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Souhrn

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity produkované Sirokou Skalou
mikroskopickych vlaknitych hub napadajicich drobnozrnné cerealie a kukufici. Jednéd se
ptedevsim o rody Alternarium, Aspergillus, Penicillium a Fusarium. V1dknité houby rodu
Fusarium (vétSinou F. culmorum a F. graminearum) jsou nejbézngjsimi producenty
trichothecenti, fumonisinii a zearalenonu, Aspergillus flavus, A. parasiticus a A. nomius
produkuji zejména aflatoxiny a ochratoxin A je nejCastéji produkovan vlaknitymi houbami
rodu Asperigillus a Penicillium. Dal$im vyznamnym polnim pathogenem je takzvany namel
(Claviceps purpurea), ktery zodpovida za vyskyt takzvanych namelovych (ergotovych)
alkaloidi. Krom¢ zna¢ného snizeni technologické kvality péstovanych ceredlii, zdvaznym
problémem v potravinafstvi je hlavné pienos mykotoxini do potravin, piipadné dalsi
uvolnovani jejich tzv. ,,maskovanych* forem, ke kterému bézné dochazi pti technologickém

zpracovani, zejména beéhem sladatsko-pivovarské technologie.

Predklddand studie komplexné shrnuje aktudlni problematiku mykotoxini a poskytuje
podrobny piehled tykajici se jejich vyskytu v potravindch a krmivech, pficemz nejvéEtsi
pozornost je vénovana fusariovym mykotoxinim, které se v naSich podminkach vyskytuji
nejbéznéji. Je zde poskytnut prehled modernich multidetekénich metod vyuzivanych pro
stanoveni volnych 1 konjugovanych mykotoxini, které jsou zaloZzené predevSim na
kapalinové chromatografii s hmotnostné spektrometrickou detekci (LC-MS). Ptilohou
rozsahlé reSerSe je tada pripadovych studii, jez poskytuji ptrehled vysledki nejnovéjsiho
vyzkumu realizovaného na Ustavu chemie a analyzy potravin Vysoké $koly chemicko
technologické v Praze. Tyto studie se tykaji (i) dynamiky volnych a vazanych
trichothecenovych mykotoxinti v priibéhu vateni piva, (ii) hladin kontaminace mykotoxiny v
cerealnich vyrobcich dostupnych na evropském trhu se zvlastnim zamétenim na détskou a

kojeneckou vyzivu a biopotraviny (iii) hygienicko-toxikologické kvality krmiv.



Summary

Mycotoxins are the toxic secondary metabolites produced by wide scope of
microscopic filamentary fungi affecting small grains cereals and maize. Those are first of all
Alternarium, Aspergillus, Penicillium a Fusarium genera. Filamentary fungi genus
Fusarium (mostly F. culmorum a F. graminearum ) are most frequent producers of
trichothecenes, fumonisins and zearalenone, Aspergillus flavus, A. parasiticus and A. nomius
produce aflatoxins and ochratoxin A is mostly produced by filamentary fungi Aspergillus
and Penicillium genera. Additionally, further significant pathogen is ergot (Claviceps
purpurea), which is responsible for ergot alkaloids occurrence. In addition to decreasing of
technological quality of grown cereals, a serious problem of food safety is the carry-over of
mycotoxins to processed foods, eventually further releasing of their “masked” forms, which
is relatively common, especially in case of the malting and brewing industry.

This study summarizes the actual problematic of mycotoxins and provide the detail
review concerning the mycotoxins occurrence in food and feed, whereas the most attention
is paid for Fusarium mycotoxins, which are most common in our geographic area. There is
summarized the overview of modern multianalyte methods employed for determination of
free and conjugated mycotoxins based first of all on the liquid chromatography coupled with
mass spectrometric detection (LC-MS). The attachment of the review is several case studies
providing overview of the latest research realized on the Department of Food Chemistry and
Analysis of the Institute of Chemical Technology in Prague. Those studies concerning with
(1) dynamic of free and conjugated trichothecene mycotoxins during the brewing
technology, (i1) mycotoxins contamination levels in cereal products available on the
European market with focusing on baby food and BIO products (iii) hygiene-toxicological

quality of feed.
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1. Uvod

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity produkované Sirokou Skalou
mikroskopickych vldknitych hub napadajich drobnozrnné ceredlie a kukufici, pficemz
nejrozsitenéjSimi rody téchto vlaknitych hub jsou Alternaria, Aspergillus, Penicillium a
Fusarium. Spory téchto hub se bézn¢ nachéazeji v pude¢, infikuji zrno a prostfednictvim
mizniho systému pak celou rostlinu, ¢imz dochazi ke znehodnocovani péstovanych plodin a
ke snizovani objemu zemédélské produkce. Tyto mikromycety se vyskytuji prakticky ve
vSech klimatickych pésech, kde podminky dovoli péstovani kulturnich plodin. Vldknité
houby rodu Fusarium, vétSinou F. culmorum a F. graminearum, jsou nejbézné&jSimi
producenty trichothecenli a zearalenonu. Aspergillus flavus, A. parasiticus a A. nomius
produkuji zejména aflatoxiny, zatimco ochratoxin A je nejcastéji produkovan houbami rodu
Asperigillus a Penicillium. DalSim vyznamnym polnim pathogenem je takzvany ndmel
zpusobeny vldknitou houbou Claviceps purpurea, ktery postihuje ceredlie, vcetné
sladovnického je¢mene. Pomineme-li zna¢né snizeni technologické kvality produkovanych
cerealii vlivem téchto fungéalnich pathogenii a jejich sekundarnich metabolitli, pienos
mykotoxinil do potravin, ptipadné jejich dalSimu uvoliiovani z jejich ,,maskovanych* forem,
ke kterému b&zné dochazi b&hem technologického zpracovani (zejména sladaisko-
pivovarské technologii) znamena v potravinaistvi zdvazny problém a vysoké zdravotni

riziko pro exponovanou populaci.

S rostouci osvétou oblasti vyzivy a jejiho vlivu na lidské zdravi roste zdjem o
kvalitni potraviny, a to zejména z hlediska jejich zdravotni nezdvadnosti. K zajisténi
hygienicko-toxikologické nezdvadnosti potravin zivocisného ptivodu je vSak nezbytné dbat i
na slozeni a kvalitu poddvanych krmiv a tim udrZzovat chovna zvifata v dobré zdravotni
kondici, coz bylo v minulosti ¢asto opomijeno. Také u krmiv totiz dochazi ke kontaminaci
pfirodnimi toxiny a fadou dalSich nezadoucich latek Je dulezité klast zna¢ny diraz na
slozeni krmiv vzhledem k pfipadnému transferu kontaminanti do masa a mléka, nemluvé o
celkové ,pohode¢*“ (,,welfare”) hospodaiskych zvifat vyzadované novou evropskou

legislativou.



\ | _
Zdravy (vlevo) a fusariosou Klasy napadené namelem (Claviceps
napadeny klas {vpravo) purpurea)

2. Skupiny mykotoxinu a jejich producenti

2.1 Trichotheceny

Nejvyznamnéj$imi producenty trichothecenti jsou jednotlivé druhy plisni Fusarium
(Fusarium poae, F. graminearum, F. sporotrichioides). Produkce téchto mykotoxini byla
prokadzédna i1 u nckterych kmenli rodu Myrothecium. NejCastéji je jejich kontaminace
sledovéna u cerealii, zvlasté pak pSenice a kukufice. Vyskyt trichothecenti byl prokadzan i u
sojovych bobi, bananii, manga a dale v pivu, kam piechazi z kontaminovaného je¢mene.
Z hlediska chemické struktury piedstavuji trichotheceny pestrou skupinu slouc¢enin. Podle
charakteristickych vlastnosti a poctu funkénich a substitucnich skupin se rozliSuji Ctyfi
zakladni skupiny trichothecenti (1,2,3):
» #yp A (pozice C-8 bez oxoskupiny): T-2, HT-2 toxin, neosolaniol (NEO),

diacetoxyscirpenol (DAS)



* 1yp B ( na C-8 oxoskupina): nivalenol (NIV), deoxynivalenol (DON), 3-
acetyldeoxynivalenol (3-ADON), 15-acetyldeoxynivalenol (15-ADON), fusarenon-X
(FUS-X)

= #yp C (v poloze C-7 a C-8 nebo C-8 a C-9 dalsi epoxyskupina)

* fyp D (mezi C-4 a C-12 makrocyklicky kruh)

Celkem se jednd se o skupinu vice nez 180 typa s charakteristickym
trichothecenovym jadrem (sesquiterpenoidni strukturou). VSechny trichotheceny maji v
poloze 9,10 dvojnou vazbu a v poloze 12,13 epoxy skupinu. Trichotheceny jsou méné
stabilni v siln¢ alkalickém prostfedi a jsou znamé jako inhibitory proteosyntézy a
imunosupresivni latky. U clovéka byla popsana alimentarni toxicka aleukie ,,septicka
angina®“. Trichotheceny jsou rychle resorbovany z gastrointestinalniho traktu a v jatrech se
metabolizuji na epoxidy, které negativné ovliviiuji zakladni funkce, jako je syntéza bilkovin

a DNA, a tim negativné ovliviiuji replikaci bun¢k (4).

Deoxynivalenol (DON)

Producenty DON jsou toxinogenni kmeny rodu Fusarium. V roce 1973 byl v USA
izolovan DON z kukufice napadené mikromycetami Fusarium graminearum. Pfi zkrmovani
DON kontaminované kukufice bylo u prasat pozorovano zvraceni (vomitus). Na zdkladé¢
tohoto byl odvozen triviadlni ndzev tohoto mykotoxinu — vomitoxin.

Z chemického hlediska patti DON mezi vyznamné zastupce mykotoxint
trichothecenové skupiny typu B. Je dobie rozpustny v acetonitrilu, chloroformu, smési
ethylacetdtu a acetonitrilu (4:1), ve smési chloroformu s methanolem (9:1) a nerozpustny
v hexanu a petroletheru.

Z fusariovych mykotoxint je nejcastéji nalézanym mykotoxinem v krmivech,je vSak
povazovan za nejméné toxicky pro Zivocichy. Polygastii jsou méné citlivi na DON nez
monogastii, protoze v bachoru se DON konvertuje na méné toxickou formu deepoxy-
deoxynivalenol (DOM-1) (4).

V posledni dobé vyvstava dualezita otdzka tykajici se relativni toxicity 3-
acetyldeoxynivalenolu (3-ADON) a 15-acetyldeoxynivalenolu (15-ADON), jejichz

prekursorem je pravé DON a spolu s nim jsou nékdy detekovany v obilovinach.



Toxické ucinky DON jsou spojovany s gastroenteritidami, intestindlnimi

hemorhagiemi a Uhynem. Cilovym plsobenim toxického ucCinku jsou enterocyty, kde

inhibuje syntézu proteinil a vyvolava apoptdzy.

Nejcastéji se vyskytuje v obilovinach (kukufice, proso, pSenice, jecmen) (1,2,3).
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Nivalenol

Ptirozené vyskytujici se toxin, ktery je fazen mezi vyznamné zastupce trichothecent
typu B. NIV je produkovan toxinnogennim kmenem rodu Fusarium (F. sporotrichioides).

NIV je chemicky charakterizovan jako 3a,4b,7a,15-tetrahydroxy-12,13-

epoxytrichotec-9-en-8-one  (Obr.2). Je dobfe rozpustny v polarnich organickych
rozpoustédlech (methanol, ethylacetat). V poslednich dvou letech je stale Castéji detekovan

v riznych obilovinach. Dosud pro NIV nejsou stanoveny hygienické limity (1,2,3).
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T-2 a HT-2 toxin

T-2 toxin byl izolovan v roce 1968 z kultury Fusarium sporotrichioides Sherb. Je
povazovan za jednoho z pravdépodobnych ptivodci mykotoxikozy — alimentarni toxické
aleukie (ATA). Producenti T-2 toxinu jsou toxinogenni kmeny rodu Fusarium. Patii mezi
vyznamné zastupce mykotoxind trichothecenové skupiny A (Obr.3). Je dobie rozpustny
v acetonitrilu, chlorofomu, smési ethylacetatu s acetonitrilem (4:1), ve smési chloroformu s
methanolem (9:1) a nerozpustny v hexanu a petroletheru (1,3,8).

T-2 a HT-2 inhibuji syntézu proteinii a funkci mitochondrii, zptisobuji imunosupresi
a cytotoxicitu u zivoCichii a bunéénych kultur. Na zaklad¢ provadénych experimentii se
zvitaty se T-2 povaZuje za potencidlni karcinogen a mutagenni slouceninu (4).

V obilovinach se bézné vyskytuji T-2 a HT-2 soucastné, jelikoz jeden ptechdzi
v druhy. HT-2 je deacetylovand forma T-2 toxinu. T-2 a HT-2 se nejcastéji vyskytuji
vje€meni a ovsu. Studie T-2 ukazuji, ze nachazi-li se T-2 ve vysokych koncentracich
v krmivech podavanym skotu, mlize se spolu se svymi metabolity vyluovat v malém
mnozstvi do mléka (4).

V soucasnosti jsou T-2 a HT-2 pfedmétem zdjmu Evropské unie a v nejblizsi dobé

budou pro tyto mykotoxiny zavedeny maximalni limity.

CH4

T-2 toxin, R1 = 00COCH3, R2 = OCOCHZCH({CH3)2
HT-2 toxin, R1= OH, R2 = OCOCHZ CH{CH3)2

2.2 Fumonisiny
Tato skupina mykotoxinii byla objevena koncem 80. let 20.stoleti v Jihoafrické
republice. Producenti fumonisinli jsou toxinogenni kmeny rodu Fusarium. Nachazeji se

predevsim v kukufici a v piislusnych produktech pouzivanych jako krmivo (silaz), také byly



nalezeny v ryzi a prosu. V soucasné dob¢ je znama celé fada fumonisint ( fumonisin A;, A;
, B1, B2, B3, Bs), znichz nejvyznamné;jsi jsou fuminisiny B; (FB) a B, (FB,). FB; a FB;
jsou jako jediné legislativné oSetieny (1,2,3).

Fumonisiny je mozno chemicky charakterizovat jako slozité alifatické slouceniny.
Jde 0 velmi poléarni diestery propan-1,2,3-trikarboxylové kyseliny
s pentahydroxydimethyleikosanem. Jsou relativnd znacné termostabilni. U¢inné je lze
z povrchu kukufice odstranit omytim, zejména v alkalickych roztocich. Jsou rozpustné ve
vodé, vice rozpustné ve smési acetonitrilu s vodou, dobie rozpustné v methanolu a
nerozpustné v nepolarnich rozpoustédlech.

FB, je pfevladajicim fumonisinem detekovany v potravindch. Vykazuje odlisné
toxické uUcinky u clovéka a zvifat. Je mu pfi¢itdna rakovina jicnu, hepatotoxicita a
nefrotoxicita. Fumonisiny vyvolavaji u hospodaiskych zvifat fadu onemocnéni. U koni jde o
mykotoxikosu zvanou ELEM (z angl. equine leukoencephalomalasia), u prasat vyvolava
edem plic PPE (z angl. Porcine Pulmonary Edema). Byly prokdzany dikazy jejich
hepatotoxicity a nefrotoxicity (4).

Fumonisin B1

2.3 Zearalenony
Producenty zearalenonu jsou zejména toxinogenni kmeny rodu Fusarium. Mezi
nejvyznamnéj$imi se uvadi Fusarium graminaerum a F.semitectum. Zearalenon (ZON) je
chemicky charakterizovan jako lakton kyseliny B-resorcylové. V organismu je
biotransformovan na estrogenn¢ mnohem aktivnéjsi a-zearalenol (a-ZEA) a B-zearalenol (B-
ZEA). Tyto vzniklé metabolity mohou nésledné konjugovat s glukuronovou kyselinou. Déle

se mohou vyskytovat dalsi derivaty ZON jako jsou a-zearalanol (a-ZAL), B-zearalanol (83-
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ZAL) a zearalanon (ZAN), dale pak napt. 7o-zearalanol, 7B-zearalanol, 11-
hydroxyzearalenon, 14-hydroxyzearalenon, 4-acetylzearalenon, 5-formylzearalenon (6).

V poslednich letech je diskutovan vliv konjugétu zearalenonu, zearalenon-4-3-D-
glukopyranosidu na zdravi hospodaiskych zvifat a clovéka. Zearalenon-4-3-D-
glukopyranosid se vyskytuje také v obilovinach a hovofime o ném jako o tzv.
,maskovaném‘ mykotoxinu (viz. kapitola 2.13).

U ZON byla prokazéana hepatotoxicita, hematotoxicita, imunotoxicita a genotoxicita.
Neni vyznamné akutné toxicky, spolu se svymi derivaty vSak vykazuje vyznamné estrogenni
a anabolické ucinky. U monogastrickych zvitat vykazuje estrogenni aktivitu, velmi citliva
jsou predevSim prasata (prasnice). Zdravotni komplikace se mohou dostavit jiz pii
koncentraci 1 mg/kg krmiva. Pro €lovéka miize byt zdrojem ZON mléko, do kterého se
ZON vylucuje asi 0,01 % pfijaté denni davky. Odhaduje se, Ze pro ¢loveka je bezpecny
ptijem ZON ve vysi 0,05 pg/kg zivé hmotnosti. Vzhledem k primérnym koncentracim ZON
v krmivech nepiedstavuje pfechod tohoto mykotoxinu a jeho metaboliti do tkani a mléka
polygastri a prasat vyznamné zdravotni riziko pro ¢lovéka po konzumaci masa a mléka.
Ptesny mechanismus toxicity ZON nebyl prozatim kompletné prostudovan (4).

