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Abstrakt

Cilem bakalatské prace bylo vyhodnoceni pfitomnosti aflatoxinu M1 (AFM1) v mléce
Vv zavislosti na ro¢nim obdobi. Stanoveni AFM1 v bazénovych vzorcich syrového
kravského mléka bylo provedeno ve étyfech rocnich obdobich roku 2022 u 172 vzorki
mléka z 30 farem. Byla pouzita testovaci souprava Charm MRL AFM1 (Charm), ktera
umoziiuje kvantitativni stanoveni AFMI1. Nejvyssi zastoupeni vzorkl, u kterych
byl AFM1 detekovan, bylo pozorovano v podzimnim obdobi (18,6 %), nejnizsi v let-
nim obdobi (9,4 %). Z celkového poctu 172 analyzovanych vzorki byly pouze
dva vzorky s hodnotou piesahujici MRL Evropské unie (tj. 0,05 pg/kg). Primérny ob-
sah AFM1 v mléce za rok 2022 ¢inil 0,0037 pg/l.

Klicova slova: mléko, bazénové vzorky mléka, kvalita mléka, aflatoxin M1, ro¢ni ob-

dobi

Abstract

The aim of the bachelor thesis was to evaluate the presence of aflatoxin M1 (AFM1)
in raw cow's milk, depending on the season. In four terms of 2022, the determination
of AFML1 in 172 bulk milk samples from 30 farms was carried out. The Charm MRL
AFML1 test kit (Charm), which allows the guantitative determination of AFM1, was
used. The highest proportion of samples in which AFM1 was detected was observed
in the autumn (18.6 %), and the lowest in the summer (9.4 %). Only two samples had
a value above the MRL of the European Union (i.e. 0.05 pg/kg). The average content
of AFM1 in milk for the year 2022 was 0.0037 pg/1.

Keywords: milk, bulk milk, milk quality, aflatoxin M1, season
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Uvod

Miéko je vyznamnou slozkou lidské vyzivy. Je zdrojem dilezitych zivin nezbytnych
pro organismus, jako jsou bilkoviny, tuky, vitaminy a mineralni latky. Tyto nutrienty
maji velky vyznam pro udrzeni zdravého rastu, stavbu kosti ¢i zubt.

Jednim z aspektt negativné ovlivitujicich kvalitu mléka je pfitomnost kontaminu-
jicich latek, mezi néz se zarazuji i mykotoxiny. Vyskyt mykotoxinti v zemédélskych
produktech a jejich skodlivé ucinky na ¢loveka a zvitrata nejsou zalezitosti poslednich
nekolika let, ale provéazely producenty a konzumenty rostlinnych produktii od nepa-
méti. V potravinovém fetézci se piavodni mykotoxin mize piemeénit na jiné toxické
slouceniny a dostat se ke spotfebiteli. Nazornym ptikladem je vyskyt aflatoxinu
M1 v mléénych vyrobcich, ktery je disledkem pfitomnosti aflatoxinu B1 v krmivu.

Kontaminaci krmiv plisnémi a nasledné tvorbé toxinu vSak neni mozné v zemé-
délské vyrobé zcela zamezit, proto je velmi dulezita pravidelna kontrola kvality Kr-
miv, ale také kontrola pfitomnosti mykotoxinti v zemédé€lskych produktech a potravi-
nach.

Cilem této prace je vyhodnoceni pfitomnosti aflatoxinu M1 v mléce v zavislosti

na ro¢nim obdobi.




1 Literarni prehled
1.1 Mykotoxiny a jejich vyskyt

Dle Miraglia et al. (2004) jsou povazovany mykotoxiny za jedny z nejstarSich pfic¢in
onemocnéni vyvolanych konzumaci kontaminovanych potravin/krmiv u lidi i zvifat.

Jednéa se o mimoradné vyznamné sekundarni metabolické produkty plisni pred-
stavujicich skupinu biotoxind, tj. toxint pfirodniho ptivodu. Vyskytuji se predevsim
na rostlinach a produktech, jez jsou z nich vyrabény. Lze je klasifikovat jako primarni
kontaminanty neboli takzvané exogenni latky, které se netvoii pfirozené¢ v samotné
suroviné nebo potraviné (Matissek, 2020).

Mikroskopické vlaknité houby (plisn€, mikromycety) produkujici mykotoxiny
se mohou vyvijet témeft na jakémkoli pevném nebo tekutém nosici, pokud jsou splnény
ptiznivé podminky prostiedi. [ kdyz dojde k rychlému ristu urcité plisné na substratu,
nemusi to nutn¢ znamenat, ze dochéazi k produkci mykotoxinti. Nicméné¢ skutecnost,
ze je v daném prostiedi velké mnozstvi plisni, znamena také vétsi pravdépodobnost
vzniku velkého mnozstvi mykotoxind (Bhat et al., 2010; Battilani et al., 2012; Cam-
pagnollo et al., 2016).

Mikroskopické vlaknité houby mohou pii vhodnych teplotnich a vlhkostnich pod-
minkach kontaminovat zemédélské komodity jak béhem piedskliziiové piipravy
(na poli), tak po sklizni pti skladovani, prepravé a zpracovani. Negativnim dusledkem
je produkce jiz zminénych mykotoxini (Bhat et al., 2010).

Mezi chemickymi $kodlivinami v potravinach hraji mykotoxiny mimotadné dile-
zitou roli. Jak uvadi Eskola et al. (2020), vice nez 25 % zemédé€lské produkce je kon-
taminovano mikromycetami. Dosud bylo identifikovano asi 400 riznych mykotoxint,
ale pouze asi 20 z nich, syntetizovanych riznymi druhy hub, ptedstavuje vyznamné
se fadi Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria a Claviceps. Tabulka 1.1 zna-

zornuje vybrané druhy plisni a jejich metabolity.




Tabulka 1.1: P¥iklady nejvyznamnéjSich mykotoxini

Rod Druh Mykotoxiny

Aspergillus parasiticus Aflatoxiny B1, B2, G1, G2
Aspergillus spp. Aspergillus flavus Aflatoxiny B1, B2
Aspergillus ochraceus Ochratoxin A
Fusarium sporotrichoides T-2 toxin

Fusarium spp. Fusarium graminearum Deoxynivalenol, zearalenon

Fusarium moniliforme Fumonisin B1

Penicillium spp. Penicillium verrucosum Ochratoxin A

Zdroj: Velisek a Hajslova (2009)

Mykotoxiny byly nalezeny v celé fadé rostlinnych produktii (ryze, pSenice, zito, jec-
men, kukufice, sdja, Cirok, ofechy, kofeni), zivo¢isSnych produkti (mlécné vyrobky,
maso, vejce), potravin (pecivo, téstoviny, snidafiové cerealie), napoju (ovoce, stavy
a pyré, pivo a vino) a krmiv (Paterson et al., 2009; Bhat et al., 2010).

Charakter a mnozstvi produkovanych mykotoxint jsou plné¢ ovlivnény druhem
produkéniho organismu a vzajemnym pusobenim ruznych faktort, jako je naptiklad
typ substratu, dostupné ziviny, vlhkost suroviny, aktivita vody, teplota, vihkost vzdu-
chu, zralost plisfiovych kolonii, biologicka konkurence, fyzické poskozeni substratu
v disledku ¢innosti hmyzu (obrazek 1.1). Kontaminace potravin mykotoxiny se tedy
muze lisit v zavislosti na zemépisné poloze, podminkach pii vyrobé a zpusobu sklado-

vani, jakoz i na druhu potraviny (Paterson et al., 2009).
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Obrazek 1.1: Faktory ovliviiujici vyskyt mykotoxinii v potravinach a krmivech (dle Patersona

a Limy, 2010)

1.1.1 Vliv mykotoxinii na lidské zdravi

Mykotoxiny jsou zndmé Sirokou Skéalou negativnich ucinkt na lidsky i zviteci organis-

mus. Tyto mohou nastupovat bud’ akutné, v ptipadé vysokych piijatych davek a vést

napf. k poskozeni ledvin ¢i jater, nebo maji chronicky charakter. Dlouhodobé plisobeni

mykotoxind muize vést k zavaznym poskozenim na urovni bunék, mutagennim a kar-

cinogennim u¢inkim (tabulka 1.2) (Koppen et al., 2010).

