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ABSTRAKT
Tato diplomová práce se zabývá sledováním obsahu trichothecenových mykotoxin

deoxynivalenolu, nivalenolu, T-2 toxinu a HT-2 toxinu ve sladovnickém je meni pomocí metody 
LC-MS/MS. 

V teoretické ásti byla popsána obecná charakteristika mykotoxin  a jejich významný 
producent, vláknité houby rodu Fusarium. Dále byly charakterizovány významné trichothecenové 
mykotoxiny a obecn  mykotoxiny vyskytující se ve sladovnickém je meni. V teoretické 
ásti diplomové práce byly dále p edloženy možnosti stanovení mykotoxin  chromatografickými 

metodami, zmín ny byly také metody imunochemické.  
V experimentální ásti byla optimalizována analýza trichothecen  typu B pomocí LC/APCI-

MS/MS a trichothecen  typu A pomocí LC/ESI-MS/MS. P i analýze 57 vzork  r zných odr d
je mene dosahoval nejvyšších hodnot deoxynivalenol (až 945,2 µg.kg-1), a to v p ípad  odr dy 
Sebastian, kde p edplodinou byla kuku ice. Nejvyšší hodnoty nivalenolu, T-2 toxinu a HT-2 
toxinu (v po adí 138,4 g.kg-1; 21,8 g.kg-1 a 68,7 µg.kg-1) byly nalezeny v odr d  je mene 
Prestige, kde p edplodinou byla pšenice ozimá.  

Následn  byla provedena analýza druhého souboru ty  experimentálních vzork  odr dy 
je mene Sebastian a z n j vyrobeného sladu, kde p edplodinou byla kuku ice. V tomto souboru 
byly t i vzorky um le infikovány vláknitými houbami rodu Fusarium, tvrtý vzorek nebyl um le
infikován a sloužil jako kontrolní. I v tomto p ípad  dosahoval deoxynivalenol u um le 
infikovaných vzork  nejvyšších hodnot.  

Diplomová práce byla realizována ve Výzkumném ústavu pivovarském a slada ském a. s. 
v Brn .

KLÍ OVÁ SLOVA
mykotoxiny, trichotheceny, deoxynivalenol, nivalenol, T-2 toxin, HT-2 toxin, LC-MS/MS, 

je men
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ABSTRACT
This master thesis deals with a monitoring of a content of the trichothecene mycotoxins 

deoxynivalenol, nivalenol, T-2 toxin and HT-2 toxin in malting barley using the LC-MS/MS 
method.  

The theoretical part describes general characteristics of mycotoxins and their significant 
producer filamentous fungus of Fusarium species. Further, important trichothecene 
mycotoxins and mycotoxins generally which are commonly found in malting barley were also 
characterized. In the theoretical part of the thesis possibilities for a determination of the 
mycotoxins by the chromatographic methods were presented too; the immunochemical 
methods were also mentioned. 

 In the experimental section an analysis of the B type trichothecenes was optimized by 
LC/APCI-MS/MS and of the A type trichothecenes by LC/ESI-MS/MS. When analyzing 57 
samples of different barley varieties the deoxynivalenol reached the highest values (up to 
945,2 g.kg-1), namely in the case of the Sebastian variety with corn as the fore-crop. The 
highest values of nivalenol, T-2 toxin and HT-2 toxin (138,4 g.kg-1; 21,8 g.kg-1 and 68,7 

g.kg-1 respectively) were found in the Prestige variety of barley with winter wheat as the 
fore-crop.

Subsequently a second set of four experimental samples of the Sebastian variety of barley 
and malt produced from the variety with corn as the fore-crop were analysed. In this group 
three samples were artificially infected with the filamentous fungi of Fusarium species; the 
fourth sample was not artificially infected and served as a control sample. Even in the case of 
the artificially infected samples the deoxynivalenol reached the highest values.

 The master thesis was implemented in the Research Institute of Brewing and Malting, 
Plc. in Brno. 

KEYWORDS
mycotoxins, trichothecenes, deoxynivalenol, nivalenol, T-2 toxin, HT-2 toxin, LC-MS/MS, 

barley
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1 ÚVOD
V sou asné dob  se klade stále v tší d raz na zdravotní nezávadnost potravin, ba dokonce

ve sv t  již vznikají funk ní potraviny, které konzumentovi poskytují další profity navíc. 
Znehodnocení potravin mykotoxiny, sekundárními produkty metabolismu mikroskopických 
vláknitých hub (vláknitých mikromycet ), se ukázalo jako velmi závažný celosv tový 
problém.   

D ív jší p edstava, že zdravotní rizika mykotoxin  jsou omezena p evážn  jen na 
rozvojové zem  Afriky a Asie, kde klimatické podmínky pro r st vláknitých mikromycet
a produkci mykotoxin  jsou obzvlášt  p íznivé, se ukázala jako mylná. Sou asné výzkumy 
dokumentují, že riziko mykotoxin  existuje na celém sv t  v etn  pr myslov  vysp lých
stát .

Toxikogenní mikromycety a mykotoxiny pat í k významným faktor m, které mohou velmi 
negativn  ovlivnit zdraví lov ka, a to nap . formou infek ního onemocn ní, alergiemi nebo 
otravami [1].  

Mykotoxiny se v první ad  vyskytují v zem d lských plodinách, p edevším obilovinách 
(pšenice, je men, žito, oves), rýži, kuku ici, olejnatých semenech (mák, epka, ho ice, sojové 
boby, slune nice) a potažmo potraviná ských výrobcích obsahujících tyto suroviny.  

V neposlední ad  byl potvrzen vliv na zdravotní stav a produkci hospodá ských zví at 
(dr bež, prasata a dobytek), jež zkrmovali mykotoxiny kontaminovaná krmiva [2]. 

V p ípad  této diplomové práce je pozornost zam ena na obsah trichothecenových
mykotoxin  produkovaných mikroskopickými vláknitými houbami rodu Fusarium ve
sladovnickém je meni.  

Práce shrnuje výsledky analýzy trichothecen  ve vybraných odr dách sladovnického 
je mene  
a také souvislost jejich výskytu s p stovanou p edplodinou. Dále p edkládá výsledky 
nalezeného obsahu trichothecen  v um le infikovaných vzorcích je mene odr dy Sebastian  
a z n j vyrobeného sladu. Vzorky sladovnického je mene byly um le infikovány vláknitými 
houbami rodu Fusarium.
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2 TEORETICKÁ ÁST

2.1 Mykotoxiny 
Mykotoxiny jsou toxické sekundární metabolity ady druh  mikroskopických vláknitých 

hub (vláknitých mikromycet , plísní), jako nap . druh Fusarium, Aspergillus a Penicillium.
Pat í mezi významné toxiny p írodního p vodu, jenž mohou kontaminovat široké spektrum 
potravin a krmiv, a vyvolat r zné toxické syndromy nazývané souhrnn  mykotoxikosy. 
Nejstaršími popsanými mykotoxikosami jsou ergotismus, alimentární toxická aleukie (ATA) 
a onemocn ní z tzv. ervené rýže.  

Systematické studium mykotoxin  bylo iniciováno množícími se signály o nebezpe nosti
používání plesnivých potravin a krmiv k výživ  až v 60. letech minulého století. 

Mykotoxiny jsou strukturn  odlišné komplexní organické slou eniny o nízké molekulové 
hmotnosti (až na výjimky nižší než 700 g.mol-1). Jsou nebílkovinné povahy, toxické pro 
lov ka a živé organismy. Mykotoxiny nejsou nezbytné p i rozvoji vláknitých mikromycet

ve srovnání s aminokyselinami, mastnými a nukleovými kyselinami nebo proteiny (proto 
název sekundární metabolity). V sou asné dob  je známo p es 300 mykotoxin  [1, 2]. 

Zdaleka nejv tší pozornost dnes z hlediska astého výskytu a významného vlivu na zdraví 
lidí a zví at zasluhují aflatoxiny, trichotheceny, ochratoxin A, zearalenon, fumonisiny, 
moniliformin a patulin [3]. 

