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1 UvoD

Problém toxickych latek v krmivech igSila EU smirnici Rady EUE. 2002/32/EC a je proto
mozné si pedstavovat, Ze v této oblasti je vSechno kapgku. Sndrnice definuje toxickeé
latky, které se nesmi v krmivu vyskytovat v nadtmhi koncentraci, ale nezahrnuje
sloweniny, které se mohou v krmivu nalézt (a také sém v nékterych gipadech vyskytuji)
a pesto jsou v ufitych smérech Skodlivé. Tato s#émice vznikla vroce 2002; @€eské
republice vSak byla publikovana ve Sbirce zdk&yhlaska¢. 451/2000 Sb., kterou se
provadi zakorg. 91/1996 Sb., o krmivech, ve&r zakona'. 244/2000 Sb. (z 29. 12. 2000).
Ceska zakonna norma byla tedy v nedavné& dgivavena Vyhlaskod. 184/2004 Sb., kterou
se zménila Vyhlaska¢. 451/2000 Sb., kterou se provadi zako81/1996 Sb., o krmivech, ve
zréni zakonac. 244/2000 Sbh., aby bylo mozné zohledf@tlu zngn, které od roku 2002
vznikly.

Smernice EU jsou zavazné pro vSechélgnské staty, obsahujirgrevsim zakladni
fakta, kterd musi narodni legislativy bezpodniidezohlednit. Je vSak n&ahto narodnich
legislativnich organech, aby zahrnuly do zakonnyafem svych zemich specifikasédma pro
teritorialni Utvary (velmi dotke si s timto faktem poradila Komise Evropskeého ko, ktery
zavazuje jednotlivéclenské staty kigvzeti evropskych |ékopisnychilanki do jejich
Iékopigl, ale zarove umoziuje uvést v jejich Iékopisectianky narodni). Pokud neni tento
sledovan mimo jiné obsah semen & obecnéhoRicinus communnis.), akoliv tato
rostlina neni ubec doméci ¥R (ani zavléend), velmi ojedidle se vyskytuje jako okrasna
rostlina nepeZivajici jedno vegetai obdobi (zato v jizni Evrap nag. ve Spadlsku se
vyskytuje @zZn¢), semena tohoto taxonu maji velikostestt velké fazole (proto uzip
primarnim¢isteéni pri polni sklizni by musela byt dokonale odstaa). Tento stav je mozné
z legislativniho hlediska velmi déd pochopit (z hlediska dovozu krmiv z jinych zenailg
t&Zko jej Ize pokladat za zcela smyslupiny AR ve zréni uvedeném ve vyhlaskach.

Na druhé strahexistujerada toxickych rostlin, které mohou nejen negatiomlivnit
plnoprodukni zdravi zvfat, ale také kormého konzumenta a v Zadné zakonné gargjsou
uvedeny. Této ,tiché toxiait neni wnovana dosud celo&wova pozornost, &oliv historie
ukazalaradu negativnich projév[spasani ocunuCplchicum autumnalé.) nebo rkterych
kozinai (Astragalusspp. L.)]. Ignoraci tohoto stavu Ize jiz obtézohapat a patéhse s nim
nelze ztotoznit; legislativni organy byém brat v ivahu fakta, kterymi disponuji speciaist

v dotytné oblasti a zakonné normy byly¢iy byt co nejuze spojeny s realitou (strukturou



rostlinnych taxofi na pastvinach, vyskytem nezadoucich nebo nebeyple druti, postupy
vedoucimi k omezenéthto druti v porostech, vztatm k ekologické rovnovéaze krajiny atd.)
tak aby nedoSlo k paradoxni situaci jako v dobamtiasizmu, kdy byl v Bkterych oblastech
naprosto zlikvidovan vyskyt ocunu v travnich poeast pesticidy, které vyznammovlivnily
ekosystém fislusné krajiny.

Pfi hodnoceni toxicity rostlinnych zdrigj které mohou bytdZnou sodasti krmiva, se
zda byt uzitené esre definovat pojem této toxicity: jeji kvalitativnilkvantitativni Grove.
Je logické z#mzovat do toxickych latek také latky antindi, protoZe disponuji titou
mirou toxicity; rékteré z nich nelze z krmiv odstranit, resp. jejatstragni by bylo zatizeno
neungrnymi finartnimi naklady. Poznaniéthto fakti by vSak mdlo byt spojeno
s navazujicim efektivnim aplikovanym vyzkumem, &ty mgl alespa zéastitesit eliminaci
nezadoucich sl@enin. Sledovani profilu odborné zedslske literatury za poslednich 10 let
ale ukazuje, Ze problému jenovana porrné mald pozornost: problematika toxickych
piirodnich latek se v celé oblasti toxicity vyskytzjeruba ve 3 % praci fgvaznou ¥tSinu
studia toxicity tvéi prace tykajici se nezadoucichinki metabolifi mikromycet
(Aspergillus, Fusarium ad.), toxickych katina rezidualnich metabaiit pesticidi). Ze
zmirenych 3 % je maximakh polovina praci ¥novana hlubSimu studiu toxicity¢téinou
v3ak na zjednoduSenych modelech. Bochto Udaj jsme Umysld nezahrnuli v SirSi nié
studie, tykajici se sledovani antinatrich (&inkd, protoZze se domnivame, Ze by f@sahlo
ramec této studie. Je Skoda, Ze nemalé procentitastmtinutréni aktivity prirodnich latek
bylo prova@no na zutecich druzich, které maji k hospeskéych zvfatim velmi daleko
(potkan, krysa, mys) a tyto vysledky matdinou jen publikani vyznam bez bliz§iho vztahu
k praktickému pouZiti.

V Ceské republice je tedy v stasnosti novelizovana, a zda se ze &plghovujici
vyhlaSka o toxickych fimésich v krmivu. Jsme si vsak jisti, Ze je nutné infovat odbornou
verejnost o wkitych rizikach, ktera nejsour@dnetnou sodasti vyhlasky, ktera vSak mohou
byt v nekterych gipadech velmi reélna.

V této studii jsme se énovali &inkam toxickych a potenciatn toxickych latek
piredevsSim na savce; pokud howoe o jejich dincich na ptaky, pak &Sinou jen pro
dokresleni obrazu celkové toxicity.

Nerozdlili jsme vSechny Skodlivé latky, o kterych je pdfgvano do dvou hlavnich
skupin, jak by se mohlo zdat logické — na latkygregtedre toxické (nap. alkaloidy) a latky
antinutréniho charakteru (nap glukosinolaty). Jsmeipswdéeni o Skodlivosti obou tylp

latek (nap. intoxikace alkaloidy je izjma velmi rychle, poSkozovani zdravi iati



antinutrenimi latkami probiha pomalu, alettre @Finést negativiySi efekt), hranice mezi
obéma skupinami nejsou ostré. Proto tyto latky pogiswg na zaklad jejich ramcovych
chemickych struktur.

Hradec Kralové, Sumperk Alito



2 Toxické latky pirodniho givodu v krmivech
2.1  Konsolidace legislativnichgdpigi (Koment& ke konsolidovanému 2ni vyhlaskyg.

451/2000 Sb.

Konsolidované zéni vyhlasky¢. 451/2000 Sb., kterou se provadi zakon o krmiyvégto
sestaveno pracovniky odboru krmiv UKZUZ jako pradownaterial pro vnini potebu
odboru. Konsolidované #ni nenahrazuje vyhlasku 451/2000 Sb., kterou se provadi zakon
o krmivech, ve zéni pozdjSich gedpidi a piislusna nézeni ES z oblasti vyZivy zkat, ktera
plati jako bezprogedre zavazné fedpisy Evropskych spaienstvi gimo.

Divodem pro jeho zpracovani byla skirtest, Ze vyhlaska&. 451/2000 Sb. byla jiz
sedmkrat novelizovana, a Ze sé projednavani jeji posledni novely neuskuié ptivodns
piedpokladany zasm vydat nové kompletni 2ni ve Shirce zakan a to pro navaliedpisi
ministerstva zewueIstvi, které ngly byt projednany a zwejnény do 1. kétna 2004.

Konsolidované pracovniém zahrnuje vyhlaskda. 451/2000 Sb. ze dne 11. prosince
2000, kterou se provadi zakon o krmivech, a j@gidznény:
vyhlasSkuc. 343/2001 ze dne 24.i22001,
vyhlasku¢. 472/2001 ze dne 17. prosince 2001,
vyhlasku¢. 169/2002 ze dne 18. dubna 2002,
vyhlasku¢. 544/2002 ze dne 12. prosince 2002,
vyhlasku¢. 284/2003 ze dne 26. srpna 2003,
vyhlasku¢. 434/2003 ze dne 3. prosince 2003 a
vyhlasku¢. 184/2004 ze dne 13. dubna 2004.

Soutasrt je k textové&iasti vyhlasky fipojeno zini ¢lanku Il, ¢lanku 1l a ¢lanku IV
vyhlasky¢. 184/2004 Sb. ze dne 13. dubna 2004, kterou¢se wiyhlaskas. 451/2000 Sb.,ip
cemzclanek 1l se tyka fechodnych ustanoveni pro obaly krmnychésinc¢lanek Il stanovi
nabyti &innosti vyhlasky dnem jejiho vyhlaseni (tj. 23. 2004) a dalSi Upravy nabyti
G¢innosti a pozbyvani platnosti ditych bodi této novely, alanek IV stanovi pozbyvani
acinnosti rekterych ¢asti vyhlaskye. 343/2001 Sb. ze dne 24.rz&001, kterou se &mi
vyhlaska¢. 451/2000 Sb. V tomtdlanku je v konsolidovaném &ni opravena chyba v citaci
vyhlasky a je spravnuvedencocislo ,451“ mistocisla ,,452" chybr uvedeného ve Sbhirce
zakoru (¢astka 61 z 23. 4. 2004).

2.2  Klasifikace latek
Antinutri¢ni a toxické latky se vyskytuji ve vSem, co Zimbhove fFijimaji jako potravu, fes

intenzivni snahy jejich obsah omezit. Kazda geagkafoblast obsahuje specifické rostliny,



které tmito neffiznivymi vlastnostmi disponuji a tato fakta je ieita zndt>. Studium
veterinarni toxikologie musi byt sl&ub s toxikologii humanni (zejména v gasnosti,
z davodiu etnickych a behaviorélnich): zjiti toxickych latek, které se vyskytuji v potéav
pro ¢lovéka mize byt velmi pinosné pro studium vifpad hospodéskych zviat ¢lovek je
mnohem opatrjSi na bezpéost lidské stravy nez n&istotu” krmiv pro hospodaka
zvirata); jednd se nejen o¢imé latky, jako jsou kyanogenni glykosidy, lathyeny,
hydraziny, glukosinoldty a podobné goitrogenni yatkumariny, saponiny, alkaloidy a
glykoalkaloidy, lektiny, trypsinové inhibitory a etatani latky (fytaty a oxalaty)’ které se
v téle nakonec zmetabolizuji, ale i metabolity, kteiéjgou nap. do mléka a hraji vam
negativni roli pro dalSiho spebitele (negativni ovlivni ml&’at pred odstavem, nebo
zvySeni xenobiotické zéite clovéka). PrestoZe jerada rostlin surovinou pro potraviiséy
pramysl, nelze je fjimat zcela bezstarosir{resp. za jakychkoliv podminek) égmaset je do
systém traveni, naptymian a dobromysl, které jsou p¥mvéka naprosto &nou kdeninou,
kterA mu spiSe prospiva, jsou pon¢ toxické pro kaky, které jsou velmi citlivé na
fenolické latky. Ptaci (slepice) jsou odolnit¢vy nekterym vyznamnym toxiim
(kantharidinu), metabolizuji ho jerté&sti a po poziti brouks obsahemgthto latek mohou
byt zdrojem zavadného produktu. PrétSinu monogastrickych safrcjsou LDso vEtSiny
toxickych latek nizsi (gkdy vyznami) nez u pezvykava@ (velmi markantnim fikladem
jsou kardiotonické glykosidy z&cilla maritima L., vyrazré toxické pro hlodavce kroén
kralika).

Toxické a zejména antinutrii latky jsou sledovany v picnindcha dalich
krmivéiskych surovinach které jsou dleZité v Ziv@isné vyrol, nag. v semenech
(vyliscich) olejnin; obsahfislovin, fytové kyseliny a ndp glukosinolal je limitujicim
faktorem pro pouZiti nativnich surovinRostlinné toxiny v krmivu pro hospag#a zvfata
musi byt nalezé analyticky sledovany, jak to provadi iiaplant Toxins Research Group of
the Australian Commonwealth Scientific and IndatrResearch Organzation (CSIRO)
v oblasti detekce a klasifikace 3 hlavnich skupoxirti: fomopsini, korynetoxiri a
pyrrolizidinovych alkaloid®®. Jsou také sledovany moderni trendy ve wiwspodskych
zvitat a mozné navaznosti vyskytu reziduigimaji byt pouzivany moderni analytické
metody, které urychluji a ekonomizuji postup andlyg rozvojem technologii a analytickych
metod se ukazuje, Ze¢které metody Upravy krmiva s cilem odstranit nez@t@idatky

v primarnich surovinach, mohou v krmivu naopak dez&i latky jiného charakteru vytkity



nag. uprava pice amoniakemue zvysit hladinu alkylimidazél v této pici a sekund&n
v mosi, plazmé a mléce ovci a krdf.

Pro zlepSeni kvality rostlinné suroviny, vyuZi®ljek potraviny proclovéka, tak
materialu pro krmivstvi jsou vyuzivany genetické, genomové a molekilgkistupy;
umoziuji modifikovat spektrum esencialnich aminokyseliipidia, mastnych kyselin,
minerdlnich latek, sekundérnich metalio$itbiologickym @inkem, antinutinich slogenin,
aromatickych latek dP. Ackoliv jsou tyto metody na vysoké Grovni, nemohot bglatreny
v praxi ve své fivodni mfe ze spoléenskych dvodi (konzervativizmugasti obyvatelstva,
Spatna reklama, intenzivni odpor ekologickych oizgi).

V fad pripadi je velmi obtizné dosahnoutgswdéivého sniZzeni antinutmich (nebo
také toxickych) latek v krmivu za pouZziti adekvétnifinartnich prostedki. V takovych
piipadech se voli do krmivaigada, jejimz ukolem je eliminovat toxické&nky nezadoucich
piimasi®. K sorpci toxickych latek je také mozné pouZittabanu, ktery je dispergovan na
aktivnim uhli; snis nevyvolava zacpu a jiné zazivaci probléngcela kuriézni je navrh
pouzitiezanych pneumatik jako preventivniho predku ged toxickym @inkem reékterych

rostlinnych slodenin'®.

2.2.1 Dusikaté latky

2.2.1.1 Glukosinolaty

Glykosidické slodeniny tohoto typu se vyskytujiigdevSim ve 3 rostlinnyclkieledich,
nejdileZitsj&i z hlediska krmivského je vSak jetieled Brassicaced® Do 60. let minulého
stoleti byly nazyvany jako thioglukosidyiga tim jako h&i¢né oleje. Tento profanni a zcela
nespravny pojem se udrZzuje dodnes, jak vikke terminologii, tak i v zeddélstvi. Je to

paradoxni, protoZze samotné jhigné oleje” (mustard oils) jsokkaveé produkty enzymové

hydrolyzy.
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Struktura glukosinolat 1

V rostlinach hraji alohu krot jiného jako rezervni zdroj siry a dusiku a jejich
metabolity funguji jako ochranné agens&civkonzumenim a Skidcim. Fi studiu vlivu
glukosinoladti na odolnostrepky a dalSich brukvovitych rostlina& fomové hnilog se
zjistilo, Ze imperfektni stadium houbyhoma lingam je citlivé pedevSim na 3-=



hydroxymethylindol, ktery vznikd z glukobrassicin@); z uzivatelského hlediska zcela

nezadouci progoitrin se na rezistenci nepodili.
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Souwasné snahy o Slecni fepek (00: Oglukosinolaty, Oerukova kyselina) jstéles
problematické, protoze ¢hteré glukosinolaty Ize Sleahtim ovlivnit, jiné nikoliv (nap.
glukobrassicin). Nezda se take, Ze by obgehto latek ndl vyznamny vliv na pozZefepky a
napg. hacice sareptské, ale snizeni hladéchto latek je fiznivé; zda se totiz, Ze tk&n
s obsahem indolovych glukosinalgsou pro larvy chut¥jSi nez tkas bez nich.

