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vivs

produkované nékolika druhy vlaknitych mikroskopickych hub a to zejména druhy
rodu Aspergillus a Penicillium. OTA vykazuje akutni i chronickou toxicitu a tim
predstavuje velké riziko pro lidskou populaci. Na zakladé mnoha provedenych
studii OTA prokazatelné vykazuje toxické ucinky, jako jsou nefrotoxicita,
hepatotoxicita, neurotoxicita, teratogenita, imunotoxicita, genotoxicita
a karcinogenita (karcinogen skupiny 2B).

Tento vSudypritomny a prirozené se vyskytujici mykotoxin, kontaminujici
suroviny, potraviny a krmiva, prispiva ke zna¢nym ekonomickym ztratam na celém
svété. OTA se vyskytuje v potravinach zZivocisSného (vejce, ryby, driibez a mléko),
ale predevsim rostlinného plivodu jako jsou obiloviny, mouka, kakaové boby,
kavova zrna, arasidy, susené ovoce, 1é¢ivé rostliny.

Pouziti fytoterapie ma na celém svété dlouhou historii a tvori diilezitou cast
tradi¢ni mediciny. Vzhledem k celosvétovému rozsireni vyuZzivani 1écivych bylin
a pripravkii znich vyrobenych je velice dulezité dbat na bezpecCnost téchto
rostlinnych produkta.

Cilem této diplomové prace je stanoveni mnoZstvi ochratoxinu A u riiznych druhi
farmaceuticky vyznamnych bylin a dale pak experimentalni zjiSténi mnoZstvi
ochratoxinu A, které prechazi do pripravkl (odvari a tinktur) z nich vyrobenych,
coZ ma vyznam pro posouzeni dietarni expozice OTA a realizaci "studie celkového
stravovani" (TDS). TDS muze byt dopliitkovym nastrojem pro odhad dietarni
expozice obyvatelstva ochratoxinu A, protoze analyzuje obsah ochratoxinu A nejen
v bylinnych matricich, dostupnych na trhu v CR, ale pedev$im v realnych vzorcich
odvart a tinktur z téchto bylin ptripravenych.
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Anotation

ZNAMINKOVA E., 2020: Transfer of mycotoxin ochratoxin A (OTA) from selected raw
pharmaceutical herbs into their products. Hradec Kralové: Faculty of Science,
University of Hradec Kralové, 71p. Diploma thesis

The mycotoxin ochratoxin A is one of the most serious secondary toxic metabolites
produced by several species of filamentous microscopic fungi, especially species of
the genera Aspergillus and Penicillium. OTA shows both acute and chronic toxicity
and thus poses a great risk to the human population. Based on many studies
performed, OTA has been shown to have toxic effects such as nephrotoxicity,
hepatotoxicity, neurotoxicity, teratogenicity, immunotoxicity, genotoxicity and
carcinogenicity (carcinogen group 2B).

This ubiquitous and naturally occurring mycotoxin contaminating raw materials,
food and feed contributes to significant economic losses worldwide. OTA occurs in
food of animal origin (eggs, fish, poultry, and milk), but mainly of plant origin such
as cereals, flour, cocoa beans, coffee beans, peanuts, dried fruits, medicinal plants.
The use of phytotherapy has a long history around the world and forms an
important part of traditional medicine. Due to the worldwide expansion of the use
of medicinal herbs and preparations made from them, it is very important to pay
attention to the safety of these herbal products.

The aim of this thesis is to determine the amount of ochratoxin A in various types
of pharmaceutically important herbs and then experimentally determine the
amount of ochratoxin A, which passes into preparations (decoctions and tinctures)
made from them, which is important for assessing dietary exposure to OTA and
catering "(TDS). TDS can be an additional tool for estimating the dietary exposure
of the population to ochratoxin A, because it analyses the content of ochratoxin A
not only in herbal matrices available on the market in the Czech Republic, but
especially in real samples of decoctions and tinctures prepared from these herbs.
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Terminologicky slovnik

Adsorpce Hromadéni plynné nebo rozpusténé
latky (adsorbatu) na povrchu jiné latky

Afinita Schopnost chemickych latek slucovat se
s jinou latkou nebo c¢astici

Albumin Jeden z proteinti krevni plazmy, tvoiici

60 % vSech plazmatickych bilkovin

Bazolateralni membrana

Cast plazmatické membrany, ktera
vytvari jeji bazalni a lateralni povrchy

Biotransformace Preména chemické struktury latky
plisobenim Zivého organismu

Citrin Mykotoxin produkovany plisnémi rodu
Aspergillus a Penicillium

Distalni tubulus Kanalek (tubulus) v ledvinég, ¢ast

nefronu navazujici na Henleovu klicku

Enterohepatalni cirkulace

Proces, ktery oznacuje obéh urcitych
latek (zlucovych kyselin, bilirubinu,
1éki ¢i jinych latek, napt. OTA) z jater
do Zluci, nasledovany vstupem do
tenkého stireva, absorpci enterocytem a
transportem zpét do jater

Erytrocyt Cervena krvinka

Exkrece Vylucovani, vymésovani ven z téla

Fytoterapie Lécebna metoda vyuzivajici 1é¢ivé
ucinky rostlin k 1é¢bé ¢lovéka

Genotoxicita Schopnost latky piisobit toxicky na

geneticky material

Glomerularni membrana

Membrana glomerularnich kapilar

Hepatotoxicita Schopnost latky vyvolat poSkozeni
jaterni tkané

Imunosuprese Stav, kdy imunitni systém neni schopen
plné reagovat na cizorodé antigeny

Imunotoxicita Schopnost latky ptlisobit toxicky na

imunitni systém




in Vitro , Ve skle” - tzn. mimo Zivé télo, v

laboratornim skle - napt. zkumavce
Karcinogenita Schopnost latky vyvolat rakovinu
Lymfocyt Typ bilé krvinky

Mobilni faze

Neboli eluent, faze pohybujici se
chromatografickym systémem, tato faze
privadi vzorek do stacionarni faze, kde
dochazi k jeho separaci

MyKkotoxin Toxin produkovany toxinogennimi
vlaknitymi mikroskopickymi houbami
(plisnémi)

Nefropatie Obecné oznaceni pro onemocnéni
ledviny

Nefrotoxicita Schopnost latky vyvolat poSkozeni
tkané ledvin

Neurotoxicita Schopnost latky ptisobit toxicky na

nervovou soustavu

OTA-DNA adukt

Kovalentni vazba OTA na DNA

Proximalni tubulus

Kanalek (tubulus) v ledving, ¢ast
nefronu navazujici na glomerulus

Redistribuce Prerozdéleni
Renalni Ledvinovy, ledvinny
Resorpce Vstrebani

Retencni cas

Celkovy Cas, ktery prislusny analyt
stravi v chromatografické koloné pri
separacnim procesu

Retrosternalni

Za hrudni kosti- sternem

Screening

Metoda vyhledavani ¢asnych forem
nemoci nebo odchylek od normy v dané
populaci provadéna formou testi




Stacionarni faze

Faze ukotvena na misté, pres kterou
prochazi mobilni faze a také slozky
vzorku, jde napf. o tenkou vrstvu
silikagelu (pri tenkovrstvé

chromatografii)

Standard Obecné uznavany vzor umoznujici
kvalitativni i kvantitativni porovnani

Synergicky efekt Souhlasné ptlisobeni

Teratogenita Schopnost latky vyvolat vrozenou
vyvojovou odchylku vyvijejiciho se
plodu

Toxicita Mira vlivu piisobeni toxické latky na
Zivé organismy

Toxikokinetika Osud xenobiotika v Zivém organismu

Vialka Sklenéna lahvicka na vzorek, vyuziva se

napft. pro kapalinovou i plynovou
chromatografii




Seznam zKkratek

ATP Adenosintrifosfat

BEN Balkanska Endemicka Nefropatie

CYP 450 Cytochrom P450

DNA Deoxyribonukleova kyselina

ES Evropské spolecCenstvi

FAO Food and Agriculture Organization -
Organizace pro vyzivu a zemédélstvi

FLD Fluorescen¢ni detektor

GIT Gastrointestinalni trakt

HPLC-FLD High-Performance Liquid
Chromatography with Fluorescence
Detection - Vysokotucinna kapalinova
chromatografie s fluorescencni detekci

IARC International Agency for Research on
Cancer - Mezinarodni agentura pro
vyzkum rakoviny

JECFA Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives - Spole¢ny vybor
experti FAO/WHO pro potravinaiska
aditiva

LD50 Dosis letalis - Letalni davka, tj. davka,
ktera zpiisobi thyn 50 % testovanych
jedinci

NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

OP-OTA Lactone-Opened Ochratoxin A -
Otevrena laktonova forma OTA

OTA Ochratoxin A

OTB Ochratoxin B

OTC

Ochratoxin C




OTHQ Hydrochinonova forma ochratoxinu A

0oTQ Chininova forma ochratoxinu A

OTa Ochratoxin a

PBS Phosphate Buffered Saline - Fosfatovy
pufr

Phe Fenylalanin

PTWI Provisional Tolerable Weekly Intake -
Prozatimni tolerovatelny tydenni
piivod

SCF Scientific Committee on Food - Védecky
vybor pro potraviny

TWI Tolerable Weekly Intake -
tolerovatelny tydenni piijem

WHO World Health Organization, Svétova

zdravotnicka organizace




Uvod a cil prace

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity vlaknitych mikroskopickych hub.
V soucasné dobé je znamo pies 500 druhli mykotoxind, které jsou povazovany
za vyznamné kontaminanty potravin a krmiv. Jedna se o latky, které svymi
toxickymi ucinky negativné ovliviiuji zdravotni nezdvadnost mnoha druht
potravin avsouvislosti stim také zplsobuji ekonomické ztraty mnoha zemi
nacelém svété. Do potravniho retézce vstupuji prostfednictvim potravin
rostlinného ale i Zivoc¢isného plivodu.

Hlavnim cilem diplomové prace kromé stanoveni obsahu ochratoxinu A (OTA)
metodou HPLC-FLD ve farmaceuticky vyznamnych bylinach, vyuZzivanych zejména
v tradi¢ni ¢inské mediciné a také v tradi¢nim indickém lékarstvi, tzv. ajurvédské
mediciné bylo experimentalni zjiSténi mnoZstvi mykotoxinu OTA, které prechazi
do pripravki ztéchto bylin (odvari a tinktur), coZ ma vyznam pro posouzeni
dietarni expozice OTA.

OTA je prirozené se vyskytujici mykotoxin produkovany nékterymi vlaknitymi
mikroskopickymi houbami druhti Aspergillus a Penicillium, které se ¢asto vyskytuji
v mnoha potravinarskych komoditach, prostirednictvim kterych je lidskd populace
vystavena nepretrZitému privodu OTA. Pro lidskou populaci OTA predstavuje riziko
predevsim kvali toxicité, protoze u ného byly prokazany nefrotoxické, teratogenni,
hepatotoxické, neurotoxické, imunotoxické, genotoxické a dokonce také karcinogenni
Ucinky. Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny klasifikovala OTA v roce 1993
na zakladé dostatecnych dlkazl karcinogenity jako mozny lidsky karcinogen (skupina
2B). VSechny zminéné toxické ucinky predstavuji veliké riziko pro lidskou
populaci, a proto je velice dutleZité monitorovat vyskyt mykotoxinu OTA
a kontrolovat jeho mnozstvi jak v potravinach rostlinného ptvodu, tak
v potravinach ZivocisSného plivodu av krmivech. OTA je prirodni kontaminant
mnoha druhtli potravin, jako jsou napiiklad kakaové boby, kdvova zrna, mouka,
obiloviny, ryby, arasidy, susené ovoce, vino, vejce drlibeze a mléko. U lécivych
rostlin se OTA vyskytuje v rlznych castech jejich tél (v listech, oddencich,
korenech, kiife a semenech) a jeho produkce je zavisla na mnoha faktorech.

Expozice OTA je celosvétovym problémem, o ¢em svédci detekce OTA v sérech
lidské populace v mnoha zemich. Vzhledem k celosvétovému rozsireni
mykotoxint, které je do znacné miry ovlivnéno souc¢asnym celosvétovym obchodem
s potravinami a se vzristajici obavou z moznych ucinki mykotoxint je dilezité se
zamérit na stanoveni limit pro mykotoxiny v potravinach. V Evropé jsou vSechny
mykotoxiny limitovany normami a to narizenimi Evropské komise /ES/ ¢.
1881/2006 ES, 105/2010 ES a 594/2012 ES, ktera stanovuji jeho maximalni limity
v potravinach.
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Lécivé rostliny maji dlouhou historii pouziti v terapii po celém svété a tvori
dllezitou soucast tradicni mediciny. V poslednich desetiletich doSlo k rozsireni
fytoterapie i ve vyspélych zemich a diky tomu se bezpecnost rostlinnych produkti
stala hlavnim problémem v oblasti verejného zdravi a je tedy velmi dileZité,

aby 1écivé byliny a rostlinné produkty byly zahrnuty do prislusné jurisdikce.
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1 Ochratoxiny

Ochratoxiny  jsou  sekundarni  metabolity = produkované  vlaknitymi
mikroskopickymi plisnémi rodl Penicillium a Aspergillus (Ringot et. al, 2006).
mnoho forem ochratoxini a jejich metabolitii (Malir et al., 2012). Chemicky jsou
ochratoxiny = popsany jako  slabé  organické  kyseliny  sestavajici
z dihydroizokumarinové skupiny spojené peptidovou vazbou s 1-fenylalaninem
(O’Brien & Dietrich, 2005). Hlavnimi formami jsou ochratoxin A (OTA), B (OTB,
nechlorovana forma OTA) a C (OTC, ethylester OTA) (Heussner & Bingle, 2015).