2.2 Vláknité houby rodu Fusarium 
Rod Fusarium náleží k významným potencionáln  toxikogenním „polním“ mikromycet m

[1]. Na rozdíl od ostatních toxikogenních vláknitých hub, u nichž p evažují saprofytické 
druhy, jsou fusaria p edevším parazité. 

Nejvýznamn jší mykotoxiny produkované vláknitými houbami rodu Fusarium jsou 
diacetoxyscirpenol, deoxynivalenol, fumonisiny, fusarin C, HT-2 toxin, moniliformin, 
monoacetoxyscirpenol, nivalenol, T-2 toxin a zearalenon. Koncentrace trichothecen
ve fusariemi napadených cereáliích jen z ídka p ekra uje 1 mg.kg-1 [2].

2.3 Trichothecenové mykotoxiny 
Skupina trichothecenových mykotoxin  pat í mezi nejznám jší toxiny produkované 

p evážn  vláknitými houbami rodu Fusarium. Produkce trichothecen  byla prokázána
i u n kterých kmen  rodu Myrothecium, Trichoderma, Trichothecium, Cylinrocarpon,
Phomopsis, Verticimonosporium a Stachybotrytys [4]. 

Kontaminace organismu trichotheceny má za následek širokou paletu projev . M že
docházet k rozli ným syndrom m, nap íklad ke snižování p íjmu nebo totálnímu odmítání 
potravy, k podrážd ní k že a k dermálním nekrózám, zvracení, pr jm m a krvácivosti. 
Trichotheceny jsou popsány i jako imunosupresory a inhibitory syntézy protein  a DNA. Bez 
výjimky všechny trichotheceny vykazují pro živo ichy v tší i menší stupe  toxicity, 
vykazují i insekticidní efekt. Byla popsána i fytotoxická aktivita. Toxicita je vysv tlována 
p edevším p ítomností epoxyskupiny [5, 6]. 

Z hlediska chemické struktury p edstavují trichotheceny pestrou skupinu slou enin, 
vesm s jde o tricyklické seskviterpeny s šesti lenným kruhem, obsahující dvojnou vazbu 
mezi uhlíky C-9 a C-10 a epoxyskupinu v poloze C-12 a C-13. Podle charakteristických 
chemických vlastností se rozlišují ty i podskupiny trichothecen ,
a to trichotheceny typu A, B, C a D. 
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Typ A 
Na C-8 není umíst na oxoskupina. Pat í sem nap . T-2 toxin, HT-2 toxin, 

monoacetoxyscirpenol, diacetoxyscirpenol, trichodermin. 

Typ B 
Na C-8 je umíst na oxoskupina. K typu B se adí nivalenol, deoxynivalenol,  

3-acetyldeoxynivalenol, jeho isomer 15-acetyldeoxynivalenol a fusarenon-X [2]. 

Obrázek 1: Strukturní vzorce základního skeletu fusáriových trichothecen [4].

Tabulka 1: Zkratky a funk ní skupiny nejvýznamn jších trichothecen  [4]. 

Typ C 
Obsahuje další epoxy skupinu v poloze C-7 a C-8 nebo C-8 a C-9, nap . krotocin. 
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Typ D 
Obsahuje makrocyklický kruh mezi C-4 a C-15, nap . verrukariny, roridiny a satratoxiny. 

Vyzna ují se mimo ádn  vysokou toxicitou Nap . akutní toxicita verrukarinu je asi desetkrát 
vyšší než T-2 toxinu [2]. 

V sou asné dob  je známo více než 170 trichothecen . Vláknité houby rodu Fusarium

produkují pouze mykotoxiny skupiny A a B [4]. Nejv tším problémem ve smyslu rizika 
dietární expozice lov ka t mto mykotoxin m je kontaminace cereálií, zvlášt  pšenice a 
kuku ice. Výskyt trichothecen  byl však prokázán i u sojových bob , semen dalších olejnin, 
banán  a manga a dále v pivu, kam p echází z kontaminovaného je mene. Fusarií napadené 
plodiny mohou obsahovat jeden i více trichothecen . P enos trichothecen  do masa, mléka i
vajec je zanedbatelný [2]. Hlavní zdroje, jenž trichotheceny v potravinách a krmivech 
kontaminují jsou kuku ice, oves, pšenice a je men.V t chto plodinách jsou hojn  rozší eny 
trichotheceny typu A a B, kdežto trichotheceny typu C a D , a koli jsou více toxické, se 
vyskytují v potravinách a krmivech pouze z ídka [3]. 

Fyzikáln -chemické vlastnosti trichothecen  jsou velice rozmanité a souvisejí p edevším  
s p ítomností polárních substituent  v jejich molekule. Jedná se o bezbarvé, opticky aktivní, 
v tšinou krystalické pevné látky. Jsou termostabilní do teploty 120 °C, st edn  stabilní p i
teplot  180 °C a rozkládají se b hem 30–40 minutového p sobení teplot 200–210 °C [4]. 

Tabulka 2: N které fyzikáln -chemické vlastnosti vybraných trichothecen  [4]. 



13

2.4 P ehled a charakteristika významných trichothecenových mykotoxin

2.4.1 Trichotheceny typu A 

Jsou rozpustné v mírn  polárních rozpoušt dlech jako je chloroform, diethylether  
a ethylacetát. 

2.4.1.1 T-2 toxin  a HT-2 toxin (T-2 a HT-2) 

T-2 byl izolován v roce 1968 z kultury Fusarium sporotrichioides Sherb. Je považován za 
jednoho z nejpravd podobn jších p edch dc  mykotoxikózy – alimentární toxické aleukie 
[7]. V obilovinách se b žn  vyskytují T-2 a HT-2 sou asn , jelikož jeden p echází v druhý. 
HT-2 je deacetylovaná forma T-2 [8].T-2 a HT-2 se vyskytují v obilí (pšenice, oves, je men), 
v kuku ici, rýži, fazolích a sójových bobech, dále také v n kterých cereálních výrobcích. T-2 
a HT-2 se obvykle nenacházejí v obilí p i sklizni, ale objeví se až v d sledku narušení zrna 
vodou nebo v obilí, které z stává b hem skladování vlhké [9]. 

Struktura T-2 a HT-2 lišící se pouze ve funk ní skupin  v poloze C-4 je znázorn na na 
Obrázku 2. 

Obrázek 2: Chemická struktura T-2 toxinu a HT-2 toxinu 
                                                 T-2 (R1 = OAc), HT-2  (R1 = OH).

T-2 je dob e rozpustný v acetonitrilu, chloroformu, sm si ethylacetátu s acetonitrilem 
(4:1), ve sm si chloroformu s methanolem (9:1) a nerozpustný v hexanu a petroletheru [1].
T-2 má dermatotoxické (zp sobující nekrózu k že) a emetické (zp sobující zvracení nebo 
dávení) ú inky, byly popsány také ú inky imunosupresivní, genotoxické a na základ
provád ných experiment  se zví aty se T-2 považuje za  potenciální karcinogen a mutagenní 
slou eninu [8]. 

V decký výbor pro potraviny stanovil v kv tnu 2001 pro T-2 a HT-2 kombinovaný 
prozatímní tolerovaný denní p íjem (TDI) 0,06 g.kg-1 t lesné hmotnosti [10]. 
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2.4.1.2 diacetoxyscirpenol (DAS)  

Mezi producenty DAS pat í Fusarium  sporotrichioides, F. graminearum, F. poae 

a  F. culmorum. Scirpentriol (SCIRP) vytvá í acetylované deriváty monoacetoxyscirpenol 
(MAS), diacetoxyscirpenol (DAS) a triacetoxyscirpenol (TAS). U scirpentriolu byly 
prokázány toxické ú inky na rostliny, bun né kultury, mikroorganismy a zví ata, což 
vyplývá z jeho schopnosti inhibovat syntézu protein . Jeho toxicita je obdobná jako u T-2 .