Jednd se o to relativné lipofilni slouCeninu, kterd se vyskytuje v riznych
obilovinach, hlavné v kukufici. V mens$im rozsahu se také vyskytuje u jeCmene, pSenici,

¢iroku, prosu a ryze (1,2,3).

Zearalenon

2.4 Ochratoxin
Pti produkci ochratoxini se uplatiiuji predev§im vldknité houby Aspergillus

ochraceus (v tropickych a subtropickych oblastech) a Penicillium viridicatum (v chladnych

vvvvvv

11



je nejvyznamnéjsi zastupcem této skupiny. Ve své molekule obsahuje fenylalanin se
substituovanym (3R)-3,4-dihydromethylisokumarinem. Toxické ucinky jsou piisuzovany
atomu chloru, kterym je aromaticky kruh substituovan. Pfirozen¢ se vyskytuje v ceredliich a
cerealnich produktech, v zelenych kavovych bobech a hojné v silazich. Jde o termostabilni
toxin, tudiz neni destruovan pfi tepelné upravé krmiv a potravin (1,2,3,4).

Vedle rostlinnych produkti 1ze nalézt OTA téz v organech hospodarskych zvifat.
Stopové koncentrace OTA byly prokdzany v mase. Ur€itou vyhodou z hlediska bezpecnosti
potravin je, Ze se jen nepatrné kumuluje v zivociSnych tkanich, takZe potraviny Zivoc¢i§ného
puvodu neptedstavuji pro ¢loveka vazné zdravotni riziko.
je nefrotoxicita, genotoxicita a karcinogenita. U c¢lovéka je expozice OTA spojovéana
s balkanskou endemickou neuropatii a nadory ledvin. Pfi provadéném prizkumu byl zjistén

Casty vyskyt OTA v krevni plasmé u 50 % testované populace (4).

HO 0
R

o

Ochratoxin A

2.5 Aflatoxiny

Aflatoxiny byly identifikovany jako prvni ze v§ech mykotoxint poté, co v roce 1960
ve Velké Britanii zemielo pres 100 000 krocanti po poziti infikovaného krmiva. V soucasné
dobé jsou nejlépe prozkoumanou skupinou mykotoxinll. Jedna se o metabolity plisni
Aspergillus flavus a A. parasiticus, jejichz spory jsou celosvétove rozsifeny ve vzduchu a v
pudé. Produkce toxinti vyZaduje vlhkost nad 12 %, optimalné nad 14 % a teplotu mezi 12 °C
a 37 °C, optimum je 28 °C2. Diky pozadavku na vyssi teplotu a vlhkost jsou aflatoxiny v
naSich klimatickych podminkdch malo rozSifeny, avSak mohou byt importovany s
kontaminovanymi potravinami a surovinami z tropickych a subtropickych oblasti, kde jsou

idedlni podminky pro jejich produkei.
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Mezi nejbéznéji kontaminované potraviny se fadi obiloviny jako kukufice, ryze ¢i
pSenice, olejnatd semena zahrnujici arasidy, soju, slunecnici a bavlnu, koteni (chilli, pepf,
koriandr, zdzvor) a ofechy (kokos, mandle, pistacie, vlaSské ofechy). Také mléko mulze byt
kontaminovano aflatoxiny, které do n¢j pfechazi z krmiva dojnic (1,2,3).

Celkem bylo identifikovano 18 druht aflatoxind, z nichz nejznaméjsi jsou aflatoxin
B X (AFB 1), B 5 (AFB 2), G X (AFG 1) a G2 (AFGz). AFB ,a AFB 5 jsou produkovany prevazné A.
flavus, zatimco A. parasiticus produkuje vSechny Ctyfi typy. Ostatni aflatoxiny, mezi néz
patii napt. AFB, , AFG, , AFM a aflatoxikol, se vyskytuji jen minoritné.

Aflatoxiny se fadi mezi derivaty difuranokumarini. Podle chemické struktury je

muZeme rozdélit na skupinu difurokumarocyklopentenonti (AFB{, AFB,, AFM{, AFM)) a
difurokumarolaktoni (AFG1, AFG»).

Aflatoxiny jsou rozpustné v béznych organickych rozpoustédlech jako methanol,
aceton, acetonitril, chloroform ¢i toluen. Vyznacuji se silnou schopnosti fluoreskovat v UV

svétle pti vinové délce 265 nm. Podle barvy, jakou vysilaji, dostaly i svd oznaceni — AFB a
B, fluoreskuji modre (z angl. blue), zatimco AFG1 aG . fluoreskuji zelené (z angl. green).

V ptitomnosti minerdlnich kyselin dochazi k adici vody na dvojnou vazbu furanového
kruhu za vzniku AFB_ a AFG_, které jsou minoritn¢ produkovany i v pfirodé. Reakei se

zasadami se hydrolyzuje lakton, avSak tato reakce je za nizSich teplot vratna. Pii zahtivani
jsou aflatoxiny velmi odolné, neni-li v mediu pfitomna voda. Tehdy dochazi k otevieni

laktonového kruhu a destrukci molekuly. Redukci vznika z aflatoxini B a G aflatoxiny B, a

G,(1,2.3).
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Afiatoxin B1 CH,  Aflatoxin B2 CH,

Aflatoxin G1 CH, Afiatoxin G2 CH,

H.?
© o
Aflatoxin M1 CH,

2.6 Alternaria
Rod Alternaria je bézny kontaminant, ktery vegetuje na Siroké Skale plodin a
zpisobuje jejich plesnivéni béhem rastu i po sklizni. Vzhledem k tomu, ze Alternaria spp.
muze rust 1 pfi chladirenskych teplotach, byva casto pfi¢inou kazeni potravin béhem
skladovéani. Nejvyznamnéjsi druh je Alternaria alternara, ktera za ur€itych podminek mtze
vyskytujici toxiny patii tenuazonikova kyselina (TEA), alternariolmethylether (AME),

alternariol (AOH), fid¢eji pak altenuene a altertoxin 1.

Alternariové toxiny, které svou rozmanitosti a odlisSnymi vlastnostmi pfipominaji
fusariové mykotoxiny, se vyskytuji pfedevS§im v cereéliich, semenech slunecnice a fepky,
olivich a mnoha druzich ovoce (citrusy, borivky, jablka) a zeleniny (zelena paprika,
rajcata). Vyznamny je obsah AOH a AME v jablkéach a vyrobcich z nich, naopak v rajcatech
je nejvice zastoupena TEA. Vysoky obsah téchto toxind je spojen s viditelnym napadenim

dané plodiny plisni. Alternariové toxiny byly nalezeny i v zamoteném stavebnim materialu.

Toxiny produkované A. alternara jsou rozdilné chemické povahy. TEA je

jednosytnéd kyselina s hodnotou pK = 35. Béhem zahtivani ¢i reakci s alkaliemi ztréaci
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optickou aktivitu a tvofi se isotenuazonova kyselina, coz vede ke krystalizaci této viskozni
kapaliny. Je rozpustnd v methanolu nebo chloroformu a s kovovymi ionty (Ca, Fe, Mg, Cu,
Ni) tvofii komplexyg.

AOH a AME jsou dibenzopyrozinové derivaty rozpustné ve vétSin€ organickych
rozpoustédel. Jejich struktura je znazornéna na Obrazku 5, kdy v ptipadé AME je na C5
navazana methoxy skupina misto hydroxy. Altenuen (ALT) patii také mezi
dibenzopyrozinové derivaty a od AME se li§i pouze postavenim jedné¢ methylové a jedné

hydroxy skupiny (1,2,3,4).

CHs OH CHs O Ha

Alternariol methyleter

Altenuen

2.7 Namelové alkaloidy
Dalsi pomérné rozsifenou skupinou mykotoxint jsou namelové (ergotové) alkaloidy
produkované plisni palickovice nachova (Claviceps purpurea), ktera parazituje na
obilovinach, zvlasté na zité, ale také na ne€kterych travach a plevelech.
Na infikovanych kvétenstvich se objevuji charakteristické ¢erné utvary ostruhovitého
tvaru (namel), které obsahuji fadu alkaloidl. Zastoupeni jednotlivych alkaloidi se 1isi podle

YV Wy

druhu namele, lokality jeho péstovani a druhu travy. Nejbéznéjsi jsou alkaloidy ergotamino-
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ergotoxinové skupiny (nerozpustné ve vodé), které jsou pravé zodpovédné za ergotismus
(otravu namelem). Druhou skupinou alkaloidi jsou amidy kyseliny lysergové (ve vodé
rozpustné), s nejdalezitéj§imi zastupci erginem (amidem kyseliny d-lysergové) a
ergobasinem. Riziko onemocnéni ¢lovéka ergotizmem po konzumaci ceredlnich potravin je
v naSich podminkéch, pfi dodrzovani zasad spravné zemédeélské praxe (osivo je chemicky
oSetteno, specialni agrotechnika ap.) a na zakladé soucasnych poznatkl, minimalni. MtZze k
nému vSak dojit pfi hrubém poruseni spravné zemédélské a technologické praxe béhem
péstovani a zpracovani obilovin. Z hlediska mozné expozice jsou pak vice ohroZena
hospodaiska zvirata, napt. v hospodarstvich s nedostate¢nou krmivovou zakladnou, kde jsou
zkrmovany zbytky po Cisténi zrna, nebo pii pastvé, kdy jsou traviny kontaminovany
namelem. Pfechod ndmelovych alkaloidi do mléka monogastra (tedy i ¢loveka) je prokazan.
Dalsim potencidlnim zdrojem nékazy pro clovéka by mohly byt vyrobky na bazi Zita,

dovazené z oblasti, kde zemédélstvi a jeho kontrola neni na nejlepsi urovni (1,2,3,4).

R1 OH |
o O
N N T H /L\
H H J—N_ AL
-
1 | )( ,_.,.0
A H Rz
R T “CH, Analyte R1 R2
| /f H Ergosine CH, CH,CH(CH,),
~ 37 Ergotamine CH, CH,C H,
At Ergocornine  CH(CH,), CH(CH,),
H a-Ergocryptine  CH(CH,), CH,CH(CH,),
Ergocristine CH(CH,), CH,CzH,

2.8 Moniliformin
Moniliformin je chemicky charakterizovan jako 3 hydroxycyklobut-3-en-1,2,-
dion..Vyskytuje se prevazné v podobé sodné soli. Poprvé byl izolovan ze substrati
napadenych mikromycety Fusarium moniliformis. Nejcastéji se tento mykotoxin naléza
v kukufici.
Moniliformin je fytotoxicky pro pSenici, kukufici a rostliny tabaku. Velmi citliva na
incidenci tohoto mykotoxinu je dribez, zejména kufata a kachnata. Toxikologické

hodnoceni tohoto mykotoxinu neni uzavieno a hygienické limity nebyly doposud stanoveny
(1,2,3,4).
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2.9 Fusarova kyselina

Kyselinu fusarovou syntetizuji mikromycety rodu Fusarium z aminokyseliny
tryptofanu. Fusarové kyselina je sice zndma tadu let, ale az dosud nebyla povazovana za
ptiliS nebezpecného pivodce fusariovych mykotoxikéz. Jeji toxicita je pomérné nizka.
Fusarova kyselina vSak u fady zivo¢ichli méni priabéh neurochemickych procestt v mozku.

Bylo zjisténo, ze vSechny kmeny fusariovych mikromycet produkuji urcit¢ mnozstvi
této kyseliny. Na zaklad¢ tohoto faktu bylo navrzeno, aby byla kyselina fusarova pouzita
jako indikator kontaminace krmiv fusariovymi mykotoxiny. U polygastri jeji pfitomnost
zvySuje toxicitu ostatnich mykotoxint (napt. DON). Fusarova kyselina se Casto vyskytuje

v obilovinach (1,2,3,4).

HC =

| /;H(OH
]

0

Fusarova kyselina

210  Citrinin
Citrinin je sekundarni metabolit mikromycet rodu Aspergillus a Penicillium, zejména
P. citrinum a P. verrucosum. Ptedstavuje hlavni kontaminaci tzv. ¢ervené ryze a obilovin.
Jedna se o derivat isochromenu, ktery se muze vyskytovat ve dvou tautomernich
formach. Chinoidni forma je bézné€ pfitomna v neutralnim prostfedi. V alkalickém prostiedi

se vyskytuje tautomerni fenol.
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Citrinin byl poprvé objeven na pocatku 30. let 20. stoleti, kdy byl nejprve
charakterizovan jako antimikrobialni antibiotikum, teprve pozdé¢ji mu byla prokézéana jeho
silnd nefrotoxicita a interference s metabolickymi procesy v jatrech. Dle International

Agency for Research on Cancer (IARC) je klasifikovan jako silny karcinogen (1,2,3,4).

OH
o Ay
0 " CH,
H4C CH,
Citrinin
2.1 Patulin

Paulin (PAT) je produkovan mikromycety rodu Penicillium, nejvyznamnéjSimi jsou
P. patulinum a P. expansum. PAT se vyskytuje pfevazné v jablkach, ale jeho pfitomnost
byla prokazana i v hroznech a pomeranc¢ich. Zdrojem PAT vSak mohou byt i jiné potraviny,
napf. zelenina, ceredlie 1 syr. Jeho pfitomnost byla prokazana i v mase, kde se koncentruje
po zkrmovéani obilovin kontaminovanych Aspergillus clavatus.

PAT je v potravinach spiSe indikator Spatnych vyrobnich postupd, jako napf.
pouzivani "plesnivych" vstupnich surovin, nez bezprostiedni vazné ohrozeni zdravi ¢lovéka
¢i zvitete, nelze vSak ani v pfipad€ PAT opomenout chronickou toxicitu. Je stfedné toxicky,
zpisobuje poskozeni zaludec¢ni sliznice (hemoragie, edémy).

Chemickou strukturou se PAT fadi mezi mykotoxiny laktonového typu, jde o
opticky inaktivni 4-hydroxy-4H-furol(3,2-c)pyran-2(6H)on. Je velmi dobie rozpustny ve
vod¢, alkoholech, acetonu, benzenu, chloroformu, ethylacetdtu, c¢éastecné rozpustny
v ethyletheru a benzenu a nerozpustny v petroletheru. Mechanismus degradace dosud nebyl

dosud uspokojiveé objasnén (1,2,3,4).

18



0
0 2
e
g
0
Patulin

212  Sterigmatocystin
Nejvyznamnéj§im producentem sterigmatocystinu byvaji mikromycety rodu
Aspergillus, ptevazné A. versicolor, A. flavus a A. parasiticus. Vyskytuje se predevSim v
»plesnivych® obilovinach, kdvovych zrnech a zivocisSnych produktech (napf. Sunka, salam i
SYT).
Sterigmatocystin 1ze chemicky charakterizovat jako xanthen-7-on. Obsahuje
bisdihydroxfurofuranovy kruh. Sterigmatocystin je pro zvifata a lidi akutné siln¢ toxicky a

dle IARC byl klasifikovan jako potencialni lidsky karcinogen (skupina B) (1,2,3,4).

Sterigmatocystin

213 Maskované mykotoxiny

Vyzkumy poslednich let poukazaly na dalSi zavazné riziko v oblasti fusariovych
mykotoxinil. Krom¢ volnych forem mykotoxint zde totiz existuji také jejich formy vazané.
VétSinou se jedna o konjugaty se sacharidy, jez stejn€ jako u jinych xenobiotik, vznikaji v
pribéhu detoxifikaéniho procesu rostlin. Rostliny napadené toxinogennimi vlaknitymi

houbami maji totiz své piirozené obranné mechanismy vedouci k eliminaci neblahych
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ucinkil mykotoxind. V rostlinnych organech (semena, koteny, listy), pletivech a organelach
(vakuoly, chloroplasty) dochazi k reakcim (oxidace, redukce, hydrolyza, methylace,
glukosidace), pfi kterych jsou toxiny s aktivnimi funkénimi skupinami pfeménény za
pomoci enzymu na derivaty nebo konjugaty, jejichz skodlivost pro rostliny je pak minimalni
a proto mohou byt ukladany ve vakuolach (7).

Tyto mykotoxinové konjugaty jsou Casto oznaCovany také jako ,,maskované®, protoze
diky svym odlisnym fyzikalné-chemickym vlastnostem, jako je jejich vyssi polarita a tim
hor$i extrahovatelnost béznymi rozpoustédly, ztraty pii pieCiStovani a komercni

nedostupnost standardii, donedavna unikaly bézné analytické detekci.

Prvni neptimé diikazy existence téchto sloucenin sahaji az do poloviny 80-tych let 20.
stoleti, kdy pti sledovani dynamiky mykotoxinii v pSenici cilen¢ infikované fusarii byl
nejprve prokdzan narist, a nasledné vyrazny pokles obsahu DON, ktery byl pravdépodobné
zpusobeny praveé pfeménou ptivodniho DON na jeho metabolity (8).

Dalsim podmétem vedoucim k vyzkumu téchto latek bylo, ze béhem klinickych
pozorovani zvifat neodpovidala vysoké intenzita symptomil typickych pro mykotoxikozy
relativné nizkému obsahu mykotoxinli stanovenému v pfislusnych krmivech (9).
Nejznaméjsim a doposud nejprobadanéjsim konjugatem trichothecenti je deoxynivalenol-3-
glukosid  (3-B-D-glukopyranosyl-4-deoxynivalenol, DON-3-Glc, ktery se v pSenici
vyskytuje v koncentracich odpovidajicich az 30 % koncentrace ,,volného* DON. Pfitomnost
DON-3-Glc a ptipadné dalsich forem maskovanych mykotoxinii byla laboratoii Ustavu
chemie a analyzy potravin VSCHT na vysokych hladindch prokazana v mnoha produktech

na bazi ceredlii, zejména ve sladu a pivu (10,11,12).

