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v suSenych Sunkach zakoupenych na ¢eském trhu v roce 2023. Cilem prace bylo
zhodnotit koncentraci OTA v suSenych Sunkach a porovnat zjiSténé hodnoty s jinymi
studiemi. Celkem bylo analyzovano metodou HPLC-FLD 200 vzorkd vzduchem

suSenych Sunek pochazejicich z rliznych zemi EU.
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Terminologicky slovnik

Latky pridavané do vyrobki ke zlepSeni nebo jiné

Aditiva . N ]
upravé jejich vlastnosti.
.. Vyjadtuje silu interakce (vzajemného plisobenti)
Afinita s A .
mezi dvéma chemickymi latkami.
Analyt Stanovovana latka.
Biosyntéza Tvorba latek Zivym organismem.
Ergotismus Onemocnéni zplisobené ergotovymi alkaloidy.
Fungicidy Prostredky pro nic¢eni parazitickych hub a plisni.
Hepatotoxicita Toxicky ucinek na jatra.
Imunotoxicita Toxicky ucinek na imunitni systém.
Karcinogenita Schopnost vyvolat rakovinné bujeni.
KomenzAl Mezidruhovy vztah, kdy komenzal ma vyhodu, kdyz
je pritomen vyuzivany druh, kterému ale neSkodi.
Konjugace Spojovani s jinou molekulou, ¢imz se tvori konjugat.
Schopnost urcité latky zplisobovat trvalé, obvykle
Mutagenita negativni zmény v organismu a jeho potomstvu
zménou struktury DNA.
. ) Obor, ktery se zabyva studiem mykotoxinu (toxin
Mykotoxikologie y y o My ( y
produkované plisnémi).
Nefropatie Obecny termin pro onemocnéni ledvin.
. Toxicky ucinek na ledvinovou tkan a vylucovaci
Nefrotoxicita Y . y
systém.
Purifikace Proces CiSténi Ci vyciSténi.
. Schopnost latky poskodit urc¢itym zptisobem vyvoj
Teratogenita P yP ymzp Vyvo)
plodu.
Studium procest, kdy télo naklada s potencionalné
Toxikokinetika toxickymi latkami, zahrnuje porozuméni absorpci,

distribuci, metabolismu a vyluCovani téchto latek.

Toxinogenni plisné

Plisné schopné produkovat mykotoxiny.




Seznam zkratek

aw Vodni aktivita
CR Ceska republika
EFSA (European Food Safety Authority) Evropsky urad pro bezpecnost potravin
ELISA (Enzyme-linked immuno sorbent assay) Imunocheicka metoda
HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points) Systém kritickych bodt
HPLC-FLD (High Perfor,r?anc,e Liqiuld Ch/romatography yvith Fluorescevnc,e DetecFion)
Vysokoucinna kapalinova chromatografie s fluorescenc¢ni detekci
(Liquid chromatography - mass spectrometry) Kapalinova chromatografie
HPLC-MS s hmotnostni detekci
[AK Imunoafinitni kolonka
LDso (Lethal dose) Davka, po niZ zahyne 50 % pokusnych zvirat
LOD (Limit of detection) Mez detekce
LOQ (Limit of quantification) Mez stanovitelnosti
OTA Ochratoxin A
OTB Ochratoxin B
OTC Ochratoxin C
Ota Ochratoxin a
PBS (Phosphate Buffered Saline) Fosfatovy pufr
pH Hodnota udavajici na stupnici (0-14) kyselost nebo zasaditost
RASFF (Rapid Alert Systém for Food and Feed) Systém rychlého varovani pro

potraviny a krmiva




Uvod

Mykotoxiny jsou sekundarni toxické metabolity produkované vlaknitymi
mikroskopickymi houbami, znAmymi jako plisné. Tyto plisné predstavuji dilezitou
a stale aktualni problematiku v oblasti hygieny potravin a verejného zdravi.
Toxinogenni plisné mohou produkovat sekundarni metabolity vzemédélskych
plodinach, ZivociSnych produktech a hotovych potravinach. Dnes je znamo vice nez
400 riznych mykotoxinii produkovanych toxigennimi plisnémi a jsou neustale
objevovany dalsi. Nejznaméjsi zastupci mykotoxinli jsou aflatoxiny, ochratoxiny,
zearalenon, deoxynivalenol, HT-2 a T-2 toxiny, fumonisiny, citrinin, patulin a

ergotové alkaloidy (Battilani et al., 2016, Tirado et al., 2010, Malir et al., 2003).

Ochratoxin A (OTA) je mykotoxin produkovany nékterymi druhy plisni rodu
Aspergillus a Penicillium a je povazovan za druhy nejvyznamnéjsi mykotoxin. Jeho
pritomnost v potraviniach, vcetné masnych vyrobkii vyvolava obavy ohledné
bezpecnosti potravin a zdravi spotiebiteld. [ prestoze jiz existuji regulace tykajici se
maximalnich hygienickych limitd OTA v urcitych potravinach, dosud nebyly
stanoveny regulac¢ni limity pro OTA v mase a masnych vyrobcich v Evropské unii.
Konzumace téchto masnych vyrobki by tak mohla prispivat k vy$simu prijmu OTA
v ramci stravy populace lidi, spolu s dalSimi vyznamnymi zdroji OTA (Tolosa, 2020,

Bhat etal,, 2010, Dall’Asta et al.,, 2010).

V souCasné dobé jsou syry a masné vyrobky (zejména Sunky) predmétem
zvySené pozornosti v oblasti regulace OTA. Evropska komise zdliraznila nutnost
dalSiho védeckého vyzkumu tykajiciho se pritomnosti OTA v Sunkach a stanoveni

regulacnich limitd (EK, 2022).

Cilem této prace je vyhodnoceni kontaminace OTA u 200 vzorkl na vzduchu
suSenych Sunek, u kterych miiZe dochazet ke kontaminaci prostrednictvim pirenosu
OTA ve svaloviné nebo béhem vyrobnich procesi. Ziskané vysledky byly porovnany
svysledky relevantnich studii, které se zabyvaji prirozenym vyskytem OTA
v Sunkach suSenych na vzduchu. Stanoveni OTA bylo provedeno pomoci HPLC-FLD

metody s predupravou na imunoafinitnich kolonkach (IAK).



1 Teoreticka cast

1.1 Mykotoxiny

Termin mykotoxin je odvozen zrteckého slova mycos ¢i mykes (=houba) a
latinského slova toxicum (=jed, otrava). Mikroskopické vlaknité houby mohou
produkovat mykotoxiny, coz jsou sekundarni toxické metabolity (Malif et al., 2003,
IARC, 1993). Sekundarni metabolity nejsou nezbytné pro bézny rtst a reprodukci
hub, avS§ak mohou vyvolavat biochemické, fyziologické a patologické reakce u jinych
organismd, v¢etné obratlovci, rostlin a mikrobi (Haschek & Voss, 2013, Pitt, 2000).
Tyto sekundarni metabolity jsou nizkomolekularni molekuly (Mw <700), které jsou
toxické i pti nizkych koncentracich. Biosyntéza mykotoxinti probiha za urcitych
mikroklimatickych podminek, které jsou prevazné ovlivnény vlhkosti produktu a
jeho vodni aktivitou, relativni vlhkosti vzduchu, teplotou, hodnotou pH, sloZenim
potravinové matrice, jejim fyzikalnim stavem a pritomnosti plisiovych spor

(Haschek & Voss, 2013, Sforza et al., 2006).

Mykotoxiny jsou znamé svymi akutnimi, chronickymi a pozdnimi toxickymi
ucinky (Pleadin et al, 2019, Murphy et al, 2006). Onemocnéni zplisobena
mykotoxiny se nazyvaji mykotoxikozy. Nejstarsi znamou mykotoxik6zou u lidi je
ergotismus zpulsobeny ergotovymi alkaloidy. Ergotové alkaloidy se vyskytuji u
jednodéloznych rostlin a napadaji dilezité kulturni plodiny pro clovéka (pSenice,
Zito, oves, jeCmen, kukurice, ryZe aj.). V historii byly ergotové alkaloidy hlavni
pricinou nemoci, kterd je znama jako “ohen svatého Antonina“ (“St. Anthony ‘s
Fire“), pojmenovana podle intenzivniho paleni, které postihovalo obéti zejména na
koncetinach. Existuji i zaznamy o epidemii mezi Spartany kolem roku 430 pt.n.l. a
evropské epidemie sahajici az do roku 857 n. L. Ergotismus je také spojen
sudalostmi carodéjnickych procesti v Salemu vroce 1600 v Massachusetts

(Richard, 2007, Murphy et al., 2006, Pitt, 2000).

Era moderni mykotoxikologie za¢ala na ptrelomu 50. a 60. let 20. stoleti, kdy
v dusledku zkrmovani kontaminovaného krmiva, konkrétné brazilskou arasidovou

moukou, ve Velké Britanii zahynulo cca 100 000 kust kriit na tzv. “Kruti X



onemocnéni“. Po vypuknuti tohoto onemocnénti, které zptisobilo velké hospodaiské
ztraty se zacaly objevovat aflatoxiny, které stoji za timto onemocnénim. (Pickova et

al,, 2021, Richard, 2007).

vvvvvv

mylnou predstavu, Ze zdravotni rizika mykotoxinli jsou omezena prevazné na
rozvojové zemé Afriky a Asie, kde maji toxinogenni plisné vhodné klimatické
svéta z pramyslové vyspélych statd. Vlivem klimatickych zmén, predevsim teploty a
vlhkosti se v Evropé obecné zménil vzorec vyskytu plisni (a jejich sekundarnich
metabolitli). To miiZe naptiklad podporovat castéjsi vyskyt kontaminace aflatoxiny,
které jsou obvykle spojené steplejSim klimatem. Toxické metabolity
mikroskopickych vlaknitych hub negativné ovliviiuji kvalitu potravin a krmiv a
mohou byt pritomny jiz v predskliziiové fazi (na urovni pole) nebo v poskliziiové
fazi (béhem transportu, zpracovani, skladovani, krmeni) (Battilani et al.,, 2016,
Tirado et al., 2010, Coffey et al., 2009, Malir & Ostry, 2003, Pitt, 2000). [ pres to, Ze
jsou desitky let predmétem rozsahlého vyzkumu, zistdva kontaminace
mikroskopickymi vlaknitymi houbami stale vyzvou. Riziko kontaminace lze
casteCné redukovat spravnymi zemédélskymi a technologickymi postupy, nikdy

nelze vsak kontaminaci zcela zabranit.

Mezi hlavni producenty mykotoxint patti rody Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Claviceps, Alternaria, Byssochlamys (Pleadin et al., 2019, Pitt, 2000). V souvislosti
s potravinami se mezi hlavni producenty mykotoxint radi Aspergillus, Penicillium,
Fusarium. Rod Fusarium je destruktivni patogen na obilninach a dalSich komoditach
a produkuje fusariové mykotoxiny pred sklizni nebo bezprostfedné po sklizni,
kdezto Aspergillus a Penicillium mohou byt také rostlinnymi patogeny nebo
komenzaly, ale jsou cCastéji spojovany s kontaminaci potravin béhem suSeni a
skladovani (napt. kontaminace masnych vyrobkd) (Mastanjevi¢ et al., 2023, Pitt,
2000). Existuji stovky latek, které jsou chemicky charakterizovany a klasifikovany
jako mykotoxiny, ale detailné bylo zkoumano zhruba jen 50 z nich a pro clovéka je
vyznamnych zhruba 20 mykotoxinii. Mezi nejznaméjsi zastupce mykotoxint patii
aflatoxiny, ochratoxiny, zearalenon, deoxynivalenol, HT-2 a T-2 toxiny, fumonisiny,

citrinin, patulin a ergotové alkaloidy (CAST, 2003, Pitt, 2000). Lidé a zvirata jsou



mykotoxinlim vystaveni oralni, inhala¢ni a dermalni cestou. Mykotoxiny maji celou
fadu Skodlivych ucinki, které zahrnuji karcinogenitu, teratogenitu, mutagenitu,
hepatotoxicitu, nefrotoxicitu, imunotoxicitu, neurotoxicitu, zaZivaci potize a dalsi

(Malir & Ostry, 2003).

1.2 Mykotoxiny v potravinach a krmivech

Mikroskopické vlaknité houby se nachazeji v potravinach rostlinného i
zivoCiSného pivodu a mohou vnich produkovat mykotoxiny. Jejich toxické
metabolity neni vétSinou mozné senzoricky odhalit, coz umoznuje témto toxintim
béZné pronikat do potravinového retézce. Tyto toxiny se mohou projevovat
vrliznych fazich potravinarské vyroby, pocinaje péstovanim a sklizni az po
skladovani konecnych produkti. Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (FAO)
odhaduje, Ze asi 25 % svétové urody je kontaminovano a ovlivnéno mykotoxiny

(Pleadin et al., 2019).

V.

Mykotoxiny se nejcastéji dostavaji do lidského téla prostrednictvim primé
konzumace kontaminovanych rostlinnych produkti. Nicméné mohou se do
organismu dostat i nepiimo prostiednictvim potravin Zivoc¢isného ptivodu, jako jsou
vnitfnosti, maso, mléko nebo vejce, které pochazeji od zvirat, ktera jsou krmena
kontaminovanymi krmivy (Cavret & Lecoeur, 2006, Gareis & Wolff, 2000). V pripadé
masnych vyrobkli mize pritomnost mykotoxind souviset i s kontaminaci aditiv,
ktera jsou pouZzivana pri vyrobé, napriklad paprika, chilli, cerny pepr (Vlachou etal,,
2022, Pickova et al, 2020, Little et al., 2003). Pravé proto je velice dulezity
monitoring vyskytu mykotoxinli v potravnim retézci a provadéni kontrolnich

opatteni béhem celého vyrobniho procesu k minimalizaci vyskytu mykotoxind.

1.2.1 Systém zajiSténi bezpecnosti potravin a krmiv

V Ceské republice kontrolu toxinogennich mikroskopickych hub a mykotoxint
v celém potravinovém retézci od primarni produkce aZ po mista prodeje zajistuji
vramci své dozorové cinnosti kontrolni organizace spadajici pod Ministerstvo

zemédélstvi; Statni zemédélska a potravinarska inspekce (SZPI), Statni veterinarni



sprava (SVS), Ustfedni kontrolni a zku$ebni tistav zemédélsky (UKZUZ) a organizace

spadajici pod Ministerstvo zdravotnictvi; Organy ochrany verejného zdravi (OOVZ).

Systematicky vyzkum a monitoring toxinogennich mikroskopickych hub a
mykotoxinli provadi pod vedenim Ministerstva zdravotnictvi Statni zdravotni dstav

(SZU) v Praze (Malii & Ostry, 2003).

ZajiSténi bezpecnosti potravin byla jednou z klicovych priorit Ceské vlady po
vstupu do Evropské unie. V Ceské republice je obsah mykotoxinii v potravinach
regulovan stavajici legislativou Evropské unie pro aflatoxiny (B1, B2, G1, G2, M1),
OTA, deoxynivalenol, zearalenon a fumonisiny. Dale se dodrzuji doporuceni pro
expozici stanovena Spolecnou organizaci pro vyZzivu a zemédélstvi (FAO), vyborem
odbornikli Svétové zdravotnické organizace(WHO) pro potravinaiska aditiva
(JECFA) a Védeckym vyborem pro potraviny EU (EK, 2022, Logrieco & Visconti,
2004, Malir et al., 2006).

