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1 Uvod

V naSem zivotnim prostiedi se setkdvame s riznymi patogennimi plisnémi, jejichz
sekundarni produkty tzv. mykotoxiny, mohou mit zavazny vliv na zdravi ¢lovéka.
Zplsobuji mykozy a alergie, zasahuji riizné organy a organové soustavy.
Diplomova prace je zaméiena na detekci mykotoxina. Je diilezité se timto tématem
zabyvat, protoZe produkty plisni se dostavaji do potravin a krmiv béhem
zpracovani a skladovani a setkat se s nimi mtize kazdy clovék ¢i hospodarské zvire.
Vyznamné je stanoveni maximalniho limitu denniho pfivodu mykotoxind, které je

v nékterych zemich stale nedostate¢né.

Tato prace je zamérena na detekci a méreni mykotoxinu ochratoxinu A, ktery je
produkovan plisnémi rodu Aspergillus a Penicillium. Na lidsky organismus muze
mit nefrotoxické, hepatotoxické, karcinogenni, imunosupresivni nebo teratogenni

v

ucinky, které jsou velmi zavazné.

Teoreticka cast prace se predevsim zabyva mérenim mykotoxinli s vyuZitim ELISA
testu. Pomérné podrobné je popsan priibéh analyzy mykotoxini, jehoZ zakladem je
spravny odbér a priprava vzorku. Dale je prezentovan princip méreni pomoci
ELISA piistroje a vysvétlen zaklad, tykajici se ELISA testovani. Nedilnou soucasti je
ovéreni dalSich moZnosti, jak by pristroj ELISA mohl byt vyuZit pro jind méfeni.
V teoretické casti jsou také strucné uvedeny dalsi metody, které se v praxi
pouzivaji a slouzi ke stanoveni mykotoxinli. Tato kapitola obsahuje nejznamé;jsi
chromatografické a imunochemické metody. V praci jsou shrnuty poznatky
o mykotoxinu ochratoxinu A a jeho piisobeni na lidsky organismus. Vzhledem
k tomu, Ze v praktické casti bude analyzovan ochratoxin A ve vzorcich 1ékofice,
nasledujici kapitola se proto zabyva dosavadnimi vyzkumy a mérenimi této
suroviny, pripadné po zpracovani, potraviny. Teoretickd Cast se také zabyva
nékterymi kontaminacemi lé¢ivych rostlin a kofeni mykotoxiny. Tyto produkty
jsou vyuzivany jako potraviny, léc¢iva a dale i v kosmetice. Byliny slouZzi
pro piipravu vyluhi (ndlevii a odvard), které jsou konzumovany ve formé

bylinnych ¢aji.



V praktické Casti je pomoci ELISA testu méfen ochratoxin A ze vzorkl 1ékofice,
ktera se vyskytuje a pouZziva v potravinarstvi, predevSim v cukrovinkach anebo
v Cajovych smésich. Teprve v nedavné dobé byly stanoveny maximalni limity
pro tuto potravinu, proto je dtlezité se 1ékorici a vyrobki z ni zabyvat a provadét
jeji analyzu.

Y 4

Soucasti praktické casti je vypracovani metodiky pouziti pristroje ELISA a také
postup prace s testovaci sadou. Tato ¢ast zahrnuje pripravu vzorka lékoftice,
stanoveni ochratoxinu pomoci testovaci sady RIDASCREEN, postup prace a
moznosti nastaveni automatické promyvacky stripti a mériciho pristroje fotometru
EPOCH. Dalsi kapitola se zabyva vysledky vlastniho méreni ochratoxinu A
ve vzorcich a ziskané vysledky jsou v diskuzi porovnany s vysledky jinych

laboratofi, které byly publikovany v literature.

Diky moji Ctrnactidenni stdZi v Narodni referen¢ni laboratofi pro biomarkery
mykotoxind p¥i Zdravotnim tstavu Usti nad Labem, na regionalnim pracovisti
v Hradci Kralové byly ziskdny velmi cenné zkuSenosti, tykajici se pripravy vzork
myKkotoxinli pro nasledné stanoveni vysokoucinnou kapalinovou chromatografii,

které byly zuroceny v praktické c¢asti zde predloZené diplomové prace.
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2 Literarni prehled

Vlaknité mikroskopické houby mohou produkovat sekundarni metabolity
tzv. mykotoxiny, které Casto predstavuji zdravotni nebezpeci. Prostfednictvim
modernich analytickych metod se provadi jejich detekce v dobre vybavené
laboratoti (Patocka, 2004). Analytické stanoveni mykotoxinG vyuZziva jejich
fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti (Simtinek, 2004). Analyza se sklada
z nékolika navazujicich krokd, z nichz kazdy rozhoduje o spravném vysledku

(Malit et al.,, 2003).

2.1 Analyza mykotoxint

Stanovovani mykotoxint ve vzorku se sklada ze tii hlavnich ¢asti, kterymi je odbér

vzorku, priprava vzorku a vlastni analyza.

2.1.1 Odbér a priprava vzorku

Prvnim nejdtlezitéjSim krokem je oddéleni a ziskdni reprezentativniho vzorku
z celkového objemu. Vzorky mykotoxinli jsou vétSinou soucasti néjakého
substratu, proto byvaji heterogenni. Pro ziskani homogenniho vzorku je nutné jej
obvykle protrepat na tfrepacce, promichat nebo vyuZit mixér a nasledné extrahovat
(Carlile et al, 2001). Nejdrive je odebran materidl z jednotlivych mist jedné
vyrobni SarZe, nasleduje kombinovani a homogenizace vzorkl s cilem ziskat
souhrnny vzorek a znéj je pak pouzit laboratorni vzorek pro analytické
vyhodnoceni (Barkai-Golan & Paster, 2011). Shibamoto (2012) uvadi, ze
pii méfeni aflatoxinu v burskych oriscich, dochazi z 92,7 % k chybé pii odbéru

vzorku, ze 7,2% béhem piipravy vzorku a pouze 0,1 % pti analyze vzorku.

2.1.2 Analyza

VétSina analytickych metod zahrnuje 3 kroky: extrakci, purifikaci (separaci) a
kvantifikaci. Mykotoxiny jsou snadno extrahovany do smési vody a organickych
rozpoustédel, kterymi je nejCastéji chloroform, metanol, acetonitrnil a aceton
(DeVries et al, 2002). Nollet & Toldra (2011) ve své publikaci uvadi, zZe

pro extrakci ochratoxinu A se pouziva smés zredéné kyseliny a organickych latek.
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Pro extrakci organickym rozpoustédlem je vhodné pouZit laboratorni tfepacku a
umistit vzorek do Erlenmeyerovy barky, ktera se uzavira sklenénou zatkou. Také
je moZzné vyuzit homogenizator napr. Polytron. Mykotoxiny se vyznacuji svou
stalosti, proto se extrakce provadi za pokojové teploty a reakce jsou bud’ neutralni,

nebo kyselé (Malir et al., 2003).

Dilezitym krokem pri analyze mykotoxini je CcCisténi extraktu. Pro Ccisténi
ochratoxinu A, aflatoxinu, fumonisinu, deoxynivalenolu a zearalenonu je vhodné
pouZzit imunoafinitni kolonky. Mezi vyhody patfi rychlost a specificnost,
nevyhodou je vs$ak jejich cenova narocnost, nejsou vhodné na vSechny typy
mykotoxinii a nékdy je potifeba predcisténi pred pouzitim kolonek (Fratamico
etal, 2005). Pomoci vakuové odparky dochazi k odpareni extraktu mykotoxinu.
Po pridani rozpoustédla se ponechd vzorek prochazet pres kolonku a nasledné je
promyvan obvykle dvéma elu¢nimi ¢inidly. Druha elu¢ni smés umoznuje vymyti
mykotoxinu z kolonky. Nasleduje odpateni eluatu pod proudem dusiku a dalsi

postup méteni pokracuje podle analytické koncovky (Malir et al., 2003).

Cole (2012) piSe, Ze po precisténi a jednom ¢i vice krokli purifikace, nasleduje
vlastni analyza mykotoxinli pomoci riiznych metod, které zahrnuji chromatografii
na tenké vrstvé (TLC), vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) a

plynovou chromatografii (GC).

Po ukonceni analyzy je nutné dekontaminovat pouzivané nadobi a okolni povrchy.
Béhem analyzy je vhodné vkladat pouZité nddobi do 5 % roztoku chlornanu

sodného (NaClO), ktery patii mezi silna oxidac¢ni ¢inidla (Nollet, 2000).

2.2 ELISA test

ELISA je aplikovdna v riznych odvétvich biologie jako vyznamna diagnosticka
technika (Walker & Rapley, 2008). ELISA test se vyuziva v zakladnim vyzkumu ci
v klinické praxi, detekuje a kvantifikuje antigeny, protilatky. Dale slouZzi
ke zjiStovani struktury antigenu v télnich tekutindch a tkanovych extraktech

(Lukas et al.,, 1997).
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Principem imunochemické metody ELISA je interakce antigenu a specifickych
protilatek, pri které se tvori imunokomplex antigen-protilatka. Pro stanoveni se
vyuziva znaCeni enzymu na jednom z reaktanti (Habustova et al, 2011). Béhem
této vazby vznika produkt enzymatické reakce, ktery je detekovan (Stejskal et al.,

2008).
Emon (2006) déli enzymoimunologickou metodu (ELISA) na pfimou a nepfimou.

2.2.1 Primd ELISA

Pfi vyuziti pfimé metody ELISA je do jamky umistén antigen, ktery je adsorbovan
na pevnou fazi. Nasleduje krok promyti a poté jsou pridany protilatky, které se
enzymaticky znac¢i. Ty reaguji a vaZou se na antigen. Nasleduje inkubace a
promyvani, dale je pridan substrat/chromofor (S). Po barevné zméné, kdy dochazi
ke katalyzované reakci, je pridan stop roztok, ktery umoZni zastaveni reakce a
vyvola dalsi barevné zmény. Na zavér dochazi k detekci pfi dané vinové délce

spektrofotometricky (Habustova et al,, 2011).

2.2.2 Neprima ELISA

Nepiima ELISA je pouzZivana pro kvalitativni ¢i kvantitativni testovani protilatek.
Pocate¢nim krokem je pokryti jamek antigenem, do kterych je umisténa testovana
latka a ponechana inkubaci. Pokud byla protilatka navazana na imobilizovany
antigen, jejich pritomnost je detekovana po dodani sekundarnich protilatek, které
jsou enzymaticky znaceny. Po pridani substratu dochazi kreakci, ktera je
spojovana sbarevnou zmeénou na zadkladé koncentrace protilatky pritomné

v testovaném vzorku (Elgert, 2009).

ELISA metodu lze dale rozdélit na kompetitivni a nekompetitivni. Oba formaty lze

pouzit jako primou ¢i nepiimou metodu (Stejskal et al., 2008).

2.2.3 Kompetitivni ELISA

Pii kompetitivni ELISE je vyuZivana jedna protilatka, kterd je omezena svym
mnoZstvim. Dochazi ke kompetici o vazebnd mista této protilatky mezi znacenym
antigenem, kterého je mirny nadbytek a neznalenym antigenem, jenz je

v analyzovaném vzorku (Habustova et al, 2011). U kompetitivni metody je méreno
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mnozstvi navdzaného znaCeného antigenu s protilatkou, lze ale také meérit

mnoZstvi nenavazaného znaceného antigenu (Malir et al, 2003).

2.2.4 Nekompetitivni ELISA

Nekompetitivni ELISA vyuZziva primarni protilatku, ktera je v prebytku. K reakci
dochazi pouze u jednoho antigenu, kterym je analyzovana latka. Kvantifikace vazby
protilatky-antigenu probihd diky sekundarni protilatce, ktera miize byt
konjugovana enzymem (HabuStova et al, 2011). Nekompetitivni metodu lze také

oznacit jako sendvicovou (Stejskal et al., 2008).