Z hlediska poctu studii a jeho ¢etného rozsireni je za nejvyznamnéjsi povaZovan
Ochratoxin A (OTA). OTA byl poprvé izolovan vroce 1965 jako metabolit
produkovany  vladknitou  mikroskopickou plisni  Aspergillus  ochraceus
piilaboratornim screeningu toxinogennich vlaknitych hub. Kratce nato byl
izolovan z komer¢niho vzorku kukufice ve Spojenych statech jako prirozené
se vyskytujici kontaminant a zaroven rozpoznan jako silny nefrotoxin
(Bennet & Klich, 2003).

OTA diky vyznamnym toxickym uc¢inkiim predstavuje velké riziko pro zdravi lidi
a zvirat. Jeho toxicita je srovnatelna s OTC, ktery se ovSem prirozené vyskytuje
v mens$im mnoZstvi. Na rozdil od OTA dal$i metabolit-OTB neobsahuje chlor
v izokumarinové ¢asti, proto je mnohem méné toxicky ve srovnani s OTA (Van der
Merwe et al., 1965).

V laboratornich kulturach je syntetizovano Siroké spektrum pribuznych sloucenin
jako je ochratoxin a - izokumarinové jadro OTA, jeho dechlorovany analog znamy
jako ochratoxin 3, methyl a ethylestery a nékolik analogli aminokyselin (Xiao et al.,
1995; Moss, 1996). Ochratoxin a a [ jsou produkty hydrolyzy OTA a OTB
av dasledku chybéjici molekuly fenylalaninu nejsou toxické. Zajimavou skupinu
tvori metabolity OTA, které vykazuji jesSté vyssi toxicitu neZ samotny OTA. Jedna
se o lakton - otevienou formu (OP-OTA), dale chinonovou a hydrochinonovou
formu - OTQa OTHQ (Wuetal., 2011).
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1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti OTA

OTA patii z hlediska biosyntézy mezi pentaketidy. Tyto latky mliZeme obecné
definovat jako derivaty 7-izokumarinu (IARC, 1993).

Strukturné je podobny aminokyseliné fenylalaninu (Phe). Z tohoto divodu ma
inhibi¢ni uc¢inek na radu enzymi, které pouzivaji Phe jako substrat, zejména Phe-
tRNA syntetazu, coZ mulZe vést k inhibici syntézy proteinu. Ze stejného divodu
muze OTA také stimulovat peroxidaci lipidi (Scott, 1994).

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

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

Nazev (IUPAC name): (N-[[(3R)-5-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-o0xo-7-
isochromanyl] carbonyl]-3-phenyl-L-alanine)

Jiny nazev: (-)-N-[(5-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-ox0-7-isochromanyl)
carbonyl]-3-phenylalanine

Sumarni vzorec: C20H1s OsCIN

Molekulova hmotnost: 403,32 daltont

Obr. ¢. 1 Strukturni vzorec ochratoxinu A (OTA)

(IARC, 1993)
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Popis: OTA je bezbarva krystalicka sloucenina, ktera je opticky aktivni a vykazuje
modrou fluorescenci pod UV svétlem (Scott, 1994).

Bod tani: 169 °C (IARC, 1993).

Rozpustnost: Rozpustny v organickych rozpoustédlech (chloroformu, etanolu
a metanolu) a alkalické vodé (Scott, 1994).

Stabilita: OTA je velmi stabilni mykotoxin v rlznych rozpoustédlech.
Pri skladovani v ethanolu za nizké teploty a chranén pted svétlem miize byt
stabilni po dobu nejméné jednoho roku (Neeley & West, 1972). Roztoky OTA
v methanolu skladované pri -20 ° C jsou stabilni po dobu nékolika let (Valenta,
1998).

1.2 Producenti OTA

K produkci OTA dochazi celosvétové a to jak v potravinach rostlinného tak
Zivoc¢iSného ptlivodu. V subtropickych a tropickych oblastech dochazi kjeho
produkci prostiednictvim plisni rodu Aspergillus ze sekce Circumdati (Aspergillus
ochraceus, A. westerdijkiae, A. steynii) a Aspergillus ze sekce Nigri (Aspergillus
carbonarius, A. foetidus, A. lacticoffeatus, A. niger, A.csclerotioniger, A. tubingensis).
Vmirném a chladném pasmu dochazi kjeho produkci druhy rodu Penicillium
(P. verrucosum, P. nordicum) (Frisvad et al., 2004; Samson, et al., 2004; Varga &
Samson, 2008; Ostry et al., 2013).

Tti hlavni druhy produkujici OTA (Aspergillus ochraceus, A. carbonarius Penicillium
verrucosum) maji zcela odliSné ekologické a fyziologické poZadavky a je tedy
relativné snadné urcit, které druhy jsou odpovédné za tvorbu OTA v urcité
potraviné nebo v dané zemépisné poloze (Ostry et al., 2013).

V Evropé a Kanadé je za hlavniho producenta OTA u obilovin povazZovan druh
Penicillium verrucosum. V kavé nebo v hroznech je pak OTA produkovan predevsim
druhy rodu Aspergillus a v mirném chladném pasmu pak ptredevsim Penicillium
nordicum, ktery je povazovan za hlavni kontaminant masnych vyrobkl a syrt.
Mikroskopické houby zodpovédné za kontaminaci OTA se liSi v zavislosti
na plodiné a misté vyskytu (Ostry et al., 2013).

Ve vétSiné pripadl dochazi zaroven kprodukci nékolika toxin soucasné,
napriklad OTA, OTB nebo OTC. Tento soucasny vyskyt miiZze vést k synergickym
toxickym uc¢inkiim (Stark, 2005; Ostry et al., 2013).
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Produkci OTA ovliviuji rtizné ekologické faktory. Jedna se zejména o klimatické
podminky, zemépisnou oblast, poskozeni odrid a plodin zpilisobené hmyzem,
plisnovou infekci ¢i nadmérnym zavlaZzovanim nebo srazkami. OSetreni plodin
pomoci insekticidi a fungicidii miZe vést ke sniZeni infekce houbami produkujici
OTA a nasledné kontaminace OTA (Ostry et al., 2013).

Tab. ¢. 1 Druhy rodu Aspergillus produkujici OTA v potravinach (Ostry et al., 2013)

Rod Sekce Druh Potravina
A. ochraceus séjové boby,
ofechy, cervena
Circumdati paprika’
obiloviny, zelena
kavova zrna
. A. steynii kavova zrna
Aspergillus
A. westerdijkiae kavova zrna
A. carbonarius hrozny, cervena
paprika, kavova
zrna
Nigri A. foetidus hrozny

A. lacticoffeatus

kavova zrna

A. niger

hrozny, arasidy

A. sclerotioniger

kavova zrna

A. tubingensis

hrozny

Tab. ¢. 2 Druh rodu Penicillum produkujici OTA (Ostry et al., 2013)

Rod Podrod Série Druh Potravina
P. verrucosum | obiloviny
Penicillium Penicillum Verrucosa P. nordicum suSena Sunka,
salam
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1.2.1 Taxonomie a morfologie rodu Aspergillus

Rod Aspergillus neboli kropidlak se fadi do oddéleni Ascomycota, tridy
Eurotiomycetes a Celedi Trichomaceae. Na mikrohabitu muiZeme sledovat
charakteristicky znak celého rodu a to hlavickovité zakonceni konidiofori
(nepohlavni rozmnoZovaci organy), které se rozsiruji v tzv. méchytek. Po obvodu
méchyrku jsou umistény fialidy, které produkuji samotné konidie (nepohlavni
spory) (Ostry & Buchta, 2003 a; Varga & Samson, 2008).

—
Konidie

Fialidy

Metuly

Méchyiek
{vesicle)

Konidiotor

2Y I

Obr. €. 2 Mikrohabitus rodu Aspergillus

(Ostry & Buchta, 2003 a)

Tab. ¢. 3 Taxonomické zai‘azeni rodu Aspergillus (Ostry & Buchta, 2003 a)

Rise Oddéleni Rad Celed Anamorfni
rod
Fungi (houby)  Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus

20



1.2.2 Taxonomie a morfologie rodu Penicillium

Rod Penicillium se stejné jako Aspergillus fadi do oddéleni Ascomycota
(vieckovytrusné houby), tridy Eurotiomycetes a celedi Trichomaceae. Tvar
nepohlavniho rozmnoZovaciho organu pripominajici S$téticky mu dal cesky
privlastek Stétickovec a je charakteristickym znakem tohoto rodu. Podle specifické
stavby konidiofori se rod Penicillium rozdéluje na C¢tyfi podrody a to
Aspergilloides, Furcatum, Penicillium a Biverticillium (Ostry & Buchta, 2003 b)

Konidie

Vétve

Stopka

Obr. ¢. 3 Mikrohabitus rodu Penicillium

Tab. ¢. 4 Taxonomické zai‘azeni rodu Penicillium (Ostry & Buchta, 2003 b)

Rise Oddéleni  Rad Celed Anamorfni Podrod
rod

Fungi Ascomycota  Eurotiales Trichocomaceae  Penicillium  Aspergilloides

(houby) Penicillium

Biverticillium
Furcatum
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1.3 Vyskyt OTA v potravinach

Potraviny predstavuji hlavni zdroj expozice OTA u lidi. OTA jako prirozené
se vyskytujici kontaminant byl zjiStén u potravin rostlinného i Zivo¢isSného ptivodu
(Ostry et al., 2013).

OTA byl nalezen u mnoha druhti rostlinnych potravin, jako jsou obiloviny, kavova
zrna, kakao, Cokolada, koreni (napi. susena paprika, chilli, ¢erny pepf, kajensky
pepl, muskatovy oriSek, koriandr, zdzvor, kurkuma), zelenina, suSené ovoce,
araSidy, vino, fazole, s6jové boby, kukufrice, ofechy, mouka, zeleny ¢aj a nékteré
byliny (Afsah-Hejri et al., 2013).

U potravin zivocisSného ptivodu dochazi ve vétsiné pripadl k neprimé kontaminaci
prostiednictvim potravniho rtetézce. Vyskyt OTA byl prokazan v syrovém
veprovém mase, u vyrobkl zveprové krve nebo driibezich jatrech. K piimé
kontaminaci masnych vyrobkii dochdzi u uzenych mas, saldami nebo u susSené
Sunky (Ostry et al., 2013).

2/, xx

sklizné a zpracovani, skladovani a nasledné prepravé. OTA kontaminuje obiloviny,
kakao, kavu, kotfeni a suSené ovoce béhem skladovani, zatimco hrozny jsou
obvykle kontaminovany na poli. Nékteré techniky zpracovani mohou snizit vyskyt
populaci vlaknitych mikroskopickych hub na plodinach. K expozici OTA u ¢lovéka
obvykle dochazi konzumaci nespravné skladovanych potravin. OTA Ize urcit
ve tkanich a organech lidi a zvirat (véetné materského mléka, masa a krve) (Afsah-
Hejri et al.,, 2013).

Je znamo, Ze vyskyt OTA v ZivocisSnych produktech je mnohonasobné nizsi, nez je
tomu u potravin rostlinnych a obecné se nepovaZuje za hlavni problém verejného
zdravi (Ostry et al., 2013).

1.4 Toxicita OTA

[ kdyZ toxické ucinky OTA nejsou hlavni naplni této diplomové prace, pro celkovy
prehled jsou zde uvedeny podrobnéji.

Toxikologické hodnoceni OTA bylo popisovano jiZ v mnoha studiich a bylo také
hlavnim predmétem monografie Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny
(IARC) vroce 1993. IARC v tomto roce klasifikovala OTA na zakladé dostate¢nych
diikazli karcinogenity v experimentdlnich studiich na zviratech a zaroven
nedostatecnych diikazi u lidi OTA jako mozny lidsky karcinogen (skupina 2B).
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V nasledujicich letech studie IARC prokazaly tendenci ve sméru toxicity ke stupni
a zaroven prokazaly vyskyt synergickych ucinki rtiznych mykotoxind (IARC, 1993;
Ostry et al., 2017).

Po objeveni spontannich nefropatii u lidi a zvifat bylo provedeno nékolik
experimentalnich studif, které prokazaly souvislost toxickych ucinki OTA
se vznikem téchto chorob (Zimmerli & Dick, 1996; Otteneder & Majerus, 2000).
Plisobeni OTA jako silného nefrotoxinu je Casto spojovano se vznikem nadort
mocovych cest a lidskou Balkanskou endemickou nefropatii (BEN), onemocnénim,
které v nejhorsim piipadé mize vést az k nevratnému selhani ledvin (Abrunhosa
etal, 2010).

OTA vykazuje razné toxické uUcCinky, kromé nefrotoxicity se dale jedna
o imunotoxicitu,  genotoxicitu, karcinogenitu,  mutagenitu, teratogenitu,
neurotoxicitu (O ‘Brien et al,, 2001).

Za toxicitu OTA na bunécné drovni je zodpovédnd fada mechanismi. OTA je
konkurentem fenylalanin-tRNA ligdzy, ¢imz inhibuje syntézu proteinti. Jeho
biotransformace je komplexni a zahrnuje nékolik biotransformacnich enzymi jako
je cytochrom P450, ale i jiné (napf. peroxidazy, glutathiontransferazy
a lipoxygenazy), které jsou ovlivnény expozici OTA (Malit et al, 2013). Jeho
toxicita je do jisté miry ovlivnéna pohlavim ¢i druhem testovaného organismu
(O ‘Brien etal., 2001).

Mezi dalSi mechanismy plsobeni fFadime tvorbu DNA aduktli, apoptoézu,
interferenci s cytoskeletem, lipidovou peroxidaci a inhibici mitochondrialniho
dychani. Je obecné zndmo, Ze OTA brzdi produkci ATP a je schopen redukovat Fe3+
na Fe2* aoxidovat Fe?* na Fe3* coZ je doprovazeno zvySenou spotrebou O:
v pritomnosti CYP 450 nebo NADPH. Tento jev vede kprodukci skodlivych
aktivnich radikali béhem metabolismu toxinu v pritomnosti Zeleza ve formé
dostupné pro redukci a oxidaci (Malir et al.,, 2013).

