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Anotace prace:

NEUCHLOVA, L. Stanoveni mykotoxinu ochratoxinu A ve vzorcich ryze. Hradec
Kralové: Prirodovédecka fakulta Univerzity Hradec Kréalové, 2015. 58 s. Diplomova

prace.

Ochratoxin A (OTA) je vyznamny mykotoxin produkovany toxinogennimi plisnémi
rodu Aspergillus a Penicillium, které kontaminuji potravinové suroviny, potraviny
I krmiva. Na lidsky organismus pusobi predev§im nefrotoxicky a dale celou fadou
dalsich vyznamnych nezadoucich - toxickych ucinkl napi. hepatotoxicky, reprotoxicky,
imunotoxicky, neurotoxicky, teratogenné, genotoxicky a karcinogenné. OTA vykazuje
vyznamna zdravotni nebezpe¢i pro ¢loveéka, proto je zapotiebi jeho nebezpeéi fidit,
tj. minimalizovat jeho dopady na lidské zdravi. Cilem diplomové prace je analyzovat
OTA ve vzorcich ryze loupané a ryze parboiled a potvrdit hypotézu, ze v ryzi parboiled
by mohl byt vyskyt OTA vys§i nez v ryzi loupané. Ryze parboiled se upravuje
hydrotermickou tpravou zrna, pii niz se z pluch neloupané ryze pisobenim vysokotlaké
pary dostanou dovnitf zrna rozpusténé vitaminy a mineralni latky a predpoklada se, ze
se déje obdobné i v ptipadé ptitomného OTA. Analyzy OTA v ryzi zahrnuji extrakci
a vycisténi OTA na imunoafinitnich kolonkéch a nasledné imunoanalytické stanoveni

na ELISA fotometru.

Klic¢ova slova:
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Annotation:

NEUCHLOVA, L. Determination of mycotoxin ochratoxin A in rice samples. Hradec
Kralove: Faculty of Science, University of Hradec Kralove, 2015. 58 p. Diploma
Thesis.

Ochratoxin A (OTA) is a significant mycotoxin produced by toxigenic molds of the
genus Aspergillus and Penicillium, which contaminate food materials, food and feed.
It has been shown to be especially nephrotoxic for the human body, the other toxic
effects are hepatotoxic, reprotoxic, immunotoxic, neurotoxic, teratogenic, genotoxic and
carcinogenic. In the human body then shows a significant health hazards and it is
necessary to manage these hazards, i.e. to minimize their impacts on human health. The
aim of the thesis is to analyze OTA in samples of husked rice and parboiled rice and to
confirm a hypothesis that in the parboiled rice should be the presence of OTA higher,
than in husked rice. Parboiled rice is modified by hydrothermal treatment of grain, in
which the husks of the paddy rice by high-pressure steam will get into the grain
dissolved vitamins and minerals including present OTA. Analysis of OTA in rice
include extraction and cleaning of OTA on immunoaffinity boxes and the subsequent

immunoassay to ELISA photometer.
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Seznam pouzitych zkratek

CIN onemocnéni chronicka intersticidlni nefropatie
European Food Safety Authority = Evropsky turad pro
EFSA ‘
bezpecnost potravin
Scientific Committee for Food of European Commission =
EU SCF . .
Védecky vybor pro potraviny Evropské komise
HPLC High-performance liquid chromatography = vysokoucinna
kapalinova chromatografie
International Agency for Research on Cancer = Mezinarodni
IARC/WHO ‘
agentura pro vyzkum rakoviny (Lyon)
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives =
JECFA FAO/WHO Spojeny expertni vybor FAO/WHO k potravinaiskym
pridatnym latkdm
OTA ochratoxin A
PTWI prozatimni tolerovatelny tydenni ptivod
PTDI prozatimni tolerovatelny denni ptivod
PMTDI prozatimni maximalni tolerovatelny denni pfivod
TWI tolerovatelny tydenni pfivod
WHO World Health Organization, Svétova zdravotnické organizace




Terminologicky slovnik pojmii

Acetonitril

organickd bezbarva sloucenina (CHsCN), vyuzivana pro
pfipravu mobilni faze pro HPLC stanoveni; jednd se

0 nejjednodussi organicky nitril

Adukt (OTA - DNA,..)

kovalentni vazba OTA na DNA

Aflatoxin

mykotoxin produkovany plisnémi rodu Aspergillus, zejména

Aspergillus flavus a A. parasiticus

Citrinin

mykotoxin  produkovany plisnémi rodu Aspergillus

a Penicillium

Deoxynivalenol,
diacetoxyscirpenol,
HT-2 toxin, T-2 toxin

toxiny produkovany plisnémi rodu Fusarium, kontaminujici

zejména obiloviny

Eluat

vyluhovana latka (analyt)

Fumonisin

mykotoxin produkovany plisnémi rodu Fusarium

Hepatocyt

buiika jater

Hydroxyprolin

ptirodni aminokyselina, derivat pyrrolu, soucast kolagenu

Imunotoxicita

toxicita pro imunitni systém

Lysin

jedna z esencialnich aminokyselin lidského organismu

Mobilni faze

tzv. eluent, je faze pohybujici se chromatografickym
systémem, umoziujici odseparovani vzorkii na jednotlivé

analyty

Mykotoxin

toxin produkovany toxinogennimi vlaknitymi

mikroskopickymi houbami (plisnémi)

Nefrotoxixita

toxicita pro ledviny

Neurotoxicita

toxicita pro nervovou soustavu

Patulin toxin, produkovany nékterymi druhy plisni- Penicillium,
Aspergillus a Byssochlamys, kontaminant ovoce
Plisné vlaknité mikroskopické houby

Reprotoxicita

negativni u¢inky na reprodukci

Serin

alifatickd aminokyselina

Slepy vzorek

kontrolni vzorek ptipraveny identickym postupem, jako
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vzorky pro méfeni (s pouzitim identickych chemikalii), ale

bez méteného analytu (OTA)

Standard

v analytické chemii slouzi k posouzeni kvality (detekce) ¢i

stanoveni kvantity

Teratogenita

schopnost latky vyvolat vrozenou vyvojovou vadu

vyvijejiciho se plodu

Toxikokinetika

osud xenobiotika v Zivém organismu

Tyrosin jedna ze zakladnich dvaceti proteinogennich aminokyselin
Vialka lahvic¢ka na vzorky
Zearalenon mykotoxiny plisné rodu Fusarium, jednd se o laktony

kyseliny B-resorcylové, obecné méné toxické nez jiné

mykotoxiny, plisobi zejména estrogenné




1. UVOD

Mykotoxiny pifedstavuji v soucasné dobé zavazné zdravotni nebezpeci pro zdravi
Clovéka. Svétova Zdravotnicka Organizace (WHO) stanovila jako hlavni rizikové
kontaminanty potravin a krmiv né€kolik mykotoxinti, krom¢ ochratoxinu A se sem fadi
aflatoxiny B;, B,, G, G2, fumonisiny B; a B, deoxynivalenol, T-2 toxin, HT-2 toxin
a zearalenon (WHO, 2002). Ochratoxin A (OTA) patii dle Svétové zdravotnické
organizace mezi jeden z péti nejvyznamnéj$ich mykotoxinti produkovanych plisnémi,
konkrétn¢ rodu Aspergillus a Penicillium, coz jsou toxinogenni plisn¢ bézné
kontaminujici potravinové suroviny, potraviny i krmiva. Na lidské zdravi mohou
pusobit nefrotoxicky, hepatoxicky, reprotoxicky, neurotoxicky, teratogenn,

genotoxicky a karcinogenné.

Kontaminovany mohou byt béZzné konzumované potraviny jako je vino, kava, pivo,
susené ovoce, maso, mlééné vyrobky, kofeni, ¢okolada, lusténiny, ofechy, arasidy,
bavilnikova semena, kakaové a kavové boby a Vv neposledni fadé obiloviny — kukufice,
pSenice, oves, ryze, jeémen, ¢irok. Obiloviny jako vyznamny zdroj energie jsou béznou
denni soucasti stravy z celosvétového hlediska. Dle odhadli mohou byt az ve 40 %
pfipadli kontaminovany mykotoxiny, kontaminace miZze byt zplisobena teplymi
a vlhkymi klimatickymi podminkami v mistech péstovani. Teplo a vlhko jsou idedlnimi
podminkami pro rast kontaminujicich plisni, nicméné tyto podminky mohou nastat
1 nedodrZenim skladovacich podminek. Sledovani mykotoxini v potravinach, lidské
modi, krevnim séru a matefském mléce je v CR zafazeno do systému Monitoringu
zdravotniho stavu obyvatelstva ve vztahu k Zivotnimu prostfedi. Pro minimalizaci
negativnich ucinkd mykotoxinti na lidské zdravi jsou stanoveny maximalni pfipustné
limity v potravinach pfislusSnymi normami. Jednd se o nafizeni Komise /ES/
¢.1881/2006 ES, 105/2010 ES a 594/2012 ES, které stanovuji maximalni limity OTA

v potravinach.

Cilem prace je analyzovat OTA ve vzorcich ryze loupané a ryze parboiled
a potvrdit hypotézu, ze v ryzi parboiled by mohl byt vyskyt OTA vys$s§i nez v ryzi
loupané. Analyza OTA v ryzi zahrnuje extrakci a vyc€isténi OTA na imunoafinitnich

kolonkéch a néasledné imunoanalytické stanoveni pomoci ELISA fotometru.
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2. RYZE

Ryze seta (Oryza sativa) patii k nejstar§Sim péstovanym obilovinam na svété. Pavod
ryZe je z oblasti povodi Perlové feky v Cing, kde byla péstovana jiz pied 8 200 — 13 500
lety. Dnes je rozsifena vSude ve svéte, zejména v tropickych a subtropickych oblastech
(Valigek a kol., 2002). Nejvétsim producentem ryZe je nicméné Cina, roéni produkce na
plose 30 137 000 ha se pohybuje kolem 20 423,6 miliont tun. Dle odhadu je celkova
celosvétova ro¢ni produkce ryze zhruba 68 501,3 miliont tun (Xianven et al., 2015).
Ryze ma bezpocet tvari a barev (v neloupaném stavu) od hnédé pies cCervenou
a fialovou az po cernou. Dle udaji v botanice rozliSujeme pies 20 druhd ryze,

kulturnich forem existuje vice nez 8000 druhti (Cushman, 2013).

