEN, diky které lze ziskat
presnou koncentraci OTA v jednotkach ng/kg. Postup prace zahrnuje piipravu
enzymového konjugatu, pipetovani vzorkil a standardd, pipetovani konjugatu, inkubace,
piipravu promyvaciho pufru vyuZitého k promyvani. Nasleduje pipetovani chromogen
substratu a STOP substratu a nakonec je pouZzit ELISA reader (fotometr) pro vyhodnoceni
koncentrace (RIDASCREEN, 2014).

K promyvani byla pouzita automatickd promyvacka stripi ELx50™ Biotek a
postup prace byl proveden podle uzivatelské prirucky, ktera je dodavana s pristrojem.

Pro ELISA analyzu byl odparek, predem vyndany zlednice a vytemperovany,
rozpustén v 0,5 ml pufru.

Priprava konjugdtu

Cervené oznalena lahvitka obsahuje enzymovy Konjugat, ktery se natedi do
zkumavky v poméru (1:11) zfredénym pufrem. PouZije se takové mnozstvi pufru, které se
predpoklada, Ze bude potieba k méreni vzorkl. Pri vyuZiti dvanacti-kanalové pipety, je
moZné pripravit konjugat do vanicky.
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Obrazek 13: Vanicka s konjugdtem, drZdk se stripy, pipeta.

Pipetovdni vzorkt a standardii

Do drzaku se umisti poZadovany pocet stripli. Do kazdé zied'ovaci jamky je
odpipetovano 50 pl vzorku nebo standardu. ELISA sada obsahuje standardy, které jsou v
6 lahvickach o koncentracich 50, 100, 300, 900, 1800 ng/kg (ppt). Pro kazdy vzorek se
pouZiva nova pipetovaci Spicka, aby nedoslo ke kontaminaci vzorkl. Pozice standardi a
testovacich vzorkl v mikrotitracni desti¢ce se zapiSe do tabulky (Tabulka 4).

1 2 3 | 4 5 6 | 7 | 8 | 9 | 10
R s(t)d X s(t)d 5 s(t)d s s(t)d 22 s(t)d 4
B Sstg 4 Sstg 14 Sstg 24 Sstg 34 Sstg 48
C 155‘2) 5 155‘2) 15 158% 25 f(t)% 35 | 41 | 49
D g(t)% 6 g(t)% 16 g(t)% 26 ,g(t)% 36 | 42 | 50
E g(t)% 7 g(t)% 17 g(t)% 27 g(t)% 37 | 43 | 51
F 1?(? o| 8 1?(? o| 18 1%3 o| %8 1Sét§ 0| 38 | 4 | 52
G 1 o | 11 | 19 | 21 | 20 | 31 | 39 | 45 | 53
H | 2 | 10 | 12 | 20 | 22 | 30 | 32 | 40 | 46 | 54

Tabulka 4: Zapsané rozloZeni vzorkii v mikrotitracni desticce. (Zkratka: Std — standardni roztok).
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Pipetovdni konjugdtu a inkubace

Predem pripraveny konjugat je pipetovan do stripti o objemu 50 pl. Po aplikaci
konjugatu do vSech jamek se obsah promicha krouzivym pohybem ramecku se stripy po
podloZce. Ramecek se stripy se poté umisti na misto bez pristupu svétla a je inkubovan po
dobu 30 minut p¥i pokojové teploté (20-25°C).

Fdze promyvdni

Pro fazi promyvani je nutné pripravit promyvaci pufr, ktery je soucasti sady. Pred
zahdjenim promyvani vzorkl a standardii se spusti promyvaci program a 3x se nechaji
promyt pouze zkuSebni stripy, z diivodu procisténi jehlovych trysek.

Obrazek 14: ELISA reader a promyvacka stripii Biotek.

Po 30 minutach je z inkubovanych stripli odstranéna prebyte¢na tekutina.
Nasledné se stripy umisti do promyvacky a jsou 3x promyty. Po ukonceni je znovu
prebytecna tekutina odstranéna.

Chromogen substrdt

Do jednotlivych jamek se pipetuje chromogen substrat o objemu 100 pl. Krouzivym
pohybem je ramecek se stripy opatrné promichan a znovu umistén na misto bez pristupu
svétla, kde inkubace probiha po dobu 15 minut pii pokojové teploté. V tomto kroku dojde
ke zbarveni pozitivnich vzorki.
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Obrazek 15: Ramecek se stripy po inkubaci s chromogen substrdtem.

STOP substrdtu
Po skoncCeni inkubace je do kaZzdé jamky pipetovano 100 pl STOP substratu.
Béhem tohoto procesu se méni barva z modré/fialové na Zlutou.

