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STRESZCZENIE

Ziola i preparaty zielarskie sq powszechnie stosowane w przemysle spozywczym i farmaceutycznym. Celem pracy byla
ocena surowcow zielarskich w zakresie zanieczyszczenia aflatoksynami (AF), zwigzkami o dziataniu genotoksycznym, ra-
kotworczym i hepatotoksycznym, powodujgcych zaburzenia wzrostu oraz dzialajgcych immunotoksycznie i alergennie. Do
oznaczania poziomu aflatoksyn (AF) zastosowano technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z uzyskiwaniem
pochodnej po rozdziale na kolumnie w reakcji z nadbromianem bromowodorku pirydyny (PBPB). Ekstrakty oczyszczano na
kolumnach powinowactwa immunologicznego (IAC). Zawartos¢ aflatoksyn B, B,, G i G, zbadano w ponad 500 surowcach
zielarskich, glownie krajowych z rejonu wschodniej Polski. Probki byly dostarczane przez producentow (zaktady zielarskie)
w latach 2006-2010.W Zadnej z ocenianych probek nie stwierdzono poziomu aflatoksyn powyzej granic wykrywalnosci
zastosowanych metod: dla AF B, - 0,2 ug/kg; AF B, - 0,03 ug/kg; AF G, - 0,3 ug/kg; AF G, - 0,03 ug/kg (PN-EN 14123)
oraz dla AF B, - 0,15 ug/kg (Ph. Eur.6, 2008:2.8.18). Badane surowce zielarskie w zakresie zanieczyszczenia aflatoksyna-
mi nalezy uznaé za bezpieczne, wskazuje to na stosowanie przez producentow zasad dobrej praktyki produkcyjnej podczas
suszenia i przechowywania surowcow.

ABSTRACT

Herbs and herbal products are commonly used in food and pharmaceutical industries. The aim of this study was to
test herbal plants for contamination with aflatoxins (AF), genotoxic, cancerogenic and hepatotoxic compounds which can
cause immunotoxic and allergic effects as well as growth disorders. Aflatoxins were determined by high performance liquid
chromatography (HPLC) with post column derivatization involving bromination with pyridinium hydrobromide perbromide
(PBPB). Extracts was cleaned-up by immunoaffinity columns (IAC). The contents of aflatoxins B, B,, G, and G, in more
than 500 herbal plants samples mainly from Eastern Poland were investigated. Samples were supplied by manufacturers
(herbal facilities) in 2006 — 2010 years. In all the evaluated samples the levels of aflatoxins above the detection limits of
methods applied were not observed: for AF B, - 0.2 ug/kg;, AF B, - 0.03 ug/kg;, AF G, - 0.3 uglkg; AF G, - 0.03 ug/kg
(PN-EN 14123) and for AF B, - 0.15 ug/kg (Ph. Eur.6, 2008:2.8.18). All the herbal plants tested for contamination with
aflatoxins should be considered safe, which indicates that manufacturers used good manufacturing practices during drying
and storage of raw materials.

WSTEP

Suszone surowce zielarskie powszechnie wyko-
rzystywane sa w przemysle spozywczym do produkcji
herbatek ziolowych, przypraw, suplementéow diety
oraz w przemysle farmaceutycznym do wytwarzania
produktow leczniczych. Ziota i preparaty zielarskie sg
powszechnie stosowane w terapiach wspomagajacych

medycyn¢ konwencjonalng. Produkty te spozywane
sa niejednokrotnie codziennie, a wzrastajace spozycie
wynika z obecnosci w ich skladzie zwigzkéw biolo-
gicznie czynnych.