Skupina &chto latek je z chemického hlediska velmi Sirokdj de v podstat na ti
podskupiny (glukosinolaty s alkylovou a alkenylovelupinou, glukosinolaty obsahujici
v alkylovém nebo alkenylovémietézci hydroxyskupinu a glukosinolaty s indolovou
skupinou) a na zakl&dtéto struktury dochazitfpenzymovém $peni ke vzniku iznych
metabolifi (thiokyanat, isothiokyanat (1) nebo oxazolidinthioin (3)).

V zastupcichieledi Brassicaceae je obsaZzeno ve tkanich minénglukosinolal
rozlicné chemické struktury, maxim&l2-3 vSak tvéi prevaZzujici¢ast spektra (semeno
fepky: 75-90 % progoitrinu a glukonapinu).

Z hlediska praktického biologickéha&igku byly prozkoumany igdevsim ty taxony,
jejichz morfologickécasti tvdi sowsast krmiva, tzn. hlawh extrahovanéepkové $roty’

s obsahem 35-45 % surového proteinu s velifiznprym spektrem aminokysefih?!2%2324.25

Siépné produkty glukosinolatvyvolavaji viemy palivosti, hakosti, mohou navodit
slzeni, zhorSuji chutnost pro Zafa, snizuji fijem krmiva a tim uzitkovost; latky s vySSHK
které se rychleji deponuji do tukové tkarmohou pechézet #asti do mléka a vajec a
zhorSovat jejich uzivatelskou kvalitu ¢které metabolity jsou pro savce a ptaky toxickéjima
strumigenni efekt, jsou hepatotoxické a nefrotogjckvliviiuji metabolizmus nadledvin.
Rozsah poSkozeni organizmuridpevSim Stitné zlazy) zavisi na celkovém mnozstvi
glukosinolat, jejich spektru a délce doby, po kterou jefevirijimalo. Funkni zmeny na
Stitné Zlaze jsou nasleduijici:

» Klesé podil jodu, ktery je Zlazou zachycen,



e Vzruasta podil monojodthyroninu na dkor dijod- a trijogtoninu, tim dochazi k bloké&d
spojeni dvou molekul dijodthyroninu na thyroxin,

* Snizené hladiny trijodthyroninu £ a thyroxinu (%) ve Zlaze vede ke sniZeni sekrece
obou latek do krevniho &hu,

* Tyroxin je povazovan za prekurzor trijodthyronimuptoze v pipad sava se tato latka
vaze na bugné proteiny asi 10x snag&innez thyroxin,

* Niz8i hladiny & a T, vyvolavaji zvySenou sekreci TSHusledkem je zvySeni aktivity
Stitné Zlazy a jeji hypertrofie.

Na tomto poskozeni se ¢astni vSechny fit hlavni metabolické produkty rozkladu

glukosinolati (thiokyanaty, isothiokyanaty, oxazolidinthiony)kdyz kazdy v odliSné ré.

Stejre negativie se tyto glukosinolaty projevuji na metabolizmug rfOncorhynchus

mykissf°. 10% pisada extrahovanéhepkového Srotu s obsahe@0 mMol glukosinolét

do krmiva prasat se ukazala jako Hepiva z hlediska suprese; T 5-Vinyloxazolidin-2-

thion (goitrin), latka bezprostdré zodpowdna za negativni postizeni Stitné Zlazy, vznikajici

v rostlinné tkani po procesnimigobeni z progoitrinu (resp. z epiprogoitrinu), @ativrg

snadno degradovatelna ruminalnim procesersolpenim bakterii a protozoi, tak jako nemalo

jinych metabolit®.

DalSi negativni vlastnosti &inych produki glukosinolati je navozeni krvacivosti
jater aZz Uhyn (fedevSim u dibeZe, prasata argrvykavci jsou podstatnmeért citlivi).
Objevuje se také pokles plodnosti, dosud ne zdgksany, zpisobeny patr&nedostaténou
vyzivou matky v dsledku naruSenénnosti stitné zlazy.

Studium biologické aktivity této skupiny latek jelmni Zivé a existuji uz po#énné
piesna schémata, tykajici se uZziti a koncentf@pkovych Srat v zavislosti na obsahédhto
latek v rostlinné tkani. Nicméni nizky obsah glukosinolat(zejména 5-vinyloxazolidin-2-
thionu @)), ktery se neprojevi snizenou uzitkovosti, astSmou biochemickych paramaétr
metabolizmu, zvySuje vyra#n riziko metabolické nerovnovahy et a to pray
permanentnim zdsahem do metabolizmy ar T, (sniZzenim odolnosti & chorobam
v chovech).

Byla vyvinuta fada metod, jejichz Ukolem je snizit obsa&bhto latek pedevSim
v fepce. Nkteti odbornici zastavaji nazor, Ze nejlepsi cestaplikace genetickych mettt
Je to vSak pohled spiSe idealizovany neZ idealmitnbceni vSech souvislosti, které jsou
spojeny s existenci 00-adt, jejich polni produkci atd. nas prozatim jednémia

negres\wdcilo, Ze tato metoda je opravdu optimalni. Ma s\iogty, v urcitém snéru je dolie

10



vyuzitelna, ma vSak svoje zapory (napadanidsk, a proto existuje snaha o zist
praktickych dimenzi vyuZitelnosti tohoto postupterk je velmi lakavy, a&sti fiktivné se
zd4, ze finese velké finatni Gspory. V sotasnosti je pohled upn spiSe k redjsim
postumm, technologickym a biotechnologickym. éleré z &chto metod jsou vSak
nepouzitelné, & jsou efektivni, protoze jsou zatizeny vysSi fird@nnara@nosti (extrakce
organickymi rozpousgtly). Patrg idealni (ovSem jen z hlediska nakladového) je
konsekventni postup kondicionace a toastovafii:kpndicionaci odslupkovanych semen
fepky se zvysi vy¥nost oleje a inaktivuje myrosinaza, poté se prevextrakce népstji
benzinem a toastovanim az kolem 100 °C se odstbgty extrakniho solvens a rozlozi se
zbyvajici glukosinolaty. Jakkoliv vSak vypada papsgostup jednodusSe a ide&lrskryva
fadu zaludnosti, k jejichkeSeni je pdeba pistupovat citlie. Zajimavou se zda fyzikalni
metoda DIC (Detente Instantanee Controlee — Cdettdhstantaneous Pressure Drop), po
jejiz aplikaci dochazi k zajimavému Ubytku antinintich latek iepkovych semeneth
Fermentani oSeteni fepkovych Srat je znamé: ke Srdn se pidava jableény (pektinovy)
odpad a vlhka sis je inokulovana sporami Aspergillus griseus, nBizopus oligosporus,
piipadreé Mucor pusillus; vznikla hmota je po fermentaci ¥igalna v krmivdstvi i
potravindstvl. Pro zlep&eni stravitelnosti byly také prosmyl pokusy s aplikaci dkterych
enzymi (pepsin, papain, trypsin, ficin, hemiceluldza);zdh z €chto enzyndi vnese do
upravené hmoty jiné fyzikaéachemické vlastnosti a sniZi obsah antignidh lateR? Cinsti
autai publikovali fyzikalni postup zpracovarepkovych semen dvoustipvou extrakci,
kterou jsou odstramy thioglykosidy (bezamidové prdsti, methanol/hexan)tepkové
vylisky jsou zcela prosté toxicity a maji velmi dglyvzhled. Primarni olejijpraveny z tohoto
materialu ma Gdajnnizky obsah fosforu a volnych mastnych kys&lifPrace je pro dalsi
poweni bohuzel nedostupna, aby bylo mozné posoudielgnomickou realitu. Zajimavym
postupem je aplikace roztbkekterych kovovych ionit: 0,1% Cd* sniZzuje hladinu gastrinu o
[00 % a eliminuje progoitrin, 0,1% Fesnizuje hladinu goitrinu a progoitrindipnleti. Oba
kationty (aplikované ve fortnchloridi) sniZzuji aktivitu myrosinasy v pb¢hu procesu mleti
(snizeni je urné dolkd mleti, kompletni inaktivace myrosinasy nastavalpo hodinach
mleti)**,

2.2.1.2 Alkaloidy

22121 Alkaloidy zastumcteledi Poaceae

Celed lipnicovitych neni bohatd na alkaloidy, protoZ&sina trav se vyvijela soasre
s bylozravci, kterym poskytovala potravu. Z tohatdvodu maji taxony meén vyvinou
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chemickou ochranu. Alkaloidy, vzniklé vlastnim neihzmem se proto vyskytuji v travach
jen velmi omeze¥ prevaznoucast alkaloidnich struktur t¥b predevSim ergolinové a
lolinové alkaloidy, jejichZz producentem jsou endafyhouby Zijici uvnit rostlinnych pletiv
(Acremoniumsp.), nebo zastupcieckovytrusnych hub, vyt¥gjici tuhé mycelium v klasech
obilovin (Clavicepssp.).

Souhrnny pohled na alkaloidy v picnisly vyznamnych travach bykghledr podan
v 90. letech minulého stol&ti

Tab. 1 Hlavni alkaloidy vyskytujici se v zastupctelhedi Poaceae

Taxon Alkaloidy
Festuca arundinace8CcHREB. Ergopeptinové (ergovalin)
(kostava rakosovita) Derivaty lysergové kyseliny
Klavinové
Lolinové
Peramin
Festuca pratensiblups. N-acetyllolin
(kostava lwni) N-fyrmyllolin
perlolin
Lolium perennd.. Lolitremové (lolitrem B)
(jilek vytrvaly) Paxillin
Peramin
Lolium multiflorumL. Perlolin
(jilek mnohokty)
Phalaris arundinacea.. Hordenin
(chrastice rédkosovita) Gramin
Tryptaminoveé
Karbolinové

Rl
io OH
o) N>L@
2
e et

(e}

H
O, N
| N

HN

R' R
Ergotamin §) Methyl- Benzyl-
Ergosin b) Methyl- Isobutyl-
Ergovalin @) Methyl- Isopropyl-
Ergostin ) Ethyl- Benzyl-
Ergoptin ) Ethyl- Isobutyl-
Ergonin Q) Ethyl- Isopropyl-

ALKALOIDY ERGOPEPTINOVERADY
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Prevazné mnozstvi toxikologickych udapochazi od autérz USA, kde je nap
zemedélsky vyznamna travin&ostirava rdkosovitapéstovana na milionech hekiaa infekce
porosfi Acremoniumcoenophialumzpisobuje po zkrmeni obrovské hospiskd ztraty
predevsim v chovech skotu, ale také koni (fescuectsig). Toxicita se u skotu projevuje
poklesem grustki, snizenim dojivosti, obtiznym zaznutim (nizké sérové hladiny
prolaktinu), vyznamé& se sniZzuje schopnost regulovakesnou teplotu, dochazi k omezeni
cirkulace krve v ko#etinach (projevy jsou markantni v obdobi nizkycbme&ysokych teplot
okolniho prostedi). Po eliminaci poSkozené pice serata vraci zpravidla velmi rychle do
normalniho fyziologického stavu.

U klisen se prodluzuje dobadzosti, nastavaji problémy s tvorbou mléka védséni,

k porodu slabych a nevyvinutych af, rekdy Ghymim. Klisny se Bhem horkého piasi
nadn&rné poti. Sérové hladiny prolaktinu jsou snizené.

Toxikologicky byla ¥novana pozornost ergovalinu: tiap jehat, které dostavaly
krmivo s touto latkou, se v fichu teplotniho stresu zvysSila rektalni teplota sskiesérové
hladiny prolaktinu; ostatni alkaloidy kdaty mohou mit na intoxikaci synergicky vify
Synergicky vliv tchto alkaloidi, doprovazejicich ergovalin a ergin, byl prokdzanstoucich
potkari®”; je ovSem otazka, zda model hlodavce s jeho spkaif enzymovou vybavou je
vhodny jako verifikéni fenomén tohoto jevu. Bylo také prokazéano, Zelesnpntace
vitaminem E nema vliv u dojnic na symptomy spojen@ijmem intoxikované pice

s kostavou rakosovitotr.

R2

Rl\N/
O.
N
R' R
Norlolin (10) H- H-
Lolin (11 H- Methyl-
N-Methyllolin (12) Methyl- Methyl-
N-Formylnorlolin @3) H- Formyl-
N-Acetylnorlolin 14)  H- Acetyl-
N-Formyllolin (15) Methyl- Formyl-
N-Acetyllolin (16) Methyl- Acetyl-

ALKALOIDY LOLINOVEHO TYPU

Infekce kostavy je zavaznym problémem, kterému fg@aevana pozornost Ziznych

pohledi, sleduje se ndp vliv vySky se&e kostavového a jilkového porostu na naslednou
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diseminaci infekce endofytemNéotyphodiumsp.) a z ni vyplyvajici tvorbu alkalaig
ovlivnéni této mutualni symbiézy mezi endofytem a travijeuvelmi zasadni dité i

z pohledu ovliviini okolniho ekosysténitl

H
O, N

CH,
‘ OY@
N
N\CH3 !
RO
HN N NH:

Ergonovin 7) Peramin 18)

‘ NH
‘ o)
N OH
‘ NH
o)
OCH,
/
OCH,

N

CH,OH

Perlolidin (L9) Perlolin @0)
H
\
HN—CH
3 \ /N
N
H
Halostachin 21) Norharman Z2)

Velmi vyznami@ se na zvyseni toxicity tohoto typu alkaldighodili fyzicky stres
(zvySena stajova teplota, nedostatek tekutin ap@hb¥ah latek v pici, resp.cseinfikované
houbouAcremoniumcoenophialumje rizny, zavisi na mnoha ¥$ich faktorech, obvyklé
obsahy v pici kogavy rakosovité jsou zhruba nasledujicirefpaiteno na suSinu pice):
lolinové alkaloidy 1,8-5,0 mg/g, perlolin 2,0-3,0gfg, ergovalin 0,0003 mg/g, halostachin
0,001 mg/g, peramin 0,01 mdfg
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Situace je navic komplikovana tim, Ze vyskyt adkdl v kostaw rakosovité je
vétSinou podstath pestejSi nez jak bylo uvedeno vySéicremoniumcoenophilumje
vieckovytrusnd houba, systematicky velmi blizka raglaviceps, genova expresélici
produkci metabolit je na pomirné jednoduché Udrovni, a proto 8tajen kEzna zména
podminek (klima, elicitory v poda@bkationti, jiné houbové organizmy), aby doslo k vyrazné
zméné metabolického profilu. Indolové alkaloidy, pochpaeie z tohoto druhu hub jsou
reprezentovany g fadami, v kogtw jsou gitomny zpravidlaii: ergopeptinové (zejména
6), derivaty lysergové kyseliny {pdevsim s erginem) a klavinové alkaloidy (chanaklav
penniklavin, elymoklavin, agroklavin ad.). Kr@énmtéto skupiny jsou ifitomny lolinové
alkaloidy (jednoduché pyrrolizidiny, zejmémg, 16) a dalSi {7 az22).