Obrazek 16: Zména barvy (na Zlutou) po aplikaci STOP substratu.
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Meéreni pomoci ELISA readeru

ELISA reader je fotometr, ktery méfri absorbanci pfi vinové délce 450 nm a
koncentrace je méi‘ena v jednotkach ppt (ng/kg) nebo ppb (ng/g). Vzorky je mozné mérit
nejdéle do 30 minut po pridani STOP substratu.

Obrdzek 17: Rdmecek se stripy pripraven ke ¢teni v ELISA readeru.

Fotometr je propojen s pocitatem, kde jsou zaznamenany vysledky méieni do
softwarového programu Gen 5 (verze 1.10, BioTek). Do tabulky se zada pocet a umisténi
vzorkil na desti¢ce a pfistroj zatne mérit. Vysledky jednotlivych absorbanci pfi 450 nm
program pi‘epocetl rovnou na odpovidajici koncentraci v ppt.

42



6 Vysledky

Méfreni standardnich vzorkl slouzi ke kalibraci pristroje ELISA. Ke stanoveni
ochratoxinu A byly pouZity standardy o koncentraci (0, 50, 100, 300, 900, 1800 ppt) z
testovaci sady. Méreni probihalo p¥i vinové délce 450 nm. Po zméfeni jejich absorbance
se ziska kalibrac¢ni zavislost (Tabulka 5). V logaritmickém meéfitku jsou na jedné ose
vyneseny hodnoty absorbance a na druhé ose hodnoty koncentrace a tim je ziskana
kalibra¢ni krivka (Graf 3).

Koncentrace standardii (ppt) Hodnota absorbance
St. 0 1,994
St. 50 1,542
St. 100 1,232
St. 300 0,636
St. 900 0,263
St. 1800 0,165

Tabulka 5: Koncentrace standardii a jejich absorbance pri 450 nm.

Kalibracni krivka pro ochratoxin A

2,500

1,944

2,000

1,500

1,000

Hodnota absorbance

0,500

0,000
St.0 St. 50 St. 100 St. 300 St. 900 St. 1800

Koncentrace standardu (ppt)

Graf 3: Méreni standardni ldtky pomoci ELISA pri vinové délce 450 nm.

Celkem bylo kazdé méreni opakovano trikrat (tj. v tripletu) a z hodnot jednotlivych
méreni byly vytvoreny priiméry, které jsou zde uvedeny. Parametry z manudlu od
vyrobce pro metodu ELISA jsou uvedeny pro vytéZnost 100 % a specifita pro OTA je téz
100 %.
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Mez detekce pro ceredlie a krmiva je podle vyrobce 1.25 pg/kg. Precisténim na
imunoafinitnich kolonkach se citlivost metody zvySila a mez detekce pro nasi metodu je
0,625 pg/kg. Navratnost metody je 65,9 % a relativni smérodatné odchylka je 0,5 %.

Z celkového poctu 54 vzorki jednodruhového koteni (Tabulka 7) bylo shledano 22
(40,74 %) vzorkl OTA pozitivnich.

U 11 (20,4 %) vzorkil koteni byla pfi prvnim méreni namérena pritomnost OTA
v koncentraci vy$8i nez 1800 ppt - chilli drcené se seminky, chilli mleté, kayensky pepf,
kurkuma, muskatovy kvét, musSkatovy orech, paprika sladkd mad'arska, pomerancova
kiira, zazvor, koren lékofice a mleta vanilka. Proto byly tyto vzorky ziedény a poté bylo
méreni zopakovano.

Vysledky koncentrace OTA u vzorkii vyssi nez 1,00 ng/g jsou uvedeny v Tabulce 6
a zpracovany v Grafu 4 uvedeném v priloze.

Koncentrace OTA

Koreni Latinsky nazev C. vzorku

(ng/g)
Lékotice Glycyrrhiza glabra 46 260,73
Chilli mleté Capsicum annuum 13 34,79
Muskatovy kvét Myristica fragrans 24 30,81
Paprika mleta sladka Capsicum annuum 27 23,86
Zazvor mlety Zingiber officinale 41 19,17
Kayensky pepi Capsicum annuum 16 17,79
Kurkuma Curcuma longa 20 16,97
Vanilka Vanilla planifolia 48 10,45
Muskatovy ofech Myristica fragrans 25 5,10
Chilli drcené Capsicum annuum 12 5,09
Pomerant¢ova kiira Citrus X sinensis 35 4,01
Cerny pepf Piper nigrum 7 2,53
Hiebitek Syzygium aromaticum 14 2,46
Hof¢ice Sinapis alba 52 239
Kmin Carum carvi 16 2,19
Bily pepi Piper nigrum 53 1,90
Bazalka Ocimum basilicum 4 1,00

Tabulka 6: Vyslednd koncentrace OTA v pozitivnich vzorcich korent.