2.3 Princip kompetitivni metody ELISA

Méreni mykotoxinli pomoci ELISA metody je na zakladé reakce antigenu
(mykotoxinu) a protilatky (AgraQuant, 2008). Po pridani enzymem znacené
protilatky ¢i antigenu je stanovena hodnota podle mnozZstvi navazanych latek.

Kvantitativni zhodnoceni je métreno spektrofotometricky (Malir et al., 2003).

Principem kompetitivni metody ELISA je soutéZeni o vazebné misto protilatky
mezi volnym ochratoxinem ve vzorku ¢i kontrolnimi standardy a ochratoxinem
s navazanym enzymem (tzv. konjugat), ktery je v soupravé. VesSkery nenavazany
konjugat je odstranén pfti promyvani. Poté se do jamek pridava chemicka latka
(tzv. substrat), kterd reaguje s enzymem a vznika modré zbarveni (RIDASCREEN,
2014). Intenzita zabarveni je nepifimo umeérna koncentraci volného ochratoxinu
vevzorku ¢i standardu. Po pridani stop roztoku se zbarveni méni z modré
na zZlutou. Méreni absorbance probihd fotometricky pomoci ELISA readeru
pfivinové délce 450 nm (AgraQuant, 2008). Vétsi intenzita zbarveni je tedy
u negativniho vzorku, ma tudiZ i vétsi absorbanci. Pro zjiSténi koncentrace vzorku
je nezbytné promérit kalibra¢ni zavislost, kterda se ziskd zmérenim absorbance
standardnich roztokii (Stejskal et al, 2008). Dale se vytvori standardni kiivka
intenzity zbarveni standard{i, do které se zanese zbarveni vzorkd. Diky softwaru je
pak vyhodnocena koncentrace ochratoxinu v méfrenych vzorcich (Svobodovj,
2013). Pro provedeni ELISA metody se casto vyuzivd také imunoafinitni

chromatografie (Malir et al, 2003).
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2.4 Zakladni casti ELISA testu a pristrojové vybaveni

Pro spravné pochopeni principu kompetitivni metody ELISA je dilezité se
podrobnéji seznamit se zakladnimi Castmi testu, s pristrojovym vybavenim a

souvisejicimi procesy.
ELISA reader

ELISA reader je fotometr pro stanoveni koncentrace mykotoxinu. Jedna se
o spektrofotometr, jenZ dokazZe odecitat absorbanci v reakénich jamkach. Soucasti
pristroje jsou filtry, pomoci kterych je moZné volit vinovou délku. U toho systému

to byva v rozmezi mezi 405 a 570 nm (Zakovsk4, 2012).
Automaticka promyvacka

Automaticka promyvacka je programovatelné pristrojové vybaveni, které se
uplatni pri promyvani mikrostripti.  Vtomto procesu dochazi kplnéni a
vyprazdiiovani jamek pufrovacim roztokem. SlouZi Kk separaci navazanych
(zreagovanych) a nenavazanych latek, jedna se tak o klicovou cast uspésného

pouziti ELISA testu (Crowther, 2000).

Adsorpce je proces, pri kterém se rozpusténé latky v kapaliné drzi na pevném
povrchu na zakladé pritazlivych sil, bud’ se jedna o slabé, fyzikalni sily nebo silnéjsi
chemické vazby (Daintith, 2008). V praxi je pevnou fazi upraveny polystyren,
ktery mtlize byt ve formé mikrotitracnich desticek, kulicek, hifebenti a pruhi
(Zakovska, 2012). Obvykle je v$ak tvoiena mikrotitraéni desti¢ckou sjamkami
(8x12), ktera je komercné dostupna. Jedna se o specializované vybaveni, jehoz
vyhodou je snadna a rychlad manipulace zahrnujici vyuziti multikanalové pipety

(Crowther, 2000).

Antigen

Antigen je makromolekularni latka, kterou imunitni systém vyhodnoti jako latku
cizi. Pokud se antigen dostane do organismu, dojde k navozeni imunitni odpovédi a
je stimulovana tvorba protilatek (Zajoncova, 2013). Antigeny jsou polymery
prirozeného nebo umélého plvodu. Z chemického hlediska zahrnuji proteiny,

polypeptidy, polysacharidy a nukleoproteiny. Na povrchu antigenu se nachazi
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epitopy, které jsou tvoreny skupinou atomu. Na tyto ¢asti antigenu se specificky

vaze protilatka (Janatkova, 2014).

Protilatka

Jedna se o molekulu, ktera se vazZe na antigen a dokaZe tim spustit obrannou reakci
organismu. Protilatky jsou déleny na polyklonalni, monoklonalni a rekombinantni.
Polyklonalni protilatky jsou namifeny proti vice epitopiim antigenu, monoklonalni
proti jednomu epitopu urcitého antigenu a rekombinantni kombinuji oba

predchozi typy (Cwikova, 2014).

Plazmatické bunky, které vznikaji z B-lymfocyt(i, jsou stimulovany antigenem a
tvoii tak protilatky. Zahrnuji heterogenni skupinu glykoproteini Zzivocisného

ptivodu (Janatkova, 2014).

Konjugat

Konjugatem je specificka protilatka snavazanym enzymem. Ten reaguje se
substratem a dochazi tak v piitomnosti chromogenu k barevné reakeci (Zakovska,
2012). Vptipadé stanoveni sekundarnich produkti plisni je to mykotoxin,

na kterém je navazany enzym a je soucasti testovaci sady (Svobodova, 2013).

Substrat

Jedna se o chemickou slouceninu, s kterou enzym specificky reaguje za vzniku
barevného produktu (Crowther, 2000). Ten je pak méien spektrofotometricky a
plati, Ze koncentrace produktu je umérna koncentraci protilatky ¢i antigenu
v analyzovaném vzorku (Kodicek, 2004). Komerc¢né dostupné jsou rozmanité
substraty, jejichZ idealni vlastnosti by méla byt stabilita, snadné pouziti, nemél by

byt toxicky a mél by byt kompatibilni s Siroce dostupnymi pristroji (Shan, 2011).

2.5 Vyuziti pristroje ELISA pro dal$i metody méieni

Vyuziti ELISA metody je vSestranné, uplatiiuje se v odvétvi 1ékarstvi, zubniho
lékarstvi, imunologii, molekularni mikrobiologii, genetice a v biotechnologiich.
Detekovat lze okolni prostredi, dale rostlinné a ZivociSné produkty, které slouZzi

jako potraviny ¢i krmiva (Walker & Rapley, 2008).
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Pomoci enzymové imunoanalyzy RIDASCREEN jsou méreny mykotoxiny aflatoxin,
ochratoxin A, zearalenon, deoxynivalenol, T - 2 toxin a fumonisin. Tato sada se
vyznacuje vysokou citlivosti, specifitou, patii mezi rychlé a spolehlivé metody. Dalsi
testovaci sadou je RIDAQUICK, jednd se o rychlé testy, kter¢ slouzi
k semikvantitativnimu a kvantitativnimu vyhodnoceni. Aflacard jsou kartickové testy,
které umoznuji kvantitativni méteni mykotoxind v potravinach a krmivech. Vyhodou je,
7ze nevyzaduje drahé vybaveni a Ize testovat Siroké spektrum vzorkt (JEMO
TRAIDING, 2014). Dalsi testovaci sada, ktera se v praxi vyuziva pro stanoveni
ochratoxinu A, se nazyva AgraQuant Ochratoxin Assay. Slouzi ke kvantitativnimu
meéfeni ochratoxinu A 1 B a vyuziva se pro stanoveni v obili, ceredliich, ofiScich, kakau,

pivu, s6jovych bobech, vinu, kave, krmivech a dalSich potravinach (AgraQuant, 2008).

Testovaci sadu Veratox je mozné vyuzit pro stanoveni alergenti v potravinach (jako
napiiklad mandle, vejce, liskové oriSky, horcice, burské orisSky, s6ja a mléko),
pro detekci mykotoxint stejnych jako u testovaci sady RIDASCREEN. Dale je mozZné
pomoci této metody identifikovat rezidua uvniti téla rtznych druhl ryb a
moftskych plodl. Detekovanou latkou je vtomto piipadé histamin (NEOGEN,
2014). Limit detekce testu AgraQuant na ochratoxin A je 1,9 ppb, u testu
RIDASCREEN je tato hodnota 1,25 ppb. Testovaci sada RIDASCREEN se tedy
vyznacuje vyssi citlivosti pii stanoveni ochratoxinu A (RIDASCREEN, 2014).

K antigenim, které je mozné detekovat ELISA testem, patfi napiiklad riistovy
hormon vmoc¢i, TSH (thyreotropni hormon) vkrevnim séru a plasmé,
chromogranin A v plasmé a také celd fada naddorovych markert (Luka$ et al,

1997).

Megdal (2009) uvadi, Ze ELISA se stala prevladajici metodou pro kvantifikaci
hodnoty inzulinu v plazmé. Na rozdil od RIA metody je presnéjsi, pouziva se mensi

vzorek Krve a nevyzaduje licenci pro nakladani s radioaktivnimi latkami.

ELISA se pouziva k identifikaci virovych, bakterialnich, parazitickych a houbovych
infekci. Napriklad je to virové onemocnéni hepatitidy B a C, bakterialni infekce
anthrax, parazitické infekce zastupuje Giardia a Strongyloides. Ve vétSiné piipadi
dochazi ktestovani protilatek proti patogenu v séru. ELISA je také pouZivana

k identifikaci proteinu sporozoitli. Jedna se o infek¢ni fazi parazita vyvolavajiciho
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malarii, ktery se do téla hostitele dostane po bodnuti komarem (Walker & Rapley,
2008). Kumar (2012) uvadi dalsi vyuZziti jednoduché a univerzalni ELISA metody,
ktera je schopna detekovat protilaitky a antigeny rtznych mikroorganismi.
Zahrnuje bakterie mykoplasmy, chlamydie, Haemophilus influenzae, Borrelia
burgdorferi, viry Herpes simplex, zardénky, respirac¢ni syncycialni virus a parazity
napriklad Entamoeba histolytica. Elgert (2009) piSe, Ze nepiima ELISA metoda se
vyuziva napriklad pri stanovovani protilatek proti viru lidské imunodeficience

(HIV), ktery zplisobuje nemoc AIDS.

Napriklad pfi stanovovani hepatitidy B je povrchovy antigen oznacen a nasledné
detekovan pouZitim mikrotitracni desticky (pevné faze), na které se nachazi

neoznacené antisérum reagujici s antigenem (Blaney & Howard, 2008).

Kleibohmer (2001) ve své publikaci uvadi, Ze metoda ELISA je nejvice pouZivanou
imunochemickou analyzou pro detekci rezidui pesticidii. Imunochemické metody

je tedy moZné vyuzit v klinické chemii.

2.6 Dalsi metody

VétSina mykotoxinl je toxicka jiz pri nizké koncentraci a vyZaduje dostatecné
citlivou a spolehlivou metodu pro kvantitativni detekci. Dtilezitym a rozhodujicim
krokem je odbér vzorkl, dale pak vlastni analyza. Technika by méla byt

jednoducha k pouZiti, rychla a prenosna (Khalesi, 2010).

Pro analyzu ochratoxinu A se nejCastéji pouzivaji metody chromatografické a
imunochemické. Metody chromatografické jsou zaloZzeny na separacnich
technikach. Principem je déleni slozek, které se nachazi mezi dvéma fazemi, z nichZ
jedna je mobilni, druha stacionarni. Imunochemické reakce jsou zaloZeny na reakci

antigenu a protilatky (Malir et al, 2003).

Mezi metody chromatografické se radi napiiklad chromatografie na tenké vrstvé
(TLC), vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) a plynova chromatografie

(GC), mezi metody imunochemické (ELISA), (RIA) a dalsi (Zhang et al., 2011).