OTA je povazovan za kumulativni toxickou slouceninu, protoZe se snadno
vstfebava gastrointestinalnim traktem (Zaludkem a tenkym stfevem), ale jeho
vyluCovani ZluCovymi cestami a moci je obtizné. Oralni polocas OTA u lidi je
35,5 dne, u opic 21 dni, u prasat 72-120 hodin, u potkant 55-120 hodin a u mysi
40 hodin. Dlouhé polocasy vylucovani pozorované u nékterych druhi
jsou zplisobeny silnou vazbou OTA ksérovym proteinlim, které omezuji
jeho prenos z krve do jaternich a ledvinovych bunék (Abrunhosa et al., 2010).
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Dlouho panovaly neshody ohledné genotoxické aktivity OTA. Vroce 1991 bylo
objeveno nékolik DNA aduktti v bunikach sleziny u mysi po peroralni aplikaci OTA
na mysSi (Pfohl-Leszkowicz et al, 1991). Bylo také dokazano, Ze bunky cilovych
organt zvirat a také lidské bunlky z mocovych cest reaguji na zmény DNA mnohem
citlivéji (Féllmann et al.,, 1995; Dérrenhaus & Féllman, 1997).

Teratogenni ptlisobeni OTA bylo zaznamenano zejména u hlodavcl, u kterych
zpusobuje vrozené vady. OTA dokaZe prochazet placentou a byt prostiednictvim
laktace prenesen na novorozené krysy a mysi (Hallen et al, 1998). U plodu
je hlavnim cilem vyvijejici se centralni nervovy systém, proto je OTA povaZovan
za neurotoxickou slou¢eninu. Kromé toho se v jatrech, ledvinach a dalSich tkanich
potomstva tvori OTA-DNA adukty (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993).

Je znamo, Ze OTA ovliviiuje imunitni systém u fady druhti savcl. Imunosupresivni
ucinky, tedy ucinky potlacujici imunitni systém zavisi na radé faktort, vcetné
druhu, pohlavi, typu podani testované latky a také detekéni metodé (O’Brien et al.,
2001). Imunosuprese byla zjisténa pri expozici OTA u prenatalnich, postnatalnich
a dospélych jedinci. Tyto ucinky zahrnuji sniZenou fagocytézu, zvySenou citlivost
k bakteridlnim infekcim a opoZdénou imunitni odpovéd (Stoev et al., 2000).
Populace lidskych lymfocyti zkoumané in vitro, byly nepriznivé ovlivnény expozici
OTA (Lea et al., 1989).

U jednotlivych metaboliti OTA se setkidvame srliznou mirou toxicity.
Za netoxickou formu je povazZovan OTa, vznikajici Stépenim peptidové vazby
v OTA. Lakton - otevirena forma (OP-OTA), nalezena u hlodavct vykazuje dokonce
vyssi toxicitu nez samotny OTA. Diky ztraté chléru je OTB méné toxicky nez OTA.

vvvvvv

oproti OTA (Skarkova et al., 2013).

Z vyse zminéného vyplyva, Ze OTA a jeho metabolity zpiisobuji nékolik toxickych
ucCinki soucasné. Cilovym organem u vétSiny testovanych druhi savci
jsou predevsim ledviny, ve kterych dochazi ke vzniku 1ézi, které jsou zpiisobeny
jak akutni, subakutni, ¢i chronickou expozici. Zvifata mohou vykazovat rtiznou
miru citlivosti k OTA v zavislosti na genetickych faktorech (plemeno, druh),
fyziologickych faktorech (pohlavi, vék, vyZiva, jind onemocnéni) a faktorech
prostredi (klimatické podminky) (Harwig et al., 1983).

1.4.1 Akutni a subakutni toxicita

Jednim ze zpisobl méreni kratkodobého potencidlu otravy (akutni toxicity)
je ukazatel LD50. Tuto veli¢inu definujeme jako mnoZstvi zkoumané latky podané
testovanym jedinclim, kterd zptsobi thyn 50 % testovanych jedinct do 24 hodin
od expozice. Jinymi slovy ji 1ze oznacit za tzv. smrtelnou davku pro jednu polovinu
testovanych. Ve studiich akutni toxicity se jednotlivé hodnoty velmi lisi
atovzavislosti na druhu testovaného zvirete a také zpisobu podani (oralné,
intraven6zné nebo intraperitonealné).
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U oralniho podani byly zaznamenany hodnoty LD50 od 0,20 mg/kg u pst, 1 mg/kg
u prasat aZ po hodnoty presahujici 30 mg/kg u potkand. Mezi ostatni faktory
ovliviiujici akutni toxicitu OTA radime napriklad sloZeni stravy a také pritomnost
dalsich mykotoxinli, které mohou vést ksynergickym ucinkiim téchto latek
(Kuiper-Goodman & Scott, 1989; Dirheimer, 1996; Creppy, 1999; Petzinger &
Ziegler, 2000; Mantle, 2002; O’'Brien & Dietrich, 2005).

Davky LD50 podané peroralné u vSech zkoumanych druhi vyvolaly multifokaln{
krvaceni u témér vSech hlavnich organti a tromby fibrinu ve sleziné, jatrech, srdci,
mozku a ledvinach. U vSech zkoumanych druhti byla patrna nefréza v jaternich
a lymfoidnich tkanich a enteritida s nahodnou zhoubnou atrofii. Vjizni Italii
byl nahldSen jediny neoficidlni pripad pravdépodobné akutni toxicity OTA
u ¢lovéka, u kterého doslo k prechodnému epigastridlnimu napéti, dychacim
obtizim aretrosternalnimu paleni po praci vsypce. Biopsie odhalila akutni
tubularni nekrézu, a i kdyZ nedoslo k vySetieni pacientovy krve na pritomnost
OTA, toxin byl stanoven pomoci chromatografie na tenké vrstvé v pSenici
ze skladovaciho sila (O’Brien & Dietrich, 2005).

1.4.2 Chronicka toxicita

Ve vyspélych zemich dochazi k chronické expozici OTA mnohem castéji
nez k expozici akutni. Dlouhodoba expozice vii¢i nizkym davkam OTA miiZze vést
jednorazové vysoké davce OTA. Chronicka expozice je zodpovédna za nefrotoxicitu
a také vede ke vzniku nadort, jejichz vyskyt byl potvrzen u potkant. Nékolik studif
prokazalo vyznamnou souvislost expozice OTA a nékterymi formami nefropatii.
Velmi nizké koncentrace OTA podavané po dobu 14 dni ovliviiuji bunécnou
hypertrofii vlidském proximdalnim tubulu. Kromé ptlsobeni v cilovych organech
(ledvinach, varlatech) dochazi k toxickému vlivu OTA na jiné burky, u kterych
se s velkou pravdépodobnosti mohou projevit stejnd poskozeni. Chronicka toxicita
OTA se podili na mechanismu tvorby ledvinovych nadora (Malit et al., 2013).
Ochratoxiny jsou primarné nefrotoxické, ale mohou byt také hepatotoxické,
imunotoxicke, teratogenni a karcinogenni (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007;
Malir et. al., 2013).

1.5 Toxikokinetika OTA

Sleduje ,osud“ OTA v organismu od jeho absorpce az po eliminaci, pricemz je
obecné znamo, Ze OTA je kumulativni slouc¢enina projevujici se relativné rychlou
absorpci a pomalou eliminaci. OTA je metabolizovan nékolika rtznymi cestami,
jako je hydrolyza, hydroxylace, otevirani laktonového kruhu a konjugace, coz vede
ke vzniku fady metabolitt (Malif et al.,, 2013).

Toxikokinetiku OTA ovliviiuji rtzné toxikokinetické (zmény Kkoncentrace

slouceniny v organismu v Case) i toxikodynamické pochody (dynamické interakce
slouceniny s biologickymi cili a jejich nasledné biologické ucinky).
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Po absorpci z gastrointestinalniho traktu se OTA vaZe na sérové proteiny. Je
znamo, Ze znacné rozdily v polocasech séra v riznych druzich jsou zavislé na
afinité a stupni vazby na proteiny. Reakce adsorbce OTA ze stfeva zpét do obéhu v
disledku recyklace zlu¢ovych cest napomaha systémové redistribuci OTA smérem
k rlznym tkanim. Kromé toho dochazi k reabsorpci OTA v proximdlnich a
distalnich tubulech ledvin. K akumulaci dochazi v krvi, jatrech a ledvinach. Jatra a
ledviny jsou také hlavnimi organy biotransformace OTA (Ringot et al., 2006).

Metabolismus OTA nebyl podrobné objasnén a v soucasné dobé jsou data tykajici
se biotransformace OTA kontroverzni (Ringot et al., 2006).

1.5.1 Absorpce

Ve fyziologickych podminkach dvanactniku je OTA ptitomen ve formé monoanionu
(OTA") a dianionu (OTAZ%). Jedna se o tzv. ionizované formy, které jsou v tucich
méné rozpustné. V kyselych podminkach (v hornich ¢astech GIT) nalezneme OTA
naopak ve formé neionizované (OTA?), dobfe rozpustné v tucich (Ringot et al,
2006).

K absorpci OTA po peroralnim podani dochazi zejména pasivné a to z tenkého
stteva v jeho neionizované formé rozpustné v tucich. Pasivni absorpce je
podporovana vysokou afinitou OTA k plazmatickym proteiniim (Malif et al., 2013).
Oralni biologicka dostupnost u experimentalnich zvirat je mezi 40 % a 60 % (FAO
/ WHO, 2001). Maximalnich plazmatickych koncentraci bylo dosaZeno béhem 24-
48 hodin po aplikaci jedné oralni davky 0,5 mg / kg télesné hmotnosti samciim a
samicim potkanti F344 (Zepnik et al., 2003). Koncentrace toxinu a jeho metabolitt
je zavisla na radé faktorl vCetné davky, cesty a délky podani a také na druhové
specifickych faktorech (Studer-Rohr et al., 2000; Ringot et al., 2006).

OTA ma velmi vysokou afinitu k plazmatickym proteinim a ptiblizné
99 % cirkulujictho OTA je vazano na plazmatické proteiny (hlavné albumin).
Pouze malé mnoZstvi OTA se vyskytuje ve volné formé. Diky svym jedinenym
vazebnym vlastnostem ma OTA dlouhy biologicky polocas vséru, u clovéka
konkrétneé 35,5 dne (Studer-Rohr et al., 2000).

Cast OTA, kterd se nachazi ve Zlu¢i, miZe byt vstfebana stirevem. OTA je
absorbovan pres lidskou strevni sliznici a k transportu dochazi pies apikalni
membranu prostiednictvim pasivni difize nedisociované formy OTA, zatimco
prichod pres bazolaterdlni membranu je zprostifedkovan usnadnénym nosnym
systémem (Berger et al., 2003).

Procento absorbovaného OTA se lisSi mezi druhy: 66 % u prasat, 56 % u potkani
a kralikt a 40 % u kurat (Galtier et al., 1981).
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1.5.2 Distribuce

Jakmile se OTA dostane do krevniho recisté, vice nez 99 % je navazano na sérové
proteiny (predevs$im albumin), coZ umoZznuje jeho pasivni absorpci v neionizované
formé a Ccastetné vysvétluje jeho dlouhy biologicky polocas v téle
(Dorrenhaus & Follman, 1997; Hallen et al, 1998). Erytrocyty obsahuji
pouze nepatrné stopy OTA (Otteneder & Majerus, 2001).

Na zakladé nékolika in vitro studii byla prozkoumana molekularni podstata
interakce mezi OTA a albuminem a na zakladé téchto dat bylo navrZeno, Ze vazba
na albumin zpomaluje eliminaci OTA omezenim prenosu zkrve do jaternich
a ledvinovych bunék (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993). Byla prokazana silna vazba
toxinu na protein v krevnim séru o molekulové hmotnosti 20 000 DA, na ktery se
OTA vaze mnohem specifictéji neZ na albumin. Diky snadnému priichodu téchto
molekul pres glomerularni membranu, by tato vazba mohla mit rozhodujici
vyznam v mozné nefrotoxicité OTA u savcl (Skarkova et al, 2013). Zda se, Ze
kromé téchto zminénych bilkovin se na transportu OTA podileji i jiné doposud
charakterizované krevni proteiny (Harwig et al., 1983).

U zvirat zavisi koncentrace toxinu a jeho metaboliti ve tkanich a plazmé na
nékolika faktorech (druhu zvirete, podané davce, formé OTA, sloZeni potravy,
zdravotnim stavu). Tyto faktory jsou dilezité pro posouzeni vyskytu toxinovych
zbytkil ve zvitecich tkanich. Je obecné znamo, Ze eliminacni polocas OTA je delsi
v krvi nez v tkanich, coz pravdépodobné souvisi s vyssi vazebnou afinitou toxinu
ke krevnim proteinim (Galtier et al, 1981; Creppy, 1999; Petzinger & Ziegler,
2000). Kdistribuci do tkani u prasat, potkant, kurat a koz dochazi ve sméru
ledviny> jatra> sval> tuk (FAO/WHO, 2001; Zepnik et al, 2003). Tkané a tuk
mohou slouzit jako rezervoar pro OTA.

U lidi byla zjiSténa dvakrat vyssi koncentrace OTA ve fetdlnim séru
oproti matefskému, z c¢ehoZz vyplyva, Ze dochazi kaktivnimu pienosu OTA
placentou. Mechanismus prenosu OTA pres placentu neni zcela prozkouman
(Mally et al., 2005).