Povolené limity stanovené Evropskou Komisi (viz. 2.6.2 Limity OTA v potravinach)
prekrocily zvySe uvedenych nasledujici vzorky kofeni: koren lékorice, chilli mleté,
muskatovy kvét, paprika sladka, zazvor a kurkuma.
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Vzorek Cesky nazev Latinsky nazev
1 Anyz Pimpinella anisum
2 Badyan lllicium verum
3 Bazalka Ocimum spp.
4 Bobkovy list Laurus nobilis
5 Citronela Cymbopaogon citratus
6 Citron Citrus limon
7 Cesnek Alium sativum
8 Estragon Artemisia dracunculus
9 Fenykl Foeniculum vulgare
10 |Hof¢ice bila Sinapis alba
11 |Hrebicek Eugenia caryophyllata
12 | Chilli drcené se seminky | Capsicum, Capsicum frutescens
13 | Chilli mleté Capsicum frutescens
14 |Jalovec Juniperus communis
15 |Kardamom Elateria cardamomum
16 | Kayensky pepft Capsicum frutescens
17 | Kmin mlety Carum carvi
18 | Kopr Anetum graveolens
19 | Koriandr Coriandrum sativum
20 | Kurkuma Curcuma longa
21 | Libecek Levisticum officinale
22 | Majoranka Majorana hortensis
23 | Medvédi Cesnek Alium ursinum
24 | Muskatovy kvét Myristica fragrans
25 | Muskatovy ofech Myristica fragrans
26 | Oregano Origanum vulgare
27 | Paprika sladka Capsicum annuum

Vzorek Cesky nazev Latinsky nazev
28 | Pazitka Allium schoenoprasum
29 | Pepft bily Piper nigrum
30 |Pepr Cerny Piper nigrum
31 |Pepf ruzovy Schinus terebinthifolius
32 | Pepr zeleny Piper nigrum
33 |PetrZel Petroselinum sativum
34 | Piskavice Trigonella foenum-graecum
35 |Pomeran¢ Citrus aurantium
36 |Rozmaryn Romarinus officinalis
37 | Saturejka Saturea hortensis
38 | Skofice Cinnamomum burmannii
39 |Salvéj Salvia officinalis
40 |Tymian Thymus vulgaris
41 | Zazvor Zingiber officinale
42 | Nové koreni Pigmenta officinalis
43 | SeCuansky pepft Zanthoxylum piperitum
44 | Rimsky kmin Cuminum cyminumi
45 | Cernucha (kmin &erny) Nigella sativa
46 | Lékofice Glycyrhiza glabra
47 | Sumah Rhus coriaria
48 | Vanilka Vanilla
49 | Galangal Alpinia glanga
50 | Asafoetida - Certovo lejno | Ferula assa-foetida
51 |Kerblik Anthriscus
52 |Matapeprna Mentha piperita
53 |Celer Apium graveolens
54 |Safran Crocus

Tabulka 7: Seznam 54 testovanych vzorkii koreni z Ceského trhu
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7 Diskuze

V nasi studii jsme u nékterych vzorki koteni ocekavali vyssi vyskyt ochratoxinu A,
s ohledem na vysledky predchozich studii zamérenych na pfitomnost OTA a dalSich
mykotoxinl u vybranych druhli kofeni — nap¥. u 1ékotice, mleté papriky, chilli, zdzvoru,
kurkumy a muskatového orisku.

Celkem 54 (19,8 %) oznameni z RASFF o mykotoxinech souvisi s koncentracemi
OTA v koteni. Vice neZ polovina (51,3 %) ozndmeni zahrnuje chilli (v prasku, celé a
drcené), nasledované muskatovym ofriSkem (20,5 %). Kazdé z ostatnich koreni, jako je
zazvor, pepr, kari a kurkuma, predstavuje méné neZ 5 % a kmin a muskatovy kvét dokonce
méné neZ 1 % (Pickova et al.,, 2020).

Nase vysledky ukazuji, Ze z celkového poctu 54 vzorkil jednodruhového kofeni z
¢eského trhu bylo shleddno 22 vzorkd (40,74 %) pozitivnich. Vyssi koncentrace byly
zjiStény u koreni, které uzZ ma stanovené limity pro privod Evropskou komisi. Koncentraci
nad 15 ng/g OTA obsahovalo 7 druhii (13 %) z celkového poc¢tu 54 druhti kofeni, z ¢ehoZ
6 vzorkil prekrocilo limity povolené EK.