Systematické zatazeni ryze dle Martonfiho, 2007:
Rige: rostliny (Plantae)

Oddgéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)

Ttida: jednodé€lozné (Liliopsida)

Rad: lipnicotvaré (Poales)

Celed’: lipnicovité (Poaceae)

Rod: ryze (Oryza)

Druh: ryze seta (Oryza sativa)

Podle nédroki na zavlaZovani se rozliSuje ryZe vodni (bazinnd) péstovana v niZinach,
kde je hodné tepla a svétla a ryZe suchd (horskd) péstovana bez zaplavovani policek,
ktera se potom vyznacuje méné kvalitnimi a mensimi zrny (EFSA, 2012). RyZze m4 tfi
jedlé casti — otruby, klicek a endosperm, obdobné jako jiné druhy obilovin. Jedna se
o jednoletou plodinu, vysévanou na jate a sklizett probiha zhruba po Sesti mésicich, tedy
Vv obdobi podzimu (Cushman, 2013). RyZe je velmi dobfe stravitelnd, obsahuje
predevsim Skroby (60 — 80 %), pomérné malo bilkovin (gliadinovy oryzin), t¢mé&f Zadny
tuk, je hypoalergenni. Loupana ryZe je vhodnou soucasti Setticich diet, druhy se slupkou
jsou zdrojem nejen Skrobt, ale 1 nerozpustné vldkniny a vitamini skupiny B a E

a nekterych minerdlnich latek. Existuje Siroka Skdla druhl ryze dle technologické
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upravy. V praci jsou sledovany vzorky ryze lesténé (bilé) a vzorky ryze paraboiled
(EFSA, 2012).
2.1 Lesténa (bild) ryze

Lesténa ryze je pfipravena piesné danymi, pomérné slozitymi postupy. Jako prvni
probiha mlaceni, kdy se zrno zbavuje klasu, zrno se poté dale loupe a tim zbavuje dvou
vnéjSich nestravitelnych vrstev plev. Pokud neprobihaji dal§i upravy, vznikd ryze
celozrnna. Pro ziskani rafinované ryze nicméné nasleduje n¢kolik stupnit béleni. Pfi
prvnim béleni se obrousi vrstva epikarpu a mezokarpu i mala ¢ast klicku. Vysledkem je
tzv. polorafinovand ryze. Pfi druhém béleni dochazi k odstranéni vrstvy endokarpu
a vznika rafinovana ryze 3. stupné. Nasleduji jesté 2 dalsi procesy béleni, kdy se ryze
zbavuje vrstvy spermodermu a aleuronu, ktery obsahuje klicek. Vyslednym produktem
je rafinovana ryze 1. stupné, ktera je jiz velmi chuda na bilkoviny, vldkninu, vitaminy
i oligoelementy (stopové prvky). Po procesech béleni je dale ryze upravena
karta€ovanim, rafinované zrno ryze se tak stava znovu hladkym a pevnym. Naslednym
olejovanim (zrno se stfika rostlinnym olejem nebo ¢astéji vaselinou) se zrno chrani pied
rozpadem na mouku. Olejovani muize, ale nemusi, pfedchazet lesténi. Béhem lesténi se
zrno stiik4 tenkou vrstvou glukdzy a mastku, aby bylo bélejsi a lesklejsi a tato vrstva
rovn&Z brani pfili§ rychlému rozpadu zrna b&hem vareni. Vysledkem je rafinovana
lesténa ryze — tedy produkt s velmi nizkou vyzivnou hodnotou (Zizka, 2007). Naproti

v

tomu je tato ryze trvanlivéj$i a méné nachylna ke zluknuti (Cushman, 2013).
Rozdé&leni lesténé ryze podle délky zrna:

e dlouhozrnnd (primérna délka 6 mm, pomér délky a Sitky vice nez 3),
e stfednézrnna (primérna délka 5,2 az 5 mm, pomér délky a Sitky méné nez 3),

e kulatozrnna (primérna délka pod 5,2, pomér délky a Sitky méné nez 2).
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2.2 Ryze parboiled

Ryze parboiled (n€kdy oznaCovana jako vaporizovana, podle terminologie EU
rovnéz predpafend) se v posledni dobé tési stidle veétSi oblibé. Ryze se upravuje

patentovanym technologickym postupem, vyvinutym v USA zhruba pied padesati lety.

Jedna se o Ctyifazovou hydrotermickou upravu zrna, pfi niz se po namaceni
neloupané ryze (paddy) pusobenim vysokotlaké pary ,,vtlaci® dovnitf zrna rozpusténé
vitaminy a mineralni latky z povrchovych vrstev, diky tomu navic povrch zrna ztvrdne a
dochdzi k pfeméné Skrobi, takze se ryze pii vateni nelepi. Pozitivem je zachovani
obsahu vitaminii a mineralnich latek. Takto opracované zrno se potom zpracovava
stejn¢ jako bézné druhy ryze, tzn. loupadnim a leSténim, ovSem vitaminy a mineralni
latky v zrnu stale zastavaji. Pti vafeni absorbuje ryze parboiled vice vody, coz zlepsuje
jeji vytéznost. Barva syrové parboiled ryze je zlutd, varem vsak prechazi v zarivé bilou.
V tpravé parboiled se prodava i ryze natural. Parboiled ryze je z vyzivového hlediska
hodnotnéjsi. Jeji energeticky obsah je jen nepatrné vyssi, ale obsah vitaminid skupiny B,
vcetné niacinu a kyseliny listové, je v porovnani s béZnou loupanou ryzi udajné téméer
dvojnéasobny. Pokud jde o mnozstvi mineralnich latek, expertni studie se shoduji, ze
u sodiku a drasliku jsou hodnoty zhruba stejné jako u bézné ryze. Zatimco hotcik
a fosfor vykazuje mirné navySeni, obsah vapniku a Zeleza dosahuje oproti klasické
loupané ryzi témét dvojnasobku (EFSA, 2012). Parboiled ryZe obsahuje zhruba 80%
nutricnich hodnot hnédé celozrnné ryze. Timto zplisobem je oSetfovano zhruba 50%

svétové produkce ryze (Miah et al., 2002).
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3. OCHRATOXIN A

3.1 Producenti OTA

OTA patfi mezi nejvyznamnéjsi toxin ze skupiny mykotoxinli kontaminujici
Sirokou Skalu potravin, s negativnim vlivem na zdravi ¢lovéka i1 zvifat. Prvni izolace
prob&hla v roce 1965 z kultury Aspergillus ochraceus péstované na sterilni kukufi¢né

mouce (van der Merwe et al., 1965a).

Mykotoxiny jsou produkovany jako sekundarni toxické metabolity toxinogennich
plisni. V soucasné dobé¢ jsou druhy — Aspergillus carbonarius, Penicillium nordicum,
P. verrucosum a A. ochraceus povazovany jako nejvyznamné&jsi producenty OTA
v potravinach. Mezi dalsi producenty patii Aspergillus westerdijkiae, A. steynii,
A. foetidus, A. lacticoffeatus, A. niger, A. sclerotioniger a A. tubingensis (Ostry et al.,
2013). Pii sledovani P. verrucosum je krom¢ produkce ochratoxinu A, zaroven c¢asto
sledovana vysoka koncentrace citrininu (Frisvad & Filtenborg, 1989). Rozsifeni téchto
plisni je klimaticky ovlivnéno. Penicillium verrucosum roste otimalné pii teplotach
nizsich nez 30 °C a pfi maximalni vodni aktivit¢ 80%, z toho divodu se nachazi
zejména v mirnych oblastech Severni Evropy a Kanady, vyskyt je zaznamenan i ve
Stredomotskych lokalitich s mirnym podnebim jako je Italie, Spanélsko, Francie
a Portugalsko. Penicillium verrucosum je cast&ji izolovano z mist s chladngj$imi
podminkami, pii vysoké vlhkosti, proto ke kontaminaci mize dojit pii nevhodnych
podminkach skladovani. Dal§im uznavanym kontaminantem je Penicillium nordicum,

ve srovnani s P. verrucosum vsak méné ¢etnym (Duarte et al., 2010).

V oblastech mirného klimatu jsou obiloviny vystaveny vyssimu riziku vzniku OTA,
protoze zrno je casto sklizeno s vysSSim obsahem vlhkosti. Pokud jsou tedy zrna
nedostatecné vysuSena, ¢i jsou delsi dobu skladovana pied suSenim, pravdépodobnost

kontaminace OTA znacné stoupa (Uysal et al., 2009).
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Zrna ryZe obsahuji zcela ptirozené vyssi procento vlhkosti, pohybuje se v rozmezi
mezi 35 az 50% (Zinedineet et al., 2007). Proto ke kontaminaci sporami plisni miize
dojit jiz na poli a béhem sklizn¢ a infikovana zrna budou obsahovat vysoké hodnoty
OTA (Pena et al., 2005). Dle studii druhy ryze jako jsou basmati, hnéda ryze, divoka
ryze vykazuji vyssi hladiny OTA, a to ze dvou ditvodt - vyssi vlhkosti zrn, nez u bézné
bilé ryze a také z divodu vyssiho obsahu aminokyselin a bilkovin (Gonzales et al.,
2006). Obecné obiloviny kontaminované OTA jsou s velkou pravdépodobnosti
kontaminovany dal§imi plisnovymi metabolity. Nasledujici tabulka znazorfiuje
optimalni rdstové podminky u dvou nejvyznamnéjSich producentt Aspergillus

ochraceus a Penicillium verrucosum.