Tabulka 1.2: Piehled nejvyznamnéjsich mykotoxiniu a jejich biologické ucinky

Mykotoxin Zkratka Toxické ucinky
Aflatoxiny AF hepatotoxické, karcinogenni
Ochratoxin A OTA hepatotoxické, nefrotoxické
Fumonisin FB hepatotoxické, neurotoxické
Zearalenon ZEN estrogenni, teratogenni
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Deoxynivalenol DON hepatotoxické, mutagenni
T-2 toxin T-2 hepatotoxické, mutagenni, strumigenni

Citrinin CIT hepatotoxické, nefrotické
Patulin PAT hepatotoxické, mutagenni, teratogenni

Zdroj: Sirbu et al (2020)

1.1.2 Legislativa pro mykotoxiny v potravinach a krmivech

Vzhledem k tomu, Ze v nékterych zemich je mnoho lidi dlouhodob¢ vystaveno vyso-

kym hladindm mykotoxint ve strave, snazi se evropska legislativa sjednotit maximalni

limity mykotoxinli v potravinach a krmivech pro vSechny cleny Evropské unie

a tim zavazat vSechny zemé¢ ke spoleénym pravidlim (Durakovi¢ et al., 2010).

Evropska unie ma striktni piedpisy tykajici se povoleného mnozstvi mykotoxinii

a aflatoxinu M1 v potravinach a krmivech (tabulka 1.3). Tyto limity jsou stanoveny

dle:

e NARIZENI KOMISE (ES) ¢&. 1881/2006, kterym se stanovi maximalni limity

nékterych kontaminujicich latek v potravinach. Uiedni véstnik Evropské unie

L 364/5.

e NARIZENI KOMISE (ES) & 1126/2007, kterym se méni nafizeni

ES €. 1881/2006, kterym se stanovi maximalni limity n¢kterych kontaminuji-

cich latek v potravinach, pokud jde o fusariové toxiny v kukufici a vy vyrob-

cich z kukufice.

e NARIZENI KOMISE (EU) ¢&.  165/2010, kterym se méni

zeni (ES) ¢.1881/2006, kterym se stanovi maximalni limity nékterych konta-

minujicich latek v potravinach, pokud jde o aflatoxiny.

e NARIZENI KOMISE (EU) ¢& 105/2010, kterym se méni

zeni (ES) ¢. 1881/2006, kterym se stanovi maximalni limity nékterych konta-

minujicich latek v potravinach, pokud jde o ochratoxin A.

e NARIZENI KOMISE (EU) & 594/2012, kterym se

natizeni (ES) ¢. 1881/2006, pokud jde o maximalni limity kontaminujicich la-

tek ochratoxinu A, PCB bez dioxinového efektu a melaminu v potravinach.

e NARIZENI KOMISE (ES) &. 1881/2006, kterym se stanovi maximélni obsah

nékterych kontaminantd v potravinach, stanovi limity pro obsah a uréeni

ochrannych opatieni pro aflatoxin M1 (AFM1) v mléce a mlécnych vyrobcich.
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Obecné se regulacni organy pokouseji stanovit takové limity, které minimalizuji
riziko nepfiznivych zdravotnich u€inkii a zdroven umoziiuji ur¢itou miru nevyhnutelné

kontaminace (Lee a Ryu, 2017).

Tabulka 1.3: Limity pro mykotoxiny stanovené dle Evropské unie

Druh Potravina/krmivo ML (pg/kg)
Aflatoxin B1 Obiloviny a obilné produkty 2-10
Aflatoxin B1 Kofeni 5-15
Aflatoxin B1 Krmné suroviny 0,02

Aflatoxin B1, B2, G1, G2 Obiloviny a obilné produkty 4
Aflatoxin B1, B2, G1, G2, M1 Détska vyziva 0,10
Aflatoxin M1 Mléko a mlécné produkty 0,05
Citrinin Potravinarské ptisady 200
Deoxynivalenol Obiloviny 750
Fumonisin B1 Nezpracovana kukufice 4000
Fumonisin B2 Kukufice pro pfimou konzumaci 2000
Ochratoxin A Hrozny, hroznovy most, vino 2
Ochratoxin A Zrna kavy a kéavové produkty 5
Ochratoxin A Obiloviny, mouka a pecivo 3-10
Patulin Ovoce a ovocné stavy 50
T-2 toxin Obiloviny 100

ML = maximalni limit

V USA reguluje obsah mykotoxintl v potravinach a krmivech Ufad pro kontrolu po-
travin a 1é¢iv (FDA). FDA stanovi limity pro rizné typy mykotoxint ve vyziveé lidi
a zvirat a kontroluje jejich dodrzovani (tabulka 1.4). Tyto limity jsou stanoveny na za-
klad¢ védeckych studii a posouzeni rizik. Jejich cilem je chranit zdravi spottebitelti

(Dohlman, 2003; Barac, 2019).
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Tabulka 1.4: Limity pro mykotoxiny stanovené Uradem pro kontrolu potravin a 1é¢iv

Druh Ukel ML (pg/kg)
_ Pro potravinaisky pramysl 0-40
Aflatoxin B1, B2, G1, G2, M1
Pro krmivatsky primysl 0-1000
Pro potravinarsky pramysl 0-50
Ochratoxin A
Pro krmivatsky primysl 0-1000
) Pro potravindisky pramysl 500-2000
Deoxynivalenol
Pro krmivaisky prumysl 5-10000
Patulin Pro potravinaisky prumysl 0-50
o Pro potravinaisky pramysl 0-1000
Fumonisin
Pro krmivaisky primysl 5000-50000

ML = maximalni limit

Zdroj: Dohlman (2003); Barac (2019)

1.2 Aflatoxiny

V roce 1959 se ve Velké Britanii objevila na farmach ve vychodni Anglii zcela vyji-
mecnd udalost, pii které béhem velmi kratké doby doslo k vyraznym uhyntm v kratich
chovech. Toto onemocnéni bylo nazyvano kriti nemoci X (Turkey "X" disease). Tato
nemoc se projevovala zejména poSkozenim jaterniho parenchymu a proliferaci epitelu
ZluCovych cest (Malit a Ostry, 2003). Divodem téchto ztrat byl toxin v krmivu, které
obsahovalo arasidovou moucku. AraSidova moucka je vyznamnou surovinou bohatou
na bilkoviny. Pouziva se jako slozka krmnych smési a do Evropy je dovazena z tro-
pickych a subtropickych zemi. V téchto oblastech je zvyseny obsah toxinu dusledkem
ptiznivych podminek pro rist plisni, které produkuji aflatoxin (Allcroft a Canaghan,
1963). O nékolik let pozdé&ji byla v USA evidovana nahla epidemie jaterniho karci-
nomu pstruht, ktera souvisela s kontaminaci krmiva aflatoxiny (Bennett a Klich,
2003).

Studie provedené Blountem (1961), Asplinem a Carnaghanem (1961), které se za-
jimaly o etiologii patologickych ptiznaku, odhalily, ze aflatoxiny byly pfitomny v né-
kolika produktech se silné rozvinutou plisni. Pomoci atomové absorpéni spektroskopie
(AAS) se prokazalo, ze arasidové moucky dovezené z Brazilie intenzivné fluoresko-
valy v ultrafialovém svétle v dusledku piitomnosti plisné Aspergillus flavus. Prudce

jedovaté metabolity byly oznaceny jako aflatoxiny (AF). Diilezitym milnikem byl rok
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1963, kdy byly spolu s AFB2 a AFG2 detekovany také znamé AFB1 a AFG1 (Be-
tina, 1990). Dle Patocky (2004) jsou tak nazyvany proto, ze pti chromatografickém
rozboru vznikaji na tenké vrstvé skvrny, které fluoreskuji modie (blue), a skvrny, které
se zbarvuji zelené (green).

