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Seznam zkratek

AEO opravnény hospodatsky subjekt (Authorised Economic Operator)

AFB: aflatoxin B

AFB; aflatoxin B>

AFGq aflatoxin Gq
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AFM; alfatoxin M,

BEN Balkanska endemicka nefropatie

CIN Chronicka intersticialni nefropatie
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EHS Evropské hospodarské spolecenstvi

ELISA enzymova imunoanalyza na pevné fazi (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

ES Evropské spolecenstvi

EU Evropska Unie

EZ ekologické zemédélstvi

FAO Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (Food and Agriculture Organization)

GAEC standardy dobrého zemédélského a environmentalniho stavu plidy (Good
Agricultural and Environmental Conditions)

IARC Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (International Agency for Research on
Cancer) je soucasti WHO, se sidlem ve francouzském mésté Lyon a zabyva se
vyzkumem pricin rakoviny

[FOAM Mezinér.odni federa(?e sdrl'lieni za organické zemédélstvi (International
Federation of Organic Agriculture Movements)

KEZ Kontrola ekologického zemédélstvi

LOD mez detekce

OTA ochratoxin A

PRO-BIO | celostatni sdruzeni ekozemédélcti

RIA radioimunoanalyza (Radioimunoassay)

SZIF Statni zemédélsky intervencni fond

SMR povinné pozadavky na hospodateni

SZP spravna zemeédeélska praxe

UKZUS | Ustiedni kontrolni a zku$ebni dstav zemédélsky

VMH vlaknité mikroskopické houby

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)




Terminologicky slovnik

adice sumace (scitani)

antagonismus protichtidné ptisobeni

biotransformace pireména chemické struktury latky plisobenim zivého organismu
diverzita rozmanitost

embryotoxicka latka

latka, ktera vykazuje toxické ucinky na zarodek, embryo

genotoxicka latka

latka, ktera ma toxické ucinky vii¢i genomu; poskozuje genetickou
informaci

hemoragické ucinky

krvacivé ucinky

hepatom nador jater
hepatotoxicka latka latka, ktera vykazuje toxické u¢inky na jatra
hydroxylace enzymova reakce spocivajici ve vneseni hydroxylové skupiny do

slouceniny

imunotoxicka latka

latka, ktera vykazuje toxické ti¢inky na imunitni systém

inhibice

zpomaleni nékterych procesii v organizmu

karcinogenni latka

latka, ktera vyvolava zhoubné rakovinné bujeni

katalyza urychleni chemické reakce katalyzatory
kvantifikace urc¢ovani mnoZzstvi

letargie otupélost

lymfocyt typ bilé krvinky, imunitni buiika

mutagenni latka

latka, ktera je schopna vyvolat genetickou mutaci

mykotoxin

toxin produkovany mikroskopickymi vlaknitymi houbami
(plisnémi)

nefrotoxicka latka

latka, ktera vykazuje toxicky uicinek na tkai ledvin

neurotoxicka latka

latka, ktera vykazuje toxicky uicinek na nervovy systém

potenciace zesileni

proliferace hojné mnoZeni, bujeni

reziduum zbytky obtizné rozloZzitelnych, vice ¢i méné jedovatych a v prirodé
cizich, latek

screening vySetrovani za ucelem vyhledavani chorob v jejich ¢asnych stadiich,

kdy jesté nenastaly potiZe a priznaky

sekundarni metabolit

organicka latka vznikajici v téle organismu, ktera nenf ptimo
zahrnuta do procesu ristu, vyvoje ¢i rozmnozovani daného
organismu

spektrofotometr

pristroj na méteni vinové délky

synergismus

plisobeni stejnym smérem, souhlasné plisobeni

toxigenni uc¢inek

produkujici toxin

teratogenni latka

latka zpusobujici vznik vrozenych vyvojovych vad a defekti
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Uvod
Lidé a zvirata mohou byt neustdle ohroZeni vSudypritomnymi prirodnimi
toxickymi latkami, které se nachazeji v potravinach, krmivech a Zivotnim prostredi.
Takovymi latkami jsou i mykotoxiny, coZ jsou sekundarni metabolity vlaknitych
mikroskopickych hub (VMH), napt. rodl Aspergillus, Penicillium ¢i Fusarium, ale i
dalsich. Diky jejich nepfiznivym toxickym uc€inkGim na lidské zdravi, ale i diky
nartstajicim hospodaiskym ztratam, zpusobenych kontaminaci VMH a
mykotoxiny, jsou povaZovany za velkou hrozbu pro bezpecnost potravin a

pritahuji tak celosvétovou pozornost.

Mykotoxiny se mohou nachdzet, jak pri péstovani plodin - jiZ na poli, tak i béhem
skladovani, vrlznych fazich zpracovani a prepravé plodin a také
v kontaminovanych surovinach pouZitych pri vyrobé potravin. Kvyznamnym
mykotoxinim se radi aflatoxiny, ochratoxiny a deoxynivalenol, na které je
zameéiena pozornost v této praci. Deoxynivalenol mtze vznikat na plodinach uz
primo na poli, zatimco aflatoxiny a ochratoxin A se vétSinou vyskytuji az béhem
skladovani diky nespravné manipulaci po sklizni. Nicméné diky globalnimu
otepleni se predpoklada jejich moZny vyskyt jiZz na poli, kdy casto dochazi
teplota a vlhkost, coZ jsou dva limitujici faktory pro rist a vyvoj mykotoxind. Je
znamo, Ze metody zpracovani obilnin, jako jsou tfidéni, ¢iSténi, mleti, fermentace,
peceni a praZeni sniZuji koncentraci mykotoxint. Dilezita je spravna zemédélska

praxe (SZP), a také spravna vyrobni praxe.

Cilem prace je stanoveni mykotoxini aflatoxinii, ochratoxinu A (OTA) a
deoxynivalenolu (DON) metodou ELISA vedvou obilovinach pochazejicich
vyhradné z ekologického zemédélstvi. Stanoveni bylo provadéno ve tiech fazich, a

to u obilovin z pole, dale béhem skladovani a v posledni fazi vyroby.

Pravé obsah mykotoxini v bioproduktech pochazejicich z ekologického
zemédélstvi je vcelku diskutovanym tématem. Mnoho lidi se domniva, Ze diky
nemoznosti pouZziti fungicidi béhem péstovani a skladovani jsou bioprodukty

doslova plné VMH a jejich skodlivych metabolitli, mykotoxini. Vyskyt mykotoxinii

11



vSak neni zavisly pouze na pouZiti ¢i nepouZiti fungicidli, ale na mnoZstvi jinych
faktorti, dale napr. na zpisobu skladovani a zpracovani. Kromé toho se
v ekologickém zemédélstvi vyuZziva také preventivnich opatfeni, jako je pouziti
odolnych odrid rostlin ¢i pestré osevni postupy, se kterymi se ¢asto v bézném
konvencnim zemédélstvi nesetkame. Organizace pro vyZivu a zemédélstvi
(FAO/WHO) navic potvrdila, Ze konzumace biopotravin nevede u clovéka ke
zvySenému riziku neZadoucich toxickych ucinks, zplsobenych kontaminaci

myKkotoxiny.

V teoretické Casti prace je pozornost zaméiena na historii objevu, popis, vyskyt a
ucinky stanovovanych mykotoxint. Ddle je popisovana zakladni charakteristika
Celedi lipnicovité, do které patii pSenice seta a zZito seté jakozto dvé obiloviny, u
kterych se zjistovaly koncentrace zminénych mykotoxint. Treti cast teoretické
Casti prace poskytuje zakladni poznatky o ekologickém zemédélstvi a v posledni
Casti je vysvétlena podstata tykajici se metody ELISA, ktera byla vyuzita pri

stanoveni mykotoxind.

V praktické casti se prace zamétuje na vysvétleni principu metody ELISA a jeji
nasledné uvedeni do praxe, tj. stanoveni jednotlivych mykotoxind v obilovinach
pomoci testovaci sady RIDASCREEN FAST. Nasledné pak i praci se
spektrofotometrem a softwarovym programem RIDA SOFT Win, ktery byl vyuzit

k vypoctu mnozstvi mykotoxind a tvorbé kalibracnich krivek.

1 Zkoumané mykotoxiny

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity VMH, které se vyskytuji prirozené a
kontaminuji cely potravinovy retézec (Ostry et al, 2017). Jedna se o latky
nebilkovinné povahy toxické vici ¢lovéku a hospodarskym zviratim (Laciakova et
al, 2011). V soucasné dobé je znamo pres 400 mykotoxind (Milicevic et al, 2015),
existuji vSak naznaky, Ze jich existuji aZ tisice (Boonen et al, 2012). Lidé jsou
neustale vystavovani mykotoxiniim, predevsim prostiednictvim privodu potravy,
jak rostlinného, tak ZivocisSného plivodu. Zdravotni rizika jsou pak disledkem
toxicity mykotoxint (Ostry et al, 2017). Mykotoxiny tedy predstavuji obrovskou

zdravotni hrozbu, jak pro lidi, tak pro zvirata a kaZzdoro¢né prinaseji ztraty na
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zZivotech a velké ekonomické ztraty v potravinaiském priimyslu a v chovu zvitat (Ji
et al, 2016), jmenovité napr. zvySené naklady na zdravotni a veterinarni péci,
sniZeni Zivocisné vyroby, ndklady na likvidaci kontaminovanych potravin a krmiv
(Zain, 2011; Milicevic et al, 2015; Neme & Mohammed, 2017). Z toho diivodu jsou
potfebné metody eliminace ¢i inaktivace mykotoxind v potravinach i v krmivech,
byt pro lidskou potrebu se suroviny pouze tridi. Je vSak dobre znamo, Ze ne
vSechny plisné jsou toxinogenni a ne vSechny jejich sekundarni metabolity jsou
toxickeé (Ji et al., 2016). Nékteré plisné jsou schopné produkovat vice, nez jeden
mykotoxin a nékteré mykotoxiny jsou produkovany vice, neZ jednim houbovym
druhem (Zain, 2011). Casto se na kontaminovaném substratu mize nachazet vice
mykotoxinti (Zain, 2011; Boonen et al.,, 2012). Védecka pozornost je vSak zaméiena

predevSim na mykotoxiny, které se ukazaly byt toxické (Zain, 2011; Ji et al, 2016).

Za vyznamné mykotoxiny jsou povazovany zejména aflatoxiny (B1, B2, G1, G2, My,
Mz), ochratoxiny (OTA), trichotheceny (DON) dale fumonisiny (B1i, Bz, Bz) ci

zearalenon (Laciakova etal, 2011).

Zakladni spolec¢na charakteristika mykotoxint je ta, Ze zpisobuji jak akutni otravy,
tak také pozdni nasledky neboli chronické otravy (Polaskova et al,, 2011; Ostry et
al, 2017). Akutni toxicita je charakterizovana ptivodem vysoké davky mykotoxind,
rychlym ndastupem ucinki a zfejmou toxickou reakci (vcetné rychlého umrti),
naopak chronicka toxicita je charakterizovana dlouhodobym privodem nizké

davky mykotoxinti (Zain, 2011; Ostry et al., 2017).

Ke kontaminacim potravinového retézce dochazi prirozené a nepredvidatelné,
nelze jim zamezit a jejich Uplnd eliminace neni z praktického hlediska
uskutecCnitelna a to ani pri dodrzovani doporucenych spravnych zemédélskych a
technologickych postupti. Tim jsou mykotoxiny predurceny k regulaci legislativou
(Laciakova et al, 2011). Mimo to neexistuje neskodnid davka mykotoxint
(Polaskova et al, 2011). Na mezinarodni urovni jsou mykotoxiny regulovany
hlavnim organem: Spolecna komise WHO/FAO pro Codex alimentarius, jejimZz
ukolem je vypracovavat mezinarodni standardy v oblasti bezpecnosti potravin
(Laciakova et al, 2011). Pravni predpisy pro kontrolu mykotoxinti v EU jsou napft.
narizeni Komise (ES) ¢. 1881/2006, které stanovuje maximalni limity nékterych

kontaminujicich latek v potravindch. Pro krmiva existuje smérnice Evropského
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parlamentu a Rady 2002/32 ES o nezadoucich latkach v krmivech (Laciakova et al.,
2011; Polaskovaetal, 2011).

Mykotoxiny se nejcastéji vyskytuji v oblastech s horkym a vlhkym podnebim, které
je priznivé pro jejich rist. Kromé toho se vSak vyskytuji i v mirném podnebném
pasu (Zain, 2011). Co se tyCe bezpecnosti potravin rostlinného a ZivoCiSného
ptivodu v posledni dobé je pozorovano, Ze velky vliv na vyskyt a Siteni VMH ma
zména klimatu (napft. oteplovani atmosféry, tani ledovci, zvyseni hladiny more a
ocednil) a globalni oteplovani (Ostry et al, 2016a). Pii posuzovani rizika
mykotoxin pro zdravi lidi a zvirat je hlavnim problémem mnozZstvi faktora
(fyzikalni, chemické, biologické) ovliviiujici produkci a pritomnost mykotoxint
v potravinach a krmivech (Zain, 2011; Milicevic et al, 2015). Samotna izolace a
prokazani VMH v potravinach (krmivech) nemusi nutné znamenat pritomnost

mykotoxint (Zain, 2011).

Mezi hlavni cesty privodu mykotoxinli patii dietdrni expozice. Toxicita vSak
nastava také po inhala¢ni nebo dermadlni expozici vzduchu a prachu obsahujici
mykotoxiny (Boonen et al, 2012; Ostry et al, 2017). PrestoZe kiize tvori
prirozenou bariéru pro exogenni slouCeniny, mykotoxiny s nizkou molekulovou
hmotnosti rozpustné v tucich maji vhodné vlastnosti pro prinik kiizi. Je vSak nutné
dodat, Ze data o propustnosti mykotoxint kizi jsou jen velmi omezena (Boonen et
al., 2012). Jako priklad inhala¢ni expozice lze jmenovat historicky, vzdusné otravy
OTA v souvislosti s ,nemoci starych knih“ a s ,prokletim Tutanchamona“, kdy
zemielo nahlou a zdhadnou smrti z nevysvétlitelnych pricin nékolik archeolog,
kteii otevieli starodavné egyptské hrobky. Udajné pii¢inou umrti bylo akutni
selhani ledvin zpisobené vdechovanim spor Aspergillus ochraceus, Kkteré

obsahovaly ochratoxiny (Pfohl-Leszkowicz, 2009).

1.1 Aflatoxiny

Aflatoxiny jsou toxické sekundarni metabolity produkované plisnémi rodu
Aspergillus ze sekce Flavi (Malif et al, 2003) a jsou uznavany jako nejvice
nebezpecné mykotoxiny (Ji et al, 2016). Zaroven jsou povazovany za nejvice
znamé a Siroce distribuované (Neme & Mohammed, 2017). Za nejvyznamnéjsiho

producenta téchto toxinli je oznaCovan druh Aspergillus flavus, diky némuz
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aflatoxiny ziskaly svilij nazev (Aspergillus flavus toxins). Objev byl u¢inén roku
1960 nedaleko Londyna, ve spojitosti s epidemii oznacovanou jako ,,onemocnéni X“
u krit (Malir et al, 2003), kdy zemielo na 100 000 kustli driibeZze po konzumaci
araSidové moucky kontaminované VMH (Zain, 2011). ZasaZeni jedinci prestali
prijimat potravu, krvaceli pod kiizi a stali se letargicti (Laciakova et al, 2011).
Stejného roku byl objeven aflatoxin Mi: vkravském mléce. Zanedlouho bylo
zaznamenano i dal$i onemocnéni zplisobené aflatoxiny - epidemie hepatomu u

pstruhd, tentokrat v USA (Malir et al., 2003).

Za nejznamé;jsi producenty aflatoxinti 1ze povazovat VMH A. flavus a A. parasiticus
(Campagnollo et al, 2016; Ji et al.,, 2016; Neme & Mohammed, 2017), zejména za
vhodnych podminek, jako je dostatecna teplota a vlhkost, dokdZou rist prakticky
na kazdém organickém substratu (Malif et al, 2003). Jmenované dva druhy jsou
celosvétové rozsifené a mohou prezit po dlouhou dobu v pldé, ¢i rostlinnych
zbytcich i jinych substratech (Laciakova et al, 2011). Tvorba aflatoxint zacina
v dobé, kdy se vytvareji konidie, po 6 dnech se jejich tvorba vétSinou sniZzuje. Mezi
dalsi znamé producenty aflatoxini mizeme radit A. nomius, A. bombycis, A.
argentinicus, A. tamarii, A. pseudotamarii. U prirodnich zdroji, které jsou soucasti
lidské stravy (zemédélské komodity), hraje nejvétsi roli pri produkci aflatoxini
hlavné vysoka teplota a obsah volné vody, mezi dalsi faktory lze zahrnout stres ze
sucha, genotypy rostlin nachylné ke kontaminaci, poskozeni hmyzem a také druh
substratu. Vysoka a nizka koncentrace kysliku naopak potlacuje tvorbu aflatoxint,
stejné tak jako koncentrace oxidu uhlic¢itého vyssi nez 10%. Pro tvorbu aflatoxinii
jsou nepostradatelné také nékteré kovy, hlavné pak zinek. Ke kontaminaci vSak
nemusi dochazet jen u zemédélskych produktli v malo rozvinutych tropickych
zemich, ale dochazi kni béZzné v teplych oblastech srozvinutym zemédeélstvim

(Malir et al,, 2003).