Tab. 1 Optimdlni ristové podminky pro Aspergillus ochraceus a Penicillium
verrucosum

Riistové podminky A. ochraceus P. verrucosum
(Reddy et Bhoola, 2010)

Optimalni teplota pro rist

c 24 -37°C 20°C
plisné
Optimalni teplota pro o o
produkci OTA 3°C 20°C
Optimalni pH pro rist 3-10 6.0-7.0
Minimalni vodni aktivita
pro produkci OTA 08 0.86
3.2 Dalsi formy ochratoxini
3.2.1 Pfirozené formy

Krom¢ OTA se prirozené vyskytuje ochratoxin B — jedna se

0 dechlorovany analog OTA. Dale ochratoxin C — coZz je ethyl ester OTA,
isokumarinovy derivat OTA je ochratoxin o (Ota) a jeho dechlorovany analog
ochratoxin B (OTP). Dalsi skupinou jsou hydroxyochratoxiny — napt.: 4-R-
hydroxyochratoxin A, 4-S-hydroxyochratoxin A a 10-hydroxyochratoxin A. Dale jsou
to analogy OTA obsahujici tyrosin, lysin ¢i hydroxyprolin (Khouri & Atoui, 2010).
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3.2.2 Syntetické formy

Mezi nejbézngjsi syntetické formy patii d-OTA, ethyl amid Ochratoxinu A, &i
O- methyl Ochratoxinu A. Struktura pfirodnich i syntetickych metaboliti je odvozena
dle zakladniho vzorce uvedeného nize (viz obr. 1), v tabulce jsou zaznamenany derivaty
(viz tab. 2), které se vazi a jsou charakteristické pro dany metabolit (Khouri & Atoui,
2010).

Obr. 1 Obecny strukturni vzorec ochratoxinii

Tab. 2 Typy pFirozenych i syntetickych metabolitii OTA

C8)

Nazev R1 R2 R3 R4 R5
Piirodni formy
Ochratoxin A fenylalanin Cl H H H
Ochratoxin B fenylalanin H H H H
Ochratoxin C ethyl-ester, fenylalanin Cl H H H
Ochratoxin a OH Cl H H H
Ochratoxin 3 OH H H H H
4-R-Hydroxyochratoxin A fenylalanin Cl H OH H
4-S-Hydroxyochratoxin A fenylalanin Cl OH H H
10-Hydroxyochratoxin A fenylalanin Cl H H OH
Tyrosinovy analog OTA tyrosin Cl H H H
Serinovy analog OTA serin Cl H H H
Hydroxyprolinovy analog hydroxyprolin Cl H H H
OTA
Lysinovy analog OTA lysin Cl H H H
Syntetické formy
d-OTA d-fenylalanin Cl H H H
ethyl amid OTA ethyl amid, fenylalanin Cl H H H
O-methyl OTA fenylalanin, OHCHj; (na Cl H H H
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3.3 Nazvoslovi OTA

CAS (Chemical Abstracts Services Registry No.): 303-47-9

Nazev dle Chemical abstracts: L-Phenylalanine, N-[(5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-
3-methyl-1-ox0-1-H-2-benzopyran-7-yl)carbonyl]-,(R)-

Systematicky nazev dle IUPAC: (N-[[(3R)-5-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-7-

isochromanyl] carbonyl]-3-phenyl-L-alanine)

Synonymum nazvu: (-)-N-[(5-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-7 isochromanyl)

carbonyl]-3-phenylalanine

Strukturni vzorec:

Obr. 2 Strukturni vzorec OTA

Sumarni vzorec: CyoH15CINOg

Molekulova hmotnost: 403,8 (IARC, 1993)
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3.4 Chemicke a fyzikalni vlastnosti

Popis: slaba organicka kyselina (Khouri & Atoui, 2010), bezbarva az bila krystalicka
a bez =zapachu, krystalky OTA v ultrafialovém svétle vyzafuji zelené

a modré fluorescencni zareni V zavislosti na ptitomnosti kyseliny, ¢i zasady (IARC,

1983; IARC 1993).

Bod tani: 169 °C (van der Merwe et al., 1965a, b; Kuiper-Goodman & Scott, 1989;
IARC, 1993).

Opticka otadivost: [a]21D - 46.8 o (c = 2.65 mmol.I" v chloroformu) (Pohland et al.,
1982; IARC, 1993).

Rozpustnost: mirné rozpustny v organickych rozpoustédlech (napt.: chloroform,
etanol, metanol, xylen) (WHO, 1990; IARC, 1993). Naopak ve vod¢ a nasycenych
uhlovodicich je tézce rozpustny (Khouri & Atoui, 2010).

Stabilita: Stabilita OTA je extrémni. Pfi varu dochazi k ¢aste¢né degradaci (Miiller,
1982), nicméné viaci vysokym teplotam i kyselinam vykazuje znacnou rezistenci,
z kontaminovanych potravin je tedy velmi obtizné tuto molekulu zcela
odstranit. Krom¢ toho mize molekula OTA odolat az tifi hodinové vysokotlaké
sterilizaci parou pii 121 °C a odolava i pfi teploté 250 °C. Plsobenim gamma zaieni
(az do 7,5 Mrad) v etanolu neni OTA degradovano (Khouri & Atoui, 2010). Roztoky
ochratoxinu A jsou zcela degradovany pusobenim nadbytku roztoku chlornanu sodného
(Na;SO,) (Castegnaro et al., 1991a; IARC, 1993). Na degradaci se také podili

fluorescenéni zafeni.

3.5 OTA v potravinach

Mykotoxiny se tvoii v myceliu plisni, nebo vzacnéji v jejich sporach, a vétSinou
rychle penetruji do rGstového substratu, napt. do kontaminovanych potravin (Malif
& Ostry, 2003). Nejcastéji mohou byt kontaminovany: vino, kava, pivo, susené hrozny
révy vinné, hroznové §t'avy, vepiové maso, dribez, mlééné vyrobky, kofeni, ¢okolada
(Clark & Snedeker, 2006), fazole, ofechy, araSidy, bavlnikova semena, kakaové

a kadvové boby, dale také obiloviny — kukufice, pSenice, oves, ryze, jeCmen, Cirok
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(Pfohl-Leszkowicz et al.,, 2008). Obiloviny jsou béznou soucasti potravy
z celosvétového hlediska, jsou energeticky bohaté diky vysokému obsahu Skrobu, déle
jsou zdrojem vlakniny, bilkovin i tukt (Dewettinck et al., 2008). Zaroven jsou
obiloviny dle vyzkumu z25 - 40% kontaminovany mykotoxiny. Ke kontaminaci
dochdzi Casto v oblastech s teplymi a vlhkymi klimatickymi podminkami (zejména
Africké zemé, Jizni Asie, Jizni Amerika). Jednd se zejména o ryzi, kukufici a proso
kontaminované aflatoxiny a ochratoxiny. Ke kontaminaci mize dochazet, jak jiz bylo
zminéno, béhem nespravnych podminek skladovani (Nguyen et al., 2007). Uplnému
zamezeni vyskytu vSak nelze ptedejit, ani pii dodrzovani spravnych technologickych
postuptt béhem ristu, sklizné i skladovani plodin. Mykotoxiny mohou kontaminovat
potravinovy fetézec primarné, pii pouziti kontaminovanych surovin mykotoxiny
k vyrobé potravin nebo sekundarné, riistem plisni na potraviné a naslednou produkci
mykotoxini (Malit & Ostry, 2003). Celosvétové jsou obiloviny povazovany za
vyznamny zdroj kontaminace OTA, az 50% lidského denniho pfijmu tohoto
mykotoxinu pochazi pravé z konzumace obilovin (Vega et al., 2009). Xianven et al.,
2015 zjistili detekovatelné hladiny kontaminace OTA u 18 vzorki ryZe z celkovych
370, pouze jeden ze vzorku piesahl limit stanoveny Evropskou komisi. Tento vzorek
ptesahl hladinu 3 pg/kg. Naproti tomu Li et al., 2014 prokazali kontaminaci u 14,5%
sledovanych vzorkt ryze, s primérnou hladinou kontaminace 3,5 png/kg. Obé¢ tyto studie
byly provedeny v Cin&. Kontaminace ryze v Tunisku viak byla prokdzana v daleko
vyssich urovnich, hladiny OTA byly primérné stanoveny na 44 pg/kg ryze (Zaied et al.,
2009). V obdobné¢ studii provedené v Pakistinu se prumérna kontaminace ryze
pohybovala kolem 12,94 ug/kg (Majeed et al., 2013). Analyza vzorka cervené ryze
v Malajsii potvrdila pifitomnost OTA ve vSech analyzovanych vzorcich v rozmezi
0,23-2,48 ng/kg (Samsudin & Abdullah, 2013).

21



3.6 Toxicita OTA

3.6.1 Toxicita OTA pro zvirata

Na nefrotoxické OTA pulsobeni jsou nejvice citliva prasata (onemocnéni zv.
porcinni mykotoxicka nefropatie). Je prokdzana korelace mezi nefropatii a extrémnimi
teplotnimi a vlhkostnimi klimatickymi podminkami. Vzhledem ke globalnimu
oteplovani se by se ochratoxin - produkujici plisné mohly do budoucna projevovat stale
vice, zejména druh Aspergillus niger (Zhilong et al., 2015). Dale bylo prokazano, ze
krom¢ poskozeni ledvin OTA zpiisobuje u zvitat (napt. prasat, hlodavct, pst, ptakl
a dokonce malych piezvykavci) poskozeni zaludku (Krogh et al., 1973). Morfologicky
se poSkozeni ledvin se vyznacuje atrofii proximalnich tubuli, intersticialni fibrézou,
kortikaln¢ sklerotizovanymi glomeruly a funkéni poruchou tubularni funkce, ktera se
projevuje snizenim maximalni tubularni exkrece a zvySenim vylucovani glukézy. Mimo
to se snizuje schopnost produkovat koncentrovanou moc. Tyto G¢inky byly pozorovany
u organismd, jejichz ptivod OTA se pohyboval v rozmezi od 200 do 4000 mg/kg
krmiva (Stoev et al., 2002). Embryotoxicita, teratogenita a imunotoxicita je zpusobena
jesté vyssimi koncentracemi OTA ve srovnani s koncentracemi, které vyvolavaji

nefrotoxicitu (Benford et al., 2001).