Naékazy se neobjevovaly jen u zvirat. Prvni epidemie aflatoxikézy u lidi byla re-
gistrovana v roce 1974 ve vice nez 150 vesnicich v severozdpadni Indii (Bennett
a Klich, 2003). Pii tomto incidentu se u vice nez nékolika stovek lidi zacaly projevovat
piiznaky otravy a postiZzeni jater spojené se zloutenkou, jez jsou jednim z hlavnich
pfiznakll spojovanych s AF. Nanasledky tohoto onemocnéni zemielo vice nez
100 mistnich obyvatel. Po provedeném testovani na hladinu AF se potvrdila ptitom-
nost AFB1 v kukufici, kterou doty¢ni konzumovali (Bennett a Klich, 2003).

Malif a Ostry (2003) povazuji AF za bézné se objevujici v potravinach a krmivech
celosvétove a jsou patrné nejznaméjsimi a nejlépe védecky prozkoumanymi mykoto-

xiny.

1.2.1 Charakteristika a vznik AFM1

Aflatoxiny jsou hojné rozsifeny v horkych a vlhkych oblastech. Muzeme je nalézt
v celé fadé komodit (Siminek, 2004). Mezi nejvyznamnéjsi patii kukuiice, ¢irok, ara-
Sidy, pistaciové ofisky, obiloviny ¢i susené ovoce. Nalezneme je také v zivocisnych
produktech. Zde se jako ohnisko vyskytu uvadi svalovina, jatra, mléko ¢i mlécné pro-
dukty (Visnovsky, 1997).

Uvadi se, ze zhruba 1 az 3 % AF z potravin/krmiva jsou vstiebany do organismu
a krevnim ob&hem Se dostavaji do jater, kde jsou nevratné navazany na bilkoviny
a baze DNA. Tim dochazi k tvorbé aduktu DNA (DNA adduct; segment DNA napo-
jeny na chemickou latku). V disledku toho dochazi k aflatoxikoze. Symptomy hepa-
totoxického onemocnéni se mohou v pocatecnich fazich nemoci jevit jako anorexie,
malatnost a mirna horecka. Avsak pokud aflatoxiko6za piejde do potencialné smrtelné
akutni hepatitidy, mohou byt ptiznaky daleko t&ézsi. Jedna se naptiklad o zvraceni, bo-
lesti bficha a v neposledni fad¢ i o smrt. Mira imrtnosti pii akutni otravé se i ptes po-
skytnuti potfebné péce pohybuje od 25 do 40 % (Azziz-Baumgartner et al., 2005).

Aflatoxiny fadime do skupiny latek s malou molekulovou hmotnosti a rozdilnou
chemickou strukturou a vlastnostmi. Jsou rozpustné v roztocich, jakymi jsou napiiklad

methanol, chloroform a benzen. Mimo to pusobi pfi velmi nizkych koncentracich
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a jsou labilni pfi psobeni UV zafeni. AvSak jejich silnou strankou je vysoka stabilita
pti teplotach presahujicich 100 °C. Praveé z tohoto diivodu vykazuji maly nebo témer
zadny rozklad pfi peeni, prazeni a pasterizaci (Campagnollo et al., 2016).

Po chemické strance jsou AF spojovany s difuranokumariny. Dosud je znamo pfi-
blizn¢ 20 AF, z nichz ¢tyfi jsou uvadény jako nejvyznamnéjsi, prirozené se vyskytujici
latky, tj. AFB1, AFB2, AFG1 a AFG2. Jadro prvnich dvou sloucenin je zaloZeno
na kumarinu kondenzovaném s cyklopentanonem, v ptipad¢ zbylych dvou sloucenin
je misto cyklopentanonu organicka sloucenina 5,6-dihydropyran-2-on (VeliSek
a Hajslova, 2009).

Po poziti krmiva kontaminovaného AF dochazi k jejich metabolizaci v travicim
traktu a nasledné v jatrech. Produktem je zejména AFM1, ktery vznika z AFB1 hyd-
roxylaci a U dojnic mtize byt vylu¢ovan do mléka (EFSA, 2004; Jaiswal et al., 2018;
Marchese et al., 2018).

Vyskyt AFM1 zavisi na faktorech, jako je genetika zvitat, sezonni vykyvy, proces
dojeni a podminky prostfedi (EFSA, 2004; Igbal et al., 2015; Campagnollo et al.,
2016). Dle studii EFSA (2004) se uvadi, ze pokud skot pfijme v krmivu 2% obsah
AFBI1, bude nésledn¢ vylouc¢eno 1 % AFMI. Tyto hodnoty jsou specifické pro skot
s niz§i mlé¢nou uzitkovosti (tj. mlécna produkce <30 kg/den). Logicky tedy pii chovu
skotu s vyssi produkei, bude mnozstvi mlékem vylu¢ovaného AFM1 podstatné vyssi.
Uvadi se zhruba 6,2 %.

Kontaminaci AFM1 Ize zaznamenat v mléce po 12-24 hodinach od okamziku pr-
vého ptijmu AFB1. Vyskyt AFM1 v mléce je pfechodného charakteru a dosahuje ma-
ximalniho mnozstvi do druhého dne po pfijmu kontaminovaného krmiva. Vyluc¢ovani
je obvykle ukonéeno do 4 az 5 dnt po konzumaci (Dragacci et al., 1995).

Obrazek 1.2 znazornuje schéma kontaminace mléka AFM1.
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Obrazek 1.2: Schéma procesu kontaminace AFB1 a jeho transformace béhem cesty k zakazni-

kovi (Benkerroum, 2016)

1.2.2 Producenti aflatoxinii
Termin “aflatoxin” se odvozuje zkombinovanim slov "a" (rod Aspergillus), "fla" (druh
flavus) a vyrazu "toxin" (jed) (Nesbitt et al., 1962). Obecné jsou AF povazovany
za hlavni toxické metabolity vytvarené houbami, zejména nékterymi druhy rodu
Aspergillus, jako je naptiklad A. flavus, A. parasiticus a vzacny A. nomius.

Rod Aspergillus je jednim z nejstarSich pojmenovanych rodi hub. Pier Antonio
Micheli je vyznamnou osobnosti v historii mykologie a je ¢asto spojovan s rodem
Aspergillus, ktery byl jednim z jeho vyzkumnych z&jmii. Pojmenoval ho kviili tvarové
podobnosti s pomtickou pouzivanou fimskokatolickym duchovenstvem ke kropeni
svécenou vodou pii bohosluzbé, kterd se nazyvala "asperges" (Gibbons a Rokas,
2013). Druhy rodu Aspergillus byly identifikovany jako patogeny rostlin, hmyzu a zvi-
fat (Bertuzzi et al., 2014).

A. flavus
A. flavus je rozsifena vlaknita houba, ktera prorusta celou fadou plodin véetné ryze,

bavlny, arasidi a kukufice. Miize vyvolavat hnilobu klast u kukufice, hnilobu luski

16




U podzemnice olejné a hnilobu nebo Zlutou skvrnitost u bavlny. Primarni zptisob na-
kazeni A. flavus je disledkem sklerocia v pud¢, které vylucuje své konidie do ovzdusi
(Guchi, 2015).

Tento patogen je charakterizovan jako hemibiotrofni, tedy takovy, ktery vyuziva
dva typy parazitismu, kdy nejprve ziskava zasobni latky z zivych bun¢k a poté usmrti
hostitelskou bunku, ¢imz ziské potiebné slozky z odumtelé tkan€ (Guchi, 2015).