DalSi zé&stupce tohoto rodukostiava luéni, s obsahem fpdevsim lolinovych
alkaloidi, miZe byt givodcem pedevSim ekzematoznich sympibomjemat.

Jilky a zejméngilek vytrvaly muze zpisobit velké hospodaké ztraty vznikem
nervosvalového onemoémi (ryegrass staggerskamé spiSe v Australii a na Novém Zélandu,
v Evropg se dosud vyskytuje pammé vzacr (pavodcem je patrh pievazig Acremonium
lolii). Onemocani se projevuje vravoranim, kulhavosti, tremorearugenim Skary pazndht
u ®Zké intoxikace mZe nastat uhyn ve stadiu tetanickéck. Postizeni se manifestuje
piredevsim o obdobi horkého qasi, divodem je pitomnost neurotoxiin (indolisoprenovych
lolitremu), predevsim lolitremu B (a pra¥dodobré i paxillinu) v disledku intenzivniho
metabolizmuAcremonium loliia také18. Obsah d&chto latek vyznamhkolisa, tak jak bylo
feceno uz dive. Z literatury je patrné, Z@da studii 8kterych taxod je uz na okraji zajmu,
pozornost je vSak nadal€novana hybrim kostavy rédkosovité a jilku vytrvalého, jejichz
promdenost je stale uvéda. U jilku byly také provasghy pokusy srétujici ke genetické
modifikaci endofytni houbyNeotyphodium loliia Neotyphodium sp. Lplepresi gein pro
peptidové syntasy a tim sniZeni obsahu ergovaliMijilku se vyskytuji dva hlavni toxiny:
ergopeptid ergovalin a z lolitremovych alkaloiditi@m B. Ergovalin je vasokonsttiki latka,
pievazrg se vyskytujici u infikované kastvy rakosovité, lolitrem B je sitntremorogenni
latka, hlavni marker v picninach z jilku, infikov&m endofytem; kanadsti atitanasli
vyznamm pozitivni korelaci mezi kvantitativnim vyskytem ab latek v jilku, sledovaném
v jejich oblastecff.

Jilek vytrvaly je také taxonem, ktery se pouZivdemgako picnina, ale také pro
zakladani travnich porastPromdenost osiva endofyty je zcela fistyznamnym faktorem,
ktery je zodpowdny za infekci adventivnich travnich spe#astev a nakonec emisi infekce do

raznych oblasti travnich pokryiva tim i picnin. Z tohoto idzodu byl v Japonsku sledovan
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obsah ergovalinu a lilitremu B v osivu¢kolika desitek kultivar traviny z hlediska
monitorovani mozné diseminace infekce. Ukazald&zeebsah obou latek a tim infekce byla
velmi vyraznd u kultivar pouzivanych k zalthovani, zatimco u odd vyuZivanych
picnindsky byla velmi nizk®. Tak jako v pipads jinych latek je proti toxicit alkaloidi

z jilku vyvijena vakcin®.

Zda se, ze infekce jitkendofyty jsou Bzné ve vSech oblastech z&ule, kde nize
houba metabolicky perzistovat: vypuknuti ergotickekce nalolium rigidum GAuUD. je
popisovano v roce 1996 v jizni Afrite

Z dalSich travnich taxdn ptichazi v Gvahuchrastice rakosovit4 vCR se v3ak
negistuje jako kulturni rostlina, a proto nema smysloidliZze hovét. Hlavnimi alkaloidy
jsou slogeniny B-karbolinového a tryptaminového typu, zda se vZakiento typ alkaloidl
Ize odstranit do @ité miry agrotechnickymi zasahyi{ghnojeni dusikem omezit amonnou
formu), technologickym procesem (obsah latek vyaklesa suSenim a sildZzovanim) a

genetickymi zasahy.

Velmi vyznamnou skupinou alkalaid jejichZ toxikologicka vyznamnost se stale udrZuje
jsou namelové alkaloidy. Primarnifeckovytrusnou houbou jeClaviceps purpurea
(Clavicipitaceae), produkujici indolové alkaloidyigvni zastupct az9). V sowtasné dob je
znamo vice nez 2%c¢hto alkaloidi, vyznamnych je vSak jergkolik. Namelové alkaloidy se
vyskytuji v ceredliich (Zito, pSenice,¢jaen i oves), ale také v travach a na plevelnych
rostlinach (na é&kterych zastupcicklteledi Apiaceae se velmiasto vyskytujeClaviceps
paspali hlavni producent erginu a jeho deriyatvyskyt je hojrjsi pri vihnkém paasi (vyssi
infekce). Mycelium ma formu sklerocia, kteréepiva v fid¢, za gihodnych podminek na
jare vyklici a systémem jarni a letni infekce sdize houba siléh rozSiovat). Bylo
pozorovano, Ze ve sklizeném obili sé&izm pohybovat podil sklerocia az do 1 %, obsah
alkaloida je 0 - 0,6 %, profil alkaloidni frakce je nestandhi. V picnich a plevelnych
travach se narfiomnosti alkaloid vedle namele (zejmér@aviceps paspalimohou podilet
(a také prakticky podileji) endofytni houby fo@alansia sp., Acremoniumsp.; div¢jsi
uvadiné udaje o moznosti¢kterych zastupkc rodi Aspergillusa Penicilium (taxonomicky
vzdalenych od rodiClavicep$, prispét tvorbou namelovych alkaloidjsou sice pravdive,
nicméré z praktického hlediska se v s@snosti zda, Ze vcelku zanedbatelné. V Uvahu
negichazi ani semena rodtonvolvulus

Alkaloidy Clavicepsize systematicky roztit do nasledujicich skupin:

» Klavinové alkaloidy (klaviny),
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» Alkaloidy na bazi lysergové kyseliny,
» Peptidové alkaloidy (ergopeptiny, ergopeptamy).
V podstat lze fici, Zze namelové alkaloidy (extrakt z namele) jereadlytikem;
farmakologicky dinek je velmi komplexni a Ize jej roZkit do 6 kategorii:
1. vasokonstrikce (periferni),
stahy uteru (periferni),
adrenolyticky d@inek (neurohumoralni),

antiserotoninovy &inek (neurohumoralni),

o kb 0N

atlum vasomotorického centra — raz$ii cév, pokles krevniho tlaku, bradykardie
(centralni),

6. stimulace sympatiku — tachykardie (centralni),
Podle kvantitativniho profilu jednotlivych typ alkaloidi v myceliu se mZe projevit
v picnirg prevazujici biologicky dinek (toxicita), ¥tSinou se vSak jedn& o periferriinky.
Velmi v8ak zaleZi na Ziv@sném druhu, kterému jsou tyto alkaloidy poddny CR se uZ
namel na polich négtuje (gstoval se v obdobi zhruba 1970-1990 zejména nanly$tsku),
klasické Zito po ziskani namele se nezkrmuje, sopreggichazeji charakteristické intoxikace
namelovinou uz v Uvahu (toto Zito bylo podavanormikych sngsich gedevsim kravam u
nichz se vyskytovalo vysoké procento naslednéhaamie Pokud existuji ergotické otravy,
pak jsou zfisobeny ¥tSinou divokymi kmenyClaviceps, Acremoniura @i téchto otravach
se uplatiuji vétSinou dalSi metabolity jinych typhub Eusarium), takZze otrava se Klinicky
nemanifestuje jakaist¢ ergoticka. Jsou stale vyznamne, inap selat, jejichz matky byly
krmeny zavadnym krmivem, se mohou objevit nekr6Zpnich bolté a ocasu, prasnice
ztraceji mléko, objevuje se anémiajza dochazet k potnam.
O toxikologickém vyznamu namelovych alkalbid ZivociSné produkci byla napsana

velmi powna gehledné pradé.

22122 Alkaloidy zastupcieledi Fabaceae
Tatoceled’ je metabolicky velmi bohata a to nejenom z hledigkickych alkaloid (v Uvahu
prichazi pouze skupina chinolizidinovych a pyrrolinovych alkaloidi), ale také z hlediska
jinych antinutrénich latek (lektird).

Vyznamnym taxonem, ktery je sledovan, jegevsim Wi bob (lupina) - Kupinus
spp.); neSleckhé druhy vyvolavaji u hospoitkych zvfat (i u grezvykavd!) akutni otravy.
V téchto taxonech bylo nalezendeg 80 chinolizidinovych alkaloig nékteré z nich jsou

velmi toxické, pedevsSim lupanin2@) a anagyrin Z4); lupanin se vyskytuje v planém druhu
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rostoucim u nas — &m bobu mnoholistémL{Upinus polyphyllud.INDL.), jsou gitomny i
alkaloidy piperidinové. Po fjmu se u zwuiat dostavuje nervozita, snizena pohyblivost
korcetin, Kete a uhyn. Citlivé jsou zejména ovce. Otravy jsourkaatni gedevsim

k podzimu, kdy je koncentrace latky v tkanich riostl(v souvislosti se zranim) nejvyssi. U
telat se objevuje ,crooked calf syndrome® (zkrac@nédnich nohou a jejich hakovité
zaltfiveni, artrogryp6za), dalSimi symptomy jsou skadipzortikollitida, lordéza a kyféza,
mlad’ata nejsou prakticky schopna existence, protozehjejyvoj je naprosto zabrzd.
Rostliny jsou vyrazé horké (hakou chu’ zpisobuji gredevsSim alkaloidy) a u neSleghych
druhi byly prokazany az v koncentraci 0,8 %, coz jeo®tpiijatelné pro vyzZivéskeé pouZiti.
Ve zmirgném vEim bobu mnoholistém se vyskytuje také anagyrinqds %, ), ktery je

teratogenni, jak bylo prokdzano u krav.

Pro krmivaskeé ely se uvazuje pouziti jak zelené pice, téddevsim semen: ta jsou
bohata na primarni metabolity (bilkoviny), obsahugjak desetiny procenta chinolizidinovych
alkaloidi. Tyto alkaloidy lze odstranit termicky (kratkym yadenim, toastovanim), anebo
Iépe extrakci organickymi rozpowdty. Ackoliv se extrakci rozpouddly odstrani minimalé
60 % gitomnych alkaloid, presto se p zkrmovani mouky slepicim dostavaji alkaloidy do
vajec (v suseném bilku je 0,02-0,03 %, v suSendémtkl 0,05-0,18 %¢éthto latek), ktera
jsou zé&rove nahdkla a organolepticky népis atraktivni.

Podstatného sniZzeni obsahukych alkaloidi se dosahuje selekci; je Sleshtaxon
Lupinus albusL.; v tzv. bezalkaloidnich oddach je obsaZzeno 0,013-0,022 % alkaloid
v suSirg pice. Ovlivieni genetického potencialu lupinfqaistavuje velmi nosnou oblast
zemedélského vyzkumu, protoZze bezalkaloidni lupiny jsodrafem vysoce vyuZitelného
nutricniho materiélu, ktery je velmi déd pistovatelny a relativhlevny. Velmi intenziv se
pracuje nadchto metodach v Mexiku; na jeho teritoriu je asiddQhi, z nemal&asti €chto
druhi jsou vyuZzitelna semena, protoze obsahuji az 40r8teipi a 15 % oleje (jmenowit

Lupinus campestrjs obsahuji vSak také antinuini faktory @-galaktosidy, fenolicke latky,
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chinolizidinové alkaloidy a sacharidy). Prviii skupiny latek je mozné odstranit postupem
vyuZivajicim extrakci vodou, roztokem alkdlii a wydhi kyselinami. Timto postupem se
odstrani aZ 90 % alkalaid 60 % a-galaktosid, a 65 % fenolickych laték Nekteré

z fenolickych latek této lupiny maji sice antimutagi aktivitu [nap (+)-katechin®*® je
vSak otazné, zda se tento typ latek nepodili vgrama antinutini aktivitt dalSich
pritomnych slodenin (katechiny jsou stavebnimi jednotkami kondearngch fislovin, které
maji adstringentnidinky).

Swainsonin 25) je indolizidinovy alkaloid vyskytujici se whkterych taxoneckeledi
Fabaceae, byl vSak také nalezen jako produkt fyogeani houbyRhizoctonia Po spasani
dobytkem vyvolava tzv. lokoizmus; je inhibitoremamannosidasy a ma vliv na syntézu N-
glykosidovych oligosacharid— inhibuje lysozomalné-mannosidasu — Golgi mannosidasu |l
(timto zpisobem zasahuje ddistu a tvorby metastazékterych tymi zhoubnych naddg
podporuje tvorbu buik kostni derg a je ve Il. klinickém stadiu zkouSek jakocikéo
pouzitelné p karcinomu prsu). Jeho spésaniiawy vSak navozuje symptomy podobné
genetickému onemoeéni mannosidose. UipZzvykavaé piechazi po poziti nadzemiésti
vinice (locoweedOxytropis sericedNUTT.) do mléka, do tkani zkdte (ovce), navozuje tam

toxicitu a zhorsuje kvalitu mléR&>?

22123 Alkaloidy zastupcieledi Asteraceae

Toxickymi alkaloidy, které se vyskytuji deledi Asteraceae (a takéceledich Fabaceae a
Boraginaceae) jsou pyrrolizidinové alkaloidy. Jejraludnost je o to&sSi, Zze ®které jsou
Iécivymi rostlinami a také zeleninou (napBorago officinalid; jsou to esteroy vazané
necinové baze (bicyklicky pyrrolizidinovy skelet) necikovou kyselinou nebo jejim
nasycena. Tyto alkaloidy jsou dumakrocyklické diestery, otéené diestery nebo
monoestery.

Z&kladni toxik6zou je senecidza (poskozeni jatezyoj cirhdzy, ascites); smrtelnd
davka &chto alkaloidi se pohybuje od 0,5-3,5 mg:kgdenniho Hjmu. Seneciéza je
onemocgni predevsim hospodskych zvfat, spasajici louky kontaminované skyr (Senecio
sp.) nebo oténiky (Heliotropiumsp.). PoSkozeny mohou byt nejenom jatra, aleceplikdyz
toxické metabolity vznikaji pouze v jatrechiizhaky otravy zuiat jsou viceméh stejné:
prodlouzeni obdobi mezi porodem a novymigahutim, potraty, pokles hmotnosti, krvavé
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prajmy, koma a smrt. U zvat s delSi dobou uzitnosti (chovnaiaia, dojnice) se ve zvysSenée
miie vyvijeji rakoviny jater, alkaloidy jsou také gémxické”,

Toxickymi taxony jsou v tomtoifpact v naSich podminkéch stak obecny $enecio
vulgarisL.) a statek pimétnik (Senecio jacobaeh.), které se za ditych podminek mohou
rozmnozit v Ig¢nich porostech, dostat se do zelené pice (byt spas@&bo do sena, kde je
nebezpéi intoxikace relativl vysoké. Z pyrrolizidinovych alkaloid se v nich nalézaji
piedevSim senecionir2§), senecifylin a jejich N-oxidy; vyrazncitlivi jsou kor¢ a skot.
Uhyn nastava ip piijmu cerstvého staku v mnozstvi 4-8 %étesné hmotnosti/den, zda se
vSak, Ze mze byt i nizSi (ovce a kozy jsou odgi a jsou ohroZzeny udajrez i piijmu
200-300 % &lesné hmotnosti). Mali hlodavci (krélik, nter kecek) jsou odolni. Bachorova
mikrofléra se podili nasasténé degradaci alkaloid* v silaZich se alkaloidy &mi na
retronecin a v téit nejedovaté dehydratai produkty.Cast makrocyklickych systéimvak
zastava zachovana (asi 20 mgheystvé silaze), a proto je i toto krmivo potencidioxicke.
Obsah alkaloid v rostlinach byva nejvysSi v détkveteni, tedy v dab s&e, resp. v dob

otav.
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22124 Alkaloidy zastupicieledi Solanaceae

Z hlediska toxickych latek fixhazi v ivahu pouze jediny taxon, a to je brambbecny
(Solanum tuberosurh.). Steroidni alkaloidy, které se vyskytuji ve gBeastech rostliny,
jsou bul’ glykosidy solanidinu 47) (a-chakonin,1-chakonin,f2-chakonin,y-chakonin,a-

solanin,B-solanin ay-solanin), nebo glykosidy tomatid-5-ef-8lu (28) (a- a p-solamarin).