3.6.2 Toxicita OTA u ¢lovéka
Nefropatie

Endemicka nefropatie, kdy OTA je pokladan za hlavni pfic¢inné agens onemocnéni,
pravdépodobné za spoluplisobeni dalSich neurotoxinti, byl popsan v n€kolika studiich
(Stefanovic & Polednakovic, 1991; Vukelic et al., 1992; Walker & Larsen, 2005; Fuchs
& Peraica, 2005). Akutni toxicita OTA Dbyla prokazana po inhala¢ni expozici
A. ochraceus a OTA, kdy béhem 24 h doslo k akutnimu renalnimu selhani (Di Paolo

vvvvvv
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posSkozeni a cClovék mize byt daleko Ccastéji vystaven chronickému plisobeni,
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proto je tieba se touto problematikou dale zabyvat. Byla prokazana korelace mezi
ptivodem OTA prostfednictvim kontaminovanych potravin a koncentracemi OTA
v krvi sledovanych osob a vyslovena hypotéza o mozné souvislosti s rozvojem
nefropatii a nasledné nadort ledvin (Walker & Larsen, 2005). OTA se velmi
pravdépodobné (jako jedno z vyznamnych etiologickych agens) podili na onemocnéni
zvaném Balkanska endemicka nefropatie (BEN), coz je tubulointersticialni chronické
onemocnéni postihujici obyvatelstvo Balkanu, napt. Bulharska a byvalé Jugoslavie.
Dale je povazovan za hlavni pifi¢inu chronické intersticialni nefropatie (CIN) v severni

Africe (Wafa 1998, Hassen et al., 2004).

Neurotoxicita

Je prokazano, Ze podavani OTA bifezim krysam vyvoldvd mnoho malformaci
v centralnim nervovém systému. Dale miize byt OTA pficinou vzniku 1ézi a poskozeni
na mozkové urovni, OTA se zdd jako vysoce toxickd pro nervové buiikky a muze

postihovat i nervové tkané (Khouri & Atoui, 2010).

Teratogenita

OTA je prokéazany silny teratogen. Snadno prochéazi placentou a vyvolava rizné
morfologické anomalie u plodu. Prenatdlni dysmorfogeneze byla prokdzana u krys,
mysi, kfeckt a kufecich embryi. Zavaznost malformaci zavisi na zptisobu podéni

a gestacnim obdobi (Khouri & Atoui, 2010).

Hepatoxicita

U clovéka OTA vykazuje neobvyklou toxikokinetiku, s polocasem rozpadu v krvi
840 hodin (35 dni) po peroralnim poziti. Opozdéné vylucovani toxinu u ¢lovéka mize
byt zplisobeno reabsorpci béhem enterohepatalni cirkulace, reabsorpci z moce po
tubularni sekreci nebo rozsahlou vazbou na bilkoviny. Jatra odstranuji OTA
prostfednictvim proteinovych nosict, které vazi toxin z hepatocytl a nasledné vylucuji
toxin do Zluci. Dochdzi také k pfijmu OTA proximalnimi tubuldrnimi buiikami, které
vylu€uji toxin do moci. Tyto systémy se podili na elimina¢ni toxikokinetice OTA,
a proto maji vyznamny vliv na dobu polo¢asu rozpadu a délku expozice selektivnich

organt (Petzinger & Weidenbach, 2002).
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Karcinogeneze

Nadory ledvin se Casto vyskytuji pfi dennim dietarnim piijmu nad 70 ug OTA/Kg
télesné hmotnosti za jeden den. U obyvatelstva v endemickych oblastech Balkanu
exponovanych OTA byly zjistény OTA-DNA adukty v renalni tkani a nadory (Pfohl-
Leszkowicz et al., 2007; Phohl-Leszkowicz, 2009).

Imunotoxicita

OTA muze negativné ovlivitovat jak humoralni, tak buné¢nou imunitu. Projevuje se
v inhibici B a T lymfocyti (zastaveni produkce interleukinu 2 (IL2) a jeho receptoru).
Dale blokuje aktivitu NK bungk, stejné jako produkei interferonu. Ma se za to, ze OTA
muze byt pfi¢inou onemocnéni lymfopenie ¢i regrese thymu a obecné potlacuje
imunitni odpovédi (Khouri & Atoui, 2010).

3.7 Biotransformace OTA

Pii expozici OTA se vorganismu molekuly vazi na plazmatické proteiny
a metabolizuji se na hydroxylované derivaty. Vznika metabolit 4-hydroxyochratoxin,
ktery se vyznacuje podobnymi cytotoxickymi a imunosupresivnimi U¢inky jako OTA.
V organismu miZze byt OTA Stépen na fenylalanin a chlorovany dihydroizokumarinovy
zéklad ochratoxin o (OTa), ktery se vyznacuje genotoxickymi ucinky. OTo je
vylu¢ovan v exkretech — moci i mléce zvifat exponovanych OTA. V jatrech je OTA
pfeménovan na glukurono- a sulfo- konjugaty a dochazi také ke konjugaci
s glutathionem. Tato cesta, povazovand obecné za detoxikacni, mize nicméné vést

k tvorbé elektrofilnich sloucenin s genotoxickou schopnosti (Malif & Ostry, 2003).
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3.8 Maximalni limity OTA v ryzi a charakterizace nebezpeci
Maximalni limity OTA

S cilem minimalizovat negativni dopady mykotoxint, konkrétné ochratoxinu A, na
lidské zdravi jsou zavedeny toxikologické standardy a maximalni hygienické limity,
ktera tyto dopady eliminuji. Pfi stanoveni hygienickych limit na mykotoxiny hraje roli
nékolik faktori, mezi které patii hodnoceni rizik na zdkladé toxikologickych udajt,
udaje o spotfebé potravin, znalost o vysSi a distribuci mykotoxinli v komoditach

a dostupné citlivé analytické metody.

Obsahy ochratoxinu A jsou v ramci EU (ES) limitovany Natizenimi Komise /ES/
¢. 1881/2006 ES, 105/2010 ES a 594/2012 ES, ktera stanovuji jeho maximalni limity
Vv potravinach. Nafizenim Komise ES €. 1881/2006 byl stanoven maximalni limit OTA

v ryzi ve vysi 3 pg/kg.
Charakterizace nebezpeci OTA

Problematikou charakterizace nebezpeci OTA v potravinidch se proto zabyvaly
Scientific Committee on Food (SCF) (European Commission, 1998), Evropsky tGfad pro
bezpec¢nost potravin (EFSA) (EFSA, 2006) a konecné take Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA) (JECFA, 2008) (Ostry & Skarkova et al.,
2014).

Prahovy toxicky ucinek OTA (treshhold)

a) Napf. SCF stanovil vroce 1998 ,tolerable daily intake* (TDI) = 5 ng/kg
t. hm/den.

b) EFSA v roce 2006 stanovil tolerovatelny tydenni piivod (TWI - tolerable weekly
intake) = 120 ng/kg t. hm/tyden. Experti EFSA ve svém stanovisku pfipoustéli

cvwr

hodnoty toxické davky pro nefrotoxicitu u prasat (LOAEL /,lowest observed adverse
effect level“/ = 8 pg/kg t. hm/den) Pouzili faktor nejistoty 450 na zaklad¢ dat

extrapolovanych ze zvifat na ¢lovéka, jakoz i mezidruhovou specificitu. TWI je vztazen
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na nefrotoxicitu a nezohledituje karcinogenitu, proto fada odbornikli povazuje uvedeny

bezpecnostni faktor navrzeny EFSA za nepfiméteny (viz. napf. nasledujici informace).

Bezprahovy toxicky ucinek OTA (non-treshhold)

Charakterizaci nebezpe¢i OTA v potravinach z hlediska karcinogenity OTA se
zabyvali v organizaci Health Canada. Byl stanoven ,negligible cancer risk intake-
zanedbatelny piivod z hlediska rakoviny* (NCRI) na urovni 4 ng /kg t. hm./den
(Kuiper-Goodman et al., 2010).

4. METODIKA — OBECNE
4.1 Odbér ryze

Byl pfipraven rozpis a ¢asovy harmonogram odbéru a svozu vzorkl ryZze ve ¢tyfech
odbérovych terminech vroce 2014 na 12 odb&rovych mistech v CR. Podle
zpracovaného rozpisu a Casového harmonogramu byl pracovniky feSitelského tymu
zabezpeden nakup vzork ryze vobchodni siti v CR, jejich svoz a uchovani
v laboratofich aplikované toxikologie na SZU v Bmé a dale pak parboiled ryze —
v Narodni referenéni laboratofi pro biomarkery mykotoxinii ve Zdravotnim tstavu Usti
nad Labem, regionalnim pracovisti Hradec Kralové. Celkem bylo v roce 2014 ve

¢tyfech odbé&rovych mistech odebrano ndhodnym odbérem 60 vzorki ryze.

4.2 Analytické metody pro stanoveni OTA

Metody pro stanoveni mykotoxini jsou chromatografické (Krska et al., 2001)
a enzymov¢ imunosorpéni analyzy (Heber et al., 2001). Mezi chromatografické metody
patii TLC, HPTLC, HPLC, GC (Jaimez et al., 2000). Principem chromatografickych

metod je déleni sloZzek mezi dvéma fadzemi, z nichz jedna je mobilni a druha stacionarni.
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4.2.1 Metoda HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie)

HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) (Jaimez et al., 2000) je
zalozena na separaci slozek z kapalného média. Separace probiha pii prichodu kolonou
s pevnym sorbentem. Rozpusténa zkoumana latka se vpravi pomoci injekéniho ventilu
do nosného média (rozpoustédla). Roztok je pod vysokym tlakem protlacovan pries
kolonu. Vhodné zvoleny sorbent ma takové vlastnosti, ze nékteré slozky prochazeji
kolonou rychleji, jiné pomaleji. Na vystupu z kolony je pfislusSny detektor, ktery
registruje nékterou veli¢inu (napf. UV detektor, dale fluorescenéni a vodivostni aj.).
Vysledkem signalu z detektoru v zavislosti na ¢ase je tzv. chromatogram - casové
spektrum charakterizujici danou smeés slozek. Jednotlivé vrcholy chromatogramu
odpovidaji jednotlivym slozkdm ve zkoumané smési. Plocha, pfipadné vyska
jednotlivych kiivek “pikt* pii porovnani se standardy poskytuje tdaj o mnozstvi
(kvantité¢) takto analyzovaného vzorku. HPLC lze spojit s tzv. hmotnostni detekci
pomoci hmotnostniho spektrometru (MS), nejéastéji  kvadrupolové konstrukce.
Hmotnostni spektrometrie je separacni a soucasné analytickd metoda. Jeji podstatou je
separace molekulovych iontl a fragmentl analyzované latky, které vznikly ionizaci
molekul v magnetickém poli. Drahy vzniklych iontd se zakiivuji v elektrickém
a magnetickém poli. Zménou intenzity elektrického a magnetického pole Ize dosahnout
rozvinuti hmotnostniho spektra. Spojitou zménou téchto poli ziskame hmotnostni
spektrogram. Z polohy ¢ar ve spektrogramu ziskame udaj o kvalité, z jejich vysek pak
udaje o kvantit¢ mykotoxinu. Spojeni GC-MS nam umozni jednoznacnou identifikaci

vzorku — mykotoxinu.