Velkou nachylnost ke kontaminaci aflatoxintim maji zejména potraviny z kukufice
a riznych druht orechi (Wild & Gong, 2010), dale také koreni (Malif et al., 2003)
nebo ovoce (Polaskova et al., 2011). Kukurice a podzemnice olejna (arasidy) jsou
povazovany za hlavni zdroje expozice, jednak diky nachylnosti ke kontaminaci a
také diky jejich veliké spotrebé (Neme & Mohammed, 2017). Kromé toho se

aflatoxiny vyskytuji v obilovinach (napf. pSenice, jeCmen, Zito, ryZe), v naSich
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podminkach spise ovSem za podminek nevhodného skladovani. V bramborach,
cukru nebo kyselém zeli vSak aflatoxiny dosud nebyly stanoveny (Malir et al,
2003). Neme & Mohammed (2017) kromé obilnin, ofechli a koreni uvadéji dale
olejnata semena, jako jsou napf. slunecnicova, s6jova a bavinikova semena.
Zasadni vyznam pro verejné zdravi predstavuje aflatoxin M1, ktery se vyskytuje v
mléce a mlé¢nych vyrobcich. Mléko tak vykazuje vyznamny potencial pro zavedeni
aflatoxinu do lidské vyzivy (Campagnollo et al, 2016). ZvySeny vyskyt aflatoxinu
B1 v kukufici byl zaznamenan vletech 2012 - 2013 vjizni Evropé v dasledku
zvySeni teplot a velkého sucha, proto odbornici oc¢ekavaji v blizké budoucnosti i
narust vyskytu aflatoxinu B1 u kukufrice, ale i vjinych potravinach (Ostry et al,
2017). Velmi vyznamny byl v¢éasny vyvoj analytickych metod schopnych detekovat
a kvantifikovat aflatoxiny v extraktech potravin a potravinarskych plodin (Kensler

etal., 2010).

Aflatoxin B, Aflatoxin G, Aflatoxin M,

Obrazek ¢. 1 - strukturni vzorce aflatoxint

Aflatoxiny (obr. ¢. 1) jsou zhlediska biologického ucinku hepatotoxické,
imunotoxické a neurotoxické. Pozdni ucinky zahrnuji genotoxicitu, mutagenitu,
karcinogenitu a teratogenitu (Malif et al, 2003; Polaskova et al., 2011). Aflatoxiny
jsou lipofilni a jsou schopny prekonat placentarni bariéru a mohou tak byt
bioaktivovany v déloze (Wild & Gong, 2010). Akutni i chronicka toxicita aflatoxinti
klesa v daném poradi: AFB1>AFM1>AFG1>AFB2>AFG; (Laciakova et al, 2011), pri

vvvvvv

16



AFGg, 5x vice toxicky, nez AFB2 a 2x vice toxicky, nez AFGi. Aflatoxin B1 je tedy
nejsilnéj$i vyznamny prirodni karcinogen (Malit et al, 2003). Biotransformaci
aflatoxini vznikaji jejich hydroxyderivaty AFM; a AFMz, které se nachazeji zejména
vmléce krav krmenych kontaminovanym krmivem (Laciakova et al, 2011;
Polaskova et al., 2011). Hydroxylaci AFB1 vznika AFM: (Zain, 2011), ktery byl
nalezen v jatrech, ledvinach, krvi, moci, stolici, zZlu¢i a mléce savct. Je vSak oproti
AFB1 méné toxicky a oproti ostatnim prirozené se vyskytujicim aflatoxiniim se
muze vyskytovat i v nepfitomnosti jinych aflatoxini. Proto tato expozice AFM1
predstavuje nejvétsi problém zejména pro déti (Malir et al, 2003). AFMy, ktery je
znacné méné toxicky, nez AFM; vznika hydroxylaci AFB; (Zain, 2011) a nachazi se
v jatrech, ledvinach, moci a mléce savci, véetné toho lidského, ale ve srovnani
s AFM; vdaleko niZsich koncentracich. VSeobecné jsou aflatoxiny primarné
metabolizovany v jatrech pomoci enzymt a oxidaz. VétSina primarnich metaboliti
je pak detoxikovana a nasledné vyloucena moci nebo stolici (Malit et al., 2003).
Nezadouci toxikologické dlsledky aflatoxinli jsou pomérné rozmanité diky
Sirokému spektru expozic vedoucich k akutnim tc¢inkiim, vcetné rychlé smrti, ¢i ke
chronickym nasledkiim (Kensler et al, 2010). Vysoka chronickd expozice se
projevuje zejména v sobéstacnych zemédélskych komoditach v nékterych castech
napi. Afriky ¢i Asie, kde predpisy o kontrole expozice bud’ viibec neexistuji, nebo
jsou prakticky nevymahatelné (Wild & Gong, 2010). Podle Mezinarodni agentury
pro vyzkum rakoviny (IARC/WHO), ktera kategorizuje mykotoxiny z hlediska
karcinogennich ucinkd, jsou od roku 2012 vSechny aflatoxiny fazeny do skupiny A

- prokazany karcinogen pro Clovéka (IARC, 2012; Ostry et al., 2017).

Z hlediska chemické struktury se aflatoxiny radi mezi nesaturované, polycyklické,

vysoce substituované kumariny (Malir et al, 2003). Doposud bylo identifikovano

vevs

vivzs

(AFG1) a aflatoxin Gz (AFGz). Jako dalsi Ize jmenovat aflatoxin D1 (AFD1), aflatoxin
M: (AFM1), aflatoxin M2 (AFM3), aflatoxin P1 (AFP1) nebo aflatoxin Q: (AFQ1).
Aflatoxiny ze skupiny B vykazuji modrou fluorescenci pod ultrafialovym svétlem,
zatimco aflatoxiny ze skupiny G vykazuji fluorescenci Zluto - zelenou (Laciakova et
al, 2011) a aflatoxiny skupiny M fluorescenci modro - fialovou (Malir et al., 2003).
Aflatoxiny jsou nestabilni pii plisobeni UV zateni, naopak jsou velmi stabilni pfti
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teplotach vysSich nez 100°C a nevykazuji témér zadny rozklad pri peceni,

pasterizaci a praZeni (Campagnollo et al., 2016).

Dle narizeni Komise (ES) ¢. 1881/2006 je pro aflatoxin B1 zakladni pripustny limit
pro vSechny druhy obilovin a vyrobky pochazejici z obilovin stanoven na 2 pg/kg.
Pro sumu aflatoxinii By, B2, G1 a G2 limit ¢inf 4 ug/kg. Pro AFM1 v mléce je stanoven

limit 0,050 pg/kg, v détské vyzivé Cini limitni koncentrace 0,025 pg/kg.

1.2 Ochratoxin A (OTA)
Objev mykotoxinu OTA se datuje do roku 1965, kdy byl izolovan z Aspergillus

ochraceus zkukuricné mouky v Jihoafrické republice (Malif et al, 2016) pri
laboratornim screeningu toxinogennich VMH. Teprve roku 1969 byl OTA jako
prirozené se vyskytujici kontaminant nalezen ve vzorku kukufice v USA (Malir et

al, 2003).

OTA je produkovan zejména plisnémi rodt Aspergillus nebo Penicillium (Malif et
al, 2003; Zain, 2011; Hibi et al, 2011; Polaskova et al,, 2011). Pfi produkci OTA se
uplatniuji VMH rodu Aspergillus, to predevSim v tropickych a subtropickych
oblastech (Laciakova et al., 2011), jsou to napriklad druhy A. ochraceus, A. niger, A.
melleus, A. glaucus, A. elegans, A. alliaceus, A. petrakii (Malit et al., 2003). Naproti
tomu v chladnéjSich oblastech je OTA produkovan VMH rodu Penicillium
(Laciakova et al, 2011), napft. P. verrucosum (Malir et al, 2003). Roku 2004 byly
z kavy izolovany a objeveny nové druhy rodu Aspergillus produkujici OTA a to A.
westerdijkiae (obr. ¢. 2) a A. steynii (obr. ¢. 3), (Frisvad et al, 2004; Malir et al.,
2016). Z kavy byly takeé izolovany dals$i druhy produkujici tento mykotoxin - A.
lacticoffeatus a A. sclerotioniger (Samson et al., 2004; Malir et al., 2016). VMH rodu
Aspergillus, které produkuji OTA, rostou pri vysokych teplotach a produkuji
pigmentované hyfy a spory, a to ¢ini tyto druhy odolné vii¢i UV zareni (Malif et al,

2016).

OTA se nalézd zejména v obilovinach a cerealnich vyrobcich, dale v kavé, ving,
koreni nebo dZusech. (Polaskova et al., 2011). Vyskyt OTA (a zaroven jeho
producenta A. ochraceus) byl zjiStén takeé v ryZi, na rozdil od méné castého vyskytu
v pSenici a kukurici (Frisvad et al, 2004). Vysoké koncentrace OTA byly zjiStény
také vrozinkach (Abarca et al, 2002; Polaskova et al., 2011). Dalsi hlavni zdroje
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OTA v potravinach jsou veprové maso, krev a vnitinosti (jatra, ledviny), pivo,
luSténiny a zeleny ¢aj (Malif et al., 2003). Substratem rustu plisni by mohly byt i
nespravné skladované bylinné ¢aje (Malir et al., 2014). V Evropé podle Kodexu pro
potravinarské pridatné latky a kontaminujici latky je druhym nejdalezitéjSim
zdrojem OTA ve stravé hned po obilovinach vino (Sage et al., 2004). V posledni
dobé se uvazuje o moznosti, Ze vyskyt OTA v krmivech pro zvirata a nasledné
zvySeni vyskytu OTA ve veprovém mase a vnitfnostech je pripisovan zménam
klimatu, vysokym teplotdm a suchu. Tyto piedpovédi se vSak v CR nepotvrdily
(Ostry et al, 2016a). Nicméné expozice clovéka OTA z rliznych potravin je stale
vyznamna (Hibi et al, 2011). OTA je relativné tepelné stabilni (Suchy & Herzig,
2005), uvadi se vsak, ze peCeni sniZuje jeho obsah o 20%, zatimco vareni nema

Zadny ucinek (Malif et al., 2013).

Obrazek €. 2 - Aspergillus westerdijkiae Obrazek ¢. 3 - Aspergillus steynii

Expozice zvitrat nebo lidi 0TA muze zplisobit mnozstvi zdravotnich problému. Mezi
nejvyznamnéjsi cesty privodu OTA u lidi patii zejména dietarni expozice (Malif et
al, 2016). KoZni a inhala¢ni expozice maji maly vyznam pro populaci, prileZitostné
vSak mohou hrat vyznamnou roli (Malif et al., 2013). Pracovnici v zemédélstvi jsou
Casto vystaveni inhala¢ni expozici OTA, kdyZ manipuluji s uloZenou pSenici ¢i
obilim obecné, zejména pri uchovavani v uzavieném prostoru po delsi dobu. Také
farmari jsou vystaveni kontaminovanym vzdusnym aerosolim. Nedavno bylo totiz
prokazano, Ze OTA je pritomen ve sporach a polétavém prachu (Pfohl-Leszkowicz,
2009). Bylo prokazano, Ze OTA ma schopnost inhibovat syntézu proteinti (Suchy &

Herzig, 2005), ztoho je v podstaté odvozena jak akutni, tak chronicka toxicita
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(Malir et al, 2003). Pfohl-Leszkowicz (2009) a Malit et al. (2016) uvadéji, Ze
chronické vystaveni nizkym davkam OTA by mohlo byt mnohem skodlivéjsi, nez
akutni expozice vysoké davce. Mezi dalSi mechanismy ucinku OTA nalezi
poskozeni metabolismu cukri a vapniku a poskozeni mitochondrialnich funkci
(Malir et al, 2003; Laciakova et al, 2011). OTA také naruSuje mitoticky proces
bunék (Mally, 2012). Khlavnim biologickym ucinkiim patii nefrotoxicita,
hepatotoxicita, embryotoxicita, imunotoxicita, neurotoxicita, genotoxicita,
teratogenita, karcinogenita (Malir et al, 2013; Malir et al, 2016) a mutagenita.
Vyznamnym toxickym uc¢inkem OTA je jiZ zminovana nefrotoxicita, kdy dochazi
k poSkozeni ledvin a vyluCovaciho systému (Malit et al, 2003). OTA je jednim
z nejsilnéjSich karcinogenl ledvin (Pfohl-Leszkowicz, 2009). OTA se podili na
patogenezi nékterych onemocnéni ledvin, napt. Balkanské endemické nefropatii
(BEN) (Hibi et al.,, 2011) nebo chronické intersticialni nefropatii (CIN) (Malir et al.,
2016). OTA je podeziran jako mozna pri¢ina rakoviny varlat u mladych muzi
(Akman et al, 2012). Prizkumy ukazuji, Ze se OTA chova jako kumulativni jed
s rychlou absorpci a pomalym vylu¢ovanim. Byl nalezen jak v tkanich, tak v krvi,
kterou je distribuovan v organismu (Malif et al., 2003; Laciakova et al, 2011). OTA
byl detekovan v lidské krvi v celosvétovém meéritku. Po poZiti OTA lze vSak jeho
koncentrace uZz po nékolika dnech najit i v moci. Jeho eliminace pomoci moci je
vSak nizka a nezavisla na prijimané davce. OTA je vylu¢ovan také lidskym mlékem,
avSak koncentrace OTA v mléce je mnohem niZsi, nez v krvi (Malir et al,, 2016).
Z hlediska toxicity je ochratoxin C stejné toxicky jako OTA, avsak jeho vyskyt je jen
vzacny. O néco méné toxicky (zhruba 16x), neZ OTA, je ochratoxin B a za nepfrilis
toxicky je povazovan ochratoxin a, avSak ma ucinky genotoxické (Malir et al,
2003). Podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC/WHO) je OTA
razen do skupiny 2B - mozny karcinogen pro ¢lovéka (Malir et al., 2003; Sage et al.,
2004), to od roku 1993 na zakladé nékolika studii na zviratech, ktera prokazala
velké mnozstvi dliikazli o jeho karcinogenité. Citlivost na rakovinu je zavisla na

druhu a pohlavi (Malit et al., 2016).

Z hlediska chemické struktury se OTA (obr. ¢. 4) radi mezi pentaketidy a ze

skupiny ochratoxinli zna¢né dominuje. Ochratoxiny jako takové jsou derivaty 7-

izokumarinu, ktery se vaZe na aminoskupinu L-B-fenylalaninu (Laciakova et al,

2011). Dalsi priklady mykotoxinti patticich k této skupiné jsou ochratoxiny (B, C, D
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a o) a 10-hydroxyochratoxin. Roku 1992 byly objeveny dalsi tfi mykotoxiny
analogické k OTA, u kterych se vSak misto fenylalaninu vyskytuje jiny druh
aminokyseliny napf. lysin (Malir et al., 2003).

i
(|J—OH ﬁ OH 0
CHy——CH—N—-C
| 0
H
H
CHj
Cl
Ochratoxin A

Obréazek ¢. 4 - strukturni vzorec ochratoxinu A

Dle narizeni Komise (ES) ¢. 1881/2006 je pro OTA v nezpracovanych obilovinach
stanoveny limit 5 pg/kg a pro vSechny produkty pochdazejici z nezpracovanych
obilovin, vCetné zpracovanych vyrobkli z obilovin a obilovin urcenych k ptimé

spotrebé ¢ini limit 3 pg/kg.

1.3 Deoxynivalenol (DON)
Roku 1973 byl vUSA objeven mykotoxin DON, kdy byl izolovan z kukurice

napadené toxinogennimi VMH Fusarium graminearum. JelikoZ kukurice podavana
trivialnim nazvem pojmenovan jako vomitoxin. DON objevili Yoshizawa a
Mooroka, aviak nezavisle na sobé& (Malif et al, 2003). Sobrova et al. (2010) uvadi,
ze roku 1972 byly popsany emetické ucinky tohoto mykotoxinu u japonskych

muzi, ktef{ zkonzumovali plesnivy je¢men obsahujici VMH rodu Fusarium.

DON je produkovan toxigennimi kmeny VMH rodu Fusarium. Autoti Malit et al.
(2003) a Polaskova et al (2011) se shoduji, Ze vyznamnymi producenty jsou
zejména F. graminearum a F. sporotrichioides. Mezi dal$i vyznamné producenty
VMH patrti dale F. equiseti (Polaskova et al., 2011) a F. poae ¢i F. culmorum (Malif et
al, 2003). DON je zejména produkovan druhy VMH - jako jsou F. graminearum, F.

culmorum a F. crookwellense (Wu et al,2016), které jsou béZnymi patogeny u
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obilovin, zejména pSenice, jeCmene a kukurice. Velky vliv na vyskyt mykotoxinii
produkovanych plisni rodu Fusarium v zemédélskych komoditach (predevsim u
kukutice) méla v roce 2014 zména klimatu v Evropé, véetné Ceské Republiky a to i
pres dodrzovani zasad SZP (Ostry et al, 2016a). Koncentrace DON se mohou
béhem Kkliceni zrna zvysit, protoZze podminky vysoké vlhkosti a mirné teploty

usnadnuji riist VMH rodu Fusarium a produkci mykotoxint (Jin et al, 218).