18



2.6.1 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Béhem této metody dochazi kseparaci slozek z kapalného média, které jsou
unaseny spolu srozpousStédlem v tenké vrstvé sorbentu. PouZiva se separacni
destiCka, na jejiz okraj se nanasi analyzovana latka a nasledné je umisténa
do rozpoustédla. Po pouziti daného Cinidla je na desticce moZné sledovat prouzky,
které odpovidaji analyzovanym slozkam (Malir et al, 2003). Jedna se o pomérné
popularni metodu, kterd je schopna vyhodnotit velké mnozstvi vzorkd a je
ekonomicky nendroCna. NejbéZnéji se pouziva vrstva silikagelu (Turner et al,
2008). Bylo zjisténo, Ze metoda TLC neni dostatecné piresna pro testovani potravin
a krmiv (Zhang et al, 2011). Chromatografie na tenké vrstvé je jednoduchou,
levnou a rychlou metodou, kdy je mozné analyzovat vice vzorki. TLC je vhodnou
metodou pro stanovovani ochratoxinu A a aflatoxinu. Pro nékteré mykotoxiny vSak
metoda vykazuje nizsi citlivost a horsi presnost. Ke kvantitativnimu stanoventi je

nutné pouzit densitometr (Leslie et al., 2008).

2.6.2 Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografie (LC) patfi k separacnim technikam, kde je analyzovany
vzorek oddélen na zakladé distribuce mezi mobilni fazi (proudici kapalina) a
stacionarni fazi tj. sorbentem, ktery je soucasti kolony. Vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) je moderni formou LC. VyuZiva kolonu mensich rozmérf,
pres kterou je mobilni faze pumpovana pod vysokym tlakem (Dong, 2006). Pomoci
injek¢niho ventilu je rozpusténa analyzovana latka vstiiknuta do nosného média a
prochazi kolonou, kde se nachdzi sorbent, ktery umoznuje prichod nékterych
sloZek pomaleji a jinych rychleji. Na konci kolony je umistén detektor, ktery méri
rizné veli¢iny napt. optickou absorbanci (Malit et al., 2003). Signal detektoru je
odeslan na pripojeny pocitac, kde je mozné vidét Kklesajici a stoupajici pribéh
detekce. Tato data jsou vyuzita primo ke kvantitativnimu méfeni analytli anebo
ke standardni kalibraci pristroje (McMaster, 2007). Nollet et Toldra (2011) uvadi,

Ze HPLC je nejvice vyuZivanou technikou pro detekci ochratoxinu A.

2.6.3 Plynova chromatografie (GC)

Jedna se o analytickou a separa¢ni metodu, jejiZ separace je provadéna na zakladé

plynu a kapaliny (GLC) nebo plynu a tuhé latky (GSC). Mobilni fazi je vzdy plyn a
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stacionarni fazi mize byt pevna latka (sorbent) nebo kapalina, ktera je umisténa

v chromatografické koloné (Malir et al., 2003).

Plynova chromatografie spojuje separacni metodu na kapilarni koloné a vyuziti
specialnich detektorli. Nevyhodou této metody je, Ze analyzovany mohou byt
pouze tepelné stabilni a tékavé vzorky. Tento problém lze vSak castecné vyresit

vyuzitim derivatizace (Cigic & Prosen, 2009).

Vyhodou plynové chromatografie je soubézné analyzovani vice vzorkl najednou,
dobra citlivost, vyZaduje vSak drahé vybaveni a specializovanou odbornost

pracovniku (Leslie et al., 2008).

2.6.4 EIA testy (enzymoimunoanalyza)

Jedna se o analytické metody, u kterych diky imunochemické reakci a enzymatické
detekci lze stanovit ve vzorku koncentraci protilaitky nebo antigenu. Podle
substratu  vstupujictho doreakce probiha detekce spektrofotometricky,
nefelometricky, fluorometricky a luminometricky. Specidlnim druhem EIA metody
je pravé ELISA metoda (Bartinkova & Paulik, 2011). Rozlisuji se dva formaty EIA

metody - homogenni a heterogenni (Shan, 2011).

2.6.5 Imunoafinitni chromatografie

Principem je pouZiti chromatografické kolony, ktera slouZi jako stacionarni faze.
V ni jsou umistény imobilizované protilatky, na které se pak navazuji antigeny.
Vzorek prochazi chromatografickou kolonou, antigeny se navdzou a dalsi latky
vzorku jsou vylouceny z kolony. Dale je pouZito elu¢ni c¢inidlo, které rozrusuje
vazby a dochazi k eluci stanovovaného vzorku z kolony (Stejskal et al., 2008). Malir
et al. (2003) ve své publikaci uvadi postup ciSténi extraktu. Po procesu extrakce je
prefiltrovany extrakt ve smési s metanolem a vodou (metanol 10-30 % podil)
zfedén vodou a je ponechan pomalému prokapavani kolonkou. Dochazi k navazani
latek a kolonka je promyta vodou nebo specialnimi promyvacim roztokem. Eluce
navazaného mykotoxinu z kolonky probiha pomoci elu¢niho ¢inidla, kterym miize

byt metanol, okyseleny metanol, smés metanolu a acetonitrilu atd.
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Imunoafinitni chromatografie se casto pouziva jako soucast HPLC metody.
Vyhodou tohoto postupu je vysoka selektivita interakci protilatek s dalsimi

molekulami (Brown & Grushka, 2003).

2.6.6 Radioimunoanalyza (RIA)

Metoda RIA byla popularizovana v 60. letech Bersonem a Yalowem. Stala se
nejpouzivanéjSi metodou diky své vysoké citlivosti, dokaZe detekovat 10 -12 g.
VétSina klasickych imunologickych reakci do té doby nedokazala mérit tak malé
mnoZzstvi protilatky ¢i antigenu (Elgert, 2009). Principem této imunochemické

metody je znaceni protilatek radioaktivnimi izotopy. VétSinou se pouZivaji tyto

vivs

vV

zareni (Stejskal et al, 2008). Metoda RIA vyZaduje zvlaStni opatieni
béhem analyzy, protoZe se pracuje s radioaktivnimi latkami. Problém muze také
nastat prinakladani sradioaktivnimi odpady. Dals$i nevyhodou sady RIA je jeji
kratka Zivotnost, obvykle miliZe byt po otevieni pouzivdna pouze nékolik dni

(Fathimunisa & Begum, 2014).

2.6.7 PCR (polymerdzovad retézovd reakce)

Mykologické urceni je Casto naro¢né i pro zkuSeného odbornika, proto se
v posledni dobé vyuZivaji metody zaloZzené na polymerazové retézové reakci
(Matusinsky et al, 2013). Pomoci této reakce lze detekovat a kvantitativné
analyzovat mykotoxiny toxigennich hub. Molekula DNA nebo fragmenty DNA
cillového organismu mohou byt amplifikovany a detekovany pomoci gelové
elektroforézy (Bridge, 1998). Real-time PCR (R-T PCR) méri kvantitativné
produkty amplifikace v redlném case. Miize byt pouzita k identifikaci a kvantifikaci
napiiklad plisné rodu Fusarium, ktera se vyskytuje na obili a jejich derivati (Leslie

& Logrieco, 2014).

2.7 MyKkotoxiny

Mykotoxiny jsou toxické produkty sekundarniho metabolitu nékterych druht hub
(Turner, 2008). Patri mezi vyznamné prirodni toxiny, které degraduji potraviny.
Zpusobuji fadu onemocnéni a mykotoxikéz jak u clovéka, tak i u hospodarskych
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zvirat. Meziné patfi napriklad ergotismus, alimentarni toxicka aleukie,
aflatoxik6za, balkdnska nefropatie a dalsi (Ostry, 1998). Mykotoxiny mohou
napadat rizné organy: jatra, ledviny, nervovy systém, svaly, kizi, dychaci organy,
travici trakt, pohlavni organy atd. Zdravotni riziko v souvislosti s mykotoxiny se
li§i a zavisi predevSim na geografické oblasti a ekonomickém statusu populace.

Oblasti, ve kterych je vyssi prlimeérna rocni teplota a vyssi relativni vlhkost

vavs

Je odhadovano, Ze dochazi ke kontaminaci nyni azZ 38% celkové svétové produkce
obilnin mykotoxiny. Divodem mohou byt nedostatecné zkusSenosti pro péstovani a
naslednou sklizeni, nedplné dosuSeni plodin, nevhodné baleni produkti
¢i nevyhovujici skladovaci a transportni podminky. Problémem je obtiZné
odstranéni mykotoxinli béhem technologickych uprav. Nejvhodnéjsi je tedy
preventivni opatfeni, které by zabranilo kontaminaci plodin. Vhodnym
prostiedkem je aplikace fungicid, vyuzivani odolnych odrid, sklizeni v optimalni

zralosti a skladovani pti niZSich teplotach a mensi vlhkosti (Modra et al., 2014).

Nejznaméjsi mykotoxiny zahrnuji aflatoxiny, ochratoxin, zearalenon, fumonisin,
patulin, citrinin, dale také sterigmatocystin, kyselinu penicilovou, deoxynivalenol,

T-2 toxin a dalsi trichotheceny (Rai & Varma, 2009).
Aflatoxiny

Aflatoxiny jsou sekundarnimi metabolity, které produkuji vlaknité houby rodu
Aspergillus, ptredevsim A. flavus a A. parasiticus. Mezi Ctyri prirozené se vyskytujici
aflatoxin Bi. Byly potvrzeny karcinogenni, mutagenni a imunosupresivni ucinky
aflatoxinti (Romagnoli, 2006). Vyskytuji se vriznych potravindch napriklad
v kukufici, burskych otiscich, ryzi, psenici a mléénych produktech (Abou-Donia,

2015).
Fumonisin

Plisenn Fusarium, kterda produkuje fumonisiny, napada obvykle kukurici a jiné
obiloviny. Jeji mykotoxiny jsou neurotoxické a genotoxické (Magan & Olsen, 2004).

Mezi nejbéznéjsi fumonisiny patii FB1, FB2 a FB3, pricemz FB1 zptsobuje koniskou
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leukoencefalomalacii. Jedna se o otravu plesnivou kukufici. U prasat jsou tyto
mykotoxiny pri¢inou plicntho edému, u potkanli vykazuji nefrotoxické ucinky a

zplsobuji rakovinu jater (AgraQuant, 2008).
Patulin

Patulin je metabolitem, ktery je produkovan rtznymi druhy hub, zahrnujici rody
Penicillium, Aspergillus a Paecilomyces. Kontaminuje ovoce, jako jsou hrusky,
jablka, broskve, meruriky, hroznové vino a olivy, dale také vyrobky z néj napriklad
dZusy, kompoty a marmelady. Patulin vykazuje genotoxické, cytotoxické,
imunotoxické a neurotoxické ucinky (Barkai-Golan & Paster, 2011). Tento
mykotoxin je stabilni v kyselém prostredi pri hodnoté pH 2 a méné. Je tedy
nestabilni v alkalickém prostiedi a pomalu se rozklada ve smési destilované vody

s metanolem (Deshpande, 2002).
Citrinin

Citrinin je produkovan plisni Aspergillus ochraceus a Penicillium citrinum a dalSimi
pribuznymi druhy. MiiZe se nachazet v ryzi, je¢cmenu, kukurici a jablkach (Barkai-
Golan & Paster, 2011). Pliseni Penicillium citrinum byla prohlasena za jednu z pri¢in
vzniku onemocnéni Zluté ryZe v Japonsku. Podobné jako ochratoxin A je citrinin
potencialnim nefrotoxinem. Onemocnéni ledvin a praseci nefropatie je spojovana

s pozitim kontaminovaného krmiva hospodaiskymi zviraty (Deshpande, 2002).
Zearalenon

Zearalenon je produkovan plisnémi rodu Fusarium a Gibberella a vyskytuje se
v obilovinach (Dobias et al., 2003). MliZe kontaminovat pSenici, je¢cmen, kukufrici,
ryzi, oves, Cirok a nékteré lusténiny. Vysoka hodnota mykotoxinu byla stanovena
pfi analyze banand péstovanych v Indii. Vyskytoval se také v produktech, které
byly z obilnin zpracovany. Bylo zjiSténo, Ze zearalenon ma hormonalni vliv na
reproduk¢ni systém prasat a ovci (Lawley et al,, 2012). Votava et al. (2003) piSe, Ze

tento mykotoxin vykazuje antibakteridlni a mutagenni tcinky.
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Trichotheceny

Trichotheceny jsou produkovany rodem Fusarium, Trichoderma, Stachybotrys a
dalS$imi. Nachazi se v mouce, ovsu, jeCmenu, ryZi a kukufici a maji vliv na imunitni
odpovéd (Barkai-Golan & Paster, 2011). Jeden z nejznaméjSich mykotoxint je T-2
toxin. Trichotheceny maji mutagenni, karcinogenni a genotoxické ucinky a mohou
inhibovat syntézu bilkovin. Mezi znac¢né toxické mykotoxiny pro zvirata patii T-2
toxin, nivalenol, deoxynivalenol a fusarenon-X. Z gastrointestinalniho traktu jsou
vstiebavany a koncentrace rychle nartista vledvinach, jatrech, Zluci a strevech

(Patocka, 2004).
Sterigmatocystin

Sterigmatocystin je dermatoxinem, ktery produkuje hlavné Aspergillus nidulans a
Aspergillus versicolor. Tyto plisné jsou pritomny v ptidé a zemédélskych plodinach
(Barkai-Golan & Paster, 2011). Vyskytuji se na zaplisnénych obilovinach, kukufici,
v burskych ofriScich, koreni, syru a zelenych kavovych zrnech. Jedna se
o potencidlni karcinogen, mutagen a teratogen u zvirat a lidi, hlavnim cilovym
organem, které mykotoxin zasahuje, jsou jatra. Chemicky je sterigmatocystin
podobny aflatoxiniim, tudiZz bude mit podobné vlastnosti z hlediska stability

v potravinach (Lawley et al,, 2012).