Pro zrniny a jejich produkty se kontaminace scirpentriolovými toxiny zdá být mén
významná n ž kontaminace dalšími trichotheceny, jako je nap . deoxynivalenol. Brambory 
však byly   
v ur itých p ípadech siln kontaminovány vysoce toxickým DAS [11]. DAS se vyzna uje 
významným teratogenním potenciálem [2]. Údaje o TDI nebyly v dostupné literatu e
nalezeny [12]. 

2.4.1.3 neosolaniol (NEO) 

Vzhledem ke strukturní podobnosti NEO a ostatních trichothecen  typu A a B se 
p edpokládá podobný mechanizmus ú inku. Údaje o TDI nebyly v dostupné literatu e
nalezeny [12]. 

2.4.2 Trichotheceny typu B 

2.4.2.1 deoxynivalenol (DON)

V roce 1973 byl v USA izolován DON z kuku ice napadené mikromycetami Fusarium 

graminearum. P i zkrmování DON kontaminované kuku ice bylo u prasat pozorováno 
zvracení (vomitus). Na základ  toho byl odvozen triviální název tohoto mykotoxinu – 
vomitoxin [8]. DON byl nalezen v následujících potravinách: obiloviny a výrobky z nich, 
d tská výživa z obilovin, je men a hotové výrobky na bázi je mene, r zné druhy kuku ice,
pšenice a výrobky z ní, triticale, rýže, proso, irok, otruby, žitná mouka  
a otruby, chleba, špagety, müsli, nudle, pivo, ili prášek, koriandr, zázvor, sojové boby, 
esnek, brambory. DON je velmi stabilní a jeho koncentrace se nem ní ani po 

technologickém zpracování vstupní suroviny do finálního výrobku. V krmivech se nacházejí 
pom rn  vyskové koncentrace DON, což je zp sobeno obsahem lepku a vlhkostí zrní. P enos
DON na skot podáváním kontaminovaného krmiva je možný, ale  
v mléce jsou nálezy DON extrémn  nízké (  4 g.l-1). P echod reziduí DON do masa, mléka 
nebo vajec je také zanedbatelný.

P i toxikologickém hodnocení byly u zví at prokázány kožní zm ny, gastrointestinální 
onemocn ní, hematologické zm ny, imunosupresivní a teratogenní ú inky [1]. DON je  
z hlediska praktického výskytu trichothecen  považován za hlavní kontaminant potravin. Je 
indikátorem možné kontaminace dalšími trichothecenovými mykotoxiny. DON se asto 
vyskytuje v obilovinách spole n  s NIV, DAS a T-2 . Jde však našt stí o jeden z nejmén
toxických trichothecen  [1, 2]. DON je dob e rozpustný v acetonitrilu, chloroformu, sm si
ethylacetátu a acetonitrilu (4:1), ve sm si chloroformu  
s methanolem (9:1) a nerozpustný v hexanu a petroletheru. DON je prekursorem  
3-acetyldeoxynivalenolu (3-ADON) a 15-acetyldeoxynivalenolu (15-ADON) a spolu s ním 
jsou n kdy detekovány v obilovinách. [8]. V decký výbor pro potraviny stanovil v prosinci 
1999  pro DON TDI 1 g.kg-1 t lesné hmotnosti [10]. Maximální limity DON pro vybrané 
potraviny jsou uvedeny v Tabulce 3. 
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Tabulka 3: Maximální limity vybraných mykotoxin  v potravinách [10]. 
Potraviny                     Maximální limity [µg.kg-1]

Aflatoxiny B1

Suma
B1, B2,
G1 a G2

M1

a Jádra podzemnice olejné, sko ápkové plody  
a zpracované výrobky z nich ur ené k p ímé lidské spot eb
nebo pro použití jako potravinová složka 

2,0 4,0 - 

b Sušené ovoce a výrobky z n j zpracované ur ené k p ímé
lidské spot eb  nebo pro použití jako potravinová složka 

2,0 4,0  

c Všechny druhy obiloviny a všechny výrobky pocházející z 
obilovin v etn  zpracovaných výrobk
z obilovin krom  potravin uvedených viz e, f 

2,0 4,0 - 

d Syrové mléko, tepeln  ošet ené mléko a mléko pro výrobu 
mlé ných výrobk

- - 0,50 

e Obilné p íkrmy a ostatní p íkrmy ur ené pro kojence
a malé d ti

0,10 - - 

f Dietní potraviny pro zvláštní lé ebné ú ely, ur ené speciáln
pro kojence 

0,10  0,025

Ochratoxin A 
g Sušené hrozny révy vinné (korintky, rozinky  

a sultánky) 
10,0

h Všechny produkty pocházející z nezpracovaných obilovin, 
v etn  zpracovaných výrobk  z obilovin  
a obilovin ur ených k p ímé lidské spot eb  krom  potravin 
uvedených viz l, m 

3,0

i Pražená kávová zrna a mletá pražená káva krom  rozpustné 
kávy 

5,0

j Rozpustná káva (instantní káva) 10,0 
k Víno (v etn  šumivého vína, s výjimkou likérového vína a 

vína s obsahem alkoholu nejmén  15 % objemových)m a 
ovocné víno 

2,0

l Obilné p íkrmy a ostatní p íkrmy ur ené pro kojence
a malé d ti

0,50

m Dietní potraviny pro zvláštní lé ebné ú ely (9), (10) ur ené
speciáln  pro kojence 

0,50

Deoxynivalenol 
n Nezpracované obiloviny, jiné než pšenice tvrdá, oves

a kuku ice
1250

o Nezpracovaná pšenice tvrdá a oves 1750 
p Obiloviny ur ené k p ímé lidské spot eb , obilná mouka, 

otruby a klí ky kone ného výrobku uvád ného na trh pro 
p ímou lidskou spot ebu krom
potravin uvedených viz s

750

q T stoviny (v suchém stavu) 750 
r Pe ivo (v etn  malého b žného pe iva), jemné  

a trvanlivé pe ivo, sušenky, sva inky z obilovin  
a snída ové cereálie 

500

s Obilné p íkrmy a ostatní p íkrmy ur ené pro kojence
a malé d ti

200

Zearalenon 
t Nezpracované obiloviny, jiné než kuku ice 100 
u Nezpracovaná kuku ice krom  nezpracované kuku ice ur ené 350 
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ke zpracování mokrým mletím  
v Obiloviny ur ené k p ímé lidské spot eb , obilná mouka, 

otruby a klí ky ve form  kone ného výrobku uvád ného na 
trh pro p ímou lidskou spot ebu krom  potravin uvedených 
viz y, z, z´

75

w Rafinovaný kuku i ný olej  400 
x Pe ivo (v etn  malého b žného pe iva), jemné  

a trvanlivé pe ivo, sušenky,  sva inky z obilovin  
a snída ové cereálie krom  sva inek z kuku ice
a kuku i ných snída ových cereálií 

50

y Kuku ice ur ená k p ímé lidské spot eb , sva inky 
z kuku ice a kuku i né snída ové cereálie 

100

z Obilné p íkrmy (krom  kuku i ných p íkrm )
a ostatní p íkrmy ur ené pro kojence a malé d ti

20

z´ Kuku i né p íkrmy pro kojence a malé d ti 20 

2.4.2.2 nivalenol (NIV) 

Jde o p irozen  se vyskytující toxin, je produkován toxinogenním kmenem rodu Fusarium

(F. sporotrichioides), byl poprvé izolován z F. nivale. V posledních dvou letech je stále 
ast ji detekován v r zných obilovinách [7]. 