Rychly systém varovani pro potraviny a krmiva (RASFF) je klicovym nastrojem
evropské integrace, ktery byl spustén v roce 1979. Tento systém umoznuje rychlé a
ucinné sdileni informaci o nebezpecnych potravinach a krmivech mezi ¢leny
systému a Evropskou komisi. Tyto informace se sdileji prostfednictvim riznych
typl oznameni, jako jsou varovani, informace, odmitnuti na hranicich a novinky. Ve
vSech Clenskych statech byla vytvorena kontaktni mista, ze kterych se odesilaji
informace o zjiSténi vyskytu nebezpec¢ného vyrobku Evropské komisi (viz tab. 1).
Pro CR je kontaktni misto SZPI, cely systém je koordinovan koordina¢ni skupinou

Bezpecnosti potravin, ktera je v gesci Ministerstva zemédélstvi (v soucinnosti

s Ministerstvem zdravotnictvi) (EK, 2022, Pinotti et al., 2016).

Tabulka 1: Oznamenf ptijata systémem RASFF v CR v roce 2022

kategorie produkt nebezpeci zemé ptvodu
varovani bio kakao aflatoxiny Ghana
informace brazilské oriSky aflatoxiny Bolivie
varovani melounova seminka aflatoxiny Cina
varovani melounova seminka aflatoxiny Indie
varovani rozinky ochratoxin A Uzbekistan
varovani bio kukuri¢né lupinky aflatoxin B Némecko
varovani brazilské oriSky aflatoxiny Bolivie
varovani Zitna mouka ochratoxin A Ceska republika
varovani pistacie ochratoxin A Némecko

(Informacni centrum bezpecnosti potravin, Mze, 2022)
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1.2.2 Prevence kontaminace mykotoxiny

Prevence vyskytu nezadoucich mykotoxini v potravinach a krmivech je klicovym
aspektem v zajiSténi bezpecnosti potravin. Tento proces zahrnuje opatreni ke
sniZzeni rizika kontaminace surovin, odstranovani kontaminovaného materialu
z potraviny a minimalizaci mykotoxinl ve findlnim vyrobku. Preventivni opatireni
lze rozdélit do 3 skupin: predskliziiovy management, skliziovy management a
poskliziiovy management. Rizen{ se zdsadami dobré zemédélské praxe a spravné
vyrobni praxe pri manipulaci, skladovani, zpracovani a distribuci je zadsadni pro co
nejucinnéjsi zabranéni kontaminace zemédeélskych produktli (Pleadin et al., 2019,

Kabak et al., 2006).

Zahrnuti kontroly mykotoxin do systému analyzy rizik a kontrolnich bodt
(HACCP), které je diilezitou soucasti celkového postupu k rizeni, by mélo zahrnovat
strategie pro prevenci, kontrolu a kvalitu od farmy az po vidlicku. Zaclenéni
doporuceni tykajicich se mykotoxinti do HACCP systému umoziuje zemédélskym
subjektiim 1épe monitorovat a minimalizovat rizika kontaminace v priibéhu celého

vyrobniho procesu (Murphy et al., 2006).
1.2.2.1  Predskliziiovy management

Prvnim krokem pri kontrole kontaminace mykotoxiny je prevence jiZ na urovni
pied sklizni. Ac¢koli je zndmo mnoho faktord, které ovliviiuji produkci mykotoxini
na poli, mezi nejdilezitéjsi patri environmetalni podminky (predevsim teplota a
vlhkost vzduchu), tyto faktory vSak nelze zcela kontrolovat zasadami spravné praxe.
Faktory, které maji klicovy vyznam pro kontrolu mykotoxinii produkovanych
plisnémi na poli jsou stfidani plodin, kultivace piidy, zavlaZovani, prevence proti
hmyzu, zptisoby obdélavani ptdy a zplisoby hnojeni (Kabak et al., 2006, Pleadin et

al, 2019).

Spravné naplanovani vysadby a sklizné ma vyznamny vliv na vyskyt chorob
(pozdni obiloviny jsou nachylnéjsi ke kontaminaci plisnémi béhem vlhkého
podzimu). Vysadba odolnéjsich plodin vii¢i plisnim miiZe také vyznamné prispét ke

sniZeni rizika kontaminace mykotoxiny (Pleadin et al., 2019).

Je znamo, Ze fungicidy maji vyznamny vliv na kontrolu kontaminace plisnémi a

produkci mykotoxinti, nebo napiiklad chemické osetieni proti plisnim (kyselina



propionova a octova). Vyuziti biokontroly pomoci netoxigennich kompetitivnich
mikroorganismi je také velice uZitecna technologie, ktera miiZe snizit kontaminaci
mykotoxiny (napt. aplikace netoxigennich kment A. flavus/A. parasiticus snizuje
kontaminaci zemédeélskych produktl aflatoxiny) (Moore, 2022, Patharajan et al.,

2011, Murphy etal., 2006, Horn et al., 2000).
1.2.2.2  Sklizhovy management

Strategie sklizné zahrnuji pouzivani funkcniho, ¢istého a suchého skliziiového
zarizeni a vhodnych podminek pro sklizen (nizka vlhkost a plna zralost plodiny).
Plodiny, jez jsou fyzicky poSkozeny, jsou nachylnéjsi k riistu plisni, proto je dilezité
zabranit témto poSkozenim (je vhodné poskozené plodiny odstranit) (Pleadin et al.,

2019, Kabak et al.,, 2006).
1.2.2.3  Poskliznovy management

Opatreni po sklizni zahrnuji suSeni, pripraveni vhodnych podminek pro
odstranovani nezadoucich materidli (plevy, prach, ulomky ze zemédélskych

komodit) (Kabak et al., 2006).

Existuje celd rada zpusobli eliminace ristu toxinogennich plisni, napriklad
technologie ozarovani zrn, pulzni elektrické pole, tepelné zpracovani potravin (za
mikroorganismi nebo jejich enzymt k degradaci mykotoxinti (bakterie, kvasinky)
nebo baleni findlnich produkti s vyuzitim modifikované atmosféry (napt. oxid

uhlicity) (Sipos et al,, 2021, Karlovsky et al., 2016, Kabak et al., 2006).



1.3 Ochratoxin A

vivs

v potravinach a je zodpovédny za fadu zdravotnich problém jak u zvirat, tak i u lidi
(Bhat et al, 2010). OTA je béZnym kontaminantem v celé radé rostlinnych a
zivocisSnych produktli, vCetné obilovin, kotfeni, kavy, kakaa, piva, vina, rozinek,
lusténin, jedlych vnitfnosti, ale i masa a masnych vyrobki (EFSA, 2020, Bellver Soto
et al., 2014, Haighton et al., 2012, Streit et al., 2012, Serra Bonvehi, 2004). OTA byl
objeven v Jizni Africe vroce 1965 Van der Merwem et al.,, kdy izolovali ze sterilni
navlhé¢ené kukuricné mouky OTA a identifikovali ho jako toxicky sekundarni
metabolit A. ochraceus (Van der Merwe et al., 1965a; Van Der Merwe et al., 1965b).
Od jeho izolace a chemické charakterizace, az po soucCasnost OTA zlstava
predmétem intenzivniho vyzkumu. Studie dokazuji, Ze OTA je nefrotoxicky,
hepatotoxicky, = embryotoxicky, teratogenni, genotoxicky, neurotoxicky,
imunotoxicky a karcinogenni u mnoha zZivoc¢iSnych druhti s rozdily v zavislosti na
druhu a pohlavi (Malir et al., 2013, El Khoury & Atoui, 2010). Podle mezinarodni
agentury pro vyzkum rakoviny (IARC) byl OTA v roce 1993 klasifikovan jako moZny
lidsky karcinogen (2B). Casta expozice lidi nebo zvifat OTA miiZe zpiisobit celou

fadu zdravotnich problémi. (IARC, 1993).

OTA se jako silny nefrotoxin podili na nékterych onemocnéni ledvin, a proto je
velmi Casto asociovan s Balkanskou endemickou nefropatii (BEN), ktera byla od 50.
let 20. stoleti popsana v omezené oblasti byvalé Jugoslavie, Rumunska a Bulharska.
BEN byla povazovana za diisledek otravy mikroskopickymi vldknitymi houbami.
Toto onemocnéni je charakterizovano postupnym neinfekénim zanétem tkané
ledvin, které vede aZ k chronickému selhavani téchto organti (Zhao etal., 2017, Malir
et al,, 2016, Stoev et al,, 2010). Nicméné EFSA v predchozich hodnocenich (EFSA,
2006) a JECFA (FAO/WHO 2008, 2001) wucinili zavér, Ze zdostupnych
epidemiologickych studii neni mozné stanovit etiologickou souvislost mezi OTA a
BEN. Predpoklada se, Ze vyskyt BEN souvisi spiSe s expozici jinym toxintim nez OTA,

napr. kyseliné aristolochové (EFSA, 2020).



1.3.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Registracni ¢islo CAS (Chemical Abstracts Services): No.:303-47-9.

Systematicky nazev dle IUPAC (International Union of Pure and Applied):

(N-[[(3R)-5-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-0x0-7-isochromanyl]carbonyl]-3-
phenyl-L-alanine).

Sumarni (molekulovy) vzorec: C20H1806CIN

Strukturni (konstitu¢ni) vzorec: OTA se skldda z para-chlorfenolového zbytku

obsahujictho dihydroiso-kumarinovou skupinu, ktera je amidem spojena s

L-fenylalaninem (El Khoury & Atoui, 2010, IARC, 1983).

Obrazek 1: Strukturni vzorec OTA (Lukas Rejman, 2024, vytvoieno v
ACD/ChemSketch 12.0)

Molekulova hmotnost: 403.82 g/mol (Ringot et al., 2006).

Teplota bodu tani: 169 °C (El Khoury & Atoui, 2010, IARC. 1983).



Popis: OTA je bild krystalicka sloucenina, dobre rozpustna v polarnich
organickych rozpoustédlech, napriklad v chloroformu, methanolu, ethanolu a malo
rozpustna ve vodé. Je stabilni vii¢i tepelnym tipravam a podminkam nizkého pH (El
Khoury & Atoui, 2010, Malir & Ostry, 2003). Klasické tepelné upravy potravin, jako
je vareni, peceni, smazeni a prazeni nezptsobuji vyznamny nebo jen ¢astecny pokles

hladin OTA (Dahal et al., 2016, Pleadin et al., 2014, Abrunhosa et al., 2010).

Ochratoxiny predstavuji vyznamnou skupinu mykotoxind, poprvé, jak jiz bylo
zminéno, izolovanych a popsanych vroce 1965 (Van Der Merwe 1965). Doposud
byla identifikovana fada chemickych struktur ochratoxinii a jejich metaboliti u
zvirat a rostlin. OTA se sklada z para-chlorfenolové skupiny obsahujici dihydroiso-
kumarinovou skupinu, ktera se peptidickou vazbou vaze na L-fenylalanin. Mezi
prirozené vyskytujici se formy ochratoxini patii napt. ochratoxin A (ktery je
chlorovany) a jeho derivaty, dale napriklad ochratoxin B (OTB), coZ je dechlorovany
derivat OTA, ochratoxin C (OTC) ethylester fenylalaninu, methylester OTA a methyl
a ethylester OTB. Dale existuji napf. hydroxyochratoxiny, napr. 4-
hydroxyochratoxin A (El Khoury & Atoui, 2010).

1.3.2 Producenti OTA

OTA produkuji predevsim rody Aspergillus a Penicillium. Tyto mikroskopické
vlaknité houby kontaminuji celou fadu zemédélskych komodit, ZivociSnych
produktli a zpracovanych potravin (Castella et al, 2002, Abarca et al., 1994).
Vyskytuji v zavislosti na klimatickych podminkach. Druhy rodu Aspergillus prevazuji
v oblastech tropického a mirného pasu, zatimco Penicillium jsou Ccastéjsi
v chladnéjsich oblastech. Mezi diilezité faktory produkce OTA patfi teplota, vodni
aktivita a sloZeni substratu. V zavislosti na téchto podminkach mohou druhy rodi
Aspergillus a Penicillium produkovat soucasné nékolik mykotoxint, napi. OTA, OTB,

a citrinin (Heussner et al., 2006).



1.3.3 Producenti OTA rodu Aspergillus

VétSina druhi rodu Aspergillus produkujicich ochratoxin patii do sekce
Circumdati ( A. steynii, A. westerdijkiae) a sekce Nigri (A. carbonarius, A. niger,
lascticoffeatus, A. sclerotioniger, A. foetidus a A. tubingensis) (Akbar et al., 2020, Hayat
etal, 2012). Drive byl do sekce Circumdati tazen A. ochraceus. Novéjsi vyzkumy vSak
ukazaly, Ze na zakladé molekularné biologickych metod se jedna o druh Aspergillus
westerdijkiae (Wang et al., 2022, Gil-Serna et al., 2020, Aldred et al., 2008, Frisvad
etal, 2004). A westerdijkiae je vyznamnym producentem OTA v potravinach. Kromé
hlavniho producenta A. westerdijkiae bylo s produkci OTA spojeno nékolik dalSich
druhii. Naptiklad A. cretensis, A. flocculosus, A. sulphurous, A. albertensis, A.

auricomus, a A. fumigates (Wang et al., 2016) .

V tropickych oblastech jsou velmi casto izolovany toxinogenni kmeny
A. westerdijkiae jako kontaminanty potravin. Jak uz bylo vySe zminéno, pravé druhy
rodu Aspergillus prevazuji v teplejSich oblastech narozdil od rodu Penicillium (Wang

etal,, 2016, Frisvad et al. 2004, Samson et al., 2004).
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Obrazek 2: Mikrohabitus Aspergillus spp. (Lukas Rejman, 2024, dle Ellis, 2007)



1.3.4 Producenti OTA rodu Penicillium

Mezi druhy produkujici OTA z rodu Penicillium patfti P. verrucosum, P. nordicum,
P. expansum, P. chrysogenum, a P. polonicum (Chen et al., 2013, Hayat et al., 2012,
Bogs et al,, 2006, Larsen et al., 2001). Mezi nejcastéjsi producenty OTA v suSenych
Sunkach, které byli izolovany vnékolika evropskych zemich se radi
P. verrucosum a P. nordicum. Penicillium nordicum obecné kontaminuje potraviny
bohaté na stil a bilkoviny, jako jsou syry a suSené maso a je povazovan za diilezitého
producenta OTA (Stoll et al., 2013). Zatimco P. verrucosum obvykle kontaminuje
obiloviny rostouci v chladnych a mirnych pasmech severni a stfedni Evropy a
v Kanadé, méné Casto je izolovan z masnych vyrobki (Zadravec et al., 2020, Chen et

al,, 2013, Pitt, 2002).

Rod Penicillium prevazuje v chladnéjSich oblastech, to dokazuje Vipotnik et al.
(2017), ve své studii, kdy P. nordicum vykazuje nejnizsi ristovou schopnost pti 30
°C a s klesajici teplotou se jeho rlistova aktivita zvySuje. Za mnoha laboratornich

podminek produkuje P. nordicum vice OTA nez P. verrucosum (Larsen et al., 2001).

konidie

Obrazek 3: Mikrohabitus Penicillium spp. (Lukas Rejman, 2024, dle Abdel-Azeem et
al,, 2021)
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1.3.5 Vyskyt OTA v mase a masnych produktech

Mikroskopické vlaknité houby rodu Aspergillus a Penicillium predstavuji
v potravinarském primyslu vyznamnou problematiku. Jsou schopny rist i na
povrchu suchych masnych vyrobkt, diky své toleranci k nizkému pH a vysoké
koncentraci soli. Tato schopnost jim poskytuje jistou ekologickou vyhodu, coZ miiZe
vést ke snizeni jakosti a bezpecnosti masa a masnych produktd (Vipotnik et al.,

2017, Pleadin et al., 2015).