HPLC wvyuziva kratké, uzké ocelové kolony rovnomérné naplnéné jemnymi
pravidelnymi ¢asticemi sorbentu, coz umoznuje dosazeni vysokého rozliseni a zkraceni

doby analyzy. HPLC kolona ma zna¢ny odpor a vyZzaduje pouZiti erpadla.

Nejprve se analyzovany vzorek nastfikne bud’ pomoci injekéni stfikacky do
davkovace Rheodyne (muze se pouzit automaticky davkovac). Odplynénou mobilni fazi
(kapalina) je unasen do chromatografické kolony. Na chromatografické koloné dochézi
k déleni analytl (v naSem ptipadé mykotoxint), které jsou nasledné detekovany pomoci
nekterého z HPLC detektora, napt. UV/VIS, FLD, atd., pro mykotoxiny je ale vétSinou
vyhodnéjsi FLD.
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UV detektor sleduje absorbanci eludtu protékajiciho mikrokyvetou. Jeho vyhodou je
citlivost k latkam, silné absorbujicim UV zafeni a linearita zavislosti méfené absorbance
na koncentraci a nezavislost signalu na pratokové rychlosti eluatu. Jesté citlivéjsi je
fluorescencni detektor, kde se mez detekce pohybuje v rozmezi 10%° az 10 g latky,
kterd vykazuje fluorescenci. Detekovand latka v cele detektoru absorbuje ultrafialové
budici (excitacni) zafeni, jehoz pohlcena energie se zCasti vyzafi (emituje) ve formeé
fluorescen¢niho zéaieni o nizsi energii (vyssi vinové délce), nez ma excitacni zareni.
Emitované zafeni dopada na fotoelektricky nasobic, ktery poskytuje proud tmérny toku
emitovaného fluorescencniho zafeni a koncentraci detekované latky v cele detektoru,
ktery je spojen se zafizenim pro automaticky zaznam dat a pro vyhodnocovani

chromatogramu (Malif et al., 2003).

Vypocet obsahu mykotoxinu ve vzorku se provadi porovnanim plochy a vysky pikt
se standardy. Pristroje jsou fizeny pocitaCem, ktery umoznuje piimou komunikaci
pracovnika s pfistrojem. HPLC je v soucasnosti nejrozsirenéj$i metodou pro stanoveni

jednotlivych mykotoxind (Malit et al., 2003).
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4.2.2 Imunochemicka metoda stanoveni — ELISA

Imunoenzymaticka reakce (ELISA) je zalozena na reakci antigenu (mykotoxinu)
s protilatkou, u niz se méfi mnozstvi navazanych latek pomoci pfidani enzymem
znaceného antigenu ¢i protilatky. Méfeni se provadi spektrofotometricky (zavislost

absorbance na koncentraci) (Malif et al., 2003).

Imunoenzymatické metody délime na kompetitivni nebo nekompetitivni.

e Kompetitivni:

Ag + Ag* + AB = AgAB + Ag*AB + Ag + Ag*

VétSinou se méfi mnozstvi komplexu znaceného antigenu s protilatkou Ag*AB,

mozné je 1 mefit mnozstvi nenavazaného znaceného antigenu.

e Nekompetitivni:

Ag + AB + AB* = ABAgAB* + AB + AB*

Ve vétSiné piipadli se méfi mnozstvi navazané znacené protilatky (komplex

ABAgAB*) za ucelem dosaZeni co nejvyssi citlivosti.

Metoda ELISA se velmi ¢asto pouziva v kombinaci s imunoafinitni chromatografii.
Imunochemické metody slouzi pro screeningové stanoveni vybranych mykotoxini
V potravinach a zemédé€lskych komoditdch a jsou vyuzivany pro detekci adukta

mykotoxini s DNA nebo proteiny.
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4.3 Stanoveni OTA v ryzi
4.3.1 Bezpecnost prace s OTA

OTA je jednim z mykotoxint s toxinogennimi u¢inky. Podle Mezinarodni agentury
pro vyzkum rakoviny (IARC, WHO) nalezi do kategorie 2 B (mozny karcinogen pro
Cloveéka). Od upravy vzorkit az po ELISA ¢i HPLC stanoveni je nutno pracovat
Vv pryzovych rukavicich, pracovni ukony provadét v dobie vétrané digestofi, laminadrnim
boxu. VSechny manipulace se provadéji v novodurové mise, vylozené hlinikovou folii a
filtranim papirem. K omezeni rozliti vzorkli jsou vyuzivany podlozky SUPELCO
Glass Magnet™Sheet. Vsechny pracovni povrchy a pomicky vcetné skla jsou po
skonceni prace ihned dekontaminovany v roztoku chlornanu sodného, ktery je soucasti
provozniho tadu laboratote (Malit, 2010).

4.3.2 Chemikalie a spotfebni material
Zdakladni chemikadlie

Metanol gradient grade pro chromatografii, Lichrosolv, MERCK, obj. ¢. 106007.

Acetonitril gradient grade pro chromatografii, Lichrosolv, MERCK, obj. ¢. 100030.

Octan sodny bezvody, Suprapur, MERCK, obj. ¢. 6264.

Kyselina octova (ledova) pro analysi, MERCK, obj. ¢. 63.

Chlorid sodny, Suprapur, MERCK, obj. ¢. 6406.

Ochratoxin A, ALDRICH, obj. ¢. 85,628-2.

Dusik 4,0, GA 224, Technoplyn Linde a.s., Praha.

Ultracista voda ze zatizeni Milli Q plus, Millipore.
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Roztoky

Pufr k fedéni odparku vzorku pro ELISA stanoveni: PBS pufr pH 7,4 (0.62 g
NaH,P04.2H,0 + 5.73 g Na,HPO,4.12H,0 + 9g NaCl do 1000 ml Hzo)

Standardni roztok ochratoxinu A pro HPLC stanoveni - 4 ng.ml™: (1)

I ml pracovniho roztoku (40 gg.l’l) se doplni metanolem do odmérné baiky
0 objemu 10 ml po znacku. Roztok se uchovava v chladni¢ce a pouziva maximalné 10

dnti.
Standardni roztok ochratoxinu A 0,4 ng.ml™: (I1)

1 ml standardniho roztoku (I) se doplni metanolem do odmérné banky o objemu 10

ml po znacku. Roztok se uchovava v chladnicce. Doba pouzitelnosti 3 dny.

Spotiebni material

e ELISA souprava- RIDASCREEN® Ochtatoxin A 30/15 (Art. Nr.: R1311)

e Imunoafinitni kolonky OCHRAPREPR, P 14B, Rhone - Diagnostics
Technologies, Jemo-Trading, Bratislava nebo alikvotni od jiného vyrobce
a dodavatele, napt. Vicam, dodavatel Chromservis, Praha.

e Papirové filtry Whatman ¢. 4, MERCK, obj. ¢. 1 004 090 nebo 1 004 185.

e Membranové filtry Millipore 0, 45 um dodavatel Chromservis, Praha,

e Mikroreak¢ni vialky 2 a 5 ml (LABICOM),

e Pipety Gilson s proménnym objemem 30-200 ul a 100-1000 pl,
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4.4. Pfistroje a pomocna zafizeni

e Promyvacka BioTek ELx50

e ELISA BioTek Epoch

e HPLC- Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Spectra System, slozeny
z vakuového odplynovace SCM 400, gradientové pumpy P 2000, automatického
davkovace Spectra-Physics 3000, déale fluorescencniho detektoru Jasco, model
920 FP a konecné¢ pocitace se softwarem CSW 32.

e Vahy jemné 1. tf., Sartorius R 200 D, vyrobce SARTORIUS AG, SRN,
dodavatel SARTALEX v. d., Usti nad Labem.

e Analytickd kolona kovova, délky 300 mm, vnéj$iho priméru 8 mm, vnitfniho
priméru 4,6 mm, s naplni SPHERISORB ODS 2, 10 um, obj. ¢. 1720, Bischoff
Chromatography.

e Piedkolona Phenomenex 3 x 4 mm s naplni C18.

e Zafizeni pro Upravu ultracisté vody Milli Q plus, Millipore.

e Homogenizator Polytron PT 3000, Kinematika

e Milynek vibra¢ni Testchem-S, PLR, dodavatel ANMAT Trading, Ostrava Zabich

e Zafizeni pro fizeny pritok imunoafinitni kolonkou, vakuova jednotka BAKER
SPE 12 G s prosavaci pumpou MILLIPORE, BAKER, Velka Britanie.

e Zafizeni pro odparovani EVATERM (koncentrator LAB-EVA, LABICOM, CR)
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4.5 Postup
4.5.1 Homogenizace a extrakce a ptiprava vzorkl ryze k vlastni analyze
Homogenizace

Vzorky ryze byly nejprve zhomogenizovany po dobu 2 min na homogenizatoru

Polytron PT 3000, ¢i 3 min na vibraénim mlynku Testchem-S.

Extrakce

Bylo navadzeno 10 g takto zhomogenizovan¢ho vzorku ryze, ke kterému byla
piidana smés 40 ml acetonitril:voda (60:40 v/v) za dikladného protiepani na Vortexu

po dobu 90 s a nasledné byl vzorek zfiltrovan.

Filtrat by zfedén PBS pufrem — a to tak, ze ke 4 ml filtratu (coz odpovida 1 g
vzorku) bylo ptfidano 44 ml PBS pufru pH 7,4.