Udaje o biologické dostupnosti a toxicité DON-3-Glc zatim nejsou zcela k dispozici,
ale dosavadni vyzkum naznacuje, Ze enzymy urcitych bakteridlnich kmeni vyskytujicich se

ve stievech savcl jsou schopné $tépit DON-3-Glc za uvolnéni matetského DON.

Prvnim metabolitem zearalenonu izolovanym v roce 1988 byl zearalenon-4-B-D-
glukopyranosid (7). DON-3-Glc byl poprvé izolovan roku 1992 ze suspenzni kultury Zea
mays (18).
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Dle studie Berthillera zroku 2005 odpovida pomér DON-3-Glc/DON v
cilen¢ infikovanych obilovinach asi 1/3 v pfipad¢ ptirozené infekce byl tento pomér
kontaminace zrn asi 1/5 (14). Dalsi studie uskute¢néna na Ustavu chemie a analyzy potravin
VSCHT piinasi informaci o poméru DON-3-glc/DON v sladech, ktery je piiblizng 1/5 az
1/1 (10). Srovnatelné nebo i1 vyssi hladiny tohoto maskovaného mykotoxinu vzhledem
k DON byly zaznamendny 1 v pivu (véetné meziprodukti sladafsko-pivovarskych

technologii) oproti koncentraci v piivodnim je¢meni (11,12).

3. Mykotoxiny v potravinach

Jak jiz bylo fteceno vuvodu, v poslednich letech se zfetelné zvySuje zijem
spotiebitelil o kvalitni zemédélské produkty. I pies to, ze projevovana snaha o péstovani
kvalitnich zemédélskych surovin v souladu se zasadami dobré zemédélské praxe je znacna,
pfitomnost mykotoxini v ceredliich Upln€¢ eliminovat nelze. Béhem technologického
zpracovani ceredlii pak koncentrace mykotoxinti vzhledem k ptivodnim cerealiim klesa

(diky ,,zfedéni“ ptivodni suroviny béhem vyroby potravin), avSak k vyznamnéjsi degradaci
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vzhledem k jejich tepelné a chemické stabilit¢ nedochdzi. Pfitomnost urcitych hladin
mykotoxinil v ceredlnich produktech dostupnych v obchodni siti je tedy bézna. Nasledujici
kapitoly poskytuji stru¢nou reSerSi o incidenci a hladindch mykotoxini ve vybranych

komoditach.

3.1 Vyskyt mykotoxint v pivech z obchodni sité

Vyzkumy provedené v horizontu poslednich deseti let ukazuji na incidenci pfevazné
trichothecenovych mykotoxinii v pivu, a to pfevazné¢ deoxynivalenolu (DONu). Behem
poslednich tfi let byl viak laboratoti Ustavu chemie a analyzy potravin na VSCHT Praha
prokézan také vysoky obsah ,,maskované* formy tohoto mykotoxinu, deoxynivalenol-3-
glukosidu (DON-3-Glc), v pivu a sladu (10). Ob¢ tyto formy jsou ziejm& uvoliiovany
¢innosti enzymi béhem sladatsko-pivoarské technologie z vazeb na polysacharidy Skrobu ¢i
bunéénych stén. Na zaklad¢ tohoto zjisténi byl proveden rozsahly monitoring obsahu
mykotoxind v pivech dostupnych ve svétové obchodni siti (11). Siroké spektrum riznych
pivovarskych znacek zde bylo reprezentovano celkem 176 vzorky. Z téchto vzorkl bylo 64
% pozitivnich na ptfitomnost DON (rozmezi koncentraci 1,0-35,9 ng/l) a 86 % obsahovalo
alespon jeden konjugat DON a to DON-3-Glc (rozmezi koncentraci 1,2-37,0 ug/l) nebo 3-
ADON a 15-ADON, které jsou detekovany jako suma ADON (rozmezi koncentraci 1,0-
25,0 pg/l). Zadné dalsi fusariové mykotoxiny v téchto vzorcich piv nalezeny nebyly. Jelikoz
nebyly dostupné podrobné informace o ptivodu surovin jednotlivych vzorkt piv (naptiklad
koncentrace mykotoxinli v pivodnich je¢menech/sladech a detailni postup jednotlivych
vyrob piv), neni mozné vyvodit platné zavéry tykajici se dynamiky mykotoxinti béhem
technologii. D4 se vSak fici, Ze obsah DON a jeho konjugatii roste s obsahem alkoholu v
pivu.

Toto zjisténi v podstaté potvrdilo trend potvrzeny béhem evropského screeningového
prazkumu (15). Nutno vSak zdaraznit, Ze piva s vys$sim podilem alkoholu jsou zaroven i
,s1lna*“ piva (12°) obsahujici vétsi podil sladinového extraktu nez piva 10° nebo
nealkoholickd. Niz§i obsah DON a jeho konjugati v nealkoholickych pivech miize také
souviset s faktem, Ze tato piva jsou vyrabéna odlisSnou technologii (specidlni kmeny

kvasinek, ptidatné latky, podminky jednotlivych krokl vyroby).
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3.2 Vyskyt mykotoxint v produktech pekarenské technologie

Vliv pekaiské technologie na kone¢ny obsah fusariovych mykotoxintl v pecivu je po
léta pfedmétem zajmu mnoha studii. Monitoring je zaméfen piedevSim na studium DON,
NIV a ZON, v mensi mife je pozornost vénovana také 3- a 15-ADON. Fus-X a HT-2 a T-2
toxinu (16). Piehled kontaminace peciva fusariotoxinem DON ve vybranych zemich je
uveden v Tabulce I. Dosud publikované vysledky praci se zabyvaji vlivem nastaveni
hlavnich technologickych parametrii (zptisob fermentace, doba a teplota zrani, kynuti a
peceni, druh a mnoZstvi pouzitych aditiv atd.) na mykotoxikologickou kvalitu findlnich
vyrobkl. Scott a kol. (1991) prokéazal znac¢nou stabilitu téchto latek v pribéhu peceni (20).
Relativni stabilitu DON béhem peceni potvrzuji také studie Boyacioglu a kol. (1993), ktera
zaznamenala béhem peceni bez pouziti pekarenskych aditiv pokles DON pouze o 7 % (21),
a Tanaka a kol. (1986), kdy byly po 30 min peceni na 170 °C zjistény jen zanedbatelné
zmény v hladindch sledovaného DON v pecivu (22). Stejné tak Abbas a kol. (1985) ve své
studii uvadi, ze béhem peceni k destrukei ptitomného DON nedochazi (23).

Zcela otevienou otazkou zistavaji konjugované formy mykotoxinti a degradacni
produkty DON a ostatnich sledovanych fusariotoxinid v priib&hu pekaiské technologie.
Greenhalgh a kol. (1984) identifikoval v pe€eném chlebu isomer DON, tzv. iso-DON,
v mnozstvi, které odpovida 3-13 % DON pivodné pfitomného v mouce (24). Pritomnost
150-DON, v rozmezi 10-26 % DON pitivodné pfitomného v mouce, a dalSich minoritnich
degradacnich produktl v peceném chlebu uvadi také studie Boyacioglu a kol. (1993) (21).
Studie Young a kol. (1984) pfisuzuje dramaticky narist DON v kynutém pecivu
pravdépodobnému uvolnéni tohoto mykotoxini zjeho neznamych prekurzort, mezi které

1ze pocitat 1 konjugované formy téchto latek (25).

Tabulka I: Piehled vyskytu DON v pecivu (16,17).

Zemé pivodu Druh pediva DON [mg/kg] Incidence [%] Studie

Argentina * 02-228 92,8 Pacin a kol.(1997)

Italie chléb 0,007 - 0,27 79,2 Cirillo a kol. (2003)

Kanada * 0,009 - 4,06 43,0 Scott (1997)
pSeniény chléb pramérné 0,125 90,0 Schollenberger a kol. (2003)

Némecko * pramérné 0,092 * Schollenberger a kol. (1999)
Zlmy, ch!eb ) 15-142 0.8 Schollenberger a kol. (2005)
pSeniény chléb 15-382 1,0
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USA * 1,6 -5,4 * Abouzied a kol. (1991)

Velka Britanie  chléb primérné 0,058 95,0 FSA (2003)

* neuvedeno

Studium hladin DON v meziproduktech pekatské technologie (t€sto, vykynuté tésto
a peCeny vyrobek) bylo cilem prace Neira et al. (1997). B&hem tohoto experimentu byl
zaznamenan pokles mezi vyhnétenym téstem a téstem po vykynuti o 21,6 % a vykynutym
téstem a upecenym vyrobkem o 28,9 %. Celkovy pokles obsahu DON v pribéhu peceni byl
stanoven na 44,3 % (minimalni a maximalni ubytek 16,8 a 96,6 %). Dale byl potvrzen trend
sniZzeni kontaminace DON s prodluZujici se dobou peceni. Pozitivni vztah mezi pocatecni
hladinou DON a jeho ubytkem byl zaznamenan béhem kynuti, coz je v rozporu s vysledky
studie Scott a kol. (1992) (20,26).

Nartist celkového mnozstvi DON ve vyhnéteném tésté v porovnani s ptivodni
moukou o 21-40 % byl zjistén ve studii Lancova a kol. (v tisku) zabyvajici se osudem
trichothecenti behem pekarenského procesu. Nasledné byl zaznamenén vyrazny pokles DON
0 38-46 % oproti pivodnimu mnozstvi v procesu kynuti a v zavéreéné fazi kynuti byly
stanoveny relativné vysoké hladiny DON v rozsahu 132-145 % ve srovnani se surovinou.
Béhem peceni (210 °C, 14 min) nebylo vyrazné snizeni DON pozorovano, poklesy hladin
¢inily maximalné 6 %. Kolisajici obsah fusariotoxinu DON je v této praci vysvétlovan jeho
moznym uvolnénim z konjugovanych forem, napt. z deoxynivalenol-3-glukosidu, které je
pravdépodobné nasledovano chemickymi preménami ve slouceniny, které nebylo mozné

detekovat pouzitou analytickou metodou (33).

4. Mykotoxiny v krmivech

Krmiva mohou byt napadena nejen epifytickymi rody mikromycet jako jsou
Fusarium, Penicillium a Aspergillus, které napadaji obiloviny a sildzové smési, ale také
endofytickymi druhy Neothyphodium a Epichloé ptevazné kolonizujicimi traviny a picniny
chladnéjSich regionli vSech kontinentli. Tyto mikromycety produkuji celé spektrum
sekundarnich metabolitl, jejichz toxicky vliv pak zavisi na typu a mnoZzstvi téchto toxind

v krmivu, zdravi hospodarskych zvirat, fyziologické dispozici daného organismu (vek,
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pohlavi) a na zptsobu chovu (,,farm management*). Symptomy pozorované po expozici
kontaminovanym krmivem se souhrnné oznacuji jako onemocnéni zvana mykotoxikozy.
Vedle akutnich intoxikaci (niz$i pfijem potravy, imunosuprese, ztrata reprodukéni
schopnosti, uhyn) zplsobenych vysokymi hladinami mykotoxinli v krmivech, také nizké
hladiny toxinl ptisobi negativné na zdravi zvifat a jsou pfi¢inou nejenom vyznamnych
ekonomickych ztrat zptisobenych malymi hmotnostnimi pfiristky chovaného dobytka, ale
také nizsi produkce kvalitnich surovin ZivociSného pivodu (27). Rezidua mykotoxind a
jejich metabolitl mohou byt pfitomnd v surovinach zivoc¢isného ptivodu, jako jsou mléko,
maso a vejce. Ackoliv je piipadny pfenos rezidui mykotoxinti do zivocisnych produkti je
stale pfedmétem vyzkumu, soucasné znalosti v této oblasti predpokladaji mozné zdravotni
riziko u malych déti pfi pfenosu vysoce toxického aflatoxinu B1 do mléka dojnic jako jeho
metabolitu Aflatoxinu M1. Déle je pozorovan pfenos ochratoxinu A do masa a nasledné
masnych vyrobki déle chovanych prasat.

Toxikologické hodnoceni ptlisobeni mykotoxinli je stile pfedmétem vyzkumu.
V soucasné dobé jsou znamd pouze experimentalni data toxického plsobeni na cilové
organy zvifat pro nejvyznamnéj$i skupiny mykotoxind jako aflatoxiny, trichotheceny,
ergotové alkaloidy, fumonisiny a zearalenone (28). Dostupné studie vSak nereflektuji
vSechny aspekty pozadované pro kvantifikaci hodnoceni rizika z divodu nedostatku
informaci o mykotoxinové kontaminaci krmiv. Navic, ve vét§ing piipadd, jsou hospodarska
zvitata krmena kromé komercnich smésnych krmiv také krmivy produkovanych ptimo na
farmé, ktera nejsou bézné testovana na obsah mykotoxinti.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, krmiva byvaji kontaminovana celou fadou mykotoxint,
jejichZ pisobeni na organismus muze je - z divodu rozmanitosti jejich chemické struktury -
velice rtznorodé. Proto je problematické zhodnotit jejich kombinované plisobeni na
organismus a experimentalni data shrnujici kombinované toxické piisobeni téchto latek jsou
limitovana. Z dostupnych studii je vSak ziejmé, ze pisobeni jednotlivych mykotoxint pfi
kombinované expozici miize mit antagonické, aditivni a synergické ucinky na exponovany
organismus. Synergické plsobeni bylo zjisténo v ptipad¢ fusarové kyseliny, kdy byl v jeji
pfitomnosti pozorovan zvyseny toxicky efekt fumonisinti u kufat a diacetoxyscirpenolu
(DAS) a deoxynivalenolu (DON) u prasat (29). Ve vétSin¢ analytickych laboratoii neni

fusarové kyselina rutinn¢ stanovovéana z divodu jeji nizké akutni toxicity (27). Na druhé
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stran¢, cyklopiazoniova kyselina svymi subtraktivnimi efekty zabrafuje peroxidaci
membranovych lipidi vyvolané ptisobenim paulinu (29).

Vedle ,,volnych® mykotoxinii se mohou v krmivech vyskytovat tzv. , maskované*
(konfugované) mykotoxiny. Prvni zminky o maskovanych mykotoxinech se objevily jiz v
polovingé 80. let 20. stoleti, kdy byly pozorovany mykotoxikosy zvifat, pti kterych klinicky
stav zvifat neodpovidal mnozstvi mykotoxinli stanovenému ve zkrmovaném krmivu.
Neocekavané vysokd toxicita pouzittho krmiva byla pravdépodobné zplsobena
konjugovanymi formami mykotoxinli. Maskované formy mykotoxinli pravdépodobné
vznikaji pfi detoxikacnich procesech obilovin (14), coz prokazaly i nasledné uskute¢néné
studie zabyvajici se transformacemi mykotoxinli v rostlinach. Do dneSni doby byly
identifikovany rostlinné metabolity DON, zearalenonu (ZON) a ochratoxinu A (7).
Detoxika¢ni reakce chrani rostliny pted toxickymi latkami z okolniho prostfedi, ale také
pred slouceninami, které rostliny tvofi samy, a zahrnuji predevSim tzv. transformace
(deepoxidace, deacetylace a isomerace) a konjugace. Behem téchto reakci jsou reaktivni
funkéni skupiny redukovany ¢i maskovany tak, aby se toxicita nové vzniklého produktu
snizila ¢i aplné eliminovala (7). Pfi konjugacich jsou volné mykotoxiny vdzany na vice
polarni latky, napf. na glukosu, sulfat ¢i glutathion a vzniklé konjugaty jsou nasledné
ukladany do bunécnych vakuol (14). Detoxifikace probihajici v zeméd¢€lskych plodinach
vSak nemusi nutné vést ke snizeni rizika pro konzumenty. Biologickd dostupnost a toxicita
téchto latek neni doposud zndma. Potencionalni nebezpe¢i maskovanych mykotoxind
spociva v jejich hydrolyze pti prichodu travicim traktem savct, pii kterém mize dojit k
uvolnéni pavodniho, vice toxického mykotoxinu. Pfi pokusech na prasatech krmenych
krmivem kontaminovanym zearalenon-4-B-D-glukopyranosidem byly zaznamenany
ptiznaky odpovidajici intoxikaci organismu volnym ZON (14).