Tato pliseni obvykle infikuje kukufici prostfednictvim Siroce rozsifenych spor (ko-
nidii) (obrazek 1.3). Konidie kli¢i a kolonizuji povrch zrna v Sirokém rozmezi polnich
teplot a tizkém rozmezi vlhkosti. Po vykli¢eni se houba dostava do neporusenych se-
men tim, Ze roste na povrchu fapiku a klasku nebo pronika do spojeni listii a fapiki.
V této fazi jsou bunky velké, tenkosténné a siln€¢ vakuolizované. Houba miZe proris-
tat pres fapik (klas) do klasku skrze souvislé vzduchové prostory v téchto pletivech.
Hyfy b&Zné rostou ve viech embryonalnich pletivech, ale zejména v hlizach. Rada
studii uvadi, ze houba dava ptfednost kolonizaci embryonalniho pletiva pfed endosper-
mem. Houba je schopna rust pfi teplotach od 12 °C do 48 °C, nicméné¢ jako optimalni

teplota pro rist se uvadi 37 °C (Amaike a Keller, 2011).

(A) Sklickova kultura typického A. flavus ukazujici konidie vyrustajici z biseridlnich fialid (zvétSeni x200).

(B) Sklickova kultura izolatu A. flavus od pacienta vykazujici atypickou morfologii (zvétSeni x400).

Obrazek 1.3: Aspergillus flavus (A. flavus) pod mikroskopickym rozli§enim (Brandt et al., 2009)
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A. parasiticus

A. parasiticus je fytopatogenni organismus, ktery aktivné produkuje mykotoxiny,
véetné AFBI1, AFB2, AFG1 a AFG2. Tyto mykotoxiny jsou znamé svou silnou karci-
nogenitou, pii¢emz AFB1 je povazovan za asi nejsilnéjsi prirodni karcinogen. Tyto
houby najdeme bézné v pud¢, kde ptispivaji k rozkladu rostlinného materialu. Rovnéz
je najdeme v mistech, kde jsou uskladnény obiloviny, na kukufi¢nych polich nebo
plantazich arasida a baviniku. Kromé toho dokaze také druhotné kolonizovat lidi a zvi-
fata (Horn et al., 2009).

Konidie A. parasiticus maji ve srovnani s A. flavus tmavsi nadech zelené barvy,
vyrazn¢ krat$i konidiofory a jezkovité konidie (obrazek1.4) (Jesenskad, 1998).

Jedna se o nespecifikovany typ saprofyta, ktery ziie v symbioze s mrtvymi a 0d-
umfelymi latkami. Plodiny napada bud’ na poli, nebo po sklizni pfi susSeni, upravé
¢i skladovani (Diener, 1989). A. parasiticus je pfenasen vzduchem, ovSem rovnéz
bylo prokazano, ze se muze $itit i vlhkou pudou (Coppock et al., 2018). Tento orga-
nismus ma schopnost rozmnoZovat se pohlavné i nepohlavné, obvykle v§ak dochéazi k
nepohlavnimu rozmnozovani (Jesenska, 1998).

Pokud jde o symptomy u zvitat, A. parasiticus muze zpusobit poSkozeni jater
a imunosupresi. Dal§im viditelnym projevem je taktéz sniZzena spotieba krmiva. V ne-
posledni fadé je zde velké riziko tmrti. Krvaceni sice neni bézné uvadéno jako sympto-
maticky projev infekce A. parasiticus u zvitat, pokud by vsak v disledku infekce doslo
k poskozeni jater, mohlo by to vést k rozvoji krvacivych stavii (Coppock et al., 2018).

U osob, které pracuji s obilim kontaminovanym A. parasiticus mize dochazet
Kk podrazdéni kize, k poskozeni plicni tkané spojené s ptiznaky jako je dusnost, kasel,
horecka, pfip. miZze dochazet i ke vzniku viedi, poSkozeni plicni tkané€ a podrazdéni

ktze (Coppock et al., 2018).
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Obrazek 1.4: Aspergillus parasiticus (A. parasiticus) (Abd El-Aziz, 2014).

1.3 Vyskyt AFM1 v mléce ve svété a v Ceské republice

Vyskyt AFM1 v mléce a mlé¢nych vyrobcich je variabilni v zavislosti na dané geo-
grafické oblasti. Nejvyssi hladiny byly zjistény v nékterych zemich Afriky, Asie
a Jizni Ameriky, kde jsou podminky pro rast plisni nejvhodnéjsi. Konkrétné u evrop-
ského a amerického kontinentu se hladiny AFM1 v pribéhu desetileti vyznamné zvy-
Sily. Tento nartst lze vysvétlit tim, Ze se kukutice fadi mezi nejpouzivané;si plodiny
v krmivech pro mlécny skot a jak uvadi Santos Pereira et al. (2019), jeji spotieba
se dale zvysuje.

Mezi vSemi kontinenty lze pozorovat statisticky vyznamné rozdily vyskytu
AFM1 v mléce a mlécnych produktech. Dle studie Vaz et al. (2021) vykazoval africky
kontinent nejvys$si, naopak Evropa nejnizs$i miru vyskytu toxint. Da se fict, ze tyto
vysledky lze pficist pouzivani modernich metod pfi zpracovani krmiv, zavadéni bez-
pecnostnich systémi, dodrzovani striktnich pfedpist vztahujicich se na mykotoxiny
V potravinach a vyspélym analytickym technikdm, jeZ umoziuji pribézné sledovani

piitomnosti slouéenin, jako jsou AF (Mollayusefian et al., 2021).
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Na druhé¢ stran¢ v oblasti subsaharské Afriky se kviili nedostatku krmiv a potravy
Casto podava zviratim jako krmivo kukufice ve zcela nevhodném stavu (zkazena
a plesniva). To zvysuje riziko kontaminace toxigennimi plisnémi, coz ohrozuje chovy
dojeného skotu (Kemboi et al., 2020).

V Ceské republice je Vv poslednich letech vénovana znatna pozornost vyskytu
a koncentracim AF v potravinach a krmivech. S cilem minimalizovat riziko expozice
téchto toxickych latek byla provedena fada studii. V roce 2014 byla provedena studia
zaméfend na hodnoceni AFM1 v syrovém mléce. Semikvantitativni stanoveni
AFM1 v kravském, kozim a ovcim mléce provedené ptistrojem Aflasensor Quanti ra-
pid test bylo provedeno u 56 vzorkli kravského mléka, 15 vzorka koziho mléka
a 10 vzorkl ov¢iho mléka. Kontaminace AFM1 se prokazala ve 37 % ptipadd. V zad-
ném z analyzovanych vzorkli nepfesahla hladina stanovené limity (KlimeSova
etal., 2014).

V roce 2018 bylo v Ceské republice odebrano 288 vzorkii mléka a mléénych vy-
robk apouze u 3 vzorkd byl zjistén obsah AFMI nad pfipustnym mnoZstvim
(EFSA, 2020).

Celkové Ize tedy konstatovat, ze v Ceské republice se v mléce vyskytuji prevazné
nizké hladiny AFM1. Nicméné v zajmu zajisténi bezpe¢nosti potravin a ochrany
zdravi spotiebitelll je nutné dbat na kvalitu krmiv a monitorovat pfitomnost mykoto-
xind. Statni zeme&dé€lska a potravinarska inspekce (SZPI) pravidelné kontroluje potra-
viny a krmiva na ptitomnost AF a v piipadé zjisténi piekroceni limitnich hodnot pfi-
jima opatieni k ochrang zdravi spotiebitelii. V Ceské republice je stanoven maximalni
limit pro obsah AFM1 v mléce a mlécnych vyrobceich, ktery je 0,05 pg/kg podle Nafi-
zeni Komise (ES) ¢. 1881/2006.