1.5.3 Biotransformace

U zvirat a lidi dochazi k biotransformaci OTA ve stievech, jatrech a ledvinach.
Existuji rlizné a casto protichiidné nazory tykajici se jeho biotransformace.
Jednim z nich je, Ze vazba na plazmatické bilkoviny, tubuldarni reabsorpce
filtrovaného OTA vledvinach a jeho pomala biotransformace na polarni
avylucované metabolity mlize vysvétlit jeho velmi dlouhy biologicky polocas
u zvirat a lidi.
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Kromé toho byla prokdzana nedostatecnd detekce metabolitu 4-OH-OTA, pri
pouziti stejné davky OTA (0,5 mg/kg télesné hmotnosti) (Zepnik et al., 2003). Jini
autori naopak detekovali 4-OH-OTA v mnozstvi zavislém na davce. Druhy nazor je
protichlidny (Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2006). Podle téchto autorli se OTA
vaZze na sérovy albumin a pravdépodobné 4-OH-OTA (Pfohl-Leszkowicz &
Castegnaro, 2006). Autori naznacuji, Ze nedostatecna detekce 4-OH-OTA ve studii
Zepnik et al. (2003) byla zptsobena sraZzenim proteint pred samotnou analyzou
OTA a jeho metabolitli. Jak ve své studii uvadi Castegnaro et al. (1998), byly
hlaseny vyssi miry vylucovani a vyssi vytéZnost, tato studie ovSem aplikovala
mnohem vyss$i davky, které mohou narusovat renalni spojeni nebo vést k vySSimu
vytézku tvorby OTa v dlisledku pomalejsi nebo nelplné absorpce stieva (Pfohl-
Leszkowicz & Castegnaro, 2006).

V téle je OTA metabolizovan na hydroxylované derivaty: 4-R-hydroxyochratoxin A,
4-S-hydroxyochratoxin A, 10 OH-OTA, OTB (nechlorovana forma OTA), OP-OTA
(oteviena laktonova forma), OTHQ (chinonova forma), které se nachazeji v krvi
nebo moc¢i ve vySe uvedenych formach nebo jsou konjugovdny na glutathion
(Zepnik et al, 2001; Dai et al., 2003; Mally et al., 2004; Azpilicueta et al., 2008;
Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2008; Pfohl-Leszkowicz, 2009; Jenning-Gee et al.,
2010; Hadjeba-Medjdoub et al., 2012; Tozlovanu et al., 2012).

Toxikokineticky profil OTA se velmi lisi v zavislosti na druhu metabolitu (Pfohl-
Leszkowicz & Manderville, 2007; Wu et al., 2011; Tozlovanu et al, 2012).
Mira toxicity a organové specificity OTA je zavisla na druhu metabolitu vzniklém
pii biotransformaci OTA a to jak u lidi tak zvirat (JECFA, 2008). VétSina metaboliti
OTA jako OTa (Stander et al., 2001) a OTB (Petzinger & Ziegler, 2000) jsou
povazovany za méné toxické nez ptivodni sloucenina, pricemz nizsi toxicita OTB
miiZe ¢astecné vyplyvat z rozdill v toxikokinetice (Mally et al., 2005). NiZsi toxicita
OTB je také vysvétlovana jeho strukturou, ve které, oproti OTA chybi chlor (Mally
et al, 2005; Hadjeba-Medjdoub et al, 2012). Naopak nékteré metabolity, jako
napriklad OP-OTA (lakton oteviena forma) jsou stejné toxické jako OTA (Li et al.,
2000). Metabolit OP-OTA byl nalezen v lidské krvi i mo¢i (Pfohl-Leszkowicz, 2009).

U OTHQ, ktery byl také nalezen v krvi a moci byla prokazana vyS$si toxicita nez
u samotného OTA (Faucet-Marquis et al, 2006; Tozlovanu et al, 2006). Neni
pochyb o tom, Ze objasnéni metabolickych cest OTA u zvirat a lidi by bylo velmi
uziteCné, pokud jde o reSeni zdravotnich rizik vyplyvajicich z expozice OTA (Malir
etal,2013).
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1.5.4 Eliminace

OTA je kumulativni toxicka sloucenina s relativné rychlou absorpci a pomalou
eliminaci. U vSech druhl hraji fekdlni i mocové exkrece dilezitou roli v
plazmatické clearanci. Relativni piinos kazdé vylucovaci cesty je ovlivnén cestou
podani, davkou, stupném vazby na plazmatické proteiny a enterohepatickou
cirkulaci OTA. Kromé vylucovani ledvinami a stolici, bylo dokazano, Ze OTA je
vyluCovan matefskym mlékem (Ringot et al., 2006).

Renalni exkrece

OTA a jeho metabolity jsou vylucovany predevsim lidskou moci. K detekci OTA
v moci dochazi jesté nékolik dni po jeho poziti (Pfohl-Leszkowicz & Manderville,
2007). Primérna hodnota eliminace se pohybuje mezi 20 az 80 ng / den
ato nezavisle na pozité davce (Castegnaro et al, 2006). Vzhledem k vysoké
vazebné afinité OTA k plazmatickym proteinim je jeho glomerularni filtrace
omezend a podléha spiSe tubuldrni sekreci. Navic je OTA reabsorbovan ve vsech
nefronovych segmentech. Tyto jevy jsou charakterizovany predevsim jako
karrimediacni transport pres tubularni membrany a jsou provadény nékolika
transportnimi proteiny.

Na zadkladé nékterych studii je OTA v mocCi povaZovan za lepsi ukazatel expozice
nez hladina OTA v krvi (Gilbert et al., 2001; Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2006).
Prijem OTA byl popsan jako zavisly na koncentraci volného OTA, ktera je vazné
omezena vazbou OTA na sérovy albumin (Pfohl-Leszkowicz & Manderville 2007).
MnozZstvi OTA v moci stejné tak jako v krvi je zavislé na jeho prijmu organismem
a zlistava i nadale predmétem mnoha studii. Na zakladé nékolika dalSich vyzkumi
byla potvrzena pritomnost metaboliti OTA (napf. nechlorovanid forma OTB,
hydroxylovany metabolit 4-OH OTA a derivaty chinonu) vlidské moci (Jonsyn-
Ellis, 2000; Castegnaro et al. 2006, Pfohl-Leszkowicz, 2009).

Fekalni exkrece

OTA je spolu se svymi metabolity vylucovan stolici. Fekalni exkrece je zplisobena
predevsim biliarni exkreci, kterd je velmi ucinna a s nejvétsi pravdépodobnosti

et al, 1988).

Je obecné znamo, Ze u molekulovych hmotnosti mezi 350 a 500 se miZe
vyskytnout jak bilidrni exkrece, tak renalni reabsorpce. Kromé toho by neméla byt
vyloucena sekrece streva (Kumagai & Aibara, 1982).
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Ve studiich, které provadeély experimenty na potkanech, bylo zjiSténo, Ze mnoZstvi
OTA, které muze byt vylouceno celym gastrointestindlnim traktem je srovnatelné
smnozstvim  vyluCovanym  Zlu¢i (Suzuki et al, 1997). Bylo také
zjiSténo, Ze dominantnim mistem vylu¢ovdni OTA je dolni cast stieva
(Kumagai & Aibara, 1982). Ve stievé dochazi k hydrolyze konjugovanych slouc¢enin
OTA prostrednictvim stievni mikrofléry a nasledné ucasti OTA na enterohepatické
cirkulaci. Mikrobialni mikrofléra také hydrolyzuje OTA na OT v tlustém strevé.
U koz, kterym byla podana jednorazova peroralni davka 0,5 mg / kg OTA, bylo
53 % toxinu vylouceno stolici (Nip & CHu, 1979).

Exkrece mlékem

OTA je vylucovan také do matei'ského mléka, jehoZ prostiednictvim jsou ohroZeny
kojené déti. Uvadi se, Ze mnoZstvi OTA v mléce je mnohem nizsi, nez jeho
koncentrace v krvi a to az 10 krat (Breitholtz-Emanuelsson et al., 1993). V Italii
byla pritomnost OTA zjisténa u mléka zdravych Zen s ritiznou denni stravou v
riznych zemépisnych oblastech (Micco et al, 1991). Byl zkouman vztah mezi
kontaminaci lidského mléka OTA a jeho prijmem z potravy a bylo potvrzeno, Ze
vyskyt OTA vlidském mléce byl pravdépodobné spojen s vyZivovymi navyky
matky. Nejsilnéjsi asociace byly pozorovany u potravin rostlinného ptivodu a v
mensi mife u potravin zivoc¢iSného ptivodu (Skaug et al., 2001). Bylo zjisténo, Ze
v nékterych zemich (napt. Egypté, Turecku a Sierre Leone) je koncentrace OTA ve
srovnani s Evropou vice nez 100krat vyssi (Kuiper-Goodman et al., 2010).

Navzdory faktu, Ze koncentrace OTA v mléce ve srovnani s krvi je mnohem nizsi,
predstavuje kontaminace lidského mateiského mléka potencialné vazné zdravotni
riziko (Kuiper-Goodman et al., 2010).
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1.6 Regulace OTA v potravinach a krmivech

Se vzristajici obavou z moZnych Ucinkl mykotoxind na zdravi lidi a zvirat se arady
v mnoha zemich rozhodly zavést opatreni slouZici ke kontrole a sledovani hladiny
mykotoxinli. V rozhodujicich procesech zamérenych na stanoveni limiti
pro mykotoxiny hraji roli riizné faktory. Patii sem védecké faktory pro hodnoceni
rizika (dostupnost toxikologickych tudajti), znalosti o hladiné a distribuci
mykotoxinl v komoditach a dale hospodaiské faktory, jako jsou obchodni zajmy a
otazka zabezpeceni potravin. Pfes nemalé obtiZe byla v poslednich letech v mnoha
zemich zavedena regulace mykotoxini a stile se vydavaji novéjsi predpisy
(FAO/WHO, 2004).

OTA byl hodnocen Spole¢nym vyborem odbornikti FAO / WHO pro potravinaiské
pridatné latky (JECFA) v roce 1991. Vybor stanovil prozatimni tolerovatelny
tydenni prijem (PTWI) na 112 ng / kg télesné hmotnosti. Tato hodnota byla
navrzena na zakladé databaze prasecich nefropatii (WHO, 1991).

Molekula OTA byla vSak znovu vyhodnocena JECFA v roce 1995 a PTWI byl znovu
potvrzen a zaokrouhlen na 100 ng / kg télesné hmotnosti (FAO, 1996).

0d posledniho hodnoceni a po provedeni nékolika novych studii zkoumajicich
ucinky OTA, doporucila JECFA na svém 56. zasedani v dnoru 2001, aby byly
provedeny dalsi studie, které by dopomohly objasnit mechanismus, kterym OTA
zpusobuje nefrotoxicitu a karcinogenitu (FAO, 2001).

17. zari 1998 vydal Védecky vybor pro potraviny (SCF) stanovisko, ve kterém
uvedl, Ze s ohledem na nejnovéjsi toxikologické studie a udaje o expozici byla
zvlastni pozornost vénovana také zranitelnym skupindm, jako jsou kojenci a déti,
a skupindm spotrebiteld, ktefi jsou kvili svym stravovacim navykim vystaveni
vyssi hladiné OTA neZ primérny spotrebitel. Dale navrhl co nejvice snizit prijem
OTA na droven mezi 1,2-14 ng / kg télesné hmotnosti denné (SCF, 1998).

Narizeni Evropské komise (ES) ¢. 472/2002 ze dne 12. bfezna 2002 (European
Comission, 2002) zménilo narizeni (ES) ¢. 466/2001 (European Comission, 2001),
kterym se stanovi maximalni limity nékterych kontaminujicich latek v potravinach.
Narizeni omezuje kontaminaci OTA v nezpracovanych obilovinach, véetné ryze a
pohanky, az na 5 pg / kg. U produktd z obilovin vSak byla kontaminace OTA
stanovena na 3 pg / kg. Dale toto narizeni rovnéz stanovi kontaminaci suchych
hroznii na hranici 10 pg / kg.
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Narizeni (ES) ¢. 683/2004 ze dne 13. dubna 2004 (European Comission, 2004)
navic zménilo narizeni (ES) ¢. 466/2001, vCetné smérnice omezujici kontaminaci
OTA na 0,5 pg / kg ve vSech potravinovych pripravcich pro kojence a ve stravé
pro zvlastni 1ékarské ucely urcené specialné pro kojence (European Comission,
2001).

Dal$i narizeni (ES) ¢ 123/2005 klade dliraz na urcité potravinarské
produkty, jako je vino, hroznové Stavy a kavu, které vyznamné prispivaji k expozici
Clovéka OTA (European Comission, 2005).

Toto narizeni nezménilo maximalni obsah stanoveny diive u obilovin nebo hroznf.
Zahrnuje vSak novou smérnici omezujici kontaminaci OTA u hroznovych $tav a vin
(Cerven, bila a riizova), kde maximalni hodnoty musi byt 2 pg / 1. Byla prijata dalsi
novad smérnice zaméiena na stanoveni limitd kontaminace OTA v kavé.
Tato smérnice stanovila maximalni hladinu pro OTA aZz 5 pg / kg v kdvovych
zrnech a 10 pg / kg v instantni kavé.

Podle natizeni (ES) ¢. 466/2001 je naprosto zakazano michat neshodné vyrobky
s vyrobky vyhovujicimi, aby se snizila droven kontaminace OTA. Bylo také
zakazano pouzivat chemické oSetreni pro dekontaminaci OTA v produktech
urcenych k lidské spotirebé (European Comission, 2001).

V pripadé lécivych rostlin ma EU oficidlni predpisy tykajici se limitd OTA
povolenych pro muskatovy orisSek, zazvor, kurkumu, Cerny a bily pepr a koren
lékorice a jeho extrakt, pricemZ zakonnd hranice se pohybuje od 15 pg / kg do 80
ug /kg (Qin et al, 2020), ale téchto limit je bohuZel relativné malo, proto je
zapotrebi se tim zabyvat mnohem podrobnéji.

Cilem vSech zminénych smérnic je minimalizovat pritomnost OTA v rGznych
potravindch scilem sniZit kontaminaci potravinarskych vyrobkli timto
mykotoxinem. Bude to otazka dodrzovani spravnych zemédélskych postupti nebo
dekontaminace kone¢ného produktu.