Maskované mykotoxiny unikaly az donedavna rutinnimu stanoveni hned ze dvou
davodi: 1) jsou polarngjsi nez puvodni volné formy mykotoxini a proto nebyly
extrahovatelné spolu s ostatnimi rutinné stanovovanymi toxiny pouzitim b&Znych smési
rozpoustédel, ii) nebylo mozné je detekovat béznymi analytickymi pfistupy, které byly
prevazné zamétené na cileny screening iii) nebyly komeréné dostupné analytické standardy
téchto latek. V soucasné dobé je jiz mozné diky dostupnosti standardu zavadét maskovany
mykotoxin odvozeny od DON deoxynivalenol-3-B-D-glucopyranoside (DON-3-Glc) do

multidetek¢énich analytickych metod a tak modifikovat a optimalizovat ptipravu vzorkt, aby
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bylo dosazeno dobrych vytéznosti. Vedle DON-3-Glc jiz bylo identifikovano mnoho dalSich
maskovanych mykotoxind, naptiklad zearalenon-4-glukosid (ZON-4-Glc) detekovany
v ceredlnich vyrobcich (30).
V Evropské Unii jsou ustanoveny maximalni limity vybranych mykotoxinli Natizenim
komise (ES) ¢. 1126/2007 ze dne 28. zafi 2007, které upravuje natizeni (ES) ¢. 1881/2006
(31,32). Toto nafizeni stanovuje pouze maximalni limity pro deoxynivalenol, zearalenon a
fumonisiny, aflatoxiny, patulin, ochratoxin A a aflatoxiny v pg na lkg pfislusné potraviny.
Z toho divodi fada kontrolnich laboratofi sleduje pouze tyto legislativné oSetfené
mykotoxiny, kdezto k potencidlnim zdravotnim rizikim mohou pfispivat také dalsi
mykotoxiny véetné jejich maskovanych forem, které nejsou v legislativé zahrnuty.

Vysledky monitoringu mykotoxini ve vzorcich ceredlii ziskanych z riznych regionti
v celé Evropé ukazuji, Zze 63 % znich bylo kontaminovéano trichotheceny typu B, 22 %
zearalenonem, 7 % trichotheceny typu A, 13 % ochtatoxinem A, ve 26 % vzorkl byly
detekovany vysoce toxické aflatoxiny a v 38 % fusariové mykotoxiny fumonisiny.
Nejfrekventovanéj$imi kontaminanty tedy byly trichotheceny typu B, kdy primérny hladina
souboru byla 625 pg/kg a nejvyssi detekovana hladina 24 019 pg/kg byla zjisténa ve
vzorcich kukufice. Vysledky této studie indikuji nezbytnost provadéni pravidelné kontroly
mykotoxinové kontaminace z divodu zhodnoceni rizika, které by mohlo pifedstavovat
kontaminované krmivo pro hospodarka zvifata a potazmo pro ¢lovéka. Jednou ze strategii
vyuzivanych ke snizeni rizika mykotoxinové intoxikace je pfidavani additivnich latek pro
dekontaminaci mykotoxini do krmiv. Tyto aditivni latky deaktivuji toxiny na zakladé

adsorpCnich ¢i enzymatickych degradaci pfimo v zazivacim traktu zvitat (27).

4.1 Mykotoxiny v silazi
Sildz je zplisob konzervace krmiva, stejné¢ jako napiiklad suSeni sena. Sildzovani
uchovava krmivo ve §tavnatém stavu. Konzervace probihd plsobenim mlééného kvaseni
cukri obsazenych v pici. Cely proces musi probihat bez ptistupu vzduchu. Vlastni sildz
zachovava, jak obsah zivin, tak vitamint pouzitého materidlu. Vysledna kvalita silaze je
obvykle pfimo umérnd kvalité substratu (druhu pice, silazni zralosti, obsahu suSiny a stupni
zpracovani). Jako sildZovani se oznacuje kvasny proces pii obsahu suSiny max. do 45-50 %.

Cilem je co nejdiive vytvorit dostatecné mnozstvi kyseliny mlééné, ¢imz dosahneme
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kyselosti hmoty pH asi 4 a také zamezime vzniku nezddoucich hnilobnych procesu. Pti
vlastnim sildzovani se bilkoviny $tépi na jednodussi latky, obdobné se glycidy rozkladaji na
jednodussi cukry a to fruktézu a glukézu. Zakladnim konzervacnim cCinitelem ke kyselina
mlécna. Pfi nedodrZeni procedury vSak dochdzi ke vzniku kyseliny maselné, octové nebo
mravenci. V takovém piipadé vysledna silaz neptijemné pachne a je nepouzitelna. Silaze se
vyuzivaji hlavné jako zdkladni objemové krmivo pro dobytek a mtize se zkrmovat celoro¢né
(35,36).

Silazovany jsou pievazné traviny, seno a kukufice, souhrnné¢ nazyvané pice.
Nejcastéji pouzivanou surovinou pro vyrobu silaZze je kukufice. Pfitomnost mykotoxini
muze byt pripsan infekci kukufice pfimo na poli nebo béhem uskladnéni silaze (35). Tato
ptipadnd infekce redukuje nutriéni hodnotu kukufice a miize ptedstavovat zdravotni riziko
pro zvifata a nasledné pro ¢lovéka (35).

Screening potencialné toxigennich mikromycet isolovanych ze zralé silaze ukazal, ze
Fusaria (Fusarium culmorum, F. equiseti, F. graminearum, F. oxysporum, F. solani a F.
verticilliodes) byla schopna produkce mykotoxint na Zivném agaru (35).

Pice pfichéazeji ptirozené¢ do kontaktu s mykotoxiny pfed, béhem a po slizni, ale také
béhem transportu a uskladnéni. Podle podminek, za kterych byly picniny sklizeny, miizeme
vymezit tfi ekologické typy mikromycet (29):

* polni (pfedskliziiova perioda)
* meziproduktové (béhem sklizn¢)
» skladovaci (uskladnéni pro sklizni)

Ve vlhké traveé a senu se Casto vyskytuje velmi pocetné toxinogenni mikromycety
rodu Aspergillus a Penicillium, stejné jako Fusarium (29).

Nejbéznéji se vyskytujicimi mykotoxiny v silazi jsou DON, ZON, FB,, OTA,
citrinin a PAT. PAT je pfevazné produkovan v travnich sildzich. OTA a citrinin mohou byt
tvoteny v kukuficnych silazich a suchych pici (29).

Majoritnim patogenem travnich, kukuficnych silazi nebo silazi cukrové fepy
v Evropé€ je Penicillium roqueforti, nicméné toxiny produkované timto kmenem maji nizkou
stabilitu pfi sildazovani. Kdezto v duisledku kontaminace jiz na poli, mohou mikromycety
rodu Fusarium ptezit v silazich a produkovat fusariové mykotoxiny (29).

Spektrum pfitomnosti druhli mikromycet v sildzich vyrobenych silaZovanim

kukufice, ¢iroku a travin se méni s dobou uskladnéni. Po uplynuti dvou az tii mésicti po

28



uskladnéni silaze mizeme jeSté¢ detekovat mikromycety rodu Penicillium, Fusarium a
Aspergillus. PAT se objevuje v silazich jeste po Sesti mésicich uskladnéni (29).
Cilem odhaleni mykotoxint je (35):
» prozkoumat mikrofloru zralé kukuti¢né silaze (11 mésict stard)
* rozvinout metody pro stanoveni mykotoxin
= porovnavat koncentrace stanovovanych mykotoxini v kukuficné silazi ve dvou

stupnich (nahotfe a na dné sildzni jamy)

4.2 Dekontaminace mykotoxina v krmivech

Na dekontaminaci Ize pohlizet jako na proces feSici jiz vzniklé situace, kdy jsou
v krmivu mykotoxiny pfitomny. Mykotoxinova kontaminace obilovin, olejnin a dalSich
plodin je celosvétove diskutovanou problematikou a popsanou v mnoha studiich (37).
Vzhledem ktomu, Zze v souCasnosti neexistuji stoprocentni metody prevence vzniku
mykotoxinil v krmivech, je nutné vzit v ivahu dekontaminac¢ni metody.

Neexistuji univerzalni dekontamina¢ni metody z diivodu obrovské skaly mykotoxint
a s jejich riznorodou chemickou strukturou, vysokou stabilitou vici fadé fyzikalnich,
chemickych 1 biologickych faktorti. K dekontaminaci krmiv jsou proto vyuZzivany rtizné

metody (37):

> Sfyzikalné-chemické (vodny roztok chloridu vapenatého, kombinace tepla a
tlaku)

> adsorpcni efekt mineralnich jilu

> degradace mykotoxinii za pouziti enzymii (esterazy a epoxidaza)

Trichotheceny v zivo€isSném  organismu  prochdzeji rlznymi  variantami
metabolickych reakcich. Naptiklad acetylované mykotoxiny rychle prechdzeji na de-
acetylovanou formu ( napi. T-2 na HT-2, FUS-X na DON, 3-ADON na DON). Deacetylacni
reakce jsou katalyzované specifickymi estardsami a velice rychlé. De-epoxidace
trichothecenti probiha inkubaci mykotoxini se stievni mikroflérou nebo s mikroorganismy
v bachoru krav. Metabolismus de-epoxidace miize byt také detekovan v plazmé a moci ovci
a krav, ale pouze v malé mife. Redukce epoxidového kruhu je pravdépodobné uskutecnéna

anaerobnimi mikroorganismy zazivaciho traktu (38).
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Podle Natizeni 1881/2006/ES se potraviny obsahujici mykotoxiny nesmi zamérné

detoxikovat chemickym oSetienim.
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5. Analytické metody

V soucasné dobé existuje fada analytickych metod, téméf vyhradné zalozenych na
kapalinové chromatografii s hmotnostné-spektrometrickou detekci, které jsou schopné
spolehlivé identifikace a kvantifikace mykotoxin.

Modernim trendem jsou multidetekéni metody (39,40,41), které jsou schopné stanovit
desitky analyti béhem jednoho nastfiku (Sulyok et al. publikoval soucasné stanoveni 87
mykotoxinti (39), Hans Mol et al. stanovil mykotoxiny, pesticidy a veterinarni 1é¢iva béhem
jedné analyzy (40), Lacina et al. publikoval multidetekéni metodu pro stanoveni mykotoxin
a pesticidi (41)). Vyhodou multidetekénich metod byva vétSinou jednoducha a rychla
priprava vzorku. Extrakt je vétSinou pouze nafedén a analyzovan bez precisténi, protoze
z davodu Siroké diverzity chemickych vlastnosti cilovych analyti je velmi obtizné najit
vhodny Cistici sorbent. Nevyhodou s tim spojenou je tedy velké mnozstvi ko-extrakti, které
mohou interferovat s ionty analytl a snizovat tak citlivost metody.

Dalsi variantou jsou metody zaméfené na jeden analyt nebo skupinu chemicky
podobnych analytii, u kterych je mozno maximaln¢ ptizplisobit analyticky postup ptipravy

vzorku konkrétnimu analytu (42,43,44.,45).

Stanoveni mykotoxinti 1ze obecné rozdélit na nékolik na sebe navazujicich krokd:

odbér a uprava vzorku (vzorkovani)
= extrakce

= precisténi

identifikace a kvantifikace

5.1 Vzorkovani
Prvnim a velmi ddlezitym krokem analytického postupu je odbér (vzorkovani) a pfiprava
vzorku, z divodu nehomogenni distribuce mykotoxini v analyzované matrici. Vzorky
potravinovych surovin, potravin a krmiv jsou velmi ¢asto nehomogenni, kusové a odbéry se
musi provadét z Sarzi o zna€né hmotnosti ¢i poctu jednotek. Jen v omezeném poctu piipadii
jsou mykotoxiny v potravinach distribuovany homogenné, coz je dano piedev§im povahou

jejich vzniku. Homogenni vyskyt lze pfedpokladat pouze u vyrobku, které byly vyrobeny
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z primarn¢ kontaminovanych surovin a pifi zpracovani doSlo k homogenizaci. Na zaklad¢
vySe jmenovanych skutecnosti je kliCovym bodem stanoveni mykotoxinli proces
vzorkovani, kterym ziskdme reprezentativni vzorek, tj. vlastnostmi shodny s celkem.

Vzorkovaci krok specifikuje, jak vzorek bude vybran nebo v jakém mnozstvi a jaké bude

velikost vzorku pouzitého k analyze.

Odbér vzorku mizeme rozdélit na tii ¢asti:

strategie vzorkovani, coz je zékladni rozvaha o zptisobu odbéru vzorku

plan vzorkovani, ktery zahrnuje planovanou metodu volby a odbér vzorku

postup vzorkovani, jez ur¢i konkrétni provedeni, které vychazi z instrukei vztahujicich se
k pouziti planu vzorkovéni

Vzorkovéni je obvykle vicestupiiovy proces, ktery zac¢ind odbérem primarniho
vzorku a pokracujici jeho postupnym zmensovanim az na sub-vzorek (laboratorni vzorek),
ktery vstupuje do analytické laboratoie. Zde se z ného pfipravi analyticky vzorek. Tento
vzorek je pak kvantifikovan pouzivanymi schvalenymi procedurami.

Odbér vzorku, jeho dal§i zmenSovani a skladovani musi probihat zplisobem, ktery
neovlivni Zzadnou relevantni vlastnost vzorkovaného objektu.

Pti vzorkovani dochdzi k fad¢ chyb zplsobenych vzorkovacim zafizenim (napf.
vzorkovaci zafizeni neni schopno zachytit ¢astice urcité velikosti, hustoty nebo dochazi ke
ztratdm vlivem setrvacnosti, vlivem elektrostatického napéti, atd.) (46).

V analytické praxi se odbér vzorku (vzorkovani) provadi podle technickych norem
(Seskych CSN, evropskych EN a mezinarodnich ISO) vypracovanych pro dany material -
jednotlivé druhy potravin, zeméd¢€lskych produktl, surovin, primyslovych vyrobkd, atd.
(46).

> Vyhlaska Ministerstva zemé&délstvi CR &.211/2004 Sb. o metodach zkouseni a

zpusobu odbéru a ptipravy kontrolnich vzorkii za ucelem zjiStovani jakosti a

zdravotni nezdvadnosti potravin nebo surovin urcenych k jejich vyrobé

> Vyhlagka Ministerstva zdravotnictvi CR ¢.137/2004 Sb. o hygienickych

pozadavcich na stravovaci sluzby osobni a provozni hygieny pii Cinnostech

epidemiologicky zdvaznych.

» Narizeni Komise 401/2006/ES, kterym se stanovi metody odbéru vzorkut a

metody analyzy pro ufedni kontrolu mnozstvi mykotoxinii v potravinach.
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5.2 Extrakce a precisténi vzorku
Extrakce je délici operace, pfi které prechazi slozka ze smési latek v kapalné ¢i tuhé
fazi do jiné kapalné faze - rozpoustédla. Zptisob extrakce zavisi na fyzikalné-chemickych
vlastnostech stanovovaného mykotoxinu, matrici, zpusobu extrakce a rozpoustédle.
Extrakéni rozpoustédlo voli podle povahy, rozpustnosti pfislusSného mykotoxinu a s
ohledem na extrahovany material a dal§i zpracovani extraktu. Cisténi extraktu patii k
K uvolnéni mykotoxinli z matrice se vyuziva tfepani, michani, vyluhovani, sonikace,
superkritické fluidni extrakce (SPE) nebo extrakce za zvySeného tlaku (PLE). Nejcastéji
pouzivanad extrakéni rozpoustédla jsou smés acetonitrilu s vodou (dnes nejpouzivangjsi),

smés methanolu s vodou nebo smés ethylacetatu a acetonitrilem s vodou.

Po extrakci nasleduje precisténi vzorku (tzv. clean-up) , které slouzi k odstranéni
interferujicich latek (barviva atd.). V nekterych ptipadech tento krok analytického postupu
muze byt vynechan (47,48,49).

Dnes hojné vyuzivané piecistovaci metody extraktu mizeme dle jejich principu
rozd¢lit do nésledujicich bodu:

1. Imunoafinitni chromatografie (IAC) — v soucastné dobé& nejvice pouzivana
metoda pro svoji vysokou specifiku, mensi spotfebu organickych
rozpoustédel a mensi ¢asovou ndrocnost. Pro stanoveni deoxynivalenolu a
zearalenonu jsou komer¢né dostupné imunoafunitni kolony dodavané s
komer¢nimi nazvy RIDA, VICAM.

Princip metody spociva vtom, Ze ptefiltrovany a ziedény extrakt
mykotoxinu ve smési methanolu svodou se necha pomalu prokapat
imunoafinitni kolonou. V této fazi dojde k reverznimu specifickému spojeni
mezi protilatkami v kolonce a mykotoxinem v extraktu. Po promyti kolonky
specialnim promyvacim pufrem je mykotoxin v procesu desorpce z kolony

eluovan eluéni smési (methanol, okyseleny methanol, atd.).
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11.

imunoafinitni
kolonka VICAM

malekuly
mykotoxinug

monokionalni
protilitka

Princip precisténi vzorku pomoci imunoafinitni
kolonky

Extrakci na pevnou fazi (SPE) — Casto pouzivana pro precisténi vzorku pfi
stanoveni mykotoxinli, napfiklad zearalenon. Sorbent je zrGznych
nepolarnich, sttedn¢ polarnich a polarnich materiali na bazi modifikovaného
silikagelu (napf. s navazanymi C18 fetézci), polymeru nebo kiemicitanu
hotec¢natého (florisil).

Princip této metody spocivd v zachyceni mykotoxinu na sorbentu a
uvolnéni necistot a nebo naopak. Obrazek niZe zobrazuje princip preciSténi
vzorku pomoci extrakéni kolonky MycoSep®, kdy se na sorbetu zachyti

necistoty (barviva, matrice, atd.).

B mycotoxin
adsorbent ® @ ¥ matrix

purified
axtract

Princip precisténi vzorku pomoci
extrakeni kolonky MycoSep®
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iii.  Gelovou filtraci (GPC) — metoda separace slozek z kapalného média. Princip
separace spociva v tom, ze latky s vyssi molekulovou hmotnosti prochéazeji
kolonou, zatimco mensi molekuly ptechodné vstupuji do port gelu a jsou tak
zadrzovany. Pouziva se pro separaci velkych molekul na zaklad¢é rozdilné
molekulové hmotnosti. V oblasti analyzy mykotoxinti se pouziva pifedevSim

k odstranéni lipidickych sloucenin a rostlinnych nebo Zivocisnych pigmenti

(47,48,49).