1.4 Vyskyt AFM1 v zavislosti na ro¢nim obdobi

Mnozi autofi, jako je naptiklad Blanc a Karleskind (1981) uvadéji vyssi procento kon-
taminace AFM1 v chladnych ro¢nich obdobich nez v teplych, nebot’ v zimé jsou doj-
nice krmeny vét§Sim mnozstvim konzervovanych krmiv, zatimco na jafe a Vv 1été
je k dispozici vétsi mnozstvi objemného krmiva v¢etné pastvy, v mistech, kde je vyu-
zivana. To potvrzuji i Peng a Chen (2009), ktefi rovnéz prokazali, ze mléko v letnich

meésicich je ve srovnani s mlékem z chladnéj$iho obdobi méné kontaminovano AFM1.
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Existuje mnoho studii zkoumajicich vyskyt AFM1 v riznych zemich a regionech
Vv zavislosti na ro¢nim obdobi. Napftiklad v rozmezi let 2019-2020 byla provedena stu-
die zaméfena navyhodnoceni kontaminace AFM1 u pasterovaného mléka,
mléka s prodlouzenou trvanlivosti (ESL) a trvanlivého mléka (UHT) mléka ve stiedni
Cing v zimnim a letnim obdobi. Celkové bylo odebrano 547 vzorki mléka, z toho
279 v 1été a 268 v zimé. Bylo zjisténo, ze u vzorki ze zimniho obdobi byly castéji
prokazovany pozitivni nalezy nez u vzorku z letniho obdobi (Xiong et al., 2021).
S timto tvrzenim se shoduji 1 Akbar et al. (2019), ktefi se podobnému vyzkumu véno-
vali ve vybranych oblastech Paiidzabu natizemi Pakistanu. Udaje byly ziskany
ze zna¢ného poctu vzorku (n=960), které byly odebrany béhem ¢étyt ro¢nich obdobi
(tabulka 1.5). Vysledky ukazaly, ze nezavisle na regionu bylo nejvice kontaminova-
nych vzorkl v zim¢ (93 %), zatimco V letnim obdobi bylo kontaminovano pouhych

12 %.

Tabulka 1.5: Procentualni zastoupeni pozitivnich (>0,50 pg/l) a negativnich vzorki (<0,50 pg/l)

mléka na pFitomnost AFML1 v zavislosti na ro¢nim obdobi a oblasti

Zastoupeni vzorku dle oblasti (%)
Obdobl | n | Limity (ug/h Jizni | Severni pig;n' ch\(]) }:1-n1' Stiredni
<0,50 22 22 31 19 25
Jaro | 160 | 0,51-1,00 78 78 69 66 72
>1,00 0 3 9 16 8
<0,50 75 50 64 54 78
Léto | 400 | 0,51-1,00 24 48 36 40 20
>1,00 1 3 0 6 3
<0,50 25 25 19 0 0
Podzim | 160 | 0,51-1,00 72 75 69 72 88
>1,00 3 0 13 28 03
<0,50 10 4 4 6 4
Zima |240| 0,51-1,00 63 67 56 54 71
>1,00 27 29 35 40 25

Zdroj: Akbar et al., 2019
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Veskeré dosavadni studie zabyvajici se touto problematikou shodné potvrzuji zvysené
hladiny AFM1 zejména v chladngjsim roénim obdobi (Peng a Chen, 2009; Akbar
etal., 2019; Xiong et al., 2021).
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2 Cil prace
Cilem bakalafské prace bylo vyhodnoceni pfitomnosti aflatoxinu M1 (AFM1) v mléce
Vv zévislosti na ro¢nim obdobi.

Bakalaiska prace byla zpracovana v ramci projektu QK21010326 Moznosti ovliv-
novani vyskytu inhibi¢nich latek v mléce jako ti€¢inny nastroj vedouci k podpoie zdravi
zvifat a ke zvySovani kvality a bezpecnosti potravin a projektu GAJU 005/2022/Z
OneHealth: genetické, environmentalni a technologické faktory ovlivitujici zivoc¢isnou

produkei, kvalitu a bezpecnost potravin a zdravi zvifat a ¢loveka.

23




3 Material a metodika

3.1 Charakteristika a odbér vzorku mléka

Stanoveni AFM1 v bazénovych vzorcich syrového kravského mléka bylo provedeno
Vv roce 2022. Vzorky byly odebirany pomoci automatického vzorkovaciho zatizeni cis-
teren prislusnych svoznych linek. Celkem bylo odebrano a analyzovano 172 vzorka
mléka ve ¢tyfech obdobich roku ze dvou regiontl, Sesti okrest a 30 dodavatelit mléka.
Z diivodu zachovani anonymity nebudou nazvy kraja a okrest uvedeny. Mnozstvi

analyzovanych vzorkl v daném roce je uvedeno v nasledujici tabulce 3.1.

Tabulka 3.1: Vzorky vysetiené na pritomnost a obsah AFM1 béhem jednotlivych ro¢nich ob-

dobi
Rotni obdobi Pocty vySetienych vzorki
n %
Jaro (duben) 45 26,2
Léto (Cervenec) 43 25,0
Podzim (zati) 43 25,0
Zima (prosinec) 41 23,8

3.2 Analyzy vzorki mléka
3.2.1 Stanoveni kvalitativnich parametri mléka

Kvalitativni parametry mléka (chemické slozeni — obsah tuku, bilkovin, laktozy,
tukuprosté susiny (TPS), celkové suSiny), pocet somatickych bunék (PSB), bod mrz-
nuti mléka (BMM) byly stanoveny na analyzatoru CombiFoss™ 7. Piistroj kombinuje
MilkoScan™ 7 RM (FT-MIR; infracervena spektroskopie s Fourierovou transfor-
maci) pro stanoveni slozek mléka a Fossomatic™ 7 (prutokova cytometrie pro stano-
veni PSB). Pfistroj stanovuje u syrového mlékaaz 18 parametrd a testuje

az 600 vzorkut za hodinu. Hodnoty PSB byly logaritmicky transformovany.

24




3.2.2 Stanoveni AFM1
Princip metody
Charm MRL AFMI1 je kvantitiativni imunoreceptorova analyza pro zjisténi obsahu
AFML1 v mléce. Vzorek mléka piisobi zbarveni v testovaci zon¢ testovaného prouzku.
Intenzita zbarveni je vyhodnocovana pomoci Charm EZ ¢tecky zkalibrované pro dany
druh testovacich prouzkii. Ctetka uréi dle intenzity zbarveni testovacich linii,
zda je AFML1 ve vzorku pfitomen ¢i nikoli. Test je urCen pro pouziti v mlékarnach,

Vv laboratofich, na zeméd¢€lskych farmach ¢i u kontrolnich organt.

Postup detekce

Pti hodnoceni se 300 pul vzorku mléka nanese pomoci automatické pipety na testovaci
strip. Délka inkubace daného vzorku je 15 minut pii teploté 40 °C. Po uplynuti ¢aso-
vého limitu se vyjme strip z inkubatoru a vizualné se zkontroluji testovaci prouzky,
zdali nedoslo k jejich zabarveni. Pokud by doslo k vyraznému ztmavnuti, strip neni
mozno pouzit k analyze. Nasledn¢ se test vlozi do ¢tecky Charm EZ Reader, ktera bé-
hem okamziku vygeneruje na displeji dany vysledek. Postup provadéni testu je rovnéz

znazornén na obrazku 3.1.

© ®

=

Pridejte vzorek mléka na testovaci Po 15ti minutach se ozve zvukové
strip. Zavrete viko inkubatoru pro znameni a kontrolka bude blikat.
spusténi fasovace. Vyjméte testovaci strip.
o Valid T:s‘- ) Irwalid Test ‘é"(
ch c ¢ ¢ G G i
12) n” nm 2 2 T2
1) T al n n n

Vizualné zkontrolujte testovaci strip Platny test vloZte do ROSA ¢tecky.
pro potvrzeni platnosti.