32



Tab. ¢. 5 Maximalni limity OTA v potravinach (Evropska komise, 2006; Evropska
komise, 2010)

Maximalni
Potraviny limity

OTA [pg/kg]

Nezpracované obiloviny 5,0

VSechny produkty pochazejici z 3,0
nezpracovanych obilovin, véetné zpracovanych
vyrobki z obilovin a obilovin uréenych k primé

lidské spotiebé (kromé obilnych piikrmi,
ostatnich prikrmi uréenych pro kojence a malé
déti a dietnich potravin pro zvlastni 1é¢ebné
Ucely, urcené specialné pro kojence)

Susené hrozny révy vinné (korintky, rozinky a 10,0
sultanky)

Prazenda kavova zrna a mletd prazena kava 5,0

NARIZENI KOMISE (ES) ¢. kromé rozpustné kavy

1881/2006

Rozpustna kava (instantn{ kava) 10,0
ze dne

19. prosince 2016 Vino (v¢etné Sumivého vina, s vyjimkou 2,0
likérového vina a vina s obsahem alkoholu
nejméné 15 % objemovych) a ovocné vino

Aromatizovand vina, aromatizované vinné 2,0
napoje a aromatizované vinné koktejly

Hroznova $tava, rekonstituovana 2,0
koncentrovana hroznova $t'ava, hroznovy
nektar, rekonstituovany hroznovy most a

rekonstituovany koncentrovany hroznovy most
urcené pro lidskou spotrebu

Obilné prikrmy a ostatni pfikrmy urcené pro 0,50
kojence a malé déti

Dietni potraviny pro zvlastni lé¢ebné 0,50
ucely, urcené specialné pro kojence

Korenf 15
Capsicum spp. (suSené plody, celé nebo mleté,
vcetné chilli papric¢ek, mletych chilli papricek,
kayenského pepre a papriky)
Piper spp. (plody, véetné bilého a ¢erného
.. , pepte)
NARIZENI KOMISE (ES) Myristica fragrans (muskatovy ofisek)
C. 105/2010 Zingiber officinale (zazvor)
Curcuma longa (kurkuma)
ze dne Smési koreni obsahujici jeden nebo vice vyse

5 tinora 2010 uvedenych druht kofeni

Koren lékoftice, slozka bylinného ¢aje 20

Vytazek z 1ékorice pro pouziti v 80
potravinarskych vyrobcich, zejména v napojich
a cukrovinkach
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2 OTA ve farmaceutickych bylinach

Lécivé rostliny maji dlouhou historii pouziti v terapii po celém svété a tvori
dllezitou soucast tradi¢ni mediciny, kterd byla ¢asto hlavnim zdrojem zdravotni
péce v zemich s nizkymi nebo stfednimi prijmy. V poslednich desetiletich doslo
k rozsireni fytoterapie i ve vyspélych zemich, zejména z dlivodu, Ze se jedna
o neskodny a prirozeny léCebny zplisob (Kosalec et al, 2009). Bezpecnost
rostlinnych produktli se vsak diky své oblibé a rozsifeni globalniho trhu stala
hlavnim problémem v oblasti vefejného zdravi a je tedy velmi dtlezité, aby 1écivé
byliny a rostlinné produkty byly zahrnuty do prislusnych narizeni (WHO, 2007).

Mnoho kontaminantii se prirozené vyskytuje v pidé a atmosfére a to predevsim
v souvislosti s pouzivanim latek zneciStujicich Zivotni prostifedi a to jak
v minulosti, tak pritomnosti. Nasledné pak dochazi ke kontaminaci 1éCivych rostlin
témito slou¢eninami. Skodlivé latky mohou pochézet z podminek, ve kterych jsou
rostliny péstovany nebo mohou byt kontaminovany po sklizni rostlinného
materialu cive stadiich vyroby findlnich produktii. Mezi nejcastéjsi formy
kontaminace bylin patii biologickd kontaminace (mikroby, mykotoxiny ajiné
organismy) a chemicka kontaminace (toxické prvky).

Ochratoxiny se vyskytuji v rliznych ¢astech rostlinnych tél. Studie 1éc¢ivych bylin
pochazejicich z brazilského trhu ukazala, Ze obsah ochratoxinti je nejvétsi v listech,
dale oddencich, kotrenech, kiife a semenech rostlin. Dominantni plisné produkujici
toxiny pochazely z rodu Aspergillus a Penicillium. U vétSiny rostlin byl zaznamenan
vyskyt ochratoxinii spolu s jinymi druhy mykotoxint (aflatoxini a citrinin) (Bugno
et al., 2006). Produkce ochratoxini, ale i jinych mykotoxinl je zavisla na mnoha
faktorech, jako jsou genetické predispozice rostliny k plisni, druh substratu,
vlhkost, pomér COz a Oz, pritomnost fungicidi nebo jinych konkurence schopnych
mikrobidlnich druht. Nékteré 1écivé rostliny obsahuji éterické oleje, které se
postupné uvolnuji do ptidniho profilu a mohou ovliviiovat chemicky potencial
substratu a tim omezit rozvoj plisni a tvorbu ochratoxinli (Kabelitz & Sievers,
2004).

Hodnoceni kvality lécivych rostlin by mélo zahrnovat moZnou kontaminaci
ochratoxiny. OTA jakozto sekundarni nizkomolekuldrni metabolit miize
kontaminovat 1éc¢ivé byliny prostrednictvim nékterych druhli vlaknitych
mikroskopickych hub, produkujicich tento mykotoxin a vyskytujicich se na jejich
rostlinnych télech. Jednd se zejména o Penicillium verrucosum a Aspergillus
ochraceus, dale pak A. carbonarius a A. niger (Kosalec et al., 2009).
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Dle rliznych studii bylo zjiSténo, Ze koreny lékorice podporuji kontaminaci
plisnémi a naslednou produkci OTA. Bresch et al. (2000) detekovali OTA
u 50 % vzorkd kotent lékorice, zatimco Majerus et al. (2000) detekovali OTA
ve vSech vySetrovanych vzorcich. Arifio et al. (2007) zkoumali kofeny lékorice
pomoci kapalinové chromatografie - fluorescencni detekci, priCemz nejvyssi
koncentrace OTA byla zjiSténa ve vzorcich ze suchych korenti 1ékofrice.

Pouzivani 1é¢ivych rostlin a ptripravki z nich vyrobenych se celosvétové rozsituje,
a proto je velmi dtlezité kontrolovat bezpecnost rostlinnych produktti s ohledem
na veiejné zdravi (Kosalec et al., 2009).

Diplomova prace je zamérena na experimentalni zjiSténi mnozstvi mykotoxinu
ochratoxinu A, které prechazi do pripravkli (napf. odvar a tinktur)
z farmaceutickych bylin. Koncentrace OTA byla analyzovdna ze vzorkil
farmaceutickych bylin vyuZivanych vtradi¢ni c¢inské mediciné a v tradi¢nim
indickém lékarstvi, tzv. ajurvédské mediciné. Konkrétné se jednalo o tyto druhy
rostlin: Astragalus propinquus (Kozinec blanity), Glycyrrhiza glabra (Lékorice lysa)
a Bacopa monnieri (Bakopa drobnolista). Na zakladé vysledki porizenych metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescen¢ni detekci (HPLC-FLD)
jako vysoce pozitivni vySel ze vSech tfi zminénych druh pouze Astragalus
propinquus, a proto je nejvétsi pozornost vénovana pravé jemu. U tohoto druhu
léc¢ivé rostliny se dale zjiStoval prechodovy faktor do vysledného
konzumovatelného produktu (odvaru ¢i tinktury).

2.1 Astragalus propinquus (Kozinec blanity)

Tab. ¢. 6 Taxonomické zaiazeni (Kubicek, 2003a)

Rise Plantae - rostliny

Oddéleni | Magnoliophyta - Krytosemenné r.
Trida Rosopsida - vy$si dvoudélozné r.

Rad Fabales - bobotvaré

Celed Fabaceae - bobovité

Rod Astragalus - kozinec

Druh Astragalus propinquus - kozinec blanity
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Koten Astragalus propinquus je zakladni bylinou tradi¢ni ¢inské mediciny, ve které
je nazyvana Huang Qi. Je povaZovana za sladkou, htejivou bylinu s mnoha 1é¢ivymi
vlastnostmi. Tradi¢né je vyuzivana pri lécbé unavy, obecné slabosti (predevsim
u starsich osob), nechutenstvi, nachylnosti k virovym infekcim, necitlivosti, bolesti
svalli, diabetes mellitus a rakoviny délohy, vajecnikii nebo tlustého streva
(Foster, 1998). Astragalus je soucasti mnoha lécivych tonik tradi¢ni mediciny
a Casto se kombinuje s ZenSenem, angelikou, l1ékorici a jinymi bylinami. Gumova
Stdva obsaZena vtéto rostliné se od starovéku pouziva jako zahustovadlo
a emulgator (Chaturvedula & Prakash, 2013).

2.2 Glycyrrhiza glabra (LéKorice lysa)

Tab. ¢. 7 Taxonomické zai‘azeni (Kubicek, 2003b)

Rise Plantae - rostliny

Oddéleni | Magnoliophyta - Krytosemenné r.
Trida Rosopsida - vyssi dvoudélozné r.
Rad Fabales - bobotvaré

Celed Fabaceae - bobovité

Rod Glycyrrhiza - 1ékorice

Druh Glycyrrhiza glabra - 1ékotice lysa

Glycyrrhiza glabra je tradi¢ni 1é¢iva bylina rostouci v rdznych castech svéta.
Je béZné vyuzivana jak v tradi¢ni ¢inské medicinég, tak v ajurvédé, a to predevSim
pro své antibakteridlni ac¢inky (obsahuje velké mnoZstvi flavonoidii), ale i jako
aromatickd bylina, kterd maskuje neprijemnou chut jinych 1ékt (Biondi et al.,
2005). Jedna se o velmi sladkou a uklidiiujici bylinu, ktera detoxikuje a chrani
jatra. Vykazuje silny protizanétlivy ucinek, ktery nachazi uplatnéni pri 1écbé
artritickych stavi, peptickych viredl a infekci hrdla. Mezi dalsi vyuziti této rostliny
patii 1é¢ba nerovnovahy pohlavnich hormonti a menopauzalnich symptom? u Zen.
Prvni zprava o lé¢ebném pouZiti pochazi z Recka (Fukai et al., 2002a, b).
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2.3 Bacopa Monnieri (Bakopa drobnolista)

Tab. ¢. 8 Taxonomické zarazeni (ITIS, 2000)

Rise Plantae - rostliny

Oddéleni | Magnoliophyta - krytosemenné r.
Trida Rosopsida - vy$$i dvoudéloZné r.

Rad Lamiales - hluchavkotvaré

Celed Plantaginaceae - jitrocelovité

Rod Bacopa - Bakopa

Druh Bacopa Monnieri - bakopa drobnolista

Tato bylina se prirozené vyskytuje v Indii a ma dlouhou historii pouZiti v tradici
ajurvédské mediciné, zejména pii 1écbé poruch zplisobenych tuzkosti a Spatnou
paméti. V soucasné dobé je prodavana v zapadnich zemich jako doplnék stravy
stimulujici pamét. Studie ukazaly, Ze bylina obsahuje mnoho aktivnich
slozek, v€etné rady alkaloidd a saponinti, nicméné hlavnimi slozkami jsou steroidni
saponiny, Bacosides A a B (Singh & Dhawan 1997). Vsoucasné dobé
nejsou publikovany zadné védecké studie zkoumajici blahodarné ucinky Bacopy
monnieri na pamét lidi, existuji vSak studie zkoumajici chovani potkani
(Roodenrys et al., 2002).
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3 Stanoveni OTA ve farmaceutickych bylinach
metodou HPLC-FLD (Standardni operacni

postup)

Za ucelem stanoveni prechodu OTA z matric farmaceutickych bylin do odvari
atinktur bylo dilezité méreni obsahu OTA vjednotlivych vzorcich bylin
zakoupenych v distribu¢ni siti. Tyto vysledky byly vyhodnoceny a pro dalSi mérent
byl vybran Astragalus propinquus jako nejvice kontaminovany, ze kterého
se pripravila homogenizovand smés, u které byl znovu méren obsah OTA.
Z takto pripraveného kontaminovaného a homogenizovaného vzorku se dale
pripravovaly odvary a tinktury za ucelem stanoveni prenosu OTA do téchto
vyrobkii. Metodika stanoveni HPLC je popsana samostatné v dalSich
kapitolach, z dlivodu naroc¢nosti této metody.

3.1 Pfedmét a vymezeni plisobnosti

Standardni operacni postup popisuje metodu separace (izolace) OTA ze vzorkil
potravin na imunoafinitnich kolonkach. Separace je nezbytnou podminkou
projeho  kvantitativni = stanoveni  metodou vysokoucinné  kapalinové
chromatografie HPLC.

Kapalinova chromatografie je fyzikalné - chemickd metoda, vyuZivajici separaci
tedy déleni latek mezi dvéma fazemi, a to fazi mobilni (pohyblivou) a stacionarni
(nepohyblivou). Zakladnim principem separace latek kapalinovou chromatografii
je rtizna afinita slozek vzorku k mobilni a stacionarni fazi (Raska, 2009).

Cely proces zapocind nanesenim smési délenych latek na kolonu, ¢imz
se na ni vytvori elucni pas. Jeho slozky jsou nasledné unaSeny mobilni fazi kolonou
a béhem toho dochazi k jejich interakci se stacionarni fazi (rozdélovanim, adsorpci
apod.) a zpétnému prechazeni do mobilni faze, se kterou miZou rovnéz
interagovat. Tento proces se mnohonasobné opakuje a pii dostatecné odlisSnosti
distribu¢nich konstant jednotlivych délenych latek dojde po urcité dobé k jejich
castetnému nebo Uplnému rozdéleni do izolovanych past. Oddélené latky
opoustéji kolonu v rizném retenénim (elu¢nim) case, ktery zavisi na velikosti
jejich interakci se stacionarni fazi.