Kromé toho jsou pitomny také aglykony.
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Koncentrace alkaloid v hlizach, které byly p#ivé a odpovidajicim zZisobem
uskladrény, se pohybuje pod 10 mg/100¢grstvé hmoty (0,01 %). V fibchu stresu p
vyoravani a B mechanickém porami miZze obsah alkaloid stoupnout v pibéhu
nasledujicich 7 hodin na 15 mg (jsou-li ve¢ympripadré na 30-76 mg/100 g (jsou-li na
swtle), v kliccich nize dosahnout hodnoty az 1 g/100 g (v su&in 5,8 g/100 g). Tyto latky
se va@enim nerozkladaji atstavaji v bramborach ,na loufal“ a v hranolkach v gibéhu
jejich upravy. Jsou-li brambory infikovanginym agens, tjiPhytophthora infestanslochazi
ke zhrédnuti a vyraznym z#mam v obsahu sekundarnich metalfolibbsah steroidnich
glykosidickych alkaloid se zvySuje 3-4x, obsah chlorogenové kyseliny 25x a
hydroxykumariri 10-20x. Kron¢ toho se vytveéeji urité fytoalexiny (seskviterpeny lubimin,
fytotuberin, rishitin, rishitinol, acetyldehydrohiginol, solavetivon a solavetivenon).

V hlizach brambor jsou také&ipmny lektiny (0,001-0,005 %), které maji vysokou
tepelnou stabilitu (neztraceji aktivitu anti gahtevu na 80 °C). Jsou nespecifickéciv
erytrocytarnim krevnim skupindm; jedné se o glyktginy o relativni mol. hmotnosti ca 50
kDa. Cukerny podil tvid zhruba 50 % molekuly, je vm az 94 % L-arabinosy a D-
galaktosa. Tento lektin e byt také v dimérni nebo tetramerni féPPV syrovych hlizach
se vyskytuji také antinutmi latky — inhibitory Bowmanova-Birkova typu (P-Pall).

NejvétSi  problémy pnasSi obsah glykoalkaloid jejich obsah je chiove
postehnutelny od obsahu ca 0,015 %; objevuje se paxhkolsti, ktery trva a maximalni
hodnoty dosahuje asi po miguPocit pativosti se vyviji asi minutu a trva 3-5 minut. Tato
fakta jsou vSak vyznamna jen ptloveka, u zviat nehraji asi vyznamnou roli. Latky mohou
byt pfi zkrmovani nekvalitnich surovin nebezpé, protoZe vyvolavajtadu zaZivacich a
nervovych potizi: travici potize spojené gjpry, ¢asto s pimési krve, silnymi bolestmi
biicha, slabosti, halucinacemi d@ekemi. Dochazi k inhibici acetylcholinesterasy (v rkwz

inhibuje rozklad acetylcholinu. Druhym mechanizmg@mschopnost narusovat membrany,
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které obsahuji steroly, jedna se tedy @nky podobné dinkim saponif. Tim dochazi
k poSkozeni $evni mukozy a také dalSich tkani, do nichZ jsourebstné alkaloidy
transportovany. Zda se, zé ppmto toxickém fisobeni dochazi nejprve k poskozeti@whi
sliznice a teprve potom k neurologickym poruchamiraZre toxictéjSi jsou glykosidy, které
jsou polarjsi, maji nizSi hodnotu distrildni konstanty nez aglykony, které jsou lipogisi;
tyto aglykony se obtizn vstrebavaji, prochazeji istvy a ve vyznamh vysoké mie se
vylucuji stolici. Existuje nazor, Ze glykoalkaloidy maheyvolat chronickou otravu, zcela
objektivni dikazy vSak dosud chyp.

Zbytky po zpracovani brambor byvaji dvojiho drutepelr® zpracované a nativni. U
nativnich zbytk bramborové hmoty, kteréagtavaji po vyrob Skrobu, je obsah bilkovin
relativne vyssi (v suSia 4-20 %) a to v zavislosti na adi, uskladgni a dalSich
podminkach. Tento material obsahuje velmi malé mtvdAkrobu (max. do 1 %), obsahuje
karotenoidy (uita ¢ast je asociovana s bilkovinami do formy karotentgni a vazana tak
na burc¢éné stroma-nedochazi tak kjejich eluci vimthu technologického procesu).
Nepriznivou skuténosti je obsah glykoalkaloid ktery se zvySuje zahu#tim: glykosidické
formy tchto latek se v fib¢hu vyroby Skrobu uvdlji do vod a odchéazeji jako odpad, raén
rozpustné aglykony v3akagtavaji vazany na rostlinnou tkaCerstvé zbytky po vyrab
Skrobu musi byt okam&itkonzervovany (suseny), protoze intenzZilmsdnou a snizuje se
jejich kvalita. Ritomné fenolickeé latky s dihydroxyseskupenim (alétrekteré monofenoly)
se stavaji substratem pro fenoloxidasy (zejménalyfgnoloxidasy), které tyto sl@éeniny
oxiduji na chinony (o-chinony), spontanpolymerizujici na melaninova barviva, ktera se
vazou na tk& rozezanych hliz. Tyto fenolické latky jsou vSak takédpowdné za
neenzymové hfdnuti bramborovych hliz.

Rozdil mezi davkou ijatou z EZnych a tzv. nebezpeych brambor rze byt
piekvapivw maly, oralni akutni toxicita glykoalkalaide relativié vysoka. Z GIT se rozditn
vstiebavaji, jak byloie¢eno uz dive, vylwuji se feces; vyvolavajtadu zaZivacich a
nervovych piznaki — travici poruchy a @ijmy casto s krvi a silnymi bolestmiftibha,
slabosti, depresi, halucinacemi #edemi. Projevy otravy se dostavuji za 0,5-12 hodin po
poziti. Vtomto smiru jsou podobné {sobeni saponin dochazi tak k posSkozeni hikn
sttevni mukozy a dalSich tkani a orgando nichZz jsou vsgebané glykoalkaloidy
transportovany, n&pdo krve a do jater; igvni bariéra se tak naruSuje a d@&habmohou
vstupovat dalSi toxiny.

Pro hospod&ka zvfata chylsji spolehlivé udaje o toxickych a letalnich davkath

prasat a skotu se projevu ztrata chutitifnpu Zradla, zvySené skni, zazivaci poruchy,
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neklid, rozsteni zornéek, rekdy selhani krevniho &hu. U mladého skotu dlouhodbb
krmeného velkymi davkami brambor dochazéxe chronické anémii. Zda se, Zdilk?Z je
ke glykoalkaloidim odolrgjSi, zn&né citlivé jsou vSak husy, zejména housata.

Problému obsahu glykoalkaldida jejich bezp&nosti, stej@ tak jako fenoménu

poskliziovych znén v obsahu glykoalkaloidbyla wnovanarada studif, naig?®>"°8

22.1.25 Alkaloidy z&stupcostatnichteledi
Celed Apiaceae - niikovité

Bolehlav plamaty Conium maculatunh..) obsahuje piperidinové alkaloidyiquevsim koniin
(29), ktery ma wité hemolytické dinky, ale gedevsim zasahuje dfinnosti motorického
nervového systému. Otrava nastava do 30 minutiipmy rostlinné hmoty a smrt nastava za
pIiného ¥domi vlivem selhani dychacich stralNejvysSi obsah alkalaidje pred kvetenim
rostliny, predevsim v k¥tech a plodech. Intoxikace touto rostlinou vSakin®ina: je sice
pravda, Ze se rostlina naraZdwjré vyskytuje na ufitych pastvinach, jeji zapach po my&in
(zejména na suchého sléného pdasi) vSak zvata odpuzuje. NejvySSi nebezparozi na
jare, kdy jsou spasany mladé listy spolu s ostatrii pielmi citlivé jsou kravy, u nichz je
krizova davka 3,3 mg/kg Z. hm. Naproti tomu bylz@mvano, Ze bahnice jsou vyznamn
odolngjSi: davka 44 mg latky/kg Z. hm.&a jen mirné Ginky. Nicméré byly pozorovany
vyznamne iistové defekty u jatat, pokud jejich matky spasaly bolehlav v relagivrizkych
mnozZstvich, které vSak navodily chronickou toxicithochazi k hakovitému poSkozeni
koncetin. U kizlat se objevuje roz&h patra. Tyto defekty se objevuji nejen po koniiale
také po anabasinuN{cotiana glaucaGrRAHAM, Tree Tabacco, ktery se vyskytuje jen na
americkém kontinentu, nicm&ranabasin je latky &Znd i na teritoriu Evropy). Pokud se
vyskytne bolehlav v senazi; vyznamné nebézpehrozi a to ani tehdy, jsou-liifpmny

plody (nazky). Koniin (a dalSi alkaloidy) jsou pdme tékavé a rostlinn&ast pozbyva rychle

toxicity. Tomuto problému bylanovana zajimavéaiphledna pracé.
Q
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Celed Ranunculaceae - prysiyjkovité

Vzacné jsou zpravy o intoxikaci dobytka po spastratek ([Delphiniumsp.). Tam, kde tyto
rostliny divoce rostou, existuje nebezpgti spasani kravami (3 mg/g hmoty jsou toxicRé)
Pro teritoriumCR je tento fakt nezajimavy; sty volng v piirods v travnich spolgenstvech
nerostou. Jediny podobny taxon, ktefichazi v Uvahu, ostroZzka polnC¢nsolida regalisS.
F. GRAY) je drobnou rostlinou rostouci v polnich kulturgeko plevel, v posledni débne

vSak hojny.

Celed’ Colchicaceae — oclinovité

Ocun jesenniGolchicum autumnalé..) obsahuje v nadzemnasti kolchicin 80). Ocun
kvete véasném podzimu. Ekologie kveteni tohoto taxonu j&od od ostatnich rostlin (ale
bézn& proceled” Colchicaceae): vasném lé&t vyrastaji velké listy s plodnim stvolem, ktery
nese tobolku s mnoha semeny¢agném podzimu rostlina kvete. Zda se, Ze nelkiézpe
intoxikace je ¥tSi spiSe wasném l&t, protoZze nadzemni hmota a obsah kolchicinu v ni je
praw v tomto obdobi vySSi nezdasném podzimu, kdy jsou louky z velkésti spasené a
kvéty zaujimaji relativd maly kvantitativni profil bylinného patra. SuSenise toxicita
rostliny nesnizuje; udava se, ze toxicka je davkalza 1 kgterstvé nadzemriiasti/100 kg Z.
hm. Alkaloid je mutagenni, po poZiti se pome rychle vstebava, sild se vaze na
plazmatické a buftné proteiny, je eliminovan Zi a reabsorbovan znova veesg, coz
vyvolava nebezp# kumulace malych davek a nastup chronické toxicBymptomy jsou
vomitus, Kete v zazivacim ustroji,if&Covité maeni, vodnaté az hlenovité feces, krvaceni

v GIT, krev v mai, ¢asto paralyza katin. Nezda se, Ze by digestivni systémzpykava
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vyznammé sniZoval toxicitu této latky; latkarpchazi do mléka a vyznaszhorSuje jeho

kvalitu. V nizSich davkach vyvolava u zaf abortus.

Celed Melanthiaceae - kychavcovité

Veratrumsp. {eratrum albuni. — kychavice bilayeratrum californicunDUR. — kychavice
kalifornska ad.), fipadré rod Zygadenussp. — spojivec (tento taxoniighdzi v Gvahu
prakticky jen oblasti $€dni a Severni Ameriky) obsahuiji tzv. veratrovéakily (celkem asi
60 steroidnich alkaloid alkaloidni smis se nazyva veratrin, obsahujegevsim cevadir8()
cyklopamin, cykloposin, germin, germidin, jervimpijervin, protoveratrin A, protoveratrin B
a dalsi). Alkaloidy jsou distribuovany v celé rast| ktera je robustni, listnatd a v horskych
oblastech se ffe vyskytovat na pastvinach. Tyto sleniny pati mezi jedny

z nejjedovajSich latek. Dochaziipdevsim ke znecitléni sliznic, kychani, krvaceni z nosu,
slzeni, pekrveni spojivek, snizeni krevniho tlaku, bradykafgradypnoe, nakonec selhani
dechu a srdmi cinnosti. SuSenim se toxicita nesnizujéejvykavci nejsou metabolicky
zvyhodreéni oproti monogastrickym Ziviachim. Uvadi se, Ze davka 200 g suché kychavice je
letalni i pro velkd zvata. U koz a ovci Zsobuje nap vyznamné kongenitalni defekty
mlad’at ve vyvoji mozku a facialni oblasti, pokud matipasaly kychavici (obr. 1: cyklopie -

14denni mlad po expozici matkyeratrum californicunDur.)®".

Obr. 1 Cyklopie

2.2.1.3 Kyanogenni glykosidy

Tyto latky jsou v pirods relativrs b&zné>%>%

jejich vyskyt je sougedn ve vyznamnych
Celedich (Linaceae, Rosaceae, Malaceae, AmygdalaEegdorbiaceae, Fabaceae), jejichz
nektefi zastupci poskytuji suroviny pro vyrobu krmnychésm(len sety, maniok, jetele,

Stirovnik, vikev) a z&hto divoda je nutné mit o latkachrehled.
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Rl\c /O-B-glykosyl
N
R? CN

32

Toxicky kyanovodik (HCN) vznikd kyanogenezi z kygaoni glykosidu 32):
aglykony jsou tveéeny a-hydroxynitrily (kyanhydriny), které jsou stabilizany sacharidem
navazanym na hydroxylovou skupinu. Voleéhydroxynitrily jsou stabilni ve vodném
prostedi jen pi slabs kyselém pH. Speni kyanogennich glykogidorobiha prakticky ve 3
krocich. U glykosid obsahujicich navazano@-D-glukopyranosu se gsobenim [3-
glukosidasy od&pi glukosa a vzniknea-hydroxynitril, ktery se psobenim a-
hydroxynitrilyasy &pi na HCN a aldehyd (keton). U glykosjdu nichZ je disacharidova
sloZzka, je prva faze hydrolyzy dvoustigya. Nejprve se hydrolyzuje glykosidova vazba
disacharidu, fechodr vznikne jednoduSsi glykosid a ten teprve potondigime vySe
popsané hydrolyze.

Tab. 2 Obsah kyanovodiku ¢kterych rostlinacf?
Obsah HCN (mg/kg)

Taxon Cast . ; -
Cerstva sucha

Jetel plazivy Pice 0-800
(Trifolium repend..)
Stirovnik fizkaty Pice 200-1500
(Lotus corniculatug..)
Len sety Semena 200-300
(Linum usitatissimunh..)
Vikev uzkolista Semena 520

(Vicia sativa ssp. angustifolia
(GRUFB.) GAUD.)

Cirok Mladé listy 600
(Sorghunmspp.)
Maniok (haké odiady) Listy 1040
(Manihot esculent&RANTZ) Kura hliz 840

Dien hliz 330
Fazol nésicni Boby 100-4000
(Phaseolus lunatuk.)
Zblochan vodni Listy 1500-4300

(Glyceria aquaticaL.)WAHL.)