Plisné mohou napadat kulturni plodiny béhem jejich rtstu, sklizni, skladovani
nebo prizavéreéném zpracovani. VétSina sekundarnich metaboliti je chemicky
stabilni i po prevareni pomérné vysokymi teplotami. Pokud se na substratu
vyskytuje pliseni, neni pravidlem, Ze zde budou vzdy produkovany i mykotoxiny.
JelikoZ jsou mykotoxiny pomérné stabilni, mohou byt v potraviné pritomné, i kdyz
se houba jiz na potraviné nevyskytuje (Fernandez-Cruz et al, 2010). Z divodu
obtizného odstraniovani mykotoxinli ze substratu je nejvhodnéjsi prevence jejich
vzniku a vytvoreni takovych podminek, pti kterych nedochazi k jejich formaci

(Turner et al., 2008).

Byly prokdzany antagonistické a synergické vztahy u mykotoxind. Piikladem
takového spolecného ptlisobeni je synergicky vztah ochratoxinu A a citrininu, kdy
dochazi k vyznamnému zvySeni karcinogenity ochratoxinu A. U Ffady mykotoxint

bylo zhodnoceno bezpeci a byly tak stanoveny maximalni limity privodu
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v potravinach a krmivech. Jsou zjiStovana rizika pro populaci a jednotlivce

expozice (Ostry, 1998).

Kontaminace potravin mykotoxiny mize kromé zdravotnich problémt zptisobovat
i ekonomické ztraty napft. pro zemé, které dané potraviny exportuji (Fernandez-

Cruzetal, 2010).

2.8 Ochratoxin A

Sekundarni metabolit ochratoxin A je produkovan plisnémi Penicillium
verrucosum, Aspergillus ochraceus, Aspergillus carbonarius a Aspergillus niger
(Arifio & Herera, 2006). V chladnéjsich oblastech jsou ochratoxiny produkovany
predevsim plisni rodu Penicillium, v teplejSich a tropickych castech svéta jsou
zastoupeny raznymi druhy plisné Aspergillus. Sekundarnimi metabolity rodu
Aspergillus byva ochratoxin A a ochratoxin B, zatimco Penicillium vétSinou

produkuje pouze ochratoxin A (Liu, 2009).

Poprvé byl izolovan vroce 1965 z plisné Aspergillus ochraceus. Molekula OTA,
ktera je chemicky tvorena derivatem fenylalanin-dihydroizokumarinu, je velmi
stabilni jak ke zméné teploty, tak k hydrolyze (Fernandez-Cruz, 2010). V kyselém
nebo neutralnim prostiedi je rozpustna v polarnich organickych rozpoustédlech
(Nollet & Toldra, 2008). Jedna se tedy o termostabilni mykotoxin, ktery lze znicit
az po nékolika minutach pri teploté vyssi nez 250°C. Nedochazi k jeho zniceni

pti béZnych Gpravach pokrmi (Modra et al,, 2014).

Ochratoxin A vykazuje nefrotoxické, hepatotoxické, imunosupresivni a teratogenni
ucinky (Votava, 2003). Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny byl v roce
1993 OTA vyhodnocen jako potencidlni karcinogen (Quintela, 2012). Podle IARC
(International Agency for research on Cancer) byl klasifikovan do skupiny 2B, tj.
,potencidlné karcinogenni pro clovéka“ (Creppy, 2002). Védecky vybor
pro potraviny uvadi, Ze je vhodné co nejvice redukovat expozici OTA, proto byl
stanoven tolerovatelny denni ptijem (TDI) na 5 ng/kg za den (SCF, EU, 1998).
Ledviny jsou hlavnim cilovym organem, u kterého vykazuje toxické plisobeni a je
také spojovan s vyskytem nadori mocovych cest. S nejvétsi pravdépodobnosti

zplisobuje onemocnéni nazvané balkdnskd endemickd nefropatie. U pacienti
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zplsobuje karcinomy ledvin a hornich cest mocovych. Mezi symptomy patii bolest
hlavy, nechutenstvi, Zloutenka, urémie a anémie. Vyskyt tohoto onemocnéni byl
popsan v 50. letech 20. stoleti na uzemi Chorvatska, Bosny a Hercegoviny, Srbska,

Rumunska a Bulharska (Modra et al., 2014).

Ochratoxin A inhibuje proteosyntézu (Miliotis & Bier, 2003). Jeho ptsobeni ma
za nasledek poskozeni mitochondrii, zplisobuje oxida¢ni poskozeni a peroxidaci
lipid. OTA mtiZe mit vliv na apoptézu nékterych bunék. Poloc¢as vylouceni u lidské
populace byl stanoven asi na 35 dni. Vzhledem k tomu, Ze se ochratoxin A vylucuje

do materského mléka, miize byt nebezpecny i pro kojence (Modra et al., 2014).

Ochratoxin A se nejcastéji vyskytuje v obilninach, dale se mtze nachazet v kave,
koreni, suSeném ovoci, mase, pivu a vinu. OTA byl také objeven v lidskych a
ZivociSnych tekutinach. Pri prijmu kontaminovanych krmiv se dostava
do obéhového systému, jater a dalSich tkani zvirat. Pfi konzumaci masa z téchto
zvirat mlze mykotoxin prijmout i ¢lovék a OTA tak projde potravnim retézcem

(Turner, 2008).

2.8.1 Druhy plisni produkujici ochratoxin A

Penicillium verrucosum je pomalu rostoucim druhem s neobvykle nizkou optimalni
teplotou riistu (okolo 20°C). Vyskytuje se v rozmezi teplot 0 - 31°C. Nejcastéji tato
plisen roste na obilninach v chladnéjsim mirném klimatu. Ochratoxin A, ktery tato
plisenn produkuje, je nejvice pritomen na chlebu a vyrobcich z mouky a v mase

zvirat, pro které jsou obilniny hlavni slozkou potravy (DeVries, 2002).

Aspergillus ochraceus, jehoZ optimalni teplota riistu je 25°C, vytvari okrové (svétle
zluté) az hnédé kolonie. Tato pliseri je zodpovédna za produkci ochratoxinu v kavé
a uskladnéném obili (Motarjemi et al, 2013). Dale se vyskytuje v zelenych
kavovych bobech, olejnindch a lusténinach. Sekundarni metabolity plisné
Aspegillus ochraceus je ochratoxin A, v mensi mife produkuje ochratoxin B a C a

takeé kyselinu penicilovou.

Aspergillus carbonarius produkuje ochratoxin A vhroznovém viné a zného
vyrobenych produktech, ke kterym patti vino, dZus z vinnych hrozni, vinny ocet a

suSené hrozny. Optimalni teplota pro produkci mykotoxind je v rozmezi 15-20°C a
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je nizsi nez optimalni teplota ristu (Blackburn, 2006). Tento druh je snadno

od ostatnich odliSitelny diky velkym, ostnitym konidiim (Liu, 2009).

Aspergillus niger je nejbéznéjsi plisni, kterd je izolovana z ofi$kl (zahrnujici burské
oriSky, pekanové orechy, pistacie, liskové orisky, kokosové orechy, vlasské otechy).
Obilniny a olejniny jsou také Castym substratem pro rist této houby. Aspergillus
niger patii mezi xerofilni druhy s optimem teploty 35-37°C (Blackburn, 2006). Tato

plisenl vytvari charakteristické, tmavé hnédé az ¢erné kolonie (Liu, 2009).

Analyzy biologickych materiali jsou velmi dalezité. Ochratoxin se do organismu
mize dostat riznymi cestami, mezi né patrii prijem potravinami, inhalace a kozni
kontakt. Hlavni metodou zjiSténi pritomnosti OTA v organismu je detekce z krve.
Pokud je mykotoxin pritomen v krevnim séru ¢i plasmé, indikuje expozici OTA,
ktera vznikla jeho privodem predevSim prostiednictvim potravin (Dohnal et al.,

2013).

Pfohl-Leszkowicz and Manderville (2007) uvadyi, Ze hodnota LDso pro ochratoxin A

je stanovena od 0,2 do 58,3 mg/kg na testovanych zvitatech.

2.9 Lécivé rostliny, koreni

LécCivé rostliny a koreni jsou stéZejnimi produkty, které lidstvo denné vyuZziva jako
aromatické prisady v potravindch, napojich, 1écivech a také tvori ingredience
vparfémech a kosmetice. Diky léCivym, antioxidacnim, antimikrobidlnim

¢i nutri¢nim vlastnostem maji rtizna koteni Siroké spektrum vyuziti (Peter, 2006).

Byliny jsou pouZzivany pro své ucinky pii onemocnénich, obtiZich nebo k jejich
prevenci jiZz od davnych dob. Nékteré vsSak nespliiuji pozadavky na kvalitu,
bezpetnost a téinnost (Ashiq et al, 2014). Tradi¢ni medicina je v Ciné vyuZzivana
jiz vice neZ pét tisic let. Podle vyzkumu se azZ 89% lidi z vyspélych stati spoléha
na medicinu s vyuzitim ptirodnich produktt (Shaw, 1998). Velké procento lidi tedy
konzumuje 1é¢ivé rostliny a bylinné caje kazdy den nebo témér kazdy den. Byliny
v bylinnych smésich mohou byt kontaminovany plisnémi a jejich sekundarnimi

metabolity a predstavuji tak zdravotni nebezpeci. Bylo objeveno pres
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220 toxickych plisni, které produkuji okolo 300 metaboliti a 60 znich patii

mezi mykotoxiny.

Pri analyze bylin a bylinnych ¢ajt nejcastéji prevladal druh Penicillium (54,58 %) a
Aspergillus (19,80 %), nasledovan druhem Cladosporium, Alternaria, Mucor,

Fusarium, Rhizopus, Absidia a Trichoderma (Halt, 1998).

Po rostlinnych produktech a suseném ovoci (rozinky, fiky) je v obchodech vysoka
poptavka. Béhem pouzivanych technologii a skladovacich podminek vSak miize
vzniknout idealni prostredi pro rist plisni a vznik mykotoxint (Trucksess & Scott,

2007).

Zavaznym problémem je kontaminace potravin, krmiv a bylin, které se pouZzivaji
v mediciné, ochratoxinem A. MiiZe byt ovlivnéno zdravi spotiebitele, protoze tento
mykotoxin je rozpustny ve vodé a béhem vareni a maceni se mlze dostavat
do odvard. OTA pritomny vsuchém koteni lékorice je prenesen do Cajového
vyluhu. V ptipadé kavy se OTA pritomny v prazenych kavovych bobech dostava
po zaliti vodou do tohoto horkého napoje. Nicméné je zatim nedostatek informaci
o prechodu OTA z cerstvych bylin pouzitych v mediciné po zaliti vrouci vodou

(Shim et al.,, 2014).