Cim jsou tyto interakce siln&jsi, tim je samoziejmé retenc¢ni ¢as vétsi a dana latka
se z kolony vymyva pozdéji (Hara et al.,1985).
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Mezi hlavni prednosti HPLC patii kvantitativni a zadroven kvalitativni hodnoceni
separovanych sloZek, citlivost stanoveni, rychlost analyzy, minimalni mnoZstvi
pouzitého vzorku, mozZnost automatizace. Diky svym prednostem je HPLC
pouzivana ve vSech modernich lékopisech (Vasicek, 2007).

Spojeni metody vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci
FLD ma oproti UV-detekci vyhodu v tom, Ze je vyrazné citlivéjsi (Dai et al., 2003).

3.2 Princip metody

OTA je extrahovan ze vzorku farmaceutickych bylin systémem kapalina - kapalina
a CiStén na vysoce specifické imunoafinitni kolonce OchrareppR. Kolonka
se specificky zadrZenym obsahem OTA je kone¢né eluovana metanolem.
Metanolovy roztok OTA je primo analyzovdn metodou HPLC-FLD. OTA
se potvrzuje chromatografickou analyzou po rozkladu OTA karboxypeptidazou
na ochratoxin a a fenylalanin.

3.3 Bezpecnost prace

Podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC, WHO) je ochratoxin A
Fazen do kategorie 2 B (moZny karcinogen pro c¢lovéka) a to vzhledem k jeho
silnym toxickym ucinkim. Je tedy nutné dbat na bezpecnost prace s touto latkou.
Od upravy vzorkli az po samotné HPLC stanoveni bylo pracovano v pryzZovych
rukavicich. Pracovni ukony byly provadény vdobie vétrané digestori
nebo laminarnim boxu se zapnutym odsavanim vzduchu. K omezeni rozliti vzorki
byly pouZity podlozky SUPELCO Glass Magnet™Sheet. V laboratofich, ve kterych
se provadélo stanoveni OTA, byl zabezpecen odtah a filtrace vzduchu. VSechny
pracovni povrchy a pomicky vcetné skla byly po skonceni prace ihned
dekontaminovany v roztoku chlornanu sodného, ktery je soucasti provozniho fadu
Narodni referen¢ni laboratofe probiomarkery mykotoxini a mykotoxiny
v potravinach.

3.4 Shér vzorki a jejich skladovani

V distribuéni siti (Iékarny, obchody) z 25 rtiznych mist Ceské republiky bylo
ndhodné vybrano a zakoupeno: 40 vzorkl kotene Astragalus propinquus, 1 vzorek
Bacopy monnieri (ve formé susenych listli) a 4 vzorky koiene Glycyrrhiza glabra.
Vzorky byly zakoupeny vobdobi od roku 2015 do prvni tretiny roku 2016,
z divodu ziskani vzorkl raznych Sarzi po dobu 15 mésicli. Vzorky se nachazely
v raznych formach, a to sekané, drcené nebo v prasku.
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Ptivod vzorki byl pievazné z Ciny, oviem toto tvrzeni jsem nedokazala potvrdit
sabsolutni jistotou, protoze dodavatelé nereagovali na mij dotaz.
Podle doporuceni vyrobce byly vSechny vzorky skladovany ve tmé a v suchu
a nebyl prrekrocen limit pro jejich skladovani.

3.5 Chemikalie a spotirebni material

3.5.1 Zakladni chemikalie

Chloroform, pro analysi, Riedel-de Haen; Hydrouhli¢itan sodny, pro analysi,
Riedel.de Haen; Metanol gradient grade pro chromatografii, Lichrosolv, MERCK;
Acetonitril gradient grade pro chromatografii, Lichrosolv, MERCK; Octan sodny
bezvody, Suprapur, MERCK; Kyselina octova (ledova) pro analysi, MERCK; Chlorid
sodny, Suprapur, MERCK (PENTA-Chrudim); Carboxypeptidase A, SIGMA;
Ochratoxin A, SIGMA-ALDRICH; Kyselina ortofosforecna 85% (H3PO4), Suprapur,
MERCK; Hydrogenfosforecnan dvojsodny (NazHPO4) x 12 H20, p. a., MERCK;
Polyethylenglycol 8’000 pro molekularni biochemii, MicroSelect, FLUKA; Dusik 4,0,
GA 224; Technoplyn Linde a. s., Praha; Ultracista voda ze zatizeni Milli Q plus,
Millipore

3.5.2 Roztoky

Zakladni roztok ochratoxinu A v metanolu 10 pg/ml

Do lahvicky s obsahem 1 mg (tj. 1000 pg) ochratoxinu A bylo napipetovano 5 ml
metanolu, toto mnoZstvi OTA bylo rozpusténo. Do uzaviratelné Erlenmayerovy
banky se zabrusem bylo napipetovano 90 ml metanolu, nasledné bylo pfidano 5 ml
roztoku ochratoxinu A v metanolu z originalni lahvicky. Tato lahvi¢ka po vzorku
byla znovu vyplachnuta 5 ml metanolu a metanol byl pridan do Erlenmayerovy
baiiky. Odmérna barika se zabrusem byla peclivé uzaviena, prekryta parafilmem
a pripraveny standard byl uloZen do mraznicky pii -20°C. Doba pouZitelnosti
zakladniho roztoku je 1 rok.

Z takto pripraveného zakladniho roztoku byly dale pripraveny pracovni roztoky
OTA o koncentracich: 40 ng/ml, 4 ng/ml a 0,4 ng/ml. VSe v souladu se standardnim
operac¢nim postupem (SOP).

Pracovni roztok ochratoxinu A 40 ng/ml (40 ug/1)

Bylo odpipetovano 0,1 ml zakladniho roztoku a doplnéno metanolem do odmérné
banky o objemu 25 ml po znacku. Roztok byl uchovan v chladnicce, v odmérné
bance s uzavérem prekrytym parafinem. Doba pouZitelnosti je opét 1 rok.
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Standardni roztok I. ochratoxinu A 4 ng/ml (4 |

Bylo odpipetovano 1 ml pracovniho roztoku a doplnéno metanolem do odmérné
banky o objemu 10 ml po znacku. Pripraveny roztok byl uchovan v chladnicce
a pouzivan maximalné 10 dni.

Standardni roztok II. ochratoxinu A 0,4 ng/ml (0,4 ug/1)

Byl odpipetovan 1 ml standardniho roztoku I a doplnén metanolem do odmérné
banky o objemu 10 ml po znacku. Roztok byl uchovan v lednici v nddobkach
k tomu urc¢enych. Doba pouZitelnosti 3-5 dni.

Hydrogenuhlic¢itan sodny (NaHCO3) 10 (30) g/1

Bylo navaZzeno 10 (30) g NaHCO3 a navaZzka byla rozpusténa v kadince v menSim
mnozstvi vody. Po rozpusténi byl roztok kvantitativné prelit do 1 1 odmérné barky
a doplnén po znacku vodou. Roztok byl rozmichan a uloZen do tmavé sklenéné
lahve.

Fosfatovy salinicky pufr (PBS

Na vahach bylo navazeno 8 g chloridu sodného (NaCl), 1,2g hydrogenfosfore¢nanu
sodného (NazHPO4), 0,2 g dihydrogenfosforecnanu draselného (KH2PO4) a 0,2 g
chloridu draselného (KCI). Tyto chemikalie byly smichany a rozpustény v 900 ml
ultracisté vodé Milli Q plus. Roztok Ize uchovavat v chladnicce po dobu 1 roku.

Fosfatovy salinicky pufr (PBS s 15% metanolem

Do 100 ml odmérky bylo napipetovano 15 ml metanolu a po rysku doplnéno
roztokem PBS.

Roztok H3P04 0,5 M

5,7 ml (9,8 g) kyseliny ortofosforecné bylo napipetovano do 100 ml domérky
adoplnéno po rysku vodou Milli Q. Roztok lze wuchovavat v chladnicce
po dobu 1 roku.

Roztok H3PO4 + NaCl

Do 1000 ml odmérky bylo napipetovano 33,7 ml 85% kyseliny ortofosfore¢né a
pridano 116,9 g NaCl, doplnéno do 1 | vodu Milli Q a nékolika kapkami 0,5 M
H3zPO4. Hodnota pH byla upravena na 1,6 (ovéfeno pH papirkem). Roztok je
stabilni ptiblizné 6 mésict.
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3.5.3 Spotiebni material

Imunoafinitni kolonky OCHRAREPPR, P 14B ke kvantitativnimu stanoveni
OTA pomoci HPLC, Rhone-Diagnostics Technologies, dodavatel: Jemo Trading
s.r.o., Bratislava; papirové filtry Whatman ¢. 4, MERCK, obj. ¢. 1004090 nebo 1004
185, nebo filtra¢ni papiry KA2-M, Papirna Pernstejn s.r.o.; Fenylsilanové kolonky
Strata Phenyl (55 um, 70 A), 500 mg/3 ml, dodavatel: Chromservis, Praha

Déale: kddinky raznych velikosti, plotynkovy vartic, laboratorni stojan potiebny
k filtraci, sklenéné nalevky, laboratorni 1Zicka, Erlenmayerovy banky, odmérné
valce, automatické pipety, plastové Spicky k pipetam

3.5.4 Pristroje a pomocna zarizeni

Kapalinovy chromatograf s fluorescenc¢ni detekci (HPLC-FLD) - Spectra
System (USA), vakuovy odplynova¢ SCM 400, gradientova pumpa P 2000,
Automaticky davkovac¢ Spectra-Physics 3000, Fluorescen¢ni detektor Jasco
(model 920 FP), pocitac se software CSW 32. Dale laboratorni vahy Navigator ,
vahy jemné 1. tf. Sartorius R 200 D, mraznicka (-20°C), chladnicky, kruhova
trepacka OS 10 basic (IKA Werke GmbhBCO.KG), zatizeni pro fizeny pritok
imunoafinitni kolonkou - vakuova jednotka BAKER SPE 12 G (BAKER) s prosavaci
pumpou (SIGMA n. MILLIPORE), zatizeni pro odparovani EVATERM, vyrobce Ing.
V. Hanus, Brno.

3.6 Postup upravy vzorkii a schéma extrakce a separace
dle Zimmerliho

Pred zahajenim separace OTA byly Imunoafinitni kolonky 30 min az 1 h pted
pouzitim vyndany zlednicky a temperovany na teplotu laboratore. Vzhledem
k uvaZzované mozné fotolabilité byla operace provadéna za ptipadného pristinéni.

5 g vybranych vzorkl bylin (drcenych, sekanych nebo v prasku) bylo navazeno
do Erlenmayerovy barky, smichdno s 10 ml pufru (H3PO4 + NaCl) a protfepano
na tfepacce po dobu 1 minuty.

Navazka byla 4x extrahovana pridanim 5 ml chloroformu. Po ptidani chloroformu
byla vysledna smés vzdy po dobu 3 minut intenzivné protfepana. Po kazdé
extrakci byla smés po dobu 15 minut pii 6 500 ot.min-! centrifugovana a spodni
odstredéna chloroformova faze byla odpipetovana do stejné polypropylenové
centrifugacni nadobky.
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Chloroformova faze byla odparena pod proudem dusiku pti teploté 45 °C na
zarizeni EVATERM. Rezidium bylo kvantitativné splachnuto malymi davkami
chloroformu (celkovy objem chloroformu 5 ml).

Tato chloroformova faze byla 2x extrahovana 5 ml hydrogenuhli¢itanu sodného
(10g/1), protrepana vzdy 3 minuty na trepacce a zcentrifugovana po dobu 5 min
pti 3 500 ot.min-L.

Oba podily hydrogenuhlic¢itanu sodného (vzdy horni vrstva) byly stazeny do stejné
polypropylenové centrifugacni nadobky, ve které byl 1 ml chloroformu
a 0,5 ml koncentrované kyseliny mravenci.

Vodna hydrogenuhli¢itanova vrstva pak byla postupné 2 x reextrahovana
2 ml chloroformu. Pri kazdé extrakci bylo vSe protrepano po dobu 3 min a kazdy
podil zcentrifugovan po dobu 5 min pti 3 500 ot.min-1.

Spodni chloroformové podily byly jimany do polypropylenové centrifugacni
nadobky a odpareny pod proudem dusiky pfi teploté 45°C.

Reziduum bylo rozpusténo v 5 ml roztoku PBS - metanol 15%. Timto roztokem
byly oplachnuty stény centrifugacni nddobky a dale byla jeSté nddobka 3x timto
roztokem vyplachnuta.

Z imunoafinitni kolonky byl vytlacen pufr a byla prosata po dobu 30 s vzduchem.

Posléze bylo vSech 20 ml roztoku PBS - metanol 15% umisténo v nastavci
nad adaptérem a roztok byl prosat pres kolonku rychlosti cca 2 mlmin-l.
Pres kolonku byl opét prosat vzduch po dobu 30 s. Kolonka byla proplachnuta
20 ml vodou Milli Q s naslednym prosatim vzduchem po dobu 30 az 60 s.

Do nadobky nad adaptérem bylo napipetovano 3 ml okyseleného metanolu
arychlosti 0,5 ml.min-1 provedena eluce (nebo nizsi rychlosti 1 kapka/2 s). Opét
byl asi 30 s prosat vzduch.

Vzorek byl jiman do fadné oznacené vialky a uloZen do chladnicky.
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3.7 Postup upravy vzorkii a schéma extrakce a separace
dle Entwisle 2001

Imunoafinitni kolonky byly 30 min az 1 h pred pouZitim vyndany z chladnicky
a temperovany na teplotu laboratore.

10 g vybranych vzorkii bylin (drcenych, sekanych nebo v prasku) bylo
navazeno do Erlenmayerovy batkky a smichdano se 100 ml smési
metanolu a hydrogenuhli¢itanu sodného 3%: smés vpoméru 50 ml:50ml; v/v
a tiepano na tiepacce 30 min.