NIV je dob e rozpustný v b žných polárních organických rozpoušt dlech jako je 
acetonitril, methanol a ethyl-acetát, je málo rozpustný ve vod  a chloroformu [13]. IARC 
(International Agency for Research on Cancer)  v r. 1993 došla k záv ru, že existují 
dostate né d kazy karcinogenních ú ink  NIV na pokusných zví atech. U lidí nebyly 
k dispozici žádné údaje. Celkový záv r byl, že stupe  kancerogenity nebyl ur en (skupina 3) 
[7, 14]. U myší má NIV embryotoxický a ferotoxický ú inek, teratogenní ú inek nebyl 
prokázán. NIV vykazuje antivirový a imunotoxický ú inek. V závislosti na dávce a expozici 
m že mít ú inek imunosupresivní a imunostimula ní [12]. NIV je jedním z nejmén  akutn
toxických trichothecen , na bun né úrovni je jeho hlavním toxickým ú inkem inhibice 
proteosyntézy prost ednictvím vazby na ribozom. NIV nevykazuje karcinogenní ani 
teratogenní ú inky [13].  

V decký výbor pro potraviny stanovil v íjnu 2000 pro NIV prozatímní TDI 0,7 g.kg-1

t lesné hmotnosti [10]. 

2.4.2.3 Fusarenon-X (FUS-X) 

FUS-X je silným inhibitorem syntézy bílkovin. Antivirová aktivita FUS-X je v tší než u 
NIV a DON , což je zap í in no funk ní skupinou navázanou na C-4 (aktivita klesá ve sm ru
acetyl>hydroxyl> vodík). Mezi nejzávažn jší ú inky pat í hematotoxicita, porucha imunitního 
systému, embryo- a fetotoxicita, snížení nár stu t lesné hmotnosti a snížená spot eby jídla, 
zvracení a genotoxicita. Údaje o TDI nebyly v dostupné literatu e nalezeny [12]. 

2.4.2.4 3-acetyldeoxynivalenol (3-ADON) a 15-acetyldeoxynivalenol (15-ADON) 

Vzhledem ke strukturní podobnosti 3-ADON a 15-ADON s ostatními trichotheceny typu A  
a B se p edpokládá podobný mechanizmus ú inku. 3-ADON a 15-ADON jsou rozpustné 
v polárních rozpoušt dlech jako je nap . methanol, acetonitril a octan ethylnatý, mén
rozpustné jsou ve vod . Údaje o TDI nebyly v dostupné literatu e nalezeny [12, 15]. 
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2.5 Je men
Je men je pro své mnohostranné hospodá ské využití druhou nejrozší en jší zem d lskou

plodinou u nás [16]. P stování je mene v eské republice se datuje od roku 1227, kdy se 
používal na výrobu krup, pe ení chleba a pouze jako vedlejší surovina p i va ení piva. Až ve 
40. letech 19. století se za al používat pro kvalitní jarní je men termín sladovnický je men 
[17].

Obilka je mene je tvo ena zárodkem, endospermem a obalovými vrstvami. Zárodek
obsahuje základ list , ko ínk a stébla. V endospermu se nacházejí zásobní bílkoviny a 
škrob. Jádro tvo í tenkost nné škrobové bu ky obalené bílkovinami a gumovitými látkami. 
Vn jší ást se nazývá aleuronová vrstva a p edstavuje bu ky obsahující hlavn bílkoviny a 
tuky. Je men obsahuje 80 až 88 % sušiny, která je tvo ena organickými dusíkatými  
a bezdusíkatými slou eninami a anorganickými látkami, a 12 až 20 % vody [18, 19]. 

Obrázek 3: Podélný ez zralou obilkou [17].

2.5.1 Sladovnický je men
Z je mene se vyrábí slad, který se velmi významn podílí na charakteru p ny, zlatavé 

barv a specifické chuti piva. Pro výrobu sladu a sladových výtažk se na našem území 
p stují vybrané odr dy jarního, dvou adého, nícího je mene (Hordeum distichum var. 

nutans), které pat í k nejkvalitn jším odr dám na sv t . Mnohé zahrani ní odr dy mají 
genetický základ pocházející z našich odr d, zejména z oblasti Hané [20]. 

Optimální zpracovatelské vlastnosti je mene pro výrobu sladu jsou: vlhkost nejvýše 16 %, 
klí ivost nejmén  90 %, obsah bílkovin maximáln  12,5 % v sušin , co nejvyšší hladina 
škrobu a ada dalších kritérií [21, 22]. 
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2.5.2 Sladování
Cílem sladování je p em nit je men na slad bohatý na enzymy a extrakt [23]. Proces 

výroby sladu lze z hlediska jednotlivých výrobních fází rozd lit na n kolik ástí (viz Obrázek 
4).

Obrázek 4: Schéma výroby sladu.

P i skladování se erstv sklizený a vyt íd ný je men nachází ve stadiu základního klidu, 
tzv. dormance, a není schopen klí it. Je to zp sobeno p ítomností inhibitor klí ení tzv. 
dormit . Teprve po jejich odbourání oxidací dormance zaniká, uvol uje se innost 
stimulátor (giberelin ) a zrno se stává schopným klí it. Skladování probíhá v silech [24]. 
Vy išt ný a odležený je men se má í v namá ecích náduvnících. Cílem má ení je dodání 
pot ebné vegeta ní vody z 12-15 % na 42-48 %, která je nutná na zahájení enzymatických 
reakcí a pro klí ení zrna. Má ení se dnes považuje za nejd ležit jší úsek výroby sladu. Po 
vyprání je mene, kdy se z je mene vylouží barevné a ho ké látky, kyselina k emi itá
a bílkoviny z pluch (látky jsou nežádoucí, nebo zhoršují senzorické vlastnosti piva  
a podporují tvorbu zákalu v pivu) p ichází fáze klí ení. 

Cílem slada ského klí ení je mene je aktivace a tvorba enzym (nejv tší technologický 
význam mají amylasy, fosfatasy, cytasy, proteasy) a dosažení požadovaného stupn
rozlušt ní. Dosahuje se toho um lým modelováním optimálních podmínek p irozeného 
klí ení. Amylasy jsou nejd ležit jšími enzymy ve sladu, s jejich pomocí jsou pozd ji
odbourávány škroby p i rmutování. Obsah amylas je odr dovou závislostí a je rovn ž
ovlivn n klimatickými podmínkami ro níku [24]. B hem klí ení neprobíhá jen tvorba
a zvýšení množství enym . Jde o fyziologický proces, p i kterém se v zárode né ásti zrna 
vyvíjejí zárodky ko ínk , klí k a list za využití zásobních látek z endospermu [20]. 
Sou asn se m ní i vnit ní znaky zrna. P sobením enzym se št pí rezervní látky a zvyšuje 
se rozpustnost a luštitelnost. Výsledným produktem klí ení je tzv. zelený slad. Zelený slad má 
vysoký obsah vody a není na rozdíl od hotového sladu skladovatelný. Poslední fází je 
hvozd ní sladu. Zelený slad je dopraven na tzv. hvozd. V pr b hu hvozd ní je šetrn
odstran na v tšina vody dodaná zrnu p i má ení a slad je p eveden do skladovatelného
a stabilního stavu. Dojde k zastavení životních projev a luštících pochod v zrn . B hem 
hvozd ní se vytvá í aromatické a barevné látky, charakteristické pro druhy sladu. Tyto látky 
vznikají p i vyšších teplotách interakcemi št pných produkt polysacharid a bílkovin, 
zejména monosacharid a aminokyselin. Jedná se o adu chemických zm n ozna ovaných 
jako Maillardovy reakce [25, 26]. 
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Odhvozd ný slad se sklápí do koš a dopravuje se do odkli ova ce, kde se zbavuje 
ko ínk zvaných sladový kv t.

2.5.3 Vybrané odr dy je mene jarního 

 Tabulka 4:  Vybrané odr dy je mene jarního a jejich stru ný popis [27]. 

Odr da Stru ný popis 

Aksamit Polopozdní sladovnická odr da. Je doporu ena Výzkumným ústavem 
pivovarským a slada ským pro výrobu eského piva. 

Blaník Polopozdní sladovnická odr da. Je doporu ena Výzkumným ústavem 
pivovarským a slada ským pro výrobu eského piva. 