Lécivé rostliny jsou konzumovany celé nebo pouze jejich ¢asti, také se z nich vyrabi
jejich extrakty (Trucksess & Scott, 2007). Kofeni je ziskdvano umletim usuSenych
rostlin, jsou pouZivany rostlinné casti - semena, kiira, kofen (obr. 1). Béhem
péstovani a suSeni na slunci mliZze dojit ke kontaminaci plisnémi. Jejich rist a
produkce mykotoxinli je zavisld na vnitinich a vnéjsich faktorech a fyzickém
poskozeni. Mezi vniti'ni faktory patii obsah vlhkosti, pH, redoxni potencial, obsah
Zivin v substratu, inhibitory a osmoticky tlak. Vnéjsimi faktory jsou piirodni
podminky jako naptiklad teplota, relativni vlhkost a pritomnost plynu v Zivotnim

prostredi (Peter, 2006).

Mezi mykotoxiny, které se vyskytuji v kofeni, patfi aflatoxiny, ochratoxin A,
zearalenon, fumonisiny a trichotheceny. Bylo zjiSténo, Ze koreni zahrnujici chilli,
fenykl, kmin, koriandr, ¢erny pepft, kardamom a kurkumu, byly kontaminovany

aflatoxiny (Sinha, 1996).
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Néktera koreni a byliny jako naptiklad skofice, hrebic¢ek, popripadé oregano a
hot¢ice dokdzou inhibovat riist mycelii a produkci mykotoxinti. Naopak sezamova
seminka, zazvor a rozmaryn prispivaji k vyskytu aflatoxini (Motarjemi, 2013).
Pritomnost aflatoxinti byla prokazana béhem testovani rtiznych druht paprik rodu
Capsicum, které se vyuZzivaji jako koreni. Dale byla potvrzena v Cesneku, ktery je
lidmi vyuZivan pro své antibakterialni, antifungalni, antioxidacni uCinky, sniZuje
krevni tlak, hladinu cholesterolu a zlepsSuje cirkulaci krve. Aflatoxiny byly také
nalezeny vkorenu zazvoru, ktery je hojné vyuZivan pri zazivacich obtiZich

(Trucksess & Scott, 2007).

Obr. 1: Koreni a kontaminace mykotoxiny

2.10 Lékorice

Lékorice lysa (Glycyrrhiza glabra) je botanicky zarazend do tradu Fabales
(bobotvaré), cCeled Fabaceae (bobovité), podceled Faboideae, tribus Galegeae,
rod Glycyrrhiza. PouZzivd se ve farmaceutickém primyslu jako ingredience
v bylinnych cajich, patii mezi expektorans a zvysSuje krevni tlak (Herrera, 2009).
V tradi¢ni ¢inské mediciné je 1ékorice nejdilezitéjsi bylinou (obr. 2), slouzi jako
antipyretikum a antitusikum k 1é¢bé kasle, faryngitidy, bronchitidy a bronchidlniho

astmatu. Kromé toho je 1ékotice béZnym doplitkem stravy (Chen et al, 2013).

V potravinarstvi je 1ékofice pomérné bézné vyuzivana pro svilj kofen a extrakt,
ktery je ziskan pfi rozdrceni a nasledné extrakci kotfene s vodou. Extrakt je

filtrovan a koncentrovany se pouziva k vyrobé pevnych valeckl ¢i 1ékoticového
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prasku. Lékoricovy extrakt se také prodava v kapalné formé 12-15 % (Arifio &

Herrera, 2006).

Chen et al. (2013) popisuje izolaci plisné ze vzorku lékorice. Cely 1ékoricovy koten
je nakrajen pomoci sterilniho nastroje na mensi casti, které budou pouZity
pro izolaci. Do 10 g vzorku je pridano 90 ml destilované vody, smés se promicha a
dale je na trepacce protiepavana po dobu 30 minut. DalSim krokem je vytvoreni
série 10 redéni do konecné koncentrace 10-3. Vzorek o objemu 1 ml z kazdého
fedéni je umistén na agar obsahujici chloramfenikol a nasledné mohou byt kolonie
pocitany a vytvoreny primeéry. VSechny kolonie v Petriho miskach se inkubuji
pii teploté 25°C po dobu 7-10 dni a poté se skladuji pti teploté 4°C pro pozdéjsi

izolaci a determinaci kolonii.

Obr. 2: Lékorice lysa (Glycyrrhiza glabra)

Lékoricovy extrakt ze suSeného kotene Glycyrrhiza glabra se hojné vyuziva
ve farmakologii v riznych zemich. Obsahuje glycyrrhizin, ktery je pouZivan jako
sladidlo ¢i prichut v potravinach. Predchozi studie potvrdily potencidlni
antioxida¢ni vlastnosti (Malekinejad, 2009). Trucksess & Scott (2007) uvadi, ze
glycirrhizin je padesatkrat slads$i neZ sacharéza. V 1ékotici pouZzivané v ¢inské
mediciné (G. uralensis) se nachazi jesté vétsi koncentrace této latky. Lékorice je
také popularni ingredienci v cukrovinkach (obr. 4) a dalSich potravinach jako
napriklad ve Zvykackach (Arifio & Herrera, 2006). Do ¢ajovych smési je v menSim
mnoZzstvi pridavana lékotice nebo tieba zazvor. V téchto potravinach byl nalezen

ochratoxin A a aflatoxiny, pro které jsou komisi EU stanoveny maximalni limity.
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Pri prekroceni téchto hodnot mohou byt bylinné Caje potencidlnim problémem.
Toxické plisné mohou riist na povrchu caje. Pro prevenci mikrobidlniho ristu byl
stanoven maximalni limit vlhkosti 10 % priuskladnéni a prepravé (Motarjemi

etal,2013).

Obr: 3: Koren lékorice a vyrobky

2.10.1 Narizeni komise EU ¢.105/2010

Podle Narizeni komise (EU) ¢.105/2010 jsou stanoveny maximalni limity
ochratoxinu A v kofeni a lékorici. Toto Narizeni komise se odvolava
na tolerovatelny tydenni privod ve vysi 120 ng/kg télesné hmotnosti, coZ znamena
tolerovatelny denni privod (TDI) ve vySi 17,1 ng/kg/thm./den, stanoveny
védeckym vyborem EFSA ( Evropsky urad pro bezpecnost potravin v r. 2006).
BohuZel se tento privod vztahuje pouze na nefrotoxicitu ochratoxinu A, nikoliv

na karcinogenitu a mnohymi odborniky je v souc¢asnosti pokladan za nedostatecny.

Bylo dokazano, Ze v nékterych statech, kteri dovazi koreni do EU, nedochazi
ke kontroldm piitomnosti ochratoxinu A. Nékolikrat bylo potvrzeno vysoké
mnoZstvi ochratoxinu A v koteni a l1ékofrici. Pro 1ékorici byl stanoven maximalni
limit 20 ng/g u korene 1ékorice a slozky bylinného caje. U vytazku z lékoftice, ktery
se pouzije v potravinarskych napojich a cukrovinkach je dan limit 80 ng/g (viz
tabulka €. 1). Hodnota je vztaZena na nezredény vytaZek. Priblizné ze ti{ az ctyr
kilograml kotene rostliny se ziskava jeden kilogram vytazku (Barroso, 2010).
Poprvé byl ochratoxin A v1ékorici oznamen v Némecku (Bresch et al, 2000) a

(Majerus et al 2000), ti detekovali vysoké procento pozitivnich vzorkd.
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Soucasnymi autory je prokazana pritomnost ochratoxinu A v lékofici a jejich

produktech (Herrera et al., 2009).

Tab. ¢. 1- Stanoveni maximdlniho limitu OTA v nékterych kontaminujicich

latkach

Koreni

Capsicum spp. (celé ¢i mleté suSené plody, chilli papricky,

30 ng/g
kayensky pepfr)
(od 1.7.2010
Piper spp. (plody bilého a Cerného pepre) do 30.6.2012)
Myristica fragrans (muskatovy orisek)
Zingiber officinale (zazvor) 15 ng/g

Curcuma longa (kurkuma) (od 1.7.2012)

Smeési koteni obsahujici jeden ¢i vice z uvedenych druhti
korteni

Lékortice (nejcastéji Glycyrrhiza glabra, Glycyrrhiza inflata)

Koren lékorice, sloZzka bylinného caje 20 ng/g

Vytazek zlékorice pro pouziti v potravinarskych vyrobcich, 80 ng/g

zejména v napojich a cukrovinkach
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3 Metodika

K analyze byla pouZita pfima kompetitivni ELISA metoda, kterou lze kvantitativné
mérit mnozstvi ochratoxinu A ve vzorku. Stanoveni probéhlo pomoci testovaci
sady RIDASCREEN, ktera zjistuje ochratoxin A v obilninach, krmivech, pivu a séru
prasat (RIDASCREEN, 2014). Ochratoxin je produkovan prevazné houbami
Aspergillus ochraceous a Penicillium verrucosum, které se vyskytuji v riznych
potravinach napft. v rozinkach, je¢menu, séjovych produktech a kavé (AgraQuant,

2008).

3.1 Stanoveni ochratoxinu pomoci sady RIDASCREEN

Material, pristrojové vybaveni a pomticky:

ELISA BioTek EPOCH, promyvacka BioTek ELx50, centrifuga, vybaveni
pro odparovani rozpoustédel, tifepacka, mlynek, Erlenmeyerova barika,
imunoafinitni kolonky pro precisténi ochratoxinu A, vakuova pumpa, vakuovy
manifold, odmérny valec, filtratni papir, ndlevka, pipety, polypropylenové
nadobky, plastové stiikacky, vialky, mikropipety s rozmezim stupnice 20-200 pl
a 200 - 1000 pl, analytické vahy s presnosti 0,01 mg, kapatka

Chemikalie:

Solny fosfatovy pufr PBS (H3PO4 + NaCl), chloroform (CHCI3), kyselina mravenci
(HCOOH), hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3)

Soucasti kitu:

96 jamek pokrytych protilatkou proti ochratoxinu A (12 stripli po 8 jamkach)
vdrzaku, 6 vialek o objemu 1,3 ml kazdého standardu (0, 50, 100, 300, 900,
1800 ppt), 1 lahev o objemu 0,7 ml konjugatu (ochratoxin s navazanym enzymem)
- lahvicka s ¢ervenym vickem, 1 1dhev o objemu 10 ml roztoku substratu, obsahuje
tetrametylbenzidin (latka ménici svou barvu po reakci s enzymem) - hnédé

oznacena lahvicka, 1 lahev o objemu 14 ml Stop roztoku - Zluté oznacena lahvicka,
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zied'ovaci pufr konjugatu o objemu 7 ml - bile oznacena lahvicka, promyvaci pufr

(stil) pro pripravu 10 mM fosfatového pufru, 0,05 % roztok, hodnota pH 7,4

Roztok standardl obsahuje ochratoxin A v rtznych koncentracich. Aby nedoslo
ke kontaktu roztoku a kliZe, pouzivaji se pii praci ochranné rukavice. Sklenéné
nadobi a pouzité pomiicky jsou dekontaminovany pomoci 10 % chlornanu
sodného pres noc. Dojde tak k dpravé pH roztoku, ve kterém je obsaZena kyselina

chlorovodikova na hodnotu 7. Stop roztok obsahuje 1 N kyselinu sirovou (H2S04).