Dane pi$miennictwa wskazuja, ze w ziotach, ro-
slinach leczniczych, herbatkach ziotowych stwierdza
si¢ zanieczyszczenie plesniami. Wykrywano w nich
rowniez mikotoksyny: aflatoksyny, ochratoksyneg
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A (OTA), fumonizyny (FB), zearalenonon (ZEA), co
moze stwarza¢ zagrozenie dla zdrowia ludzi. Z uwagi
na powyzsze, bezpieczenstwo tych produktéw jest
przedmiotem zainteresowania osrodkow naukowych,
producentow, a takze konsumentow [2, 3, 19, 21, 22].
W kraju liczne badania surowcow zielarskich doty-
cza mikoflory, brak natomiast szczegdétowych danych
odnoszacych si¢ do zanieczyszczenia tych surowcow
mikotoksynami. W ramach krajowego programu moni-
toringu w Zaktadzie Badania Zywnoéci i Przedmiotow
Uzytku NIZP-PZH w 2004 r. podj¢to badania przypraw
— papryki, pieprzu, chili, gatki muszkatotowe;j, kurku-
my w zakresie zanieczyszczenia ochratoksyna A. We
wszystkich (244) zbadanych probkach pochodzacych
z obrotu detalicznego stwierdzono obecnos¢ OTA; naj-
WYZSZy poziom 0znaczono w probce pieprzu mielonego
z Wietnamu - 99,6 ng/kg, najwyzszy $redni poziom
zanieczyszczenia w papryce wynosit 8,25 pg/kg [12].
Wyniki badan laboratoriow Panstwowej Inspekcji
Sanitarnej (PIS) potwierdzaja te dane. W 2008 r. w ra-
mach urzedowej kontroli PIS zakwestionowata okoto
4,4% zbadanych probek przypraw z powodu nadmierne-
g0 zanieczyszczenia ich aflatoksynami. W sporadycznie
badanych przyprawach, takich jak czosnek granulowa-
ny, koper suszony, kminek, anyz i gorczyca nie stwier-
dzano obecnosci AF i OTA na poziomach wyzszych niz
granice wykrywalno$ci stosowanych metod.
Zanieczyszczenie srodkow spozywczych mikotok-
synami jest przyczyng znacznej czgsci powiadomien
w europejskiej sieci Systemu Wezesnego Ostrzegania
o Niebezpiecznej Zywnosci i Paszach (RASFF) i sta-
nowi okoto 30%, w tym powiadomienia dotyczace
zanieczyszczenia aflatoksynami - okoto 95% [9].
Aflatoksyny (AF) sa metabolitami grzyboéw z ro-
dzaju Aspergillus: A. flavus, A. parasiticus i A. no-
minus. W przyrodzie wytwarzanych jest co najmniej
13 réznych typow aflatoksyn. Sg one genotoksyczne,
rakotworcze 1 hepatotoksyczne. Ich rakotworcze dzia-
lanie jest rowniez zwigzane z wystepowaniem wirusa
HBV i HCV. Ponadto powoduja zaburzenia wzrostu
oraz wykazujg dziatanie immunotoksyczne i alergenne.
Zanajbardziej toksyczng uwaza sig aflatoksyne B, (AF
B,), ktora tgcznie z naturalnie wystepujacymi aflatoksy-
nami zostala zakwalifikowana przez Migdzynarodowa
Agencje¢ ds. Badan nad Rakiem (IARC) do grupy 1 —
zwigzkow rakotwoérczych dla czlowieka [4].
Aflatoksyny sa odporne na dziatanie temperatury,
nie ulegaja rozkladowi w czasie obrobki termiczne;.
Dla zmniejszenia narazenia na mikotoksyny
potencjalnie obecne w zywno$ci w przepisach Unii
Europejskiej ustanowiono najwyzsze dopuszczalne
poziomy dla aflatoksyn, ochratoksyny A, patuliny,
zearalenonu, deoksyniwalenolu, fumonizyn w ziarnach
zboz, innych surowcach ro$linnych i przetworach,
w produktach gotowych oraz przeznaczonych dla nie-

mowlat i matych dzieci. Wymaganiami obj¢te zostaly
takze nastepujace przyprawy: Capsicum spp. (suszone
owoce cate, mielone w tym papryka chili, mielone
chili, pieprz kajenski), Piper spp. (pochodzace z niego
owoce w tym bialy i czarny pieprz), Myristica fragrans
(gatka muszkatotowa), Zingiber officinale (imbir),
Curcuma longa (kurkuma); najwyzszy dopuszczalny
poziom wynosi: AF B, — 5,0 pug/kg, suma AF B, B,,
G,1G, - 10 ug/kg, OTA - 30 pg/kg (od 01.07.2010 r.
do 30.06.2012 r.); 15 pg/kg (od 01.07.2012r.) [17, 18].
Zgodnie z zasadga ALARA poziom zanieczyszczenia
zywno$ci mikotoksynami powinien by¢ tak niski, jak
to jest praktycznie mozliwe.