5.3 Identifikace a kvantifikace
Analytickou koncovku miizeme definovat jako krok analytického postupu slouZici ke
stanovani fusariovych mykotoxini na misté jejich vyskytu. Metody stanoveni fusariovych
mykotoxini mizeme rozd¢lit do dvou hlavnich kategorii (50):
1. Kvalitativni metody ¢i ,,semiscreeningové* metody
ii. Kvantitativni metody
Kromé jiz zavedenych chromatografickych technik (Tabulka 1II) a
imunochemickych metod, dochazi v soucasnosti k rozvoji dalSich instrumentalnich technik
pro stanoveni mykotoxinil. Jako velmi nadéjné se ukazuji metody kapilarni elektroforézy a
elektrochromatografie a dale technologie biosensorid, slouzici zejména k rychlému
screeningovému stanoveni specifickych mykotoxint (47,48,49,50).

Tabulka II: Piikady analytickych metod pro stanoveni fusariovych mykotoxinti (51,52).

Mykotoxin Matrice Separacni metoda Detekce
ZON Kukufice, pSenice, HPLC MS, MS/MS
pivo, mo¢
DON Kukufice, pSenice HPLC MS, MS/MS,UV
DON Kukufice, pSenice | GC (po derivatizaci) ECD, MS
DOM-1 GC (po ECD
deprivatizaci)
Trichotheceny typ A Ceredlie HPLC MS, MS/MS
T-2, HT-2 Ceredlie GC (po derivatizaci) MS, ECD
T-2, HT-2 Ceredlie HPLC MS/MS
Trichotheceny typ B Kukutice, mo¢ HPLC MS, MS/MS
Fumonisiny Kukufice, k Tmivo, HPLC MS, MS/MS
zelenina
FB,, FB, Kukufice, .krmwo, HI?LC' . FLC
zelenina (po depivatizaci)
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Kvalitativni metody
Ke zjisténi, zda analyzovany vzorek obsahuje mykotoxiny, slouzi kvalitativni

metody. Nedavaji ndm ale piesnou informaci, vjakém mnozstvi se mykotoxin
vyskytuje.Déale mohou slouzit pro zaméteni na dalsi analytické postupy.

V analyze se k béZnému screeningu mykotoxint vétSinou vyuZzivaji imunochemické
metody nebo chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Mezi imunochemické metody jsou
fazeny imunoenzymatické reakce (ELISA) a radioimunometody (RIA). Imunochemické
metody podléhaji fad€ inovaci a tudiz se v soucasnosti pouzivaji 1 pro kvantitativni analyzu

(47,48,49).

Kvantitativni metody
K pfesnému ur¢eni mnozstvi analytu ve vzorku slouzi kvantitativni metody, k nimz

patfi predev§im chromatografické metody. Jsou to metody urcené pro Ufedni kontrolu
potravin. Chromatografickymi metodami mtizeme separovat obrovské mnozstvi analytu.

Jedna se o separacni techniku, kterd vyuziva déleni slozek mezi dvéma fazemi, z
nichZ jedna je mobilni (pohyblivd) a druha stacionarni (nepohybliva).

S chromatografickymi metodami je velmi €asto spojovan hmotnostni detektor, ktery
neni zavisly na chemickych charakteristikdch jako UV-absorbance nebo fluorescence.
V Tabulkach III aZ VI je uveden souhrn analytickych metod pro stanoveni fusariovych
mykotoxinit vyuzivajici techniku LC-MS vcetné ptipravy vzorku, chromatografickych a
hmotnostnich parametrti.

U pouziti LC-MS techniky nalézame vSak jedno negativum, a tim jsou tzv. matri¢ni
efekty, které mohou omezit moznosti analyzy pomoci vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostnim detektorem (LC-MS). Mame-li vSak k dispozici
vnitini standardy, mnohdy mizeme uspé$né tyto efekty eliminovat. Dalsi pfijatelnou
strategii k eliminaci matri¢nich efektii je pouziti odpovidajicich matri¢nich standardu.

Posledni vyvojovy stupenn LC-MS/MS instrumentace za pouziti ionizace
elektrosprejem dovoli analyzovat mykotoxiny bez ptfedchoziho ptecisténi surového

rostlinného extraktu (47,48,49,50).
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LC-MS metody pro analyzu trichothecenovych mykotoxinti (53).

.
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MeOH — methanol, ACN — acetonitril, NH 4 OAc — octan amonny
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MeOH — methanol, ACN — acetonitril, NH 4 OAc — octan amonny
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LC-MS metody pro analyzu zearalenonu (ZON) (53).

Tabulka V
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MeOH — methanol, ACN — acetonitril, NH 4 OAc — octan amonny, AcOH — octova kyselina
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LC-MS metody pro analyzu fumonisini (53).

.
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Tabulka VI
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MeOH — methanol, ACN — acetonitril, NH 4 OAc — octan amonny, AcOH — octova kyselina
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6. Legislativa

Legislativni regulace obsahu mykotoxind v potravinach a krmivech je v soucasné
dob¢ provadéna na trovni nafizeni ES. Maximalni limity by m¢ly byt stanoveny na trovni,
které je mozno dosdhnout pti dodrzovani spravnych zemédélskych a vyrobnich postupt a

pfi zohlednéni rizika souvisejiciho s konzumaci potravin.

V soucasnosti je obsah fusariovych mykotoxint v potravinach upraven natizenim
komise (ES) ¢.1126/2007 ze dne 28.zafi 2007, kterym se méni natizeni (ES) ¢.1881/2006,
kterym se stanovi maximalni limity nékterych kontaminujicich latek v potravinach
(Tabulka VII az XII). V Tabulce XIII jsou uvedeny piipustné denni davky (TDI)
vybranych mykotoxint (31,32).

Pro T-2 a HT-2 toxiny, fumonisiny, nivalenol a deoxynivalenol-3-glukosid
v soucastné dobé nejsou stanoveny maximalni limity.

Na zakladé Doporuceni ¢. 576/2006/EK o pfitomnosti deoxynivalenolu, zearalenonu,
ochratoxinu A, T-2 a HT-2 a fumonisind v produktech urenych ke krmeni zvitat by mély
Clenské staty s prispénim provozovateli krmivatskych podnikd posilit monitorovani
pritomnosti deoxynivalenolu, zearalenonu, ochratoxinu A a fumonisinu B1 + B2, T-2 a HT-
2 toxinu v obilovindch a vyrobcich z obilovin urenych ke krmeni zvifat a v krmnych
smesich. Pro tyto tucely jsou pak v pfiloze uvadény tzv. smérné hodnoty uvedenych
mykotoxinil v krmivech.

K prevenci a sniZzovani fusariovych toxinii v obilovindch a vyrobcich z obilovin
pfijala EK dal$i vyznamné Doporuceni ¢. 583/2006/EK. V uvadénych zasadach jsou
popsany faktory, které podporuji infekci, rtist a tvorbu toxinlt v obilovindch na drovni
prvovyroby, a metody jejich kontroly. Opatifeni v dobé vysevu, pted sklizni a po sklizni u
kazdé jednotlivé plodiny zavisi na pfevladajicich klimatickych podminkach, pficemz je
nutno zohlednit vyrobni praxi v daném regionu. Proto by vSichni, kdo jsou zapojeni do
dodavatelského tetézce, meéli pravideln¢ provadét vlastni posuzovani rizika, a tak

rozhodovat o rozsahu opatieni, ktera je tfeba pfijmout pro prevenci nebo minimalizaci

kontaminace fusariovymi toxiny.
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Deoxynivalenol

Tabulka VII: Maximalni limity

Potravina

Maximalni limit (ng/kg)

pro kojence a malé déti

Nezpracované obiloviny, jiné nez pSenice 1250
tvrda, oves a kukufice

Nezpracovana pSenice tvrda a oves 1750
Obiloviny ur¢ené k ptimé lidské spotiebé, 750
obilna mouka (v€etné kukufi¢né mouky,

kukufi¢né krupicky a kukuti¢né krupice,

otruby ve form¢ konecného vyrobku

uvadéného na trh pro pfimou lidskou

spotiebu a klicky

Téstoviny (v suchém stavu) 750
Pecivo (v€etn€ malého bézného peciva), 750
jemné a trvanlivé pecivo, susenky,

svaCinky z obilovin a snidafiové cerealie

Nezpracovana kukufice 1750
Obiln¢ ptikrmy a ostatni prikrmy urcené 200

Zearalenon

Tabulka VIII: Maximalni limity

Potravina

Maximalni limit (ng/kg)

Nezpracované obiloviny jiné nez kukufice

100

Nezpracovand kukufice

200

Obiloviny urcené k ptimé lidské spotiebg,
obilnd mouka (v¢etné kukufi¢né mouky,
kukufi¢né krupicky a kukufi¢né krupice,
otruby ve formé kone¢ného vyrobku
uvadéného na trh pro ptimou lidskou
spotiebu a klicky

75

Pecivo (véetné malého bézného peciva),
jemné a trvanlivé pecivo, susenky,
svacinky z obilovin a snidanové cerealie
kromé svacinek z kukufice a kukuti¢nych
snidanovych cerealii

50

Svacinky z kukuftice a kukufi¢né
snidaniové ceredlie

50

Obilné piikrmy (kromé kukuti¢nych
ptikrmt) a ostatni ptikrmy urcené pro
kojence a malé déti

20

Kukuti¢né piikrmy pro kojence a malé déti

20

Kukufice urc¢end k ptimé lidské spotiebé,
kukufi¢na mouka, kukufi¢na krupicka,

200
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kukuti¢na krupice, kukuti¢né klicky a
rafinovany kukufi¢ny tuk

Fumonisiny
Tabulka II: Maximalni limity
Potravina Maximalni limit (ng/kg)
Fumonisiny Suma Bia B,,
Nezpracovand kukufice 4000
Kukufice uréend pro ptimou spotiebu 1000
Snidanové ceredlie a svafinky na bazi 800
kukutice
Kukuti¢né ptikrmy a ostatni ptikrmy 200
urcéené pro kojence a malé déti
Ochratoxin A
Tabulka II: Maximalni limity
Potravina Maximalni limit (ug/kg)
Nezpracované obiloviny 5,0
Vsechny produkty pochéazejici 3,0

z nezpracovanych obilovin, véetné
zpracovanych vyrobku z obilovin a
obilovin uréenych k ptimé lidské spotiebé

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

Prazena kavova zrna a mleta prazena kéva 5,0
kromé rozpustné kavy

Rozpustna kéva ( instan¢ni kava) 10,0
Vino(v€etné Sumivého vina s vyjimkou 2,0

likérového vina a vina s obsahem alkoholu
nejméné 15% obj) a ovocné vino

Aromatizovana vina, aromatizované vinné 2,0
napoje a aromatizované vinné koktejly
Hroznova $t'ava, rekonstituovana 2,0

koncentrovana hroznova st’ava, hroznovy
nektar, rekonstituovany hroznovy most a

rekonstituovany koncentrovany hroznovy
most urcené pro lidskou spotiebu

Obilné piikrmy a ostatni piikrmy uréené 0,50
pro kojence a malé déti
Dietni potraviny pro zvlastni 1é¢ebné ucely 0,50

urcené specialné pro kojence

Zelena kava, suSené ovoce jiné nez susené -
hrozny révy vinné, pivo, kakao a kakaové




vyrobky, likérové vina, masné vyrobky,
koteni a lékotice

Patulin
Tabulka III: Maximalni limity
Potravina Maximalni limit (ng/kg)
Ovocné §t'avy, rekonstituované 50
koncentrované ovocné §t'avy a ovocné
nektary
Lihoviny, jable¢né vino a jiné 25

fermentované napoje ziskané z jablek nebo
obsahujicich jable¢nou stavu

Jable¢na Stdva a pevné vyrobky z jablek, 10,0
vcetné jablecného kompotu a jablecného
pyré, pro kojence a malé déti, takto
oznacené a prodavané

T-2 a HT-2
Tabulka I'V: Maximalni limity
. Maximalni limit (ng/kg)
Potravina Suma T-2 a HT-2
Ceredlie *
Oves *

* Maximalni limity doposud oficialné nestanoveny. Podrobnosti ohledné pfipravované
legislativy jsou uvedeny v Kapitole 7, Pipadova studie €. 2.

Tabulka XIII: Piipustné denni davky ( Natfizeni komise (EC) 856/2005) (34).

Mykotoxin TDI
(ng/kg)
DON 1
NIV 0,7
T-2 a HT-2 toxiny 0,06
Fumonisiny B, B, B; 2
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7. PFilohy

Pripadova studie 1

Stanoveni deoxynivalenolu a jeho konjugovanych forem ve vzorcich piva
Ceské i zahranicni produkce

Pivo patii mezi nejkonzumovanéjsi alkoholické néapoje na svété. Je vyrabéno
z je¢nych 1 dalSich obilnych sladii, které mohou obsahovat mykotoxiny. Tyto latky jsou
tepelné stabilni a v pribehu technologického zpracovani surovin na hotové potraviny nejsou
degradovany. Proto jsou casto detekovatelné i v potravindiskych vyrobcich a takto mohou
vyznamné ovliviiovat lidské zdravi. V posledni dob& se vyzkum v oblasti mykotoxint
zaméfuje na jejich konjugované formy, které mohou vyznamné pfispivat k celkové

kontaminaci potravin, jedna se napt. o deoxynivalenol-3-glukosid (D3G).

Cilem predkladané studie bylo posoudit mykotoxikologickou kvalitu piv domaéci 1
zahrani¢ni produkce z roku 2008. Celkové bylo vysetfeno 97 vzorkli komerénich lahvovych
piv. VSechna piva byla testovana na obsahy fusariovych mykotoxind, jmenovit¢ DON, jeho
dvou glykosilované¢ formy (D3G) a acetylované formy (ADONSs). Soubor vzorkli piv
ruznych obchodnich znacek obsahoval piva svétla i tmavé s rtiznym obsahem alkoholu.
Piehled vzorkli a detekované hladiny mykotoxini je uveden v tabulkach XIV a XV.
Celkové bylo analyzovano 59 vzorka ¢eskych piv, 15 némeckych, 5 rakouskych, 8 danskych
a 10 kanadskych, z toho bylo 84 piv svétlych a 13 piv tmavych.

Tab XIV: Piehled tuzemskych vzorki piv a detekované hladiny analytii.

Cislo % DON | D3G | ADONs
vzorku druh piva alkoholu | (pg/l) | (ng/l) | (ug/l)
Cz1 tmavy lezak 5,5 9,7 11,0 <3
Cz-2 svétly lezak 5,0 7.4 4,1 9,0
Cz-3 svétly lezak 5,0 <1 15,5 <3
Cz-4 svétly lezak 5,0 8,7 6,0 <3
CzZ-5 svétlé 4,1 1,5 8,6 <3
Cz-6 svétly lezak 4,0 18,5 | 28,5 5,0
Cz-7 svétly lezak 4,4 12,9 8,8 11,5
Cz-8 svétly lezak 4,4 30,4 | 40,9 <3
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CZ-9
Cz-10
CzZ-11
Cz-12
CZ-13
Cz-14
CZ-15
CzZ-16
Cz-17
CzZ-18
Cz-19
CZ-20
Cz-21
CzZ-22
CzZ-23
Cz-24
Cz-25
CZ-26
Cz-27
CZ-28
CZ-29
CZ.30
CZ-31
CZ-32
CZ-33
CZ-34
CZ-35
CZ-36
Cz-37
CZ-38
CZ-39
CZ-40
CZ-41
Cz-42
CzZ-43
CZ-44
CZ-45
CZ-46
Cz-47
CZ-48
CZ-49
CZ-50
CZ-51
CZ-52
CZ-53
CZ-54
CZ-55
CZ-56
Cz-57
CZ-58
CZ-59

svétlé vyCepni
cerné vycepni
svétlé vycepni
svétly lezak
svétly lezak
svétly lezak
svétlé
sveétlé vyCepni
svétlé vycepni
svétlé vycepni
svétlé
svétly lezak
svetly lezak
svétly lezak
svétly lezak
tmavy lezak
svétlé
svétlé
tmavy lezak
tmavy lezak
tmavy lezak
polotmavy lezak
polotmavy lezak
vycepni svétlé
svétlé vycepni
vyCepni svétlé
tmavy lezak
tmavy lezak
svétly lezak
svétly lezak
svétly lezak
svétlé vycepni
svétlé
sveétlé vyCepni
svetly lezak
svétly lezak
svétlé
svétly lezak
tmavy lezak

svétlé
tmavé
tmavé

sveétlé vyCepni
svetly lezak

3,8
3,8
4,0
4,6
4,8
5,0
max. 0,49
4.0
4,0
4,0
5,0
75
7,5
5,0
5,0
4,8
max 0,5
9,0
4.4
4,4
4.4
4,8
51
4,0
4,0
4.0
4.8
4.8
5,0
5,0
5,0
3,8
max 0,5
4.0
5,0
5,0
7,6
5,0
4,7
4,9
max0,5
49
3,9
4,9
52
52
5,0
5,0
5,0
4.5
5,1

14,2
<1
16,8
15,8
10,1
<1
14,7
<1
6,4
<1
31,4
4.4
<1
5,8
12,4
<1
5,4
28,1
62,9
12,8

34,1
13,0
40
8,6
10
19,8
6
4.2
7.8
7
21,0
22,0
11,9
16,3
14
6,7
13
19,5
<1
<1
<1
6,2
71
<1
16
7.6
22,1
<1
14,7
8,3

16,3
18,4
17,7
23,2
25,3
10,3
19,2
<1
11,6
<1
14,3
10,9
2,0
36
16,0
<1
15,2
14,6
68,8
56
12
55,3
24,3
4,1
12,3
<1
257
5
33
15,4
5
37,3
17,7
274
32,5
18
19,5
27
34,9
<1
<1
4,4
48
53
3,9
26
59
58
37
13,9
6,6

<3
<3
<3
<3
<3
<3
<3
<3
<3
<3
5.8
<3
4,0
<3
<3
<3
<3
8,3
27,8
<3
6,0
<3
<3
<3
<3
<3
<3
<3
6,1
<3
5,0
<3
<3
<3
<3
<3
<3
8,0
<3
<3
4,0
6,0
<3
<3
<3
24,0
87
<3
76
4,0
6,2

* vysledky jsou pfepocitany na vytéznost
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Tab. XV: Ptehled zahrani¢nich vzorkl piv a detekované hladiny analyta.