Bojos Polopozdní sladovnická odr da. Je doporu ena Výzkumným ústavem 
pivovarským a slada ským pro výrobu eského piva. 

Diplom Polopozdní až pozdní sladovnická odr da.
Jersey Polopozdní sladovnická odr da.
Kangoo Polopozdní až pozdní sladovnická odr da s výb rovou sladovnickou jakostí. 
Malz Polopozdní sladovnická odr da.
Prestige Poloraná sladovnická odr da.
Radegast Polopozdní sladovnická odr da. Je doporu ena Výzkumným ústavem  

pivovarským a slada ským pro výrobu eského piva. 
Sebastian Polopozdní odr da s výb rovou sladovnickou jakostí. 
Xanadu St edn  raná sladovnická odr da s výb rovou sladovnickou jakostí. 

2.6 Mykotoxiny v sladovnickém je meni

2.6.1.1 Aflatoxiny 

Tabulka 5: Strukturní vzorce a molekulové hmotnosti nejvýznamn jších aflatoxin  [1].

    

Aflatoxin Sumární vzorec 
aflatoxinu

Molekulová hmotnost 
[g.mol-1]

B1 C17H12O6 312 
B2 C17H14O6 314 
G1 C17H12O7 328 
G2 C17H14O7 330
M1 C17H12O7 328 
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Obrázek 5: Chemické struktury aflatoxin  B1, B2, G1, G2 a M1 [28].

Aflatoxiny  pat í s ohledem na svoji extrémn  vysokou toxicitu mezi nejvíce sledované 
mykotoxiny. Nejvýznamn jšími producenty aflatoxin  jsou dv  blízce p íbuzné vláknité 
houby rodu Aspergillus, a to A. flavus a A. parasiticus. Mezi nejvýznamn jší p irozen  se 
vyskytující aflatoxiny pat í aflatoxiny ady B a G (aflatoxin B1, B2, G1 a G2) a dále aflatoxin 
M1[7]. P ítomnost aflatoxin  byla prokázána v plesnivých cereáliích, kávových zrnech  
a živo išných produktech (šunka, salám, tvrdý sýr) [2]. Aflatoxiny jsou pom rn  hydrofilní 
slou eniny, a proto není jejich afinita k tukové složce potraviná ských surovin vysoká a p i
výrob  rostlinných olej  se koncentrují ve šrotech. Expozice aflatoxin  m že u zví at
i lov ka vyvolat adu akutních i chronických onemocn ní. Jako nap . tzv. Rey v syndrom, 
respira ní onemocn ní, chronickou gastritidu, duševní retardaci d tí a potla ení imunity. 
Aflatoxiny jsou hepatotoxické, aflatoxin B1 je považován za nejpotentn jší známý p irozený 
hepatokarcinogen. Mutagenita a karcinogenita aflatoxin  obecn  klesá v ad  B1>G1>B2>G2.
Inhibují replikaci a transkripci DNA. U hospodá ských zví at je hlavním problémem 
p edevším riziko letální akutní intoxikace a za podmínek chronické expozice pak snížená 
rychlost r stu, náchylnost k infekcím, snížená produkce masa, mléka a vajec 

Aflatoxiny jsou rozpustné v b žných organických rozpoušt dlech jako je methanol, aceton, 
acetonitril, chloroform, i toluen [7]. Maximální limity aflatoxin  pro vybrané potraviny jsou 
uvedeny v Tabulce 3. 
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2.6.1.2 Ochratoxin A (OTA) 

Sumární vzorec:  C20H18O6CIN
Molekulová hmotnost:  403 g.mol-1 

[1]

Obrázek 6: Chemická struktura ochratoxinu A [29]. 

Nejvýznamn jšími producenty OTA jsou vláknité houby rodu Aspergillus ochraceus

a Penicillium viridicatum. OTA je obecn  nejvýznamn jším reprezentantem  ochratoxin . Za 
hlavní zdroje OTA v potravinách jsou pokládány cereálie, cereální produkty, vep ové maso, 
dále káva, pivo, lušt niny, ko ení a zelený aj. Toxické ú inky jsou p i ítány atomu chlóru, 
kterým je na aromatický kruh substituován. Nejzávažn jším biologickým ú inkem 
zaznamenaným u zví at exponovaných OTA je nefrotoxicita, hepatotoxicita, genotoxicita,
imunotoxicita a karcinogenita. U lov ka je expozice OTA spojována s balkánskou 
endemickou nefropatií a nádory ledvin. 

OTA je rozpustný v organických rozpoušt dlech (chloroformu, ethanolu a methanolu) [1]. 
Evropský ú ad pro bezpe nost potravin (EFSA) p ijal dne 4. dubna 2006 aktualizované 
v decké stanovisko týkající se OTA v potravinách a došel k záv ru, že tolerovatelný týdenní 
p íjem (TWI) je 120 ng.kg-1 t lesné hmotnosti [10]. Maximální limity OTA pro vybrané 
potraviny jsou uvedeny v Tabulce 3. 

2.6.1.3 Deoxynivalenol (DON)

Viz 2.4.2.1.
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2.6.1.4 Zearalenon (ZON) 

Sumární vzorec: C18H22O5

Molekulová hmotnost: 318 g.mol-1

[1]

Obrázek 7: Chemická struktura zearalenonu [30] 

Mezi nejvýznamn jšími producenty ZON se uvádí Fusarium graminearum

a F. semitectum. ZON byl nalezen v následujících potravinách: obiloviny a výrobky z nich, 
je men, slad, pivo, kuku ice, rýže, irok, proso, boby, o echy, banány a v n kterých druzích 
ko ení. Jedná se o relativn  lipofilní slou eninu. Obsah ZON asto p i technologickém 
zpracování obilovin významn  klesá. Akutní toxicita ZON je nízká, nicmén  jeho p íjem 
stravou m že vyvolat (díky strukturní podobnosti se steroidními hormony estrogeny) 
hyperestrogenní syndrom. S ohledem na své estrogenní ú inky se ZON n kdy ozna uje jako 
mykoestrogen.  Je pokládán za vhodný indikátor p ítomnosti dalších fuzáriových mykotoxin
v cereáliích, jako jsou nap . trichotheceny DON a NIV [1, 7].

U Zearalenonu byla prokázána hepatotoxicita, hematotoxicita, imunotoxicita  
a genotoxicita. ZON je prakticky nerozpustný v isté vod  a tetrachlormethanu a je rozpustný
v diethyletheru, chloroformu, dichlormethanu, ethyl-acetátu, alkoholech a vodných alkáliích 
[30]. Není významn  akutn  toxický, spolu se svými deriváty však vykazuje významné 
estrogenní a anabolické ú inky [7]. V decký výbor pro potraviny stanovil v ervnu 2000 pro 
ZON prozatímní TDI 0,2 g.kg-1 t lesné hmotnosti [10]. Maximální limity ZON pro vybrané 
potraviny jsou uvedeny v Tabulce 3. 

2.6.1.5 Sterigmatocystin 

Sumární vzorec: C18H12O6

Molekulová hmotnost: 324 g.mol-1

[1]
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Obrázek 8: Chemická struktura sterigmatocystinu [32].

Významnými producenty Sterigmatocystinu jsou zejména Aspergillus versicolor, A. flavus

a A parasiticus a Emericella nidulans. Sterigmatocystin pat í mezi hlavní mykotoxiny 
pravideln  se vyskytující v obilninách a výrobcích z nich. P ítomnost sterigmatocystinu 
(spolu s aflatoxiny) byla prokázána v plesnivé pšenici, je meni, kuku ici, rýži, sojových 
bobech a zelené káv , dále v živo išných produktech (šunka, salám, tvrdý sýr). 
Sterigmatocystin je meziproduktem biosyntézy aflatoxinu B1. Akutní toxicita 
sterigmatocystinu je nízká vlivem jeho malé rozpustnosti ve vod  a v žalude ních š ávách  
a m ní se v závislosti na zp sobu aplikace, živo išném druhu a dalších faktorech.    
   Sterigmatocystin vykazuje hepatotoxický, nefrotoxický, karcinogenní, mutagenní  
a teratogenní ú inek. P es svoji výraznou karcinogenitu se nezdá být sterigmatocystin 
významným nebezpe ím pro lidské zdraví. Jeho karcinogenní aktivita se rovná 1/10 
karcinogenity aflatoxinu B1. V R se p ípustné maximální množství v poživatinách pohybuje 
v rozmezí 5–20 g.kg-1 [1, 2]. 