Ze zdrofi, které jsou WCR vyuzivany ke krmnym delim prichazi v Gvahu lené
semeno (resp. &mé pokrutiny), jetele a Stirovnik. Nejvice liae o jeteli plazivém. Za

limitni hodnotu obsahu HCN se povaZzuje 370 mg/k§rsy u sodasnychcéeskych odid se
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hladiny pohybuji v rozmezi 210-750 mg/kg suSinyripatproto, Zze sotasné Sleckni je
zameteno FedevsSim na agrotechnické vlastnosti, aniz by bylzovana nalezitd pozornost
obsahu HCN.

Velmi vyznamné je také vyuziti dnych pokrutin. Je to odpad z vyroby oleje, kterého
je k dispozici velké mnozstvi, a proto jsou vypneneany metody, jak snizit jeho toxicitu,
resp. zbavit jej oleje a zaravénaktivovat kyanogenni sléeniny®®. Zda se, Ze zbaveni oleje
je dalezitym faktorem pro zkrmovani: vylisky s obsahehgj® na vzduchu po kratké dob
oxiduji, tvrdnou a fermezowitzapachaji (oxidace ALA a CLA, konjugace prodyktoz neni
pro vyzivu vhodné. | tak ma vSakipadné pouziti olejnatych pokrutin velmiiznivy vliv,
nag. na obsah DHA ve slefith vejcicli’. ProtoZe je tvorba mastnych kyselin u rostlinnych
taxoni geneticky fixovana, pracuje se v gaané dobv Evrops velmi intenzivig na Slechini
Int s vysokym obsahem olejové kyseliny a nizkymi olgs&abA a CLA (po vzoru olivového
oleje), ktery slibuje vyhodijSi organoleptické a technické vlastnosti pro kidiskeé vyuziti.

Toxikologické studie a vyznamnost se soedtlji predevsim na mnozstvi uveime
HCN, i kdyz @i celkovém posuzovani Skodlivychktigka je poteba zhodnotit také obsah
nenaruSenych kyanogennich glykdsid a-hydroxynitrii, aldehydr nebo ketod.
Rozhodujicim toxickym &inkem je inhibice cytochromoxidasy a zabranadného dychani;
zprostedkovar jsou zasazeny i dalSi enzymy &ieré biochemické pochody, postizeny jsou
mozek a srdce. Ratenimi projevy otravy jsou intenziwsi dychani, periferni znecitkni,
ztrata rovnovahy, dychaci obtize, tetanické&, ochrnuti az ahyn. Aktivita hydrolytickych
enzymi kyanogennich rostlin a nespecifickych glykosidagnych sloZzek krmiva rmize
vyvolat u monogastrickych Zi¢ahia jen omezené uvolmi HCN. Glykosidasy maji
optimalni oblast &peni 4,0-6,2a-hydroxynitrilasy je&t nizSi; tyto podminky neodpovidaji
travicimu traktu monogastrickych zigichu. K casténému Speni glykosid dochazi az ve
strew¢, pasobenim jeho mikrofléry, hydrolyza je neulplnést glykosid se vstebava
v intaktni formé a miZe tak pozdji vyvolat toxicitu. Je nutné si wdomit, Ze existuji zrnaeé
rozdily mezi jednotlivymi ZivéiSnymi druhy a nakonec i jedinci: naghronicka intoxikace
byla zjiS€na u prasat krmenych tepé&lneupravenym maniokem, obsahujicim kolem 500 mg
HCN/kg, v pgipadt dribeZe je addj malo, uzitkovost iejme klesa i obsahu HCN v krmivu
vy8Sim nez 100 mg/kg. UrgZvykavd existuje vice stugi volnosti: hydrolyzu provadiada
bachorovych bakterii, zalezi na jejich spektru &étana druhu slaieniny, ktera je
hydrolyzovana (rizikovy je zejména prunasin). Rézdatoxikace HCN na thiokyanat, resp.
formaldehyd je nizky, rozhodujici je wsbavani HCN z bachoru (které probih& rychle,
protoZe se sniZzuje disociace molekuly HCNjeAykavci jsou proto vyrazncitlivejSi nez
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ostatni skupiny zvat. Mira intoxikace klesd, je-li séasré podana velka davka Skrobovych
krmiv (béZné potravni sacharidyipobi jako wité antidotum wéi intoxikaci HCN, ¢ast HCN
se patrd aduje na glukozu, uvainou hydrolyzou Skrobu). Detoxikace HCN v jatrech
probih& na thiokyanat, ktery je velmi malo toxickgji mira zavisi na obsahu siry, v tomto
piipadt nejlépe nafisunu methioninu. Vzniklé thiokyanaty jsou strunmgéa je tedy nutnost
podavat zvySenou davku jodu. ZvySenfispn kyanogennich glykosidtaké nepiznivé
ovliviiuje hladinu selenu v krvi ovci a jgdt a zvySuje nachylnost jeét wici nutricni
myopatii, jak bylo prokadzano u jetele plazivého.

Bylo také zjis¢no, Ze jak kondenzovaneé, tak hydrolyzovatelfiglaviny inhibuji
hydrolyzu kyanogennich glykosid3-glukosidasami. Proto jefipdostatku tislovin v krmné
davce dinek kyanogennich glykosidna gezvykavce nizky, je vSak geba zvolit uéity
konsenzus, protoze zvySeny obsgislavin ma naopak za nasledek snizeni vyuzitelnosti
krmné davky, protoze tyto latkyipobi antinutkng, vyvazuiji bilkoviny.

Aproximativre se gredpoklada, Ze letalni davka HCN je pro ovce 2,0r2gAkg Z. hm.
Pri lehkych otravach se napu ovci objevuje nechutenstvijetrvavajici az do odezni
piiznaki intoxikace. Je-li skot ddab Ziven, pak je tolerovatelna denni davka HCN pidst
vySSi, dosahuje az 50 mg/kg Z. hm., opak nastéérat podvyZivenych. Je také znamo, Ze
jednorazovy gisun HCN je podstatnnebezpéngjSi nez pisun chronicky, p kterém snesou
zvirata podani vysSich davek (15-20 mg/kg Zz. hm.)] pédeivy je mozné spasat az do davky
1000 mg/kg suSiny, pokud je ve smiSeném porostovyldém zastoupeni.

Omezeni tinku HCN sp@iva v blokad kyanogeneze inaktiva-glukosidas, nebo
odstragnim glykosidi (coz je problematické) fjpadré kombinaci obou metod. Jako &dné
se jevi genetické manipulace &ppava silazi. Relativh nebezpéné je seno s obsahem

kyanogennich rostlin, zejména je-li podano ve #granuli.

2.2.1.4. Nitroderivaty alifatickych uhlovodik

Tato skupina toxit je vyraz® Uzka: jedna se prakticky jen o derivaty proparaspr 3-
nitropropanol 83) a jeho oxidovanou formu 3-nitropropionovou kysali34). Vyskytuji se
v rostlinach ve volné for ¢asgji vSak ve forng glykosidu (miseroxotir35), nebo ve forrs
estefi s D-glukosou (jednotlivé hydroxyskupiny D-glukospu esterifikovany az do stupn

triestefi; pri esterifikaci poloacetaloveho hydroxylu jsou moziva anomery).
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CH,-CH,-CH,0R THZ-CHZ-COOR

NO, NO,
R=H 3-nitropropanol33) R=H 3-nitropropionova kys3¢)
R=[(-D-glc miserotoxin§5) R=[B-D-glc: estery

33 a 35 se vyskytuji jen druzich rodastragalusspp®® - ca 420 taxonech, z nichZtina
roste na teritoriu USA. Z evropskych dfujsou Fitomny nap. v taxonuA. lusitanicusLAMm.,
toxickém pro ovce. Kyselina 3-nitropropiono84 a jeji mono- az triestery s D-glukosou (6-
monoester, korollin, koronillin, koronarian, karakicibarian) se vyskytuji vyznarén
v ¢icorce pestréoronilla varia L.), Stirovniku @izkatém [otus cornicllatus L.) a dalSich
taxonech zeledi Fabaceae (ale i z jiny¢kledi, které vSak nejsou z picnisiého hlediska
zajimavéy>.

Zmiréné glykosidy a estery jsou hydrolyzovany enzymy hioagvé mikroflory;
rychlejSi hydrolyza nastava u estepomalejSi u glykosidu. U monogastrickychiavj resp.
hlodavdi, je vyskyt mikrobialniB-glukosidasy vyrazh nizsi, miserotoxin se &ti podstatt
pomaleji a viebava se neroz§teny. V gipact esteti je situace jednoduSsi: esterasy jsou
bézne pritomné vtenkém Bw, a proto se zde ester34 s glukosou €pi rychle. Po
rozS€peni 35 dochazi v jatrech na jeho oxidaci 84 a pongrné rychlé eliminace. Toxicita
nitroderivati je zaloZena na dvou mechanizmeéhmku:

1. methemoglobinémizpisobené dusitanovymi ionty, které vznikaji metalkaai4,
2. inhibici sukcinat-dehydrogenasy tim blokaci mitochondrialniho dychani. Tato
ireverzibilni znéna je zfisobena karbaniontem vznikajicim z 34, ktery se afjytv
z volné kyseliny § fyziologickém pH na #kterych citlivych mistech organizmu (v
mozku, kde bylo této nemetabolizované latky naleagrznamné mnozstvi),
Priznaky otravy u z¥at jsou nechutenstvi, paralyza Ketin, ztrata rovnovahy, obtizné
dychéni a ztuhlost svalna krku; smrt nastava zastavou dechu a vznikermepbhronicky
piisun latky 34 v subletalni davce #Ze vyvolat piznaky Huntingtonovy choroby
(neurodegenerativni onemaer mozku typu chorei). Existuje nazor, Ze termigdbxicka je
3-nitropropionva kyselina, ne 3-nitropropanol nebuoserotoxin. Nelze se s nim zcela
ztotoznit, protoZe 3-nitropropanol ma vyssi hodridtunez 3-nitropropionova kyselina, ktera
je vyrazré polarni a z organizmu je eliminovana zcelagjistchleji nez 3-nitropropanol; uz
samotny nazev ,miserotoxin“ naznge, Ze tato slatenina ma velmié&zky toxikologicky

obraz (miserere). Na druhé st¥gje nutné vzit v Uvahu, Ze v naSich podminkachtiava
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spasanim kozirncpodstats vzacrEjSi nez spasaniicorky pestré nebo Stirovnikuzkatého,
které se BZn¢ vyskytuji a dokonce systematickygbuji.

PreZzvykavci maji pochopitetnvyssi detoxikani kapacitu uci 34 nez hlodavci, kié
jsou vyznama citlivéjSi vaci této latce; hodnoty detoxikai (kinnosti u hlodavé jsou
bachorovych bakterii snasi hladiny nitroslenin na urovni 20-60 mg/kg Z. hm., jsou to vSak
davky, které u &kterych jediné navozuji otravu. W¢i témto latkam jsou vysoce citlivi kén
z prezvykava pak samice v obdobi laktace.

Pres vSechny tyto néfznivé jevy existuje stale vyzva studovat pouiitiorky pestré
(Coronilla varia L.) jako potencialni picniny (tato rostlina je jakEvrog, tak zejména
v USA intenzivig Slechéna): je podstathmért horkd nez vogska, obsahuje vice Zivin a jeji
stravitelnost je také lepSi. V tomto ohledu v3adldonutné vykat na vysledky dalSich studii.

2215 Toxické aminokyseliny a latky z nich vyzbpci

Lathyrogenni aminokyseliny, jejich derivaty a dipdp jsou obsaZzeny vaékolika desitkach
druhi rodu Lathyrus spp (hrachor) aVicia spp (vikev); po jejich konzumaci se vyviji
lathyrismus (neurolathyrismus). Nejci#fjgi skupinou je dtbeZ; z pokus na ovcich se
ukazalo, Ze bachorova mikroflorégdvykavaé se dokaze vyrovnat &niito toxickymi latkami
a ponérné Us@sre je metabolizovat.

Pricinou lathyrismu jsouf-kyano-L-alanin VYicia sativa L.), B-N-oxalylamino-L-
alanin, a,y-diaminoméaselna kyselina a jejN-oxalylderivat. Semena hrachoru setého
obsahuji 0,1-2,5 98-N-oxalylamino-L-alaninug,y-diaminomaselna kyselina je zastoupena
v semenech hrachu lesniho a hrachoru dlouholistéhaba v 1,5 %. Onemoéni postihuje
CNS, projevuje se ztrnutim a slabosti 8yalejména paralyzou svakorgetin. Umrti jsou
ziidk4, je to vSak intoxikace affujici. Pro detoxifikaci semerVicia sativa L. byla
vypracovéna metoda, je v&ak otazkou, do jaké nefnypdatni pipadre v praxi®.

Osteolathyrismus je dalSim typem onemwin charakterizovaného poruchou
metabolizmu kolagenu a elastinu a vychazejicihmgického @inku B-aminopropionitrilu
a jehof-(y-glutamyl)-derivatu, které se vyskytujitad® druhi hrachoru, zejména v hrachoru
vonném [. odoratusL.), avSak problémy mohou nastat i pbjrmpu jinych taxord, nag. v
semenech zastupaodu Vicia ssp. se vyskytuje kole 0,15 @skyanoalaninu a 0,6 %-
glutamyl{-kyanoalaninu, které mohou byt rizikové prodloeZz: zvySuje se propustnost

membran vajec a zhorsuje se pevnosidbky. Hrachor sety, ktery jegtitelsky nenarénou
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rostlinou s vysokym obsahem bilkovin, vSak nelzhoto pohledu vyznandnpouZzivat
v picnindstvi; &inek neurotoxid jej pro tuto oblast vyznamnsrdiskvalifikuje. Existuji izné
metody, jak tuto hladinu sniZzit, prakticky je vSakSina z nich ve velkoprodukci jedzko
pouzitelna. Jedinym, snad realnymugpbem, je vini semen do #kka a teprve potom
jejich Uprava. Tento postup vSak zvysSuje fier@mnar@nost na pipravu krmiva a je otazkou,
zda bude moci byt praktickyipat.

Toxické latky tohoto typu jsou charakteristickéegevSim pro zastupceeledi
Fabaceae, rostouci v tropickych oblastech, nahjgjigyuziti je zajem nejen v zemich
puvodniho vyskytu. Vyskyté&chto latek v nize uvedenych rostlinach je nutnowanbu,
ekologicky vynucenou,&Sinou proti hmyzim Skdcaim.