Vysledny roztok byl zfiltrovan pres Whatman ¢. 4 ¢i KA-2M filtracni papir.

Fenylsilanova kolonka byla nejprve prosata 10 ml smeési
metanol/hydrogenuhli¢itan sodny 3% (v poméru: metanol 20 ml:80 ml
hydrogenuhli¢itan sodny; v/v) a nasledné ihned 5 ml roztoku
1% hydrogenuhlic¢itanu sodného, pak byl kolonkou kratce prosat vzduch.

20 ml zfiltrovaného roztoku bylo smichano s 20 ml 3% hydrogenuhlic¢itanu
sodného. Téchto 40 ml bylo opatrné prosato pies fenylsilanovou kolonku.

Po skonleni prosavani byl opét prosat kratce vzduch a byla provedena eluce
fenylsilanové kolonky 10 ml roztoku - metanol/voda (7 ml metanolu : 93 ml; v/v).

K tomuto eluatu bylo nasledné pridano jesté 30 ml PBS (8 g NaCl; 1,2 g NazHPOy;
0,2 g KH2PO4; 0,2 g KCl; 900 ml H20)

Do prosavaciho zarizeni byla umisténa imunoafinitni kolonka Ochraprep a byl
z ni odstranén pufr. Kolonka byla prosata celkem 40 ml roztoku (10 ml eluatu
z fenylsilanové kolonky + 30 ml pufru PBS).

Imunoafinitni kolonka byla promyta 20 ml pufru PBS.

Nasledné byla provedena eluce imunoafinitni kolonky 4 ml ¢istého metanolu, ktery
byl odparen pod proudem dusiku na zarizeni EVATERM, pfti teploté 42 °C a vialka
s odparkem byla hermeticky uzaviena a uloZena do lednice.

Odparek byl rozpustén v 0,5 ml metanolu za pomoci ultrazvukové lazné
po dobu 10 min a ptipraven k nastiiku do HPLC (Entwisle et al., 2001).
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3.8 Laboratorni nadobi

Po skonceni analyz se nadobi vyuzivané k analyze OTA radné dezaktivuje po dobu
24 hodin (vysoce koncentrované roztoky dezaktivujeme 48 hodin) v lazni, ktera
obsahuje 10 1 vody, 100 g hydroxidu sodného a 200 ml chlornanu sodného.
Po dezaktivaci bylo nadobi oplachnuto horkou vodou se saponatem (10 ml/10 1)
a proplachnuto v kyselé lazni, pripravené ze 150 ml octa a 10 1 destilované vody.
Potom bylo nadobi proplachnuto trikrat destilovanou vodou a jedenkrat vodou,
ziskanou z Milli Q a vysuSeno vhorkovzdusném sterilizatoru pri 180°C.
Takto dezaktivované nadobi je uloZzeno do uzavienych skiini pro dalsi pouZziti.

3.9 Ovéreni metody

Metoda stanoveni byla v souladu s niZe popsanym postupem méieni nejprve
ovérena. Byly zjistény tyto parametry:

Tab. €. 9 Ovéreni metody

Parametr OTA v potravinach
ngkg1*

Mez detekce 0,12

Mez stanovitelnosti 0,39

Max. stanovitelny obsah 10,0

Nejistota stanoveni v % <20

* Uvedené hodnoty plati pti pripravé vzorku dle pouZité metody
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3.10 Uvedeni meériciho pristroje do chodu a jeho
nastaveni

Priprava kapalinového chromatografu k analyze a prace s nim se ridila ndvodem
vyrobce. Pred vlastnim stanovenim musela byt chromatografickd aparatura
uvedena do chodu a alespoii 60 minut pracovala ,naprazdno“ pro ustaleni
podminek na chromatografické koloné a detektoru. Podminky stanoveni byly
nastaveny dle manualu pristroje. Spraci se zacalo az tehdy, jakmile se po
nadavkovani metanolu pri zapnutém fluorescentnim detektoru objevila rovna
zakladni linie.

3.11 Analyza

Odparky rozpusténé v metanolu, standardy a slepy vzorek (voda Milli Q)
byly vstiiknuty do kapalinového chromatografu a bylo provedeno stanoveni
obsahu ochratoxinu A metodou HPLC. Skazdou sérii analyz byly soucasné
analyzovany standardni roztoky OTA 4 ng.ml-1, 0,4 ng.ml'}, slepy vzorek a piipadné
také kontrolni material, nebo material s pridavkem ochratoxinu A. Standardy byly
proménovany vzdy na zacatku a na konci série vzorki tak, aby pocet analyz
standardu dosahl 20 % poctu analyzovanych vzorkl. Po skonceni analyz byla
kolona promyta smési metanolu s vodou (1:1) - po dobu 20 min. Dale pak 10 min
samotnou vodou a nakonec roztokem acetonitrilu a vody (1:1) po dobu cca 60 min.
Nakonec byla kolona konzervovana smési metanolu a vody.

3.12 Podminky chromatografického stanoveni

Pro stanoveni OTA na HPLC byla pripravena mobilni fize: metanol : acetonitril:
0,005 mol.l! octan sodny : kyselina octovd v poméru 300 ml : 300 m : 400 ml :
14ml (v/v/v/v). Byl nastaven pratok mobilni faze na 1,5 ml.min-1; nastiik: 50 pl.
Nastaveni FLD: A Ex (excitace) 333 (340) nm, A Em (emise) 465 nm, Gain = 1000,
(Sitre pasma EM: 18). Fluorescencni detektor Jasco FP-920 byl zapnut 15 min.
pred zapocetim prace. Pri dodrZeni téchto podminek byl elu¢ni ¢as ochratoxinu A
pribliZné mezi 7-10 min. pfi pfimém stanoveni.
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3.13 Potvrzeni OTA analyzou metylesteru ochratoxinu A

Na zarizeni EVATERM se nejprve pripravi metylester: 1 ml metanolového extraktu
vzorku se odpafri ve vialce do sucha proudem dusiku, ktery se zavede nad hladinu
vzorku. Posléze se pridd 1 ml roztoku BF3 v methanolu, vialka se uzavie
a protrepe. Vzorky se nechaji reagovat ve vialce pri teploté 60°C po dobu 15 minut.
Stejnym zptisobem jako vzorky se zpracuje i 1 ml standardniho roztoku OTA
o koncentraci 4 ng.ml-l. Na kapalinovém chromatografu se pracuje za stejnych
podminek jako pri primém stanoveni ochratoxinu A. Elu¢ni ¢as esterti ochratoxinu
A je kolem 14 minut. Po skonceni analyz se kolona promyje a nakonzervuje smési
methanol : voda (1 : 1) - po dobu 20 min., dale 10 min vodou a nakonec roztokem
acetonitril : voda (1 : 1) po dobu 60 min. Nakonec se kolona nakonzervuje smési
metanol : voda.

4 Stanoveni prechodu OTA zKkorene Astragalus
propinquus do odvaru a tinktur z néj vyrobenych

Pro stanoveni procentualniho ptrechodu OTA zkotrene Astragalus propinquus
do odvari bylo ptipraveno 400 g inertniho referen¢niho materialu, ve kterém byla
koncentrace OTA 288,9 ng/g + 12,3 (SD). Pro pripravu tinktur byl pouZzit smésny
vzorek 2 matric s nejvyssi koncentraci OTA (1700 ng/g, 1600 ng/g). Primérna
koncentrace OTA v takto pripraveném smésném vzorku byla 1650 ng/g.

4.1 Material a pouzité chemikalie

PouZity material a chemikalie byly stejné jako v bodé 3.5.

4.2 Pracovni postup

Pro zjisténi mnozstvi OTA, které prechazi do pripravki vyrobenych z matric
Astragalus  propinquus byl pouzit stejny postup, ktery je popsan
v bodech 3.6 aZ 3.13. Za ucelem stanoveni byly navic pripraveny odvary a tinktury.
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Priprava odvari

Jedna se zpravidla o vodny vyluh drogy ziskany varem. Kazdy odvar byl pripraven
pridanim 3 g rostlinné casti, vnasem pripadé korenu Astragalus propinquus
do 300 ml vody. Takto vzniklou smés jsme privedli kvaru a nasledné varili
po dobu 15 minut na zadkladé doporuceni dodavateli a predevsim lékopisu -
doporuceného postupu. Poté byl odvar promichan a prefiltrovan.

Priprava tinktur

Tinktury jsou tekuté pripravky obvykle ziskavané z ususenych rostlinnych casti.
Kazda tinktura byla pfipravena pridanim 10 g rostlinné Casti, v naSem pripadé
kotenu Astragalus propinquus do 100 ml vyluhovadla (obvykle se pripravuji z
jednoho dilu drogy a deseti dili vyluhovadla, v naSem ptipadé lihu). Vychozi droga
byla rozmélnéna na Ccastice o vhodné velikosti a dikladné promichdna
s predepsanym vyluhovadlem a byla ponechana v uzaviené naddobé vhodnou dobu.
Zbyla droga se po extrakci oddélila od vyluhovadla.

4.3 Pouzité vzorce

Vzorec pro vypocet procentualniho prechodu OTA do odvaru a tinktury

Tp = procentualni obsah OTA v odvaru/tinkture

Ct = konecna koncentrace OTA v odvaru/tinktuie (ng/ml)

V= konectné mnozstvi odvaru/tinktury (300 ml/100 ml)

Cm= koncentrace OTA v inertnim referen¢nim materialu (288,9 ng/g, 1650 ng/g)

a= mnozstvi pouzité matrice pro odvar/tinkturu (3g/10g)
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni OTA ve farmaceutickych bylinach

V tabulce ¢. 11 jsou uvedena zadkladni screeningova data vybranych druht bylin,
které by mohly obsahovat OTA ve vétSim mnozstvi. Extrakce byla provedena podle
metody Entwisle 2001. Jako vysoce pozitivni ze vSech testovanych druhi vysel
pouze Astragalus propinquus a proto bylo dale otestovano na pritomnost OTA
vSech 40 vzorki zakoupenych matric. U téchto vzorkd byla extrakce provedena
podle metody Zimmerliho a Dicka (1995), ktera se ukazala jako vhodnéjsi. Stejna
metoda byla pouzita i pro extrakci OTA z odvara a tinktur, s vyjimkou toho, Ze
v prvnim kroku bylo 5 ml odvaru extrahovano ptimo chloroformem.

VSechny zakoupené vzorky byly pozitivni na OTA; koncentrace se pohybovala
vrozmezi od 28,8 do 1700 ng/g, se stfedni hodnotou 451,0 ng/g, medidnem
210,0 ng/g a 90. percentilem 1618,0 ng/g. Tyto vysledky dokumentuji vysokou
koncentraci OTA a frekvenci kontaminace pozorovanou ve vzorcich korene
Astragalus propinquus prodavanych v Ceské republice.

U Astragalus propinquus se dale stanovoval prechod OTA z matric do vysledného
konzumovatelného produktu (odvaru nebo tinktury). Za ticelem tohoto stanoveni
bylo ze 40 zakoupenych matric pripraveno 400 g inertniho referen¢niho materialu
(prirozené kontaminovaného a homogenizovaného vzorku Astragalus propinquus).
Z takto pripraveného inertniho referencniho materialu o primérné koncentraci
OTA 2889 ng / g + 12,3 (SD) byly pripraveny odvary. Pro pripravu tinktur byl
pouzit smésny vzorek matric o primérné koncentaci 1650 ng/g. Koncentrace OTA
byla mérena pomoci HPLC.

Vysledky jsou zdivodu rozsahlosti zaznamenany v tabulkach (vysledky
screeningu vybranych druhii farmaceutickych bylin, stanoveni OTA u Astragalus
propinquus), které je prilohou této prace.
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5.2 Stanoveni procentualniho prechodu OTA do odvari a
tinktur

Na zadkladé uvedenych postupt, byly pripraveny odvary a tinktury (ze 400 g
inertniho referenniho materialu a matrice o koncentraci 1650 ng/g OTA), u
kterych byla zmérena koncentrace OTA. Tato vysledna hodnota nasledné slouZzila
ke zjisténi procentualniho pirechodu OTA z matric do odvari nebo tinktur pomoci
uvedeného vzorce v kapitole 4.3.

5.2.1 Vypocet procentualniho pirechodu do odvari

Priimérny procentudlni prechod OTA zAstragalus propinquus do odvaru byl
vypocten jako 83, 4 % * 8,5 (SD).

Tab. ¢. 10 Procentualni prechod OTA do odvara

. . Obvykly

Vzorek OTA MEdian G . MEcshed Smérodatna pf'ijevn}l, O¥A

Cislo [ng/g] OTA CREL OTA odchylka | [mg/osoba/
[ng/g] |OTA[ng/g]| Tp[%] tyden]

1 213,0 | 240,650 | 268,170 73,728 8,507 0,021

2 210,0 72,690 0,021

3 246,0 85,151 0,024

4 259,0 89,650 0,025

5 222,0 76,843 0,022

6 267,3 92,523 0,026

7 262,7 90,931 0,026

8 235,3 81,447 0,023

9 217,3 75,216 0,021

10 276,0 95,535 0,027

Prumer. | 5 10,86 - -l 83371 - 0,024

hodnota
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Vzorovy vypocet, ktery je platny pro vSechna méfeni a je vytvoren na zakladé

konkrétniho méreni

Cr=213 ng/ml
V=300 ml
Cm=288,9 ng/g

T,=73,728

o= 3g

5.2.2 Vypocet procentualniho prechodu do tinktur

Priimérny procentudlni prechod OTA z Astragalus propinquus do tinktury byl

vypocten jako 0,328 % + 0,001 (SD).