2.6.1.6 Alternáriové mykotoxiny 

Sumární vzorec alternariol monometyl éteru: C15H12O5

Molekulová hmotnost: 272 g.mol-1

[1]

Obrázek 9: Chemická struktura alternariol monomethyl etheru [33]. 

Je známo n kolik toxikogenních  druh  hub rodu Alternarium, z nichž nejvýznamn jší  
a nejvíce zkoumaný je druh A. alternata. Jako d ležité rostlinné patogeny napadají  
a zp sobují zánik mnoha zem d lských plodin (nej ast ji je mene, pšenice, ovsa a raj at) jak 
na poli, tak i po sklizni. Jestliže v p edskliz ovém období nastane suché po así, jsou zrna 
asto zbarvena houbovou nákazou. Jako poskliz ová kontaminace ovoce, zeleniny a obilí se 

mohou vyskytovat díky p enesení spor z pole, nebo m že dojít ke kontaminaci t chto surovin 
p i transportu, zpracování i skladování. Vzhledem k všudyp ítomnosti alternáriových 
mykotoxin  se jedná o jedny z nejvýznamn jších plís ových alergen .
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V tšina alternáriových mykotoxin  vykazuje zna nou cytotoxickou aktivitu. Pro savce je 
za nejvíce toxickou považována tenuazonová kyselina produkovaná rodem Alternaria spp.
Mutagenní ú inek byl pozorován u  alternariol monomethyl etheru a altertoxinu I. Chronická 
toxicita u alternariových mykotoxin  zatím není dostate n  prozkoumána [33]. Expozi ní 
limity (TDI/PTDI) pro alternáriové mykotoxiny zatím nebyly na zasedáních EFSA a Joint 
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives and Contaminants (JECFA FAO/WHO)  
v rámci Codex Alimentarius stanoveny [34].

2.7 P íprava a zpracování vzork  k analýze 
Analytické stanovení mykotoxin  se skládá z n kolika na sebe navazujících krok , z nichž 

každý rozhoduje o výsledku analýzy [1]. P íprava vzorku k analýze bývá všeobecn
považována za jeden z nejv tších zdroj  chyb celého analytického procesu (viz Obrázek 10), 
jde o asov  nejnáro n jší a nejpracn jší ást analýzy [35] 

Obrázek 10:  Zdroje chyb p i analýze [35]. 

2.7.1 Odb r a zpracování vzork

Prvním velmi d ležitým procesem je odb r a zpracování vzork . Vzorky potravinových 
surovin, potravin a krmiv jsou asto nehomogenní, kusové a odb ry se musí provád t z šarží 
o zna né hmotnosti i po tu jednotek. D ležité je objektivní vzorkování (odb r vzork ) dle 
p íslušné legislativy a dostate né zhomogenizování zpracovávaných vzork . Pevné vzorky je 
nutno dezintegrovat ve vhodném za ízení (nap . t íštivém mlýnku, laboratorním mixéru) [1]. 

2.7.2 Extrakce

Extrakce vzorku organickým rozpoušt dlem se provádí nejlépe na laboratorní t epa ce
v Erlenmayerov  ba ce, na homogenizátoru, nebo pomocí ultrazvuku. Extrak ní
rozpoušt dlo se volí podle povahy a rozpustnosti p íslušného mykotoxinu a s ohledem na 
extrahovaný materiál a další zpracování extraktu. Extrakce mykotoxin  probíhá za 
laboratorní teploty a za neutrální nebo kyselé reakce. 

Obecn  se k extrakci mykotoxin  nej ast ji používá methanol, octan ethylnatý, 
chloroform, aceton a acetonitril, pop ípad  jejich vodné roztoky. Nejvíce používaným 
extrak ním médiem pro simultánní co-extrakce trichothecen  typu A a B je 84% acetonitril. 
Z kyselého prost edí se extrahují do organických rozpoušt del mykotoxiny kyselé povahy. 
Okyselení vzorku se provádí kyselinou chlorovodíkovou nebo fosfore nou. Po extrakci se 
suspenze odst edí, u zvlášt  komplikovaných matric je n kdy nezbytné provést po odst ed ní
ješt  následnou filtraci [1, 35, 36]. 
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2.7.3 išt ní

2.7.3.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny 

Je to metoda, která byla používána p i išt ní extrakt  pro stanovení n kterých
mykotoxin  (aflatoxin , OTA, kys. cyklopiazonové) zejména v 70.–80. letech 20. století. Je 
založena na r zné rozpustnosti látek ve dvou nemísitelných kapalinách.

2.7.3.2 Imunoafinitní chromatografie (IAC) 

Obrázek 11: Imunoafinitní kolonky [37, 38]. 

V sou asné dob  se nej ast ji používá išt ní extraktu mykotoxin  na imunoafinitní 
kolonce, a to pro svoji vysokou specifitu, menší spot ebu organických rozpoušt del a menší 
asovou náro nost.

Nejprve se na imunoafinitních kolonkách nechá p efiltrovaný a z ed ný extrakt 
mykotoxinu ve sm si methanolu s vodou pomalu prokapat. V tomto procesu se analyt 
z kapalné fáze sorbuje na fázi pevnou. Interakce analytu s tuhou fází musí být siln jší než 
s fází kapalnou, ve které je analyt rozpušt n. Následné eluce analytu se dosáhne promytím 
kolonky speciálním promývacím pufrem (methanol, okyselený methanol, methanol-
acetonitril atd.) [1, 35].
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2.7.3.3 Extrakce na pevné fázi (SPE) 

Multisep® Columns             MycoSep® Columns

Obrázek 12: P íklady extrakcí na pevné fázi na kolonkách Multisep® ROMER 

 a MycoSep® ROMER [39]. 

Pro mykotoxiny (patulin, sterigmatocystin, trichotheceny, ZON, atd.) se používá také 
išt ní na kolonkách SPE (solid phase extraction) se sorbenty z r zných nepolárních, st edn

polárních a polárních materiál  na bázi modifikovaného silikagelu, polymeru (nap .
styrendivinylbenzenové prysky ice), nebo k emi itanu ho e natého [1].

Na Obrázku 12 vpravo je do extraktu vzorku ve zkumavce vtla ována kolonka, tím extrakt 
stoupá nahoru a filtruje se od ne istot. Jakékoli barviva se v tomto procesu zachytí uvnit
nápln istící kolonky a p e išt ný extrakt se poté odejme. istý extrakt se pak suší nap . na 
vakuové rota ní odparce a p ed dalším zpracováním je obnoven podle požadavk  analytické 
koncovky. Komer ní trichothecenové EP kolonky jsou vhodné k použití p ípravy vzork ady 
potravin a  krmiv [1, 40]. 

2.7.3.4 Gelová filtrace (GPC) 

Gelová filtrace je metoda separace složek z kapalného média. Princip separace spo ívá 
v tom, že látky s vyšší molekulovou hmotností procházejí kolonou, zatímco menší molekuly 
p echodn  vstupují do pór  gelu a jsou tak zadržovány. Používá se pro separaci velkých 
molekul (biomolekul) na základ  rozdílné molekulové hmotnosti. V oblasti analýzy 
mykotoxin  se používá p edevším k odstran ní lipidických slou enin a rostlinných pigment .
V R je metoda využívána nap . pro stanovení patulinu a ZON [1]. 
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2.8 Možnosti stanovení vybraných mykotoxin  v sladovnickém je meni

Mykotoxiny se nej ast ji stanovují imunochemickými a chromatografickými analytickými 
metodami [1]. 