DON je rozsiren fakticky kdekoliv po svété, kde jsou péstovany obiloviny (Malir et
al, 2003) a je povazovan za nejbéznéjsi a nejznaméjsi mykotoxin, kontaminujici
zrno a nasledné produkty z obilovin. Jeho vyskyt v potravinach a krmivech je
potencionalnim ukazatelem vyskytu dalsich mykotoxinéi (Sobrova et al., 2010). Na
jeho pritomnost poukazuje pritomnost nacervenalych, bélavych, scvrklych c¢i
ndpadné lehkych zrn (Suchy & Herzig, 2005). Diky dodrZovani SZP a pfti pouZiti
vhodnych agrotechnickych opatfeni lze zabranit kontaminaci obilovin DON jiZ pti
péstovani. Zasadni roli vSak hraji predevSim klimatické podminky. DON byl
nalezen zejména v obilovinach a vyrobcich z nich, je¢meni, kukufrici, ryzi, pSenici,
triticale, prosu, otrubach, v Zitné mouce (Malit et al, 2003), ciroku, pohance,
chlebé, pivu a nudlich (Sobrova et al., 2010). Dale napf. ve $pagetach, séjovych
bobech, zazvoru, Cesneku a bramborach. Nejvyssi koncentrace DON se nachazeji
hlavné v je¢meni, kukurici a pSenici. Co se tyce zivocicht, prenos DON krmivem je
mozny, ale pirechod rezidui DON do mléka, masa nebo vajec je jen zanedbatelny
(Malir et al., 2003). Nebezpeci spociva v tom, Ze i po zakladnim kulinarském
zpracovani mykotoxin z{istdva v potravinach a krmivech (Sobrova et al, 2010).
Vareni, peCeni a smaZeni jsou diskutovany jako reduk¢ni procesy DON
v potravinach, nicméné ze vSech mykotoxind je nejvice termostabilni. Zejména
peceni je dilezity proces vyuzivany pti vyrobé obilnych potravin (napi. chléb).
Hodnoty DON vsSak zaviseji na vice faktorech, napf. typ mouky, recept, teplota,
doba peceni apod. (Wu et al, 2016). Sobrova et al. (2010) uvadi, Ze jedna
vysokym teplotdm (aZ 200°C), coZ zvySuje riziko vyskytu v potravinach. Zaroven
uvadi, Ze DON je rozpustny ve vodé, tedy se jeho koncentrace pii vareni miize

snizit (Sobrova et al., 2010).
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Riziko expozice Clovéka je bud’ pfimé privodem potravin rostlinného ptivodu, nebo
nepiimé prostiednictvim potravin Zivo¢isného ptvodu (Sobrova et al, 2010).
Akutni toxicita je popisovana predevsim poskozenim GIT a zvracenim, coZ bylo
zjiSténo zejména u prasat (Malir et al, 2003), ktera navic odmitaji i krmivo (Wu et
al, 2016). Dale se uvadi, Ze jiné druhy, jako napf. koné, jsou méné citlivé na DON
(Wu et al, 2016). DON ovliviiuje, jak zvireci, tak lidské zdravi a zplisobuje akutni
docasnou nevolnost, zvraceni, bolest hlavy a bricha, prijem, zavraté a horecku
(Sobrova et al, 2010). Kemetickym u¢inkim po konzumaci dochazi, diky
transportu DONu do mozku, kde probihd dopaminergnimi receptory (Suchy &
Herzig, 2005; Sobrova et al, 2010). U zvirat bylo dale prokazano dermatologické
poskozeni, hemoragické, imunosupresivni a teratogenni Gc¢inky. Je pravdépodobné,
ze diky imunosupresivnimu pilisobeni trichoteceni se zvySuje Kkarcinogenita
aflatoxinu B; (Malif et al, 2003). Polaskova et al. (2011) navic uvadi ucinky
neurotoxické a mutagenni. Vriznych studiich bylo zjisténo, Ze hlavnimi cili
plisobeni DONu jsou mitochondrie a ribozomy (Wu et al., 2016). DON také inhibuje
syntézu proteinli (Suchy & Herzig, 2005; Laciakova et al, 2011). Koexistence DONu
s kyselinou fusarovou predstavuje dalsi rizika pro konzumenty zrni, protoZe tato
kyselina jeSté dokonce potencuje toxicitu DONu (Neme & Mohammed, 2017).
Podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC/WHO) neexistuji
dostatecné dikazy o karcinogenité DON u pokusnych zvirat, proto je DON
zatazovan do kategorie 3 - neni klasifikovan jako karcinogen pro ¢lovéka (Sobrova

etal, 2010; Ostry etal., 2017).
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Obrazek €. 5 - strukturni vzorec deoxynivalenolu

DON (obr. ¢. 5) patii do skupiny trichotecent typu B (Malir et al,, 2003; Polaskova
et al, 2011; Khaneghah et al., 2018). Je to nejcastéji se vyskytujici trichothecen
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v prirodé (Wu et al, 2016). Strukturalné se jedna o polarni organickou slouceninu,
ktera obsahuje 3 volné hydroxylové skupiny (-OH), které jsou spojovany s jeji
toxicitou (Sobrova et al, 2010). Také se fadi mezi sesquiterpeny - z hlediska

zplsobu biosyntézy (Malir et al., 2003).

Dle narizeni Komise (ES) ¢. 1881/2006 je pro DON v obilovinach urcenych k primé
spotiebé pripustnd limitni koncentrace 750 pug/kg, v pecivu, suSenkach, svacinkach
z obilovin a ve snidanovych ceredliich ¢ini limit 500 pg/kg. V ptikrmech urcenych

pro kojence a malé déti je stanovena limitni koncentrace na 200 pg/kg.

2 Sledované obiloviny

Obilniny patii mezi zakladni slozku lidské vyzZivy. Prispivaji k pokryti energetické
potieby populace, jsou zdrojem vSech vyZivové vyznamnych latek (Slukova &
Sktivan, 2016). Jejich podil na celkové spotiebé energie v potravé je 30 - 40% u
obyvatel vyspélych zemi, v rozvojovych zemich dosahuje az 90%. Kromé energie
poskytuji také bilkoviny, vitaminy a mineralni latky. Je v§ak nutné rici, Ze bilkoviny
obilnin nedosahuji takové nutri¢ni hodnoty jako bilkoviny Zivoc¢iSné (Benda et al.,
2010). Obiloviny sledované v této praci patii do Celedi lipnicovité (Poaceae). Dle
botanického hlediska patii mezi obiloviny pouze zastupci rostlin zastupujici celed’
lipnicovité, jako je napt. rod pSenice (Triticum), Zito (Secale), oves (Avena),
kukurice (Zea), také ryze (Oryza), proso (Panicum) ¢i bér (Setaria). VSeobecné se
vSak mezi obiloviny fadi druhy rostlin z jinych ¢eledi, napt. pohanka (Fagopyrum)
z Celedi rdesnovité (Grau et al, 1990). Kromé jiz zminéného lze jmenovat také
amarant ¢i quinoa z Celedi laskavcovitych (Amaranthaceae) (Prihoda et al, 2006;

Slukova et al., 2016).

2.1 Charakteristika lipnicovitych rostlin (Poaceae)

Nejvétsi Cast lipnicovitych rostlin tvori vegetativni organy - koren, stonek a listy.
Korenovy systém u jednodéloZnych rostlin, kam patfti i ¢eled’ lipnicovité, je tvoren
vedlejsimi koreny, které se vétvi v kofenové vétve prvniho a druhého radu (Grau et
al, 1990). Koreny prvniho radu se vytvari pri kliceni obilek, nazyvaji se koreny
primarni ¢i také zarodecné. O néco pozdéji se z podzemniho kolénka vytvari

mohutny korenovy systém, jedna se o koreny sekundarni, byvaji Casto svazcité

24



(Benda et al., 2000). Celkové kotfeny dosahuji aZ neobycejné délky, napt. u dospélé
rostliny Zita dosahuje celkova délka korenového systému kolem 80 km (Grau et al.,
1990). Zito a oves maji nejbohatsi kofenovou soustavu, oproti pSenici ¢ je¢meni.
Rostliny vSak netvori vegetativni podzemni zasobni organy, jako je bulva nebo
cibule (Benda et al., 2000). Velmi dlouhy je téZ cévni systém, ktery zacina uz v ptidé
a do rostliny privadi vodu a mineralni latky. Koreny slouZi zejména k upevnéni celé
rostliny v ptidé, pricemz se cela Celed’ radi mezi mélkokoienné rostliny (Grau et al.,

1990). Dalsi funkce je zasobni a vyzivovaci (Benda et al, 2000).

Stonek, presnéji stéblo, Celedi lipnicovité je vidy okrouhlé a clenéné na clanky
(internodia) a kolénka (nodi). Internodia jsou dutd, pouze kolénka jsou vyplnéna
rostlinnym pletivem (Benda et al, 2000). Stéblo je vzdy dvouradé olisténé tzn.,
listy jsou umistény na protilehlych stranach stébla a stiidaji se od kolénka ke
kolénku. I pres celkovou délku stébla (i vice nez metr), zlistava stéblo pouze 2 mm
tlusté. Navic také nese kvétenstvi, které at uz je vétvené ¢i kompaktni, dosahuje
znacné vahy (Grau et al, 1990). Aby nedochazelo ke zlomeni stébla vlastni vahou,
vyskytuji se vjeho sténdch mechanickd a sklerenchymatickd pletiva. Pouze
v mistech bezprostfedné nad kolénky jsou vlakna pferusSena a nahrazena délivou
tkani, ktera umoziuje stéblu riist do vysky, popf. jeho narovnani pii eventualnim

ristu do Sikmé polohy (Grau et al.,, 1990; Benda et al., 2000).

Listy sestavaji ze dvou Casti - listové pochvy a listové cepele (fapik chybi). Listova
pochva je bazalni Casti a prirtstd ke kolénku a ostatnimi svymi okraji prekryva
témér celé internodium takika k nasledujicimu kolénku. Listové pochvy jsou na
jedné strané oteviené a jeji horni ¢ast mize byt vypoukla. Listova pochva plynule
prechazi v listovou cepel tvorici svrchni konec listu. Na prechodu téchto dvou ¢asti
(z uzlabi pochvy) vyrilista nezeleny, maly blanity lem, nazyvajici se jazycek (ligula),
ktery slouzi zejména pii urcovani. Listova pochva mize vybihat v zaSpicatéla
ouska (auricula) obepinajici stonek (Grau et al., 1990; Benda et al., 2000). Plocha
nebo svinuta listova cepel je vidy protahla a zaSpicatéla s rovnobéznou Zilnatinou,
ktera je typicka pro jednodélozné rostliny. Kazda jednotliva Zilka je svazek

vodivého pletiva, slouZici jako vyztuha a pro transport Zivin (Grau et al., 1990).

Z generativnich organii jsou kvéty u Celedi lipnicovitych velmi nendpadné, jedna se
o dlouhé klasy, laty nebo lichoklasy. Jedna se o vétrosprasné rostliny, nemusi tak
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vytvaret napadné kvéty, protoze jejich pyl je pfenasen pasivné vétrem. Kvétenstvi
tak musi znacné prevysSovat uUroven listd. I kdyZ je vétrosprasnost vyvojové
primitivnéjsi, pro tuto Celed’ je zna¢né vyhodna a odraZzi se v urcitych zvlastnostech
stavby kvétu (Grau et al, 1990). Kvét je tvoren jednim semenikem, dvéma
péritymi, dlouhymi, vétSinou priihlednymi bliznami, na které se posléze zachyti
pylova zrna. Pod semenikem se nachazi tri tyCinky s dlouhymi nitkami a zlutymi
prasniky. Pod tyCinkami se nachazi vétSinou dvé drobné Supinky - plenky, které se
zvétSuji pri prijimani vody a prispivaji tak k otevieni kvétu. Pod plenkami se
nachazi dalsi Supinovity kvétni organ - pluska. Jako podpiirny listen kvétu slouzi
dalSi obal a to plucha. Jednotlivé kvéty jsou husté nahloucené v klasek. Uvnitt
klasku se jednotlivé kvéty nachazi v pazdi vlastni pluchy. Na bazi je pak klasek
obalen horni a dolni plevou, ty lze povazovat za podplrné listeny kvétenstvi.
Samotny klasek se tedy sklada z vétsSiho poctu kvétl a tvori tak dil¢i kvétenstvi.
Klasky spolu s klasovym vietenem vytvaii klas (Grau et al, 1990; Benda et al,
2000). Existuji pak rtizna usporadani klaskd. Pokud jsou klasky prisedlé na kvétni
ose, jedna se o kvétenstvi nazyvané klas. Dalsi typ kvétenstvi je lata, na které jsou
klasky usporddany na dlouhych postrannich vétvich. Pokud jsou postranni vétve
znacné kratké, kvétenstvi se oznacuje jako lichoklas. U malého mnozZstvi rostlin
z této Celedi se vyskytuji i hroznovitad kvétenstvi, jedna se pak napf. o hrozen,

jednostranny hrozen ¢i palici, kterou nalezneme u kukuftice (Grau et al, 1990).

Mezi generativni organy patii téZ plody. Po odkvétu se jednoplodolisty semenik
vyviji v jednosemenny suchy plod obilku (Grau et al., 1990). Casto se plod obilovin
oznacuje jako zrno, byt je to botanicky nespravné (Benda et al.,, 2000). Sténa plodu
se spojuje s vlastnim osemenim a sriista s nim. Kazda dozrald obilka ma na jedné
své strané hlubokou ryhu, ktera predstavuje predchazejici briSni Sev semeniku a
tedy stranu obracenou ve zrajicim klasku k plusce ¢i kvreteni klasku. Na bazi
obilky se nachazi Stitovity, asymetricky protazeny tercik - Stitek (scutellum). Pod
Stitkem se nachazi klicek (embryo), na kterém lze rozeznat zaklad korinku a lodyhy
(Grau et al, 1990). Cela obilka (obr. ¢. 6) je chranéna pevnym oplodim (perikarp)
slouZici kochrané pred mechanickym poskozenim, pod kterym se vyskytuje
osemeni (testa), které urcuje vnéjsi barevny vzhled a vyZivna tkan (endosperm).
V endospermu se nachazi zasobni latky, jako jsou Skrobova zrna a bilkoviny,
dilezité pro vyzivu embrya a podporu kliceni do doby, neZ dojde k proristani
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prvnich listkii ornici (Prihoda et al., 2006; Kopacova, 2007). Mezi endospermem a
osemenim se nachazi jedna nebo nékolik vrstev aleuronovych bunék, které slouzi
kvyzivé zarodku (Benda et al, 2000). Po vzniku prvnich listkli je vyziva
zajiStovana fotosyntézou. Transport Zivin je zprostredkovavan vrstvou tkané,
ktera priléha na zrnicka Skrobu a odpovida déloznimu listku. DélozZni listek tak
zlstava v obilce a prvni listky, které vyriistaji z obilky, jsou vlastné nasledujici listy.
Nékteré druhy cely Zivotni cyklus uskute¢ni v ramci jednoho roku, jiné kli¢i az
v 1été ¢i na podzim, avSak plody vytvori az v 1été nasledujiciho roku (ozimy) a velky
pocCet druht je viceletych ¢i vytrvalych a zimu preckavaji napfr. v podobé
podzemnich vyhonki ¢i stébel a rizic (Grau et al.,, 1990). Morfologie zrna vSech
obilovin je zhruba shodnda. Rozdily jsou predevsim v tvaru (kulata, protahld) a
velikosti, avsak rozméry se mohou lisit i v zavislosti na odriadé, klimatickych

podminkach ¢i kvalité ptdy (Prihoda et al,, 2006).

Obrazek €. 6 - podélny iez obilkou (a - oplodi, b — osemeni,

c - vrstva aleuronovych bunék, d - vyZivna tkan, e - klicek)

2.2 Zito seté (Secale cereale)

2.2.1 Systematické zarazeni
e Rise: rostliny (Plantae)

e PodriSe: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
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e Nadoddéleni: semenné rostliny (Spermatophyta)
e (Oddéleni: krytosemenné rostliny (Magnoliophyta)
e Trida: jednodélozné (Liliopsida)

e Celed: lipnicovité (Poaceae)

¢ Rod: zZito (Secale)

e Druh: Zito seté (Secale cereale)
Dostupné z: Plants Database

2.2.2 Popis

Zito seté je jednoletd nebo prezimujici trava, kterd dosahuje vy$ky od 60 do 200
cm (Grau et al, 1990). Je to jednodélozna rostlina se svazcitymi koreny, které
druhotné netloustnou (Rovenska, 1973). Jedna se o pomérné mohutnou, pfimou
rostlinu, ktera je vhorni ¢asti husté chlupata. Cepele listll jsou ploché, lysé a
modravé ojinéné. Listové pochvy maji kratka ouska, jazycky jsou také pomérné
kratké (asi 1,5 mm), na kKonci zatupélé. Stéblo je tvoreno z kolének a ¢lanki a na
hornim konci je zakonceno jednoduchym kvétenstvim - klasem (Rovenska, 1973).
Ve stadiu zralosti jsou klasy lehce previslé. Klasy jsou ¢tyfhranné aZ 20 cm dlouhé,
bez vrcholovych klaskd. Vieteno pevné a témér nerozpadavé. Klasky jsou vétSinou
dvoukvété, vzacné pak trojkvété (Grau et al, 1990). Klasek se sklada zplev
(Rovenska, 1973). Plevy jsou velké do 1 cm, jsou jedno - Zilné, uzce kopinaté a na
svrchni strané maji osinatou Spicku a jsou kylnaté. Pluchy dosahuji délky necelych
2 cm, jsou zretelné trojZzilné, kylnaté aZ k bazi a ve svrchni ¢asti se silnou osinou
(Grau et al,, 1990). Dale pluska, mezi ni a pluchou se nachazi kvét Zita, ktery se
sklada z tycinek a pestiku tvoreného bliznami a semenikem, ktery je objimam
plenkami (Rovenska, 1973). Plod - obilka ma na hibetni strané hlubokou ryhu, na

svrchni strané je chomacek chlupti a dosahuje délky 5 az 9 mm (Grau et al,, 1990).