Separace OTA na imunoafinitni kolonce

Princip

Imunoafinitni kolonky obsahuji suspenzi gelu, na kterém jsou navazany
monoklonalni protilatky. Na tyto protilatky se navaze ptislusny antigen, kterym je zde
OTA, pokud je ve vzorku ptitomen. Ostatni tzv. balastni latky, které se mechanicky
zachytily v gelu, jsou odstranény z kolonky mycim roztokem. Pouzitim okyseleného
metanolu jako eluéniho c¢inidla se OTA wuvolni z komplexu antigen-protilatka.
S imunoafinitnimi kolonkami bylo pracovano v souladu s firemnim doporu¢enim

Ochraprep® (R-Biopharm AG-IAC, Darmstadt, Germany).

Interference

Pii stanoveni OTA se mohou ruSivé projevit latky vykazujici fluorescenci pfi
stejnych vlnovych délkach, u ELISA fotometrického stanoveni se jednd o vlnovou
délku 450 nm. V navodu ELISA soupravy RIDASCREEN® OTA 30/15 je uvedena
skfizena reaktivita: OTA =100 %, ochratoxin C = 44 %, ochratoxin B=14 %, ochratoxin
a= < 0,1 %), ktera vSak pii pouziti imunoafinitnich kolonek, kdy je specificky

zachycen a uvolnén pouze OTA, odpada.
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Vlastni separacni postup

Potfebny pocet imunoafinitnich kolonek OCHRAPREP byl vyndan z chladnicky

a ponechan po dobu 30 min az 1 hod pii teploté laboratote - s cilem temperace kolonek.

Do prosavaciho =zafizeni Bakerbond byla umisténa takto kondicionovana
imunoafinitni kolonka a byl z ni pomalym prosatim odstranén pufr. Do PE nadobky nad
adaptérem nad touto imunoafinitni kolonkou byl umistén cely ftedény filtrat
(viz b. extrakce) o objemu 48 ml, ktery byl opatrné prosat kolonkou rychlosti cca
1 ml/min. Potom byl kolonkou asi po dobu 15 s prosat vzduch. Nasledné byla kolonka
promyta 2 x 10 ml PBS pufru. Pak byl kolonkou opét prosat vzduch. Nakonec byla
kolonka extrahovana elu¢ni smési = 4 ml metanol:kys. octova (98:2 v/v). Metanol byl
odparen do sucha pod proudem dusiku a odparek byl tésné pred vlastnim stanovenim
rozpustén v 500 pl smési metanol: kys. octova (98:2v/v). V piipadée, ze vzorek nebyl
bezprostiedné analyzovan na HPLC ¢i ELISA, byl odparek uloZen v mrazicim boxu

a obnoven tésn¢ pred vlastnim stanovenim (Malit, 2010).

4.5.2 Analytickd koncovka

ELISA

Pro ELISA stanoveni byl nasledné¢ odparek rozpustén v 0,5 ml pufru

(hydrogenuhli¢itanu sodného o pH 8,1).

Kvantitativni stanoveni OTA ve vzorcich ryze — ELISA test
Stanoveni ochratoxinu A.
Parametry validace metody: detekéni limit po predseparacich OTA na

imunoafinitni kolonce pro obili a krmiva = ca. 50 ppt (= ng/kg)
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Tab. 3 Koncentrace standardn (znazornéni v grafu)

Koncentrace absorbance

standardd @j.) a.J. , Ochratoxin A
(ppt) 2T

st. 0 1,869 e —~

st. 50 1,745 14 \\
1,2

st. 100 1,282 ; ~

st. 300 0,721 08 N

st. 900 0,334 0,6 \\

st. 1800 0,204 0,4 ~—_]
0,2 I

0 ! ! I T T i

st. 0 st. 50 st. 100 st.300 st.900 st. 1800

Priprava konjugdtu

Enzymovy konjugat v lahviéce s ¢ervenym vickem byl nafedén do zkumavky nebo
malé lahvicky v poméru 1+10 (1:11) zfedénym pufrem. Mnozstvi konjugatu bylo
odhadnuto podle ptedpokladaného mnozstvi vzorkd. Napt. davka pro 4 prouzky — stripy
(pro 4x8 stanoveni) byla v mnoZzstvi 200 ul konjugatu a 2,00 ml pufru. Bylo mozné
nafedény konjugat piipravit do vanicky a nasledné bylo mozné vyuzit i osmi kanalovou

pipetu pro rychlou manipulaci.

Pipetovani vzorku a standardii

Pozadovany pocet stripit byl umistén do rdmecku. Pro kazdy vzorek a standard je
nutnd jedna zied'ovaci jamka. Do kazdé jamky bylo napipetovano 50 pl vzorku nebo
standardu. Standardt v ELISA testu bylo celkem 6, o koncentracich: 0, 50, 100, 300,
900, 1800 ppt. Vzorky byly davkovany do jednotlivych jamek v doubletu (dvojmo).
Protoze byly ocekavany mozné vyssi koncentrace ochratoxinu A ve vzorcich ryze, byly

proto tyto vzorky pfislusnym zptisobem (uvedenym v tab. 4) nafedény.
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Tab. 4 Schématické zndazornéni pipetovanych standardii a vybranych vzorkii

1 2 3 4

A st. 0 6 38 03 (10x)
B st. 50 8 40 03 (15x)
C st. 100 10 42 61 (5x)

D st. 300 12 44 61 (10x)
E st. 900 14 02 (5x) 61 (15x)
F st. 1800 32 02 (10x) sl. vzorek
G 2 34 02 (15x) sl. vzorek
H 4 36 03 (5x) sl. vzorek

Pozn. k redéni:
100 ul vzorku pfidanim: 400 ul NaHCOj3; (5x)
900 pl NaHCOs3 (10x)
1400 pl NaHCO3 (15x)

Pipetovani konjugdtu a inkubace

Do jednotlivych jamek bylo pipetovano 50 pl piipraveného konjugatu. Stripy
v ramecku byly jemné promichany krouzivym pohybem a nasledné byly inkubovany po

dobu 30 min na temném misté pti laboratorni teploté.

Priprava promyvaciho pufru

Pak byl pfipraven promyvaci pufr PBS-Tween do promyvaciho zafizeni-
promyvacky. Cely sacek z testovaci sady byl rozpustén v jednom litru destilované
vodya pielit do PE lahve u promyvacky. Doba pouzitelnosti roztoku je 4 — 6 tydni pii
teplot¢ 2 — 8 °C. ZkuSebni stripy (prouzky) byly promyty celkem 3x zkuSebnim

promyvacim roztokem- z divodu proc€isténi jehlovych trysek.

Promyvaci proces

Po 30 minutach byly stripy vyjmuty z ulozeni v temnu a n¢kolikrat vyklepany na
pfipravené ubrousky - s cilem vysuSeni jamek. Odstranila se tak zbyvajici kapalina.
Nasledné byly tyto stripy vlozeny do promyvacky (viz obr. 3) a 3x promyty. Poté byly

opét vyklepany do bunicité vaty s cilem odstranéni zbylych kapek.
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Obr. 3 Promyvacka BioTek ELX50

Chromogen substrat

Do jednotlivych jamek bylo napipetovano 100 pl chromogen substratu (hnéda
lahvicka) a opatrné rucné promichano krouzivym pohybem na rovné plose. Nasledné

byly stripy (prouzky) inkubovany po dobu 15 minut - opét v temnu.

STOP substrat

Po uplynuti 15 minut bylo opatrné piidano 100 ul STOP substratu (zluté vicko
lahvicky) do kazdé jamky, diky kterému dojde ke zméné barvy.

Meéreni pomoci ELISA test

Absorbance (v a.j. = absorbanc¢nich jednotkach) byla méfena pti vinové délce 450

nm (viz. obr. 4), nejdéle do 30 minut od pfidani STOP substratu.
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Obr. 4. Spektrometr ELISA BioTek Epoch

Vysledky ziskané méfenim OTA na ELISA fotometru byly konfirmovany na
HPLC-FLD.
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4.5.3 Stanoveni obsahu OTA ve vzorku metodou HPLC

Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s fluorescenéni detekei je
akreditovand ovéfena metoda pro detekci a kvantifikaci OTA v ryzi (CSN EN 1SO /
IEC 17025). Validace metody byla provedena dle protokolu schvaleného AOAC,
se zasadami pro vypocet stanovitelnosti metody ICH (International Conference of
Harmonization), obecnych zasad pro vysokoué¢innou kapalinovou chromatografii. Tato
metoda byla akreditovana Ceskym institutem pro akreditaci (CSN EN 1SO / IEC
17025).

Validace HPLC metody

Metoda stanoveni byla v souladu sniZze popsanym postupem méfeni nejprve

zvalidovana.

Byly zjistény: mez detekce: 0,1 ug/kg *; mez stanovitelnosti: 0,3 pg/kg*; max.
stanovitelny obsah: 10 png/kg*; nejistota stanoveni < 20 % **; * Uvedené hodnoty plati
pii ptipravé vzorku dle pouzité metody;, ** Nejistota stanoveni je vyjadiena jako
roz$itend nejistota (koeficient rozsifeni = 2) zméfenim na certifikovaném referencnim

materialu (European reference materials- konkrétné ERM-BC211).

HPLC, nastaveni pristroje a uvedeni do chodu

Ptiprava kapalinového chromatografu (viz. obr. 5 a 6) k analyze a prace se fidila dle
pokynli ndvodu stanovené¢ho vyrobcem. Pred samotnym zapocetim méfeni byla
chromatograficka aparatura spusténa a pracovala nejmén¢ 60 min ,naprazdno* pro
ustaleni podminek na chromatografické koloné a detektoru. Podminky stanoveni byly
nastaveny dle manudlu pfistroje. S praci se mohlo zacit tehdy, kdyZ se po nadavkovani
metanolu pii zapnutém fluorescencnim detektoru ukazala rovna zékladni linie (Malif,

2010).

Podminky chromatografického stanoveni

Pro stanoveni OTA na HPLC byla pfipravena mobilni faze o slozeni: metanol:
acetonitril: 0,005 mol/l octan sodny:kyselina octova v poméru 300 ml:300 ml1:400 ml:14

ml (v/v/v/v). Pritok mobilni faze byl nastaven na 1,5 ml/min.