OTA se miliZe do masnych vyrobki dostavat primou kontaminaci, kdy je plisni a
potazmo mykotoxiny kontaminovan produkt v pribéhu kteréhokoliv kroku vyroby,
nebo nepiimo, kdy dochazi k prenosu mykotoxint pii zkrmovani kontaminovaného
krmiva zviraty, napriklad u prasat (tzv. “carry-over” efekt) (Tolosa et al., 2021,
Volkel et al., 2011, Dall’Asta et al.,, 2010). Zvirata krmena kontaminovanymi krmivy
uvadi do pohybu enzymatické a mikrobialni premény, které vedou ke vzniku
metabolitl. Tyto metabolity jsou pak dale adsorbovany do krevniho obéhu a pozdéji
vylouceny moci nebo vykaly. Nebezpecné jsou v tomto pripadé jejich rezidua, ktera
mohou zilstavat vjedlych organech, jako jsou naptiklad ledviny, jatra nebo
svalovina (Adegbeye et al., 2020). Studie z mnoha zemi odhalily, Ze veprové maso a
vyrobky z néj jsou vyznamnym zdrojem chronické dietarni expozice ochratoxinu A
u lidi, zejména pak vyrobky z krve (jelita), organy urcené ke konzumaci, jako jsou
ledviny ¢i jatra, nebo ze svalg, jako jsou susené Sunky ¢i salamy (Pickova et al., 2022,
Battacone et al, 2010, Dall’Asta et al, 2010). Ackoliv legislativa EU zatim
nestanovuje povoleny hygienicky limit OTA v mase a masnych vyrobcich, stanovili
si nékteré staty EU své vlastni limity (viz kapitola 1.3.7 Regulace OTA
v potravinach). Problematika pritomnosti OTA vmase a vyrobcich znéj je

v soucasné dobé predmétem védeckych stanovisek EFSA.

Mezi hospodarskymi zviraty jsou na akumulaci OTA zvlasteé citliva prasata (EFSA,
2020, Fink-Gremmels & Van Der Merwe, 2019). Na druhou stranu prezvykavci
mohou pomoci svych symbiotickych mikroorganismt hydrolyzovat peptidovou
vazbu OTA na fenylalanin a ochratoxin a, ktery je obecné povaZovan za netoxicky

(Loh etal,, 2020).

NejvétSi koncentrace OTA se v téle prasat obvykle nachazeji v tomto poradi:

krev > ledviny > jatra > svaly > tuk. “Carry-over” efekt vzbuzuje velké obavy
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v prenosu OTA do masnych vyrobki. Studie naznacuji, Ze ackoliv k prenosu OTA do
masa dochazi, jako hlavni problém se jevi plisné kontaminujici povrch béhem
procesu vyroby kone¢ného produktu. Ve své studii uvadi Dall’Asta et al. (2010), kdy
systematicky sledovali ptivod OTA v susenych Sunkach po dobu 40 dnti, kdy byla
prasata krmena subchronickym mnoZstvim OTA v krmné fazi. Prenos OTA ve
svaloviné pfri tzv. “carry-over” efektu se jevil jako obecné nizsi, nez produkce OTA

populaci plisni na povrchu susené Sunky (Dall’Asta et al., 2010).

Prostory, kde probiha vyroba mohou byt vyznamnym zdrojem kontaminace
plisnémi, vzhledem k ptiznivym podminkdm pro rist mikroskopickych vlaknitych
hub (napft. faze zrani, kdy je vlhkost a teplota optimalni pro jejich rist) (Chen et al.,
2022, Parussolo et al.,, 2019, Dall’Asta et al.,, 2010).

Tabulka 2: Producenti OTA Aspergillus spp. a Penicillium spp. v mase a masnych
produktech

Druh Potravina Reference
maso, suSena Sunka, slanina,| Tawakkol & Khafaga, 2007,Jacumin
A. ochraceus* klobasy, suSené masné etal, 2011, Rodriguez et al, 2012,
produkty Zadravecetal, 2020
A. niger suSené masné produkty Zadravec et al, 2020

Comi et al, 2014, Vipotnik et al,,
2017 Meftah et al, 2018, Parussolo

etal, 2019
[acumin et al, 2009, lacumin et al,

2011, Schmidt-Heydt et al, 2011,
Ferrara et al, 2016, lacumin et al,
2017, Meftah et al, 2018
klobasy, suSené masné Battilani et al,, 2007, Iacumin et al,,

produkty, susena Sunka 2011, Zadravec et al, 2020

masné produkty, suSena

A. westerdijkiae .
J sunka

fermentované uzeniny,
P. nordicum suSené masné vyrobky,
klobasy, salamy, slanina

P. verrucosum

susené masneé produkty, Castella et al,, 2002, Sgrensen et al,

P. nalgi : 5
nalgiovense salamy, fe,rrr}entovane 2008, Perrone et al, 2015
masné vyrobky
P. salami suSené salamy Perrone etal, 2015
P. solitum suSené salamy Perrone etal, 2015

(Vlachou et al., 2022, upraveno L. Rejman)

*Dle poslednich zjiSténi - A. ochraceus = A westerdijkiae
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1.3.5.1 OTA v suSenych Sunkach

SuSené Sunky predstavuji jednu z nejreprezentativnéjSich tradi¢nich potravin,
které se vyrabéji a konzumuji po celém svété. SniZena vodni aktivita, obsah soli, a
pH dosaZené béhem zpracovani a skladovani je obvykle Cini bezpenymi, protoZe
spolecné brani rozvoji patogennich bakterii. Tyto vlastnosti vSak podporuji
povrchovou kolonizaci plisnémi. Kromé pozitivniho vlivu mykobioty, ktera se béZzné
vyskytuje na povrchu béhem procesu zrani, mize dochazet khromadéni
sekundarnich metaboliti (OTA, aflatoxinti) toxinogennich plisni, které mohou mit
za nasledek ohroZeni zdravi konzumentd (Mastanjevic et al., 2023, Rodrigues et al.,

2019).

vaivs

s vyrobou tradi¢nich vzduchem suSenych Sunek (Chen et al., 2022, Tolosa et al,,
2021, Berni et al,, 2017). Pravé proto se v poslednich letech vénuje ¢im dal vétsi
pozornost pravé této komodité. SuSené Sunky jsou tradi¢ni potraviny vyrabéné po
celém svété a vzhledem k jejich velké oblibé predstavuji potencionalni riziko pro
lidské zdravi (Chen et al., 2022). Proto jejich vyroba vyzaduje prisné kontroly

kvality, aby byla zajiSténa jejich zdravotni nezavadnost.

Za vyznamného producenta OTA v suSenych Sunkach a dale pak v suSenych
fermentovanych salamech je povaZovano Penicillium nordicum. P. nordicum je
psychrotrofni mikroskopicka vlaknita houba, pro kterou jsou vhodnéjsi podminky
s niz8i teplotou. Proto jsou Aspergillus spp. méné Castymi toxigennimi kontaminanty,
protoze vyZaduji vyssi teploty nez Penicillium spp. Nicméné mnoho studif popisuje
vyskyt A. westerdijkiae v celé fadé masnych produktii po celém svété (Iacumin et al.,
2020, Parussolo et al,, 2019, Vipotnik et al., 2017). Vipotnik et al. (2017), studovali
produkci A. westerdijkiae s pouZitim média na bazi suSené Sunky. Optimalni
podminky pro produkci OTA byly 0,94-097 aw a 20-25 °C. Koncentrace
vyprodukovaného OTA za téchto podminek byla 1943 pg/kg. Zadny OTA nebyl
detekovan pri 0,85 aw (Vipotnik et al.,, 2017).

Ackoliv neexistuje spolecna legislativa EU pro maximalni hygienické limity OTA
v mase a masnych vyrobcich (napft. suSené Sunky), nékteré zemé EU si stanovili

vlastni maximalni limity pro tento typ potravin (viz tab. 4).
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1.3.6 Toxicita OTA

vvvvvv

ostatni ochratoxiny, nebo jejich metabolity a zejména smési ochratoxinii mohou
predstavovat vazné nebezpeci pro zdravi lidi a zvirat (Heussner & Bingle, 2015).
Bylo prokazano z mnoha zivociSnych druht, Ze OTA je nefrotoxicky, hepatotoxicky,
embryotoxicky, teratogenni, neurotoxicky, imunotoxicky, genotoxicky a
karcinogenni (s druhovymi i pohlavnimi rozdily) (Pfohl-Leszkowicz& Manderville,

2007, Ringot et al., 2006).

OTA je toxicky pro mnoho druhti zvitat, pricemz hlavnim cilovym organem jsou
ledviny. DalSi toxické ucinky zahrnuji kardiovaskularni a jaterni abnormality,
poruchy koagulac¢nich faktorti, doprovazené krvacenim a trombodzou ve slezing,
jatrech, ledvinach a srdci u potkant, 1éze travici traktu a lymfoidnich tkani u krecka,
krehkost strev a léze ledvin u kurat a myelotoxicitu u mysi (Mohamed, 2015, Pfohl-
Leszkowicz & Manderville, 2007, O’'Brien & Dietrich, 2005, Miiller et al.,, 1995,
Pohland et al.,, 1992).

1.3.6.1 Toxikokinetika OTA

Pro interpretaci in vivo dat ztoxikologickych zprav je klicové porozuméni
kinetice ochratoxintli (predevsim OTA), vCetné absorpce, distribuce, metabolismu a
vylucovani toxint (Dixit et al., 2003). OTA je v organismu metabolizovan riznymi
cestami, ty zahrnuji hydrolyzu, hydroxylaci, otevieni laktonu a konjugaci, pricemz
vznika rada rtiznych metabolitti (Wu et al., 2011). Metabolismus OTA zatim neni
zcela podrobné prozkouman a soucasné poznatky o biotransformaci OTA jsou
sporné (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007, Castegnaro et al., 2006, Ringot et al.,
2006).

OTA je kumulativni toxicka sloucenina s relativné rychlou absorpci a pomalou
eliminaci (Ringot et al., 2006). Po absorpci z GIT se OTA vaZe na sérové proteiny
(hlavné albumin). Az 99 % cirkulujiciho OTA je vazano na plazmatické proteiny.
Pravé proto je akumulace OTA v krvi, organech (jatra a ledviny) a poZzivatelnych
tkanich ZivoCichli (svalovina) zvyhodnéna jeho vysokou afinitou kvazbé na

bilkoviny, coz prispiva k dlouhému poloc¢asu rozpadu, ktery se pohybuje v rozmezi
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od nékolika dnd (u hlodavciti) az po nékolik tydnti (u primatl, prasat a lidi),
a umoznuje mu tak dosahovat vysokych koncentraci. Diky témto jedinecnym
vazebnym vlastnostem je polocas v séru u ¢lovéka 35,5 dne (Fink-Gremmels & Van
Der Merwe, 2019, Duarte etal., 2012, Studer-Rohr et al,, 2000). Pouze malé mnozstvi
OTA se vyskytuje ve volné formé. Je znamo, Ze znacné rozdily v sérovych polocasech
u riznych druhi zavisi na specifickych faktorech (napf. afinité a stupni vazby na
bilkoviny). Jatra a ledviny jsou hlavnimi organy biotransformace OTA. OTA se po

vylucovani zluci vylucuje moci a stolici (Ringot et al.,, 2006, Li et al., 2000).

1.3.6.2 AKkutni a subakutni toxicita OTA

Akutni toxicita a polocas rozpadu jsou relativné nizké a vyznacuji se velkymi
rozdily v citlivosti u jednotlivych druht. Bylo prokazano, Ze hodnoty oralni LDs se
pohybuji v rozmezi ptiblizné 20 a 46-58 mg/kg télesné hmotnosti u potkanii a mysi,
0,2-1 mg/kg télesné hmotnosti u prasat, kocek, kralikii a pst. Byl také pozorovan

toxictéjsi ucinek pri intraperitonedlnim podani neZz pri peroralnim (Pfohl-

Leszkowicz & Manderville, 2007, O’'Brien & Dietrich, 2005).

Ve studiich akutni toxicity byla zaznamenana bunécna smrt vyvolana OTA in vivo
v ledvinovych tubulech potkana, v mySim embryu a jatrech a in vitro v riznych
typech bunék, napriklad v lidskych lymfocytech (Assaf et al., 2004, Wei & Sulik,
1993, Albassam et al., 1987).

1.3.6.3 Chronicka toxicita OTA

Mnohem vétsi obavy vzbuzuji spiSe chronické ucinky OTA, které jsou
v rozvinutych statech mnohem castéjsi nez akutni expozice. Chronicka expozice
nizkym davkam OTA by mohla byt mnohem S$kodlivéjSi nez akutni expozice
vysokym davkam a je zodpovédna za nefrotoxicitu (Malir et al, 2013, Pfohl-
Leszkowicz & Manderville, 2007). Dlouhodoba expozice OTA je povaZovana za
ptivodce nefropatii u nékolika druhti hospodarskych zvirat, zejména u prasat

(O’Brien & Dietrich, 2005).

Nefrotoxicita OTA je dlsledkem akutni, subakutni a také chronické expozice,

pricemz z hlediska verejného zdravi je chronicka expozice vtomto ohledu
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nejvyznamné;jsi (Malir et al., 2013). Nefrotoxicky ucinek je dobie zdokumentovan u
savcl a ptaki. Studie v Dansku, Skandinavii, Mad’arsku a Polsku prokazaly, Ze OTA
hraje hlavni roli v etiologii praseci nefropatie. Jak uz bylo zminéno vyse, OTA byva
velice Casto spojovan s Balkanskou endemickou nefropatii (BEN). Podilel se také na
chronickeé intersticialni nefropatii (CIN) v Tunisku a dalSich severoafrickych zemich

(Grosso et al., 2003, Pfohl-Leszkowicz et al., 2002, Krogh et al., 1973).

Ackoliv je OTA primarné nefrotoxicky, miliZze pusobit imunotoxicky,
hepatotoxicky, teratogenné (Jennings-Gee et al., 2010). V in vivo a in vitro studiich
byly prokazany genotoxické uclinky, nicméné vysledky téchto studii nejsou
konzistentni (Klari¢ et al., 2010). Na zdkladé dostatecnych dlikazli o karcinogenité
u pokusnych zvirat se predpoklada, Ze je OTA moZnym humannim karcinogenem
(klasifikovan jako 2B), nicméné predpovéd ucinkd karcinogenti na Clovéka z dat
ziskanych na zviratech je obtizna a predstavuje znacnou vyzvu (Mally et al., 2007,

Ringot et al.,, 2006).

1.3.7 Regulace OTA v potravinach a krmivech

Vzhledem ke skutecnosti, Ze OTA kontaminuje Sirokou Skalu zemédélskych
komodit a produktl po celém svété, mlze dochazet k prekroceni limiti expozice
Clovéka a zvirat. Proto je nezbytné, aby se problematika regulace OTA reSila na
globalni urovni. Spoluprace mezi mezinarodnimi organizacemi, vladami a
védeckymi institucemi je kliCova pro vyménu informaci, vyzkum a vytvareni

mezinarodnich standardi (Abrunhosa et al,, 2010, Bayman & Baker, 2006).

Evropska komise stanovila v navaznosti na smérnici rady 2002/32/ a s ohledem
na doporuceni Komise 2006/576 a 2016/1319 orientatni hodnoty pro OTA
v doplnkovych a kompletnich krmivech (viz tab. 3).