W ustawodawstwie farmaceutycznym w panstwach
cztonkowskich UE w zakresie AF B, obowigzujg wy-
magania Farmakopei Europejskiej (Ph. Eur.). W wielu
krajach europejskich, w tym w Polsce, wydawane sa
jednoczesnie Farmakopee narodowe, zawierajace m.in.
tlumaczone na jezyk narodowy wymagania zawarte
w Ph. Eur. oraz w innych monografiach. Stosowanie
wymagan farmakopealnych wynika z postanowien pra-
wa farmaceutycznego [23]. W substancjach roslinnych,
wykorzystywanych jako surowce w przemysle farma-
ceutycznym, zawartos¢ AF B, nie moze przekraczac
2 ng/kg [5, 6].

Celem pracy bylo zbadanie i ocena surowcoOw
zielarskich w zakresie zanieczyszczenia aflatoksynami.

MATERIAL I METODY

W Laboratorium Zakladu Badania Zywnosci
i Przedmiotow Uzytku NIZP-PZH w latach 2006-2010
zbadano 519 probek surowcow zielarskich w kierunku
zanieczyszczenia aflatoksynami. Probki byty dostarcza-
ne przez producentow - zaktady zielarskie. Wigkszos¢
surowcoéw pochodzita z réznych rejonéw wschodniej
Polski, nieliczne byly importowane. Asortyment i liczbg
zbadanych probek przedstawia tabela 1.

Do oznaczania poziomu aflatoksyn (AF) zastosowa-
no technike wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
(HPLC) z oczyszczaniem na kolumnach powinowactwa
immunologicznego (IAC), ktora jest obecnie uznawana
za metode z wyboru [1, 20].

Zawarto$¢ aflatoksyn B, B,, G, 1 G, (511 probek)
oznaczano metoda wg PN-EN 14123, a w 2010 r.
oznaczanie poziomu aflatoksyny B, (8 probek) wyko-
nywano takze metoda zgodnie z Ph. Eur.6, 2008:2.8.18
[5,6,7,10].

Metody analityczne stosowane do oznaczania afla-
toksyn zostaty sprawdzone i zwalidowane. Wyznaczono
granic¢ wykrywalnosci, oznaczalnosci, zakres roboczy,
liniowos¢, czutos¢, poprawnos¢, powtarzalnos¢, odzysk
iniepewnos¢. Ich charakterystyke przedstawiono w ta-
beli 2. Spelniaja one kryteria skutecznos$ci ustalone dla
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Tabela 1. Asortyment i liczba zbadanych probek surowcow zielarskich
Type of herbal plants and number of tested samples
Surowiec Liczba Surowiec Liczba Surowiec Liczba
probek probek probek
cetyna sosnowa 6 kwiat wigzowki 2 owoc rozy 6
ktacze kurkumy 5 kwiatostan glogu 8 owocnia fasoli 5
ktacze pluskwicy groniastej 3 kwiatostan kocanek 2 owocnia fasoli indyjskiej 3
ktacze pigciornika 5 kwiatostan lipy 13 owocnia pomaranczy gorzkiej 2
kora debu 6 li$¢ babki lancetowatej 7 porost islandzki 5
kora wierzby 5 lis¢ bobrka 5 suszone trawy 3
kora kruszyny 7 1i$¢ borowki brusznicy 6 szyszki chmielu 8
korzen arcydziggla 7 li§¢ brzozy 7 wytloki jabtkowe 4
korzen buraka 3 1i$¢ jezyny 5 ziele dziurawca 10
korzen goryczki 7 lis¢ melisy 10 ziele drapacza 2
korzen koztka lekarskiego 8 li$¢ migty pieprzowej 11 ziele fiotka trojbarwnego 7
korzen lukrecji 5 li$¢ orzecha wloskiego 2 ziele glistnika 2
korzen topianu 5 li$¢ pokrzywy 9 ziele gryki 3
korzen mniszka 5 lis¢ podbiatu 2 ziele macierzanki 4
korzen mydlnicy 7 li$¢ rozmarynu 2 ziele hyzopu 3
korzen omanu 4 lis¢ senesu 8 ziele melisy 5
korzen podroéznika 8 lis¢ szatwii 9 ziele karczocha 5
korzen prawoslazu 9 li$¢ topoli 3 ziele krwawnika 5
korzen pokrzywy 5 morszczyn 4 ziele meczennicy 3
korzen rzewienia 7 nasiona kasztanowca 3 ziele miety pieprzowe;j 4
koszyczek arniki 2 nasiona kozieradki 4 ziele mniszka 3
korzen wilzyny 3 nasiona Inu 11 ziele mniszka z korzeniem 3
koszyczek nagietka 5 nasiona plesznika 3 ziele nostrzyka 8
koszyczek rumianku pospolitego 11 OWocC anyzu 9 ziele pigciornika 2
kwiat dziewanny 3 owoc borowki czernicy 12 ziele piotunu 9
kwiat bzu czarnego 7 owoc bzu czarnego 9 ziele rdestu ptasiego 2
kwiat hibiskusa 4 owoc glogu 2 ziele skrzypu 7
kwiat jasnoty 2 owoc kminku 7 ziele serdecznika 5
kwiat kasztanowca 4 owoc kopru wloskiego 11 ziele szanty 3
kwiat krwawnika 5 owoc pasternaku 3 ziele $wietlika 6
kwiat lawendy 14 owoc tarniny 2 ziele tymianku 5
kwiat nagietka 2 owoc porzeczki czarnej 4 ziele rzepiku 3