Na polském trhu bylo ndhodné zakoupeno 79 rtiznych komerc¢né dostupnych
vzorkii kofeni a bylin k otestovani na mykotoxiny. Cetnost vzorki s OTA byla 49 %
(Waskiewicz et al., 2013). Ve studii z Malajsie, kde bylo testovano celkem 34 vzorki
koreni, byla priimérna hladina 2,21 ng/g, rozsah 0,14-20,40 ng/g a vyskyt pozitivnich
vzorkil OTA byl 79 % (Ali et al., 2015). Vysledky studie z Irdnu od Zareshahrabadi et al.
(2020) uvadi, Ze z 80 vzorki kofeni bylo OTA kontaminovano 48 vzorkt. Celkové bylo 29
292 (31,5 %) vzorkili z Teherdnu kontaminovanych OTA v rozmezi od 0,45 do 18,64 ng/g.
Vysledky statistické analyzy prokazaly vyznamny rozdil v koncentracich OTA (p <0,05)
mezi druhy kofeni (Jalili 2016). Primérné koncentrace OTA byly 7,1 ng/g u OTA
pozitivniho koteni a 7,0 ng/g u OTA pozitivnich bylin (Darra et al., 2019). VyS$8i procento
pozitivnich vzorkli a priimérné koncentrace mykotoxini byly pozorovany u kofeni
ve srovnani s bylinami (Gambacorta et al,, 2018). Darra et al. (2019) ve svém vyzkumu
dochéazi k zavéru, Ze expozice Clovéka mykotoxinim v Libanonu prostfednictvim
konzumace bylin a koreni se ukazuje jako vysokd - 80 % analyzovanych vzorkil bylo
kontaminovano a 44 % obsahovalo vice neZ jeden mykotoxin, proto nelze vyloucit
synergické (souhlasné) ucinky mykotoxint. Z toho se OTA vyskytoval v ¢erném pepfi,
chilli, cervené paprice, kurkumé, kminu, muSkatovém ofrechu, anyzu, a Salvé;ji.

Lékotice (Glycyrrhiza glabra) méla ze vSech nami testovanych vzorkii kofeni
jednoznacné nejvétsi obsah OTA (260, 73 ng/g) a jeho hodnota byla nékolikanasobné
vyssi neZ u ostatnich vzorki.

Arifio et al. (2007) uvadi, Ze obsah OTA ve 30 vzorcich korenl 1ékorfice a
odvozenych produktii byl analyzovan standardni HPLC technikou s fluorescen¢ni detekci.
Bylo zjisténo, Ze vSechny analyzované vzorky lékofice a odvozenych produktli obsahuji
OTA, a nékteré z nich vykazuji extrémné vysoké koncentrace aZ do 252,8 ng/g OTA.
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Nejvyssi hladiny OTA byly nalezeny v suseném koienu 1ékofice v priiméru 63,6 ng/g,
zatimco préimérny obsah v &erstvém Kofenu lékofice byl 9,2 ng/g. Urovné ochratoxinu
nalezené v l1ékorici a odvozenych produktech jsou vy$si nez hladiny uvedené v literature
pro jiné potravinarské komodity. Huang et al. (2018) provedli sou¢asné stanoveni
mykotoxinli ve 31 riiznych druzich vzorki 1ékofice odebranych z drogerii a nemocnic v
¢inském Sanghaji. OTA byl zjistén v 1ékofici, ale jeho mira kontaminace byla nizka, na
rozdil od zde vySe uvedenych vysledki studii. Vysvétlenim miiZe byt to, Ze byl pouZit jiny
zdroj ¢i zplisob skladovani 1ékotice v riiznych regionalnich oblastech.

Arifio et al. (2007) zjistili pomoci studie s prenosem OTA do €aj, Ze téméi 5 % OTA
pritomnych v suSeném korenu lékofrice je preneseno do odpovidajiciho €aje pripraveného
varenim, zatimco pouze 1 % OTA se prenasi v cajovém nalevu.

OTA byl naméren u vSech naSich testovanych vzorkid rodu Capsicum - v chilli
mletém (34,79 ng/g), mleté sladké paprice (23,86 ng/g) i kayenském pepti (17,79 ng/g).