Role kanavaninu jako ochranného faktoru, zfr& toxického Wi fad
mikroorganiznii a hmyzu, je uz delSi dobu znam. Jeho toxicitageista na ZivéiSném
druhu, ktery jej gjima: nag. u kurat vyvolava rychlé a vyrazné zpomalefstu, a to i po
termickém zpracovani suroviny (autokldvovana sem@maavalia ensiformis(L.) DC.).
Savci jsou na latku mércitlivi, avSak i u nich nastava zpomalea$tu; nap. u prasat klesa
piijem krmiva s pidavkem kanavaninu v davce 0,8 g/kg krmiva. RozdilgdliSnych
Gcincich této latky na savce a ptaky vyplyvaji z sdého zfisobu vylkovani nadbyténeho
dusiku z organizmu; u ptaknefunguje ornitinovy cyklus a nemohou ani syntata arginin,
proto pro g predstavuji argininové analogy toxické latky. U daye kanavanin do dité
miry metabolizovan cyklem, jehoz meziprodukty jgou odSépeni m@oviny kanalin, O-
ureidohomoserin a kanavanin-sukcinat. Existuji pgksi Gpravou semen kanavalie prazenim
a vyuzitim této suroviny v ébez&stvi’®,

Toxickd neesencialni aminokyselina _mimosiraruSuje reproduki procesy, je
teratogenni, navozuje ztratu srstijdza vyvolat az uhyn; vyskytuje se v nati taxdreucaena
leucocephala(LAM.) DE WIT. (Fabaceae), rostouci v tropechre8hi Ameriky, Usgsre
péstovana i v subtropickych oblastech. Jejim nespurrladem jsou vysoké vynosy
s vysokym obsahem dusikatych latek, jak jeétsimy zastupt celedi Fabaceae obvyklé.
Obsahuje vSak az do 5 % mimosinu v séidista a mladych vyhonk Proto mohou krmné
davky pro diibez obsahovat maxim&mnl0 % gidavku této suroviny a pro neadaptované
pieZvykavce do 30 % leukaeffyOsud mimosinu v organizmug¥vykavd je v sodasnosti
uz dolfe znam: bachorové mikroorganizmy agst alifaticky rettzec za vzniku 3,4-
dihydroxypyridinu, ktery se vyskytuje ve dvou statmvanych formach (enol- a ketofoén
V menSi mie se také vytwdh mérg «inny 2,3-dihydroxypyridin. U neadaptovanych
piezvykav@ se 3,4-dihydroxypyridin — aktivni strumigen — Wdije mai bud’ volny, nebo
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konjugovany ve form glukuronidu,¢ast se vylduje i feces. Jak akutni, tak chronické otravy
se projevuji nechutenstvim, vypadavanim srsti, esriid Firistki az Ubytkem hmotnosti,
charakteristickym z&tSenim §titné Zlazy, az snizenim plodnosti sanmicvyPazeni pisady
snizuji silazovanim. Pokud je adaptovana mikroflgogezvykavé mikroorganizmy,
schopnymi &ipit 3,4-dihydroxypyridin, pak se situace vyznanstabilizuje. Bakterii, ktera je
schopnd metabolizovat 3,4-dihydroxypyridin $ynergises jonesiipochazejici z bachoru
havajskych koz, timto mikroorganizmem je mozZnéckawat zazivaci Ustroji jenc¢kolika
jedinal ve stadu, po éité dol se pozitivni infekce samovalirozsti. Je Zejmé, Ze tento
problém nebude v nejblizsi dol CR problémem, ktery by musel zéddIsky vyzkumiesit.
dihydroyfenylalanin), vyskytujici se v nemalém dinsas semenech bobu obecnéhdcia
faba L.). V nevyzralém materialu, ktery seige dostat do zkrmovani, je 5-6 % této latky
(zranim obsah rychle klesd). Této latce §suzuje @ast na vzniku favizm(.

Zastupci celedi Fabaceae jsou velmi atraktivnimi surovinamio krmivasky

pramysl™

, pi jejich Slechéni je vSak nutné nalézt konsenzus mezi obsahenmdoeéich
slozek a bezprobléemovym vynosemjaek pripadi je mozné snizit obsah uvedenych
toxickych latek na nizkou Uroitgutrpi tim vSak vynos, obsah dusikatych latekchaadi a
kvalita pestitelskych porost, na které by bylo nutné aplikovat pesticidy. Prietmutné hledat

moznosti snizenidinku téchto latek Gpravami suroviny na jiné arovni.

2.2.1.6 Inhibitory proteds
V fack vyznamnych krmiviskych surovin se vyskytuji polypeptidy a proteikieré vytvéeji
s proteasami stabilni komplexy a tim tlumi jejialzymovou aktivitu. Dochazi ke snizeni
uzitkovosti zvfat, zhorSuje se jejich zdravotni stav aff@pvé je tak ovliviena ekonomika
chovu. V sodasnosti se také kriticky posuzuji ekologické&slédky, protoze feces
s nadbytkem dusikatych latek zvySujeszétivotniho prosedi.

Tyto latky zasahuji abskupiny enzymovych systém

Endopeptidasytrypsin, chymotrypsin) maji optimun¥igoH 7,5-8,5, Sipi peptidové
vazby tvdené karboxyly zasaditych aminokyselin lysinu a m@irgi. Chymotrypsin $pi
peptidové vazby vzniklé z karboxiyhromatickych aminokyselin.

Exopeptidasy pisobi na nizemolekularni peptidy (karboxypeptidasgSepuiji
aminokyseliny od karboxylového koncéettzce, aminopeptidasy hydrolyzuji vazby

aminoskupinového konce penptjd
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Inhibitory proteas sedl do hlavnich skupin:

inhibitory serinovych proteas (Kunitz typ, Bowmairiv-Birkav typ),
inhibitory sulfhydrylovych protas,

inhibitory kyselych protas,

A A

inhibitory metaloproteas.

Svymi &inky a vyskytem jsou nejzavadfi inhibitory serinovych proteas; vzhledem
Solanaceae a Poaceae. Jejich biologic¢keky jsou nasleduijici:

1. potlauji rast zviat,

2. omezuji Speni bilkovin a jejich stravitelnosti u idreze, nevyznangnu hlodavé;

bilkoviny krmiva se vylduji trusem,

3. snizuji absorpci dusiku a siry z tepelneupravené sojové méky u dribeZze a

hlodavd, ale mechanizmusgcthto jeva je odliSny,

4. vyvolavaji hypertrofii a hyperplazii slinivkyit$ni a zvySené vyltovani enzym touto

Zlazou,

5. stimuluji syntézu trypsinu a chymotrypsinu ve slgd, ¢imZ vziista poteba

methioninu a cysteinu, které je nutné dodavat daika aditivre,

6. zpasobuji endogenni ztraty dusiku a siry,

7. zvySuji tvorbu a uva@lovani cholecystokininu, resp. dalSich latek s podobfunkci,

které stimuluji sekreci enzyinze slinivky.

Za technicky nejsaldnéjSi moznost omezeni nédpnivych &inka je pokladano
Slechtni na sniZzeny obsatéchto latek (bohuzel jsou to¢kdy latky nizkomolekularni,
zapojené do intermediarniho metabolizmu rostlirejich hladiny 1ze sniZit jen nepatin
proto musi byt cela zalezitostSena komplexn NejwtSi zajem je soustdn na soju, kde
byly vyslechény 00 odfidy (nizky obsah inhibitdr proteas, nizky obsah lekiiyy obsah
inhibitord u jednotlivych rostlin ufitého typu je vSak v rdmci porostu Zn& nevyrovnany a
to v zavislosti na poloze lusku na hlavnim stonkoZ vyznama ztéZuje situaci. MoZnost
otevira geneticky manipulované osivo, bude-li régého Siroké pouZziti.

Pri termickych a technologickych Upravach se bereaha také snaha o sniZzeni obsahu
lektind a dalSich antinuithich slozek, ale s@éasr® musi byt také posouzen vliv zakroku na
stravitelnost bilkovin krmiva. Prozatim se jako io@ni jevi tepelnd Uprava (var,
autoklavovani, toastovani, extruze v zavislosti pwuzité surovit). Velmi c¢asto byvaji
pridavany alkalické gi¢itany, které zmini konformaci disulfidickych riistka a tim do znéné

miry inhibitory proteas inaktivuiji.
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2217 Lektiny®

Latky, které byly dive ozn&ovany jako fytohemaglutininy, maji vyznamny antm&ni

charakter, zejména \ipadt mlad’at. Jedna se o glykoproteiny nebo proteiny, u nadbpa

jedna slozka neplini funkci katalyzatoru, ale vageraverzibil@ na utity mono- nebo
disacharid bu&né stny stevni mukdzy, pipadré jinych tkani.

Tato skupina je z hlediska zakladniho vyzkumu vehiva, protoZze ma obeén
medicinsky vyznam, némasi jen poznatky v oblasti Zitidné vyroby; latky byly zjigny ve
vice nez tisici taxonech rostliriznych ¢eledi. Velmi vyznam& se vyskytuji pedevSim
v zastupciclkeledi Fabaceae, ale také Solanaceae a Poaceae.

Z hlediska biologickych dinka je nutné konstatovat, Ze:

1. obecnou vlastnosti je jejich vysoka odolnostivstépeni proteolytickymi enzymin

Vivo,

2. intenzita vazby lektinu na sacharidkitpmné na povrchu béhk luminalniho stevniho
epitelu zavisi na typu lektinu; pevnou vazbu vygjéen ti typy téchto latek:

» s komplexni specifitou (univerzalni), rajektin fazolu obecného,

» specifické wci N-galaktosaminu, naplektin soji,

» specifické wci N-acetylglukosaminu, naplektin pSeninych klicka,

3. vazba lektii specifickych wéi glukose/mannose (hrackipcka) je jen omezena,
nedochazi prakticky ke Skodlivémugobeni na Zivichy,

4. nejzavazyysi antinutréni (inky ma lektin(y) fazolu obecného, ktery je vysaseitre
toxicky pro prasata, kata, hlodavce &oveéka; vede k nasledujicim porucham:

» zpomaluji az zastavujiast pi vice nez 1 % v pokusné diegzpisobuji rychlé

Ubytky hmotnosti az uhyn,

» vyvolavaji hypertrofii tenkého stva,

» poskozuji epitel tenkéhoistva, zvySuji obnovu jeho béka vyvolavaji zvysenou

sekreci jeho hlenu,

* zvySuji p@et bakterii v tenkém i\,

* snizuji aktiviturady stevnich enzyn,

e omezuji resorpci joduipenterohepatalni cirkulaci tyroxingimz zvySuji jeho

ztraty ve vykalech,

» vyvolavaji hypertrofii slinivky, jater a atrofii atiku.

34



V souwasnosti je neginngjSi formou zasahu tepelné zpracovani materialul§pe]
mokrou cestou); pokud se provadi autoklavovaniygiteemen, pak je paba zvysit teplotu
alespa na 120 °C. V fipadt dribeZe se ukazal jako pozitivniigavek putrescinu.

2.2.2 Latky bez obsahu dusiku
Tato skupina latek je reprezentovanadevsim sekundarnimi metabolity rostlirfjpadre
hub; nebyly do ni Zzazeny latky, které |ze chapat jako primarni met#gohap. fytova

kyselina, které bylagnovana rozsahla studie VVVZ.

2221 Fenolickeé latky
Fenolické latky tvéi patrre nejrozséhlejSicast celé skupiny sekundarnich metafiokit
antinutrinich a toxickych late¥; jejich vyskyt v rostlinném materidlu je prakticky
neodstranitelny (mykotoxinyfisloviny, fytoestrogeny) a&sinou je nutné volittzné jiné
metody, aby byl jejich vliv snizen na minimum.

Nekteré z échto latek nebudou rozliSovany podle chemické stmyk ale podle
charakteru vzniku vramci metabolizmu (mykotoxinyjebo biologického dinku
(fytoestrogeny), protoze tento biologickgiek je dominantni a zahrnuje latky @&od

odlisného typu.

22211 Mykotoxiny

Jedna se o relatignuzawenou skupinu metabalitmikromycet, spadajici do SirSi oblasti
mykotoxini. Pivodné byly izolovany tzv. aflatoxiny z myceli&spergillus flavusLINK ex
FRIES a z tekutého média na&mz byla tato houba kultivovadna. Jsou to vyznamnécke
latky, v piirodé Siroce roz&ené v potravingkych surovinach (arasSidy, araSidova mouka,
mouka ze semen baviniku, kulae, suSené chilli papriky ad.), nevh@duaskladiovanych
picninach a se vyskytuji jen v zastupcich cemddliia proto se knim upira velka
toxikologickd a hygienickd pozornost. Jejich hepmtwita a kancerogenita jsou obécn
znamy a bylo by zcela zbyieé ji znova probirat, protoze na toto téma byly\WVvZ
napsany od roku 2002 minimél2 wdecké studie, a proto zde bude tento prokié®en jen

obrysow:
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Tab. 3 Hlavni mykotoxit v krmivecH®

Rod* Metabolity

Alternaria Tenuazonova kyselina, alternariol, alternariolmétther

Aspergillus Aflatoxiny Bl, B2, G1, G2, sterigmatocystin, cykiaponova
kyselina, ochratoxin A

Fusarium Deoxynivalenol, nivalenol, zearalenon, T-2 toximagtoxyscirpe-
nol

Penicillium Patulin, ochratoxin A, citrinin, penetrem A, cyklaponova kyse-
lina

* do prehledu nebyly Z@azeny metabolity rodClavicepsad., protoZe o nich bylo pojednano
separata v kapitole 2.2.1.2.1

Jednou z nejvyznandjgich latek je aflatoxin B (36). Zakladni a reprezentativni
literatura je uvedena vighlednych kompendiiéfi’® a prednaskack a neni pdeba je Siroce
rozebirat. Hladiny mykotoxinjsou stanoveny Vyhl. 451/2000 Sb., kterou se ptozakonc.
91/1996 Sh., o krmivech, ve &ri zakona. 244/2000 Sb., resp. Vyhlaskeu184/2004 Sb.,
kterou se zmnila VyhlaSkac¢. 451/2000 Sb. Na rozdil od jinych Skodlivych latektato
skupina metabolit pro kon€éného gijemce velmi Skodlivou, protoZe napaflatoxiny jsou
latky poreérné velmi stabilni a pechazeji s jateimi produkty do dalStasti potravniho
fetézce. NegastjSim zdrojem aflatoxif je araSidova maka, v sodasnosti vSak nezaujima
v roli toxikantu vyznamné postaveni. Velké mnozstuikotoxini vznika @i uskladiovani
cerealii, ale fedevsim, v kovovych zasobnicichi wyrob¢ krmiv, kde je velmicasto
vyskytujici se bolus zdrojem prakticky permanertinieinfekci obsahu nadrze. Situace se
komplikuje dale pouzivanim dlouhodbbuskladiovanych ceredlii, které mohou byt
kontaminovany organickymi zbytky pochazejicimi addvd a mohou tak z&fovat toxicky
obraz gipraveného krmiva.

Vzhledem ke své vysoké toxi€imize uz nepatth mikrobialre pozneénéné krmivo
vyvolat u zvfete naznak onemoémi. Jeho fiznaky a pitbéh zavisi na typu toxinu,ijatém
mnoZstvi, expozici, pohlavi, plemenu a vyZivovéavst

Ptiznaky primarni mykotoxikdzy se projevuji obécdestruktivnimi zminami na

organech, rozdily meziigobenim jednotlivych toxinjsou patrné az po chronickémijmu.
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Vedle tohoto faktu se vyskytuji sekundarni mykotaxia onemoactni vyvolana pijmem
malych mnoZstvi specifickych toxinZvirata jsou citli¢jsi k infekcim a v dsledku naruseni
imunity klesé jejich firozena odolnost.