Na zakladé rtznych pristupt byly odhadnuty riizné drovné tolerovaného prijmu
pro clovéka. Spole¢ny vybor expertii FAO/WHO pro potravinarska aditiva (JECFA)
odhadl provizorni tolerovany tydenni prijem (PTWI) OTA na 100 ng/kg télesné
hmotnosti (14,3 ng/kg télesné hmotni/den). Evropsky urad pro bezpecnost
potravin (EFSA) stanovil tolerovany tydenni prijem pro OTA na 120 ng/kg télesné
hmotnosti (17 ng/kg télesné hmotnosti/den) (EFSA, 2010, FAO/WHO, 2008).
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Maximalni limity pro OTA v rlznych potravinidch jsou stanoveny v Narizeni
komise (EU) 2023/915 (viz prilohy tab. 8) o maximalnich limitech nékterych
kontaminujicich latek v potravinach a o zruSeni narizeni (ES) ¢. 1881/2006.
Narizeni nezahrnuje Zadné regulacni limity pro OTA v mase a masnych vyrobcich.
V navaznosti na posledni aktualizaci narizeni Komise (EU) 2022/1370, kterym se
méni narizeni (ES) ¢. 1881/2006, pokud jde o maximalni limity ochratoxinu A
v nékterych potravinach, vyzvala Evropska komise kdalSimu monitorovani

piitomnosti OTA u syrt a Sunek (EK, 2023, EK, 2022).

Nékteré zemé EU, napriklad Italie, Dansko, Polsko, Estonsko, Rumunsko a
Slovensko si stanovily vlastni maximalni limity pro jedlé vnitinosti, maso a masné
vyrobky (viz tab. 4). DalSi evropské zemé, ani kontinent Ameriky ¢i Asie nestanovily
maximalni povolené mnoZzstvi OTA nebo aflatoxinli v masnych vyrobcich (Tolosa,

2020, Vila-Donat et al., 2018, Pietruszka et al., 2017, Ministero della Sanita 1999) .

Tabulka 3: Orienta¢ni hodnoty pro OTA v krmivech

Krmivo OTA (mg/kg)
Obiloviny a vyrobky z obilovin 0,25
Krmné smeési pro:
Prasata 0,05
Dribez 0,1
Kocky a psy 0,01

(EFSA, 2023)

Tabulka 4: Narodni limity nékterych zemi EU

Stat Potravina Maximalni limit

(ng/g)
[talie veprové maso, vyrobky z veprového m 1
Dansko veprové ledviny 10
Polsko ZivociSné tkané (ledviny, jatra a svaly 5
Estonsko veprova jatra 10
Rumunsko veprové ledviny, jatra a maso 5
Slovensko maso 5

(Tolosa, 2020, Vila-Donat et al., 2018, Pietruszka et al., 2017, Ministero della Sanita, 1999)
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1.3.8 Analytické metody pro stanoveni OTA

vvvvvv

vzorku, extrakce a naslednda purifikace obsazenych analytli, separace a detekce.
Postup je zvolen dle predem vybrané analytické metody pro stanoveni OTA. Mezi
tradicni a vsoucCasné dobé nejCastéji pouzivané metody se radi vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC), vysokoucinna kapalinova chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) a enzymova imunoanalyza (ELISA) (Chen et
al, 2022, Malir et al,, 2016).

1.3.8.1  Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC byla vyvinuta koncem 60. let 20. stoleti a jedna se o béZnou metodu pro
monitorovani riznych mykotoxinii v potravinach a krmivech (schéma kapalinového
chromatografu viz obr. 4) (Chen et al., 2022). Jde o separac¢ni metodu, ktera vyuziva
rozdilné afinity latek vanalyzované smési k pevné (stacionarni) a tekuté fazi
(mobilni). Pevna faze je umisténa v koloné a slouZzi k zachyceni latek. Tekuta faze
prochazi kolonou pod vysokym tlakem, ktera obsahuje pevnou nepohyblivou fazi
(sorbent). Po nastiiku vzorku na kolonu jsou analyty rozdéleny na zakladé rtiznych
interakci s pevnou a kapalnou fazi a jsou identifikovany pomoci detektoru. Vyuzivaji
se riizné typy detektori, napt. fluorescencni detektor (FLD), detektor indexu lomu
(RID), hmotnostni spektrometrické detektory (MS), spektrofotometrické detektory
(UV/VIS). Adsorpcni schopnost riaznych vzorkli vpevné a kapalné fazi, vede
k riznym reten¢nim castim a plocham pik{, na zakladé, kterych je mozné analyt
kvantifikovat (Chen et al, 2022, Vlachou et al, 2022, Wacoo et al, 2014,
Van Egmond, 1991, Schweighardt et al., 1980).
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Obrazek 4: Schéma kapalinového chromatografu (Lukas Rejman 2024, vytvoreno v
BioRender)

1.3.8.2 Vysokouc¢inna Kkapalinova chromatografie s hmotnostni

spektrometrii (HPLC-MS)

Jedna se o spojeni HPLC vtandemu shmotnostnim spektrometrem (MS).
Hmotnostni spektrometrie je separacni a soucasné analyticka metoda. Spojeni LC-
MS umoznuje jednoznaCnou identifikaci mykotoxinu. Metodu lze pouzit ke
sledovani vice mykotoxinl najednou. HPLC-MS se vyznacuje vysokou citlivosti a

selektivitou (Rodriguez et al., 2012, Malir et al. 2003).

1.3.8.3 Enzymova imunoanalyza (ELISA)

ELISA je imunoenzymaticka reakce, ktera je zaloZena na vysoce specifické
vazebné reakci mezi antigenem (mykotoxinem) a protilatkou, u niz se méii mnozstvi
navazanych latek pomoci pridani enzymaticky znaceného antigenu nebo protilatky,
které se specificky vazou s antigenem nebo protilatkou. Specificka vazba antigenu
na protilatku vede k vysoké citlivosti a specificnosti metody ELISA (Chen etal., 2022,
Zadravec et al., 2020, Pestka et al.,, 1981). Imunoenzymatické metody mohou byt
kompetitivni nebo nekompetitivni (Malir et al., 2003). Pro stanoveni mykotoxint se

obvykle pouZiva kompetitivni ELISA, kdy dochazi ke kompetitivni reakci mezi
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cilovym analytem (mykotoxinem) a enzymem oznaCenym analytem, ktery je pridan
do vzorku. Cim vice je cilového analytu ve vzorku, tim méné se navaZe enzymem
oznaceného analytu na povrchové vazané protilatky a tim mensi je detekovatelny
signal (absorbance). Enzymova imunoanalyza je vhodna pro rychly screening

vétstho mnozstvi vzorkd (Wacoo et al., 2014, Zheng et al., 2006, Solti et al.,, 1997).
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1.4 SuSené Sunky

1.4.1 Historie

SuSena Sunka je tradi¢ni potravina, ktera si ziskala oblibu po celém svéte.
PrestoZze riazné zemé maji své vlastni pristupy kvyrobé, existuji spolecné
charakteristiky a technologie. Postup vyroby se v riznych c¢astech svéta miize liSit
v zavislosti na mistnich preferencich, surovinach a vyrobnich technologiich.
Historicky jsou suSené Sunky razeny mezi nejstarsi masné vyrobky. Maji dlouhou
historii sahajici do dob starych Rek. U% v roce 160 pt.n.l. byl popsan technologicky
zplisob suchého nasolovani kyt skosti, coz se vzasadé podoba postupiim
pouzivanym v dne$ni dobé. V obdobi cisai'stvi starych Rimant byla velké spotieba
suSenych Sunek castecné pokryta dovozem zprovincii z Francie, severniho
Spanélska a dnesni Belgie (Toldra, 2002, Kamenik, 2012). Také v Ciné existuje
starobyla tradice vyroby suSenych Sunek, snejproslulejSim vyrobkem Sunkou
Jinhua (Wang et al., 2021). SuSené Sunky se radi mezi nejdrazsi masné vyrobky. Je
kladen vysoky dlraz na kvalitu vstupni suroviny a dodrZeni spravného
technologického procesu. Tento typ masnych vyrobki je obecné povazovan za
typicky stredomorsky produkt, i kdyZ se vyrabi i mimo jiZni Evropu. Stredomorské
druhy suSené Sunky se vyznacuji suchym solenim a dlouhou dobou zrani (az 24
mésicli). Naopak severoevropské druhy Sunky suSené na sucho se vyznacuji uzenim
a naslednym kratkym zranim. Tradice spojend s exkluzivitou a narocnosti vyroby
dodava susenym Sunkam prestiz a vyjimec¢nost na trhu s masnymi vyrobky (Petrova

et al.,, 2015, Benedini et al., 2012).

1.4.2 Typy vzduchem susSenych Sunek

V Evropé patfi mezi nejznaméjsi typy vzduchem suSenych Sunek nékolik
specialit; parmska Sunka, znama téz jako Prosciutto di Parma, Prosciutto Crudo di
Parma nebo pak Prosciutto di San Daniele, Pancetta, originalni italska slanina ¢i
Coppa suSena krkovice plivodem ze severni Itdlie, reprezentuji jedny

z nejznaméjsich italskych delikates. Sunky Serrano a Iberico pochazejici ze

Spanélska, jsou rovnéz vyznamnymi zastupci ze svéta vzduchem susSenych Sunek,
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kdy se dlouholetd tradice a kvalita odrazZeji v téchto chutnych a aromatickych
masnych produktech. Dale pak napriklad Sunka Bayonne nebo Noir de Bigorre
z Francie (Petrova et al.,, 2015, Toldra, 2002). Vzduchem suSené Sunky maji své

tradicni nazvy (viz prilohy tab. 10).

1.4.3 Technologicky postup vyroby susenych Sunek

Pro vyrobu suSenych Sunek je dilezité udrZovat maso v co nejnizsi drovni
mikrobialni kontaminace. Doporucuje se 102-103/g nebo na cm?, hodnota pH by
méla byt v rozmezi 5,5-5,8 (Toldra, 2002). ZjednoduSené schéma postupu vyroby
(viz obr. 5). Po vybéru a klasifikaci syrového masa lze technologicky postup vyroby
vzduchem suSenych Sunek rozdélit do tri fazi: faze soleni, faze odpocinku
(vyrovnavani koncentrace aditiv - soli), kdy se Sunka zbavuje prebytecné vody a
vyroby, pri nichZz se vytvari predevSim chut konecného produktu. Délky
jednotlivych fazi se lisi v zavislosti na druhu suSené Sunky (Petrova et al., 2015,

Candek-Potokar & Skrlep, 2012, Toldra, 2002).

Vybér a klasifikace
syrového masa

\

Soleni a odpocinek

v

Suseni a zrani

v

Finalni produkt

Obrazek 5: Faze vyroby vzduchem susenych sunek (Lukas Rejman, 2024,
vytvoreno v BioRender)
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1.4.3.1 Faze soleni a odpocinku

Prvnim krokem pfri vyrobé suSenych Sunek je faze soleni, pripadné se pridavaji i
dalSi aditiva (koreni, askorbat). Po poraZce jsou Cerstvé narezané a ocCiSténé kyty
zasypany soli, kdy je pokryt cely jejich povrch. Rychlost diftize soli do masa je dana
koncentraci soli, tloustkou masa, pritomnosti bariér v mase (pojivova tkan) nebo
napriklad tim, jestli bylo maso predtim zmrazeno, coZ urychluje diftizi. MnoZstvi soli
a doba solenti se lisi u jednotlivych druhi susenych Sunek. Teplota béhem soleni je
obecné cca 0-5 °C. Existuje nékolik typl soleni; soleni na sucho, soleni lakem,
injektaZ laku do masa (Candek-Potokar & Skrlep, 2012, Kamenik, 2012, Toldr,
2002).

Po nasoleni nasleduje faze vyrovnavani, kdy je klicové dosahnout rovnomérného
rozloZeni aditiv v celém kusu masa a poklesu aw na 0,95 (¢im vyssi je hodnota aw,
tim vice je prostiedi vhodné pro rist bakterif a plisni). Tato ¢ast je klicova pro dalsi
kroky vyroby, protoZe je nezbytna pro stabilitu masa z mikrobiologického hlediska
(Kamenik, 2012). Uplna diftze soli do celého kusu masa trva obvykle 1-2 mésice,
v zavislosti na velikosti kusu masa, pH, pritomnosti intramuskularniho tuku a

teploté komory (Petrova et al,, 2015, Laureati et al., 2014, Toldra, 2002).

1.4.3.2 Faze suSeni a zrani

vvvvvv

vlhkosti. SuSilo se v mistnostech se suchymi klimatickymi podminkami, napriklad
ve Spanélskych horach, nebo vudoli Parmy ¢i Bayonne. Dnes suSeni probiha
v suSicich komorach, kde je automaticky pocitacem kontrolovana teplota, rychlost
proudéni vzduchu a relativni vlhkost. Aby byla dodrZena cirkulace vzduchu, nesmi
se jednotlivé kusy Sunky dotykat. Po dosazeni aw 0,95 mize byt produkt pifesunut
z chladirenskych teplot do prostor, kde se teplota pohybuje okolo 22-24 °C, aby
doslo k nastartovani enzymatické aktivity, poté je teplota opét sniZena na 16-18 °C

(Petrova etal., 2015, Kamenik, 2012, Toldra, 2002).

Délka trvani faze suSeni a zrani se lisi dle typu suSené Sunky. Pro suSené Sunky

suSené za sucha miiZe faze suSeni a zrani trvat 2-3 meésice, az 2-3 roky u
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nejkvalitnéjSich variant. BEhem suSeni klesa hmotnost masa, vyviji se chut’ a aroma
a méni se textura produktu. Ztrata vody zvysuje tuhost a krajitelnost suSené Sunky.

Postupnym suSenim klesa hodnota vodni aktivity (pod 0,89 aw) (Toldra, 2002).

v

ProdlouZenim doby zrani dochazi k vy$Simu stupni enzymatického rozkladu, coz
prispiva ke zlepsSeni chuti a viiné kone¢ného produktu, ¢imZ se zvySuje celkova

kvalita vzduchem suSené sSunky (Kadlec et al., 2012, Kamenik, 2012, Toldra, 2002).

v

Nejkvalitn€jsi susené Sunky se prodavaji celé s kosti nebo bez kosti. V obchodech
se vice setkavame s vykosténymi, na platky nakrajenymi suSenymi Sunkami, které
jsou poté vakuové baleny v ochranné atmosfére a distribuovany do obchodnich

retézcl (Toldra, 2002).
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2 Metodika

2.1 Pristroje a zarizeni

e kapalinovy chromatograf v sestavé Agilent 1260 Infinity II + 1260 Infinity II
fluorescencni detektor (Agilent, Santa Clara, CA, USA), zakoupen od HPST
s.r.o. (Praha, CZ);

e analytickd kolona (Kinetex C18, 2,6 um, 100 A, 50x2,1 mm) spojena
s predkolonou Security GuardTM (Phenomenex C18, 4x2 mm), zakoupena od
Chromservis s.r.o. (Praha, CZ);

e automaticka pipeta Gilson PIPETMAN (10-100 pl, 100-1000 pl, 1-10 ml),
zakoupena od Fisher Scientific, spol. s.r.o. (Pardubice, CZ);

e analyticka vaha KERN EW1500-2 (KERN & SOHN GmbH, DE), zakoupeno od
Fisher Scientific, spol. s.r.o. (Pardubice, CZ);

e centrifuga MPW 351e (MPW MED. instruments, PL) zakoupeno od Unimed
Praha s.r.o. (Praha, CZ;

e homogenizator A: Ultra-Turrax T 50 digital (IKA®-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, DE), zakoupeno od Fisher Scientific, spol. s.r.o. (Pardubice, CZ);

e homogenizator B: Ultra-Turrax T 10 basic (IKA®-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, DE), zakoupeno od Fisher Scientific, spol. s.r.o. (Pardubice, CZ);

e Reax Multi trepacka (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, DE), zakoupena
od Fisher Scientific, spol. s.r.o. (Pardubice, CZ);

e filtracni zatizeni s fritou Morton S3, primeér frity 40 mm (KAVALIER GLASS
a.s., Praha, CZ);

e zarizeni pro Fizeny pritok imunoafinitni kolonkou (Bakerbond), zakoupeno
od VWR (Stribrna Skalice, CZ;

e vyrobnik ultraCisté vody MicroPure UV (Thermo Scientific, Barnstead, USA)
zakoupeno od Fisher Scientific, spol. s.r.o. (Pardubice, CZ);

e ultrazvukova lazen FB15058 zakoupeno Fisher Scientific, spol. s.r.o.
(Pardubice, CZ);

e Kkoncentrator vzorki Evaterm (Ing. Hanus, Brno, CZ);
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Vortex 3 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE), zakoupeno od Fisher
Scientific, spol. s.r.o. (Pardubice, CZ);

horkovzdus$na susarna Heratherm OMH400 (Thermo Fisher Scientific, DE),
zakoupeno od Trigon-plus® (Praha, CZ);

mrazici box;

chladnicka.