Scheuer & Gareis (2002) ve své studii v Némecku detekovali OTA a OTB u 143
(21%) a 68 (10%) vzorkli koreni. NejvySsi frekvence vyskytu obou zjisténych
mykotoxinl byla u chilli (100 % pro OTA a 55 % pro OTB) a papriky (41 % a 15 %).
Gambacorta et al. (2018) testovali v Italii 45 vzorki sladké papriky (Capsicum annuum)
na vyskyt riznych druhii mykotoxinii a vyskyt potencidlnich toxigennich druht
mikroskopickych vlaknitych hub. Frekvence vyskytu OTA a prlimér pozitivnich hodnot
byly: 51 % a 29,5 ng/g, 5 vzorki bylo nad limit EU 20 ng/g. Ve své studii Motloung et al.
(2018) pozorovali procentni vyskyt OTA 14 % u papriky a 7 % u drceného chilli. Fazekas
et al. (2005) uvadi procentni vyskyt OTA 46 % u papriky a 20 % u chilli a Hierro et al.
(2008) nameérili u papriky 67% vyskyt. Jalili (2016) uvadi, Ze vyskyt kontaminace OTA ve
vzorcich koreni z Teheranu u papriky a skorice byl vyznamné vy$si neZ u Cerného pepre
a kurkumy. Nejvy$si koncentrace OTA byla zjiSténa ve vzorku papriky (18,64 ng/g).
Fazekas et al. (2005) zjistili, Ze 32 ze 70 vzorki mleté ¢ervené papriky obsahovalo OTA,
osm z nich v koncentraci prevysujici ,maximalni limit“ 10 ng/g (v rozmezi 10,6-66,2
ng/g). Jeden vzorek chilli byl kontaminovan OTA 2,1 ng/g. Kontaminace mletou ¢ervenou
paprikou OTA presahujici ,maximalni limit“ byla zplisobena velmi pravdépodobné
smichanim dovezenych SarZi mleté Cervené papriky silné kontaminovanych OTA s
¢ervenou paprikou vypéstovanou v Mad'arsku.

Dharmaputra et al. (2018) zjistili, Ze vhodné poskliziiové zachazeni s muSkatovym
oriSkem (Myristica fragans) ovliviiuje jeho kvalitu, pokud jde o procento poSkozenych
jader, plistiovou infekci a kontaminaci aflatoxiny, tj. muskatovy oriSek by mél pochazet ze
zralého muskatového ovoce, suSen koufem a uloZen ve skorapce. MusSkatovy oriSek
ziskany sbérem zralého ovoce ze stromu by nemél byt misen s tim, ktery spadl na zem.
[ ptesto, Ze podle vysledki studie Qin et al. (2020) byvaji podily kontaminace kvétli méné
¢asté neZ u plod, z nasich vysledki ma muskatovy kvét (30,81 ng/g) vyssi obsah OTA neZ
muskatovy ofech (5,10 ng/g).

Hodnota OTA v naSem vzorku zazvoru (Zingiber officinale) byla 19,17 ng/g.
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Studie z Nigerie, kterou provedli Lippolis et al. (2017), analyzuje vyskyt OTA
v zazvoru a zjistila rozdilnou kontaminaci OTA, ktera je béhem obdobi destt (OTA 77 %)
vyznamné vysSi neZ béhem obdobi sucha (OTA 37 %). Priimérné hladiny OTA v
pozitivnich vzorcich byly 5,10 ng/g v obdobi destti (rozmezi 0,20-9,90 ng/g) a 2,76 ng/g
(0,17-12,02 ng/g) v obdobi sucha. Thirumala-Devi et al. (2001) ve své studii namérili dva
vzorky z 25 vzorkil zazvoru, které méli OTA vyssi neZ povoleny limit 15 ng/g (23 ng/ga
80 ng/g).

lha & Trucksess (2010) zjistili, Ze pti 100 °C bylo v zazvorovém caji nalezeno
priblizné 20-30 % OTA z kontaminovaného zazvoru a celkové mnozstvi OTA v ¢aji se liSilo
podle riiznych podminek pripravy (teplota - 50 a 100°C, ¢as - 5 a 10 minut a objem - 100
a 200 ml) o méné neZ 5 %. Pri teploté 50 ° C bylo v ¢aji nalezeno asi 10 % OTA.

U kurkumy (Curcuma longa) byl v ramci nasi studie naméren OTA 16,97 ng/g, coZ
je nad stanovenym povolenym limitem EK.

Ve studii Thirumala-Devi et al. (2001) byl zjiStén obsah OTA nad 10 ng/g u 9
vzorkl (vrozmezi 11-102 ng/g) z 25 vzorkl kurkumy. Zareshahrabadi et al. (2020) uvadi,
Ze z testovanych 20 vzorki kurkumy, byl u dvou vzorki pozitivni vyskyt OTA v rozmez{
0.55-3.7 ng/g, ale Zadny vzorek nepiesahoval povoleny limit 15 ng/g.