Tab. ¢. 11 Procentualni prechod OTA do tinktur

. . Obvykly
o
Vzorek OTA Media G . Ricshice Smérodatna | privod OTA
Cislo ng/g OTA percent 0TA odchylka |[mg/osoba/ty
[ng/g] | OTA[ng/g] | To[%] den]
1 0,539 0,541 0,543 0,326 0,001| 3,08755-10-¢
2 0,544 0,329 3,11596-10-¢
Priameér. 0,541 . 0,328 - 3,10649-10-¢
hodnota

Vzorovy vypocet, ktery je platny pro vSechna méreni a je vytvoren na zakladé
konkrétniho méreni

, = CC:; — 100
Cr=0,539 ng/ml
V=100 ml
Cm=1650ng/g Tp,=0,326
a=10g

51



Diskuze

Pro experimentalni zjiSténi mnoZstvi mykotoxinu ochratoxinu A, které prechazi
do pripravkl (odvard a tinktur) z farmaceutickych bylin byl nejprve proveden
zakladni screening vybranych bylin, scilem odhalit nejvice pozitivni vzorky.
Ze vsech bylin jako nejvice pozitivni vySel Astragalus propinquus a z tohoto divodu
byl pouZit pro hlavni experiment, ve kterém se stanovovalo mnoZstvi OTA, které
prechazi do odvarti a tinktur. Pro vyzkum byly pouzity dvé metody extrakce
atodle Entwisle et al. (2001) a Zimmerli & Dick (1993). Druhd jmenovana
je v Narodni referencni laboratoii pro biomarkery mykotoxint v Hradci Kralové
béZné pouZivana, a to predevSim pro svoji spolehlivost, nicméné oproti metodé
Entwisle et al. (2001) je ¢asové narocnéjsi, a proto je pro screening méné vhodna.

Tradi¢ni cinské 1éc¢ivé rostliny bézné vyuZivané jako kofeni, prisady nebo
potraviny jsou v Ciné $iroce pouZivané k prevenci a 1é¢bé lidskych nemoci (Yang et
al., 2010). Astragalus propinquus je jedna z nejbéZnéji pouzivanych bylin v tradi¢ni
¢inské mediciné klécbé onemocnéni ledvin (Zhang et al, 2014), pokud ovSem
neobsahuji neZddouci kontaminanty. Diky svému piivodu mohou byt ¢inské 1éc¢ivé
rostliny béhem ristu, sbéru, prepravy a zejména skladovani kontaminovany
riznymi druhy hub, véetné ochratoxigennich hub. Prvni zpravu o prirozeném
vyskytu OTA v ¢inskych 1é¢ivych bylinach publikuje studie Yang et al. (2010) jejiZ
vysledky ukazaly, Ze celkem 25 vzorki (23 viditelné plesnivych) z celkového poctu
57 odebranych vzorkii ¢inskych lécivych rostlin bylo pozitivnich na OTA a to
vrozmezi 1,2 - 158,7 ng/g. Ve srovnani s timto rozsahem byla koncentrace OTA
v nasich vzorcich vyrazné vyssi a to vrozmezi 28,8 - 1700 ng/g. Tyto vysledky
dokumentuji vysokou koncentraci OTA a frekvenci kontaminace pozorovanou ve
vzorcich Astragalus propinquus prodavanych v Ceské republice.

Priimérny procentudlni piechod OTA z Astragalus propinquus do odvard byl
vypocten jako 83, 4 % * 8,5 (SD) a u tinktur 0,162 % * 0,001 (SD). Z vysledki
studie vyplyva, Ze do odvari byva prevedeno vyznamné mnozstvi OTA, a to
podobné, jako je tomu u ¢aji nebo kavy (Malir et al., 20014). Naopak z matrice
Astragalus propinquus do tinktur byva prevedeno pouze nepatrné mnoZzstvi OTA,
coz prisuzujeme odliSnému postupu pii piipravé tinktur, a to predevSim ve
vyluhovani matrice ve 40% alkoholu.

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization, WHO) odhaduje, Ze
vice nez 100 miliont Evropanti vyuziva tradi¢ni ¢inskou medicinu a pétina z nich ji
pravidelné pouziva ke zdravotni péci (WHO, 2013). WHO rovnéz vydala pokyny
pro hodnoceni rostlinnych 1écivych pripravkd, které definovaly zakladni kritéria
pro hodnoceni kvality, bezpec¢nosti a ucinnosti rostlinnych lé¢ivych pripravki
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s cilem pomoci vnitrostatnim regulacnim orgdnim a vyrobclim pii posuzovani
podani a dokumentace tykajici se téchto pripravki (WHO, 1996).

Astragalus propinquus mohou konzumovat jedinci rtizného stari, ale tradi¢ni
bylinkdri nedoporucuji pravidelnou Kkonzumaci delSi nez tfi tydny.
Mnozstvi a rozsah davek se lisi dle pokynt dodavatele a to od 4 do 30 g suseného
Astragalus propinquus.

Na zakladé vysledkd, kdy primeérna koncentrace OTA ve vzorcich Astragalus
propinquus byla 451 ng OTA/g suSeného korene, v souvislosti s rychlosti pfenosu
aza predpokladu denni spotfeby 9 g suchého Astragalus propinquus
prostfednictvim  odvarli, lze odhadnout obvykly tydenni pfijem
OTA na 0,024 mg / osoba / tyden. Za predpokladu, Ze konzument ma hmotnost
60 kg (EFSA, 2006) tento privod vice neZ trikrat prekracuje tydenni tolerovatelny
piivod (TWI). Pro nejvyssi uroven spotieby a kontaminace by odhadovany piivod
OTA 0,30 mg OTA / osoba / tyden piekrocil TWI vice nez Ctyricetkrat, coz miize
¢init znacné problémy v souvislosti s privodem OTA zjinych zdroji (potraviny
rostlinného a Zivoc¢isSného ptivodu) a piispét tak k vyrazné vyssi expozici viici OTA.
Za predpokladu denni konzumace 3 ml tinktury je pfijem OTA béhem jednoho
tydne zanedbatelny (3,10649-10-¢ mg /osoba /tyden).
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Zaver

OTA jakozto vSudypritomny a prirozené se vyskytujici mykotoxin patfi
v souCasnosti mezi nejdiskutovanéjSi mykotoxiny vibec. Vykazuje mnoho
toxickych ucinki, diky kterym predstavuje znacné riziko pro zdravi lidské
populace. Mezi toxické vlastnosti radime jeho teratogenitu, imunotoxicitu,
hepatotoxicitu, neurotoxicitu, nefrotoxicitu, genotoxicitu a karcinogenitu. V roce
1993 byl Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny klasifikovan jako mozny
karcinogen pro ¢lovéka a zatazen do skupiny 2B. Hlavnim zdrojem expozice OTA u
lidi jsou potraviny. OTA jako prirozené se vyskytujici kontaminant byl zjiStén u
potravin rostlinného i Zivoc¢iSného ptivodu.

Ke kontaminaci dochazi také u lécivych rostlin a piipravki znich vyrobenych,
vyuzivanych napriklad v tradi¢ni c¢inské a indické tzv. ajurvédské mediciné.
Pocatky tradi¢ni ¢inské mediciny nejsou zcela znamy, avSak sahaji do velmi davné
historie, kdy tato terapie byla ¢asto jedinym zdrojem zdravotni péce. Diky svym
blahodarnym uc¢inkiim tvoii dtlezitou soucast tradicni mediciny pouzivani
1é¢ivych rostlin. Vzhledem k celosvétovému rozsireni fytoterapie je bezpecnost
rostlinnych produktii zna¢nym problémem v oblasti vefejného zdravi a je velice
dllezité, aby 1éc¢ivé rostliny a pripravky z nich byly zahrnuty do ptisluSnych reguli.

Hlavnim ukolem na$i studie bylo experimentalni zjiSténi mnozZstvi mykotoxinu
ochratoxinu A, které prechazi do pripravki (odvarl a tinktur) z farmaceuticky
vyznamnych bylin. Koncentrace OTA byla analyzovana ze vzorki lé¢ivych rostlin
vyuzivanych v tradi¢ni ¢inské mediciné a vtradi¢nim indickém lékarstvi. Na
zakladé vysledkd porizenych metodou HPLC-FLD jako vysoce pozitivni vysSel
Astragalus propinuus, jedna znejbéznéji pouZivanych bylin v ¢inské mediciné
k 1é¢bé ledvin. Dale byl zjiStén procentudlni prechod OTA z Astragalus propinquus
do vysledného produktu (odvaru a tinktury).

Vysledky nasi studie maji vyznam pro posouzeni dietarni expozice OTA a realizaci
»studie celkového stravovani“, ktera mize byt doplitkovym ndastrojem pro odhad
dietarni expozice obyvatelstva OTA, protoZe analyzuje obsah OTA nejen
v bylinnych matricich dostupnych na trhu v CR, ale piedev$im v realnych vzorcich
odvard a tinktur.

S ohledem na zdravi lidské populace je velice dililezité pokracovat v monitorovani
OTA u druhu Astragalus propinquus a dale se zamérit na ostatni farmaceuticky
vyznamné rostliny a dopliiky stravy s cilem zajistit kvalitu a bezpecnost téchto
produktd.
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Prilohy

Tabulky

Tab. ¢. 12 VysledKky screeningu vybranych druhti farmaceutickych bylin

vgtl)srll(zu Cislo vzorku Druh Charakter Separacni OTA
UHK ZU vzorku vzorku postup dle: [ng/gl
1 89430/2015 Glycyrrhiza matrice Entwisle 2001 5,65
2 89434/2015 Astragalus matrice Entwisle 2001 28,8
3 112462/2015 Astragalus matrice Entwisle 2001 165
4 134444/2015 Astragalus matrice Entwisle 2001 1110
5 134447/2015 Glycyrrhiza matrice Entwisle 2001 11,9
6 134448/2015 Glycyrrhiza matrice Entwisle 2001 8
7 134449/2015 Glycyrrhiza matrice Zimmerli 1995 3,8
8 22153/2016 Astragalus matrice Entwisle 2001 1700
9 22154/2016 Astragalus matrice Entwisle 2001 1600
14 94148/2016 Bacopa matrice Entwisle 2001 5,49
Tab. ¢. 13 Stanoveni OTA u Astragalus propinquus
il Druh Separacni OTA
vzorku
UHK vzorku postup dle: [ng/gl
1 Astragalus Zimmerli 1995 28,8
2 Astragalus Zimmerli 1995 165,0
3 Astragalus Zimmerli 1995 1110,0
4 Astragalus Zimmerli 1995 1700,0
5 Astragalus Zimmerli 1995 1600,0
6 Astragalus Zimmerli 1995 211,0
7 Astragalus Zimmerli 1995 188,0
8 Astragalus Zimmerli 1995 286,3
9 Astragalus Zimmerli 1995 213,2
10 Astragalus Zimmerli 1995 37,6
11 Astragalus Zimmerli 1995 184,2
12 Astragalus Zimmerli 1995 97,3
13 Astragalus Zimmerli 1995 234,1
14 Astragalus Zimmerli 1995 1253,4
15 Astragalus Zimmerli 1995 44,7
16 Astragalus Zimmerli 1995 33,4
17 Astragalus Zimmerli 1995 256,8
18 Astragalus Zimmerli 1995 124,9
19 Astragalus Zimmerli 1995 253,5
20 Astragalus Zimmerli 1995 713,8
21 Astragalus Zimmerli 1995 198,4
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Cislo

vzorku Druh Separacni OTA
UHK vzorku postup dle: [ng/gl
22 Astragalus Zimmerli 1995 197,4
23 Astragalus Zimmerli 1995 206,7
24 Astragalus Zimmerli 1995 36,8
25 Astragalus Zimmerli 1995 212,6
26 Astragalus Zimmerli 1995 226,7
27 Astragalus Zimmerli 1995 156,8
28 Astragalus Zimmerli 1995 1655,6
29 Astragalus Zimmerli 1995 209,0
30 Astragalus Zimmerli 1995 234,5
31 Astragalus Zimmerli 1995 65,4
32 Astragalus Zimmerli 1995 176,2
33 Astragalus Zimmerli 1995 1658,0
34 Astragalus Zimmerli 1995 218,1
35 Astragalus Zimmerli 1995 1689,6
36 Astragalus Zimmerli 1995 56,2
37 Astragalus Zimmerli 1995 111,3
38 Astragalus Zimmerli 1995 296,8
39 Astragalus Zimmerli 1995 82,6
40 Astragalus Zimmerli 1995 1613,8
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Obr. €. 7 Kolonky s nasadce naplnénym odvarem

69



Odezva detektoru [mV] Odezva detektoru [mV)]

Odezva detektoru [mV]

Vysledky z HPLC

W
L
5
by
151
15

- e, | T e u—mw‘m‘_ A
[

o 2 SI B 1w

Retenéni as [min]
Graf ¢. 2 Slepy vzorek (blank)

w] 1,867 min.
&0

(e

40

=

] J \\u o - I —

[ 1: lr é 8 10 '|r2
Retentni as [min]
Graf ¢. 3 Standard 0,4 ng/ml

- -
20+

——

2,033 0TA 1
e

]
O PN AN VA

Retenc¢ni ¢as [min]

Graf ¢. 1 Standard 4 ng OTA/ml

70



Odezva detektoru [mV]

e I \ by
i
y | \n i' \
. ]\, f \
2 '..n.\\ lIL J \
12 1\\'! A\ |‘ ll"\
. / \\-r"“-ﬁ\ﬁ.—-— e - '__”T"\ —— -
Retené¢ni ¢as [min]
Graf ¢. 4 Zaznam pozitivniho vzorku matrice Astragalus propinquus
'E'E 204 {ll
£
g |
% |
et ¥
Ja—-: 100
< \
£ o« \ :
B NG 2
"Cl:; o . —— T L S
& H & & 8 " 12
Retencni ¢as [min)]
Graf €. 5 Zaznam pozitivniho vzorku tinktury Astragalus propinquus
';' 2
gl |
=
5 | .
2 | §
2 [ | S
T = A
: \ [\
o ¥ JJ / 1
'ﬂ  E— e e e S i,y e e ————a g e h e s a8 8 s e —
S / .

Reten¢ni ¢as [min]

Graf €. 6 Zaznam pozitivniho vzorku odvaru Astragalus propinquus

71