2.2.3 Vyuziti

Zito ma hojné vyuziti, nejvice se v$ak vyuzivd vprimyslu potravinarském
(Rovenska, 1973; Ticha & Vyzinova, 2006), také v picninarstvi (Rovenska, 1973;
Kopacova, 2007). Zito slouzi jako krmivo, avéak jen v omezené miie (hoika chut,
nizsi vyzivna hodnota), vice se uplatniuje jako jarni zelené krmeni. Pripadné jej lze

vyuzit pro technické a farmaceutické ucely napt. pro zisk namelovych alkaloidi.
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V potravinarstvi se nejvice Zito vyuZziva pri vyrobé nékterych druht chleba, lihu ¢i
jako kavova ndhrazka. V Kanadé a USA se znéj vyrabi Zitnd whisky (Ticha &
Vyzinova, 2006). U nas je Zitny destilat zndmy pod nazvem ,reznd“. Dale se
vyuZzivaji praZena Zitnd semena, kterd se prodavaji jako tzv. Zitovka. Zito je téZ

vhodné pro naklicovani (Kopacova, 2007).

2.2.4 Rozsireni a historie

Jedna se o rostlinu, ktera se nachazi na celém svété, pricemz jeji plivodni stanovisté
bychom nalezli v zapadni Asii (Rovenska, 1973; Grau et al., 1990). Plané Zito se
pravdépodobné nachazelo jako plevelova piimés (Smykal, 2009; Beranova et
Kubacak, 2010) v pSeni¢nych polich, aZ posléze bylo vzato, jako vynosna rostlina.
Dodnes se vsak v Asii vyskytuji cetné odriidy planého zita (Grau et al., 1990). Mezi
kulturni druhy obili se Zito zaradilo pomérné se zpozdénim (Grau et al., 1990;
Beranova & Kubacak, 2010). Prvni doloZené dlikazy o vyskytu plevelného Zzita
pochazeji ze sedmého stoleti pred Kristem z mlads$i doby kamenné v Syrii a
Turecku. Prvni doklady o kultivovaném Zzitu maji ptivod v obdobi 4400 az 4000 let
pred Kristem zuzemi Polska. Na uzemi Madarska, Polska, Ceské Republiky a
Slovenska z doby bronzové jsou doloZeny nejstarSi Cisté kultury péstovanych
forem Zita (Grau et al, 1990). Teprve az v ére stiredovéku v 11. - 13. stoleti
zapocala doba péstovani této plodiny, a to hlavné v zdpadni a severni Evropé (Grau
et al, 1990; Beranova & Kubacak, 2010). Zejména pro vyrobu chleba (Grau et al,
1990). Ve stiedni Evropé zacalo pirevazovat zito mezi polnimi plodinami teprve az
ve 14. - 15. stoleti, coZ dokazuji paleobotanické doklady a historické zpravy
(Baranova & Kubacak, 2010). Kulturni Zito predstavovalo nejdilezitéjsi obilovinu
pro vyrobu chleba, napt. v Némecku do 17. stoleti (Grau et al, 1990). Beranova &
Kubacak (2010) uvadéji, Ze zito si svilij vyznam v tomto ohledu udrzelo az do 19.
stoleti. Do pocatku 20. stoleti byly vynosy zita i pSenice v naSich podminkach
rovnocenné, od konce 20. stoleti se vSak podil Zita zacal sniZovat (Pfihoda, 2016).
Vsoucasné dobé co se tyce vyroby chleba, stoji na prvnim misté pomysiného

ZebriCku pSenice (Grau et al., 1990).

2.2.5 Ekologie
Zito seté je vcelku nenaro¢na obilovina, ktera ma rada lehce vlhka stanoviste,

avSak souvislejsi zamokreni ji nesvédci (Grau et al, 1990). Idedlni pldy pro
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péstovani jsou pisCité Ci pisCito - hlinité pldy, které jsou slabé kyselé nebo
neutralni (Grau et al, 1990; Ticha & Vyzinova, 2006). Zito je v CR vysévano jako
ozim (Ticha & Vyzinova, 2006; Kopacova, 2007), tedy se vyséva na podzim a sklizi
v 1été nasledujiciho roku. Brzo po zaseti na podzim se tvori prvni listky, které jsou
zbarvené do cervena. V zimé rostlina prezimuje ve vegetativnim stavu a diky
chladu ziska impuls pro tvorbu kvétii. Na jate pokracuje v ristu, koncem dubna se
tvori nosna stébla. V dobé kvétu (kvéten az ¢erven) mliZzeme nad polem se Zitem
vidét husté, nazloutlé oblaky pylu. Jde o typickou cizosprasnou rostlinu (Grau et al,
1990). Na rozdil od pSenice Zito nepotiebuje tolik tepla a je moZné jej nalézt i ve
vys$Sich nadmorskych vyskach (900 m) v oblastech schladnym a drsnéjsSim
klimatem (Kopacova, 2007), v Alpach dokonce dosahuje vysky az 1600 m. n. m

vvvvv

2.3 PSenice seta (Triticum eastivum)

2.3.1 Systematické zarazeni
e Rise: rostliny (Plantae)
e PodriSe: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
e Nadoddéleni: semenné rostliny (Spermatophyta)
e (Oddéleni: krytosemenné rostliny (Magnoliophyta)
e Trida: jednodélozné (Liliopsida)
e Celed" lipnicovité (Poaceae)
¢ Rod: pSenice (Triticum)

e Druh: pSenice seta (Triticum aestivum)
Dostupné z: Gramene

2.3.2 Popis

PSenice setd je jednoletd nebo prezimujici rostlina, ktera dosahuje vySky od 60 do
dosahovala vysky i 150 cm. Tato obilovina ma prima dutd stébla, na spodu s
chlupatymi kolénky (Grau et al, 1990). Stébla jsou kolénky rozdélena na 5 az 6
¢lankt (Benda et al, 2000). Cepele listli jsou lysé & jen malo chlupaté vétsinou
tmavé zelené aZ modrozelené. Listové pochvy jsou prilehlé, na rozdil od Zita

s velmi dlouhymi, na pohled brvitymi ousky. Jazycky jsou spiSe kratsi a na konci
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ut'até. Lichoklasy jsou témér pravidelné ¢tyrhranné az 10 cm dlouhé, nahusténé na
sebe. Klasky byvaji dvou az pétikvété, stejné Siroké jako dlouhé a pomérné
smacklé. Plevy maji kratky zoubek, v horni ¢asti jsou viditelné kylnaté, v celkovém
tvaru spiSe podlouhle ovalné. Pluchy mohou byt s dlouhou osinou i bez ni, v
zavislosti na odriadé (Grau et al, 1990). Podle toho se pSenice déli na vousky -
pluchy maji osinu a pali¢natky - pluchy nemaji osinu (Benda et al, 2000). V dobé
zralosti klast obilky lehce vypadavaji z obalt a pluchy i plusky zlistavaji prirostlé
k nerozpadavému tuhému vretenu, obilky jsou tedy nahé. Obilky jsou opét
v zavislosti na odriidé bud’ okrouhlé ¢i ovalné podlouhlé, barevné zlatozluté nebo

svétle zluté, vZdy s mélkou ryhou (Grau et al., 1990).

2.3.3 Vyuziti

PSenice je jedna z nejbéZnéjsich rostlin (Kopacova, 2007; Khaneghah et al., 2018) a
lidskou stravu jako primarni zdroje kalorii a bilkovin zrostlinnych zdrojt
(Khaneghah et al., 2018). PSenic¢né obilky se obvykle zpracovavaji na mouky, které
se vyuzivaji kvyrobé chleba, téstovin (Tichd & Vyzinova, 2006), dale suSenek
v potravinarském primyslu (Khaneghah et al, 2018). PSeni¢né Sroty, mouky ci
otruby se vyuZivaji pro hospodarska zvirata, jako krmivo (Tichd & Vyzinova,
2006). JelikoZ se suché, zralé obilky skladaji z vice nez 70% z uhlohydrati a asi z
10% z bilkovin, je pSeni¢nd mouka bohatd na lepek a je tak idedlni pro peceni
chleba a jiného peciva (Grau et al., 1990). Vysoky obsah lepku vSak miiZe zviratim
zplsobovat travici obtize, protoze se pri traveni méni na mazlavou hmotu, ktera
miZe zhorSovat stievni peristaltiku a snizovat vyuziti dodanych Zivin (Ticha &
Vyzinova, 2006). V Cetnych oblastech svéta se pSenice vyuziva k vyrobé piva (Grau

etal., 1990).

2.3.4 Rozsireni a historie

PSenici setou nelze péstovat ve vys$sich polohach (napf. v jiznich Alpach), mimoto
se vSak vyskytuje v podstaté ve vSech kulturnich oblastech svéta. Hranice rozsireni
pSenice smérem na sever setrvava za hranici vyskytu jinych obilovin napf. Zita a
jeCmene (Grau et al, 1990). PSenice obecna patri mezi nejrozsirenéjsi plodiny ve
svété, i u nas (Ticha & Vyzinova, 2006). Nejstarsi nalezy pSenice lze datovat stejné

jako u Zita do sedmého stoleti pred Kristem do doby kamenné v Turecku a Syrii,
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navic je$té v franu a v Iraku (Grau et al., 1990). I kdyZ je p$enice setd sice starobyla
obilovina, ve stfedni Evropé byla vysévana zpocatku jen vyjimecné (Beranova et
Kubacak, 2010) napt. v okoli Gottingenu (Grau et al, 1990). Prvni cisté kultury
pSenice je mozno datovat zhruba v dobé 3600 let pred Kristem diky nalezlim
z okoli Magdeburku. Neni vSak jednoznacné zda lze nalezeny material zaradit
k okruhu dneSni pSenice seté Ci pSenice tvrdé (Grau et al, 1990). Beranova et
Kubacak (2010) a Faméra (2016) uvadéji, Ze ve vétSim mnoZstvi péstovali pSenici
piredevsim Keltové, ale jako hlavni obilovinou se stala aZ s pfichodem Slovant. Dale
uvadéji, Ze koncem stiedovéku se pSenici prestalo dafit (zaplevelena a vycerpana
ptida) a vystridalo ji Zito, poté vSak ve 20. stoleti, diky novym zplsobim

obdélavani ptidy a hnojeni, byl umozZnén jeji navrat.

2.3.5 Ekologie

Jedna se o druhou nejstarsi obilovinu, hned po jeCmenu, z hlediska péstovani.
V podstaté jde o nendrocnou obilovinu. Je péstovana spiSe na vyhrevnych, jen
mirné suchych mistech jako ozim, ale i jako jatfina (Grau et al, 1990). Vyzaduje
strukturni pady, vétSinou jilovité a hlinité sneutrdlni az slabé kyselou pldni
reakci, s dobrym zasobovanim Zivinami. Nevhodné pudy jsou kyselé, piscité a
trvale zamokrené (Ticha & Vyzinova, 2006). Kofeny dosahuji hloubky az 1 metru.
PSenice je rostlina dlouhodenni, tedy ¢im je del$i den, tim rychleji nastupuje
reprodukéni faze - kveteni, jenz probiha v cCervnu. Kromé dnesSnich psenic
s dlouhymi klasy existuji i odriidy pSenic s klasy krat$Simi a témér kulovitymi.
Vsechny odridy se z genetického hlediska pokladaji za prislusniky stejného druhu
Triticum aestivum, avSak v praxi jsou rozdé€lovany. PSenice set3, jak ji zname dnes
je hexaploid - obsahuje 6 chromozomovych sad (Grau et al., 1990). V souCasnosti
asi 95% pSenice péstované po celém svété je pravé hexaploidni pSenice seta
(chlebova), zbyvajicich 5% zaujima tetraploidni pSenice tvrda (téstovinova), ktera
je vice prizpisobena suchému klimatu a slouzi k vyrobé regionalnich potravin,

napf. kuskus a bulgur (Shewry, 2009).

3 Ekologické zemédélstvi

V Ceské Republice je ekologické zemédélstvi (EZ) dle zakona o ekologickém

v

zemédélstvi ¢ 242/2000 Sb. charakterizovano ndasledovné: ,Ekologickym
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zemédeélstvim se rozumi zvldstni druh zemédélského hospodareni, ktery dbd na
Zivotni prostredi a jeho jednotlivé sloZky. Stanovuje omezeni Ci zdkazy pouZivdni
Idtek a postupt, které zatéZuji, znecistuji nebo zamoruji Zivotni prostiedi nebo
projevy a chovdni a na pohodu chovanych hospoddrskych zvirat.“ Ekologické
zemeédélstvi dale vyuziva Setrné zpracovatelské postupy bez pouziti chemicko-
syntetickych latek pti vyrobé potravin. Vyroba biopotravin je pak kontrolovana
specializovanou nezavislou kontrolou a po jejich certifikaci dochazi k oznaceni a
odliseni od ostatnich potravin. Ekologické zemédélstvi se v jinych zemich oznacuje
napr. jako zemédélstvi biologické - v némecky mluvicich zemich ¢ zemédélstvi

organické - v anglicky mluvicich zemich (Dvorsky & Urban, 2014).

Podle definice narizeni Rady (ES) ¢. 834/2007 ,je ekologickd produkce celkovy
systém rizeni zemédélského podniku a produkce potravin, ktery spojuje osvédcené
environmentdlni postupy, vysokou uroveni biologické rozmanitosti, ochranu
prirodnich zdroju, uplatriovdni prisnych norem pro dobré Zivotni podminky zvirat a
zptisob produkce v souladu s pozadavky spotrebitelii, kteri uprednostriuji produkty

ziskané za pouZiti prirodnich ldtek a procesii.”

Vakénim planu CR pro rozvoj EZ vletech 2016 - 2020 se uvadi, Ze diky
komplexnimu pristupu EZ dochazi k reSeni Fady problémij, jako je napft. snizujici se
kvalita pldy, pokles druhové rozmanitosti, zhorSend kvalita vod ¢i zhorSena
kvalita ovzdusi, ktera hranici s riziky zmény klimatu. I pres pozitiva, ktera prinasi
EZ, neni dostate¢né vyuZit potencial mozného rozsifeni EZ. Nicméné i tak patfi CR
mezi dvacet zemi svéta s nejvétsi vymeérou plidy v EZ a mezi deset zemi svéta
s nejvy$sim podilem ploch v EZ z celkové zemédélské pilidy. Co se tyce EU, CR si

udrzuje 4. pozici hned za Rakouskem, Svédskem a Estonskem.

3.1 Historie a rozvoj ekologického zemédélstvi

Pocatky ekologického zemédélstvi jsou datovany kolem prvni poloviny dvacatého
stoleti. Po druhé svétové valce se zemédélstvi zacinalo intenzifikovat a
specializovat pii tzv. Zelené revoluci (Dvorsky & Urban, 2014). U nas se toto
obdobi nazyvalo spise ,Socializace zemédélstvi“ (Urban et al, 2003). Béhem

intenzifikace byla lidska prace nahrazena mechanizaci a chemickymi prostiredky
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k oSetfovani zemédélskych plodin a hospodarskych zvirat. Intenzivni zemédélstvi
tak zajistovalo dostatek cenové dostupnych potravin, ale vzhledem k mnoZstvi
chemikalii a pouzivanych metod pfi vyrobé, byla jejich kvalita pochybna
(Polaskova et al., 2011). Dochazelo i k likvidaci rodinnych farem, tim padem i ke
ztraté osobni zodpovédnosti zemédélce za vlastni plidu, chovana zvitata a majetek
(Urban et al, 2003). Navic v takové zemédeélské krajiné klesa druhova diverzita a
ptida ztraci svou urodnost a zhutiiuje se pod tézkou mechanizaci, kromé toho
ztraci i jiné dilezité vlastnosti (Urban et al, 2003; Polaskova et al., 2011). Zacaly se
projevovat problémy s plodnosti hospodarskych zvirat ¢i s klicivosti osiv (Urban et
al, 2003). Na negativa pramyslového zemédélstvi zacali reagovat zemédélci a
spotiebitelé ustanovenim zisad kontrolovaného ekologického zemédélstvi.
Vznikly tak metody, které se odliSovaly piistupem k oSetfovani pldy a vyzivy
rostlin (Dvorsky & Urban, 2014). Jedna se o tradi¢ni zemédeélské postupy, které
jsou podloZeny védeckymi znalostmi a aplikaci piirodé blizkych zplisobti. Celkové
se jedna o komplex modernich metod hospodareni, ktery zachovava Zivotni
prostiredi a respektuje prirozené vztahy mezi organismem a ¢lovékem. Ekologické
zemédélstvi ma tedy vyznamnou krajinotvornou funkci a pomdaha reSit ztratu

biodiverzity (Polaskova et al, 2011).

Organicko-biologické zemédélstvi v Evropé poskytlo zaklad mezinarodnim
normam nevladni organizace IFOAM (International Federation of Organic
Agriculture Movements - Mezindrodni federace sdruZeni za organické
zemédélstvi) se sidlem v Némecku, kterd zastfeSuje hnuti ekologického
zemeédélstvi (Dvorsky & Urban, 2014). Zakladni standardy (Basic standards)
stanovujici pozadavky na upravu pravidel EZ byly prvni nadnarodni smérnici
IFOAM vydané pro obdobi 1982 - 1983 (Urban et al, 2003; Dvorsky & Urban,
2014). Teprve az v roce 1985 byla vydana v Rakousku prvni zavazna pravni norma
upravujici EZ. Nasledné byly vydany obdobné zakony i v jinych zemich. Roku 1991
bylo v ¢lenskych zemich EU diky rozmachu trhu s biopotravinami vydano narizeni
Rady (EHS) 2092/1991, jakoZto prvni evropskd pravné zavazni norma, ktera
stanovuje minimdlni poZadavky pro oznacovani bioproduktti a biopotravin a jejich
nasledné uvadéni na trh. Toto narizeni bylo nahrazeno natizenim Rady ES
834/2007 a k tomu se vztahujici provadéci pravidla: narizeni Komise ES
889/2008, kterymi se stanovila podrobna pravidla pro ekologické podnikatele a
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narizeni Komise ES 1235/2008 o podrobnych pravidlech pro dovozy (Schliiter &
Blake, 2009; Dvorsky & Urban, 2014). Tyto normy dopliiuje v CR také zadkon o
ekologickém zemédélstvi ¢. 242/2000 Sb. (Dvorsky & Urban, 2014).