39


http://web.jrc.ec.europa.eu/ermcrmCatalogue/details.do?id.erm_code=BC211

Nastaveni fluorescen¢niho detektoru: A Ex (excitace) 333 (340) nm, A Em (emise)
465 nm, Gain = 1000, (Sife pasma EM: 18). Fluorescen¢ni detektor Jasco FP-920 byl

zapnut 15 min. pred zapocetim samotného méteni (Malit, 2010).

Pfi dodrzeni téchto podminek byl eluéni ¢as ochratoxinu A pfiblizné mezi 7-9 min

pfi pfimém stanoveni (Malit, 2010).

Analyza vzorku na HPLC

Odparky rozpusténé v metanolu, tj. adjustované vzorky, standardy a slepy vzorek
0 objemu 50 pl byly nastiiknuty do kapalinového chromatografu a bylo provedeno
stanoveni obsahu ochratoxinu A metodou HPLC. S kazdou sérii analyz byly soucasné
analyzovany slepy vzorek a dale standardni roztoky OTA 0,4 ng/ml, 4 ng/ml a ptipadné
také kontrolni material, nebo material s pfidavkem OTA (Malit, 2010).

Standardy byly prométovany vzdy na zaCatku a na konci série vzork tak, aby pocet
analyz standardii dosahl 20 % poctu analyzovanych vzorki, a to v potfadi: slepy vzorek,
standard 0,4 ng/ml, standard 4 ng/ml, dale byly zméteny vzorky zpracované ryze

(Malif, 2010).

Po skonceni analyz byla kolona promyta smési metanolu a vody (1:1) - po dobu 20
min. Déle byla kolona promyvana 10 min vodou a roztokem acetonitrilu a vody (1:1) po
dobu pfiblizné 70 min. Nakonec byla kolona konzervovana smési metanolu a vody (1:1)

(Malit, 2010).
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Obr. 6 Prosdvaci za¥izeni (J. Toman ©)
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Kalibrace

Kalibraéni kiivka

Pro ovéfeni linearity pii danych parametrech analyzy byla Sestrojena kalibraéni
kiivka, tj. zavislost ploch pikii na koncentraci ochratoxinu A a byla ovéiena-
konfirmovana. Koncentra¢ni body pro sestaveni kalibra¢ni kiivky: 0,125, 0,25, 0,5, 1,0,
2,0, 4,0 ng/ml (ug/l).
Vypocet

Pomoci programu CSW 32.
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5. VYSLEDKY

Vysledné méteni (viz tab. 4) koncentraci OTA (ppt = ng/kg) Vv ryzi bylo provedeno
V tripletu, tj. celkem tfikrat.

Tab. 4 Koncentrace ochratoxinu A v ryfi zjisténé na fotometru ELISA
Vzorky n n+ Aritm.  Median  Perc.90% Min Max

%) (%)  Primér  (g/kg)  (ug/kg)  (nglkg) (ng/kg)
(9/kg)

ryze 60 58 0,15 0,15 0,17 0,05 0,17
(100)  (96,7)

n, poCet vzorkli; n+, po€et pozitivnich vzorkt (2 50 ng/kg); %, pozitivnich vzorki

Graf 1. Grafické zndzornéni ndhodné vybranych primérnych koncentraci OTA
v ryZi

o konc.oTA  Koncentrace OTA ve vybranych vzorcich ryze
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V grafu (viz graf 1) jsou zaznamenany koncentrace OTA ve 14 nahodné vybranych
testovanych vzorcich ryze. Koncentrace OTA vSech vzorkl ryze zméfené na ELISA
fotometru se pohybovaly v rozmezi 0,05 - 0,17 pg/kg (ng/g), coz je v souladu s HPLC
stanovenim, kde byly v§echny koncentrace niz$i nez mez stanovitelnosti, tj. < 0,3 pg/kg.
Z4dny z méfenych vzorkd ryZze neobsahoval vys§i koncentraci OTA, neZ je maximalni
povoleny limit — a to 3 pg/kg (ng/g). Vzorky, u kterych koncentrace OTA byly vyssi
nez povoleny limit ve vysi 3 pg/kg, nebyly vzorky zakoupené ryze, ale jednalo se

o kontrolni referenéni material.
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6. DISKUZE

V letech 2004-2005 se bylo pfedmétem studie celkem 209 vzorkt rtznych skupin
bézn¢ konzumovanych potravin v Tunisu. Byly zjistovany kontaminanty - aflatoxiny,
OTA pomoci testu ELISA. Vysledky ukazaly, ze majoritnim kontaminantem
je OTA s prumérnou koncentraci 3,5 + 5,3 ng/g a to v 59,8% zkoumanych vzorkd.
Zajimavé je ale, Ze ryZze patiila mezi nejméné kontaminované potraviny (Ghalia et al.,
2008).

Juan et al. v roce 2008 ve své studii zaméfené na méteni ochratoxinu A v ryzi
a susenych plodech zjistili koncentrace OTA v rozmezi od 0,02 + 0,01 az 32,4 + 2,10
ng/g, piiCemz by hladina neméla piesahovat hodnotu 0,02 ng/g. Vysledky této prvni
studie v Maroku ukazaly, ze 15% z celkového poctu vzorki ryze piekroCily limity
stanovené predpisy EU. Dalsi vyzkum byl zaméfen na stanoveni ochratoxinu A v ryzi
pomoci HPLC po piedchozim pred¢isténi na imunoafinitni kolonce. Limit detekce byl
opét dle normy EU 0,2 ng/g. Ze 182 analyzovanych vzorkl ryze bylo kontaminovano
6% a to v rozmezi 0,2 - 4,8 ng/g, primérna kontaminace vSech analyzovanych vzorki
byla 1,6 ng/g (Feizy et al., 2011). S vyuzitim stejné metodiky probé&hlo testovani
42 vzorki ve Spanélsku, LOD byl stanoven na 0,05 pg/kg. OTA bylo zji§téno v 3esti
vzorcich pii koncentracich v rozmezi 0,09 az 3,52 pg/kg (Pena et al., 2005). Obdobné
studie vzorkii ryZe z hlavnich obchodnich fetézcti Teheranu a franu piinesly pozitivni
nalezy OTA pro 69 vzorkt ze 100. Limit byl stanoven na 0,03 az 0,1 mg/kg, pti¢emz
rozsahy OTA byly 1,37 + 5,72 az 0,15 - 46,79 mg/kg. Vétsina kontaminovanych
vzorkll nepfesahovala limity pro obiloviny dle Iranské normy (ISIRI). Vzhledem
k pomérné vysokym hodnotam OTA v nékterych vzorcich a zaroveil i vzhledem
k moZné spotiebé jinych potravin kontaminovanych OTA vSak muiZe byt pfijem této
toxické latky vysSi, neZ je jeji prozatimni tolerovatelny denni stanoveny limit
FAO/WHO (Hadian et al., 2008). V korejské studii zaméfené na analyzy mykotoxina
byl jako nejCastéjsi kontaminujici mykotoxin stanoven OTA. Jeho hladina
v nékterych vzorcich ptesahla pfipustnou mezni hodnotu limitu v EU ve vysi 3 ng/g
(Je Won et al., 2005). Ve Svédsku byly studovany vzorky ryze odebrané na
maloobchodnim trhu s cilem zjistit obsah mykotoxint a to konkrétné v ryzi basmati
a dlouhozrnné ryzi. U vzorkt byl na HPLC analyzovan obsah OTA a dalsi mykotoxiny.

Vysledky prokazaly pouze aflatoxiny, které jsou Casté¢ kontaminanty dovozové ryze
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(Frelund et al., 2009). Kanadska studie analyzujici mykotoxiny v ryzi pfinesla vysledky
pro vzorky odebrané v roce 2007, kdy celkem 100 vzorki vykazovalo koncentrace OTA
0,05 ng/g. Ve ¢tyfech vzorcich byla zjisténa hodnota 0,2 ng/g, jednalo se o hnédou ryzi
a sushi ryzi. Druhy odbér vzorkl byl zrealizovan v roce 2008, kdy bylo odebrano
celkem 99 vzorka ryze, pouze jeden vzorek vykazoval vyssi koncentraci OTA a to 0,49
ng/g. Celkové vysledky této studie prokazaly vyssi hodnoty OTA v hnédé ryzi (Bansal
et al., 2011). Ze 100 vzorkt zkoumanych ve vychodnim Turecku byly zjistény
prokazatelné koncentrace OTA u 38 vzorku. Tti z téchto vzorklh mirné piesahly
ptipustné limity (3,02 pg/kg), jednalo se o vzorky odebirané pii vysoké relativni
vlhkosti, tedy za vhodnych podminek pro vyskyt producentd tohoto mykotoxinu
(Buyukunal et al., 2010).

V Brazilii byla provedena analyza celkem 230 vzork ryze a ryzovych produktt pro
stanoveni spole¢ného vyskytu mykotoxini. Vzorky byly analyzovany v letech 2007-
2009. OTA byl prokazan u 40 % vzorkl, 55 % vzorku nepiesahlo hladinu OTA nad
0,11 pg/kg. 28% vzorku bylo kontaminovano od 0,20 - 0,24 ng/kg. Zajimavé vsak je, ze
nejvyss$i urovenn kontaminace byla prokdzana ve vyrobcich z ryze, a to zejména
produktech ziskanych z ryzovych slupek a ryZzovych otrub (Almeidaa et al., 2012).
Margo et al., 2006 prokazali vy$si zastoupeni plisnovych kontaminanti u neloupané
a hnédé ryze nez u ryze bilé a dlouhozrnné, které prochazi upravami pted jejich
uvedenim na trh. Objevuji se i studie zkoumajici optimalni podminky pro rist plisni
a pritomnost mykotoxind. Cilem jedné takovéto studie bylo zjistit vliv teploty pro rist
plisni a pfitomnost OTA a citrininu (CIT) u riznych obilovin (pSenice, tritikale, Zito,
je¢men, kukufice, ryze). Pfipravené zvlh¢ené substraty byly nao¢kovany P. verrucosum
a skladovany v autoklavu pii teploté 10 °C, 20 °C a 30 °C po dobu 40 dni. Rist plisni
byl pozorovan u vsech obilovin pfi vSech teplotach. Maximalni trovné rustu plisni byly
zhodnoceny pii 30 °C a to v rozmezi 401 - 3280 mg/kg obilovin. Mezi testovanymi
obilovinami, byl nejvyssi obsah plisni pfi kazdé teploté zjiStén u ryze. Nejvyssi
akumulace OTA a CIT byla zjisténa ve vzorcich skladovanych pfi teplotach 20 °C a 30
°C, optimalni podminky pro produkci obou mykotoxini jsou za teploty 20 °C.
Maximalni zji§téna koncentrace OTA (31,9 + 4,3 ng/kg™) a CIT (74,8 + 5,7 pg/kg) byla

stanovena v ryzi. Pii teplot¢ 10 °C k produkci mykotoxinli nedochédzi. Optimalni
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podminky pro rist plisni tedy nejsou shodné s optimalnimi podminkami pro produkci

mykotoxinid (Wawrzyniaka & Waskiewiczb, 2014).