Obrazek 3.1: Postup provedeni Charm testii na stanoveni aflatoxinu M1 (AFM1) (Zdroj:
0. K. SERVIS BioPro, 2022)

Vysledky testh se uvadéji jako relativni hodnoty, vyjadifené v jednotkach
ppt. Cim vyssi je relativni hodnota, tim vy$3i je koncentrace AFM1 ve vzorku potra-
viny. Pokud ptistroj Charm MRL AFM1 (Charm) vykaze hodnoty <0,04 ug/l, je vzo-
rek posouzen jako negativni, neobsahuje tedy abnormalni koncentraci. Hodnoty
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>0,04 ng/l jsou povazovany za pozitivni, byt maximalni rezidualni limit (MRL) Ev-

ropské unie je 0,05 pg/kg.

3.3 Statistické vyhodnoceni dat

Pfti statistickém zpracovani dat byly pro vypocty vysledkil vyuzity programy Microsoft
Excel a Statistica Cz 12 (Statsoft CR).

Pti vyhodnoceni byly jako nezavislé proménné (faktory) zvoleny:
1) Obdobi

Jaro
Léto
Podzim

Zima

2) Obsah AFML1.:

AFMI negativni vzorky (Nz; 0 pg/l)
AFMI negativni vzorky (N2; <0,040 pg/l)
AFMI pozitivni vzorky (P; >0,040 pg/l)

V ramci kazdé¢ skupiny byly sledovany:

piitomnost AFM1 (3 skupiny, N1, N2, P)
obsah tuku (g/100 g)

obsah bilkovin (g/100 g)

obsah kaseinu (g/100 g)

obsah laktozy (g/100 g)

tukuprosta susina (g/100 g)

celkova susina (g/100 g)

PSB (tis./ml; log)

bod mrznuti (°C)

Pro vyhodnoceni obdobi na pfitomnost AFM1 byly vyuzity kontingen¢ni tabulky, sta-

tistickd vyznamnost byla ovéfena x? testem. Pro vyhodnoceni obdobi na obsah

AFM1 byla vyuzita jednofaktorova analyza rozptylu.

Pro vyhodnoceni obdobi a obsahu AFM1 na kvalitativni ukazatele mléka byla vy-

uzita byla vyuzita jednofaktorova analyza rozptylu S naslednymi post-hoc testy (Fishe-

ritv LSD test).
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4 Vysledky a diskuze

Pritomnost a obsah AFM1 byly sledovany ve ¢tyfech terminech roku 2022. Vysledky
stanoveni byly nasledné vyhodnoceny v zavislosti na rocnim obdobi a rovnéz byla
s ohledem na ptitomnost AFM1 posouzena kvalita mléka.

Pro stanoveni obsahu AFM1 v mléce byla pouzita metoda Charm MRL AFMI1
coz je kvantitativni imunoreceptorova analyza, kterd umoziuje citlivé a piesné stano-
veni tohoto mykotoxinu v riiznych typech vzorkut. Tyto testy jsou zaloZeny na principu
selektivni interakce mezi AFM1 a protilatkou proti nému na membrané. Pokud
je AFML1 ve vzorku pfitomen, dojde k vytvofeni barevné ¢ary na membrané (Sarime-

hmetoglu et al., 2004).

4.1 Celkové vyhodnoceni monitoringu AFM1 v syrovém kravském mléce
Vysledky testi se uvadéji jako relativni hodnoty, vyjadiené v jednotkéach
ppt. Cim vy3§i je relativni hodnota, tim vy§i je koncentrace AFM1 ve vzorku potra-
viny. Pokud ptistroj Charm MRL AFM1 (Charm) vykaze hodnoty <0,04 ug/l, je vzo-
rek posouzen jako negativni, nebot’ neobsahuje abnormalni koncentraci. Hodnoty
>0,04 ng/l jsou povazovany za pozitivni, byt maximalni rezidualni limit (MRL) Ev-
ropské unie je 0,05 pg/kg.

Pii provadéni této studie byl stanoven AFM1 u 172 vzorka bazénovych vzorkt
mléka. Vysledky analyz, tj. vysledky ptitomnosti a obsahu AFM1 jsou uvedeny v Ta-
bulce 4.1.

Tabulka 4.1: Vyhodnoceni pritomnosti a obsahu aflatoxinu M1 (AFM1) pomoci pFistroje
Charm MRL za rok 2022

) Limit Vyskyt Obsah (pg/1)
Skupina -
(ng/l) n % X Sx min. max.
N1 - negativniz 0 149 | 86,6 0 0 0 0
N> - negativni> | <0,04 16 9,3 0,0183 | 0,0037 | 0,015 0,026
P - pozitivni >0,04 7 4,1 0,0499 | 0,0081 | 0,041 0,064
Celkem - - - 0,0037 | 0,0111 0 0,064
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Pozitivni nalez AFM1 (skupina P; >0,04 pg/l) byl zjistén u sedmi vzorkd, tj. 4,1 %
z celkového poctu analyzovanych vzorkd pii primérném obsahu 0,0499 pg/l. Hod-
noty indikujici pozitivitu vzorka se pohybovaly v rozmezi od 0,041 pg/l do 0,064 pg/l.

Pocet vzorkd, u kterych byla zjisténa piitomnost AFM1 (skupina N2), ktera ne-
ptekrocila hodnoty 0,04 pg/l, byl 16, tj. 9,3 %. U této skupiny vzorkli byl naméten
prumérny obsah 0,0183 pg/l s rozpétim 0,015 az 0,026 pg/l. Pouze u dvou vzorki
byl zjistén obsah AFM1 nad limitem EU (blize kapitola 4.2).

Pro AFM1 v potravinach, které mohou obsahovat mléko nebo mléné vyrobky,
jako jsou syry, jogurty, maslo atd. je maximalni pfipustné mnozstvi AFM1 v potravi-
nach urcenych k lidské spotiebé dle natizeni Komise (EU) ¢. 1881/2006 stanoveno
na 0,05 pg/kg. Dulezité je podotknout, Zze pro kojeneckou vyzivu jsou limity strikt-
néjsi. U potravin uréenych pro kojence a malé déti do 12 mésicti véku jsou limity sta-
noveny na 0,10 pg/kg (Igbal et al., 2015).

Kontrolu AFM1 v mléce provadi v Ceské republice Statni veterinarni sprava
(SVS) a Statni zeméd¢lska a potravinaiska inspekce (SZPI). SVS provadi pravidelné
kontroly, aby zarucila, Ze jsou mléné vyrobky na trhu bezpecné a splituji piisné po-
zadavky na kvalitu. Je-li prokazana nadlimitni pfitomnost AFM1, SVS podnika pfi-
slusna opatieni, jako je napf. upozornéni vyrobct, dalsi kontrolni odbéry a laboratorni
analyzy. Pokud je zjiSténa opakovana ptitomnost AFM1 ve vyrobku od téhoz dodava-
tele, mohou byt piijata dalsi opatfeni, jako je zakaz prodeje, stazeni vyrobku z trhu
nebo dokonce pokuta. SZPI kontroluje nejen vyrobky na trhu, ale také vyrobni pod-
niky a distribu¢ni sité. Pritomnost AFM1 se provadi odbéry vzorkti mléka piimo
od zemé&dé&lct, mlékaren, piipadné dalSich subjektt podilejicich se na vyrobé mléc-
ného produktu (Klorova, 2009).

V letech 2019 a 2020 provedla EFSA komplexni studii o vyskytu AFM1 v krav-
ském mléce v EU. Studie analyzovala udaje z vice nez 139 000 vzorki mléka
z 28 ¢lenskych statt EU, Norska, Islandu, Svycarska a Spojeného kralovstvi
(EFSA, 2020). Bylo zjisténo, ze celkova prumérna hodnota AFM1 v kravském mléce
v roce 2021 byla 0,014 pg/l.