Testovaci sada je skladovana pri teploté 2-8°C. Nepouzité jamKky se umistuji zpét
do originalniho obalu, musi byt fadné uzavieny a skladovany pri teploté 2-8°C.
Nesmi dojit k expozici primym svétlem, protoZe ochratoxin A je citlivy na slunec¢ni

zareni.
3.1.1 Priprava vzorku lékorice

Piiprava vzorku lékorice probihala podle navodu Zimmerli & Dick (1995).
Do Erlenmeyerovy banky je umisténa navazka 5 g ze vzorku lékotice. Kni se
ptridava 10 ml pufru HzPO4 a NaCl. Po dobu 1 minuty je smés tfepana na tiepacce
(Vortex). Dalsim krokem je extrakce pomoci chloroformu (CHCl3), ktery je
pridavan celkem 4x po 5 ml a po kazdé je nutné zkumavku po dobu 3 minut
protfepat. Zkumavky se umisti do centrifugy, jejiZ rychlost je 6500 otacek
za minutu, na dobu 15 minut. Velmi zadsadnim krokem je spravné odpipetovani
spodni chloroformové faze do polypropylenové nadobky, které bude celkem 20 ml
z kazdé zkumavky. Chloroformova faze je nakonec odparena pod proudem dusiku
pifi teploté 45°C. Reziduum ve zkumavce se splachne mensSimi davkami
chloroformu o celkovém objemu 5 ml. Nasledné je chloroformova faze dvakrat
extrahovana 5 ml hydrogenuhli¢itanem sodnym (NaHCO3). Smés je protiepavana
po dobu 3 minut na trepacce (Vortex), poté je umisténa do centrifugy na 5 minut
pii 3500 otackach za minutu. Podil NaHCOs, ktery se nachazi v horni vrstve, je
stahnut do polypropylenové nadobky, ve které je odpipetovano 1 ml chloroformu a
0,5 ml kyseliny mravenc¢i (HCOOH). Vodna uhli¢itanova vrstva je reextrahovana
celkem 2x 2 ml chloroformu. Dale se daji vzorky tfepat na Vortex na 3 minuty,

centrifugace probiha 5 minut pri 3500 otackach za minutu. Spodni vrstva je
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odebrana do centrifugatni nadobky a je odparena pod proudem dusiku

pii teploté 45°C.

Dale probiha precisténi na imunoafinitni kolonce. Do kadinky se pipetuji 4 ml
filtratu, pridavd se 44 ml PBS a prefiltruje se pres filtr z mikrovlakna.
Podle navodu, ktery uvadi vyrobce, se pripravi kolonka a pripevni se na kohout
vakuového manifoldu. Na druhy konec kolonky se umisti plastova stiikacka,
do které se lije nafedény extrakt. Ten protéka pomalu pres kolonku, aZ do chvile
kdy prochazi vzduch. Pomoci vakuové pumpy je mozné zlepsSit priichodnost
extraktu. Dale podle vyrobce dochazi k proplachnuti kolonky (Zimmerli & Dick,
1995).

DalS§im krokem je priprava roztoku vzorku. Kolonka je vyjmuta a umisti se
nad vialku, ve které je metanol. Do ni se eluuje ochratoxin A, ktery je roziedén
1,5ml vody. Poté je smés promisena. Je mozZné vzorek jeSté prefiltrovat

pred vlastni analyzou (Zbiral, 2011).

3.2 Metodika prace s testovaci sadou

Ke stanoveni byla pouzita sada RIDACREEN, diky které lze ziskat presnou
koncentraci ochratoxinu v jednotkach ng/g. Postup prace zahrnuje pripravu
enzymového konjugatu, pipetovani vzorkd a standardii, pipetovani konjugatu,
inkubace, pripravu promyvaciho pufru, ktery je vyuzit ve fazi promyvani. DalSimi
kroky je pipetovani chromogen substratu a STOP substratu a nakonec je pouzit

ELISA reader pro vyhodnoceni koncentrace (RIDASCREEN, 2014).
1. Priprava konjugatu

Cervené oznacena lahvicka obsahuje enzymovy konjugat, ktery se naredi
do zkumavky v poméru (1:11) ziedénym pufrem. Pouzije se takové mnoZstvi
pufru, kolik se predpokladd, Ze bude méreno vzorki. Napriklad pro stanoveni
4 stript (4 stripy x 8 jamek) je potreba 200 pl konjugatu a 2 ml pufru. Pokud bude

pro praci pouZzita osmi kanalova pipeta, je mozZné pripravit konjugat do vanicky.
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2. Pipetovani vzorkii a standardi

Do drzaku se umisti pozadovany pocet stripli. Pro kazdy vzorek a standard je
potieba jedna zred'ovaci jamka, do které je odpipetovano 50 pl vzorku nebo
standardu. Pro kazdy vzorek se pouZiva nova pipetovaci Spicka, aby nedoslo
ke kontaminaci vzorkt. Roztok v jamkach se promicha tak, Ze je celkem 3x nasan a
vypustén obsah jamek. Standardy jsou umistény v 6 lahvickach o koncentracich 50,
100, 300, 900, 1800 ng/kg (ppt). Davkovani kazdého vzorku je do dvou strip.
Na zavér se zapiSe pozice standardii a testovacich vzorkl v mikrotitra¢ni desti¢ce

(viz. tabulka ¢. 2).

Tab. ¢. 2: Znazornéni standardii a vzorkii na mikrotitracni destic¢ce

1 2 3 4
A st. 0 C 68 28 (15x)
B st. 50 D 78 48 (5x)
C st. 100 E 88 48 (10x)
D st. 300 F 98 48 (15x)
E st. 900 smésny vzorek 108 08 (10x)
F st. 1800 61 118 08 (20x)
G A 18 28 (5x) 08 (30x)
H B 58 28 (10x) slepy vzorek

3. Pipetovani konjugatu a inkubace

Predem pripraveny konjugat je pipetovan do stripli o objemu 5 pl. Po pridani
do vSech jamek se obsah promicha krouzivym pohybem na podloZce. Ramecek se
stripy se umisti do temného mista a je inkubovan po dobu 30 minut pii pokojové

teploté.
4. Priprava promyvaciho pufru

Pro fazi promyvani je nutné pripravit promyvaci pufr PBS-Tween, ktery je soucasti
testovaci sady a je umistén vsacku. Pufr se nechd rozpustit vjednom litru
destilované vody a nasledné se prelije do nadoby u promyvacky. Je mozné ho

uchovavat pri teploté 2-8°C vchladni¢ce po maximalni dobu 4-6 tydnd.
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Pied zahajenim promyvani vzorkli a standardi je dulezité spustit promyvaci

program a 3x promyt pouze zkuSebni stripy.
5. Faze promyvani

Na pracovni plochu je umistén filtra¢ni papir nebo bunicita vata. Po uplynulych
30 minutach jsou inkubované stripy rychlym pohybem vyprazdnény. Nechaji se
obracené dnem vzhiiru na filtracnim papire, aby doslo k fadnému vysuseni. Stripy
se umisti do automatické promyvacky stripti ELx50™ a 3x je spu$tén program
promyvani. Po ukonceni je znovu vyprazdnéna zbyvajici kapalina do filtra¢niho

papiru nebo vaty.
6. Pipetovani chromogen substratu

Do stripii se pipetuje chromogen substrat o objemu 100 pl zhnédé oznacené
lahvicky. KrouZivym pohybem je opatrné promichan na pracovni ploSe a umistén
opét do temného mista pri pokojové teploté 20-25°C, inkubace probiha po dobu

15 minut.

Obr. 4: Pipetovdni STOP roztoku
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7. Pipetovani STOP substratu

Po skonceni inkubace je pipetovano do kazdé jamky 100 pl STOP substratu
(obr.4), ktery je v Zluté oznacené lahvi¢ce. Béhem tohoto procesu dochazi

k barevnym zménam (viz obr. 5). Zbarveni se méni z modré na Zlutou.

Obr. 5: Barevné zmény po priddani STOP roztoku

8. Méreni pomoci ELISA readeru

Pro vyhodnoceni se pouZiva pristroj ELISA reader. Jedna se o fotometr, kde se méri
absorbance privlnové délce 450 nm. Je mozné mérit vzorky aZ do 30 minut
po pridani STOP substratu. Fotometr je propojen s pocitatem, kde jsou

zaznamendany vysledky méreni.
Fotometr EPOCH

Pristroj Fotometr EPOCH (obr. 6) dokaZe na zakladé pohlceni svétla rtznych
vlnovych délek stanovit koncentraci latky ve vzorku. DokaZe mérit v rozmezi
vinovych délek 200-999 nm a je schopen detekovat 6 — 384 jamek. Prlibéh testu je
velmi rychly a snadny. Soucasti vybaveni je Software Gen5™ Microplate Data

Analysis (BioTek, 2015).
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Fotometr slouzi k vyhodnoceni koncentrace v tomto pripadé ochratoxinu
ptivinové délce 450 nm. Koncentrace je mérena v jednotkach ppt (pg/g = ng/kg)
nebo ppb (ng/g). Pribéh krivky standardu potvrzuje, zda doSlo ke spravnému
méreni (RIDASCREEN, 2014). Pokud vzorek obsahuje vy$si hodnotu neZ standard
s nejvétsi koncentraci (>1800 ng/kg; tj. > 1,8 ng/g), pak musi dojit ke zfedéni.
Dojde k opakované analyze za ticelem ziskani presného vysledku. Zired'ovaci faktor
musi byt zahrnut do zavére¢ného vypoctu (AgraQuant, 2008). Limit detekce

u obilnin a krmiv pfi dodrZeni navodu setu €ini 1,25 ng/g (ppb).

Obr. 6: Fotometr EPOCH

3.3 Metodika prace s automatickou promyvackou stripti

Ve fazi promyvani byla pouZita automatickd promyvacka stripi ELx50™
(viz obr. 7) a postup prace byl proveden podle uZivatelské prirucky, ktera byla

dodana k pristroji.

Vyuziti ELx50 je Siroké, uplatni se napriklad pti ELISA testu, fluorescenci,
chemiluminiscenci a RIA. Diky rliznym typim promyvani lze pfistroj pouzit
pfiintenzivnim promyvani béhem ELISA testi ¢i pozvolnéjsi promyvani
bunécnych kultur. Soucasti promyvacky je nastavec, ktery je sloZen z 8 kanalki.
Kapacita pouziti pro tento nastavec je 8-jamkovy strip a 96-jamkova desticka.
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Po zapnuti promyvacky dochazi k auto-testu pristroje. Nasledné se zadava jméno

programu, ktery je uloZen a pak je moZné program spustit.

Obr. 7: Automatickd promyvacka stripii ELxX50™

Metoda promyvdni

Pii promyvani se oznaci jménem promyvaci program, dale je nutné zadat typ
desticky 96 (pripouziti 8-jamkového stripu ¢i 96-jamkové desticky), zvoli se
metoda promyvani, typ plnéni a odsati a poté mize byt program uloZen.
Pri zvoleni metody promyvaciho programu se vybira pocet cyklii promyti, zplisob
promyti, zda bude promyvaci pufr protiepan ¢i ponechan, dobu ponechani pufru
v jamce neZ bude odsan (0-600 s) a jestli bude promichavan pufr v jamce (0-600 s).
Je mozné nastavit intenzitu tfepani na stupnici 1-5, kde 1 je nejnizsi tirepani. Dalsi
moznosti je promyti plnicich kanalki po jejich namoceni a zvoleni objemu roztoku,
ktery k tomu bude pouzit 1-200 ml. Dal$im krokem je zvoleni rychlosti pumpovani
plnici kapaliny vrozmezi 1-9, hodnota 1 je nejpomalejsi rychlost. Nakonec se

program uloZi do systému.
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PlInéni

Béhem programovani plnéni promyvaciho programu se zvoli objem, ktery bude
rozdélen do jamek béhem cyklu, rychlost plnéni z kanalki do jamek v rozmezi 1-9,
vysku plnéni mezi koncem nasavacich kanalkli a povrchem nosice desticky,
vintervalu 12-180, kde 12 je nejmensi vzdalenosti od povrchu. Lze upravit plnéni,
horizontalni pozici plnéni, tj. pozice kanalkl a stredu jamek v rozmezi -24 az 24
v pripadé 8-kanalového nastavce. Zaporné hodnoty znamenaji plnéni od predniho
okraje jamek smérem dozadu, kladné hodnoty v opa¢ném postupu. Je mozné zvolit
promyti dna, diky kterému dojde ke zvySeni jednoho cyklu z celkového poctu.
Urcuje se objem promyvaciho roztoku a rychlost promyvani. Dale se zvoli objem
pufru pouzitého k proplachnuti plnicich kanalki (1-200 ml). Opét je program

uloZen.
Odsati

Béhem programovani lze nastavit vySku odsati, kterd znaci vysku mezi koncem
odsavacich kanalkl a povrchem nosice desticky. Rozmezi je 12-180, kdy 12 udava
nejmensi vzdalenost. Doporucenim je nastavit vySku odsavacich kanalkd, tak aby
byly co nejbliZze kjamce a odsavaly tak prebytecnou kapalinu. Ddle lze natavit
horizontalni pozici odsati a rychlost odsati. Zpozdéni odsati zacina, kdyz kanalky
dosahnou odsavaci vysky a konci pri dalsim pohybu, rozmezi hodnot je 0-5000 ms.
Pokud se vyuziva kiiZového odsati, zpozdéni probiha az pii tomto procesu. Kiizové
odsati zahrnuje dva procesy. Nejdrive dochazi k odsati jamek pftihorizontalni
pozici, druhé odsati je v kiiZové horizontalni pozici. Diky tomuto kroku je sniZen

zbytkovy objem vzorku z obvodu jamek.
Namadceni

Program namaceni napomdha nenavdzanému materidlu  difundovat
do promyvactho pufru. Za¢ina pii rozdéleni promyvaciho pufru do jamek. Nelze ho

spustit samostatné, pouziva se jako soucast spojovaciho programu.
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Spojovaci programy

Pomoci spojovacich programii mohou byt kroky promyti, naplnéni, odsati, plnéni a
namaceni propojeny a automaticky spustény. Celkem je moZné naprogramovat

az 10 programu (viz obr. 8).