metod analitycznych wymagane w urzedowej kontroli
zywnosci w zakresie mikotoksyn [16].

Tabela 2. Charakterystyka metod analitycznych
Characteristic of analytical methods

Metoda wg PN-EN Ph.Eur.6,
Parametr 14123:2008 2008:2.8.18
AF B, | AF B, |AF G, | AF G, AF B,
Granica
wykrywalnosci | 0,2 0,03 0,3 0,03 0,15
LOD (ng/kg)
Granica
oznaczalnosci 0,4 0,05 0,7 0,06 0,3
LOQ (pg/kg)
Powtarzalnos¢
RSD (%) 10,3 9,5 9,1 19,8 4,1
Odzysk (%) 944 | 73,1 | 91,2 | 57,8 81,9
Niepewnos¢
rozszerzona 11 16 12 39 19,1
(%)

Metody te zostalty akredytowane wg PN-EN-ISO/
IEC 17025. Laboratorium Zaktadu Badania Zywnosci

i Przedmiotow Uzytku NIZP-PZH posiada certyfikat
Polskiego Centrum Akredytacji Nr AB 509 [11].

Do analizy zawarto$ci AF w badanych probkach na
etapie ekstrakcji, oczyszczania stosowano odczynniki
o czystosci do analizy, natomiast do eluowania i ana-
lizy chromatograficznej — o czystosci do HPLC; woda
— oczyszczana metoda podwdjnej osmozy, wzorce AF
- firmy Romer Labs Diagnostic GmbH.

Probke analityczna ekstrahowano roztworem roz-
puszczalnika (metanol-woda). Ekstrakt probki przesa-
czano, nastepnie rozcienczano buforem fosforanowym
w soli fizjologicznej. Po ponownym przesaczeniu nano-
szono na kolumne powinowactwa immunologicznego,
zawierajaca przeciwciata specyficzne wobec aflatoksyn
B,B,.G,iG,

Po wyeluowaniu aflatoksyn metanolem oznaczano
ich zawarto$¢ metodg HPLC z zastosowaniem rozdzie-
lania w uktadzie faz odwroconych z uzyskiwaniem
pochodnych i detekcja fluorescencyjna.

Pochodne AF po rozdzieleniu na kolumnie otrzy-
mywano w reakcji z nadbromianem bromowodorku
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pirydyny (PBPB). Jako faze ruchoma stosowano
mieszaning metanolu, acetonitrylu i wody w stosunku
objetosciowym 28:19:53. Do rozdzielania wykorzysty-
wano kolumne typu C18, 5 um, 100 A, 250 mm x 4,6
mm (Symmetry, Waters).

W ramach prowadzonej kontroli jakosci oznaczen
z probkami badanymi regularnie analizowano probki
wzbogacone i sprawdzano odzysk.