2.2 Spotiebni material

Ochraprep® imunoafinitni kolonky (R-Biopharm, Glasgow, GB), zakoupeno
od Jemo Trading s.r.o. (Bratislava, SK);

filtracni papiry KA-2M zakoupeny od Papirna Pernstejn s.r.o., (Pernstejn,
CZ);

nylonové injekéni filtry (13 mm, 0,22 um), (Labstore, GB), zakoupeny od
HPST s.r.o. (Praha, CZ);

Spicky na pipety (200 pl, 1000 pl, 10 ml);

konické plastové zkumavky s uzavérem (50 ml);

injekéni strikacka (5 ml);

vialky (4 ml) a 1,5 ml se septem v kombinaci PTFE a silikonu;

kuchynska odmeérka;

plastové prkénko;

kuchynisky niiz;

kuchynska stérka;

uzaviratelné plastové krabicky (100 ml).
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2.3 Pouzité chemikalie

e acetonitril (C2H3N);

e ultracista voda (odpor vody >18,2 M{.cm pri 25 °C = 0,5 °C);

e methanol (CH30H);

e dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat (NaH2PO4-2H20);

e hydrogenfosforecnan disodny (NazHPO4);

¢ chlorid sodny (NaCl);

e standard OTA (Petromyces albertensis, 298%, HPLC) (Sigma-Aldrich spol.
s. T. 0. zakoupeno od VWR (Stribrna Skalice, CZ);

e ledova kyselina octova 100% (CH3COOH);

e Kkyselina chlorovodikova 37% (HCI);

e *RBS™ 35 (Carl Roth GmbH + Co. KG) zakoupeno od P-LAB a. s. (Praha, CZ).

Pouzité chemikalie byly vzdy v Cistoté HiPerSolf CHROMANORM®.

*RBS™ 35 je viceucelovy alkalicky myci prostredek, ktery je velmi ucinny i pri
nizkych koncentracich s vysokymi smacecimi a emulga¢nimi vlastnostmi. Tento
ucinny detergent, se vyuziva k dekontaminaci radioaktivnich a odpadnich proteinij,
lipiddi, oleji a vybranych mykotoxint. Pouziva se k ru¢nimu ¢isténi, maceni nebo
v ultrazvukové lazni. Je biologicky odbouratelny (Chemical Products R. Borghgraef

s.a., 2024).

2.4 Roztoky

2.4.1 Fosfatovy pufr (PBS)

Do odmérné banky o objemu 1000 ml bylo navaZeno na analytickych vahach
nasledovné: 0,62 g NaH;P04-2H:0, 2,271 g NazHPO4, a 9 g NaCl, poté byla barika

doplnéna ultracistou vodou, pH bylo upraveno kyselinou chlorovodikovou na 7,4.
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2.4.2 Mobilni faze

Mobilni faze byla sloZena ze dvou rozpoustédel A a B. Které byly kombinovany
vpoméru 40:60 (A:B). Rozpoustédlo A: acetonitril:kyselina octova, 99:1,

rozpoustédlo B: voda:kyselina octova, 99:1.

2.4.3 60% Acetonitril

Do bariky o objemu 1000 ml bylo odméreno 600 ml acetonitrilu a nasledné byla

banka doplnéna po rysku ultracistou vodou.

2.4.4 Elucniroztok

Elu¢ni ¢inidlo/roztok pro OTA byl pripraven v barice o objemu 100 ml. Do banky
byl odméren methanol a kyselina octova v poméru 98:2 (CH3OH:CH3COOH, 98:2
v/v).

2.4.5 Zasobniroztok OTA

Plivodni lahvicka standardu obsahovala 1000 pg pevného OTA, aby bylo mozZné
s OTA pracovat, byl rozpustén v5 ml methanolu. Kvantitativné byl roztok OTA
preveden do vétsi bariky o objemu 100 ml, k doplnéni byl pouZzit methanol. Takto
pripraveny zasobni roztok o koncentraci 10 pg/ml byl skladovan pri teploté -20

+ 0.5 °C. Za téchto podminek by mél byt OTA stabilni 1 rok.
2.4.6 Pracovniroztok OTA

Pracovni standardni roztok byl pripraven odpipetovanim 100 pl ze zasobniho
roztoku OTA do 25 ml barniky, k doplnéni byl pouZit methanol, aby se dosahlo objemu
25 ml. Pracovni standard o koncentraci 40 pg/l byl skladovan pri -20 £ 0.5 °C. Za
téchto podminek by mél byt stabilni 1 rok.

VSechny roztoky byly skladovany pri teploté 4 °C (= 0,5 °C), pred pouZitim
vytemperovany na teplotu laboratore 21 °C (+ 0,5 °C). Roztoky byly pripravené
v ultracisté vodé pomoci pristroje MicroPure UV (Thermo Scientific, Barnstead,

USA).
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2.5 PouZzité programy a software

e Microsoft® Excel, verze 2016, licence: predplatné Microsoft 365®,
(Microsoft Corporation, Washington, USA).

e Microsoft® Word, verze 2016, licence: predplatné Microsoft 365®,
(Microsoft Corporation, Washington, USA).

e Software Agilent OpenLab data (Santa Clara, Ca, USA), zakoupen od
spolecnosti HPTS s.r.o. (Praha, CZ).

2.6 Pozadavky na pracovni techniku

Pfi manipulaci s laboratornimi vzorky je nezbytné dodrZovat prisna pravidla a
postupy s cilem minimalizovat riziko sekundarni kontaminace mikroskopickymi
vlaknitymi houbami. To zahrnuje pouzivani vhodnych obald pro vzorky a
dodrzovani spravnych skladovacich podminek, které eliminuji moZnost sekundarni

kontaminace.

Pro zabranéni kontaminace mezi jednotlivymi vzorky, je nezbytné pravidelné
Cistit zarizeni pouzivana k homogenizaci (dezinfekce pomoci methanolu a nasledné
oplach destilovanou vodou). Homogenizaci vzorku je vhodné provadét ve
specialnich prostorach jako je digestor, ktera poskytuje izolované prostredi pro

minimalizaci kontaminace (Ski‘ehot, 2020, Skarkova, 2011).

Skladovani pripravenych zasobnich roztokii a zasobniho standardu musi byt
zajiSténo tak, aby nedochazelo k jejich znehodnoceni, coZ by mohlo mit zasadni vliv
na vysledek analyzy (Skarkova, 2011). Zasobni roztoky chemikalii byly skladovany
v chladnicce pri teploté 4 °C (% 0,5), zasobni roztok OTA byl skladovan v mrazicim

boxu pfri teploté 20 (+ 0.5 °C).

Manipulace se standardy vyZaduje pouzivani ochrannych pomiicek a dodrzovani
specifickych pracovnich postupli pro bezpecnou praci stoxickymi latkami a

karcinogeny.
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2.7 Cisténi skla - dekontaminace

Laboratorni sklo a ostatni pomticky (nddobi) kontaminované OTA byly
dekontaminovany v alkalickém roztoku RBS™ 35. Byl pripraven 2% roztok, pri
teploté 55 °C, do kterého bylo ponoteno veskeré laboratorni sklo a pomticky, které
byly po extrakci OTA pouzity. Takto byly v1azni ponofeny po dobu nejméné 30
minut. Po dekontaminaci bylo nadobi ponofeno do horké vody, kde bylo
mechanicky oplachnuto. Nakonec bylo nadobi ponofeno a oplachnuto v destilované

vodeé.

Nadobi bylo suSeno v susarné pri teploté 70 °C po dobu 45 minut. Poté bylo
peclivé oplachnuto methanolem. Po odpareni methanolu bylo ¢isté nadobi vraceno

do odpovidajicich uloznych prostor.

2.8 Princip metody

OTA je extrahovan ze vzorku suSené Sunky pomoci imunoafinitnich kolonek
(IAK). Jednotlivé IAK obsahuji gelovou suspenzi, na kterou jsou vazany
monoklonalni protilatky. Pokud je OTA ve vzorku pritomen, vaZe se na tyto
protilatky. IAK vyuzivaji specifické interakce protilatek a antigenu, diky cemuz pri
preciSténi extraktu pomoci IAK dochazi k minimalni ztraté analytu a maximalni
eliminaci interference. Ostatni latky zachycené v gelu jsou odstranény mycim
roztokem fosfatového pufru (PBS). Po promyti je OTA uvolnén z komplexu antigen-
protilatka pomoci elu¢niho ¢inidla - okyseleného methanolu (schéma viz obr. 6). Po
eluci zimunoafinitni kolony je OTA dale detekovan pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci (HPLC-FLD). Pro znazornéni

chromatografického méreni koncentrace OTA ve vzorku (viz prilohy Graf 1).
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Obrazek 6: Schéma IAK (Lukas Rejman 2024, vytvoieno v BioRender)
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3 Pracovni postup

3.1 Odbér, doprava a skladovani vzorki

Vroce 2023 bylo zakoupeno celkem 200 vzorkli susenych Sunek v riaznych
obchodnich Fetézcich vriznych méstech Ceské republiky. Viechny vzorky byly
riiznych $arzi a pochazely z nékolika statl EU, z Italie 92 vzorki (46 %), Spanélska
65 vzorki (32,5 %), Némecka 38 vzorki (19 %), z Francie 3 vzorky (1,5 %) a z Ceské

republiky 2 vzorky (1 %). Informace o testovanych vzorcich (viz prilohy tab. 9).

VSechny vzorky byly peclivé zaevidovany. Informace o kazdém vzorku
obsahovala nazev produktu, cenu, udaje o vyrobci, datum spotreby, misto nakupu a
Sarzi. Po dopraveni vzorki do laboratore bylo vSech 200 vzorkt radné uskladnéno

v mrazicim boxu pfi teploté -20 (= 0.5 °C).

Obrazek 7: Pivod zakoupenych Sunek (Lukas Rejman, 2024)
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3.2 Homogenizace

Prvnim krokem v pripravé vzorkl k analyze je homogenizace, tj. proces, pri
kterém se dosahne stejnomérného rozptyleni vSech slozek vzorku, mechanickym
rozbitim vétsSich ¢astic na mensi a jejich rovnomérnym rozmisténim v celém objemu
vzorku. ZamraZené vzorky suSenych Sunek byly vytemperovany na teplotu
laboratore a pokrajeny na sterilni podloZce. Pomoci homogenizatoru A byl kazdy
vzorek v kuchyniské odmérce diikladné rozmélnén, aby se tak promichali vSechny
jeho casti. Homogenni smés byla dvakrat po 5 g navaZena do kdnickych plastovych
zkumavek a oznacena prisluSnym cislem a pismenem dle abecedniho poradi (14,
1B). Zbytek homogenni smési slouZil jako rezervni vzorek. Rezervni vzorek byl
navazen do uzaviratelnych plastovych krabicek a oznacen prisluSnym cislem a
pismenem C (1C, 2C atd.), poté byl vzorek umistén do mraziciho boxu. Priimérna
hmotnost rezervniho vzorku byla 60 g. Zhomogenizované vzorky ve zkumavkach
byly vloZeny do igelitovych sacki, vzdy v dupletu (1A/1B, 2A/2B atd.) a byly

umistény do mraziciho boxu -20 °C ( 0.5 °C).

3.3 Uprava vzorki k analyze a extrakci

Extrakce a analyza vzorki byla provadéna v 15 sériich. Z toho trinactkrat po 12
vzorcich a dvakrat po 24 vzorcich (pozn. opakovani extrakce a analyzy vzorku ¢. 12,

162'a 163).

Extrakce OTA ze vzorkii vzduchem susSenych Sunek byla provedena

modifikovanou metodou OTA_PO_LC 01, SOP: T 78 (gkarkové, 2011).

Pred dal$im zpracovanim byly vZdy vzorky vytemperovany na laboratorni
teplotu 21 °C (£ 0,5). K separaci se pouZzivali zkumavky s oznacenim A. Ke kazdému
navazenému vzorku o hmotnosti 5 g bylo pridano 20 ml 60% acetonitrilu. Nasledné
byly vzorky homogenizovany pomoci homogenizatoru B po dobu 1 minuty pfri
11 000 otackach za minutu. Mezi kazdym vzorkem bylo zarizeni omyto destilovanou
vodou a methanolem. Sada vSech 12 vzorki byla protrepana na tiepacce po dobu 5

minut pii 1400 kmiti/minutu. Po tFepani byl jeSté kazdy vzorek centrifugovan pri
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3300 RCF po dobu 5 minut pri otackach 4500 za minutu. Nasledné byl vzorek
prefiltrovan na filtracnim zarizeni Morton s fritou (S3) s vlozkou z filtra¢niho papiru
KA-2M. Ziskany filtrat by mél byt Ciry, bez kalu. V pripadé€ zakalu, bylo potreba

vzorek znovu prefiltrovat.

Pred zahajenim prosavani na imunoafinitni kolonce, byly IAK vyjmuty z lednicky
a ponechany k temperaci pri laboratorni teploté 21 °C (+ 0,5 °C). Nasledné byly
instalovany na vakuové prosavaci zarizeni. Toto zarizeni umoZnilo regulované
protékani pufru kolonou, pricemz hladina nesméla klesnout pod horni uUroven

vrstvy gelu. Pufr obsaZeny v kolonkach prokapal do odpadni vanicky pod IAK.

Ziskany filtrat byl promichan na vortexu. Poté byly pipetou odebrany 4 ml vzorku
anadavkovany do zasobniku nad IAK. Ke vzorku bylo pridano 44 ml PBS pufru. Smés
filtratu a PBS pufru byla pomalu prokapana pres kolonku. Rychlost prokapavani
byla 1 kapka za sekundu. Po prokapani vzorku s PBS pufrem bylo do zasobni nadoby
pomoci pipety pridano jeSté 20 ml PBS pufru na promyti IAK. Po prokapani se kratce

prosal vzduch, aby se gel v IAK odvodnil.

OTA byl izolovan zkomplexu antigen-protilatka svyuZzitim elu¢ni smési
methanolu a kyseliny octové (98:2 v/v). Kuvolnéni OTA z komplexu slouZilo 1,5 ml
okyseleného methanolu. Elu¢ni ¢inidlo o objemu 1 ml, bylo pomalu prokapavano do
malé sklenéné vialky (o objemu 4 ml), nasledné byl filtrat znovu umistén na kolonku
a prosavan znovu, tento proces se opakoval celkem ctyrikrat. Na zavér eluce bylo
jesté jednou (celkem pétkrat se provadi prokapavani) prosato 0,5 ml cerstvého
elu¢niho c¢inidla, pro maximalizaci zisku analytu. Nasledovalo kratké prosati

vzduchem, abychom ziskali veSkerou kapalinu z IAK.