Dle nejnovéjsich vysledkt SVS tykajicich se kontaminace AFM1 za rok 2022 do-
sahovala primérna hodnota AFM1 v syrovém kravském mléce 0,025 pg/l. Ve srov-
nani s vysledky Setfeni SVS z roku 2021 se primérny obsah AFM1 v syrovém krav-
ském mléce v Ceské republice vyrazné nezménil (0,026 pg/l) (SVS, 2022).
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Jako pozitivni se jevi zjiSténi, Ze uvadénd praimeérnd hodnota AFM1 v kravském
mléce vV EU v roce 2021 je relativn€ nizkd a srovnatelnd s predchozimi roky, coz na-
znacuje, Ze soucCasna opatfeni k minimalizaci vyskytu AFM1 v mléce jsou u¢inna
(Muaz et al., 2022). I pfes skute¢nost, Ze na evropském a americkych kontinentech
se hladiny AFM1 v pribéhu desetileti vyznamné zvysily, zistava Evropa ve srovnani
je koncentrace AFM1 nejvyssi. Pfic¢inou mize byt, Ze na africkém kontinentu neexis-
tuje zadna oficialni kontrola (Turna a Wu, 2021).

V souvislosti s ptitomnosti AFM1 byla publikovana fada praci vénujicich se od-
bourdvani AFM1 v mléce. Uhlikova (2022) uvadi rdzné metody, které snizuji obsah
AFM1 v mléce. Jedna se napf. o pouziti chemickych latek, jako je peroxid vodiku
a peroxysiran sodny k degradaci AFM1 z mléka a mlé¢nych vyrobkd.

Obdobn¢ efektivnim zplisobem, jak snizit obsah AFM1 v mléce, je vyuziti mi-
kroorganismti, jako jsou bakterie Pediococcus pentosaceus a Kluyveromyces mar-
xianus. Vyzkumy ukazaly, ze oba uvedené druhy dokazaly béhem inkubace vyznamné
snizit hladinu AFM1 v mléce (Nguyen et al., 2020).

Zajimava je v této souvislosti nova studie zaméiend na detoxikaci AFM1 v mléce
pomoci kaolinu a Ca-bentonitu. Jedna se o pfirodni materialy, které maji schopnost
absorbovat a toxiny a jiné nezadouci v latky v travicim traktu. V ptipadé¢ AFM1 nava-
zou jilové mineraly toxin a vVylouci ho z téla zvitete. Pti pfidavani téchto latek do kr-
miva se AFM1 vaze na jejich povrch a nevstiebava se do téla zviiete. To znamena,
ze mnozstvi AFM1 v mléce zvitat se snizuje. Do budoucna by bylo vhodné provést
dalsi studie o pouziti kaolinu a Ca-bentonitu v praxi, aby se zjistilo, zda by se mohlo
jednat o G¢inny zplsob minimalizace kontaminace AFM1 v praxi (Moussa et al.,
2020).
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4.2  Vyhodnoceni monitoringu AFM1 v zavislosti na roé¢nim obdobi

V priabéhu roku mohou na vyskyt plisni v krmivech pusobit faktory, jako jsou teplota,

vlhkost ¢i destové srazky (Koppen et al., 2010).

Tabulka 4.2: Vliv ro¢niho obdobi na pfitomnost a obsah aflatoxinu M1 (AFM1) v mléce

Poéty vzorki (%) Obsah (pg/1)

Obdobi | n N1 N> P X Sx min. | max.
Jaro 45 | 88,9 6,7 4,4 | 0,0031 | 0,0100 0 0,048
Léto 43 | 90,7 4,7 4,7 | 0,0035 | 0,0120 0 0,064

Podzim | 43 | 814 | 16,3 | 2,3 | 0,0040 | 0,0090 0 0,041
Zima 41 | 854 9,8 49 | 0,0044 | 0,0130 0 0,058

p 172 0,6381 0,9453

n — celkovy pocet vzorkii; N1 — negativni;, AFM1 0 pg/l; N2 — negativni, AFM1 <0,04 pg/l; P — pozi-

tivni, >0,040 pg/l
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Graf 4.1: Podily (¢etnostni a procentualni) pozitivnich a negativnich vzorku v zavislosti na ro¢-

nim obdobi




Tabulka 4.2 a graf 4.1 ukazuji zvyseny vyskyt AFM1 zejména v podzimnich mésicich.
Z vysledkt uvedenych v tabulce 4.2 vyplyva, Zze v zaii byl AFM1 detekovan
u 18,6 % vzorku (skupina N2 aP), zatimco V ostatnich obdobich byla pfitomnost
AFM1 nizsi. V jarnim obdobi 11,1 %, v letnim 9,4 % a v zimnim 14,7 %. Z toho je pa-
trné, ze dochazi k vyraznym vykyvim, ackoliv statisticky vyznamné rozdily v pfitom-
nosti AFM1 zaznamenany nebyly (p = 0,6381), stejné jako nebyly statisticky vy-
znamné rozdily u primérného obsahu AFM1 (p = 0,9453). Nejvyssi pramérny obsah
noty presahujici MRL byly zaznamenany pouze dvé, v letnim (0,064 pg/l) a zimnim
obdobi (0,058 ng/l).

Jak bylo zminéno jiz Vv teoretické ¢asti, o vyskytu AFM1 v zavislosti na rocnim
obdobi existuji Cetné studie. Studie provedena v roce 2018 sledovala vyskyt
AFM1 v syrovém mléce v Pakistanu béhem celého roku. Bylo zjisténo, ze niz§i mira
vyskytu AFM1 byla zaznamenanav zim¢, vys$§i naopak v 1été¢ a napodzim
(Asghar a Salman, 2018).

Mozny Castéjsi vyskyt AFM1 béhem podzimu je tzce Spojovan piedevsim S vy-
zivou. V porovnani s letnim obdobim se v téchto mésicich pouzivaji konzervovana

krmiva, ktera mohou mit vyssi obsah toxickych plisni (Ismail et al., 2016).

4.3 Vliv pritomnosti AFM1 na kvalitativni ukazatele syrového kravského
mléka

Mléko je jednoznacné definovano jako plnohodnotnd potravina, protoZe obsahuje

energetické ziviny veetné tuku, bilkovin, laktdzy, esencialnich mastnych kyselin, vi-

tamind a mineralnich latek ve vyvazeném poméru (Licata et al., 2004).

V této souvislosti je Casto zkouman vliv AFM1 na nutri¢ni sloZzeni mléka a mléc-
nych vyrobki. Ac¢koli nékteré studie naznacuji, ze AFM1 nema vyznamny vliv na kva-
litu mléka, je nutno vnimat tyto vysledky s rozvahou. Napiiklad studie Kii-
zové et al. (2016) nezjistila zadné vyznamné zmény v obsahu tuku a laktozy v mléce
v souvislosti s pfitomnosti AFM 1. Néktefi odbornici naopak prokazali, Ze pti zkrmo-
vani kontaminovanych krmiv dochazi ke snizeni produkce mléka a zméné jeho nutric-

niho slozeni (Roila et al., 2021).

31




Zvysené hladiny AFM1 v mléce mohou negativné ovlivnit smyslové vlastnosti mléka,
jako je chut’, viin¢ a barva. Uvadi se také, ze AFM1 miZe snizovat obsah tuku, bilko-
vin a vapniku (Igbal et al., 2015).

V této bakalatské praci se negativni vliv na kvalitativni ukazatele syrového krav-
ského mléka nepotvrdil, ackoliv u téméf vsech ukazateld byly hodnoty pro negativni
vzorky (skupina N1 i skupina N2) nizsi nez pro vzorky pozitivni (tabulka 4.3).