Cislo vzorku zemé pUvodu % alkoholu DON (ug/l) D3G (ug/l) | ADONSs (ug/l)
Z-1 Rakousko 5,0 2,7 1,5 <3
7-2 Rakousko 53 9,0 4,2 <3
Z-3 Rakousko 5,2 6,1 4,0 3,5
Z-4 Rakousko 4,6 <1 4,7 <3
Z-5 Rakousko 57 6,4 5,8 8,6
Z-6 Némecko 4,9 3.1 4,6 4,7
Z-7 Némecko 54 23,1 9,3 <3
7-8 Némecko 53 3,3 3,5 <3
Z-9 Némecko 4,9 5,0 6,1 6,2
Z-10 Némecko 4,9 7,5 6,3 10,9
Z-11 Némecko 5,2 15,9 1,7 10,0
7-12 Némecko 0,0 3,7 3.1 10,7
Z-13 Némecko 4,9 <1 <1 5,6
Z-14 Némecko 4,9 <1 2,0 71
7-15 Némecko 0,0 <1 <1 <3
Z-16 Némecko 5,0 52 4,0 4,3
Z-17 Némecko 7,0 16,2 11,6 12,7
Z-18 Némecko 4,9 9,8 52 6,3
Z-19 Némecko 4,8 <1 1,5 11,2
Z-20 Némecko 5,3 6,5 57 6,2
Z-21 Kanada 5,0 <1 1,6 <3
Z-22 Kanada 5,0 <1 3,8 <3
z-23 Kanada 4,0 2,8 2,8 <3
Z-24 Kanada 5,0 <1 2,6 <3
Z-25 Kanada 5,0 3,6 29 <3
Z-26 Kanada 5,0 3,9 1,5 <3
z-27 Kanada 5,0 <1 <1 <3
Z-28 Kanada 5,0 <1 24 <3
Z-29 Kanada 5,2 <1 <1 <3
Z-30 Kanada 5,0 <1 <1 <3
Z-31 Dansko 46 13,3 1,8 <3
Z-32 Dansko 4,6 6,0 4,6 3,6
Z-33 Dansko 5,8 8,5 8,5 <3
Z-34 Dansko 4,6 6,0 54 7,5
Z-35 Dansko 4,6 4,6 9,4 <3
Z-36 Dansko 52 6,4 <1 <3
Z-37 Dansko 5,6 20,4 3,9 <3
Z-38 Dansko 5,2 4,0 2,5 <3

* vysledky jsou pfepocitany na vytéznost

Fusariotoxin DON byl detekovan v 67 % vzorkt vSech piv a jeho primérna hladina
byla 12 pg/l. Glykosylovany D3G byl nalezen v 81 % vzorki s primérnou kontaminaci
13,6 ng/l a ADONs obsahovalo 51 % vzorkil s kontaminaci 6,1 pg/l. Pro piehledné;si

vyjadieni a diskusi vysledkl byl cely soubor rozdélen na nékolik skupin, ve kterych bude
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dale porovnavan vliv obsahu alkoholu, neje¢nych technologickych ptidavki, zemé pivodu
piv a jednotlivych pivovara na hladiny fusariotoxinu DON 1 jeho dvou metaboliti.

V prvni ¢asti diskuse bude kontaminace piv srovndna na zaklad¢ jejich zemé ptivodu.
Souhrnny ilustracni graf je uveden na Obr. 1. Z vysledkil je zfejmé, Ze nejvEétsi obsah
zkoumanych mykotoxini byl nalezen v Ceskych pivech. Tento fakt by sice mohl byt
zpusoben vysokym poctem ceskych vzorkt ve srovnani s mnozstvim piv zakoupenych
v zahrani¢i, ale vysledky jsou shodné a potvrzuji rozsahlou studii Rupricha (54).
Mykotoxinem DON bylo kontaminovano 68 % vzorkd zahrani¢nich piv, primérny obsah
byl stanoven na 7,8 pg/l, konjugat D3G byl detekovan v 87 % pfipadii s primérnou
kontaminaci 4,6 pg/l a acetylované ADONs byly nalezeny v necelé poloviné vzorki (47 %,
primérny obsah 6,9 pg/l). Nejkontaminovanéjs$i pivo pochazelo z Némecka (16,2 pg/l
DON; 11,6 png/l D3G; 12,7 pg/l ADONs), naopak u tii kanadskych a jednoho némeckého
piva nebyl detekovan ani jeden ze sledovanych mykotoxinti. Velmi nizké hladiny
fusariotoxind, prumérn¢ do 5 ug/l, byly naméteny v kanadskych pivech, kde dokonce ani

v jednom vzorku nebyly stanoveny acetylované ADONSs.
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Obr. 1: Hladiny mykotoxinit DON, D3G a ADONSs v pivech, fazeno podle zemé ptivodu.
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V pivech domaci ¢eské produkce byl DON nalezen v 80 % ptipad, D3G v 90 %
vzorkid a ADONs pouze u 27 % piv. Jejich primérné obsahy byly postupné stanoveny na

14,0; 16,5 a 8,9 ng/l.

Ceska piva byla dale srovnana podle jednotlivych vyrobet, tedy pavodnich
pivovart. Primérné vysledky jsou shrnuty na Obr. 2. Jediny pivovar, ve kterém byl DON
1 jeho dva metabolity stanoveny nad limitem detekce ve 100 % vzorki, byl pivovar 3.
Primérné byl také v tomto pivovaru stanoven nejvyss$i obsah D3G, a to 28,6 ug/l. Je
ziejmé, ze prumerné obsahy DON byly téméf u vSech pivovara srovnatelné a pohybovaly

se kolem 15 pg/l. Obsahy D3G kolisaly od 5 do 30 pg/l, a ADONs byly stanoveny

prumérné na 8 ug/l.
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Obr. 2: Srovnani obsahu DON, D3G a ADONSs v pivech, fazeno podle vyrobce.

Pro dal$i porovnéni vysledkil byl cely soubor piv rozdélen na svétlé a tmavé piva.
Primérné hodnoty DON, D3G i ADONSs v téchto dvou kategoriich jsou zndzornény na
Obr. 3. Celkové bylo analyzovano 84 piv svétlych a 13 piv tmavych. V ptipad¢ svétlého
typu piva byl DON u 87 % vzorkl detekovan nad limitem detekce, D3G u 92 % vzorki a
ADONs u 38 %. Co se tyka polotmavych az tmavych piv DON byl detekovan v 75 %
vzorkl,, D3G v 94 % a ADONSs v 23 % vzorkl piv. Pfi vzdjemném srovndni byly vyssi
obsahy mykotoxinli stanoveny ve tmavych pivech, hladiny DON, D3G a ADONs byly

v téchto vzorcich o0 62; 57 a 192 % vyssi, nez v pivech svétlych.
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Obr. 3: Srovnani obsahu DON, D3G a ADONSs podle typu piva (svétle, tmaveé /
polotmavé).

V dalsi casti vysledk byla piva rozdélena podle typti obilnych sladi a dalSich
technologickych pfidavkl, kterd byla pouZita vramci vyroby piv. Celkové bylo
analyzovdno 76 piv vyrobenych pouze zjeénych sladii, 6 piv s pfidavkem kvasnic,
4 pSenicna piva (slad smés jeCmene a pSenice) a 9 surogovanych piv karamelem,
maltéozovym sirupem nebo sacharozou. Vysledky jsou uvedeny na Obr. 4. Z graft je
patrné, Ze nejvyssi obsahy volného fusariotoxinu DON 1 jeho ,,maskované* glykosylované
formy D3G byly stanoveny ve vzorcich piv vyrobenych pouze z je¢nych sladli (max.
obsah D3G — 13,2 pg/l) a ze sladi psSeni¢nych (max. obsah DON — 16,6 pg/l). Primérné
hodnoty vSech mykotoxini byly srovnatelné a nebyly zaznamenany zadné vyznamné

rozdily v hladinach kontaminace v zavislosti na surovinach pouZitych pro vareni piva.
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Obr. 4: Vliv rozdilné technologie vateni piva na hladiny mykotoxin.

Posledni zpusob, jak byly vzorky piv rozdéleny a diskutovany je podle obsahu
alkoholu. Vzorky byly rozdéleny na zahrani¢ni a ¢eské piva (viz obr. 5 a 6) a dale podle
objemovych procent alkoholu na n¢kolik skupin. Prvni obr. 5 zndzoriiuje obsah DON, D3G
a ADONSs v pivech zahrani¢ni produkce sefazenych podle obsahu alkoholu. VétSina ze
zahrani¢nich piv obsahovala alkohol vrozmezi 4,0-5,9 % obj., a proto jsou vysledky
znazornény pouze pro tyto vzorky (pouze dva vzorky némeckych piv byly nealkoholické a
jejich kontaminace byla nizkd, jeden vzorek byl s obsahem alkoholu 7 obj. % - pravé tento
vzorek obsahoval nejvice mykotoxini ze vSech zahrani¢nich piv, viz vySe). Z grafického
znazornéni je patrné, Ze hladiny mykotoxint jsou v obou skupinach srovnatelné a nelze tedy

podle obsahu alkoholu usuzovat na miru kontaminace piva mykotoxiny.
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Obr. 5: Srovnani obsahu DON, D3G a ADONSs v pivech zahrani¢ni produkce podle obsahu
alkoholu (% obj.).

V piipadé Ceskych piv, kdy bylo k analyzam pouzito vyssi mnozstvi vzorki, byla
moznost rozdélit piva do vice skupin s rliznym obsahem alkoholu (viz. Obr. 6). OvSem
ani v tomto piipad€ nelze urcit trend zavislosti obsahu mykotoxinti na obsahu alkoholu
v pivech. Obsahy DON 1 jeho konjugovanych forem rtzné kolisali, obsah DON se
pohyboval v rozmezi 10 — 15 pg/l, primérné obsahy D3G byly, ve vétsing ptipadi, o 26 %
vy$$i neZ obsahy volného DON.
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Obr. 6: Srovnani obsahu DON, D3G a ADONSs v pivech tuzemské produkce podle obsahu
alkoholu (% obj.).
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Analyza vzorkt technologického procesu vareni piva typu lezak

V dale uvedené casti studii zaméfenych na osud fusariovych mykotoxini v pritbé¢hu
pivovarskych technologii, které byly provedeny na Ustavu chemie a analyzy potravin VSCHT
v Praze, byla pozornost vénovana koncentratnim zméndm mykotoxini vramci celé
technologie. Vzorky jednotlivych technologickych krokti vafeni klasického lezaku byly
ziskany z nejmenovaného ¢eského pivovaru. U analyzovaného druhu piva byly sledovany tii
vyrobni varky, u kterych doslo béhem dalSich technologickych krokli se smiSeni, cely
technologicky postup je schematicky zndzornén na Obr. 7. Z kazdé varky byl odebran
vzorek predku (pfedek ptedstavuje prvnich cca 70 hl sladiny oddélené od mlata), sladiny,
mladiny a mlata. Dale byly odebrany vzorky mladého piva, piva pted filtraci a pasteraci a

piva po filtraci a pasteraci.
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Obr. 7: Schéma odbéru vzorkt béhem technologie vateni lezaku.

DON a DON-3-Glc byly detekovany ve vSech vzorcich odebranych v pribé¢hu vyroby
lezaku, s vyjimkou mlata. Primérnéd hodnota byla 10,8 pg/l pro DON a 30,6 pg/l pro DON-3-
Glc. ADONSs byly detekovany pouze v 11 piipadech z 23, pficemz stejné¢ jako DON a DON-

3-Glc nebyly nalezeny v Zadném ze vzorkti mlata. Primérnd hodnota v pozitivnich vzorcich
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byla 2,9 ug/l (Obr. 8). Uvedené primérné hodnoty jsou mirn¢ nadhodnoceny vysokym
obsahem mykotoxinl ve vzorcich ptfedku. Nejvétsi nartist DON byl pozorovan v pivu pred
filtraci a pasteraci (na 1200 %), nejmensi mnoZzstvi bylo v mladém pivu (820 %). DON-3-Glc
byl nejvice pritomen v mlading (860 %), nejméné ve zfiltrovaném pivu (520 %). Nartist DON
v analyzovanych vzorcich byl vzdy vys$$i, nez narist DON-3-Glc, DON-3-Glc byl ale

pritomen v mnohem vétSich koncentracich (Obr. 9).

B DON
B D3G
O ADONSs

c (ug/l)

predek sladina mladina mladé pivo pred filtrem po filtru

Obr. 8: Zmény koncentraci mykotoxinti béhem vyroby lezéku.

1400

1200

1000 -
800 _‘ @ DON

400

%

200 -

o T |

slad sladina mladina mladé pivo pred filtrem po filtru

Obr. 9: Nartst obsahu mykotoxini béhem vyroby lezdku (100 % = obsah mykotoxini ve
sladu).

Z vysledki uvedenych v této kapitole je ziejmé, ze v pribéhu technologického vareni
piva nedochdzi k degradaci mykotoxinl, které se do procesu vareni dostavaji
z kontaminovaného je¢mene. Pro piiklad byly analyzovany komer¢ni i technologické vzorky

tuzemské 1 zahrani¢ni produkce a bylo prokazano, Ze mykotoxinti jsou detekovatelné az v 80
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% vzorkl piv. Kromé samotného mykotoxinu DON, se na vyznamnych hladinach vyskytuji
ve vzorcich i1 jeho konjugované nebo-li maskované formy, tedy glukosylovany D3G a

acetylované ADONES.
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Pripadova studie 2

Stanoveni trichothecenii typu A se zaméienim na HT-2 a T-2 toxiny v ovsu a
ovesnych vyrobcich.

Vramci ochrany vefejného zdravi je nezbytné nutné udrZovat mnoZstvi
kontaminujicich latek na toxikologicky pfijatelné trovni. V roce 2001 byl proto pracovni
skupinou Joint FAO/WHO Expert Committe on Food Additives and Contaminants (JECFA
FAO/WHO) vramci Codex Alimenarius a Scientific Committe for Food of European
Commision (EU SCF) v rdmci zemi EU stanoven expozi¢ni limit T-2 a HT-2 toxind na 60
ng/kg télesné hmotnosti/den (60). V Ceské republice jsou stanoveny limity pro obsah
nékterych mykotoxinti v potravinach a surovinach pro jejich vyrobu Natizenim komise (ES)
¢. 1881/2006. Maximalni hodnoty pro obsah souctu T-2 a HT-2 toxinu vSak zatim nejsou
pevné stanoveny, aktudlni diskutované hodnoty pro nezpracované obiloviny jsou 100 pg/kg,
pro nezpracovany oves 500 pg/kg, pro ovesné vyrobky 200 pg/kg a pro détskou vyzivu 50
ug/kg. Z odhadu piijmu téchto toxind v potrave, ktery je uveden ve Stanovisku Védeckého
vyboru pro potraviny vyplyva, ze pfitomnost T-2 a HT-2 toxinu muze piedstavovat ohrozeni
pro vefejné zdravi. Védecky vybor pro potraviny stanovil kombinovanou tolerovanou denni

davku (t-TDI) pro T-2 a HT-2 toxin na 0,06pug na kg té€lesné hmotnosti (61).

T-2 a HT-2 toxiny v ovsu

Onemocnéni FHB u obilovin jako pSenice nebo je¢men indikuji zietelné fuzaridzy
klast. Z novych védeckych poznatk vSak vyplyvé, ze u ovsa nemusi byt napadeni fusarii
v pribéhu vegetace viibec viditelné, ale patogeny Fusarium spp. v priznivych klimatickych
podminkach oves zcela bézné napadaji a kontaminuji jej svymi toxickymi produkty (62).
Védecké prace poukazuji na to, ze T-2 a HT-2 toxiny se mohou v ovsu vyskytovat v relativné
vysokych koncentracich, které mohou byt pro casté konzumenty této obiloviny piimou
hrozbou (57). JelikozZ je oves povazovan za nutricné nejvyvazengjsi obilovinu a jeho spotieba
naptiklad v letech 2005/2006 v Evropské unii ¢inila 7,6 milionti tun (63), je potfeba vénovat
pozornost vyvoji piesnych analytickych metod s nizkymi detekénimi limity, shromazdit vétsi

mnozstvi udajii o vyskytu a provézt dalsi vyzkumy zamétené na faktory podilejici se na
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pritomnosti T-2 a HT-2 toxinu v obilovinach a vyrobcich z obilovin, zejména v ovsu a
vyrobcich z ovsa. V tabulce XVI je uveden vyskyt T-2 a HT-2 toxinu v cerealiich v raznych

zemich svéta. Z tabulky je zfejmé, ze tyto toxiny se nejen v ovesnych matricich vyskytuji ve

velmi riiznych koncentracich.