2.8.1 Imunochemické metody (ELISA, RIA) 

Jedná se o b žnou metodu využívanou pro detekci mykotoxin , která je založena na 
imunitní reakci sledované látky s protilátkou. Mykotoxiny zpravidla nevyvolávají imunitní 
odezvu tvorbou protilátek, ale k tvorb  protilátek dochází až po navázání na vhodný nosi
(nap . bílkovina). Výhodou metody je pom rn  snadné ode ítání výsledk  nap . m ením 
intenzity zbarvení roztoku fotometrem [15]. ELISA poskytuje rychlý a levný screening,  
i když p i nízkých koncentracích není dostate n  p esná a lze jit aplikovat pouze na omezený 
rozsah zem d lsko-potraviná ských matric [36]. 

2.8.2 Chromatografické metody

V principu se jedná o migraci v systému dvou fází, z nichž jedna je stacionární a druhá 
mobilní. Separace se uskute uje na základ  rozdílného d lení a selektivní retardace složek 
vzorku v kolon  [15]. 

2.8.2.1 Chromatografie na tenké vrstv  (TLC) 

Jedná se o metodu založenou na vzlínání sm si rozpoušt del v tenké vrstv  sorbentu na 
povrchu vhodného nosi e. Jednotlivé složky vzorku jsou unášeny po sorbentu r znou
rychlostí. Jakmile dojde pohyb ela na konec desky, pohyb se zastaví. Jednotlivé složky 
vzorku lze pozorovat jako barevné skvrny nebo jsou vizualizovány post ikem vhodným 
chemickým inidlem [15]. Metodu lze použít k orienta nímu, kvantitativnímu nebo semi-
kvantitativnímu stanovení mykotoxin . Je to rychlá, jednoduchá a finan n  nenáro ná metoda 
[1, 41]

2.8.2.2 Vysokoú inná tenkovrstevná chromatografie (HPTLC) 

Tato metoda byla vyvinuta na základ  klasické TLC metody. Její výhodou oproti klasické 
TLC je miniaturizace celého za ízení a podstatné snížení množství nanášených látek. 
Chromatografická deska obsahuje adsorbent (silikagel) nanesený spolu s pojidlem (sádra nebo 
škrob) na vhodnou podložku (nap . sklo). Chromatogram se nejprve eluuje soustavou nebo 
rozpoušt dlem, které snadno vymývá interferující ne istoty a hledaný mykotoxin nechává na 
startu. Vhodným rozpoušt dlem pro vymytí ne istot ze startu chromatogramu je pro 
mykotoxiny asto chloroform, benzen, n-hexan nebo diethylether. Vhodnými vyvíjecími 
soustavami pro d lení mykotoxin  jsou nap . chloroform-aceton, benzen-metanol-kyselina 
octová a toluen-etylacetát-kyselina mraven í. Detekce mykotoxinu na chromatogramu se 
provádí zárove  s kvalitativním a kvantitativním stanovením jeho obsahu v naneseném 
vzorku. Na start chromatogramu se nanáší krom  vzork  také t íbodová kalibra ní stupnice 
standard  [1]. 

2.8.2.3 Vysokoú inná kapalinová chromatografie (HPLC) 

U této separa ní techniky je mobilní fází kapalina, která prostupuje stacionární fází 
v kolon . Složení mobilní fáze výrazn  ovliv uje separaci (narozdíl od GC) a její 
optimalizace je velmi d ležitá. 
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Název vysokoú inná je z toho d vodu, že hnací silou mobilní fáze není jen hydrostatický 
tlak jako u „b žné“ chromatografie, ale vysoce ú inné erpadlo, které umož uje vyvinout 
pracovní tlak až 40 MPa. Vysokotlaká erpadla (pumpy) umož ují konstantní, regulovatelný 
a bezpulzní pr tok obvykle v rozsahu 0,1–10 ml.min-1 [42, 43, 44]. P i samotné analýze je 
hlavním ukazatelem signál z detektoru, který vytvá í chromatogram. Chromatogram je pak 
grafický záznam odezvy detektoru. Obvykle je úm rný koncentraci eluované látky. Je tvo en 
adou pík , v ideálním p ípad od sebe odd lených a ležících na základní linii. 

Chromatogram slouží pro následné kvantitativní i kvalitativní vyhodnocení analýzy [43]. 
Pro identifikaci separovaných složek sm si je d ležitý tzv. reten ní as, což je doba, která 
uplyne od vstupu vzorku do kolony až do záznamu maxima píku na chromatogramu, resp. je 
to doba, kterou p íslušná slou enina stráví v kolon . Ur ení reten ního asu je tedy d ležité 
pro identifikaci látky. Pro stanovení koncentrace látky je d ležitá plocha píku. Pro ur ení
kvantity i kvality se používá p íslušných standard . Standardizace m že být externí (standard 
je analyzován samostatn ) nebo interní (standard je p idán k analyzovanému vzorku) [43]. 
Z hlediska složení mobilní fáze m žeme separa ní proces (eluci) rozd lit na izokratický 
(složení mobilní fáze se nem ní po celou dobu analýzy) a na gradientový (složení mobilní 
fáze se v pr b hu analýzy m ní, koncentrace jedné složky mobilní fáze roste na úkor druhé) 
[43].

V HPLC se používají kolony z lešt né nerezové oceli, p íp. tvrzeného skla, titanu nebo 
pevného polymeru o délce 10–25 cm a vnit ním pr m ru 3–4,6 mm. Kolony jsou na koncích 
opat eny fritami (póry o velikost 0,5-2 m). Nápln  kolon pro HPLC jsou tvo eny stacionární 
fází o velikosti ástic 1,5–10 m.  Kvalita stacionární fáze (velikost a pravidelný tvar ástic, 
porozita apod.) významn ovliv uje kvalitu separace. P ipravují se jak z pórovitých 
anorganických materiál , tak i z organických polymer . používají se hlavn  materiály na bázi 
silikagelu [20, 44]. 

Kapalinová chromatografie umož uje analyzovat anorganické ionty, p írodní sm si látek, 
t kavé, málo t kavé i termolabilní organické slou eniny [43]. Chromatografie na normálních 
fázích znamená použití polární stacionární fáze (voda vázaná na silikagel) a nepolární fáze 
mobilní (hexan). Chromatografie na obrácených fázích (RP-HPLC, Reversed-Phase-HPLC) 
používá stacionární fázi nepolární (uhlovodíky vázané na silikagel) a mobilní fázi polární 
(voda, alkoholy, acetonitril) [45]. V kapalinové chromatografii se používají detektory jako 
fotometrický, refraktometrický, fluorescen ní, hmotnostní a další [42]. 

2.8.2.4 Plynová chromatografie (GC) 

Plynová chromatografie je metoda separa ní a sou asn  analytická, umož ující kvalitativní 
a kvantitativní analýzu plynných vzork , pop . veškerých t kavých látek (kapaliny i tuhé 
látky), pokud je lze p ed separací p evést v páry [1]. Vzorek se tedy dávkuje do proudu plynu, 
kde je ihned odpa en a je dále unášen kolonou. Mobilní fází je nosný plyn. V kolon  se složky 
separují na základ  r zné schopnosti poutat se na stacionární fázi. Složky opoušt jící kolonu 
indikuje detektor. Signál z detektoru se vyhodnocuje a z asového pr b hu intenzity signálu 
se ur í druh a kvantitativní zastoupení složek. 

Obecn  m že být plynová chromatografie použita k separaci plyn , v tšiny 
nedisociovatelných kapalin a pevných organických molekul a mnoha organokovových látek. 
Není použitelná pro separaci makromolekul, organických a anorganických solí. 