3.1.1 Ekologické zemédélstvi v EU

Dle statistiky ekologického zemédélstvi z roku 2002 se v zemich EU ekologicky
obdélavana zemédeélska piida rozsitila béhem let 1982 - 2002 na plochu cca 5,5
milionl ha. Ekologicky obdélavand zemédélska piida tvorila 3,4% z celkové
vyméry zemédélské plidy v EU. Velkého rozvoje dosahlo ekologické zemédeélstvi
v 90. letech, v posledni dobé vsak tempo rlistu zpomalilo. Prognéza na dalsi dekadu
vSak predpokladala dal$i rozsireni podilu ekologicky obdélavané pudy. Situace
v EZ je mezi ¢lenskymi staty EU velice rozdilna. Rakousko, Dansko, Finsko, Svédsko
a Italie, kterd se ve svétovém méritku stavi na treti misto, hned za Australii a
Argentinou, byli v EZ relativné nejsiln&jsi. Na velmi nizké drovni bylo EZ v Recku,
Portugalsku dale pak v Irsku. Na Malté se ekologické zemédélstvi neprovozovalo

vibec (Javirkova, 2004).

Vkvétnu 2004 bylo do EU prijato deset novych zemi. Toho roku byl pfijat
»Evropsky akéni plan pro organické potraviny a zemédélstvi“, ktery mél umoznit
pribézny rozvoj organického zemédélstvi v EU. Na konci roku 2004 se ekologicky
hospodarilo na 5,7 miliond ha ptdy, coZ predstavovalo 3,4% celkové plochy
zemédélské plidy. Ve srovnani srokem 2002 se zvySila plocha ekologicky
obhospodarované pudy o 2,4%, avSak klesl pocet registrovanych farem o 9,3%, coz
je pric¢itano vyraznému ubytku farem v Italii. Nejsilnéjsi pozici mélo opét Rakousko

(Vondraskova, 2006).

Vr. 2005 prijala Evropska komise nové narizeni o ekologickém zemédélstvi s cilem
vétsi srozumitelnosti pro zemédélce i spotrebitele. Na pomyslném prvnim Zebricku
neustale setrvavalo Rakousko, které uz hospodarilo ekologicky na 14,5% celkové
zemédélské pidy zemé. Narizeni o ekologickém zemédélstvi z roku 2006 vzbudilo
velké rozpaky. IFOAM se k navrhu vyjadrila, Ze je znaCné nedostateCny a Ze by
prijeti navrhu poSkodilo budouci vyvoj ekologického zemédélstvi. Jednim
z hlavnich problémi byl ndvrh na povoleni kontaminaci GMO az do vyse 0,9 % v

biopotravingé, pricemz soucasny stav nepovoluje Zadnou. Vtomto roce stalo
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prekvapivé na prvotnim misté Polsko, které se za pouhy rok vyrazné zlepsilo

v ekologickém zemédélstvi a vyrobé biopotravin (Vondraskova, 2006).

Na konciroku 2015 bylo VEU 6,2% zcelkové vyméry zemédélské puldy
obhospodarovano ekologicky, coz odpovida 11,2 miliontim ha ekologické ptdy.
Rakousko hospodatrilo na 21,3% celkové zemédélské pidy zemé. Zemé
s nejvétsimi ekologickymi zemédélskymi oblastmi byly Spanélsko (téméf 2 miliony
ha), Italie (1,5 milionti ha) a Francie (1,4 miliont ha). NejvétSim trhem pro
ekologické vyrobky bylo vroce 2015 Némecko, nasledovala Francie a Velka
Britanie (Willer & Lernoud, 2017).

3.1.2 Ekologické zemédélstvi v Ceské Republice

Ekologické farmy k roku 2002 obdélavaly 5,5% z celkové vyméry zemédélské pidy
v CR (Javiirkova, 2004). Kr. 2010 tdajné hospodatilo v CR uZ vice neZ 3 500
ekofarmart (PolaSkova et al, 2011). Data zr. 2013 uvadéji, Ze bylo ekologickym
zemédélstvim v CR obhospodarovano 493 394 hektarti, coz odpovida 11,68%
z celkové vymeéry zemédeélské ptdy (Dvorsky & Urban, 2014). Stejni autori dale
uvadéji, Ze wuvedenou vyméru obhospodaruje okolo 4000 ekologickych
zemédélskych podniki a Ze se CR v tomto ohledu stavi nad primeér EU (Dvorsky &
Urban, 2014). V akénim planu CR pro rozvoj EZ v letech 2016 - 2020 se uvadi, Ze
k ¢ervnu roku 2015 ekologicky hospodarilo 4 176 ekofarem na celkové vymeére
503 000 hektard, coZ odpovidad 12,0% z celkové vyméry zemédélské pidy. Dle
ro¢enky ekologického zemédélstvi v Ceské republice (2015) ¢inila celkova vyméra
ekologicky obhospodatovanych ploch k 31. 12. 2015 témér 495 000 hektard, coz
odpovida 11,7% z celkové vyméry zemédélské pidy v CR, celkové pak hospodafilo
4 115 ekofarem. I kdyZ se hodnoty mirné 1isi, podstatny je fakt, Ze vymeéra

ekologicky obhospodarovanych ploch se stale navySuje.

V Ceské Republice hraje vyznamnou roli PRO-BIO, jakoZto celostatni sdruZeni
ekozemédélci, zpracovatell a prodejcti biopotravin (Polaskova et al., 2011). AvSak
zfizen samostatny Odbor environmentalniho a ekologického zemédélstvi.
Ministerstvo ma kliCovou roli v garantovani a vyplaceni dotaci, které jsou
vyplaceny v ramci Programu rozvoje venkova. Dozor nad vyplacenymi dotacemi ve

formé tiednich kontrol provadi UKZUZ. V CR existuji 4 povéfené privatni kontrolni
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a certifika¢ni organizace: KEZ o.p.s., ABCERT AG, Biokont CZ s.r.o. a Bureau Veritas
Czech Republic, spol. s.r.o. (Dvorsky & Urban, 2014).

Mezi hlavni rostlinné ekologické produkty patii pSenice, Zito, oves, jeCmen,
brambory a zelenina zatimco v ZivoCiSné vyrobé se produkuje hlavné mléko,
hovézi maso a ov¢i maso (Javiirkova, 2004). Dle rocenky ekologického zemédélstvi
v Ceské republice (2015) jsou hlavnimi plodinami na orné ptidé picniny, hlavné
pak viceleté picniny a dale obiloviny, z nichZ nejcastéji péstovany byly pSenice a
oves, v mensi mife triticale, je¢men a Spalda. Co se tyka technickych plodin, pak se
mirné zvysila plocha olejnin, jako je slunecnice, hofcice a fepka. Péstovani zeleniny
a okopanin trvale ziistdva vsSak na stale nizké urovni. V Zivoc¢iSné vyrobé se vr.
2015 zaznamenal nartst ekologicky chovanych zvirat, pfi ¢emzZ nejvice dominuje
jednoznacné chov skotu ndasledovany chovem ovci. Vchovu koz byla téz
pozorovana vzestupnd tendence, oproti chovu prasat, kde jiz ristovy trend
nepokracoval. Je nutno podotknout, Ze mezi hlavni oblasti ekologického
zemédélstvi se fadi méné priznivé oblasti, zejména pak horské a podhorské oblasti,
které zaujimaji a% 88% vyméry (Rocenka ekologického zemédélstvi v Ceské

republice, 2015).

3.2 C(ile a zasady ekologického zemédélstvi

Hlavni prioritou ekologického zemédélstvi je kvalita, nikoli kvantita produkce
(Urban et al, 2003). Mezi cile EZ, kromé zlepSeni krajinného razu a zvySeni
biodiverzity, patii vyroba a prodej bioproduktt. Mezi hlavni piinosy bioproduktt
pro spotrebitele se tfadi absence konzervantl, rezidui pesticidii a geneticky
modifikovanych organismi (Polaskova et al, 2011). Dvorsky & Urban (2014) mezi

hlavni cile EZ radi predevSim:

e zlepSovani tirodnosti plidy

e vyuzivani uzavienych kolobéhti latek

¢ minimalizovani pouzivani neobnovitelnych surovin a fosilnich paliv
e ochranu prirody a jeji diverzity

e uchovani ptirodnich ekosystémi v krajiné

e zamezeni zneciStovani Zivotniho prostiedi zemédélskou ¢innosti
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e zamezeni pouZzivani rychle rozpustnych priimyslovych hnojiv a chemicko-
syntetickych pesticidii

e vytvoreni vhodnych podminek pro hospodarska zvirata tak, aby vyhovovaly
jejich fyziologickym a etologickym potfebdm a zarovenl i humannim a
etickym zasadam

e produkce kvalitnich biopotravin a krmiv v dostate¢ném mnozstvi a zaroven

s vysokou nutri¢ni hodnotou

Konzument si tak je védom, Ze zpisob produkce byl ekologicky, ohleduplny
k chovu hospodarskych zvirat, Setrny k Zivotnimu prostfedi a neobnovitelnym
zdrojlim surovin a energie z hlediska etického, moralniho a environmentalniho.
Nejde tedy jen o mechanické, chemické ¢i mikrobiologické hodnoceni obsahu latek

(Urban et al., 2003).
Vybrané body ze zdsad péstovani rostlin (Urban et al., 2003):

e struktura plodin musi umoznit stridani plodin

e vegetaCni kryt piidy ma byt co nejdelsi

e osevni postup musi branit erozi pidy

e dostatecna druhova pestrost péstovanych plodin, kterd umoZni prezivani
prospésnych organismui

e ochrana rostlin proti chorobam a Sklidcim je zaloZena na spravné
agrotechnice

e hnojeni a vyzZiva jsou zaloZeny na spravném osevnim postupu, pouziva se

organické hnojeni, mineralni lehce rozpustna hnojiva nejsou povolena
Vybrané body ze zdsad chovu zvirat (Urban et al., 2003):

e zplsob ustijeni musi odpovidat fyziologickym a etologickym potiebam
zvirat

e vSechna opatreni, technologie a technika chovu zvifat musi odpovidat
poZadavku udrZeni dobrého zdravi a dlouhovékosti zvirat

e je nutno zajistit pohodu hospodarskych zvirat - ¢erstvy vzduch, dostatek

prostoru, podestylka, ochrana pred extrémnim pocasim
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e krmna davka musi odpovidat fyziologickym potifebam zvirat, lze pouZzivat
mineralni a vitaminové prisady piirodniho ptivodu

e pouzivani syntetickych léciv, stimulatori a hormondlnich latek neni
povoleno

e télesné poskozovani a mrzaceni neni povoleno

3.3 Pravidla oznacovani bioprodukti, kontrola

Bioprodukty, které mohou nést oznaceni biopotraviny, museji splnovat nékolik
kritérii, nachazejicich se vnatizeni Rady (ES) ¢. 834/2007 o ekologickém
zemédélstvi a vzdkonu ¢. 30/2006 Sb. Vyrobek musi obsahovat nejméné 95%
prisad, které pochazeji z ekologického zemédélstvi a musi byt dodan zapecetény a
oznaceny (PolaSkova et al, 2011). Zbyvajicich 5% musi byt suroviny ze seznamu
povolenych surovin. Jedna se o suroviny, které napfr. nejsou k dispozici v bio

kvalité v dostatecném mnozstvi (Leibl, 2010).

Kromé toho na obalu vyrobku musi byt uvedeno logo ekologického zemédélstvi
EU, dale mlZe byt uvedeno logo narodni a kéd kontrolniho organu (Leibl, 2010;
Polaskova et al, 2011). Pravé pouziti loga EU (obr. ¢. 7) je vZdy doprovazeno
kédovym cislem kontrolniho organu ¢i organizace, kterym podléha provozovatel,
ktery vykonal posledni fazi produkce ¢i pripravy. Toto logo je jednotné pro
vSechny balené biovyrobky, které byly vyrobeny v jednom z ¢lenskych stati EU a
splnuji stanovené normy (Dvorsky & Urban, 2014).

*
LR

* %X [~ oo

Obrazek ¢. 8 - narodni logo ,biozebra“
Obrazek ¢. 7 - logo EU

Narodni logo (obr. & 8) tzv. biozebra je pouZivany v CR jako celostatni ochranna

znamka pro biopotraviny (Urban et al, 2003). V Ceské republice kontrolu a

certifikaci provadi akreditované organizace BIOKONT, ABCERT a KEZ - kontrola

ekologického zemédélstvi (Polaskova et al, 2011; Dvorsky & Urban, 2014).
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Certifikace neboli ovéreni, Ze dana biopotravina splituje dana pravidla, se vydava
jako vystup kontroly a je platna max. 15 mésict (Leibl, 2010). Na cely systém pak
dohlizi Ustiedni kontrolni a zku$ebni tstav zemédélsky (Polaskova et al, 2011).
Radné kontroly musi byt provadény na kaZdé ekofarmé alespoii jednou ro¢né
(Urban et al., 2003). Kontrola tedy probiha pravidelné a doklada fakt, Ze vyrobce
plni dané natizeni. Diky tomu miiZe producent své vyrobky oznacovat slovem bio
(Leibl, 2010). Kazdy podnikatel v ekologickém zemédélstvi ma zakladni povinnost
dodrzovat pravidla péstovani ¢i chovu a zpracovani produktii v produkénim a
vyrobnim retézci dle prislusSnych dokumentt a pravidel. Pokud by se tak nestalo a
doslo by k neopravnénému uZzivani oznaceni bio- ¢i eko-, hrozi aZ milionové pokuty

(Polaskovaetal, 2011).

3.4 Financovani ekologického zemédélstvi

Prvni finan¢ni prostiedky na podporu vzniku ekologicky hospodaticich podniki
v CR byly uvolnény vletech 1990 - 1992. Po roce 1998 diky obnoveni statni
podpory nastal vyrazny rozkvét EZ. Po vstupu CR do EU (od roku 2004) byla
finan¢ni podpora ekologického zemédélstvi zajisténa vramci AEO. V ¢lenskych
statech EU jsou podminky finanéni podpory zajiStovany ze strany statu tzv.
programovym dokumentem, kterym byl v CR ,Horizontalni plan rozvoje venkova
(2004 - 2006)“ a ,,Program rozvoje venkova (2007 - 2013)“. Od roku 2015 vstoupil
v platnost novy Program rozvoje venkova (2014 - 2020), ve kterém bude nové
podpora dostupnd pouze pro uzaviené ekofarmy bez soubéZného konvencniho
hospodaieni na zemédélské ptdé. Od roku 2004 je rozvoj EZ podporovan
prostfednictvim ,Akénich pland CR pro rozvoj EZ“ (Akéni plan CR pro rozvoj EZ

v letech 2016 - 2020).

Ekologicti zemédélci, stejné jako kterykoliv jiny registrovany zemédélsky subjekt
maji narok na primé platby a narodni dopliitkové platby. Platby jsou vSak
podminény dodrzovanim pravidel Cross - Compliance a zaroven podrizeni se
kontrolam podrizenosti, které jsou provadény dozorovymi organizacemi (napf.
UKZUZ) a platebni agenturou SZIF. P¥i kontrole se inspektoti zaméfuji na vybrané
predpisy (SMR) a poZadavky na spravny zemédélsky a environmentalni stav

(GAEC). A pravé Cross - Compliance a GAEC jsou podminkou pro piimé platby.
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Pokud zemédélec dobrovolné plni i nékteré nadstandardni poZzadavky ma narok na
TOP UP tedy narodni doplitkové platby. Dotace jsou vyplaceny v rdmci Programu
rozvoje venkova a vyplaceji se nad ramec zakladnich (primych) plateb (Dvorsky &

Urban, 2014).

4 ELISA

V soucasné dobé se mykotoxiny stanovuji pomoci analytickych metod, nejcastéji
pak imunochemickymi a chromatografickymi technikami. Imunochemické metody
jsou zaloZené na reakci antigenu s protilatkou (Laciakova et al., 2011). Presnéji se
jedna o reakci antigennich determinant (epitopti) a vazebnym mistem protilatky
(Janatkova, 2014) svyslednym vznikem imunokomplexu (Cibicek et al., 2014).
Pokud mluvime o ELISE, musi byt jedna ze dvou komponent znacena, aby byla
umoznéna spektrofotometrickd detekce (Laciakova et al, 2011). Latka, ktera
v tomto pripadé slouZi k oznaceni je enzym (Janatkova, 2014). V minulosti se ke
znaCeni pouZzivaly radioaktivni izotopy, potom by se jednalo o metodu RIA -
radioimunoassay (Stejskal et al., 2008). Z namérené absorbance se posléze urci

mnozstvi mykotoxint (Laciakova et al., 2011).