Tab. XVI: Vyskyt T2 a HT2 toxinu v ceredliich v rtiznych zemich svéta (63-71).

Zemé (1 T-2 toxin HT-2 toxin .
pitvodu Druh cerealie [mg/kg] [mg/kg] Studie
Brazilie pSenice 0,04a0,8 - Furloln 9g;51 kol.,

Ceska jeCmen 0,0059-0,0077 0,013-0,0772 | Hajslova a kol.,

republika pSenice 0,0057-0,0082 | 0,0127-0,0183 2007
Finsko oves suma T-2 + HT-2 max 1,369 Hietaniemi,
2006
Kanada jecmen, pSenice 0,116-0,31 0,12-0,44 Strattlo ;192 kol,,
oves a ovesné Gottschalk a
viocky 0,0017-0,034 0,0052-0,051 kol., 2007
oves, kojenecka
vyziva, miisli, Trebstein a
snidafiové 0,004-0,0138 0,0194-0,0331 kol 2008
Neémecko cerealie :
ovesa oveSi® | suma T-2 + HT-20,003-0,174 | Mister, 2008
produkty
chléb, pecivo,
nudle, snidanové Schollenberger
cerealie, détska 0,004-0,039 0,012-0,051 a kol., 2000
vyZziva, ryze
y oves a ovesné Majerus a kol.,
Némecko produkty 0,0032-0,055 <0,002-0,122 2008
OVeSEI‘?quCkY “ | sumaT-2+HT-2max 0,054 | Clasen, 2003
Norsko Py L tha kol
oves 0,025-0,38 0,083-0,88 | “NET KO
1999
. Grabarkiewicz-
Polsko pSenice 0,02-2,4 0,01-0,37 Szczesna, 1996
krmiva pro Labuda a kol.,
Slovensko dritbes 0,001-0,13 0,002-0,173 2005
& s Widestrand a
Svédsko oves 0,044-0,049 0,038-0,075 kol., 2003
Velkd ovesné vlocky suma T-2 + HT-2 max 0,137 Morning, 2007
Briténie ovesné krmivo suma T-2 + HT-2 max 29,7 BOMBA, 2007
pro koné suma T-2 + HT-2 max 4,54 Morning, 2007
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Oves sety

Mezi nejvetsi péstitele ovsa patii Rusko, Kanada, USA, Polsko, Némecko, Finsko,
Svédsko, Australie a Ukrajina. V Ceské republice se oves péstoval na nejvétsi plose v letech
1980-1991. Dnes uz v CR tak velka produkce neni, nicméné oves se opét dostava do popiedi
zdjmu konzumentl. Nejvétsi podil ovsa se vyuziva jako krmivo. V potravinaistvi se oves
nejcastéji zpracovava na ovesné vlocky, jejichZ spotfeba ma v poslednich letech stoupajici
tendenci. Velmi oblibené jsou také ovesné snidan¢ v podobé¢ kasi, miisli a miisli tyc¢inek.
Mén¢ cCasto se z ovsa vyrabi ovesna mouka a ovesna ryze (72,73).

Skladba zrna je zndzornéna na Obr. 12. Vnéjsi vrstvy zrna neboli oplodi maji za tikol
chranit zrno pfed mechanickym poSkozenim a vlivy pocasi, proto jsou tvofeny predevSim
celulézou a nerozpustnymi latkami. Pod vnéjsi vrstvou je osemeni, ve kterém se nachazeji
barviva. Pfi technologickém zpracovani se tyto vrstvy odstrafiuji a tvofi otruby. Na rozhrani
obalovych vrstev a endospermu se nachazi aleuronova vrstva, ktera ma vysoky obsah bilkovin
(az 30 %) a mineralnich latek. Pfi vymleti aleuronové vrstvy se tak zvySuje obsah popela a
mirné i obsah bilkovin v mouce. Vnitini ¢ast obilky se nazyva endosperm. V endospermu jsou
ulozeny zasobni latky zrna, které jsou tvoreny predevsim Skrobem, bilkovinami, mastnymi
kyselinami a dusikatymi latkami.

Klicek neboli zarodek tvofi nejmensi ¢ast zrna. Jsou vném ulozeny zaklady pro tvorbu

kotinkd, stébla a listi. Klicek obsahuje bilkoviny a vétSinu tuku, ktery se v zrnu nachazi (70).

Oplodi

Aleuronova vrstva |

Endosperm jf
;‘f
4

Aleuronova vrstva

Obr. 12: Stavba obilného zrna

Oves je také vyznamnym zdrojem vldkniny at’ uZ rozpustné nebo nerozpustné.
V obilce ovsa se prumérné nachazi 12 % vody, 54,5 % skrobu, 11,7 % bilkovin, 6,0 % tuku,
10,8 % celuldzy a 3,0 % popelovin (73).
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Oves obsahuje mnohem vice bilkovin nez ostatni obiloviny. Tyto bilkoviny maji témét
idealni aminokyselinové slozeni s vysokym obsahem esencidlnich aminokyselin a jsou lehce
stravitelné. Dale obsahuje mezi obilovinami nejvice tuku, ktery je tvofen prevazné
nenasycenymi mastnymi kyselinami. Nejvice tuku je ulozenu v kli€¢ku. Oves je také
vybornym zdrojem rozpustné vlakniny, kterd je tvoiena B-glukany. Ty jsou spolu s dal$imi
latkami v organismu odpovédné za snizovani hladiny LDL-cholesterolu, ktery ma negativni

vliv na lidské zdravi (74).

Technologie zpracovani ovsa

Z asi 70 druhii ovsa se v Ceské republice péstuje oves sety Avena sativa a oves nahy
Avena nuda. Oves nahy se predstavuje asi jednu desetinu produkce ovsa, nicméné jeho
technologické vlastnosti (vy$$i objemova hmotnost a hmotnost tisice zrn) zajistuji vyssi
vytéznost ovesnych vlocek. Oves se pestuje hlavné jako krmivo pro hospodaiska zvirata a jen
10 % se vyuziva pro potravinairské ucely. Primérnd ro¢ni spotieba ovesnych produkti na

jednoho clovéka se u nés odhaduje asi na 2,5-3 kg (70).

Jakostni znaky potravinarského ovsa

Oves, ktery slouzi k potravindiskym uceliim musi spliiovat urcité kvalitativni znaky.
Ptedev$im musi byt zdravy a mikrobiologicky nezdvadny s dobfe vyvinutymi plnymi zrny
svétlé barvy. Dalsi doporucené a zavazné znaky jakosti jsou uvedeny v tabulce XVII.

Tab. XVII: Tabulka jakostnich znaki potravinaiského ovsa (72).

Doporucené hodnoty oves pluchaty oves nahy

Vihkost (%) 13 12
Objemova hmotnost (g/1) 550 680
Podil zrna nad sitem, 1,8x22 mm (%) 90 80

Piimési (%) 6,0 3,0
Nedistoty (%) 0,0 0,0

Zavazné hodnoty

Chut’ - typicka, bez nahotklé
Pfimési: zrna neodstranitelna (%) max. 1,0 max. 1,0

zrna porusena (%) max. 1,0 max. 1,0

zrna zdvojena (%) max. 2,0 ---
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Miynské vyrobky z ovsa

Sortiment mlynskych vyrobkti zahrnuje tfi hlavni produkty:

e Ovesné viocky — vloc¢ky o tloust’ce 0,5-0,7 mm, které se vyrabi mackanim

dikladné napatfené obrousené ovesné ryze; pouzivaji se k vyrobé ceredlnich
smési — miisli, peciva nebo k piipravé ovesné kase

e Jemné ovesné vlioCky — vyrabi se z piicn¢ fezané ovesné ryze, jsou drobnéjsi a

slabsi, takze maji krat$i dobu varu

e Ovesna mouka — vyrabi se mletim ovesnych vlocek po jejich tepelném

opracovani; pouzivd se k vyrobé ovesnych kasi, smési mouk a instantnich

polévek

Technologie vyroby ovesnych vioéek

Blokové schéma vyroby ovesnych vlocek je uvedeno na Obr. 13. Oves musi byt pied
technologickym zpracovanim ditkladné zbaven vSech nezadoucich necistot a piimési. Poté se
ovesna zrna déli na sitech podle velikosti na dvé az tii frakce. Tyto frakce se samostatné
zbavuji slupek na loupacich strojich. Zde se oves optimalné zbavuje pluch tak, ze vznika
minimalni mnozstvi zlomkl ovesné ryze (obilek zbavenych pluch) a ovesné mouky. Dalsi
pracovni operace zahrnuje rozttidéni ovesné ryZe a nevyloupanych zrn. Nésleduje brousSeni
ovesné ryze, kdy se zrna zbavuji vousku a kondicionace, pti které se snizuje vlhkost o 3-5 %.
Enzymovy systém lipidd je nutno inaktivovat, coz se provadi hydrotermickym oSetfenim, kdy
se ovesna ryze zahtiva pii vlhkosti 18-22 % na teplotu 90-95 °C.

Hydrotermické oSetfeni méa zdsadni vliv na chut, trvanlivost a dobu potiebnou
k vafeni ovesnych vlocek. Thned po napafovani vstupuje upravena ovesnd ryze do
vlockovacich valcovych stolici, kde ziskava finalni podobu vlocek. Poté je nutno ovesné

vlocky ochladit a vysusit a pfed balenim provést kontrolu feromagnetickych necistot (72).
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Obr. 13: Blokové schéma vyroby ovesnych vlo¢ek
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Monitoring fusariovych mykotoxint v ovesnych potravinach

Oves je diky svym nutricnim vlastnostem velmi oblibenou snidaiiovou ceredlii. Cilem
této studie bylo také posoudit kontaminaci cerealnich produktl na bazi ovsa, které jsou
dostupné v maloobchodni siti v Ceské republice. Jako vzorky byly zakoupeny ovesné vlocky,
oves, miisli a také détské ovesné kaSe. Pravé ovesné kaSe mohou ptredstavovat zvySené
zdravotni riziko, nebot’ détsky organismus je obecné citlivéjsi viici toxinim, které se v téchto
vyrobcich mohou vyskytovat a je tedy nutné obsah mykotoxinti v produktech uréenych pro
détskou vyzivu prisné monitorovat. Seznam vzorkl a jejich popis je uveden v tabulce XVIII.

Vysledky tohoto zkoumani jsou shrnuty v tabulce IXX a v grafu na Obr. 14.

Tab. XVIII: Komerc¢ni vzorky zakoupené v maloobchodni siti

Vzorek Nazev
KV1 Bio miisli
KV2 Ovesné vlocky
KV3 Miisli sypané Cervené ovoce
KVv4 Kfupaveé miisli s jahodami
KV5 Express natural ovesna kase
KVé6 Ovesna kaSe s merunikami
KV7 Miisli prazené
KVS8 Kase na dobrou noc bio
KV9 Dobra kase
KVI10 Vitalis
KV1l1 Miss Fit
KVIi2 Zapékané kiupavé miisli
KV13 Miisli zapékané ovocné
KV14 Krusli s jogurtem brusinkové
KV15 Bio ovesné vlocky
KV16 Bio oves bezpluchy
KV17 Ovesné vlocky jemné

K analyze vzorkl byla pouzita metoda LC-MS/MS s pouzitim extrakce ACN:H,O
(84:16, v/v) s preciSténim pies MycoSep 226 (viz 3.2.2.2.1), data byla vyhodnocena pomoci

matri¢ni kalibracni fady.
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Prakticky jediné dva mykotoxiny, které byly v celém souboru vzorkl detekovany byly
HT-2 toxin a DON. T-2 toxin byl v né¢kterych vzorcich detekovan, ale lezel pod hladinou
kvantifikace (obsahy mensi neZ 1 pg/kg). HT-2 toxin byl detekovan v 65 % vzorkd, primérna
hodnota 13 pg/kg, DON byl pozitivni v 88 % vzorki a jeho primérna hladina ¢inila 89 pg/kg.
Nejvyssi koncentrace HT-2 byla nalezena ve vzorku KV17 (vlocky) a to 110 pg/kg. Nejvyssi
koncentrace DON 100 pg/kg byla ve vzorku KV10 (miisli).

Tab IXX: Obsah fusariovych mykotoxinii v komerénich vzorcich

Vzorek | 15 | w12 | NIV | DON | D3G |ADONs| Fus-X | ZEA
[ug/kg]

KV1 <1 14,4 | <10 3,9 <10 <10 <3 <3
KVv2 <1 20,9 | <10 4,9 <10 <10 <3 <3
KV3 <1 12,8 | <10 5,0 <10 <10 <3 <3
KV4 <1 34 | <10 6,2 <10 <10 <3 <3
KV5 <1 <1 <10 8,6 <10 <10 <3 <3
KV6 <1 <1 <10 14,6 <10 <10 <3 <3
KV7 <1 1,9 | <10 9,8 <10 <10 <3 <3
KV8 <1 <1 <10 57,8 <10 <10 <3 <3
KV9 <1 85 | <10 9,2 <10 <10 <3 <3
KV10 <1 <1 <10 99,6 <10 <10 <3 <3
KV11 <1 <1 <10 47,7 <10 <10 <3 <3
KV12 <1 28 | <10 14,6 <10 <10 <3 <3
KV13 <1 34 | <10 | <LOQ | <10 <10 <3 <3
KV14 <1 <1 <10 60,9 <10 <10 <3 <3
KV15 <1 30,5 | <10 2,8 <10 <10 <3 <3
KV16 <1 11,4 | <10 | <LOQ | <10 <10 <3 <3
KV17 <1 1109,6 | <10 7,9 <10 | <10 <3 <3

V grafu na Obr. 14 je srovnani obsahu HT-2 toxinu a deoxynivalenolu v jednotlivych
skupinach vyrobkll. Obecné miisli vzorky obsahovaly vy$$i mnozstvi DON. Primérna
koncentrace HT-2 v miisli vyrobcich byla 5 pg/kg a DON 28 pg/kg. Ve vlockach prevazoval
naopak obsah HT-2 toxinu. Jeho primérna koncentrace byla 54 pg/kg a primérna
koncentrace DON byla 5 pg/kg. V ovesnych kaSich bylo opét vétsi mnozstvi DON a to
pramérné 23 pg/kg a 3,2 pg/kg HT-2. Legislativa pro sumu T-2 a HT-2 toxinu dosud neni
platna, ale navrhovany limit pro zpracovany oves je 200 pg/kg. Maximalni limit pro obsah
DON ve zpracovaném ovsu je také 200 ug/kg. Z vysledkl je zfejmé, ze vSechny zakoupené

vzorky by legislativé vyhovély, nebot’ koncentrace T-2, HT-2 a DON byly niz$i nez 200
ng/ke.
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Obr. 14: Primérny obsah mykotoxinti v jednotlivych typech ovesnych vyrobk.
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Pripadova studie 3

Porovnani kontaminace fumonisiny v kukuri¢nych BIO a konvencnich
vyrobcich zakoupenych v éeské obchodni siti.

Vliv zpracovani na obsah fumonisint

Fumonisiny pfechdzeji z kontaminované suroviny do konecnych produkti
potravinatského primyslu. Z procest probihajicich pfi zpracovéani kukufice ma na obsah
fumonisinll vliv zejména suché mleti, resp. rozd€leni na mlynaiské frakce, vymyvani vodou
nebo mokré mleti, teplota a alkalicka hydrolyza (nixtamalizace).

Z védeckych udaji vyplyva, ze pfi suchém mleti maji mlynafské frakce s menSimi
casticemi vyS$$i hladinu fumonisin, nez mlynaiské frakce s vétSimi cCasticemi, ackoliv
pochdazeji ze stejné Sarze nezpracované kukutice. Tento fakt byl zohlednén i pfi stanovovani
hygienickych limitt platnych v EU.

Mokré mleti je hlavnim technologickym postupem pii vyrobé kukuii¢ného skrobu.
V podstaté jde o mleti a promyvani vodou zaroven. Z kukuiicného Skrobu se dale vyrabi
kukufi¢ny sirup a zkvasovanim etanol. Vedlej§imi produkty mokrého mleti jsou krmiva pro
zvitata s vysokym obsahem vldkniny. V kukufi¢éném $krobu, sirupu ani etanolu se fumonisiny
nevyskytuji, nebot’ jsou béhem zpracovani vymyty vodou. Vys$si hladiny fumonisini se
mohou vyskytovat ve vySe zminénych vedlejSich produktech, coz je nutné zohlednit pfi
dal§im pouziti tohoto materidlu jako krmiva (80,81).

Maceni celé kukufice ma na snizeni obsahu fumonisinii jen nepatrny vliv.

Fumonisiny jsou pomérné termostabilni a tak teploty a doby zéhfevu pouzivané pfi
komerénim zpracovéani kukufice nejsou schopny vyznamné snizit jejich hladinu. Pfi peceni
kukutfi¢ného peciva nebo konzervovani kukufice se obsah fumonisind snizuje jen nepatrné,
stejné tak extruze nema vétsi vliv na snizeni hladiny fumonisini (80).

Delsi smazeni polenty, nebo autoklavovani kukufi¢né mouky sice mtize snizit hladinu
fumonisint az o 80% a to bez konverze na hydrolyzované fumonisiny, ale tyto procesy nejsou
pfi uprave kukutice bézné (81).