Vialka s eluatem byla umisténa do koncentratoru vzorkd, kde doslo k fizenému
zkoncentrovani vzorku. Vzorek byl zahrivan na 45 °C a za soucasného proudu
dusiku odparovan po dobu cca 60 minut. Poté co byl vzorek suchy, byl odparek
nasledné uloZen v chladnicce pfri teploté 4 °C (* 0,5 °C) aZ do provedeni analyzy

pomoci HPLC-FLD.

Pred provedenim analyzy HPLC-FLD byl odparek nejprve vytemperovan na

laboratorni teplotu a poté rozpustén na trepacce po dobu 5 minut v 0,5 ml mobilni
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faze. Dale byl vzorek vloZen ve vialce do ultrazvukové lazné na dobu 5 minut.
Obnoveny vzorek byl protlacen pomoci sterilni injek¢ni stiikacky pres membranovy

filtr do nové ¢isté 1,5 ml vialky s uzavérem.

Vzorky ve vialkach byly umistény do autosampleru HPLC-FLD a pres program

v pocitaci byla spusténa analyza.

3.4 Podminky stanoveni

Kapalinovy chromatograf byl uveden do provozu, aby systémem protekl
minimalné desetinasobek objemu analytické kolony, aby doslo k ustaleni podminek
na chromatografické koloné a detektoru. Pfi obsluze HPLC se postupuje dle navodu

pro méreni na kapalinovém chromatografu Agilent 1260 Infinity II.

Tabulka 5: Podminky stanoveni pro OTA

HPLC zaiizeni Agilent 1260 Infinity 11
Fluorescencni detektor 1260 Infinity II Fluorescenéni detektor
Analyticka kolona Kinetex C18, 2.6 pm, 100 4, 50 x 2.1 mm, p#i 30 °C
Predkolona Guard™ Phenomenex C18, 4 x 2.0 mm, pti 30 °C
Software Agilent OpenLab software CDS 2.5 software
HPLC pupmpa Kvarterni pumpa G7104
roztok A: voda : kyselina octova - 99 : 1
Mobilni fize roztok B: acetonitril : kyselina octova - 99:1
pomér 40 : 60
Objem nastriku 8 ul
Pritok 0,2 ml/min
Exitace 333 nm
Emise 465 nm
PMT 18
Utlum fluorescence 100 LU
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3.5 Kalibrace

3.5.1 Kalibracni rada

Byla provedena Sesti bodova kalibrace pouZzitim standardnich roztoki
pripravenych z pracovniho roztoku OTA, ktery byl zfedén v mobilni fazi. Roztoky
byly vytvoreny v Sesti kalibracnich urovnich 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 a 4,0 ng/ml. Pro
kazdy den analyzy byla pripravena nova kalibrac¢ni rada a slepy vzorek (mobilni

faze).

3.5.2 Slepy vzorek

Jako slepy vzorek byla pouZzita mobilni faze. Slepy vzorek (“blank“) se provadi
obecné kpodchyceni chyby vkomplexnim ramci vzorkovani a analytickych
stanovenich. SlouZi ke kontrole cCistoty chemikalii a postupu zpracovani. Pro kazdy
den analyzy byla pripravena nova kalibra¢ni rada a slepy vzorek . Byly pouzity vZdy

dva slepé vzorky pred kalibra¢ni radou a jeden po.

3.6 Validacni parametry

3.6.1 Retencni ¢as

Retencni ¢as OTA v daném chromatografickém systému byl stanoven na 5,52 +

0,05 min. Retencni cas byl urcen ze vSech mérenych vzorki.

3.6.2 Linearita

Linearita je chapana jako primkova zavislost mezi dvéma nahodnymi
proménnymi, kterymi jsou reakce pristroje (analyticky signal) a koncentrace
analytu. Pro hodnocenti linearity se vétSinou pouZziva korelacni koeficient. Tento
koeficient R? vyjadiuje miru zavislosti mezi dvéma proménnymi, nikoliv vSak nutné
linedrni vztah. Pro kontrolu kvality dat a hodnoceni linearity se miiZe pouzit
dodatecné QC koeficient. Maximalni hodnota pro QC koeficient byla stanovena na

3 % (udava se béznéi5 %) (Van Loco et al., 2002).
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Linearita byla ovérena sestrojenim Sestibodové kalibra¢ni ktivky, kdy byl OTA
nadavkovan v rozsahu 0,1 - 4,0 ng/ml. Pri validaci byl QC koeficient = 0,64 % a
korelacni koeficient R?2 = 0,9999. Lze tedy predpokladat, Ze kalibra¢ni krivka byla

linearni.

3.6.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD) odpovida koncentraci, pri které je analyticky signal statisticky
vyznamné odliSny od Sumu, zatimco mez kvantifikace (LOQ) odpovida koncentraci,
pri které je presnost stanoveni takova, Ze umoZiuje kvantitativni vyhodnoceni

(Armbruster & Pry, 2008, Ebel et al., 1987).

Mez detekce (LOD) byla stanovena na 0,03 ng/g a mez kvantifikace (LOQ) byla
0,10 ng/g. LOD a LOQ bylo vypocteno na zakladé vzorct dle IUPAC: LOD = 3;76 a pro

LOQ = 1(;—'6 ("o" predstavuje standartni odchylku deseti pik{i nejnizsiho kalibra¢niho

bodu 0,1 ng/g, a "b" predstavuje smérnici kalibracni krivky).

3.6.4 Opakovatelnost stanoveni

Relativni smérodatna odchylka (RSD) byla stanovena na 0,21 %. Opakovatelnost
stanoveni byla vypocitana zvysledkli Sesti nastfiki kazdého standardu pri

koncentracnich urovnich 0,1, 0,5 a 2 ng/ml.

AV v

3.6.5 Vytéznost

Vytéznost metody byla ovéirena pomoci spikovanych vzorkd. Do vzorki byly
pridany standardy v koncentracich 0,5 a 2,0 ng/g pred krokem extrakce a po kroku
separace na IAK do eluatu. Kazda koncentra¢ni droven byla mérena ve trech
opakovanich, celkem bylo tedy analyzovano 6 vzorki s pfidanym OTA pro kazdou

koncentraci. Vzorek bez pridavku OTA byl oznacen jako slepy vzorek.

Priimérna vytéZnost byla stanovena na 72,1 %, coz spliiuje Narizeni Komise (EU)
2023/2782 (provadéci narizeni ze dne 14. prosince 2023), kterym se stanovi
metody odbéru vzorkil a analyzy pro kontrolu mnoZzstvi mykotoxind v potravinach

a kterym se rusi narizeni (ES) ¢. 401/2006 (EK, 2023).
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3.6.6 Zpusob dohledani primarnich dat

Primarni data zjednotlivych méreni byla ziskana pomoci softwaru Agilent
OpenLab a nasledné zpracovana pomoci Microsoft Excel (verze 16) a Microsoft

Word (verze 16). Evidence vzorki byla vedena dle data a ¢isla vzorku.
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4 Vysledky

Z 200 vzorkil vzduchem susenych Sunek byla v 96 vzorcich zjiSténa pritomnost

OTA s koncentraci >L0Q (0,1 ng/g). To predstavuje 48 % z celkového poctu vzorkd.

Rozmezi koncentraci OTA bylo <LOD - 14,58 ng/g.

Tabulka 6: Vysledné koncentrace OTA ve vzorcich vzduchem suSenych Sunek

n° OTA (ng/g) n° OTA (ng/g) n° OTA (ng/g) n° OTA (ng/g) n° OTA (ng/g)
1 1,957 41 <LOD 81 <L0Q 121 <L0Q 161 <LOD
2 <LOD 42 0,795 82 <LOD 122 0,694 162 <L0Q
3 0,281 43 <L0Q 83 <LOD 123 13,638 163 0,458
4 <L0Q 44 0,651 84 0,303 124 0,21 164 <L0Q
5 <LOD 45 <L0Q 85 0,295 125 <L0Q 165 0,143
6 0,413 46 <L0Q 86 0,15 126 <L0Q 166 0979
7 0,759 47 0,176 87 <L0Q 127 <L0Q 167 3,755
8 0,36 48 0,281 88 <LOD 128 <L0Q 168 0,119
9 <L0Q 49 <LOD 89 <L0Q 129 <L0Q 169 0415
10 0,116 50 <L0Q 90 0,527 130 <LOD 170 0531
11 <L0Q 51 0,47 91 <L0Q 131 4,04 171 <L0Q
12 <L0Q 52 1,336 92 0,437 132 0,335 172 4,083
13 <LOD 53 0,552 93 0579 133 6,842 173 <L0Q
14 <L0Q 54 <L0Q 94 0322 134 0,181 174 <L0Q
15 0,734 55 <L0Q 95 <L0Q 135 0,136 175 0,129
16 <L0Q 56 1,571 96 0,813 136 <L0Q 176 <LOD
17 8,668 57 <LOD 97 <L0Q 137 0,121 177 3,51
18 05 58 <LOD 98 0254 138 1,035 178 <L0Q
19 <LOD 59 0,848 99 <L0Q 139 <L0Q 179 0,702
20 0,151 60 <LOD 100 <L0Q 140 <L0Q 180 0,537
21 <LOD 61 <L0Q 101 8,38 141 0,104 181 2,682
22 0,686 62 <L0Q 102 <L0Q 142 <LOD 182 0,727
23 0,466 63 <L0Q 103 14,585 143 0,803 183 8,082
24 0,812 64 0,315 104 0,877 144 <LOD 184 1,565
25 <L0Q 65 <L0Q 105 0,548 145 <L0Q 185 <L0Q
26 <LOD 66 <LOD 106 0,26 146 <L0Q 186 <LOD
27 0,118 67 <L0Q 107 0,114 147 <LOD 187 <L0Q
28 <LOD 68 <LOD 108 <L0Q 148 6,35 188 3,351
29 0,333 69 0,714 109 <L0Q 149 0,214 189 <L0Q
30 <L0Q 70 <LOD 110 <LOD 150 0,149 190 <LOD
31 <LOD 71 2,481 111 <LOD 151 0,595 191 0,439
32 <LOD 72 <L0Q 112 <LOD 152 <L0Q 192 <L0Q
33 0,119 73 0,756 113 <LOD 153 0,174 193 <LOD
34 0,33 74 <L0Q 114 4,807 154 <L0Q 194 2,724
35 0,409 75 <L0Q 115 0,108 155 0,466 195 <L0Q
36 <LOD 76 <L0Q 116 0,224 156 <LOD 196 0963
37 <LOD 77 <L0Q 117 1,098 157 0,235 197 0,136
38 <LOD 78 <L0Q 118 3,343 158 <L0Q 198 <L0Q
39 <L0Q 79 3,026 119 0,748 159 0,183 199 <L0Q
40 0,387 80 <L0Q 120 <LOD 160 0,11 200 <LOD

n? = ¢islo vzorku

hodnoty >L.0Q (0,1 ng/g) jsou vyjadieny Ciselné

hodnoty <L.OD = <L.OD (<0,03 ng/g),

hodnoty mezi LOD a LOQ = <LOQ
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Tabulka 7: Statistické zpracovani dat ve vzorcich susenych Sunek

n n+! n+1(%)  Aritmeticky Median 90% percentil  Rozsah
primér (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
200 96 48 0,74 £ 1,94 0,05 1,57 <L0OQ - 14,58

n = pocet vzorkl
n+! =vzorky s koncentraci >LOQ

n+! (%) = vzorky s koncentraci >LOQ v procentech

Pozn. Pro statistické zpracovani byl pouzit pristup ,middle-bound®, takZe vSechny vzorky

s koncentraci <LOQ byly vyhodnoceny jako %2 LOQ (Mihalache & Dall’Asta, 2023).
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5 Diskuze

Tato prace byla zamérena na stanoveni OTA ve vzorcich vzduchem suSenych
$unek, které jsou bézné dostupné v obchodnich fetézcich v CR. Stanoveni OTA bylo
provadéno pouze v Sunkach, které byly vyrabény vysSe popsanymi postupy, jsou
suSeny jen vzduchem a nejsou zadnym dal$Sim zpilisobem korenény, piipadné
douzovany at uz teplym ¢i studenym vzduchem, béhem jejich technologického
procesu vyroby. Byl zaznamenam znalny pocet suSenych Sunek, které byly
kontaminovany OTA. Témét v poloviné (48 %) vSech vzorkd (200) byla zjisténa
koncentrace OTA prekracujici stanoveny limit kvantifikace (LOQ = 0,1 ng/g).
Kontaminace mezi jednotlivymi vzorky vykazovala znacnou variabilitu. Rozmezi

jednotlivych koncentraci OTA bylo <LOD - 14,58 ng/g.

Existuje cela rada studii, které se zabyvaji problematikou vyskytu OTA
v suSenych Sunkach a jinych masnych produktech. Nicméné neni priliS mnoho
studii, které se zabyvaji problematikou prirozené kontaminovanych vzduchem
suSenych Sunek, v jeji vnitini vrstvé. V obchodech prodavané susené Sunky obsahuji
témér vylucné vnitini ¢ast masa.

Ve studii v Italii vroce 2002 (Chiavaro et al., 2002) bylo provedeno stanoveni
OTA v Sunkach pomoci HPLC-FD a fluorometrické metody. Bylo testovano celkem
42 vzorki z 11 zpracovatelskych podniki. Extrakce OTA byla provedena z libové
casti masa z 0,5 cm hlubokého rezu. Pro HPLC byl LOD=0,04 ng/g, pro fluorometr
LOD = 0,7 ng/g. Testovani probéhlo ve dvou etapach, kdy v prvni etapé bylo
testovano 21 vzorkil (6 mésicl zrani) a ve druhé etapé 21 vzorki (12 mésict zrani).
Touto metodou bylo detekovano 83 % (35/42) pozitivnich vzorkd, fluorometrickou
metodou 62 % (26/42) pozitivnich vzorki. Celkem v 64,2 % (27) analyzovanych
vzorcich byla hladina OTA nizsi, neZ je italsky narodni limit. U 14 vzorkd se
koncentrace OTA pohybovala v rozmezi 1,0 - 2,0 ng/g. Ve studii byly primérné
hodnoty kontaminace 1,01 a 1,26 ng/g pro HPLC-FLD a fluorometrickou metodu. Pri
porovnani stouto diplomovou praci jsou priimérné hodnoty vyssi, zde byla

primérna naméiend hodnota koncentrace OTA 0,74 ng/g.
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Také Toscani et al. (2007) provedli stanoveni OTA ve vzduchem suSenych
masnych vyrobcich pomoci HPLC-FLD. Testovali celkem 10 suSenych Sunek
z italského trhu, pricemz pouze 5 vzorki lze porovnavat s touto praci (zbylych 5
proslo procesem uzeni). Byly mezi sebou porovnany vzorky odebrané z vnéjsi i
vnitrni vrstvy. LOQ byl stanoven na 0,06 ng/g. LOD byl stanoven na 0,02 ng/g Ve
vnitfnich vrstvach byla namérena koncentrace OTA vrozmezi <LOD-1,52 ng/g
(celkem dva vzorky >L0OQ). Ve vnéjSich vrstvach bylo rozmezi koncentraci OTA
<LOD-7,28 ng/g (celkem 3 vzorky >L0OQ). Primérnd naméiend koncentrace byla
1,96 ng/g. Ackoliv se jedna o pomérné malou sadu vzorkd, je zfejmé, Ze koncentrace
OTA u vnéjsi vrstvy jsou nékolikanasobné vétsi neZ u vnitini vrstvy, coz odpovida i
jinym studiim (Dall’Asta et al., 2010). Porovnani nejvétSich namérenych koncentraci
OTA ve vnitrni vrstvé Ize udélat (1,52 ng/g vs 14,58 ng/g), namérena hodnota v této
diplomové praci je témér 10x vyssi neZ v italskeé studii. Rozdilna koncentrace OTA
ve vzorcich miiZe byt dana jinou dobou zrani u jednotlivych typi suSenych Sunek,

kdy Ize oCekavat vyssi koncentrace OTA u déle zrajicich typi.