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) neboli enzymova imunoanalyza na
pevné fazi (Stejskal et al, 2008) je heterogenni enzymova imunoanalyza
(Crowther, 2009; Cibicek et al., 2014), pri které je jedna komponenta reakce
adsorbovana na povrch pevné faze, ktera usnadiiuje oddéleni vazanych a volnych
reaktantd (Janatkova, 2014). Pti tom se vyuziva promyvacich krokd, které zahrnuji
vyprazdnovani jamek a nasledné pridani kapaliny do jamek, pricemz se cely proces
musi opakovat nejméné trikrat pro kazdou jamku (Crowther, 2009). Pevnou fazi
mohou byt napt. jamky mikrotitracnich desticek ve formatu 8x12, které jsou dle
Crowther (2009) zdaleka nejvice vyuzivané. Dalsi alternativou mize byt
zkumavka, polystyrenova tycinka nebo je moZno vyuzit magnetickych castic
(Stejskal et al., 2008). Dale se pridava enzymem znacené c¢inidlo pro umoZnéni
kvantifikace. Nasleduje kvantifikace zesilenim barevného produktu po pridani
vhodného substratu. Jakmile je dosazeno barevného produktu, je nutné, aby barva
zlstala stabilni, proto se prida zastavovaci ¢inidlo. JelikoZ je produkt katalyzy

substratu zabarven, Ize jej ¢ist a to dvéma zplisoby: vyhodnoceni pomoci o¢i nebo
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pouzitim spektrofotometru, pri cemz je nutné dbat na vybér vhodnych filtrii pro
detekci spravnych vlnovych délek (Crowther, 2009). Jednd se o jednu
z nejpouzivanéjSich imunologickych metod, ktera slouzi k detekci a kvantifikaci

protilatek a antigenu (Habustova et al., 2011).

Metody ELISA jsou povaZovany za velmi citlivé a specifické (Sykorova & Nedélnik,
2004; Cibicek et al., 2014). Vyhodou této metody je schopnost vizualné rychle
oddélit negativni vzorky od vzorkl podezielych z pozitivity, které se nasledné
musi proveérit jinou analytickou metodou (Laciakova et al, 2011). Vyhodou je i
zpracovani velkého mnozstvi vzorka (Stejskal et al, 2008). Sykorova & Nedélnik
(2004) uvadéji jako dalsi vyhody dostupnost hotovych komerc¢nich kitii, snadnou
extrakci a minimalni nutnost cisténi extraktu. Dale se ELISA vyznacuje tim, Ze
vyzaduje jen nizké objemy vzorki a piiprava vzorki je také rychlejsi, nez u jinych
metod (Dohnal et al, 2013). Sykorova & Nedélnik (2004) a Dohnal et al, (2013) se
shoduji, Ze vysledky ziskané pomoci ELISA metody jsou srovnatelné

s chromatografii.

Pro zajimavost, existuje novy mobilni systém ELISA (MELISA). Jedna se o zarizeni
zaloZené na mobilnim telefonu, které zjednodusuje a sniZuje ndklady soucasnych
postupi ELISA, a je napft. schopné zmérit koncentraci progesteronu ve vzorcich
krve (Zhdanov et al., 2018). Dalsi novinkou je jednoduché, cenové vyhodné a citlivé
zarizeni na bazi mikrofluidniho papiru v kombinaci s testem ELISA. Tato metoda
slouzi pro kolorimetrickou detekci klenbuterolu (nelegalné vyuzivan jako rlstovy
promotor) ve vodé a v mléce. Jedna se o alternativu mikrotitra¢ni desticky ELISA
s 96 jamkami. Vyhodou je celkova doba trvani testu (priblizné 1 hodina), dale je
sniZen objem potrenych Cinidel a celkové se tak snizuji naklady. Tato metoda ma
potencial byt pouzivana v mlékarenském primyslu jako rychla detek¢ni technika

pro piredbézny screening riiznych chemickych rizik (Ma et al., 2018).
4.1 Zakladni slozky ELISA testu

4.1.1 Antigen
Jedna se o makromolekuly jak prirozeného, tak syntetického plivodu. Maji dvé
zakladni vlastnosti a to, Ze navozuji specifickou imunitni odpovéd a specificky

reaguji s produkty této odpovédi, tedy protilatkami. Na povrchu molekuly antigenu
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se nachazeji epitopy, coZ je skupina atomi, kterdA ma schopnost reagovat

s vazebnym mistem protilatky (Janatkova, 2014).

4.1.2 Protilatka

Proteiny, které jsou produkované bilymi krvinkami obratlovcli jako reakce pri
vniknuti chemické slouCeniny i napadeni mikroorganismem se nazyvaji protilatky
(Stejskal et al, 2008). MlZeme je rozdélit na monoklondlni, které jsou namirené
pouze proti jednomu epitopu daného antigenu a jsou charakteristické vyraznou
specifitou. Druhy typ jsou protilatky polyklonalni, které jsou namiiené proti vice
epitoplim antigenu (Janatkova, 2014). Tyto protilatky naopak sniZuji specifi¢nost

stanoveni a také vyZaduji promyvaci kroky (Cibicek et al, 2014).

4.1.3 Konjugat
Sekundarni protildtka, na kterou je navdzan enzym. Reaguje s primarni
protilatkou. Primarni protilatka se viici sekundarni protilatce chova jako antigen

(Habustova et al., 2011).

4.1.4 Substrat

Chemicka sloucenina, kterd reaguje s enzymem za vzniku barevného komplexu
(HabusStova et al, 2011). Vysledny komplex je poté meéfen pomoci
spektrofotometru, pfi ¢emZ plati, Ze absorbance je pfimo Umérna koncentraci

vysledného produktu (Laciakova et al,, 2011).

4.2 Primé a neprimé imunochemické metody

Dle jedné definice se metody déli na primé a neprimé podle pritomnosti
makromolekularniho nosice. Pokud je nosi¢ prirozené pritomen v analyzovaném
vzorku jedna se o metody piimé. Pokud se vSak nosic ve vzorku nevyskytuje a musi
byt pridan do reakéni smési uméle, jednd se i neprimou metodu. Jind definice
pohliZi na pfimé a neprimé metody odliSné. V tomto pripadé se jedna o piimou
metodu, pokud se konjugat vaZe primo na detekovany antigen, ktery je soucasti
pevné faze, presnéji je na ni fixovan. U nepfimé metody se nejdirive na antigen vaze
primarni stanovovana neznacend protilatka a nasledné dochazi k vazbé konjugatu

na tuto protilatku (Cibicek et al,, 2014).
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4.3 Kompetitivni ELISA

Pokud je znacenou komponentou antigen jedna se o kompetitivni ELISA metodu
(Laciakova et al,, 2011). VyuZiva se jen jedna protilatka, ktera je pritomna pouze
v omezeném mnozstvi (HabuStova et al, 2011). Provadi se v nadbytku antigenu. K
séru, které obsahuje nezndmé mnozstvi antigenu, se primicha znamé mnozstvi
stejného antigenu oznaceného enzymem tzv. konjugat. Na pevné fazi je navazano
jen omezené mnozstvi specifickych protilatek, o jejichZ vazebnd mista soutézi
antigen a konjugat (Janatkova, 2014). Méri se poté mnoZstvi navazaného
znaCeného antigenu popft. mnozstvi komplexu antigen s protilatkou (Laciakova et
al, 2011). Kompetitivni ELISA metoda se vyuZiva pro detekci rezidui mykotoxinii

Ci pesticidl a dalsich latek (Stejskal et al., 2008).

4.4 Nekompetitivni ELISA

TéZ nazyvand sendvicovd metoda (Janatkova, 2014). Pokud je znacCenou
komponentou protilatka jednd se o metodu nekompetitivni (Laciakova et al.,
2011). Podminkou je pritomnost alespoii dvou vazebnych mist na antigenu.
Antigen je zachycovan mezi dvé protilatky a vytvori tak ,sedvic“. Na imobilizované
protilatce se zachyti antigen, po promyti se prida druha znacena protilatka. DalSim
promytim se pak odstrani nenavazané znacené protilatky (Stejskal et al, 2008).

Méri se mnozstvi navazané znacené protilatky (Laciakova et al, 2011).

5 Odbér vzorku

Dle metodickych pokynl pro ekologické zemédélstvi jsou odbér vzorki a jejich
analyza na mozZnou pritomnost ucinnych latek nepovolenych v ekologické
produkci ustanoveny dle Narizeni Komise (EU) ¢. 392/2013 (ES). ,0dbéry vzorkii
musi probihat podle ustdlené metodiky a zptisobem, ktery nezavdd pricinu
k pochybnosti o obhajitelnosti kvality a priitkaznosti odebranych vzorkii v pripadném
sprdvnim rizent.”

Definice pojma dle vyhlasky ¢. 415/2009 Sb., resp. smérnice Komise ¢.

2002/63/ES:

e Dil¢i vzorek - mnoZstvi odebrané zjednoho nahodné vybraného mista
V partii.
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e Souhrnny vzorek - celek vznikly slou¢enim a peclivym promisenim

dostatecné velkych dil¢ich vzorkl odebranych z partie.

e Laboratorni vzorek - reprezentativni mnoZstvi materidlu odebrané ze
souhrnného vzorku a zaslané do laboratore, pripadné souhrnny vzorek

nebo jeho cast.

Nehomogenni distribuce mykotoxinti ve vzorcich primarné kontaminovanych je
velmi dobfe znamou skutecnosti. Heterogenita irovné kontaminace surovin, napr.
cerealii vyzaduje specificky vzorkovaci plan (Ruprich, 1997). Princip vzorkovani
byl zaloZen na obecném rozdéleni chyb testovaci procedury na 3 ¢asti: celkova
chyba analyzy: chyba vzorkovani, chyba subvzorkovani a chyba analyticka. Hlavni
poloZzkou ve variabilité vysledkd je chyba vzorkovani (az 91 %), chyba

vV

subvzorkovani a analyticka jsou podstatné nizsi (Whitaker & Whitten, 1977).

Idealni by bylo zanalyzovat celou SarZi obili, coZ v praxi neni realizovatelné a nelze.
Vztah mezi hygienickou pftijatelnosti vySetfované Sarze zboZi a hygienickym
limitem koncentrace mykotoxinli se nazyva tzv. operacni charakteristika, ktera se
stanovuje na zakladé vysledki analyz. Z toho nasledné plynou dvé mozna rizika
chyb: podnikatelské riziko, kdy hodnota koncentrace mykotoxini neprekracuje
stanoveny hygienicky limit a Sarze chybné nebude akceptovana a konzumentské
riziko, pii kterém dochazik prekroc¢eni hygienickych limiti stanovenych pro
mykotoxiny, avSak SarZe bude chybné akceptovdna. ZvySovani hmotnosti
analyzovaného vzorku omezuje riziko obou chyb. SniZovani hmotnosti vzorku,
ktery reprezentuje Sarzi, vede zakonité ke zvysSenti rizika chybné akceptace Sarze,

protoZe mykotoxin neni zpravidla homogenné distribuovan (Ruprich, 1997).

Velikost vzorku u hrubozrnnych materiald s nehomogenni distribuci silné
ovliviiuje vysledek rozhodnuti o akceptaci. Proto cely velky odebrany vzorek musi
byt kompletné zhomogenizovan a pak miiZze byt provedeno subvzorkovani a
analyza. Velikost subvzorku k analyze je obvykle redukovana na hmotnost 20 - 100
g. Z kazdé sarze nepiesahujici 50 tun by se vzorek mél skladat ze 100 subvzorki na

kazdych 20 tun sarze (Ruprich, 1997).

Odbér vzorkl pro tento vyzkum byl uskute¢nén od plilky srpna roku 2017 a

probihal do za¢atku ¢ervna roku 2018 po celé Ceské Republice. Firma (anonymni
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z divodu ochrany spotrebitele) odebira vzorky rostlinného ptivodu celkem od 108
ekozemédélcl. Vzorky Zita a pSenice potiebné pro vyzkum byly odebrany zhruba
od 27 ekozemédélct, pricemzZ ne vSechny vzorky se dostaly az do konecné faze
zpracovani. Celkem bylo zhodnoceno 135 vzorkd, z toho 45 pii sklizni, 45 béhem
skladovani a 45 zhotovych vyrobkd. Odbér vzorkii probihal dle metodického
pokynu pro ekologické zemédélstvi €. 3/2013. Pri prijmu surovin ve firmé se
odebralo 3 - 5 kg daného vzorku, nasledoval postup pro pripravu laboratorniho
vzorku, jehoZ vysledkem byl vzorek o hmotnosti cca 0,5 - 1 kg, ktery byl pak
prepraven do laboratore. Nasledovala homogenizace - umleti vzorku pomoci
laboratorniho mlynku a dtikladné promichani a odbér subvzorku k analyze na
zakladé kvartace. Pro vlastni stanoveni byla vyuZita navdzka 5 g vzorku. Kromé

jiného se vlaboratofi provadi také mikrobiologické testy vSech vzorki. Pro

ovérovani kvality prace v laboratofi se vyuziva kruhovy test.

6 Metodika stanoveni obsahu mykotoxint

Jak je popsano v kapitole 4, byla vyuZita enzymova imunoanalyzu na pevné fazi
(kompetitivni ELISA), jejimzZ principem je reakce antigenu s protildtkou. V pripadé
mykotoxinu pritomného ve vzorku ¢i standardu se jedna o kompetici mezi volnym
a vazanym enzymem znaenym mykotoxinem (antigenem) o vazebné misto na

protilatce.

Stanoveni probéhlo pomoci testovaci sady RIDASCREEN FAST a to pro
mykotoxiny: aflatoxiny, OTA a DON. Pro vyhodnoceni byl pouzit pristroj
Absorbanc¢ni reader ELx 800 Bio Tek. Méreni absorbance probihalo fotometricky

pri 450 nm.
5.1 Stanoveni aflatoxinu

5.1.1 Princip testu

Principem je reakce antigenu a protilatky. Jamky mikrotitra¢ni desti¢ky jsou
pokryté specifickymi protilatkami vici anti-aflatoxin protilatkdm. Po ptidani
standardu nebo roztoku vzorku se piidd enzymovy konjugat a anti-aflatoxin
protilatky. Volny aflatoxin a aflatoxin enzymovy konjugat soutézi o vazebna mista

na protilatkach (kompetitivni enzymova imunoanalyza). Ve stejné dobé jsou anti-
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aflatoxin protilatky vdzané na mikrotitracni desticku. Nenavazany enzymovy
konjugat se poté promyvanim odstrani. Do jamek se ptrida substrat/chromogen a
navazany enzymovy konjugat zméni chromogen na modry produkt. Pridani
zastavovaciho roztoku zpisobi zménu barvy z modré na zZlutou. Méreni probiha
fotometricky prfi 450 nm. Absorbance je nepfimo imérna koncentraci aflatoxinu ve

vzorku.

5.1.2 Dodavana c¢inidla
Kazda testovaci sada RIDASCREEN FAST Aflatoxin SC obsahuje material postacujici

na 47 méreni (plus 1 standard). Sada se musi skladovat pti 2 - 8°C. Sada obsahuje:

1x mikrotitra¢ni desticku s 48 jamkami pokryta protilatkami vaci anti-

aflatoxin protilatkam

e 1x aflatoxin standard, 1,3 ml - 0 ppm metanol/voda, piipravené na pouziti

e 1x konjugat, 3 ml (Cerveny uzavér) - peroxiddzovy konjugat aflatoxinu,
pripravené na pouZiti

¢ 1x anti-aflatoxin protilatky, 3 ml (cerny uzavér) - pripravené na pouziti

e 1xsubstrat/chromogen, 10 ml (hnédy uzavér)

e 1xzastavovaci roztok, 14 ml (Zluty uzavér) - obsahuje 1M kyselinu sirovou

e 1x promyvaci roztok (stil) na pripravu 10 mM fosfatového pufru

5.1.3 Dalsi potirebny material
Pristroje: mlynek, centrifuga, fotometr (ELISA reader), stopky.

Laboratorni pomiticky: zakladni laboratorni sklo, mikropipety 100 ul a 1000 pl,

jednorazové pipety, absorp¢ni papir.

Vsechny zde zminované pristroje a laboratorni pomicky, které byly pouzity pro

stanoveni aflatoxint, byly rovnéz vyuzity i pro stanoveni mykotoxinti OTA a DON.

Chemikalie a pouzité roztoky: 70% metanol (70 ml metanolu (100%) + 30 ml
destilované vody), destilovana voda, promyvaci pufr (stl dodana vsadé se

rozpustila ve 100 ml destilované vody a nasledné se redila 10x).

Pred zahajenim zkouSky je nutné vytahnout chemikalie z chladnicky a nechat je

temperovat na pokojovou teplotu 20 - 25°C.
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5.1.4 Priprava vzorku

Do nadobky bylo navaZeno 5 g rozemletého vzorku (v tomto pripadé pSenice Ci
Zita), nasledné se pridalo 25 ml 70% metanolu. Vzorek se dikladné promichal
rucné po dobu 3 minut. Poté byl prelit do centrifugalni kyvety a nechal se
centrifugovat pri 4000 otackach 2 minuty. Po centrifugaci se odebralo 1 ml
supernatantu do zkumavky, do které se pridal 1 ml destilované vody. Z takto

vzniklého roztoku se nasledné pouzilo 50 ul na jamku.

5.1.5 Provedeni testu

Bylo nachystano potifebné mnoZstvi jamek na vzorky a standardy. Jamky byly
vloZeny do mikrotitracniho drzaku. Oznacila se pozice standardu a vzork. Posléze
bylo napipetovano 50 ul standartu nebo pripraveného roztoku do jednotlivych
jamek (vzdy se pouzila nova Spicka pipety pro kazdy standard ¢i vzorek). Do kazdé
jamky bylo priddno 50 pl enzymového konjugatu a 50 pl roztoku anti-aflatoxin
protilatek. Jemné se promichalo manualnim potresenim desticky a nechalo se
inkubovat 10 minut (+/- 1 minuta) pfi pokojové teploté (20 - 25°C). Po inkubaci
byla tekutina zjamek vylita a drzak sjamkami otoceny vrchni stanou dolt, byl
prudce a dikladné vyklepan na absorp¢ni papir (3x za sebou), aby se odstranila
zbytkova tekutina z jamek. Nasledné byly vSechny jamky naplnény promyvacim
pufrem. Jamky se opét vyprazdnily a vyklepaly. Promyvani bylo opakovano jesté
minimalné dvakrat. Po promyti se pridalo do kazdé jamky 100 pl
substratu/chromogenu. S desticCkou se manudlné promichalo a nechalo se
inkubovat ve tmé 5 minut (+/- 0,5 minuty) p¥i pokojové teploté. Po 5 minutach se
pridalo 100 pl zastavovaciho roztoku, opét se jemné promichalo. Nasledné uz byla
mérena absorbance pomoci spektrofotometru pri vinové délce 450 nm. Vysledky

se musely odecist do 10 minut od pridani zastavovaciho roztoku.