Studie Zhai et al. (2020) provedena na kachnatech ukazuje, Ze kurkumin by mohl
zmirnit oxida¢ni poSkozeni zplisobené OTA a narusSeni metabolismu lipidii pomoci
modulace mikrobioty slepého streva.

V nasi studii obsahoval ¢erny pept mirné vyssi koncentraci OTA (2,53 ng/g), neZ
obsahoval bily pepi (1,90 ng/g), ale oba vysledky byly pod povolenym limitem 15 ng/g.
Tyto vysledky jsou také nizsi, neZz uvadi predchozi studie zamétené na vyskyt OTA u pepre
(Piper spp.).

Garcia et al. (2018) uvadyi, Ze ve vétsiné analyzovanych vzork koteni na OTA byly
pritomny potencialné toxinogenni houby, zejména u bilého a ¢erného pepre. Scheuer &
Gareis (2002) namérili ve své studii u pepre 23% vyskyt OTA a 44% vyskyt OTB. Ve studii
Thirumala-Devi et al. (2001) byl OTA detekovan u 55 % vzorki ¢erného pepfre, hladiny se
pohybovaly v rozmezi 0,05-13,15 ng/g. Ze 126 vzorkill ziskanych z maloobchodnich
prodejen v Indii bylo zjisténo, Ze OTA piekracuje 10 ng/g u 14 (v rozmezi 15-69 ng/g) z
26 vzorkl c¢erného pepre. Studie z Kamerunu od Nguegwouo et al. (2018) odhalila, Ze
10 % vzorki ¢erného peprie a 40 % vzorki bilého pepie obsahovalo OTA v rozsahu mezi
1,15-1,91 ng/ga 1,81-4,89 ng/g. To je pod stanovenym limitem 15 ng/g stanovenym EK.
Zareshahrabadi et al. (2020) v Iranu stanovili vyskyt OTA presahujici povoleny limit u
vSech dvaceti testovanych vzorki pepte v rozmezi 15.91-197.64 ng/g.

Na vyskyt multi-mykotoxin@ ukazuje studie Darra et al. (2019) u bylin (38 vzorki)
a koreni (94 vzorkii) komerc¢né dostupnych v Libanonu pochazejicich z nejméné 15 zemi.
Vysledky studie naznacuji, Ze do nafizeni ES by mély byt zahrnuty nékteré byliny a koreni,
které dosud nebyly brany v uvahu. Khazaeli et al. (2017) tvrdi, Ze kontaminace kofeni
mykotoxiny, a to i pfi nizkych koncentracich, miiZe predstavovat vaZnou hrozbu vzhledem
kbéZnému vyuZzivani koreni pri pripravé pokrmi. Proto se vzhledem k oblibenosti
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pouzivani koreni po celém svété velmi doporucuje pravidelné monitorovani hladiny
mykotoxin{ v kofeni.

Z nasich vysledkd, které mély koncentrace OTA vyssi nad 1 ng/g, nejsou uvedeny
limity napf. pro vanilku (10,45 ng/g), pomerancovou kiiru (4,01 ng/g), hiebicek (2,46
ng/g), horcici (2,39 ng/g) a kmin (2,19).

Scheuer & Gareis (2002) v Némecku zjistili, Ze jeden vzorek extraktu z vanilky
(Vanilla planifolia) byl pozitivni na OTB pfi 15 ng/g. Stfedni hodnoty vétSiny vzorki se
vSak ukazaly byt pod detek¢nim limitem.

Nguegwouo et al. (2018) ve vzorcich hrebicku (Syzygium aromaticum) OTA
neobjevili. Hussein (2015) provedl studii za tc¢elem vyhodnoceni dGc¢inku krmiva pro
driibez kontaminovaného AF a OTA a dale vyzkouSel uc¢innost pridani slupek z
granatového jablka a prasku z hiebicku k detoxikaci mykotoxini. Pridani 5 % slupek z
granatového jablka a 2 % prasku z hiebicku do kontaminované stravy zpfisobilo
vyznamné zvySeni hmotnosti kurat a sniZzilo jejich umrtnost.

Vruské studii Burkin et al. (2019) provedli vyzkum na vyskyt mykotoxint
v riznych Castech rostliny a rizné vyvojové etapé hotcice bilé (Sinapis alba) a zjistili
vyskyt celé fady mykotoxint, mezi kterymi byl i OTA. Nicméné Waskiewicz et al. (2013)
uvadi, Ze z jejich testovanych vzorkl byly bez mykotoxinii bila hot¢ice a bobkovy list.