WYNIKI I DYSKUSJA

W Zadnej ze zbadanych 519 probek surowcow zie-
larskich nie stwierdzono poziomu aflatoksyn powyzej
granic wykrywalnosci zastosowanych metod, wynosza-
cych: dla AF B, - 0,2 ng/kg; AF B, - 0,03 ug/kg; AF
G, - 0,3 png/kg; AF G, - 0,03 ng/kg (wg PN-EN 14123)
oraz dla AF B, - 0,15 pg/kg (Ph. Eur.6, 2008:2.8.18).

Romagnoli B.1wsp. rowniez nie stwierdzali zawar-
tosci AF B, B,, G,, G, powyzej granic wykrywalnosci
(0,5 pg/kgdlaAFB iAFG,0,2 ng/kgdlaAF B,iAF G,)
w probkach herbatek ziotowych, roslinach leczniczych
i ziotach pobieranych na terenie Wtoch [15 ]. Abou-
-Arab i wsp. nie wykrywali mikotoksyn w suszu migty,
rumianku, lipy, anyzu i kminku, pomimo wyizolowa-
nia grzybow toksynotworczych Aspergillus flavus,
A. candidus, A. niger, A. ochraceus, A.terreus, Fusarium
spp., Penicilium spp., Alternaria spp. [2]. Autorzy wysu-
neli hipotezg, ze surowce zielarskie nie sg sSrodowiskiem
sprzyjajacym wytwarzaniu mikotoksyn sugerujac, ze
obecnos¢ olejkéw eterycznych moze hamowac proces
biosyntezy tych zwigzkow. Stwierdzano hamujace
w réznym stopniu dziatanie niektoérych olejkow lub
ekstraktow roslinnych np. z Trachyspermum ammi,
Cinnamomum camphora, Thymus vulgarii, Citrus
aurantifolia, Mentha spicata na wzrost plesni oraz
wytwarzanie aflatoksyn [13, 19, 24]. Razak i wsp.
zaobserwowali, ze mieszaniny ekstraktow roslinnych
efektywniej hamowaly produkcj¢ aflatoksyn niz poje-
dyncze ekstrakty [14].

Tassaneeyakul i wsp. badajac produkty lecznicze,
zawierajace ziota, w niektorych z nich stwierdzali
zawarto$¢ aflatoksyn powyzej granicy wykrywalnosci
stosowanej metody tj. 1,7 pg/kg , najwyzszy poziom
wynosit 14,3 pg/kg. Tropikalny klimat Tajlandii oraz
niewtasciwe przechowywanie surowcoéOw sprzyja
wzrostowi plesni. Obecno$¢ AF mogta by¢ zwigzana
z zanieczyszczeniem plesniami surowcow zielarskich,
a takze innych skladnikow roslinnych, np. skrobii,
znajdujacych si¢ w przedmiotowych preparatach [21].

Podwyzszona temperatura i wilgotno$¢ wzgledna
powoduja intensywniejszy wzrost grzybow; zanieczysz-
czenie aflatoksynami moze by¢ ograniczane poprzez
kontrolowanie tych parametréw w czasie przecho-
wywania [8]. Wiadomo jest takze, Ze niektore plesnie

produkuja mikotoksyny nawet w niesprzyjajacych ich
rozwojowi warunkach.

WNIOSKI

1. W zadnej ze zbadanych 519 probek surowcow zie-
larskich nie stwierdzono zawartosci aflatoksyn B,
B,, G,, G, powyzej granic wykrywalnosci tj. dla AF
B, - 0,2 ug/kg; AF B, - 0,03 ug/kg; AF G, - 0,3 ug/
kg; AF G, - 0,03 pg/kg (wg PN-EN 14123) oraz dla
AF B, - 0,15 pg/kg (Ph. Eur.6, 2008:2.8.18). Zasto-
sowane zwalidowane metody analityczne spetniaty
wymagane kryteria skutecznosci.

2. Badane surowce zielarskie w zakresie zanieczysz-
czenia aflatoksynami nalezy uzna¢ za bezpieczne.
Wskazuje to na stosowanie przez producentow za-
sad dobrej praktyki produkcyjnej podczas suszenia
1 przechowywania surowcow.
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