Diagndza mykotoxikdz je problémovaipnaky u zvfat jsou nespecifické, cozézuje
jejich rozpoznani a tak je jedinym realnym voditksledovani obsahu mykotoxiv krmivu,

pii pouZiti reprezentativnich vzaik

22.21.2 Fytoestrogeny
Fytoestrogeny jsou reprezentovany @omi Sirokou skupinou latek, které vykazuji do jisté
miry inek podobny firozenym (endogennim) estrogen, tj. zhuténi déloZniho epitelu,
podobré jako je tomu v fipact fije. Hirozenym estrogenem samic je estradiol (P17-
estradiol), ktery zasahujagevsSim estrogenmi-receptory a vyvolava tak charakteristické
estrogenni &inky.
Prirozené estrogeny vysSich rostlin, které se upjatv pici, pati prakticky do 3

strukturnich skupin:

* kumestany kumestrol, 4" -methoxykumestrol, repensol, tiifb{¢eled” Fabaceae),

» isoflavony- daidzein, formononetin, genistein, biochanincdldd™ Fabaceae),

* lignany lariciresinolového typu— sekoisolariciresinol, matairesinol adc¢eled

Linaceae)

» ostatni fytoestrogenni sléeniny dosud neidentifikované
Zavazneé jsouiedevsim prvni dvskupiny latek, protoZze mohou navodit Hepivée &inky.
Kumestany se vyskytuji v jetelovinach, v jinych taxonech wlgb nalezeny; hlavnim
predstavitelem je kumestrol37), ktery je gevladajicim estrogenem ve&jky, kEzre je
v odridach plazivych jetél a jeteli inkarnatu. Jeho estrogenni aktivita je488 vySSi nez u
isoflavomi (patrré v dasledku vySSi afinity k estrogennim-receptoiim; isoflavony maji
afinitu predevsim k estrogennimf3-receptoru, coz se projevujefignivé ve vztahu k
osteopordze);iesto je vSak jejichdinek podstaté niZzSi nez u diethylstilbestrolu.
Isoflavony se 1iSi od ostatnich flavonoidnich latek tim, z®nd aromaticky B cyklus je
piipojen na pyronovy systém v poloze 3, nikoliv vqgu® 2, jak je to &né u klasickych
flavonoidi. Tato strukturni zena vyznama méni biologickou aktivitu &hto latek (nap
daidzein, 38). Tyto latky jsou sousgtdny predevSim do vyznamnych zastupcéeledi
Fabaceae (tatteled je z hlediska chemosystematického prakticky jesimpistem, v &mz

jsou isoflavony vyznamih soustedny). Jsou vyznamnou s&asti potravy hlavé
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vegetariad, v lidském potravnimetézci se navic vyskytuji jako soasti dophki stravy
s velmi giznivymi (protirakovinnymi) dinky, v produkci hospodékych zvfat, kterd seéidi
jinymi pravidly, vS8ak nemusi jejich abundantni dibgéinaSet optimalni efekty.

37

Lignany lariciresinolového typjsou &zr¢ piitomny v krmnych davkach, pokud jsou do nich

pridavany Irgné pokrutiny. Isolariciresinol a jeho diglukosidoys stevnimi bakteriemi
Stpeny na dinny lignan matairesinol, ktery navozuje fytoestngi aktivitu; podle Udaj
literatury se vSakibec nezda byt toxikologicky vyznamna.

Ostatni fytoestrogenni_sléeniny dosud neidentifikovangychazeji ziiznych struktur a

vétSinou nebyl dosud izolovany a identifikovany (Zdeelké pole pro zeadélsky vyzkum);
nag. srha a jilek maji vysokou estrogenni aktivitund® takovou, jako jetele na &atku
kveteni, kumestany ani isoflavony vSak neobsalkogiava Iwni ma aktivitu slabou, bojinek
nepatrnou a lipnice prakticky nulovou). Estrogemtivita vSak byla zjigha také p
zkrmovanitepného chrastu a picni slénee. Fytoestrogennicinek vykazuje porérné velka
skupina pirodnich latek, které mohou byt strukt&rdosti odlisne: dlezité vSak je, aby
obsahovaly z&kladni farmakofor, kterym mohou irgekeat s obma estrogennimi receptory.

Pice z nehnojenych a nekultivovanych par@sporosi, které trgly suchem a jinymi
stresovymi faktory, ma vyraZnvySSi estrogenni aktivitu nez pice ziskana z pbros
Vv piiznivych pestebnich podminkach. Obsah isoflattofe také ovliviovan s¥telnou
intenzitou.

Pii suSeni jetel vojtéSek se snizuje hladina isoflawoaz o 80 % (mezni hodnota),
protoZze pomalé mortalni procesy navozuji rozklsuhto latek (o flavonoidech je znamo, Ze
jsou @i suSeni relativét malo stabilni a rozkladaji se usledku @inku polyfeloxidasového
systému). NaopakiphorkovzduSném suSeni do 100 °Gstava zachovana prakticky plna
aktivita. Latky Zistavaji v pici jak ve forthaglykori, tak ve fornd glykosidi; ty se rozkladaji
az v zazivacim traktu zwt. SilaZovanim se estrogenni aktivita zvySuje sitle aZz stovky

procent; estrogenni aktivita silaze je nerovtiora v ramci silaznich jimek a kr@ntoho
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muze vytrvat relativa dlouhou dobu (riize dochazet ke vzniku latele novo stejre tak jako
v bachorovém systémug¥vykavd). V takovém pipact se hovéi o hyperestrogenizmu.

Metabolizmus &chto latek a jejich biologicka aktivita je dostivigla na typu z\ete,
které prekurzory estrogérprijalo. F¥i zkrmovani endogerinaktivni pice je obsah metabdlit
fytoestrogedi velmi vysoky v porovnani sobsahem endogennichrogsti zvifat.
Fytoestrogeny maiji vliv nai$iicinku hormori (a to i androgei).

Ucinky na reprodukcse mohou projevit inhibici sekreci ziidnych estrogel tim je
naruSena ovulace, pohyb @k ve vejcovodu, vznikd nepraufie (neprava fezost) a
objevuji se degenerativni 2my pohlavniho Ustroji. Dostavuji se nepravidelrtérvaly mezi
fijemi, dlouhodobdije (nymfomanie), nadimna sekrece hlenujgkrveni @lozni sliznice, na
vajecnicich se objevuji cystické zneteminy folikulu, sodasreé se zvySuje kontrakceskbhy
a vejcovod. SniZuje se transport véglk a omezuje se moznost oplédn Stupé pisobeni
estroged na organizmus se liSi podle jednotlivych favi(nap. daidzein je netoxicky a
neovliviiuje reprodukéni cyklus krysich samfd), prijaté davky a doby expozice. Celkolze
fici, Ze tyto latky mohou vykazatdité riziko®2

Metabolické dinky (i€inky na vysi girastki) se projevuji pozitivé jen u samié
piezvykavd. Mladé porosty s vysokou fytoestrogenni aktivitoaji galaktogenni aktivitu,
zvySuje se jak mnoZstvi mléka, tak jehanost, zvySuje se také mnoZstvi prolaktinu
produkovaného hypofyzou, nezablym jalovicich se na pastvmocré vyviji vemeno,
berarim se @inkem formononetinu prodluzuji prsni bradavky aaute se objevuje tekutina
pripominajici mléko.

Morfogenetické a karcinogennicidky zpasobuji, Ze se naruSuje vyvoj normalniho
samtiho pohlavniho Ustroji. Wsledkem niZze byt zvySeny vyskyt karcinogennich bkin
v okoli dlozniho keku.

Moznosti omezeni negativnich¢iakia jsou sporné: dopotuje se tyto dinky
minimalizovat gstovanim drufh a odfd s nizkou estrogenni aktivitou, efektivni vyzivou
porosfi, (Cinnou ochranou proti chorobam audkam (isoflavony fsobi jako ochranny
Cinitel) a konzervaci podle vySe uvedenych zasadpoRguje se také vyuzit znalosti

Slechtitelskych postup ale prozatim se zda, Ze tento postup n&hs pisgsny.

22213 Tisloviny
Jsou to slogeniny relativé rozpustné ve vad(M, 500-3000 Da), srazeji bilkoviny, vyt
komplexy s celulosou, Skrobem, alkaloidyékterymi mineralnimi latkami a mohou mit

sviravou chd. Rozdluji se nattisloviny:

39



1. hydrolyzovatelngestery gallové kyseliny a jejich oligoniedigallové az pentagallové,
napg. hexahydroxydifenova kyselina39) s glukosou, fipadre ellagové kyseliny
s glukosou), které se podle uvedené struktehyrd gallotaniny a ellagotaniny,

2. kondenzovangjsou tvdeny kondenzaci flavanolovych jednotek, higprokyanidin B-1
(40), které jsou zpravidla ve véanére rozpustné nez hydrolyzovatelné,

3. smiSené(estery gallové kyseliny s katechinem), které jsoéré bézné nez fedchozi

typy; maji vlastnosti jak hydrolyzovatelnych, tadridenzovanyckhritslovin.

VSechny ti skupiny latek jsou z hlediska své molekularni ktmosti dostaténé malé, aby
pronikly do interfibrialnich prostdér bilkovinnych vlaken, zaroweje vSak jejich velikost

dostaténa k tomu, aby mohly vytwéat mistky mezi bilkovinnymietézci na vice mistech.

Tab. 4 NejvyznamijSi krmné plodiny osahujictisloviny
Skupina Taxony
Picniny Lotus corniculatud..
Lotus pedunculatu€av.
Onobrychis viciifoliaScor.
Coronilla varia L.
Lespedeza cuneat®um.-Cours) G. DON.

Semena luskovin Vicia fabal.

Pisum sativuni.

Phaseolus vulgariél.) Savi
Semena plodin jinych Sorghum bicolo(L.) MOENCH.
celedi Brassica napus.

Hordeum vulgard..

Rozhodujici co do vyskytu i nudnich &inki na hospod&ka zvfata se jevi

kondenzovanéisloviny.
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Tiisloviny maji fiznivé i nepiznivé &inky na krmnou daviis: pri vysokém obsahu
snizuji @ijem krmiva, stravitelnost bilkovin a sachdrid uzitkovost zvat. Ri nizkych az
sttednich davkach brani urgZzvykavé nadmuti a zvysSuji tok neamoniakalniho dusiku a

esencialnich aminokyselin z bachoru a tim zvySyjizitelnost bilkovin krmiva.

Nepriznivé &inky se projevuji pedevsim snizenimifmu krmiva v disledku zhorSeni

chutnosti a také zhorSeni travicich prdcégisloviny vytvéeji se sacharidy,ipdevsim vSak
s bilkovinami konjugaty, které jsou obt&rozpustné ve vada obtiZzg stravitelné). Rover

se vytvdeji komplexy mezitislovinami a glykoproteiny slin; fize se sice zvySovat produkce
slin, ale zarovie dochazi kinaktivaci enzyim Zajimavy kompenzmi mechanizmus se
vyskytuje u hlodav, v omezené nie u skotu a ovci: po &ité dok# piijmu kondenzovanych
tiéislovin v krmivu se z#tSi @iusni Zlazy, které zaou vylwovat abundantni mnoZstvi
bilkovin, bohatych na prolin; tato aminokyselinaigpbuje prostoray otewené usptadani
molekul bilkovin a jejich velkou afinitud¢i kondenzovanymiislovinam, funguji tedy jako
urcity detoxikani cinitel va¢i kondenzovanymiislovinam. Bylo prokazano, ze podobné
obranné mechanizmy (v souvislosti s profilem byéwEr stravy) maji i jini Zivéichove.

Po zvySeném igmu téislovin dochazi ke zpomalenfistu (v disledku snizeného
piijmu krmiva a jeho vyuZitelnosti), protoZze se vywgzpredevsim methionin a lysin. Citlivi
jsou redevSim monogastti Zivocichoveé, u pezvykavdé dochézi k jevu jen ip vysokém
zastoupeni kondenzovanydfstovin v krmné davce.

V dusledku reakceftislovin s travicimi enzymy dochazi ke snizené #ednosti
polysacharid (inhibice celulasyp-amylasy, lipasy a trypsinu). Velmi nigpniva je toxicita
kondenzovanychiislovin pro bachorovou floru — tyto latky mohou agré posunout jeji
profil. Tento typ tislovin miZe byt pro peZzvykavce také akugntoxicky (tisloviny duli):
pusobenim bachorové tannasy dochazi k wrdligallové kyseliny, ktera s&imo resorbuje,
dochazi k jeji metabolizaci na pyrogallol, kterlreuji svoji toxicitu. Ta se projevuje v prvé

fack postizenim jater (az nekrézou), krvavymi gastregtitiami a poskozenim ledvin.

Priznivé &inky jsou vyznamné fiedevsSim u fezvykavaé. Spaivaji ve faktu, Ze krmivo
s obsahem kondenzovanydislovin snizuje pevnost a stabilitéry, kterou za normalnich
okolnosti vytvéeji nekteré rozpustné bilkoviny bobovitych picnin (WSjta, jetel lgni)
v travicim traktu a vyznaminse tak podileji proti vzniku tympanie. Tyto lattgké zvySuji
vyuZziti bilkovin: komplexy s bilkovinami jsou stagéténgt nerozpustnéip pH 3,5-7,0 B

hodnotach nizSich nez 3,5 a vysSich nez 8,0 jsdo stalé a bilkoviny se z nich mohou
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uvolovat. Ri desintegraci, jako je tpZvykani se v bachoruiippH 5,5-7,0 vytvéeji
nerozpustné komplexy kondenzovanyéslovin s bilkovinami. Tim je zablokovanosgeni
bilkovin a deaminace uvainych aminokyselin, sniZuji se koncentrace amoniakachoru,
mocovinoveho dusiku v krevni plazima ztraty dusiku mo. Komplexy pak pechazeji do
kyselého prosedi slezu a do tenkéhdeta, kde se rozkladaji a teprve tam probiha hydeoly
bilkovin a jejich traveni. Timto Zigobem se zvySuje vyuzitelnost esenciélnich amiredkys
Uvedeny efekt je smysluplny pouze &igad, Ze v krmivu existuje vyrazn&gvaha bilkovin
nad tislovinami, protozZe vifppadt existence nadbytkuislovin se uplatuji jejich vSechny
negativni procesy, jak o tom bylo uz hoeoo. V rekterych gipadech mohou gsobit
pozitivng proti skevnim parazitm®*. Vlivu tislovin na digestivni procesy wgrvykava byla
vénovana fada ¢lanka, predevsim pehledného charakteru, byl rfapdiskutovan vliv
kondenzovanychfislovin na ruminalni fermentaci a nadymani u padouse dobytk®,
mikrobidlni interakce sfslovinami a souvislosti ve vyz° vztah mezi rostlinnymi
fenolickymi latkami, produktivitou a zdravim ig@vykavé®’, interakce sevni flory

s fislovinami v krmiv® ad.

22214 Alkylfenoly
Tato skupina latek je v picninach reprezentovakg-ah alkenylderivaty resorcinolu:

OH

R OH

R=alkyl-, alkenyl- (Gs aZ Gs)
Vyskytuji se v obilninach (Zito, tritikale, pSenjc@redevsim ve wjSi vrstw obilky, a
proto jich podstatn&ast Zistava v otrubach. Jejich pnérny obsah se pohybuje od 0,2-1
mg/g obilek. Kolisani obsahu je dano jak genetiakytivy, tak vlivy prostedi. Nejsou
vyznamr toxickou sloZzkou krmiva, jejich obsah by vSak rémirekrasit 1 mg/g cerealii

(predevsim u zita), protozeipwyssi koncentraci kles&ipm krmiva.
22215 Kumariny

Kumarinové latky jsou slaieniny obecn toxické nejen pro hospottka zviata, ale

prakticky pro vSechny Zivichy: mohou indukovat hepatotoxicifli navozovat alergii a
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zhoubné bujeni pokozky. Vyskytuji s&Zi¢ ve velkécasti rostlin, které Zivéichoveé gijimaji
a Vv nizkych koncentracich pro¢ rmohou byt dokonce pro&né (maji spasmolytické,
cholagogni a digestivnicinky).

NejvyznamujSi latkou z hlediska toxicity hospagkych zvfat je bezesporu kumarin

— lakton g)-kumarové kyseliny41).