Velmi nizky vyskyt OTA na zakladé naSich vysledkl byl patrny u saturejky,
oregana, rozmarynu a petrZele. Nékteré studie zkoumaji vliv éterickych olejii napf.
oregana a tymianu jako inhibi¢ni faktor na riist plisni.

JerSek etal. (2014) uvadyi, Ze thymol a karvakrol vykazal v zavislosti na koncentraci
vysoké inhibi¢ni Gc¢inky na rlst Penicillium verrucosum a produkci OTA. Pozorované
antifungalni ucinky zavisely na latce, pouZzité koncentraci a dobé interakce mezi latkou a
P. verrucosum. Vysledky jejich studie naznacuji moznost pouZiti oreganového éterického
oleje jako nahrady za umélé konzervacni latky v nékterych potravinach, ale s tim, Ze je
zapotrebi dalSiho vyzkumu. Foltinova et al. (2017) z vysledkii studie dochazi k zavéru, Ze
oreganovy a tymianovy étericky olej by mohly byt pouzity jako ptirodni konzervac¢ni latky
uzitetné v potravinarském primyslu, nebot stoprocentné inhibovaly rilist vSech
testovanych izolatli Aspergillus flavus. Citronovy, eukalyptovy a Salvéjovy étericky olej
nemély vyznamné inhibi¢ni uc¢inky na testované izolaty Aspergillus flavus, ale ovliviiovaly
rist kolonii béhem kultivace. Alvaréz et al. (2020) potvrzuje, Ze oregano také vyznamné
sniZilo rychlost riistu P. nordicum na suSenych fermentovanych uzeninach a oregano i
rozmaryn vyznamné snizily akumulaci OTA. Timto by kofeni umoZnilo uspokojit
soucasnou poptavku spotiebiteli po prirodnich konzerva¢nich latkdch a soucasné
minimalizovalo riziko spojené s pritomnosti OTA v uzenych masech. Garcia et al. (2018)
pozorovali, Ze oregano vykazalo vysoky pocet izolatl komplexu A. niger, avSak pouze
2,04 % z nich bylo schopno produkovat OTA.
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8 Zavér

[ presto, Ze koreni predstavuje pro ¢lovéka nizky zdroj expozice OTA, je nutné jeho
hladinu pravidelné monitorovat. Koreni je sice konzumovano v mensich objemech nez
béZné potraviny, coZ piimo nenahrava rozvoji akutnich priznaki, ale za to se pti pripravé
pokrml vyuZiva nepretrZité. Proto je dlleZité mit prehled o privodu OTA, ktery je
nebezpecny z hlediska chronické expozice.

Velka cast koteni pochdzi z riiznych tropickych oblasti a rozvojovych zemi, kde
klimatické podminky (obdobi dest1, zvySena vlhkost a teplota) nahravaji rozvoji riistu
toxinogennich plisni. Globalni oteplovani je dalS$im Ccinitelem, ktery rozvoj plisni
podporuje. Proto je potreba kontrolovat dovazené, ale také domaci suroviny a udrZovat
aktualni prehled o kontaminaci OTA i dalS$imi mykotoxiny. PrestoZe u tuzemskych
vyrobkil neni kontaminace potravin a koreni vysokd, je dlleZité kontrolovat kvalitu
surovin. Od sklizné po pripravu pokrmu je dlouha cesta, pfi které se mohou koteni a
potraviny Kkontaminovat. V dosavadnich studiich bylo zjisténo mnoho rlznych
koncentraci OTA u stejného druhu kofeni, nebot se tato hodnota odviji od mnoha faktord,
které na komodity ptlisobi (geograficky plivod kofeni, zpiisob suSeni a skladovani,
hygienické zasady atp.)

Je treba ridit riziko u €lovéka, tj. minimalizovat zdravotni dopady dodrzovanim
spravné zemédélské praxe, vyrobni a hygienické praxe a provadénim tzv. autokontroly.
DileZitym prostredkem pro zesileni bezpecnosti potravin je sledovatelnost (traceabilita)
produktu. VyuZivanim téchto postupii Ize zajistit sniZeni ekonomickych ztrat z koreni.

PriibéZné monitorovani koncentrace OTA v kofeni je nezbytné, nebot podminky
ristu, sklizné, suseni, prepravy a skladovani se lisi u kazdé dodavané SarZe. ZajiSténim
bezpecnosti a kvality kofeni se zvySuje ochrana zdravi konzumentd.