5.1.6 Vyhodnoceni testu

Hodnota vysledku byla odectena dle zabarveni kalibratort. K vypoctu kalibra¢ni
krivky a mnoZstvi mykotoxinu ve vzorcich byl vyuZit softwarovy program RIDA
SOFT Win. Pribéh kalibrac¢ni kiivky je zndzornény v certifikatu kvality (ptiloZzeny
v kazdé testovaci sad€). Po zapnuti spektrofotometru se nasledné pracovalo na
pocitaci ve zminéném programu. Do pravé casti tabulky byly zadany standardy

vzestupneé od €. 7 do €. 2 uvedené v certifikatu kvality a pocet vzorkii do levé ¢asti
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tabulky od ¢. 1 dle umisténi a poctu na desticce. Potvrdilo se a piistroj zacal mérit.
Pfed samotnym vyhodnocenim bylo nutné znovu zadat hodnoty standardd.
Nasledné uz byla vypocitana kalibrac¢ni kiivka. Nakonec byly popsany jednotlivé

vzorky a cely protokol byl vytisknut.
5.2 Stanoveni ochratoxinu A

5.2.1 Princip testu

Principem je reakce antigenu a protilatky. Jamky mikrotitra¢ni desticky jsou
pokryté specifickymi protilatkami viic¢i anti-OTA protilatkam. Po pfidani standardu
nebo roztoku vzorku se prida enzymovy konjugat a anti-OTA protilatky. Volny OTA
a OTA enzymovy konjugat soutéZi o vazebnad mista na protilatkach (kompetitivni
enzymova imunoanalyza). Ve stejné dobé jsou anti-OTA protilatky vazané na
mikrotitracni desticku. Nenavazany enzymovy konjugat se poté promyvanim
odstrani. Do jamek se prid4 substrat/chromogen a navdzany enzymovy konjugat
zméni chromogen na modry produkt. Pridani zastavovaciho roztoku zptsobi
zménu barvy zmodré na Zlutou. Méreni probihad fotometricky pti 450 nm.

Absorbance je nepifimo imérna koncentraci OTA ve vzorku.

5.2.2 Dodavana cinidla
KaZda testovaci sada RIDASCREEN FAST OTA obsahuje material postacujici na 43

méreni (v€etné 5 standardi). Sada se musi skladovat pri 2 - 8°C. Sada obsahuje:

e 1x mikrotitracni desticku s 48 jamkami pokryta protilatkami

e 5x OTA standardt, 1,3 ml - 0 ppm, 5 ppb, 10 ppb, 20 ppb, 40 ppb OTA v
metanol/voda, pripravené na pouZiti

e 1x konjugat, 3 ml (Cerveny uzavér) - peroxidazovy konjugat OTA,
pripravené na pouziti

e 1xanti-OTA protilatky, 3 ml (Cerny uzavér) - pripravené na pouZziti

e 1x substrat/chromogen, 10 ml (hnédy uzavér)

e 1xzastavovaci roztok, 14 ml (Zluty uzavér) - obsahuje 1M kyselinu sirovou

5.2.3 Dalsi potirebny material
Chemikalie a pouzité roztoky: 70% metanol (70 ml metanolu (100%) + 30 ml

destilované vody), destilovana voda.
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Pied zahdjenim zkousky je nutné vytahnout chemikalie z chladnicky a nechat je

temperovat na pokojovou teplotu 20 - 25°C.

5.2.4 Priprava vzorku

Do nadobky bylo navazZeno 5 g rozemletého vzorku (v tomto pripadé pSenice ci
zita), nasledné se ptidalo 12,5 ml 70% metanolu. Vzorek se diikladné promichal
ru¢né po dobu 3 minut. Poté byl prelit do centrifugadlni kyvety a nechal se
centrifugovat pri 4000 otackdch 2 minuty. Po centrifugaci se odebralo 1 ml
supernatantu do zkumavky, do které se pridal 1 ml destilované vody. Z takto

vzniklého roztoku se nasledné pouzilo 50 pl na jamku.

5.2.5 Provedeni testu

Bylo nachystdno potrebné mnoZstvi jamek na vzorky a standardy. Jamky byly
vloZeny do mikrotitracniho drzaku. Oznacila se pozice standardli a vzorki. Posléze
bylo napipetovano 50 pl standartu nebo pripraveného roztoku do jednotlivych
jamek (vZdy se pouzila nova Spicka pipety pro kazdy standard ¢i vzorek). Do kazdé
jamky bylo priddno 50 ul enzymového konjugatu a 50 pl roztoku anti-OTA
protilatek. Jemné se promichalo manudlnim potresenim desticky a nechalo se
inkubovat 10 minut (+/- 1 minuta) p¥ri pokojové teploté (20 - 25°C). Po inkubaci
byla tekutina zjamek vylita a drzak sjamkami otoceny vrchni stanou dold, byl
prudce a dikladné vyklepan na absorpcni papir (3x za sebou), aby se odstranila
zbytkova tekutina z jamek. Nasledné byly vSechny jamky naplnény destilovanou
vodou. Jamky se opét vyprazdnily a vyklepaly. Promyvani bylo opakovano jesté
minimalné dvakrat. Po promyti se pridalo do kazdé jamky 100 pl
substratu/chromogenu. S desticCkou se manudlné promichalo a nechalo se
inkubovat ve tmé 5 minut (+/- 0,5 minuty) pii pokojové teploté. Po 5 minutach se
pridalo 100 ul zastavovaciho roztoku, opét se jemné promichalo. Nasledné uz byla
méfena absorbance pomoci spektrofotometru prti vinové délce 450 nm. Vysledky

se musely odecist do 10 minut od pridani zastavovaciho roztoku.

5.2.6 Vyhodnoceni testu

Hodnota vysledku byla odectena dle zabarveni kalibratort. K vypoctu kalibra¢ni
krivky a mnoZstvi mykotoxinu ve vzorcich byl vyuzit softwarovy program RIDA
SOFT Win. Priibéh kalibra¢ni kiivky je zndzornény v certifikatu kvality (prilozeny

v kazdé testovaci sad€). Po zapnuti spektrofotometru se nasledné pracovalo na
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pocitaci ve zminéném programu. Do tabulky byl zaddn pocet vzorkil od ¢. 1 dle
umisténi a poctu na desticce. Potvrdilo se a pristroj zacal mérit. Zde se hodnoty
standardii zadavat nemusely, z toho divodu, Ze se uZ od zacatku pracuje s 5
standardy. Nasledné uZ byla vypocitana kalibra¢ni kiivka. Nakonec byly popsany
jednotlivé vzorky a cely protokol byl vytisknut

5.3 Stanoveni deoxynivalnolu

5.3.1 Princip testu

Principem je reakce antigenu a protilatky. Jamky mikrotitra¢ni desti¢ky jsou
pokryté specifickymi protilatkami vac¢i anti-DON protilatkdm. Po pridani
standardu nebo roztoku vzorku se prida enzymovy konjugat a anti-DON protilatky.
Volny DON a DON enzymovy konjugat soutéZi o vazebna mista na protilatkach
(kompetitivni enzymova imunoanalyza). Ve stejné dobé jsou anti-DON protilatky
vazané na mikrotitracni desticku. Nenavazany enzymovy konjugat se poté
promyvanim odstrani. Do jamek se pridd substradt/chromogen a navazany
enzymovy konjugat zméni chromogen na modry produkt. Pfidani zastavovaciho
roztoku zpiisobi zménu barvy z modré na Zlutou. Méreni probiha fotometricky pfi

450 nm. Absorbance je neprimo imeérna koncentraci DON ve vzorku.

5.3.2 Dodavana cinidla
KaZda testovaci sada RIDASCREEN FAST DON SC obsahuje material postacujici na

47 méreni (plus 1 standard). Sada se musi skladovat pti 2 — 8°C. Sada obsahuje:

e 1x mikrotitra¢ni desticku s 48 jamkami pokryta protilatkami viici anti-DON
protilatkam

e 1x DON standard, 1,3 ml - 0 ppm ve vodé, pripravené na pouziti

e 1x konjugat, 3 ml (Cerveny uzavér) - peroxidazovy konjugat DONu,
pripravené na pouziti

¢ 1x anti-DON protilatky, 3 ml (Cerny uzaveér) - pripravené na pouZiti

e 1x substrat/chromogen, 10 ml (hnédy uzavér)

e 1xzastavovaci roztok, 14 ml (Zluty uzavér) - obsahuje 1M kyselinu sirovou

e 1x promyvaci roztok (stil) na ptipravu 10 mM fosfatového pufru
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5.3.3 Dalsi potirebny material
Chemikalie a pouzité roztoky: destilovana voda, promyvaci pufr (stil dodana

v sadé se rozpustila ve 100 ml destilované vody a nasledné se redila 10x).

Pred zahajenim zkouSky je nutné vytahnout chemikalie z chladnicky a nechat je

temperovat na pokojovou teplotu 20 - 25°C.

5.3.4 Priprava vzorku

Do nadobky bylo navaZeno 5 g rozemletého vzorku (v tomto pripadé psSenice Ci
zita), nasledné se ptidalo 100 ml destilované vody. Vzorek se diikladné promichal
rucné po dobu 3 minut. Poté byl prelit do centrifugalni kyvety a nechal se
centrifugovat pri 4000 otadckdch 2 minuty. Po centrifugaci se odebralo 1 ml
supernatantu do zkumavky, do které se pridal 1 ml destilované vody. Z takto

vzniklého roztoku se nasledné pouzilo 50 ul na jamku.

5.3.5 Provedeni testu

Bylo nachystano potifebné mnoZstvi jamek na vzorky a standardy. Jamky byly
vloZeny do mikrotitracniho drzaku. Oznacila se pozice standardu a vzorki. Posléze
bylo napipetovdno 50 ul standartu nebo pripraveného roztoku do jednotlivych
jamek (vZdy se pouzila nova Spicka pipety pro kazdy standard ¢i vzorek). Do kazdé
jamky bylo pridano 50 pl enzymového konjugatu a 50 pl roztoku anti-DON
protilatek. Jemné se promichalo manualnim potresenim desticky a nechalo se
inkubovat 5 minut (+/- 1 minuta) pti pokojové teploté (20 - 25°C). Po inkubaci
byla tekutina zjamek vylita a drzak sjamkami otoceny vrchni stanou dold, byl
prudce a dikladné vyklepan na absorpcni papir (3x za sebou), aby se odstranila
zbytkova tekutina z jamek. Nasledné byly vSechny jamky naplnény promyvacim
pufrem. Jamky se opét vyprazdnily a vyklepaly. Promyvani bylo opakovano jesté
minimalné dvakrat. Po promyti se pridalo do kazdé jamky 100 pl
substratu/chromogenu. S destiCkou se manualné promichalo a nechalo se
inkubovat ve tmé 3 minuty (+/- 0,5 minuty) pri pokojové teploté. Po 3 minutach se
pridalo 100 pl zastavovaciho roztoku, opét se jemné promichalo. Nasledné uz byla
mérena absorbance pomoci spektrofotometru pri vinové délce 450 nm. Vysledky

se musely odecist do 10 minut od pridani zastavovaciho roztoku.
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5.3.6 Vyhodnoceni testu

Hodnota vysledku byla odectena dle zabarveni kalibratort. K vypoctu kalibra¢ni
krivky a mnoZstvi mykotoxinu ve vzorcich byl vyuZit softwarovy program RIDA
SOFT Win. Pribéh kalibra¢ni kiivky je znazornény v certifikatu kvality (priloZzeny
v kazdé testovaci sadé€). Po zapnuti spektrofotometru se nasledné pracovalo na
pocitaci ve zminéném programu. Do pravé c¢asti tabulky byly vzestupné zadany
standardy uvedené v certifikatu kvality a pocet vzorki do levé ¢asti tabulky od ¢. 1
dle umisténi a poCtu na desticce. Potvrdilo se a pristroj zacal mérit. Pfed samotnym
vyhodnocenim bylo nutné znovu zadat hodnoty standardd. Nasledné uz byla
vypocitana kalibra¢ni kiivka. Nakonec byly popsany jednotlivé vzorky a cely

protokol byl vytisknut.

7 Vysledky

Celkové bylo pro vSechny zkoumané mykotoxiny zhodnoceno 10 vzorkl pSenice

seté a 5 vzorkd Zzita setého ve tfech stupnich stanoveni od doby sklizné po vyrobu.

7.1 Vysledky stanoveni aflatoxint

PSenice, Aflatoxiny

Naméiené hodnoty obsahu aflatoxint (ug/kg)

Cislo vzorku vzorky z pole vzorky ze skladu vzorky z vyroby
1 <LOD <LOD <LOD
2 <LOD <LOD <LOD
3 <LOD <LOD <LOD
4 3,04 <LOD <LOD
5 2,22 2,41 <LOD
6 3,04 <LOD <LOD
7 <LOD <LOD <LOD
8 2,33 <LOD <LOD
9 2,33 <LOD <LOD
10 <LOD <LOD <LOD

Tabulka ¢. 1 - vysledky stanoveni aflatoxini v pSenici

Dle vyrobce: u ELISA je LOD = 2,00 pg/kg (Derzsi, 2018)
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Zito, Aflatoxiny

Namétené hodnoty obsahu aflatoxinti (ng/kg)
Cislo vzorku
vzorky z pole vzorky ze skladu vzorky z vyroby
1 <LOD <LOD <LOD
2 <LOD <LOD <LOD
3 <LOD <LOD <LOD
4 <LOD <LOD <LOD
5 <LOD <LOD <LOD

Tabulka ¢. 2 - vysledky stanoveni aflatoxint v zité

Dle vyrobce: u ELISA je LOD = 2,00 pg/kg (Derzsi, 2018)

Zjistovala se zde suma aflatoxinti, pro kterou je maximalni pripustné mnozstvi 4
ng/kg. Zadny ze vzorki neptesahl toto maximalni pfipustné mnoZstvi. Mez detekce
byla stanovena na hodnotu 2 pg/kg. Témér vSechny vzorky pSenice a vSechny
vzorky zita se nachazely pod mezi detekce. ZvySené mnozstvi aflatoxinti lze vidét
uZ v prvnich fazi na poli zejména pak u pSenice, coz znaci fakt, Ze se nejedna pouze

o skladistni mykotoxin.

7.2 Vysledky stanoveni OTA

PSenice, OTA

Namétené hodnoty obsahu OTA (pg/kg)
Cislo vzorku
vzorky z pole vzorky ze skladu vzorky z vyroby
1 <LOD <LOD <LOD
2 <LOD <LOD <LOD
3 <LOD <LOD <LOD
4 <LOD <LOD <LOD
5 <LOD <LOD <LOD
6 <LOD <LOD <LOD
7 <LOD <LOD <LOD
8 <LOD 2,5 <LOD
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9 <LOD 2,5 <LOD
10 <LOD <LOD <LOD

Tabulka ¢. 3 - vysledky stanoveni OTA v pSenici

Dle vyrobce: u ELISA je LOD = 5,00 pg/kg; pro vzorky ¢. 8,9 a 10 ve druhé a treti fazi plati LOD 2,5
pg/kg (Derzsi, 2018)

Zito, OTA

Namérené hodnoty obsahu OTA (pg/kg)
Cislo vzorku
vzorky z pole vzorky ze skladu vzorky z vyroby
1 <LOD <LOD <LOD
2 <LOD <LOD <LOD
3 <LOD <LOD <LOD
4 <LOD <LOD 2,93
5 <LOD <LOD <LOD

Tabulka €. 4 - vysledky stanoveni OTA v Zité

Dle vyrobce: u ELISA je LOD = 5,00 pg/kg; pro vzorek ¢. 4 ve druhé a treti fazi plati LOD 2,5 pg/kg
(Derzsi, 2018)

Mez detekce byla stanovena na hodnotu 5,00 pg/kg, coZ je zaroven i maximalni
pripustny limit pro nezpracované obilniny. Pro produkty, které jsou urceny

k primé spotrebé je maximalni limit 3 pg/kg.

Z tabulek lze vidét, Ze se OTA nachazi ve vSech trech fazich od sklizné po vyrobu.
Jedna se tedy o rozsifeny mykotoxin, ktery se i spolu s aflatoxiny $ifi uz béhem

rastu rostlin na poli, ne jen v podminkach skladovani.

7.3 Vysledky stanoveni DON

PSenice, DON

Naméiené hodnoty obsahu DON (mg/kg)

Cislo vzorku

vzorky z pole vzorky ze skladu vzorky z vyroby

1 <LOD <LOD <LOD
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2 <LOD <LOD <LOD
3 <LOD <LOD <LOD
4 <LOD <LOD <LOD
5 <LOD <LOD <LOD
6 <LOD <LOD <LOD
7 <LOD <LOD <LOD
8 <LOD <LOD <LOD
9 <LOD <LOD <LOD
10 <LOD <LOD <LOD

Tabulka ¢. 5 - vysledky stanoveni DONu v pSenici

Dle vyrobce: u ELISA je LOD = 0,074 mg/kg (Derzsi, 2018)

Zito, DON

Namérené hodnoty obsahu DON (mg/kg)
Cislo vzorku
vzorky z pole vzorky ze skladu vzorky z vyroby
1 <LOD <LOD 0,483
2 <LOD <LOD <LOD
3 <LOD <LOD <LOD
4 <LOD <LOD <LOD
5 <LOD <LOD <LOD

Tabulka €. 6 - vysledky stanoveni DONu v Zité

Dle vyrobce: u ELISA je LOD = 0,074 mg/kg (Derzsi, 2018)

U DONu byla stanovena mez detekce na 0,074 mg/kg, coZ je v prepoctu 74 pg/kg,
pricemZ maximalni ptipustnd limitni koncentrace ¢ini 750 pug/kg, v pecivu a ve
snidafiovych ceredliich limit ¢ini 500 pg/kg. Z tabulky lze vidét, Ze ackoliv je DON

udavan spise jako polni mykotoxin, vyskytoval se ve vSech fazich stanoveni.