X

0 o
41

Kyselina kumarova seébr¢ vyskytuje ve velkécasti rostlin (travnich porostech),
nikoliv volna, ale ¥tSinou ve formd glykosidi. P¥i mortalnich procesech (schnuti sena)
dochazi vlivem mechanického stresu, anebo vhiinku glukosidas k od&peni cukerné
slozky za vzniku volné kumarové kyseliny, kteramelsnadno cyklizuje na &y vnitini
lakton — kumarin.; tento proces je signalizovanrakeeristickou wni. Velmi vyznamna je
tato viné, objevi-li se v travnich porostech zejména komenfdelilotus officinalis (L.)
PaLLAs — komonice lékiska, Melilotus albusMebic. — komonice bildf. V komonici bilé
muze byt az 25 g kumarinu {gtreé jeho prekurzai)/kg. Kumarin je vonnou latkou, které se
zvirata vyhybaji, protoZe jim chutnaice, nepedstavuje pro vSak vyznamné nebe&zp&o
nastava teprve tehdy, pokud seno zaplesnivi, zgm@rli infikovano mikromycetou
Penicillium jenseniiktera vyvola velmi rychly fechod kumarinu na dikumarol. Dikumarol
kompetitivre brzdi tvorbu protrombinu v jatrech vzhledem ke g@&Elobnosti s vitaminem
Ka v disledku toho mize dojit k pondrné rozsahlym krvacenim. V ramci enzové vybavy
existuje rozdilna citlivost jednotlivych zie@nych druli, citlivé jsou nap brezi husy a

dojnice v plné dojivosti.
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2.2.2.1.6 Gossypol

CH3

Tento Zluty fenolicky pigment, obtiZnrozpustny ve vad s antioxid&nimi vlastnostmi,
relativre kyselého charakteru, se vyskytujeiemych ¢astech baviniku, n&gstji je vSak
piitomen v pigmentovyclkeliskach bavinikovych semen, v nichz iv@0-40 % hmotnostniho
obsahu. Vyskyt v semenech ma velky ekonomicky vygriam vysSi je jeho obsah, tim nizsi
je kvalita bavinikového oleje (pouzivaného jako rpeina) a Srat (pouzivanych jako
krmivo).

Gossypol 42) vykazuje pimou toxicitu, ale také reaguje s bilkovinami, episobuje
toxicitu protahovanou, protoZe to vede ke zhorSokémné hodnoty.

U hospod#skych zviat se mohou bavinikové Sroty zkrmovat jen s opatinaitlivé
jsou dojnice na z#tku laktace a mifata s dosud nevyvinutymi igdzaludky. U
monogastrickych zvat je mozné Sroty zkrmovat jen omegerioxicita latky vzista
s prisadou olgj nebo jinych tukovitych latek. Pokud jsou ve SrbtgEitomna neporuSena
pigmentova dliska, je jejich toxicita vysSi neZztipbéZném obsahu gossypolu, patrn
v dusledku gitomnosti dalSich toxickych latek. Za bezpeu davku pro prasata se povazuje
0,01 hm. % volného gossypolu v krmné davce (vadéch Gossypium hirsutuni. se
pohybuje obsah gossypolu v rozmezi 2-6 %). U &iepibrojlefi byla nalezena vyznamna
zavislost: je-li pormr enantiomakr (+)-gossypolu/(-)-gossypolu vyznagrvyssi, pak je
toxicita krmiva vyrazt nizsi, neZ je-li tomu obracsM; tento fakt byl pozgsi studii
rozpracovdn a potvrz&n U bycki snizuje sosasny pidavek vitaminu E toxicitu
gossypold>.

Toxicita se u monogastrickych #af projevuje snizenymifpmem krmiva, ubytkem
télesné hmotnosti, gimem, odbarvovanim srsti, hemolytickou anémii, wygskn serdzni

tekutiny v €lnich dutinach, plicich a v perikardu, degenerdtiinzménami jater a sleziny,
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krvacivosti v jatrech, tenkémiste¢ a Zaludku. U nosnic reaguje s Zelezem obsazenym ve
Zloutku a zfisobuje jeho olivoy zelené zbarveni. e zhorsit lihnivost vajec. Toxicita je
zpasobena &kolika mechanizmy:
a) vazbou Zeleza do formy chelatu a navozenim anémie,
b) reakci s aminoskupinami aminokyselin a bilkovinprbou Schiffovych bazi a tim
zadsahem deéady dilezitych biochemickych procés
c) zasahem do &kterych enzymovych reakci podilejicich se na sptygemezi (ddasné
snizeni plodnosti u krys, opicie&kki, mui, nikoliv vSak u mysi a kralik
d) gossypol pechazi do Zloutku vajec.
Existuje snaha o detoxikaci gossypolu: Ize jej alowat reakci se siranem Zeleznatym
(neiastji), nebo jinou Zeleznatou soli, uvadi se vsak,|Ze pouZzit i jinych Kkatiorit
(sodnych, draselnych, vapenatych). Je termolabéinproto se za varu po dobu 20 minut

rozklada. Efektivni se zda postup prigpaini parami ethanolti

2222 Nefenolické latky

22221 Saponiny

Saponiny jsou velmi sledovanou skupinou I8tefrotoZe se jedna o skeniny fyziologicky

(toxikologicky) vyznamné:

a) maji hakou, az sviravou chiy

b) ve vodnych roztocich vytvéji stabilni gnu,

c) hemolyzuji erytrocytyn vitro,

d) jsou toxické pro poikilothermni Ziwtchy (hmyz, plze, ryby),

e) maji schopnost reagovat se &uymi kyselinami, cholesterolem a dalSim{3-3
hydroxysteroidy za vzniku stanych micel.

Biologicka aktivita saponin resp. jejich neZadouciciaky, jsou velmi zavislé na
aglykonu, nap u saponif vojteSky existuje nazor, Zeciinnost klesa v p@di medikagenova
kyselina — hederagenin — sojasapogenoly A a B.

Saponiny exkretované keny vojtsky do fidy, maji patrs velké allelopatické &inky:
ve velmi nizkych koncentracich stimulujist naslednych plodin, ve vysokych je 8iln
inhibuji; velmi citlivy je nap. ozimy j&men. Vysokou &innost v tomto srru vykazuje nap
3-O-glukosid kyseliny medikagenoté

V krmivech gichazeji v Gvahu ijfgdevsim pentacyklické, triterpenové saponiny (soja,
vojtéSka a pibuzné picniny); steroidni saponiny se vyskytujiiz®v ovsu (jak obilkach, tak

slams).
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VojtéSka obsahuje v susinpodle odidy) 0,3-2 % &chto latek (¢tSinou glykosid
medikagenové kyseliny a sojasapogéhovyskyt saponifi byva vyssi ve 2. a 3. &gtento
fakt koreluje s fenofazi rostliny). Tak jakorady mnoha jinych uzitkovych rostlin, je vyskyt
saponiti nejvyssi &sné pred kvetenim, v kkkych tkanich (listech) je obsah vysSi nez ve
sklerenchymatickych stoncich. Vyznamnoukuosti a drazdivym d&inkem na hrdlo disponuji
s nejwtSi pravépodobnosti glykosidy kyseliny zanhové.

V odtwnénych sdéjovych Srotech je {mérné 0,3-0,5 % saponin piedevsim
glykosidi a cukernych estér5 typi sojasapogendl Prozatim neni ziphledu literatury
patrné, Ze by sojové sapogenoly vykonavaly vyznamagativni efekt z antinutmiho
hlediska.

Biologickou aktivitu vykazuji pedevSim intaktni saponiny, které maji navazanou
cukernou slozka; ta zvySuje rozpustnost latky, pabet tvdit micely, ovliviiovat povrchové
napsti, ménit elektrolytovou rovnovahu a tim naruSovat nomndlziologické procesy ve
tkani, pedevSim gevni mukdze. V pibéhu stevni pasaze dochazi k hydrolyzeidshi
enzymy a gsevni bakterie), vznikaji aglykony s podstatmorSi rozpustnosti a vyssi
distribwni konstantou, setrvavajirgdevsim ve s&w a tam mohou vykonavat takécity
biologicky &inek. Hemolytické saponiny (a to je velk@st saponiin triterpenovych,
steroidni saponiny touto vlastnosti disponuji gckit zanedbatek), narusSuji propustnost a
celistvost busk mukdzy tenkého stva. Po tomto naruSenfetnich bugk dochézi zpravidla
k resorpci ®kterych nezadoucich latek (bakterialnich tdixaj.). Tuto vlastnost maji nap
saponiny odvozené od zanhové kyseliny, a proto Hedmé, aby odidy vojiSky byly
Slecht&ny na nizky obsaléthto latek.

P vysokém pijmu krmiv se saponiny dochazi ke zpomalégrstu zviat, zda se, Ze
snizuje vyuzitelnost zinku, zpomaluje seightod traveniny travicim traktem, tim nastava
nizsi @ijem krmiva.

Omezeni obsahu sapofirv picnindch je zalezZitosti problémovoukaliv existuji
velmi povzbudivé odborné zpravy ugidi moznost snizit obsakiahto latek v krmiviskych
surovinach. Obsah saponiw rostlinach je genetickou zalezitostifack pripadi Ize jejich
obsah snizit, ale dosud neexistuji zpravy o tombyee podalo piipravit picniny s jejich
zanedbatelnym mnozstvim. SnizZeni je vSak realietvattechnologicky: ndp silazovanim
zavadlé vopsky dochazi k posiné rychlému rozkladu saponin jejichz aglykonem je
medikagenova kyselina, ve hmatistavaji latky na bazi sajosaponinu I, ktery je \amm
stalejsi. Winné (ale malo praktické) je provedeni vodné exteakprakticky nefinné je

nabobtnani a ¥ani ve vod.
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22222 Ostatni toxické latky

Z dalSich skupin latek fighazeji v ivahu_kardioaktivni glykosidkteré mohou poskodit

srde&ni ¢innost; existuje porrné kuriézni zprava o intoxikaci koni, které se napasl
hlavakovce letniho Adonis aestivalls’, ktery je v rkterych oblastech plevelem
v picninach. N& obsahuje glykosidy podobrjako v gipad hlavaku jarniku, Adonanthe
vernalis (nag. cymarin), které jsou sice vyrazmpolarni, nepravidethse vstebavaji, do
urcité miry se takeé rozkladaji v GIT, nicmgjsou toxické a mohou teoretickyipést savam
komplikace. V tomto ohledu mohou byt toxické také&tare tryzele Erysimumsp.), které se
mohou v gkterych letech &n¢ vyskytovat v ugitych typech travnich porost

Pontrné velmi okrajovou zalezitosti je intoxikaceckterymi seskviterpeny: je
popisovana hepatotoxicita a cholestdza u krysgktigjaly 9-oxo-10,11-dehydroageraforon,
izolovany z natiEupatorium adenophoruth O tomto faktu je psebné se zminit z toho
divodu, Ze v naSich igtdoevropskych podminkach dochazi v poslednich Hekestalé se
zvySujici expanzi sadce kon@gaEupatorium cannabinurh.), ktery se vyskytuje v travnich
spole&enstvech, obsahuje podobné latky &Zen nepiznivé ovlivnit metabolizmus zvat.
Primé intoxikace popsany nejsou, neni prozatim ahlikovan metabolizmus uipzvykavaé
a monogastrickych zivichi, ale mozné proto, Ze tato rostlina se nestalagpimzvyznams

plevelnou.

2.3  Stanoveni obsahu toxickych latek

NiZe uvedeny fehled stanoveni toxickych latek v krmivech a krmsk§ch surovinach je
pouze instruktivni; mé poskytnoutghled metod a posttipkteré se v této oblasti pouZzivaiji,
anebo jsou perspektivni. Nejedna se o detailéétvgnalytickych metod.

Toxickym slogeninam rostlinného a Zzi¢gného @vodu je ¥novana porrné
vyznamna pozornost, Zghledu literatury je vSak patrné, Ze se zjem ty&aze latek,
jejichZ toxicita je zndma historicky (namelové adkdy a jim podobné indolové alkaloidy,
toxické nefyziologické aminokyseliny apod.). Nergalk \¥novana dostat®a pozornost
sloweninam, resp. rostlinam, které se mohou objevova&nich porostech a navoditkdy
vyraznou toxicitu (naip seskviterpeny). V této souvislostighazi také v Gvahu piaba
SirSiho studia osudu toxickych latek v organizmejsau zcela jagnuréeny metabolické cesty
mnoha latek, o jejichZz potencialni toxicise vi a tim nenitejmé, do jaké miry mohou
ovliviiovat konéného konzumenta a navodit & megiznivé iznaky (fedevsim pozgsi

alergické reakce).
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Tato zaleZitost je vSak v prviadé otazkou spokenské objednavky aigdevsim

zalezitosti finatni.

Tab. 5 Stanoveni obsahu toxickych a antidotoh latek v krmivéskych surovinach,
perspektivnich zdrojich a krmivu

Latka (latky)

Surovina

Metody

Glukosinolaty

Rostlinnéasti (Brassicaceae)

Spektrofotometrie u¥nénglukosy”

Namelové a podobngPicnina (Sorghum)

indolové alkaloidy

imunoassay FIA-DCh™*

Fabaceae alkaloidy
Lupanin, anagyrin
swainsonin

Rostlinné¢asti

HPLC/MS® HRGC™

Asteraceae alkaloidy
Senecionin, senecifylin
ad.

Rostlinné¢asti

H a®®c NMR!®

m

Solanaceae alkaloidy | Hlizy transgennich brambor HPLC/NFS

Glykosidy solnanidinu,

Glykosidy tomatidolu

Alkoxyfenoly Izolaty RP-TLC”

Alkaloidy Apiaceae Nat’ Conium maculatunh. Extrakce alkaloid z alkalického progedi,

Koniin TLC, barevna reakce s Dragendorffovy
&., denzitometri&®

Alkaloidy Rostlinnécasti Delphiniumspp.) FTIS®

Ranunculaceae

Alkaloidy Rostlinnécasti RIA™® TLC-denzitometrie™

Colchicaceae

Kolchicin

Alkaloidy Rostlinnégasti (Veratrum) Lc'

Melanthiaceae

Veratrum

Kyanogenni glykosidy

Rostlinngsti

Specifické potenciometrické biosenzg
(stanoveni kyanidd}®

ry

3-nitropropionova
kyselina a deriv.

Rostlinné¢asti

Hydrolyza za tlaku, spektrofotometrie

Toxické Rostlinnécasti Spektrofotometrie barevného proddktu
aminokyseliny RP-HPLC?® CE"’
Kanavanin Rostlinn&ast CE ESI/M&?
Inhibitory proteas soja ELISA, FLIA
Lektiny Séja v potravinach ELISA
Kumestany Voda, rostliny LC-ESI-MS/MS
Isoflavony Potrava, s6jové&ipravky HPLC-EMS#
Rostlinnécasti HPCE?*®
sérum HPLC/EI-MS"™*
Tisloviny Rostlinné&asti HPLC-UV-ESI/MSH?> HPLC a CE®
Tiisloviny v rostlinné potray NIRS"™’
Kumariny Rizné rostlinn&asti RP-HPLC? HSCCC®, CZE*™®,
CS-PM/GC-MS*, HPLC'*
Bovinnim sérum Spektrofluorometri&®
Gossypol Rostlinnéasti PM-TC/HPLC*,  chirdlni HPLC -
oddsleni enantiomer>®
Saponiny Rostlinnéasti HPLC®
Kardiotonické Rostlinnégasti Coronilla varia) HPLC™'
glykosidy

48



Vysvetlivky:
CS-PM/GC-MS

CE

CZE

ELISA
FIA-DCh
FLIA

HPCE
HPLC
HPLC/EI-MS

HRGC
HSCCC
LC-ESI-MS/MS

NIRS
PM-TC/HPLC
RIA
RP-HPLC
RP-TLC

concurrent solid-phase  microextractaa/ chromatography-mass
spectrometry

capillary electrophoresis

capillary zoned electrophoresis

enzyme linked immunosorbent assay

flow injection analysis-direct chemilumicmsnce
functional lectin immuno assay

high pressure capillary electrophoresis

high pressure liquid chromatography

high pressure ¢guid chromatography/electrospray ionizatiom mass
spectrometry

high resolution gas chromatography

high speed counter current chromatography

liquid chromatography-electrospray  enfiace/tandemic mass
spectrometry

near infrared spectroscopy

packed micro-tips columns/high pressig@d chromatography
Radioimmunoassay

reversed phase/igh pressure liquid chrognapdy

reversed phase/thin layer chromatography
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