Data o obsahu OTA v kofeni v této praci byla ziskana pomoci imunochemické
metody stanoveni ELISA za predchozi extrakce a separace na imunoafinitnich kolonkach.
PreciSténim vzorkid na imunoafinitnich kolonkéch se citlivost metody vyrazné zvysuje.
V této praci jsme zjistili vys$si vyskyt OTA u druhl koteni, které uZ jsou narizenimi
regulované (pepf, paprika, chilli, 1ékorice, kurkuma, muSkatovy ofrisek), ale byl
zaznamenan pozitivni vyskyt i u nékterych dalSich druhii koteni, jako jsou napft. hotcice,
hiebicek, vanilka, pomerancova kiira. Nékteré druhy kofeni mély obsah OTA naopak
velice nizky (saturejka, petrZel, oregano), coZ by mohlo byt predmétem dalSich
vyzkumnych studii. Bylo by téZ vhodné zajistit dal$i prehled o studiich zamérenych na
podil OTA ze surového koteni a jeho redlny prenos do hotovych pokrmii ¢i bylinnych a
korenénych caj.
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Obrazek 15: Rdmecek se stripy po inkubaci s chromogen substratem.
Obrazek 16: Zména barvy (na Zlutou) po aplikaci STOP substratu.

Obrazek 17: Ramecek se stripy pripraven ke ¢teni v ELISA readeru.

Obrazky 5 - 17 jsou autorska tvorba.
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Tabulka 3: Maximaln{ limity OTA v potravinach/krmivech platné pro CR (Evropské
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Tabulka 4: Zapsané rozloZeni vzorkl v mikrotitracni desticce.
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Tabulka 6: Hodnoty vzorki s nejvy$simi hladinami OTA po zfedéni.
Tabulka 7: Seznam testovanych druhi kofeni.

Tabulka 8: Seznam druhii kofeni a vyuzivanych c¢asti rostliny.

Graf 1: Mira expozice OTA z rtiznych druhii potravin (Malif et al.,, 2005).
Graf 2: Podil OTA v ¢astech rostliny (Qin et al. 2020).
Graf 3: Méfreni standardni latky pomoci ELISA p¥i vinové délce 450 nm.

Graf 4: Koncentrace OTA po ziedéni. Z divodu optimalizace grafu byla odlehla hodnota
1éKkorice (vz. 46) v grafickém zpracovani vynechana.
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Prilohy:

Ochratoxin A v koreni

vz.13 vz.24 vz.27 vz.41 vz.16 vz.20 vz.48 vz.25 vz.12 vz.35 vz.7 vz.14 vz.52 vz.16 vz.53 vz.4

Koncentrace (ng/g)
= [ N N w w Iy
©c &0 o w o o

(2]

Cislo vzorku

Graf 4: Koncentrace OTA po zredéni. Z diivodu optimalizace grafu byla odlehld hodnota vzorku
lékorice (vz. 46) v grafickém zpracovdni vynechdna.
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Vzorek Cesky nazev Cast rostliny

1 Anyz Plod

2 Badyan Plod

3 Bazalka List

4 Bobkovy list List

5 Citronela Vyhonek

6 Citron Oplodi

7 Cesnek Plod

8 Estragon Nat

9 Fenykl Plod
10 |Hof¢ice bila Semeno
11 | Hrebicek Poupata
12 | Chilli drcené se seminky Plod a semena
13 | Chilli mleté Plod
14 |Jalovec Plod
15 |Kardamom Semeno
16 | Kayensky pepft Plod
17 | Kmin mlety Plod
18 | Kopr List
19 | Koriandr Plod
20 | Kurkuma Oddenek
21 | Libecek List
22 | Majoranka List
23 | Medvédi Cesnek List
24 | MuSkatovy kvét MisSek
25 | Muskatovy ofech Semeno
26 | Oregano List
27 | Paprika sladka Plod
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28 | Pazitka Nat
29 | Pepft bily Plod
30 |Pepr Cerny Plod
31 |Pepf razovy Plod
32 | Pepr zeleny Plod
33 | Petrzel List
34 | Piskavice Semeno
35 |Pomeranc Oplodi
36 |Rozmaryn List
37 |Saturejka List
38 | Skofice Klira
39 |Salvéj List
40 |Tymian List
41 | Zazvor Oddenek
42 | Nové koreni Plod
43 | SeCuansky pepft Plod
44 | Rimsky kmin Plod
45 | Cernucha (kmin &erny) Plod
46 | Lékofice Kofen
47 | Sumah Plod
48 | Vanilka Plod
49 | Galangal Kofen
50 | Asafoetida - Certovo lejno Pryskyftice
51 |Kerblik Nat
52 |Matapeprna List
53 |Celer Kofen
54 |Safran Blizna

Tabulka 8: Seznam koreni a vyuZivanych casti rostliny