Nixtamalizace je metoda zpracovani kukufice, pro niz je typické vaieni a maceni
kukufi¢nych zrn v roztoku hydroxidu vapenatého a ptipadné nésledné suseni a mleti. Jedna se

o tradi¢ni metodu pochazejici z Jizni Ameriky a produktem je tzv. kukufi€nd masa. Z té se

65



pecenim vyrabéji tortilly a pecenim a smazenim tzv. tortilla chipsy (81). Pfi tomto procesu
dochazi diky vysSimu pH k odsStépeni jedné nebo dvou molekul propantrikarboxylové
kyseliny z pivodni molekuly fumonisinu B1, ¢imz vznikd ¢astecné nebo pln¢ hydrolyzovana
forma fumonisinu B1 (PHFBI1 resp. HFB1). Dochazi také k vylouhovéani fumonisinu do
maceci lazné a zfejmé i degradaci fumonisinu B1, nebot’ suma koncentraci FB1, PHFBI1 a
HFBI1 ve vyslednych produktech a odpadech je nizsi nez v ptivodni suroviné. Pfiblizné 34 %
fumonisinlt zlstava v kukufi€né mase a 45 % je pfitomno v macecim roztoku, 21 %
fumonisini tedy musi byt pfeménéno na dal$i produkty, nebo zcela degradovano. Dalsi
procesy pii vyrob¢ tortill a tortilla chipsti nejsou z hlediska zmén obsahu fumonisinti tak
vyznamné. Pfi peCeni a smazeni dochazi pouze ke sniZzeni obsahu vody a tim ke zvySeni
koncentrace fumonisint v kone¢ném produktu (81).

ZkvaSovanim, napf. pfi vyrobé piva, se fumonisiny neodstrani, avSak pii vyrobé
kukufiéné palenky do konecného produktu nepiechéazeji, nebot’ jsou odstranény pfi destilaci

(81).
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Monitoring fumonisina ve vyrobcich z ¢eské obchodni sité

V letech 2006, 2007 a 2008 bylo v ¢eské obchodni siti nakoupeno celkem 112
potravin (a krmiv) na bazi kukuftice. PoCty vysetfovanych vzorki jednotlivych kategorii spolu
s pocty BIO vyrobkt jsou uvedeny v Tab. XX. Vzorky byly analyzovany po jednoduché
extrakci smési acetonitril/'voda metodou kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostné-spektrometrickou detekci. Stanovovany byly tfi nejhlavnéj$i analyty ze skupiny

fumonisint, a to FB1, FB2 a FB3. Vysledky stanoveni jsou uvedny v Tab. XXI.

Tab. XX: Souhrn vySetiovanych vzorka

Celkem vysetfenych

vzorkl Z toho BIO vyrobku
Extrudované vyrobky 8 0
Corn flakes 10 1
Snidanové cerealie 7 2
Konzervovana kukuiice 2 0
Pop corn 2 1
Détska vyziva 2 0
Nachos a tortilly 19 1
Skrob 3 1
Mouka 7 4
Polenta 15 7
Kukufi¢na strouhanka 1 0
Specialni potraviny pro celiaky 6 0
Kukuf#iény slad 1 0
Pivo 6 0
Ostatni* 19 19
Krmiva pro kife¢ky a morcata 4 0

*pSenice, grahamova moucka, jeCmen, ryze, pohanka, kuskus.
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Obecné lze fici, Ze nejvyssi koncentrace ve vySetfovanych kukufi¢nych vyrobcich
vykazoval fumonisin B1. Dalsi fumonisiny se vyskytovali v poméru FB1:FB2:FB3 - 9:3:1.

Piitomnost fumonisint byla konfirmovéana v 50% z vySetfovanych vzorki. Zadné, nebo
velmi nizké hladiny byly nalezeny v konzervované kukufici, popcornu, corn-flacich, détské
vyziveé, kukuiiéném Skrobu, vyrobcich pro celiaky a pivu (podobné vysledky byly publikovany
ve studiich (80,82,83,84). Nizkou incidenci i relativné nizké hladiny fumonisinti vykazovaly 1
ostatni ceredlie, jako pSenice, grahamova moucka, jeCmen, ryze, pohanka a kuskus pochazejici
z organického zemédélstvi. Extrudované kukufi¢né vyrobky vykazovaly pomérné vysoky
vyskyt fumonisinli, avSak jejich hladiny zdaleka nedosahovaly hranice povoleného
maximalniho limitu v potravinach (nafizeni komise EC 1126/2007(32)). Na druhou stranu,
k vyrobkiim s vysokou incidenci a zaroven s vysokymi hladinami kontaminace fumonisiny
patfily kukufi¢né mouky a polenty, a také nachos a tortilly, z nichz nékteré¢ (2 vzorky polenty a
5 vzorkt kukufiénych nachos a tortill) dokonce piekroCily povoleny maximalni limit (EC
1126/2007, (32)).

Nachos a tortilly patii ke skuping potravin vyrabénych specidlni technologii vyuZzivajici
alkalické vareni (nixtamalizaci). Surovéa kukufice je macena a pak vaiena v koncentrovaném
roztoku hydroxidu véapenatého, coz pfispivda ke zlepSeni technologickych vlastnosti
zpracovavaného materidlu. Ackoliv existuje fada studii dokumentujici pokles FB1 béhem této
technologie (Sydenham et al., 1995 reportoval 95% redukci FB1 (85), Voss et al., 2001
dokumentoval redukci FB1 od 40 do 80% (86), Dombrink-Kutzman et al., 2000 popsal 81.5 %
redukci FB1 (87)), hladiny fumonisint ve vétSin€ vySetfovanych nachos a tortill dostupnych na
Ceském trhu byly relativné vysoké (<10-1923 pg/kg). PfiCina tohoto zjisténi miize byt ve
Spatné mykotoxikologické kvalité vychozi kukufice, kterd byva importovana z jiznich stati
teplych klimatickych podminek, kde je vysokd kontaminace fumonisiny velmi bézna
(78,88,89).

Dilezitost kvality vstupni suroviny je znazornéna i na Obr. 15, kdy byly porovnavany
ruzné Sarze téZe potraviny. Je vidét, Ze hladiny kontaminace se pro stejny vyrobek velmi lisi
v zé&vislosti na dané Sarzi. Vzhledem k tomu, Ze je velmi obtizné dostopovat se ptivodu vstupni
kukutice pouzité pro vyrobu potraviny (tidaje na obalu vyrobku jej neuvadi), je velmi té€zké

tento trend pfedem odhadnout.
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Obr. 15: Porovnéani obsahu fumonisint v riiznych Sarzich vyrobka.

Co se tyka porovnani konvencéni a BIO produkce, relevantni srovnani vzhledem

k zastoupeni poctu vzorka bylo mozné provézt pouze pro dvé skupiny potravin, a to kukuticné

mouky a kukufi¢né polenty (viz Obr. 16). (pro mouky — 4 vzorky z BIO produkce, 3 vzorky

z konvencni produkce; pro polenty — 7 vzorkli z BIO produkce a 8 vzorkd zkonvencni

pro

vyr

dukce). Z Obr. 16 vyplyva, ze primérné hodnoty kontaminace fumonisin jsou nizsi u

obkl z BIO produkce, avSak vzhledem k vysokym rozptylim mezi maximalni a minimalni

hodnotou neni toto tvrzeni statisticky priikkazné.

nglkg

2000 4

1800 { B@BIO T

O Conventional
1600 +

1400 4
1200 4
1000 4
800 -

600 -

400 -

200 -

Flours Polentas

Obr. 16: Porovnani obsahu fumonisinti v BIO a konvenc¢nich moukach a polentach.
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Pripadova studie 4

Fusariové mykotoxiny a jejich konjugované formy v silazi a senaZi

Cilem této studie bylo monitorovat vyskyt nejfrekventovanéjSich fusariovych
mykotoxinii, a to nejen volnych, ale i jejich vazanych forem v silazi a senazi. Na Ustavu
chemie a analyzy potravin byla tato studie provedena jiz v jinych fermentovanych produktech
(potravinach) — v pe¢ivu a pivu. Celkem 23 vzorkd silaZi a senazi bylo dodano Ustfednim
kontrolnim a zkuSebnim ustavem zemédélskym v Brné a analyzovano na Ustavu chemie a
analyzy potravin. Podstatnd Cast vySetiovanych vzorkli byla tvofena kukufti¢nou silazi (17
vzorkll), dale jetelotravni (1 vzorek), luskoobilnou silazi (1 vzorek). Obsahy mykotoxinl byly
analyzovany také u 2 vzorkli ovesné a 1 vzorku vojtéskotravni senaze.

Ptitomnost trichothecenu typu B - DON byla prokazana v Sesti vzorcich. Nejvyssi
hladiny DON byly detekovany ve vzorcich kukufi¢né silaze (primérnd koncentrace 392
ng/kg). Dale ve vojtésSkotravni senazi (320 pg/kg), luskoobilné silazi (209 ng/kg) a travni
sendzi (93 ug/kg).

NIV byl detekovan ve ctyfech ptipadech. Nejvyssi obsah NIV byl prokdzan opét ve
vzorcich kukufiéné silaze (primérny obsah 307 pg/kg). Vojtéskotravni senaz byla zjisténa
koncentrace NIV 271 pg/kg. Ptitomnost NIV byla dale prokazana na nizSich hladinach u
jetelotravni silaze (75 pg/kg).

Suma 3- a 15-ADON byla detekovana v luskoobilné silazi (358 pg/kg) a také u dvou
vzorkd kukuficné silaze (99 a 66 pg/kg).

Na hladiné 219 pg/kg byl pfitomen ve vzorku travni senaze trichothecen typu A - T-2
toxin. Incidence dalSich toxini zfady trichotheceni HT-2 a maskovaného D3G nebyla
potvrzena v zadném vzorku. Naopak mykotoxin s estrogennimi ucinky ZON, ktery je
povazovan za vyznamny kontaminant kukufice byl detekovan ve Ctyfech vzorcich kukuti¢né

sildZze. Primérné hladiny sledovanych mykotoxinti shrnuje Obr. 17.
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Obr. 17: Primérné hladiny sledovanych mykotoxint ve vzorcich sildze a sendze.
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Pripadova studie 5

Zmény hladin fusariovych mykotoxinii v pritbéhu silaZovani

Ve spolupraci s Vyzkumnym tstavem rostlinné vyroby, v.v.i Ruzyné (VURV) byla
provedena pilotni studie, kdy na uméle inokulované Bt-kukufici byl sledovan osud
fusariovych mykotoxint béhem sildzovani. Pro umélou infekci silazni kukuftice v Ivanovicich
na Hané byly vybrany kmeny druhit Fusarium graminearum, F. subglutinans a F.
sporotrichioides a byla pfipravena suspenze spor ve sterilni vodé. Do dozravajicich palic a
rostlin kukufice byly ocelovymi karta¢i simulovdny otvory po zavije¢i kukuficném a
zadovym rozpraSovacem aplikovana pripravend suspenze spor. Kukufi¢na fezanka byla dana
do silazni jamy. Poté bylo odebrano 5 infikovanych vzorkl kukufi¢né fezanky mlécné zralosti
zriznych odbérovych mist vsilazni jamé jeSte¢ pred sildZovanim. Po probchnuti
fermenta¢niho procesu mlééného kvaseni bylo odebrdno 5 vzorkl sildze opét z rtiznych
odbérovych mist silazni jamy. Cast péstované kukutice byla ponechana na poli az do uplné
zralosti a po sklizni bylo opét odebrano 5 vzorkt zralé kukufice.

Vsechny vzorky odebrané ve vyse zminéném experimentu byly na Ustavu chemie a
analyzy potravin analyzovany na obsah nejfrekventovanéjSich fusariovych mykotoxinii moci
kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Ve vychozi suroviné kukuficné fezance byl detekovan na nejvyssi hladiné NIV
(primérna hodnota 1 315 pg/kg), dale byly na vysSich hladinach zastoupeny DON (primérna
hladina 415 pg/kg) a jeho maskovana forma D3G (302 pg/kg). FUS-X byl detekovan na
hlading 148 pg/kg, mykoestrogen ZON 45 pg/kg a suma ADON 28 pg/kg. Trichotheceny
typu A HT-2 a T-2 nebyly v kukuti¢né fezance detekovany.

Po probéhnuti sildzniho procesu klesla hladina NIV o 13 %. Tento maly rozdil mezi
hladinami NIV detekovanymi v kukuficné fezance a sildzi mlze byt pfiCitdm nejistoté
vzorkovani a analytického stanoveni. Koncentrace DON po silazovani stoupla o 123 % a
naopak maskovany mykotoxin D3G nebyl v silazi detekovan. Tento vysoky nartist DON a
naopak pokles D3G miize byt zptisoben hydrolyzou glykosidické vazby u D3G pasobenim
mlécnych bakterii a tim vzniku DON. Hladina FUS-X poklesla béhem silaZovani o 82 %.

Ostatni mykotoxiny nebyly v silazi detekovany.
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Béhem zrani kukufice na poli dochazi pravdépodobné k dalsi produkci mykotoxint
oproti sklizeni kukufice jiz v dobé mlécné zralosti. Hladina DON ve zralé kukufice vzrostla o
685 % oproti kukufici mlécné zralosti, kdezto u D3G doslo knavyseni o 26 %.
Mnohonasobné navyseni DON v obdobi mezi mlécnou zralosti a uplnou zralosti kukufice je
zpusobeno pravdépodobné dalSim rozvojem fusarii a naslednou produkci DON. Je znamo, ze
k napadeni palic fusarii dochazi nejvice v obdobi metani a k nejvetsi produkci mykotoxinl az
v obdobi béhem plnéni a dozravani palic (90). K vyraznému navyseni (az 11 nasobnému)
doslo v pribéhu dozravani kukufice také v ptipadé ZON. Trichotheceny typu A HT-2 a T-2,
které nebyly v kukufici sklizené v dobé mlécné zralosti detekovany, byly ve zralé kukufici
detekovany na nizkych hladinach (40 a 27 pg/kg). U NIV a jeho acetylovaného derivatu FUS-
X doslo pii dozravani kukufice ke sniZzeni, coz miize byt pficitdno jejich navazani do
maskovanych forem pfi detoxifika¢nich reakcich rostlinného metabolismu. Maskovand forma
NIV nivalenol-3-glucosid byl vtéto kukufici identifikovan pomoci vysokorozliSovaci
hmotnostni spektrometrie typu Time of Flight (TOF MS) (91). Obr. 18 shrnuje pramérné

hladiny sledovanych mykotoxini v kukufi¢né fezance, silazi a zralé kukufici.

3,500
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2,500+

2,000+

1,500+
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500

kukuftice pred silaZovanim silaz zrala kukufice

Obr. 18: Primérné hladiny sledovanych analytl v pribéhu sildzovani.
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8.Zaver

Kontaminace ceredlii a ceredlnich potravin mykotoxiny je celosvétové velmi aktualnim
tématem. Vedle vybéru preferentnich odriid péstovanych plodin s ohledem na dispozice k ristu
danych druhti mikroskopickych vlaknitych hub je v zemédélstvi kladen diiraz na praktikovani
dobré zeméedélské praxe, jejimz cilem je mimo jiné minimalizovat riziko pochazejici z vyskytu
téchto vlaknitych hub a jimi produkovanych mykotoxint. Vysledky nejnovéjsiho vyzkumu
tykajiciho se mykotoxikologické kvality potravin a krmiv byly dokumentovany v ptipadovych
studiich, které tvoii ptilohu této studie. Byl zde zhodnocen vyskyt mykotoxind a hladiny jejich
kontaminace v pivech dostupnych na ¢eském trhu (vice nez 85 % incidence mykotoxinu DON)
a dynamika volnych a vazanych trichothecenovych mykotoxinii v pribéhu vafeni piva
(bilan¢ni nartst DON a jeho konjugované formy D3G, ktery je pfipisovan uvoliiovani DON i
jeho maskované formy vlivem enzymatickych procesii v pribéhu technologie). Dale byla
zhodnocena incidence mykotoxinii v cerealnich vyrobcich na Ceském trhu. Celkové se da
shrnout, Ze nejfrekventovangj$im mykotoxinovym kontaminantem ovesnych vyrobkl je DON a
HT-2 toxin, zatimco v ceredliich na bazi kukufice dominuje incidence fumonisind, a to hlavné
B1 a B2. Z celkového poctu 127 vySetfovanych cerealii a ceredlnich vyrobkli vSak pouze
necelych 6 % prekrocilo maximalni limit povoleny natizenim 1126/2007/ES.

Je vSak nutno zdlraznit, Ze problematika mykotoxini neni jen zalezitosti ceredlii a
cerealnich potravin. V souvislosti se vzrustajici poptavkou po zdravych a kvalitnich
potravinach zivocisného plivodu zacala byt pozornost soustiedéna také na nutricni slozeni a
hygienicko-toxikologickou nezdvadnosti krmiv, ktera je obzvlasté dilezita z hlediska transferu
metabolitlh mykotoxint do zivo¢isnych produkti. Efektivni a rychlou kontrolu téchto potravin a
krmiv umoznuji moderni citlivé multidetekéni metody, na jejichz vyvoj a optimalizaci je
opravnéné kladen stale veétsi diraz. Tato studie by méla slouzit vSem pracovnikiim statnich
dozorCich organti i pramyslového zpracovani potravin a krmiv, jichz se problematika

bezpecnosti potravin a krmiv dotyka, a kteti maji moznost ji ovlivnit.
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