Tuto skute¢nost dokumentuje i graf 4.2, kde jsou uvedeny obsahy tuku, bilkovin
a laktézy v praiméru zaobé skupiny vzorku, kde byla zjisténa piitomnost
AFML1 (tj. skupiny P a N2) v porovnani se skupinou vzorki, kde pfitomnost AFM1 de-
tekovana nebyla (skupina Ny).

Celkova primérna susina zjisténa u skupiny P a N ¢inila 13,39 %, zatimco u sku-
piny N1 13,22 % (data v tabulce neuvedena).
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Graf 4.2: Priamérny obsah tuku, bilkovin a laktézy u pozitivnich (skupina P + N2) a negativnich

(skupina N1) vzorka mléka
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Tabulka 4.3: Vliv aflatoxinu M1 (AFM1) na zakladni kvalitativni ukazatele syrového kravského mléka

\Vzorky
Ukazatel N1 - negativnii (0 ng/l) N2 - negativniz (<0,04 pg/l) P - pozitivni (>0,040 ng/1) P
X Sx min. max. X Sx min. max. X Sx min. max.
Tuk 412 | 0,36 3,36 5,88 4,28 0,36 384 | 514 | 423 0,58 3,67 505 | 02151
(9/100 g)
Bilkoviny 1 549 | 023 | 271 | 427 | 360 | 019 | 326 | 388 | 357 | 023 | 334 | 396 | 01529
(9/100 g)
Kasein 274 | 0,18 2,12 3,36 2.81 0,13 257 | 303 | 281 0,15 2.64 3,06 | 0,1581
(9/100 g)
Laktoza 485 | 0,11 4,15 5,00 4,82 0,99 454 | 497 | 4,88 0,53 4,80 4,97 | 0,3906
(9/100 g)
TPS 905 | 024 8,19 9,58 9,11 0,18 874 | 936 | 919 0,20 8,93 046 | 0,2446
(9/100 g)
Celé‘;;;;‘;“‘a 1321 | 048 | 11,79 | 1539 | 1342 | 039 | 1293 | 1450 | 1343 | 066 | 12,77 | 14,49 | 0,1337
PSB 209 93 60 581 188 99 81 466 229 86 131 335
(tis./ml)
PSB (log) 2721 | 0,004 | 2,708 | 2,736 | 2,721 | 0004 | 2,714 | 2,728 | 2,722 | 0005 | 2,713 | 2,731 | 0,2943
BMM
(°C x -1 000) 525 5 510 545 526 5 518 535 527 6 517 538 | 0,2917

TPS = tukuprosté susina, PSB = pocet somatickych bun¢k, BMM = bod mrznuti
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Bez ohledu na pritomnost AFM1 v mléce je nutné uvést, ze kvalita mléka se vyrazné
v prub¢hu roku méni (Tomasevi¢ et al., 2015). Tato skutecnost byla potvrzena

I V této bakalarské praci, jak naznac¢uji vysledky uvedené v tabulce 4.4 a grafu 4.3.
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Graf 4.3: Obsah tuku, bilkovin a laktézy v mléce v zavislosti na roénim obdobi

Pokud jde o obsah laktozy, ten byl v letnich mésicich nepatrné€ vyssi. Nicméné hodnoty
uvedené v grafu lze povazovat za relativné stabilni. V praméru se lisi jen o nékolik
desetin procenta. Celkové by mnozstvi laktézy v mléce mélo byt stabilni a nemélo
by byt vyrazné ovlivnéno zadnymi vnéjsimi faktory (Adam et al., 2005).

Nejvyrazngjsi rozdily byly pozorovany v obsahu tuku a bilkovin, které byly v let-
nim obdobi statisticky vyznamné niz§i v porovnani s jarnim, letnim a zimnim obdo-
bim. Tato zji$téni jsou v souladu s literarnimi prameny (Bernabucci et al., 2015; Ka-
bil et al., 2015).

Statisticky vyznamné rozdily v zavislosti na roénim obdobi byly zjistény rovnéz
v hodnotach PSB (log). Zvysené hodnoty PSB uvadéné fadou autort pro letni obdobi
(Bhatt et al., 2013; Bogdanovi¢ova et al., 2016) se vsak Vv této praci nepotvrdily.
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Tabulka 4.4: Zakladni kvalitativni ukazatele syrového kravského mléka v jednotlivych ro¢nich obdobich

Sledované obdobi
Ukazatel Jaro Léto Podzim Zima p
X Sx X Sx X Sx X Sx

Tuk (g/100 g) 4,16" 0,31 3,902 0,29 4,18° 0,33 4,33¢ 0,43 <0,001
Bilkoviny (g/100 g) 3,44° 0,19 3,322 0,15 3,59° 0,19 3,68¢ 0,22 <0,001
Kasein (/100 g) 2,74 0,16 2,622 0,12 2,81° 0,14 2,83° 0,19 0,7768
Laktéza (g/100 g) 4,85% 0,11 4,87" 0,08 4,87° 0,10 4,812 0,14 0,0478
TPS (/100 g) 9,031° 0,223 8,915% | 0,168 9,138" 0,184 9,181 0,271 <0,001
Celkovi susina (g/100 g) 13,26" 0,40 12,842 0,34 13,31° 0,37 13,55° 0,52 <0,001

PSB (tis./ml) 197 08 208 95 215 94 215 87 -
PSB (log) 2,719 0,004 | 2,718%® | 0,004 2,722° 0,003 | 2,720 | 0,004 0,0008
BMM (°C x -1 000) 5242 5 5232 4 527° 4 5255 5 0,0008

ab,cd

TPS = tukuprosta susina; PSB = pocet somatickych bunék; BMM = bod mrznuti.
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Zavér
Bakalatska prace se zaméfila na vyskyt a kvantifikaci aflatoxinu M1 (AFM1) v syro-
vém kravském mléce beéhem jednotlivych ro¢nich obdobi.

Béhem roku 2022 bylo testovano celkem 172 vzorkd rovnomérné odebranych
ve Ctyfech ro¢nich obdobich. Byly zaznamendny zna¢né rozdily vyskytu AFM1 v za-
vislosti na obdobi, kdy byla pozorovana vyssi mira zastoupeni v podzimnich mésicich.
Pritomnost AFM1 byla v tomto obdobi detekovana u 18,6 % vzorku, zatimco v letnim
obdobi pouze u 9,6 %.

Obsah AFML1 v nadlimitnich hodnotach, které stanovuje Nafizeni Komise (ES) ¢.
1881/2006 (0,05 ng/kg) byla zjisténa pouze ve dvou piipadech, a to v letnim (0,064
ng/l) a zimnim obdobi (0,058 pg/l).

V praci byl dale sledovan vliv obsahu AFM1 na kvalitu mléka. Na zakladé dosa-
zenych vysledku Ize konstatovat, ze piitomnost AFM1 neméla statisticky vyznamny
vliv na zakladni kvalitativni ukazatele.

I kdyz vysledky této prace neprokazaly v souvislosti s ptitomnosti AFM1 znepo-
kojivé hodnoty, je tfeba piitomnost této kontaminujici latky v mléce stale sledovat,
nebot’ pfedstavuje pro spotiebitele zdravotni riziko.

Vzhledem k omezenému casovému ramci byl vyzkum provadén pouze v pribehu
jednoho roku, coz mtize celkove ovlivnit zhodnoceni dané situace. Pro lepsi pochopeni
této problematiky by bylo vhodné provést rozsahlejsi studii, ktera by se tykala vétSiho
poctu sledovanych oblasti a podrobila by analyze vétsi mnoZstvi vzorkl. To by po-

S 4

malizaci rizik.
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Seznam pouzitych zkratek
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AFM1 — Aflatoxin M1

AFM2 — Aflatoxin M2
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ppb — Parts per billion
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