Vroce 2010 v dalsi italské studii Dall’Asta et al. (2010) provedli stanoveni OTA
pomoci HPLC-FLD v Cerstvém mase, salamech a suSenych Sunkach z prasat kterym
byla podavana davka OTA v krmivu a v Sunkach z obchodnich fetézct, které byly
prirozené kontaminované. Svym rozsahem je prace nejpodobnéjsi této. Oproti
piredchozim studiim, se zabyvala nejvétsim poctem vzorkl (110 vzorkl susenych
Sunek), které byly zakoupeny na italském trhu. Hlavnim cilem prace bylo posouzeni
zplisobli kontaminace, proto se prace velkou casti zabyva stanovenim OTA ve
vzorcich (masa, saldmech a suSenych Sunkach) od prasat, které byly zamérné
krmeny kontaminovanym krmivem na subchronické urovni. Pro porovnani jsou
vhodné pouze vysledky zprirozené kontaminovanych suSenych Sunek (110
vzorkl). Extrakce byla provedena pomoci IAK Ochraprep® a analyza na HPLC-FLD
stejné jako v této praci. Valida¢ni parametry pro stanoveni OTA byly nasledujici;
LOQ = 0,3 ng/g a LOD = 0,1 ng/g. V celkem v 84 vzorcich byla ve vnéjsi vrstvé
naméiena kontaminace OTA s primeérnou koncentraci OTA 0,98 ng/g. Ve vniti'ni
vrstvé byla zjiSténa pritomnost OTA u 32 vzorkd, s primérnou koncentraci OTA
0,24 ng/g. Maximalni namérena koncentrace OTA ve vnitini vrstvé byla 4,66 ng/g,
ve vnéjsi 12,5 ng/g. I pres to, Ze primérna koncentrace OTA ve vzorcich byla pod

italskym narodnim limitem, pfitomnost vzorkd, které vykazovaly vysokou urovei
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kontaminace, poukazuje na velky vyznam hygienické kontroly v potravinarskych
podnicich. NejvyS$si namérenou koncentraci OTA ve vnitini vrstvé (4,66 ng/g) lze
porovnat s hodnotami v této praci, u 3 vzorkd byla hodnota obdobna v rozmezi

4,04- 4,8 ng/g (vzorek 114,131, 172).

V EU je Spanélsko jednim z majoritnich producentii su$enych $unek. Ve studii ze
Spanélska Rodriguez et al. (2012) testovali metodou HPLC-MS akumulaci OTA
v suSené Sunce iberijského typu. Vzorky byly odebrany z jejiho povrchu a z hloubky
0,5 cm vSestém mésici zrani (celkova doba zrani obvykle 24 mésicli). Bylo
analyzovano celkem 20 vzorkil s valida¢nimi parametry; LOQ = 3 pg/kg, LOD = 1
ug/kg. U celkem 50 % vzorkll (z vnéjSich i vnitfnich vrstev) byla naméfena
koncentrace >LOD. Primérna naméirend hodnota u vzorki z vnitfni vrstvy byla
témeér 22x vysSsi nez v této praci, nicméné pro lepsi statistické porovnani by byl
potieba vétsi pocet vzorkl. Koncentrace OTA namérené ve vnitini vrstvé byly
vrozmezi 2,0-28,4 pg/kg, maximalni namérena hodnota byla témér 2x vyssSi nez

v této praci. Je ale potieba brat v potaz jinou metodu stanoveni - HPLC-MS.

Ve studii Pleadin et al. (2015) byl stanovovan aflatoxin B; a OTA v tradi¢nich
masnych produktech z trhu a chorvatskych domacnosti. Pro srovnani s touto praci
bylo relevantni stanoveni koncentrace OTA pouze i istrijskych suSenych Sunek,
které byly jako jediné suSené na vzduchu a bez dalSich uprav (uzeni apod.) Testovani
zahrnovalo 25 vzorki susenych Sunek. Celkem bylo pozitivnich 20 % vzork (5/25)
s nejvys$Si namérenou koncentraci 9,42 ng/g. Ze vSech praci byla v chorvatské studii
primérna hodnota kontaminace OTA 0,78 ng/g nejpodobnéjsi této praci

s primérnou kontaminaci OTA 0,74 ng/g.

V portugalské studii Rodrigues et al. (2019) bylo cilem zjistit kontaminaci u
cerstvych a suSenych masnych vyrobki u vepiového, ovciho a koziho masa a urcit
houby potencionalné zodpovédné za tuto kontaminaci. Pro srovnani s touto praci
bylo relevantnich celkem 96 vzorkl (veprové kyta 20-25 mésicli zrani - 47 vzorkd,
veprova plec 13-15 mésicli zrani - 9 vzorkt a veprova plec 13-15 mésicli zrani - 40
vzorkl). Detekce probéhla pomoci HPLC-FLD, modifikovana metodika dle Chiavaro
et al. (2002). Valida¢ni parametry byly nasledujici; LOD = 0,3 ng/g, LOQ = 0,9 ng/g.
Bylo zjisténo, Ze 29 % ze vzorkil suSenych Sunek na sucho bylo kontaminovano OTA,

z toho 21 % vice nez 1 ng/g. Je dlleZzité si uvédomit, Ze pocCet kontaminovanych
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vzorkl by byl pravdépodobné mnohem vyssi, kdyby LOQ bylo stejné jako v této
diplomové praci (0,1 ng/g), coZ opét poukazuje na vysokou miru kontaminace

suSenych Sunek OTA.

Z provedené studie vyplyva, Ze suSené Sunky béZné dostupné v obchodnich
fetézcich v Ceské republice vykazuji pomérné vysokou miru kontaminace OTA.
Vysledky této prace lze srovnavat s poznatky zjinych studii. Pri porovnani
s dostupnymi daty zItalie, Spanélska, Chorvatska a Portugalska se naméiené
koncentrace OTA v této diplomové praci pohybuji vrozmezi hodnot zjisténych

v

v jinych studiich. Nicméné v nékterych pripadech byly naméreny i mnohem vySsi
koncentrace, coz miiZze byt ddno typem metody a jeji citlivosti, dobou zrani u
jednotlivych typl susenych Sunek nebo typem vzorku (vnéjsi/vnitini ¢ast suSené
Sunky). Existuje i fada dalSich studii, které se zabyvaji stanovenim koncentrace OTA
v mase a masnych produktech, které byly zamérné inokulovany za ucelem zjisténi
mnozstvi OTA. Tyto prace vSak nelze srovnavat, protoZe v této praci se jedna pouze

o prirozenou kontaminaci.

Ackoliv zatim v Evropské Unii neni stanoven maximalni povoleny hygienicky
limit pro maso a masné vyrobky, jsou tyto vysledky znepokojujici vzhledem

k hygiené a bezpecnosti potravin.
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Zaver

V této diplomové praci jsou predstaveny vysledky stanoveni OTA ve vzorcich
suSenych Sunek. Byly testovany riizné typy susenych Sunek pochazejici ze zemi EU.
Celkem bylo testovano 200 vzorkii zakoupenych vroce 2023. Stanoveni bylo
provedeno analytickou metodou HPLC-FLD pouze v prirozené kontaminovanych
suSenych Sunkach, které jsou vakuové baleny a prodavany v obchodnich retézcich
v CR. Pritomnost OTA byla detekovdna v 96 vzorcich (48 %) s priimérnou
nameérenou koncentraci OTA 0,74 ng/g. Maximalni namérena koncentrace OTA
dosahovala az 14,58 ng/g. Pti srovnani vysledki s italskym narodnim limitem, ktery
je 1 ng/g, byl tento limit prekrocen u 24 vzork(, coz predstavuje 12 % vSech
zkoumanych vzorki. Jesté znepokojivéjsi je fakt, Ze pravé 14 ztéchto susSenych
Sunek je italského plivodu, coz je zhlediska hygieny a bezpecnosti potravin

alarmujici.

Vysledky ukazuji, Ze vzduchem susené Sunky mohou predstavovat potencionalni
zdroj OTA vnasi stravé. Konzumace téchto masnych vyrobkd miize prispivat
k vy$Simu dietarnimu privodu OTA spolu s jinymi vyznamnymi zdroji. Data ziskana
béhem studie zdlraznuji naléhavou potirebu zavést regulacni limity pro OTA v mase
a masnych vyrobcich v celé Evropské unii. Tyto limity by mély byt v souladu

s nejnoveéjsimi védeckymi poznatky o rizicich OTA pro lidské zdravi.

V reakci na vyzvu Evropské komise k monitorovani OTA v syrech a suSenych
Sunkach, poskytuje tato prace prinosna data, a vzhledem kjejimu rozsahu a
zaméreni pouze na vzduchem susSené Sunky se tato diplomova prace odliSuje od
dosavadnich studii. V soucasné dobé se Evropska komise ve Vyboru pro zemédélské
kontaminanty zabyva zavedenim cileného monitorovaciho programu zaméreného
na Sunky a zdroven projednava navrhy na zavedeni maximalniho limitu OTA
v Sunkach. Tato studie mize poslouzit jako zaklad pro budouci diskusi o stanoveni

regulacnich limitd pro OTA v mase a vyrobcich z masa.
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Prilohy

Tabulka 8: Maximalni limity OTA v potravinach

Maximalni
Cislo Potraviny limity OTA
(ng/kg)
1.2.1. SuSené ovoce
SuSené hrozny révy vinné (korintky, rozinky a sultanky) a
1.2.11 v e 8
suSené fiky
1.2.1.2 Ostatni suSené ovoce 2
1.2.2. Datlovy sirup 15
Pistacie, jeZ maji byt pred uvedenim na trh pro kone¢ného
1.2.3. spotrebitele nebo pred pouZitim jako sloZka potravin 10
vytridény nebo jinak fyzikalné oSetreny
Pistacie uvadéné na trh pro konecného spotrebitele nebo
1.2.4. - irrs y . 5
urcené k pouziti jako slozka potravin
1.2.5. SuSené byliny 10
1.2.6. Koreny zazvoru (suSené) pro pouZiti v bylinnych cajich 15
Koreny proskurniku 1ékarského (suSené), koreny
pampeliSky (smetanky) (suSené) a kvéty pomerancovniku
1.2.7. v i o ST A 20
(suSené) pro pouziti v bylinnych ¢ajich nebo nahrazkach
kavy
Slunecnicova semena, dynova semena, semena melounu
1.2.8. . . e 5
(vodniho), konopna semena, s6jové boby
1.2.9. Nezpracovana zrna obilovin 5
Vyrobky pochazejici z nezpracovanych zrn obilovin a
1210 obiloviny uvadéné na trh pro konec¢ného spotrebitele, 3
77 kromé vyrobkd uvedenych v bodech 1.2.11.,1.2.12,, 1.2.13,,
1.2.23,,1.2.24.
1.2.11. Pecivo, svacinky z obilovin a snidaniové cerealie
12111 Vyrobky neobsahuji olejnata semena, ofechy nebo susené 2
e ovoce
Vyrobky obsahujici nejméné 20 % susSenych hroznt révy
1.2.11.2 o v o1 eno 4
vinné a/nebo susSenych fikl
12113 Ostatni vyrobky obsahuji olejnatd semena, orechy nebo 3
e suSené ovoce
1.2.12. Nealkoholické sladové napoje 3
PSenicny lepek neuvadény na trh pro kone¢ného
1.2.13. Y 8
spotrebitele
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Maximalni

Cislo Potraviny limity OTA
(ng/kg)
Prazena kavova zrna a mletd praZena kava, kromé vyrobki
1.2.14. 3
1.2.15
1.2.15. Rozpustna kava (instantni kava) 5
1.2.16. Kakaovy prasek 3
1.2.17.  SuSené koreni, kromé produktii uvedenych v bodé 1.2.18 15
1218 Capsacium spp. (suSené plody, celé nebo mleté, vcetné chilli, 20
R mletého chilli, kajenského pepre a papriky)
Lékorice (Glycyrrhiza glabra, Glycyrrhiza inflata a dalsi
1.2.19.
druhy)
1.2.19.1 Koren 1ékorice (suseny), téZ jako slozka bylinnych ¢ajt 20
VytaZek z 1ékofrice pro pouZiti v potravinarskych vyrobcich,
1.2.19.2 o L g s 80
zejména v napojich a cukrovinkach
1293 Cukrovinky z 1ékorice obsahujici 2 97 % vytazku z lékorice v 50
o suSiné
1.2.19.4 Ostatni cukrovinky z 1ékorice 10
1.2.20. Vino (7) a ovocné vino 2
Aromatizované vino, aromatizované vinné napoje a
1.2.21. . Lo , 2
aromatizované vinné koktejly (8)
Hroznova Stava, hroznova stava z koncentratu,
1.2.29 koncentrovana hroznova stava, hroznovy nektar, hroznovy
77" mosSt a koncentrovany hroznovy most uvadéné na trh pro
konec¢ného spotrebitele
1.2.23. Obilné a ostatni prikrmy pro kojence a malé déti (3) 0,5
1.2.24.  Potraviny pro zvlastni 1é¢ebné ucely urcené pro kojence a 05

malé déti (3)

(Utedni véstnik Evropské unie, 2023)
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Tabulka 9: Informace o testovanych vzorcich

. Datum Hmotnost
Vzorek Sarze Mésto
spotireby (2)
1 Lot. Nr:FA2306702 06.06.2023 Horice 100
2 L:2305700003 17.06.2023 Horice 150
3 L.1230792002 18.06.2023 Horice 90
4 22308626 05.06.2023 Horice 100
5 L:2302500075 10.05.2023 Horice 80
6 2300011Q 20.04.2023 Horice 80
7 L:2305700003 17.06.2023 Jicin 150
8 Lot. Nr: FA2308102 20.06.2023 Jicin 100
9 22308626 05.06.2023 Jicin 100
10 Lot. Nr: FA2306702 06.06.2023 Nova Paka 100
11 L:2305700003 17.06.2023 Nova Paka 150
12 22308626 05.06.2023 Nova Paka 100
Hradec Kralové,
13 23010000062 10.04.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
14 L.1430680001 07.06.2023 70
Brnénska
Hradec Kralové,
15 23000EHH 09.04.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
16 24131674 13.06.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
17 22308626 05.06.2023 100
Brnénska
Hradec Kralové,
18 Lot. Nr: FA2307403 13.06.2023 100