Pti stanoveni DONu se ve tieti fazi u Zita ve vzorku ¢. 1 vyssi koncentrace. Hodnota

DONu vSak nepresahla koncentraci 500 pug/kg.
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8 Diskuze

Cela prakticka cast byla provadéna v této nejmenované firmé od piilky srpna roku
2017 do zacatku cervna roku 2018. Zjistovalo se mnoZstvi mykotoxint
v obilovinach metodou ELISA pomoci testovaci sady RIDASCREEN FAST ve trech
fazich a to pri sklizni obilnin z pole. Dale po urcité dobé skladovani, ktera nebyla
pevné stanovena. Doba skladovani obilnin se pohybovala zhruba v rozmezi od 3
mésici do ptl roku. Obilniny byly skladovany vétSinou u zemédélcq, u kterych byly
obilniny zaroven péstovany. Posledni faze zpracovani probihala pfimo ve firmé
(nachazi se zde dva mlyny), ve které byl provadén vyzkum. Jako vzorky pro
stanoveni mykotoxinl uz tedy neslouzila zrna obilnin, jak tomu bylo v predchozich
dvou fazich, ale pfimo hotovy vyrobek (ptiprava vzorku byla usnadnéna, protoze
se vzorek nemusel mlet). Vtomto smyslu se dala pouZit pouze pSenicna ¢i Zitna
mouka. Doba mezi druhou a treti fazi byla téZ variabilni. Pouze nékolikrat se stalo,
Ze byly stanovovany myKkotoxiny, jak pro druhou tak i treti fazi v jednom dni. Bylo
to vSak dano i mou nepravidelnou dochazkou do firmy (vétSinou v patek). Pficemz
pokud bylo malo vzorkli (napf. dva), stanoveni se odloZilo na dobu, kdy bylo

vzorku vice kvili finanéni niroc¢nosti.

Celkového mnozstvi stanovovanych vzorki bylo pomérné mnoho, ale do vSech tri
fazi se dostalo pouze 10 vzorki pSenice a 5 vzorkd Zita. U Zita bylo v prvni fazi na
28 vzorkl, u nékterych znich se stanovila i druha faze, avSak na tieti fazi se uz
nedostalo. Bylo to zplisobeno zejména tim, Ze se pro vyrobu odebraly jen nékteré
vzorky Zita, ovSem ve velkém mnoZstvi, proto nebylo potreba zpracovavat na
vyrobky jiné vzorky zit. U pSenice bylo v prvni fazi 23 vzorkd, z nichZ do konec¢né
faze dospélo zminovanych 10 vzorki. Celkové pro tuto praci bylo zpracovano pro

kazdy mykotoxin ve vSech fazich pro dvé obilniny 135 vzorki.

Pokud se tyka aflatoxinti, ve vSech fazich stanoveni se nachazeji pozitivni vzorky.
Lze vsak vidét, Ze pomérné hodné pozitivnich vzorkd, a to i nad mezi detekce, se
nachazelo dokonce uz i v prvni fazi - tj. vpolnich podminkach, coz mize
v pripadé aflatoxinii jedna pouze o skladistni mykotoxiny. Nicméné nelze délat
unahlené jednoznacné zavéry, na zakladé dosud nami provedenych analyz - a to,
ze v pripadé aflatoxini se jednd o mykotoxiny produkované jiz na poli. Toto by
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mélo byt béhem urcitého casového obdobi potvrzeno/konfirmovano - a to i
s pomoci daleko citlivéjsich analytickych metod. Uvedeny posun v téchto zavérech
by mohl velmi pravdépodobné souviset sglobdlnim oteplovanim, které je
vsouCasné dobé velmi diskutovanym tématem. V dlsledku zmén Kklimatu se
zménila také ekologie toxigennich VMH rodu Aspergillus produkujiciho aflatoxiny
(Ostry et al., 2016a). Nejedna se vSak pouze o tento rod VMH, ale i o dalsi rody
napft. Penicillium ¢i Fusarium. Zmény klimatu by proto mély predstavovat apel pro

odborniky v oblasti bezpec¢nosti potravin.

Pokud se podivime na OTA, opét se ve vSech fazich stanoveni nachazeji pozitivni
vzorky. OTA je opét povaZovan za skladiStni mykotoxin, nicméné i zde globalni
oteplovani miiZe sehrat svoji negativni roli, i kdyZ se OTA na rozdil od aflatoxinii
nachazi v polnich podminkdch daleko v mens$i mire. OTA se nachazel v zité i
v pSenici, v menSim mnoZstvi, coZ je vsouladu s tvrzenim Frisvada (2004), Ze
vyskyt OTA byl zjistén spiSe v ryZi, na rozdil od ne tak castého vyskytu v pSenici Ci

kukufrici.

Udajné hlavni komodity, kde se Aspergillus ochraceus vyskytuje a produkuje OTA,
jsou pravé skladovand zrna (Creppy, 2002). Stejny autor upozoriuje, jak se
vyhnout houbovému napadeni zrn, jsou napft. rychlé a dikladné suseni, sniZeni
obsahu vlhkosti v zrnech tak, aby byla aktivita vody mensi nez 0,8. Jako dalsi
ucinné postupy jsou predkladany provzdusiovani, chlazeni a fumigace (Creppy,

2002).

V pripadé DONu lze vidét jeho vyskyt opét ve vSech fazich, i presto, Ze je DON
uvadén spise jako polni mykotoxin. U jednoho vzorku ve treti fazi v Zité byl DON
dokonce ve velmi vysoké Kkoncentraci, coz mohlo byt zpilisobeno Spatnym
zachazenim s vyrobenym produktem. V praci Placinta et al. (1999) se dospélo
k zavéru, Ze existuji jednoznacné diikazy o globalni kontaminaci obilnych zrn a
krmiv mykotoxiny rodu Fusarium, zejména pak trichoteceny, zearalenonem a
fumonisiny. VMH rodu Fusarium jsou pravdépodobné nejvice prevladajici a
produkujici toxiny v severnich mirnych oblastech Ameriky, Evropy a Asie, které se
bézné vyskytuji u péstovanych obilnin (Creppy, 2002). Z tohoto diivodu by se méla
provadét dekontaminace. Mezi metody pouzivané k dekontaminaci obilnin
obsahujici trichoteceny, jako je napt. DON, patfi riizné formy tepelného zpracovani
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(praZzeni, peceni - pii peCeni pSeni¢nych vyrobkl se ztraty DON pohybovaly
vrozmezi 15 - 65%, coZ je trochu prekvapivé, protoZe je zndmo, Ze DON patii mezi
velmi termostabilni mykotoxiny), mechanické odstraniovani napadenych Castic
(Radova-Sypecka & Hajslova, 2003). Zplsobem detoxikace je i mleti, zde vsak
zalezi na stupni kontaminace endospermu. Pfi nizké kontaminaci lze obsah DON v

pSeni¢né mouce sniZit aZ o 30 - 80% (Radova-Sypecka & Hajslova, 2003).

Je zndmo, Ze jsou pro detekci DON dobrymi prostredky tenkovrstva
chromatografie a metoda ELISA. Creppy (2002) uvadi studii, ve které bylo mnoho
akutnich onemocnéni lidi v Asii zplisobeno kontaminaci zrn DON pfi hlaSené
koncentraci 3 - 93 mg/kg v obili pro lidskou spotrebu. Dale také uvadji, Ze v jinych
dvou studiich nebyly zplisobeny Zadné ucinky na zdravi lidi po konzumaci zrn
obsahujici DON pfti 0,02 - 3,5 mg/kg. A konecné zjiSténi, Ze je DON velmi Castym
kontaminantem velkého poctu vzorkid obilnych zrn, napt. u pSenice 57% vzorki
pozitivnich, je v souladu s nasi studii a v ni zjiSténymi vysledky. Dale uvadi, Ze
primérné koncentrace v datovych sadach, ve kterych byl nalezen DON, dosahovaly

hodnot u pSenice 1 - 5 700 pg/kg a u zita 13 - 240 ug/kg (Creppy, 2002).

0d roku 2000 do roku 2002 probihal v CR projekt, ve kterém se zjistovalo, jaké
hladiny DONu se nachazeji ve vzorcich pSenice, jeCmene a Zita ¢eské provenience.
Byly vyuzity mykologické rozbory a mnozstvi DONu se zjiStovalo pomoci ELISA
testu. Ze sklizné roku 2000 bylo analyzovano 56 vzorkl pSenice s primérnym
obsahem DONu 0,135 ppm, dale 33 vzorkil je¢mene s primérnym obsahem DONu
0,22 ppm a 22 vzorkl zita s primérnym obsahem DONu 0,136 ppm. Ze sklizné
roku 2001 bylo analyzovano 55 vzorki pSenice s primérnym obsahem DONu
0,177 ppm, pricemZ byla prekro¢ena limitni hodnota u jednoho vzorku, dale 32
vzorkli jeCmene s primérnym obsahem DONu 0,283 ppm a 15 vzorka zita
s primérnym obsahem DONu 0,124 ppm. V poslednim roce se pocet vzorki u
pSenice zvysil na 95, pricemz primérny obsah DONu cinil 0,142 ppm, dale 30
vzorkl je¢mene s priimérnou hodnotou 0,237 pppm a 32 vzorki Zita s primérnym

obsahem DONu 0,126 ppm (Sykorova & Nedélnik, 2004).

Dale bylo vpraci zminéno, Ze aby zemédélci mohli provozovat ekologické
zemeédélstvi, nesméji pouZzivat fungicidy (Berek et al, 2000). Mnoho lidi se tak

domniva, Ze rostliny jsou vice napaddny VMH a posléze i mykotoxiny. Ve studii
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D’Mello et al, (1998) je vSak uvedeno, Ze i pfi pouziti fungicidii se miize zvysit
tvorba mykotoxini (kromé jiného i v souvislosti snedodrZzenim doporucené
prislusné koncentrace fungicidu). Pokusy byly zaméreny zejména na VMH rodi
Aspergillus a Fusarium. Poprvé zde byly predloZeny diikazy, které naznacovaly, Ze
rezistence vici fungicidim u F. culmorum miiZe byt doprovazena stalejSim stavem
produkce mykotoxint. Navic houbové infekci ¢asto predchazi poskozeni hmyzem.
Proto se Casto pouzivaji i insekticidy, které se vSak vyznacuji pfimym ucinkem na
vznik mykotoxind. Stejné tak i Sykorovd & Nedélnik (2004) uvadéji, Ze pfi
testovani vhodnosti rtiznych fungicidi proti F. graminearum bylo zjisténo, Ze
fungicidy Juwel a Amistar mohou zvySovat riziko vétsi koncentrace DONu, coZ bylo

potvrzeno jak v polnich pokusech, tak v béZnych farmarskych podminkach.

Profesorka Hajslova (VSCHT, Praha) uvedla na seminaii ,Mykotoxiny a zemédélska
produkce” zajimavy fakt, Ze v ekologicky obhospodarovanych porostech se nachazi
méné mykotoxinl, nez je tomu u produktii obhospodatfovanych konvencné za
pouziti fungicidi, coz vysvétlila, Ze pouzivanim fungicidd jsou VMH vice stresovany

a diky tomu pravdépodobné vylucuji vice mykotoxint (Rytina, 2013).

Na zdkladé vyzkumu v Kanadé byl stanoven model pro predpovéd obsahu ¢i
koncentrace DON podle priibéhu pocasi, pri ¢emZ byla stanovena tfi kriticka
obdobi. Model velmi presné umoziiuje predpovédét ocekavany nizky a stfedni
obsah DON a pomdaha péstitelim srozhodnutim, zda maji pouzit chemickou
ochranu ¢i nikoli (Hooker et al., 2002). To, Ze obsah mykotoxinti v plodinach zavisi
také na pocasi, je doloZeno napf. z Rakouska. Pfi vyzkumu byl roku 1996
primérny obsah DON 0,645 mg/kg pii chladném a vlhkém 1été, roku 1997 Cinil
primérny obsah DON 0,14 mg/kg, toho roku byl relativné destivy cervenec, zato
suché a teplé zari. Vroce 1998 priimérny obsah DON cinil 0,38 mg/kg, kdy i pies
destivy cCervenec, bylo vegetacni obdobi teplejsi, nez dlouhodoby primeér

(Sykorova & Nedélnik, 2004).
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Zavér
Mykotoxiny patii k nejzavaznéjsim prirodnim kontaminantlim, k jejichZ expozici
dochazi proti vili a zajmim clovéka i zvifat. Kontaminace potravinového retézce
jsou prirozené a nepredvidatelné, c¢asto se jim neda ani zamezit ¢i je odstranit.
Mykotoxiny se mohou nachazet v potravinach a krmivech casto i ve vétSim
mnozstvi a dochazi tak mezi nimi k interakcim. Existuje synergismus, tedy
souhlasné plisobeni mykotoxint. Vysledny toxicky tcinek pak miiZe byt prostou
sumaci (souctem) toxickych ucinkl, daleko horsi variantou je potenciace Ccili
zesileni toxickych ucinki mykotoxini. Na druhou stranu mluvime o antagonismu,
pricemz je vysledny toxicky ucinek mensi. Mykotoxiny se casto podileji také na
onemocnéni rostlin, zvirat, ale i lidi. VMH se vSak kromé negativni produkce
mykotoxinti, vyznacuji i pozitivnim pfinosem pro lidstvo. Nékteré druhy nasly
uplatnéni ve farmaceutickém (antibiotika) ¢i potravinaiském primyslu (vyroba
plisiovych syrid, vyroba fermentovanych potravin - chléb, mlé¢né a alkoholické

napoje).

Ekologické zemédélstvi se od pocatku svého vzniku znacné rozsitilo a to s cilem
Setrného hospodareni na zemédélské plidé za ucelem dbat na zdravi lidi a zvirat.
V tradi¢ni konvencni zemédélské vyrobé Slo zejména o dosaZeni, co nejvétSich
vynost a to i za pomoci hnojiv a pesticidi. Postupem ¢asu se tak lidé zacali obavat
nadmérné chemizace a zacalo se prosazovat ekologické zemédélstvi, které se snazi
dodrzovat biologickou rovnovahu v krajiné. Kromé celkové ochrany krajiny a
zivotniho prostredi se ekologické zemédélstvi zaméruje také na produkci

biopotravin a dba na vhodné Zivotni podminky hospodarskych zvirat.

Pomoci metody ELISA bylo analyzovano celkem 90 vzorkd pSenice seté a 45
vzorkl Zita setého ve trech fazich: v polnich podminkach, v dobé skladovani a
z hotového vyrobku na obsah mykotoxint aflatoxinti, DON a OTA. Z celkového
poctu 135 vzorkil bylo 53 vzorki negativnich na mykotoxiny, coZ nepredstavuje
ani polovinu vSech vzorki. Z vysledki dokonce jizZ dokonce vyplyva predpoklad, Ze
bychom aflatoxiny jiZ asi neméli posuzovat pouze jako cisté skladiStni mykotoxiny,
nicméné tento zavér bude jesté dale treba potvrdit. NejmenSi poCet pozitivnich
vzorkli byl stanoven u OTA, naopak nejvice pozitivnich vzork bylo jak u

aflatoxint, tak u DONu. V tomto ptipadé bylo potvrzeno, Ze fusariové mykotoxiny
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patii mezi nejvice rozsirené mykotoxiny po celém svété. Velky vliv na rozsireni
mykotoxini ma zejména globalni oteplovani. Z prace vyplyva, Ze i produkty
ekologického zemédélstvi jsou kontaminované mykotoxiny, stejné jako produkty
bézného konvencniho zemédélstvi. Pro presné porovnani by vSak byla potreba
dal$ich vyzkum. Zajimavy by mohl byt i priizkum z hlediska vyskytu jednotlivych
druhti VMH v polnich podminkach, v dobé skladovani a ve vyrobenych produktech.

Z divodu vyskytu mykotoxinli v analyzovanych vzorcich je neustale potieba
zabyvat se stanovovanim myKkotoxinli a monitorovat je jak v surovinach, tak
potravinach - a to pomoci modernich laboratornich metod a striktné respektovat
prislusnou pravni legislativu- scili: i) sniZeni ekonomickych ztrat drody a ii)

ochrany zdravi konzumenta.
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Obrazek €. 10 - centrifuga

Obrazek ¢. 11 - stanoveni aflatoxinti, nepipetované vzorky, pridany konjugat
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Obrazek €. 12 - stanoveni aflatoxind, zbarveni po pridani anti-aflatoxin protilatek
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Obrazek €. 14 - stanoveni aflatoxint, po pfidani substrat/chromogenu, inkubace ve tmé
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Obrazek ¢. 15 - stanoveni aflatoxing, vysledné zbarveni po inkubaci ve tmé
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Obrazek €. 16 - stanoveni aflatoxind, vysledné zbarveni po pridani zastavovaciho roztoku

Obrazek €. 17 - stanoveni aflatoxini pomoci spektrofotometru
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