Obr. 8: Oviadani automatické promyvacky

Udrzba

Pravidelné se provadi preventivni ddrzba. Zaruc¢i tak funkcnost pristroje a
prodlouzi jeho Zivotnost. Také minimalizuje ucpavani ventilki a kanalkd,
ke kterému dochazi béhem krystalizace solnych roztokl. Méla by byt dodrzovana
denni, mési¢ni udrzba, udrzba pres noc, dlouhodoba ddrzba a dekontaminace.
Pravidelné se spousti testy, které ovéri funkcnost pristroje. Testovani instala¢nich
predpokladil se provadi po instalaci piistroje. BEhem testii se kontroluje funk¢nost

systému, presnost davkovani a zbytkovy objem.

Pii denni udrzbé se zpocatku proplachuje promyvacka danym roztokem napft.

roztokem pufru. Zabrani se tak ucpavani kandlki pfi promyvani. Pokud je
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béhem dne pristroj pouzivan nepravidelné, spusti se funkce AutoPrime. Tento
program pracuje automaticky v pravidelnych intervalech. Pokud neni zapnut, je
nezbytné béhem dne pouzit program RINSE_AND_SOAK. Pri udrzbé pres noc
¢i vikend se doporucuje spustit program OVERNIGHT_LOOP, diky kterému dochéazi
k vyplachnuti vSech promyvacich roztoki z pristroje, promyvani a namaceni
kanalk(. BEhem mésicni udrzby se proplachuji ldhve deionizovanou vodou, vycisti

se a desinfikuji nastavce a kanalky.

Pokud je potreba pristroj dlouhodobé uskladnit, provadi se proplachnuti a
namoceni nastavce a hadicek. Systém je proplachnut a je z néj odstranéna veSkera
kapalina. Béhem prace mize dojit k nahromadéni a kontaminaci pristroje plisnémi.
K dekontaminaci se vyuziva téchto latek: 0,5 % chlornan sodny nebo 70 %
izopropylalkohol, 10 % NAOCI, destilovana nebo deionizovana voda. K ochrannym
pomtickam patri laboratorni plast, ochranné bryle a rukavice, rouska a pytel

na biologicky odpad.

Na vSechna mista na povrchu pfistroje je aplikovan 0,5 % roztok chlornanu
sodného. Po odstranéni krytu a nosice desticek se povrch uvniti promyvacky otre

a pro dekontaminaci pristroje se zapne program DEKONTAMINATE.
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4 Vysledky

Méreni standardnich vzorkd slouzi ke kalibraci pristroje ELISA. Ke stanoveni
ochratoxinu A byly pouZity standardni latky o koncentraci (0, 50, 100, 300, 900,
1800 ppt) ztestovaci sady. Po zméreni jejich absorbance je ziskdna kalibra¢ni
zavislost, kterou ukazuje tabulka ¢. 3. V logaritmickém meéritku jsou na jedné ose
vyneseny hodnoty absorbance a na druhé ose hodnoty koncentrace a tim je

ziskana kalibracni ktivka (viz graf ¢. 1).

Tab. ¢. 3: Koncentrace standardii a jejich absorbance

koncentrace standardi (ng/kg) hodnota absorbance
St.0 1,937
St. 50 1,881
St. 100 1,539
St. 300 0,908
St. 900 0,374
St. 1800 0,261

Méreni standardni latky pomoci ELISA pri vinové délce 450 nm
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Graf ¢. 1: Vysledky méreni standardii ochratoxinu A
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Pro analyzu byly pouzity smésné vzorky mletého korene lékorice A-F, dale vzorky
lékorice ¢. 61, 18, 58, 68, 78, 88, 98, 108, 118. Také byl testovan jeden slepy vzorek.
Limit detekce je stanoven na 1,25 ppb (ng/g). V naSem pripadé, kdy byly vyuZity
vzorky po separacich na imunoafinitnich kolonkdch a po HPLC stanoveni a
nasledném odpareni vzorki vsak detekcni limit OTA Cinil ptiblizné 50 ng/kg
(tj. 0,05 ng/g). Celkem bylo méreni opakovano ctyrikrat a z hodnot jednotlivych
méfeni byly vytvoreny prlimeéry, s kterymi bylo nadéle pracovano (viz tabulka
¢.4). Zastoupeni pozitivnich vzorkt bylo 100 %. Pomoci ELISA pftistroje byly
ziskany hodnoty absorbance (viz tabulka ¢. 6) a koncentrace vzorki, byl vypocitan
aritmeticky primér, median, rozsah, smérodatna odchylka a variacni koeficient

(viz tabulka ¢. 5).

Vnarodni referencni laboratoii byly pomoci vysokoucinné Kkapalinové
chromatografie naméreny vysoké hodnoty koncentrace OTA nad 1800 ng/kg
u vzorkl lékorice ¢. 28, 48, 08. Proto byly vzorky pred pouzitim ELISA testu
nejprve ziedény a poté byla také zmérena absorbance a koncentrace vzorkil (viz
tabulka €. 7). Vzorek 28 a 48 byl ziedén 5x, 10x a 15x tim zptsobem, Ze k 100 pl
vzorku bylo pridano 400 pl, 900 pl a 1400 ul NaHCOs. Uvzorku ¢ 08 doslo
ke ziedéni 10x, 20x a 30x tak, Ze k 100 ul vzorku bylo pipetovano 900 pl, 1900 pl a
2900 pl NaHCOs.

Tab. ¢. 4: Koncentrace OTA v lékorici zjisténé pomoci ELISA fotometru
po predchozim vycisténi na imunoafinitnich kolonkdch

Vzorky n n+ Aritm. Median Perc.90% Min. Max.
prumeér
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
lékorice 24 24 2,47 0,22 17,2 0,09 28,07

n (pocet vzorki), n+ (pocet pozitivnich vzorkd; =50 ppt (0,05 ng/g) = LD=limit
detekce)

Graf (viz graf ¢. 2) znazornuje koncentrace ochratoxinu A v nahodné vybranych

vzorcich, které se nachazeji v rozmezi 0,09 - 28,07 ng/g. K vypoctu byly pouzity
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i naredéné vzorky, které byly vynasobeny za ucelem ziskani definitivnich hodnot.
Maximalni limit OTA v koreni lékorice je stanoven Narizenim Komise
ES ¢ 1881/2006 na hodnotu 20 ng/g. Tento povoleny limit byl prekrocen
u vzorku ¢. 08, jehoZ koncentrace byla 28,07 ng/g.

koncentrace OTA v ng/kg
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¢isla vzorku Iékofice

Graf ¢ 2: Stanoveni pritmérné koncentrace v ndhodné vybranych vzorcich
lékorice

(Vysvétl.: Z divodu optimalizace vysledk pti statistickém zpracovani byly
vylouceny odlehlé hodnoty méreni. V tomto ptipadé se jednalo o vzorky: ¢. 28, 48 a

08.

U smésného vzorka mletého korene lékotice C, D, E a u vzorku lékorice ¢. 61 a 78
byla naméfena hodnota vyssi nez 1800 ppt, tj. 1,8 ng/g. Vzhledem k financni
narocnosti této metody nebylo moZzné méreni zopakovat pro presné stanoveni.
Tato hodnota vSak ukazuje vysoké koncentrace ochratoxinu A v analyzovanych

vzorcich lékorice.
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Tab. ¢. 5 - Stanoveni ochratoxinu A ve vzorcich lékorice - koncentrace (ng/kg)

méieni koncentrace (ppt)

1 309,3

2 266,9

3 625,4

4 94,4

5 115,4

6 142,7

7 113,3

8 219,8

9 203,8

10 221,5
aritmeticky primér 231,3
median 211,8
rozsah 94, 3; 625,4
smérodatna odchylka 155,5
90 % percentil 340,9
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5 Diskuze

S vyuzitim testovaci sady RIDASCREEN byly analyzovany vzorky lékotice a smésné
vzorky mletého kofrene lékorice. Pro stanoveni koncentrace byl pouZit pristroj
ELISA BioTek EPOCH, ktery méri na zakladé pohlceni svétla riznych vinovych
délek. Dale byla pro praci pouzita promyvacka BioTek ELx50, ktera je nezbytnou
soucasti pristrojového vybaveni a umoZnuje intenzivni promyvani béhem ELISA

testd.

V narodni referen¢ni laboratofi mi bylo umoZnéno naucit se pripravu vzorku
pro stanoveni ochratoxinu A. Metoda probihala podle navodu Zimmerli & Dick
(1995), kterou v laboratofi bézné vyuzivaji. Pro dUpravu vzorkd se pouzivaji
imunoafinitni kolonky a analytickou koncovkou je zde vysokoucinna kapalinova
chromatografie, pomoci které byly zméreny vzorky lékorice. Stejné vzorky
odparené po HPLC stanoveni pak byly analyzovany pomoci ELISA metody. Navic
diky vyuziti imunoafinitni chromatografie pred HPLC stanovenim a po nasledném
odpareni zbytku vzorku se tim podatilo odstranit tzv. zkriZenou reaktivitu (cross-
reactivity), kterad se uvadi pri striktnim dodrzeni navodu pii béZném pouziti ELISA
setu, kdy vedle 100 % reaktivity OTA rusi navic ochratoxin C ze 44 %, ochratoxin B
ze 14 % a ochratoxin a < 0,1 %, coz v konecném dusledku vedlo ke zcitlivéni

metody stanoveni a ziskani detek¢niho limitu ve vysi 50 ppt, tj. 0,05 ng/g.

Maximalni limit obsahu OTA v kotfenu Iékofice a ve sloZzce bylinného ¢aje je stanoven
na hodnotu 20 ng/g. U lékorice, jejiz vytazek je soucasti cukrovinek a

potravinarskych ndpoji je dan maximalni limit 80 ng/g.