Brnénska
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. Datum Hmotnost
Vzorek Sarze Mésto
spotireby (2)
Hradec Kralové,
19 L:2305700003 17.06.2023 150
Brnénska
Hradec Kralové,
20 170332561 12.06.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
21 170332565 12.06.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
22 Lot. Nr: FA2308102 20.06.2023 100
Brnénska
Hradec Kralové,
23 170423403 21.05.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
24 23000GXY 07.05.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
25 23086000574 10.06.2023 90
Brnénska
Hradec Kralové,
26 L1430260601 26.04.2023 70
Brnénska
27 23110576 05.08.2023 Hradec Kralové, Kukleny 70
28 16.06.2023 Hradec Kralové, Kukleny 80
Hradec Kralové,
29 R01220T 05.05.2023 70
Adalbertinum
30 2306500026 20.05.2023 Hradec Kralové, Brezhrad 90
31 143081101 20.06.2023 Hradec Kralové, Brezhrad 70
32 2306000072 30.05.2023 Hradec Kralové, Brezhrad 80
33 11430861301 25.06.2023 Hradec Kralové, Brezhrad 70
34 23000]DS 28.04.2023 Hradec Kralové, Slezské 80
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. Datum Hmotnost
Vzorek Sarze Mésto
spotireby (2)
Hradec Kralové,
35 23000JCT 28.04.2023 80
Akademika B.
Hradec Kralové,
36 23505563 24.04.2023 100
Akademika B.
Hradec Kralové,
37 L 02361154 26.05.2023 100
Akademika B.
Hradec Kralové,
38 170448945 29.06.2023 80
Brnénska
39 23086000575 10.06.2023 Hradec Kralové, Brezhrad 90
Hradec Kralové,
40 23000LDB 28.05.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
41 2306000072 30.05.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
4?2 L: 1430861201 25.06.2023 70
Brnénska
Hradec Kralové,
43 L.1430811201 20.06.2023 70
Brnénska
44 L. 1430861301 25.06.2023 Jicin 70
45 2307200026 27.05.2023 Jicin 90
46 2306000072 30.05.2023 Jicin 80
47 23000NFE 19.05.2023 Jicin 80
48 23110584 22.05.2023 Jicin 100
49 L.02361522 09.06.2023 Jicin 100
50 L:2302500075 10.05.2023 Chrudim 80
51 170423403 30.05.2023 Litomysl 80
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. Datum Hmotnost
Vzorek Sarze Mésto
spotireby (2)
52 Lot. Nr: FA2308102 20.06.2023 Litomysl 100
53 170423403 30.05.2023 Vysoké Myto 80
54 Lot. Nr: FA2306702 06.06.2023 Vysoké Myto 100
Hradec Kralové,
55 2309000013 14.06.2023 90
Brnénska
56 23.06.2023 Hradec Kralové, Kukleny 80
57 L: 2307800003 30.06.2023 Jicin 240
58 L: 2307200205 30.06.2023 Jicin 70
Hradec Kralové, Orlice
59 23410554 10.08.2023 70
Park
Hradec Kralové, Orlice
60 02.06.2023 80
Park
Hradec Kralové, Orlice
61 20.07.2023 80
Park
Hradec Kralové, Orlice
62 23109562 29.07.2023 100
Park
Hradec Kralové,
63 L: 1430970701 06.07.2023 70
Brnénska
Hradec Kralové,
64 170423403 18.06.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
65 L: 2307800003 30.06.2023 240
Brnénska
Hradec Kralové,
66 L: 2307200205 30.06.2023 70

Brnénska
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. Datum Hmotnost
Vzorek Sarze Mésto
spotireby (2)
Hradec Kralové,
67 170379379 27.07.2023 90
Brnénska
Hradec Kralové,
68 Lot. Nr: FA2311004 19.07.2023 100
Brnénska
Hradec Kralové,
69 23000NDK 19.05.2023 80
Akademika Bedrny
70 09.06.2023 Hradec Kralové, Kukleny 80
71 23114597 02.09.2023 Hradec Kralové, Kukleny 70
72 04.08.2023 Hradec Kralové, Kukleny 80
Hradec Kralové,
73 23000PXS 25.06.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
74 2311000013 04.07.2023 90
Brnénska
Hradec Kralové,
75 L: 1431170301 26.07.2023 70
Brnénska
Hradec Kralové,
76 2307400073 13.06.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
77 Lot. Nr: FA2311607 25.07.2023 100
Brnénska
Hradec Kralové,
78 L: 230001 14.01.2024 240
Brnénska
79 23317627 25.09.2023 Horice 250
80 L: 2303300033 18.05.2023 Horice 80
81 L300652 06.07.2023 Horice 90
82 16.06.2023 Horice 90
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. Datum Hmotnost
Vzorek Sarze Mésto
spotireby (2)
83 7631221801 16.07.2023 Horice 80
84 23000RUS 23.06.2023 Horice 80
85 23000NFM 24.05.2023 Horice 80
86 7531012301 26.06.2023 Hradec Kralové, Aupark 80
87 L 300760 20.07.2023 Hradec Kralové, Aupark 90
88 17.06.2023 Hradec Kralové, Aupark 90
89 23117526 22.09.2023 Hradec Kralové, Aupark 250
Hradec Kralové,
90 L: 1430861301 25.06.2023 70
Brnénska
Hradec Kralové,
91 L: 1430811101 20.06.2023 70
Brnénska
Hradec Kralové,
92 170423403 02.07.2023 80
Brnénska
93 23000LDB 28.05.2023 Hradec Kralové, Birezhrad 80
94 23000RUS 23.06.2023 Hradec Kralové, Slezské 80
95 L 300982 17.08.2023 Hradec Kralové, Slezské 100
Hradec Kralové,
96 L. 02414230 15.06.2023 100
Akademika B.
Hradec Kralové,
97 23213536 12.06.2023 100
Akademika B.
Hradec Kralové,
98 23000RUS 23.06.2023 80
Akademika B.
Hradec Kralové,
99 L. 300982 18.08.2023 100
Akademika B.
100 7531012301 26.06.2023 Hradec Kralové 80
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. Datum Hmotnost
Vzorek Sarze Mésto
spotireby (2)
101 2305200054 21.06.2023 Hradec Kralové 80
102 23000LDB 28.05.2023 Hradec Kralové 80
103 Lot. Nr: FA2311607 25.07.2023 Hradec Kralové Vita N. 100
104 L.1231181301 27.07.2023 Hradec Kralové Vita N. 90
105 L: 230001 14.01.2023 Hradec Kralové Vita N. 240
106 170423403 23.06.2023 Hradec Kralové Vita N. 80
107 L: 2307800003 30.06.2023 Hradec Kralové Vita N. 70
Hradec Kralové Orlice
108 23509545 03.08.2023 100
Park
Hradec Kralové Orlice
109 23515559 14.09.2023 70
Park
Hradec Kralové Orlice
110 11.08.2023 80
Park
Hradec Kralové Orlice
111 02.06.2023 80
Park
112 L. 300852 01.08.2023 Hradec Kralové Aupark 90
113 L: 2305800051 12.06.2023 Hradec Kralové Aupark 80
114 66312200 16.07.2023 Hradec Kralové Aupark 100
115 L. 300982 18.08.2023 Chlumec 100
116 23000RUS 23.06.2023 Chlumec 80
117 170423403 02.07.2023 Chlumec 80
118 Lot. Nr: FA2311607 25.07.2023 Chlumec 100
119 23000RRA 23.06.2023 Novy Bydzov 80
120 L. 300982 18.08.2023 Novy Bydzov 100
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. Datum Hmotnost
Vzorek Sarze Mésto
spotireby (2)
121 Lot. Nr: FA2311004 19.07.2023 Novy Bydzov 100
122 170423403 23.06.2023 Novy Bydzov 80
123 L.1231181301 27.07.2023 Novy Bydzov 90
124 11.08.2023 Hradec Kralové, Kukleny 80
125 23515559 14.09.2023 Hradec Kralové, Kukleny 70
Hradec Kralové,
126 L. 300982 17.08.2023 100
Akademika B.
Hradec Kralové, Eduarda
127 7631221901 16.07.2023 80
Benese
Hradec Kralové, Eduarda
128 L.301028 23.08.2023 90
Benese
Hradec Kralové, Eduarda
129 16.06.2023 90
Benese
Hradec Kralové, Eduarda
130 091280423B 27.07.2023 90
Benese
Hradec Kralové, Eduarda
131 L: 680174992 24.06.2023 100
Benese
Hradec Kralové, Eduarda
132 L: 2305900045 13.06.2023 80
Benese
Hradec Kralové, Eduarda
133 66312200 16.07.2023 100
Benese
Hradec Kralové,
134 L1431170301 26.07.2023 70
Brnénska
Hradec Kralové,
135 23117000163 11.07.2023 90

Brnénska
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. Datum Hmotnost
Vzorek Sarze Mésto
spotireby (2)
Hradec Kralové,
136 L.1431321101 10.08.2023 70
Brnénska
Hradec Kralové,
137 2310200062 11.07.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
138 5608469 19.07.2023 80
Brnénska
139 25.08.2023 Hradec Kralové, Kukleny 80
140 23111554 12.08.2023 Hradec Kralové, Kukleny 100
141 23417579 26.09.2023 Hradec Kralové, Kukleny 70
142 16.06.2023 Hradec Kralové, Kukleny 80
143 L.1431321101 10.08.2023 Jicin 70
144 2308800147 27.06.2023 Jicin 80
145 2311000013 04.07.2023 Jicin 90
146 23319552 31.07.2023 Jicin 100
147 L. 02445778 30.07.2023 Jicin 100
148 Lot. Nr: FA2312505 03.08.2023 Jicin 100
149 5620228 30.07.2023 Jicin 80
150 2313000035 24.07.2023 Hradec Kralové, Birezhrad 90
151 23000QFN 25.06.2023 Hradec Kralové, Birezhrad 80
152 L.1431170301 26.07.2023 Hradec Kralové, Birezhrad 70
153 2308800147 27.06.2023 Hradec Kralové, Birezhrad 80
154 L.1431521001 30.08.2023 Hradec Kralové, Birezhrad 70
Hradec Kralové,
155 2313000035 24.07.2023 90

Brnénska
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. Datum Hmotnost
Vzorek Sarze Mésto
spotireby (2)
Hradec Kralové,
156 23000QFN 25.06.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
157 L.1431521001 30.08.2023 70
Brnénska
Hradec Kralové,
158 L: 1431520901 30.08.2023 70
Brnénska
Hradec Kralové,
159 2310800061 17.07.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
160 Lot. Nr: FA2312505 03.08.2023 100
Brnénska
161 L 070623 04.12.2023 Pardubice 100
162 2311600044 24.08.2023 Pardubice 80
163 24152231 14.08.2023 Pardubice 80
164 72740156 01.08.2023 Pardubice 100
165 19R230222 21.08.2023 Pardubice 75
166 230008V] 18.07.2023 Pardubice 80
167 L: 2355779070 28.07.2023 Pardubice 100
168 7631221801 16.07.2023 Pardubice 80
169 23518527 05.10.2023 Pardubice 250
Hradec Kralové,
170 23000XAR 05.08.2023 80
Brnénska
Hradec Kralové,
171 Lot. Nr: FA2313203 10.08.2023 100
Brnénska
Hradec Kralové,
172 170423403 13.08.2023 80

Brnénska
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. Datum Hmotnost
Vzorek Sarze Mésto
spotireby (2)
Hradec Kralové Orlice
173 23515547 14.09.2023 100
Park
Hradec Kralové Orlice
174 23417579 26.09.2023 70
Park
Hradec Kralové Orlice
175 08.09.2023 80
Park
Hradec Kralové Orlice
176 11.08.2023 80
Park
Hradec Kralové Orlice
177 239146 03.09.2023 70
Park
178 Lot. Nr: FA2313801 16.08.2023 Litomysl 100
179 170423403 19.07.2023 Litomysl 80
180 L.301131 06.09.2023 Litomysl 90
181 L: 680177449 29.07.2023 Litomysl 100
182 24142094 13.07.2023 Litomysl 80
183 L: 2315700145 03.12.2023 Litomysl 80
184 66311702 11.07.2023 Litomysl 100
185 23518527 05.10.2023 Litomysl 250
186 7631221901 16.07.2023 Ceska Trebova 80
187 L.301131 06.09.2023 Ceska Trebova 90
188 11.07.2023 Ceska Tiebova 90
189 091280423B 27.07.2023 Ceska Trebova 90
190 L: 2307500044 29.06.2023 Ceska Trebova 80
191 23117526 22.09.2023 Ceska Trebova 250

76



. Datum Hmotnost
Vzorek Sarze Mésto
spotireby (2)
192 7631221801 16.07.2023 Hradec Kralové 80
193 2312900061 06.09.2023 Hradec Kralové 80
194 230008V] 18.07.2023 Hradec Kralové 80
Hradec Kralové, Vita
195 Lot. Nr: FA2313203 10.08.2023 100
Nejedlého
Hradec Kralové, Vita
196 170423403 13.08.2023 80
Nejedlého
197 23216564 17.09.2023 Litomysl 70
198 2311000013 04.07.2023 Vysoké Myto 90
199 L.1430970701 06.07.2023 Vysoké Myto 70
200 2309600047 05.07.2023 Vysoké Myto 80
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Graf 1: Chromatogram vzorku €. 118, spolu se standardem (2,0 ng/g) a blankem

Pozn. Vypocet koncentrace se musel délit 2, protoze se rozpoustél v 500 pl mobilni

faze a chromatogram odpovida tak 2 g vzorku.

Tabulka 10: Tradi¢ni ndzvy vzduchem susenych Sunek v rtiznych statech

Stat

Lokalni nazev

Belgium, Ghent

Bulgaria, Elena

China, Jinhua

China, Yunnan

France, Bayonne

France, Corsica

France, Hautes-Pyrénées
France, Pyrénées-Atlantiques
[taly

[taly

[taly, Carpegna

[taly, Perugia

[taly, Modena
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Ganda Ham

Elenski But

Jinhua Ham

Xuanwei ham

Jambon de Bayonne
Jambon sec de Corse
Jambon Noir de Bigorre
Jambon du Kintoa
Prosciutto crudo Saint Marcel
Crudo di Cuneo
Prosciutto di Carpegna
Prosciutto di Norcia

Prosciutto di Modena



Stat

Lokalni nazev

[taly, Parma

[taly, San Daniele Del Friuli
[taly, Veneto

Portugal

Portugal, Barrancos
Portugal, Campo Maior
Portugal, Santana da Serra
Slovenia

Slovenia, SeZana

Spain

Spain

Spain

Spain, Caceres

Spain, Galicia

Spain, Jabugo

Spain, Portugal

Spain, Portugal

Spain, Portugal

Spain, Teruel

Spain, Salamanca
Spain, Serén

Spain, Travélez

Spain, Cordoba

United Kingdom, Wales

Prosciutto di Parma

Prosciutto di San Daniele
Prosciutto Veneto Berico-Euganeo
Presunto

Presunto de Barrancos
Presunto de Campo Maior e Elvas
Presunto de Santana da Serra
Vipavski prsut

Kraski prsut

Jamon Serrano

Jamon ibérico de cebo

Jamon ibérico de cebo de campo
Dehesa de Extremadura

Lacon Gallego

Jabugo

Jamon ibérico de bellota

Jamon Ibérico

Jamoén 100 ibérico de bellota
Jamoén de Teruel

Guijuelo

Jamon de Serén

Jamon de Trevélez

Los Pedroches

Carmarthen Ham
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) _ ) pridani 10 ml 60%
cely vzorek susené e, homogenizace homogenizovany navazeny vzorek
pokrajeny vzorek L acetonitrilu
$unky (homogenizator A) vzorek (52

ﬂ‘ "":'i';(
5 #—.7‘" -

prosati 4 ml filtratu a 44 ml

PBS pres IAK

Wi

homogenizace

tfepani (5 min) centrifugace (5 min) filtrace (s vyuzitim vakua)  promichani filtratu

(homogenizator B) l

[EIRSASES . sl

promyti IAK s 20 ml PBS eluce okyselenym odpafieni vzorku
methanolem (1,5 ml) pomoci dusiku (45 °C)

znovu rozpusténi filtrace pres
v 0,5 ml mobilnf faze membranovy filtr

Obrazek 8: Schéma extrakce a separace pied HPLC-FLD analyzou
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