Pro plisn¢ Penicillium verrucosum a Penicillium nordicum se hodnotily podminky
pro produkci OTA - médium, pH, teploty, mikrobialni ziviny, inkuba¢ni doby a stopové
prvky. Jako nejproduktivnéj$i médium pro stfedni a maximalni mnozstvi OTA pro oba
druhy bylo stanoveno Czapek Yeast Extract agar. Optimalni pro rist mycelia i produkci
OTA je pH vrozmezi 5,5 - 5,6, teplota 25 - 30 °C a kvasni¢ny extrakt (1%). Idealni
inkubac¢ni doba je 12 az 15 dni a to jak pro P. verrucosum i pro P. nordicum. Pfitomné
stopové prvky Zn* Mg®* silng ovliviuji produkci OTA, naopak Cu®" a Fe®" snizuji
produkci OTA 0 30-40%, coz bylo konfirmovano analyzami na HPLC (Koteswara Rao
etal., 2013).

Bansal et al. ve studii zroku 2011 publikovali vysledky z méfeni mykotoxint
Vryzi. Vzorky byly odebrany v letech 2007 a 2008. Primérna koncentrace OTA
zjisténd ve vzorcich odebranych v prvnim roce byla 0,05 ng/g. Pouze ve c&tyfech
vzorcich byly detekovany koncentrace OTA vyssi a to 0,2 ng/g, tii z téchto vzorkl byly
odebrany v USA a jeden byl z Indie. Vzorky odebrané v dal§im roce koncentraci 0,05
ng/g v priméru neptesahovaly, s vyjimkou jednoho vzorku ryze odebraného z Thajska.

Jednalo se o koncentraci 0,47 ng/g.

Koncentrace mykotoxinti byly zjistény vryzi ucelkem 80 vzorkd dovazenych
do Indie a Pakistanu v obdobi od ledna 2011 do srpna 2012. Byly zji§tény koncentrace
ochratoxinu A 0,96 ng/g. K Meéfeni bylo vyuzito HPLC s pfed¢isténim
na imunoafinitnich kolonkach (Mosayebi & Mirzaee, 2014).

V jedné z nejnovéjsich studii bylo testovano celkem 370 vzorku ryze ziskané ze
Sesti provincii v Ciné s cilem stanoveni obsahu aflatoxini a OTA. Kontaminace OTA
byla zjisténa pouze u niz§iho procenta vzorki - 4,9% (18/370). Primérna hodnota OTA
u téchto vzorki ¢inila 0,85 mg/kg. Urovné OTA byly nad limit EU piekroteny pouze
u jednoho ze vzorki, nicméné vytvofeni souvislého monitorovaciho programu pro

prevenci a fizeni téchto kontaminanti je povazovano za vhodné (Xianwen et al., 2015).

47



Hyun & Dojin, 2015 zjistili pfitomnost OTA v hlavnich obilovinach, které¢ se
uzivaji pro vyrobu ceredlii. Celkem 489 vzorkt kukufi¢nych, ryzovych, obilnych
a ovesnych cerealii byly pravidelné odebirany a sledovany po 2 roky (z maloobchodu
USA). 205 vzorkl (42%) bylo kontaminovdno OTA v rozmezi 0,10 az 9,30 ng/g.
Urovné OTA byly povétsinou pod limitem nafizeni Komise EU (3 ng/g), ale vyskytly se
1 vyjimky. Konkrétné ryzové ceredlie byly kontaminovany v 15% ptipadi (10/66).

Ve studii z roku 2011 se autofi zabyvali prinikem mykotoxind pfi upravé na tzv.
parboiled ryzi. Vzorky byly odebrany z brazilského trhu v pribéhu roku ve ctyfech
obdobich — v inoru, kvétnu, srpnu a listopadu. OTA byl zaznamenan u 12,5 % vzork,
z toho koncentrace u 9 % vzorki piekrocila legislativni limit. Bylo zjiSténo nékolik
poznatkl. Nejvice vzorkli kontaminovanych OTA bylo prokazdno ve vzorcich
odebranych v kvétnu, coz lze vysvétlit pravdépodobnéjsi kontaminaci plisnémi béhem
sklizné. Nejvyssi relativni vlhkost prostfedi, kterd dosahuje kolem 80%, je v obdobi od
srpna do listopadu, s ¢imz souvisi také zvySena vlhkost ryzovych zrn. Vlhkost ryze
potom zavisi také na kvalité obaltl, které by mély branit zméndm ve vlhkosti vysledného
produktu. Uprava na ryzi parboiled navysuje mnoZstvi mineralnich latek a proteind
zhruba o 30% ve srovnani s bilou ryzi (Dors et al., 2009). Dal§im poznatkem je velmi
nizky obsah fenolickych slouc¢enin u vzorka kontaminovanych OTA, coz se vysvétluje
tim, Ze zrna ryZe s niz§im obsahem téchto slou€enin, jsou nachylnéjsi ke kontaminaci
plisnémi. Zrna ryZe kontaminované plisnémi tedy obsahuji vys$§i mnozstvi mineralnich
latek, proteinti a vitaminl, a zaroven nizké procento fenolickych sloucenin. Nasledné

muze dochazet k priniku produkovanych mykotoxinti v procesu piedpaieni (Dors et al.,
2011).

Sledovani mykotoxinli v potravindch je =zafazeno v systému monitorovani
zdravotniho stavu obyvatelstva Ceské republiky. Jako vyznamné se povazuji predeviim
pozdni toxické ucinky po pfijmu nizkych jednordzovych nebo opakovanych koncentraci
mykotoxinil v potravinach. Koncentrace OTA byla méfena ELISA fotometrem, po
piedchozi extrakci vzorkli na imunoafinitnich kolonkéch. Diky regulacim soucasnych
legislativnich norem, které stanovuji maximalni limity OTA vryzi a dalSich

potravinach, u nichz hrozi kontaminace mykotoxiny, jsou mozZna rizika pro
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obyvatelstvo eliminovadna. Pro zdravi populace v soucasné dobé ryze nepiedstavuje

vyznamné zavazné riziko, nicméné je potiebné obsah OTA v ryzi nadéle sledovat.
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7. ZAVER

OTA patii mezi zemédélsky a také toxikologicky nejvyznamnéjsSi mykotoxiny.
V poslednich letech se stal pfedmétem, jak mnoha toxikologickych studii, tak studii,

zamétenych na hledani jeho novych expozi¢nich zdroju.

Diky nezadoucim toxickym ucinkim je nutné fidit riziko OTA a minimalizovat
jeho dopady na lidské zdravi. V né&kterych zahraniénich studiich, zaméfenych na
stanoveni OTA v ryzi, byly zjistény relativné vysoké koncentrace OTA, které by se
mohly projevit v lidském organismu toxicky, coz bylo divodem realizace této studie

v CR, protoze zde tyto komplexni udaje chybgji.

Zvlastni pozornost byla vénovana zjisténi koncentraci OTA také v parboiled ryzi,
po ptredchozim vy¢isténi na imunoafinitnich kolonkdch a nasledném fotometrickém
ELISA stanoveni. Konfirmace ziskanych vybranych vysledkt byla provedena na HPLC
S FLD detekei. Fotometricky zjisténé koncentrace OTA v ryzi byly na HPLC — FLD

nalezeny pod mezi stanovitelnosti ( < 0,30 ug/kg).

Hypotézu, Ze se pii upravé tzv. parboiled ryze se do ni dostavaji kromé vitamini
a latek s benefitnim ucinkem na organismus ¢lovéka, také napf. riizné toxiny, napf.

OTA, tyto vysledky nepotvrdily.

Na zdklad€¢ zde zjiSténych prezentovanych vysledkii lze uzavtit, Ze pro zdravi
populace v CR ryze alespon zatim neptedstavuje z hlediska mykotoxinu ochratoxinu A
vyznamné zdravotni riziko. Vysledky koreluji se studii kanadskych autorii (Bansal et

al., 2011).

I ptes zjisténi relativné velmi nizkych koncentraci OTA v ryZi, vSak bude,
pfedevS§im z divodu globalizace potravinového trhu, potfeba alesponi intermitentné

obsah ochratoxinu A a piipadné dal$ich mykotoxini v ryzi v CR sledovat.
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9. SEZNAM OBRAZKU, TABULEK A GRAFU
Obr. 1 Obecny strukturni vzorec ochratoxinii
Obr. 2 Strukturni vzorec OTA
Obr. 3 Promyvacka BioTek ELX50
Obr. 4 Spektrometr ELISA BioTek Epoch
Obr. 5 HPLC s prislusenstvim (J. Toman ©)

Obr. 6 Prosavaci zarizeni (J. Toman ©)

Tab. 1 Optimdlnt riistové podminky pro Aspergillus ochraceus a Penicillium verrucosum
Tab. 2 Typy pFirozenych i syntetickych metabolitic OTA
Tab. 3 Koncentrace standardii (zndzornéni v grafu)

Tab. 4 Koncentrace ochratoxinu A v ryzi zjisténé na fotometru ELISA

Graf 1. Grafické znazornéni ndhodné vybranych primérnych koncentraci OTA v ryzi
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