Celkové méreni kazdého vzorku probéhlo ctytikrat a z hodnot byly vytvoreny
primeéry, které se vyuzily pro dalsi statistické zhodnoceni. Diky fotometru ELISA
byly zméreny hodnoty absorbance pti vinové délce 450 nm a koncentrace v ng/kg.
Z celkového poctu 24 vzorkil se koncentrace ochratoxinu A pohybovala v rozmezi
od 0,09 ng/g az do 28,07 ng/g (ppb). Primérnd hodnota byla stanovena
na 2,47 ng/g a median je 0,22 ng/g. Vzhledem ktomu Ze v narodni referencni
laboratofi byly pomoci HPLC stanoveny vysoké hodnoty koncentrace OTA

nékterych vzorkl, pro méreni pomoci ELISA testu byly tyto vzorky zredény.
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Vzorek ¢. 28 a ¢. 48 byl zredén 5x, 10x a 15x, vzorek ¢. 08 byl zfedén 10x, 20x a
30x. Pravé u téchto vzorki byly naméreny nejvyssi koncentrace OTA, u vzorku
C. 28 je koncentrace 0,87 ng/g, u vzorku ¢. 48 je to 0,88 ng/g. U vzorku ¢. 08 byla

namérena koncentrace dokonce 28,07 ng/g.

U péti vzorkd byla pomoci spektrofotometru nameéiena koncentrace vyssi
nez 1,8 ng/g (1 800 ppt). Aby bylo moZné stanovit pfesnou hodnotu, bylo by nutné
vzorky zfedit a znovu provést méreni. Vzhledem k finan¢ni naroc¢nosti této metody
vSak jiZ nebylo moZné analytické stanoveni zopakovat a ziskat tak presné
koncentrace téchto vzorkd. Proto byly tyto hodnoty zcelkového priméru
vyrazeny. Je tedy jasné, ze by priimérna koncentrace pri zapocitani téchto hodnot
byla mnohem vyssi. OvSem i tyto naméiené hodnoty jsou dilezitym ukazatelem, ze

ve vzorcich lékorice byla vysoka koncentrace ochratoxinu A.

Bylo zjisténo, Ze kaZdy méreny vzorek lékorice obsahoval ochratoxin A. Pomoci
ELISA metody byla stanovena koncentrace OTA v lékofici v rozmezi 0,09 -
28,07 ng/g. Pokud jsou vysledky srovnany s vyzkumy odbornych ¢lankd, nékteré

nami namérené hodnoty se jim pribliZuji.

Jednim z nejvétsich dovozcii 1ékotice je Cina. Diky statistickym tidajiim z roku 2011
bylo zjiSténo, Ze 3300 tun této rostliny bylo odtud exportovano do Japonska, Korey,
Némecka, Spojenych stati a dalSich zemi. Plané rostouci druhy Ilékotice
(G. uralensis, G. inflate and G. glabra) jsou hlavné distribuovany do vyprahlych
pousti a travnatych oblasti Gansu, Ningxia, Xinjiang a Vnitintho Mongolska
na severozapadu Ciny, nejvice vyuZivanou varietou je G. uralensis (Chen et al,

2013).

V Némecku byla provedena analyza 83 vzorkli korene lékotice a produktl
s obsahem lékorice vyuzivanych v potravinarském a lékarském odvétvi. Byly
zjistény vysoké koncentrace ochratoxinu A v hodnotach od 0,3 ng/g do 64,3 ng/g,
(median 4,5 ng/g), u détskych ¢aja bylo mnozstvi nizsi (0,1-0,4 ng/g). Hodnoty
OTA v 1écivech zavisi na obsahu l1ékorice, pohybovaly se v rozmezi 2,6-50,3 ng/g

(Majerus et al., 2000).

Ve Spanélsku bylo analyzovano 30 vzorki kotene 1ékofice, cukrovinek s obsahem

lékorice, l1ékoticovych blokii a extrakti kapalinovou chromatografii. VSechny
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produkty obsahovaly OTA, u suSeného kofrene byl primér 63,6 ng/g, u Cerstvého
kotene 9,2 ng/g a v cukrovinkach byla priimérna hodnota 3,8 ng/g (Arifio et al.,

2007).

Chen et al. (2013) testovali v 1ékorici pritomnost ochratoxinu A a aflatoxinu B1
ve 3 riznych regionech Ciny. Bylo zjisténo, Ze se ve vzorcich vyskytuje 9 rodi
plisni zahrnujicich 22 druht. Byly izolovany 2 nové druhy plisné rodu Penicillium
(Penicillium glycyrrhizacola sp. nov. a Penicillium xingjiangense sp. nov.). Pomoci
kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrofotometrie bylo analyzovano
5 druht, které byly schopny syntetizovat ochratoxin A (Penicillium chrysogenum,
P. glycyrrhizacola, P. polonicum, Aspergillus ochraceus a A. westerdijkiae)

o koncentraci v rozmezi 13,0 - 39,1 ng/g.

Arifo, Herrera et al. (2006) uvadéji vysledky analyzy ochratoxinu v lékofici.
NejvySsi zjisSténé hodnoty dosahuji koncentrace OTA ve vysi 252,8 ng/g. SuSeny
koren 1ékorice obsahoval v priméru 63,6 ng/g a v Cerstvém koienu lékotice bylo
nameéieno v priméru 9,2 ng/g. V cukrovinkach s obsahem lékorice byla stanovena

hodnota OTA 3,8 ng/g.

V Némecku byly ziskany vzorky korene lékotice a sladkosti s obsahem lékotice
z riznych obchodl a lékaren. Pomoci LC/MS-MS (kapalinové chromatografie -
hmotnostni spektrofotometrie a kapalinové chromatografie a tandemové
hmotnostni spektrofotometrie), rozsah koncentraci ochratoxinu A se pohyboval

vrozsahu od 0,3 do 216 ng/g (Bresch et al,, 2000).

Arrino et al. (2007) uvadi, Ze z 1ékoftice a jejich dalSich produktl prejde 5 % OTA
do Caje pri pripravé formou odvaru a 1 % pii vyluhovani. Studie, kterou provedl
Shim et al. (2014), zjistila vyssi hodnoty pri ziskavani odvaru z 1ékorice a to okolo
12 - 61 %. Pro konzumenty, ktefi si pripravuji z kontaminovanych bylin
ochratoxinem A Caje, je tento prenos potencidlnim nebezpecim. Jelikoz asijské
zemé maji vysSsi spotiebu caji pripravenych zlécivych rostlin, je nutné, aby
existoval bezpecny management z hlediska kontaminace OTA., tj. minimalizace

zdravotnich dopad pro ¢lovéka.

Leslie & Logrieco (2014) ve své publikaci uvadyi, Ze po 40-160 minutach pri pouziti
suchého tepla o teploté 100°C nebyl ochratoxin A v obilninach degradovan. Pokud
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se vSak pouzije k degradaci vlhké teplo, je obsah mykotoxinu sniZen vice
nez o 50 % po dvou hodinach. Béhem peceni chleba je tedy ochratoxin A stabilni.
U lékotice vsak nedoSlo kredukci ochratoxinu A pii teploté 150°C po dobu
60 minut, coZ znamena relativné vysoké riziko z hlediska moZného privodu OTA

do lidského organismu.
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6 Zaver

Ochratoxin A (OTA) byl Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny zarazen jako
potencialni karcinogen, sk. 2B. Dokonce se zacinaji objevovat nazory o jeho
mozném prerazeni do skupiny 2A, pravdépodobny ¢i dokonce do skupiny 1,
prokazany Kkarcinogen. Tento mykotoxin se navic vyznacuje predevSim
vyznamnymi nefrotoxickymi, dale také hepatotoxickymi, imunosupresivnimi a
teratogennimi ucinky a predstavuje tak vyznamné zdravotni nebezpeci. Dulezité je

proto stanoveni maximalniho limitu jeho privodu v potravindch a znalost

zkonzumovaného mnoZstvi potravin u jednotlivce.

Lékotice je bézné pouzivanou rostlinou v rlaznych odvétvich, napriklad
ve farmaceutickém primyslu, kosmetice, v potravinarstvi a také jsou z ni
pripravovany c¢ajové smési. Tato bylina ma vyznamné farmakologické ucinky,
slouZi jako expektorans, antipyretikum, navic diky obsahu glycirrhizinu zvySuje
krevni tlak. V ES je maximalni limit obsahu ochratoxinu A v koteni lékorice
stanoven na 20 ng/g. Koncentrace OTA ve vytazku z lékorice nesmi prekrocit

80 ng/g. Ten se pouziva pti pripravé ndpoji a cukrovinek.

Pomoci ELISA metody bylo analyzovdno 24 vzorkl lékotice, pricemZ ve vSech
méfrenich byla potvrzena pritomnost ochratoxinu A. Ve vzorcich byly zjiStény
pozitivni koncentrace OTA. V Narodni referencni laboratoii pro metabolity
mykotoxinfi a mykotoxiny v potravinach pti Zdravotnim tstavu Usti nad Labem,
regiondlni pracoviSté Hradec Kralové byly vzorky analyzovany také pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Diky absolvovani ctrnactidenni staZze v této laboratoii jsem ziskala cenné
zkuSenosti pri pripravé mykotoxind, tykajici se jejich extrakci ze vzorki a vycisténi

na imunoafinitnich kolonkach a stanoveni HPLC metodou.

Vzhledem k tomu, Ze i v této praci byly potvrzeny pozitivni nalezy ochratoxinu A
v 1ékorici, je dlilezité se stanovenim OTA pomoci modernich laboratornich metod
vtéto suroving, pripadné jiz upravené potraviné, neustale zabyvat, protoze

na zakladé globalizace potravinového trhu jsou k nam dovaZeny suroviny a
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potraviny z celého svéta, coz se tyka i dovazené lékorice, mnohdy vysoce

kontaminované.
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http://www.uniprot.org/taxonomy /49827

Obr: 3: Koren lékorice a vyrobky (cit. 12. 3.2015) Dostupné z WWW:
http://www.bag.admin.ch/themen/drogen/00041/00618/13196/13208/?lang=d

Obr. 4: Pipetovdni STOP roztoku (foto V. Dvorak, 4. 2. 2015)

Obr. 5: Barevné zmény po priddni STOP roztoku (foto V. Dvorak, 4. 2. 2015)
Obr. 9: Fotometr EPOCH (foto V. Dvorak, 4. 2. 2015)

Obr. 7: Automatickd promyvacka stripti ELx50TM (foto V. Dvorak, 4. 2. 2015)

Obr. 8: Ovldddni automatické promyvacky (foto V. Dvorak, 4. 2. 2015)

Tab. & 1- Stanoveni maximdlniho limitu OTA v nékterych kontaminujicich ldatkdch
Tab. ¢. 2: Zndzornéni standardil a vzorki na mikrotitracni desticce
Tab. & 3: Koncentrace strandardii a jejich absorbance

Tab. ¢. 4: Koncentrace OTA v lékorici zjisténé pomoci ELISA fotometru po predchozim

vycisténi na imunoafinitnich kolonkdch

Tab. ¢ 5 - Stanoveni ochratoxinu A ve vzorcich lékorice - koncentrace (ng/kg)
Tab. ¢. 6 — Stanoveni ochratoxinu A ve vzorcich lékorice pri absorbanci (450 nm)

Tab. ¢ 7 - Stanoveni OTA v naredénych vzorcich lékorice pri absorbanci (450 nm)

Graf ¢. 1: Vysledky méreni standardil ochratoxinu A

Graf ¢. 2: Stanoveni priimérné koncentrace v ndhodné vybranych vzorcich lékorice
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9 Prilohy

Tab. ¢. 6 - Stanoveni ochratoxinu A ve vzorcich lékorice pri absorbanci
(450 nm)

méreni absorbance (a.j.)

1 1,0

2 1,0

3 0,6

4 1,6

5 1,4

6 0,1

7 1,1

8 1,2

9 1,1

10 1,8
aritmeticky priumér 0,8
median 1,0
rozsah 0,1; 1,8
smérodatna odchylka 0,6
variacni koeficient 0,7
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Tab. ¢. 7 - Stanoveni OTA v naredénych vzorcich lékorice priabsorbanci
(450 nm)

méreni absorbance (a.j.)

1 1,6

2 1,6

3 1,7

4 1,6

5 1,8

6 1,7

7 0,1

8 0,2

9 0,3

10 1,7
aritmeticky priumér 1,2
median 1,6
rozsah 0,1; 1,8
smérodatna odchylka 0,7
variacni koeficient 0,5
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