Plynový chromatograf se skládá ze zdroje nosného plynu, jež tvo í tlaková láhev 
obsahující vodík, dusík, helium nebo argon, istícího za ízení zachycující vlhkost a ne istoty 
v nosném plynu, regula ního systému, dávkova e, který slouží k zavedení vzorku do proudu 
nosného plynu. Další ást tvo í koncentrátor na po átku kolony, jež zachycuje vzorek ze 
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vzduchu nebo vodného roztoku na adsorbent, samotná kolona, ve které je umíst na 
stacionární fáze a kde dochází k separaci látek, následuje detektor, vyhodnocovací za ízení, 
jež zpracovává signál z detektoru, zakresluje chromatografickou k ivku (chromatogram)  
a provádí její vyhodnocení a v neposlední ad  termostat, jež zajiš uje dostate nou teplotu, 
dávkova e, kolony a detektoru, nutnou pro udržení vzorku v plynném stavu.  

V plynové chromatografii se používají detektory jako tepeln -vodivostní detektor, 
ioniza ní detektory, jako je nap . plamenový ioniza ní detektor (FID), fotoioniza ní detektor 
(PID), detektor elektronového záchytu (ECD) a hmotnostní spektrometr (MS), jež má 
nezastupitelný význam [45]. 

2.8.3 Hmotnostní spektrometrie (MS) 

Hmotnostní spektrometrie je separa ní technika, která p evádí vzorek na ionizovanou 
plynnou fázi a vzniklé ionty separuje podle hodnoty podílu jejich hmotnosti a náboje m/z [45].
Jedná se o metodu destruk ní, ale vzhledem k velmi malé spot eb vzorku, která se pohybuje 
v ádech pg až ng, to nelze považovat za nevýhodu [46]. 

Hmotnostní spektrometr tvo í t i základní ásti:
- iontový zdroj (p evádí molekuly na nabité ástice, tzv. proces ionizace) 
- hmotnostní analyzátor (d lí vzniklé ionty na základ  jejich pom ru m/z)
- detektor (registruje ionty opoušt jící analyzátor a p evádí je na elektrický signál) 

 Další ásti p ístroje jsou tvo eny: 
- vakuový systém 
- za ízení pro zavád ní vzork  (sonda) 
- iontová optika 
- po íta  na ovládání a lad ní p ístroje, na sb r a ukládání dat [44]. 

2.8.3.1 Ioniza ní techniky 

Ioniza ní techniky hmotnostní spektrometrie se d lí na tzv. tvrdé a m kké. Nejstarší 
ioniza ní technikou je ionizace nárazem elektron , neboli elektronová ionizace (EI), která se 
adí k tvrdé typy ionizace. V EI dochází interakcí proudu elektron  s cílenou molekulou  

k vyražení elektronu (p ípadn více elektron ) z této molekuly. Vznikají tak jedno nebo 
vícenásobn nabité molekulové ionty. P i interakci však dochází k p enosu v tší energie než 
je energie ioniza ní, což zp sobuje fragmentaci molekulového iontu a v p ípad málo 
stabilních analyt vznikají výhradn fragmentované ionty, jež neposkytují údaj o skute né
velikosti [18, 44]. 

Mezi m kké ioniza ní techniky, neboli techniky v jejichž spektrech pozorujeme 
(de)protonované molekuly a minimum fragment  pat í:

Chemická ionizace (CI) – V CI se nejprve elektronovou ionizací ionizuje reak ní plyn  
a kombinací elektronové ionizace a iontov  molekulárních reakcí vzniká sm s iont  reak ního
plynu, které se potom ú astní p enosu náboje na molekuly studované látky.  

Ionizace za atmosférického tlaku (API) – zahrnuje t i ioniza ní techniky (ESI, APCI, 
APPI) pracující za atmosférického tlaku, jež znamenaly naprostý pr lom v ešení spojení 
HPLC/MS. Cílem t chto ioniza ních technik je, aby se typ a intenzita iont  pozorovaných 
v hmotnostním spektru co nejvíce blížila skute né struktu e a koncentraci látek v kapalné fázi 
[44].
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Elektrosprejová ionizace (ESI) – p i ionizaci elektrosprejem prochází eluát po výstupu 
z chromatografické kolony kovovou kapilárou, na kterou je vloženo vysoké nap tí (3–5 kV). 
Vznikající kapi ky po rozprášení na výstupu z kapiláry za pomoci zmlžujícího plynu nesou na 
povrchu velké množství náboj .  S odpa ujícím se rozpoušt dlem hustota elektrického náboje 
na povrchu kapi ek stoupá až do kritického bodu, kdy dochází coulombickou explozí 
k rozpadu ješt  na menší kapi ky. Opakování tohoto procesu vede až k uvoln ní
kvazimolekulárních iont , (de)protonované molekuly nebo adjuktové ionty [44]. Ionty vzorku 
prochází hmotnostním spektrometrem a jsou analyzovány. Typická aplika ní oblast ESI jsou 
nejr zn jší typy biopolymer , organokovových slou enin, nekovalentních komlex  a další 
siln  polární až iontové slou eniny s molekulovými hmotnostmi až do cca 100 tisíc Da 
v p ípad  protein  [35, 47]. 

Obrázek 13: Mechanismus ionizace elektrosprejem v pozitivním módu  [47]. 

Chemická ionizace za atmosferického tlaku (APCI) - u APCI je uspo ádání iontového 
zdroje  podobné jako u ESI, avšak na kapiláru není vloženo nap tí a u jejího konce je navíc 
umíst na výbojová jehla (elektroda). Na konci kapiláry dochází k rozprášení eluátu 
pneumatickým zmlžova em. Vzniklý aerosol je rychle odpa en v krátké zón  vyh ívané na 
vysokou teplotu (300–600 °C). Vložením nap tí na výbojovou jehlu dochází ke vzniku 
koronárního výboje, jímž jsou nejd íve ionizovány molekuly mobilní fáze, p ítomné v plynné 
fázi ve velkém nadbytku v i analytu, a vzniklý reak ní plyn následn  ionizuje molekuly 
analytu jako u klasické CI. Ionty vzorku prochází hmotnostním spektrometrem a jsou 
analyzovány [44, 47]. 
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P íklad tvorby typického primárního, sekundárního a aduktového iontu v pozitivním módu: 

Tvorba primárního iontu: 
e- + N2  N2

+. + 2e-

Tvorba sekundárního iontu: 
N2

+. + H2O  N2 + H2O
+.

H2O
+. + H2O  H3O

+  + HO.

P enos protonu: 
H3O

+ + M  (M + H)+  + H2O

APCI je vhodn jší pro látky s nízkou až st ední polaritou a molekulovými hmotnostmi 
p ibližn  do 1000 – 1200 Da [35, 47].

Obrázek 14: Mechanismus chemické ionizace za atmosferického tlaku (APCI) v pozitivním    

                    módu [47]. 

Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) - technikou APPI jsou ionizovatelné  
molekuly s konjugovanými dvojnými vazbami, jako jsou nap . aromatické slou eniny. 
Zdrojem zá ení je zde kryptonová výbojka s energií foton  10 eV. Absorpce fotonu
a následné vymršt ní elektronu vytvá í v APPI z fotoionizované molekuly M radikálový 
kation M+.. Tato chemická ionizace vede k relativn  složitému mechanismu v kladném a 
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záporném iontovém módu. Iontov -molekulová reakce m že zvýšit citlivost, ale m že také 
zkomplikovat analýzu hmotnostních spekter [46]. Obecn  jde o velmi podobnou techniku 
jako je APCI, ale oproti ní ji lze použít i pro velmi nepolární nebo labilní slou eniny [44] 

Obrázek 15: Mechanismus fotoionizace za atmosferického tlaku (APPI) [48]. 

2.8.3.2 Hmotnostní analyzátory 

Z iontového zdroje vstupuje sm s obsahující ionty r zných hmot m nesoucích jeden i více 
náboj z a je t eba je p ed detekcí rozlišit. K rozlišení iont  podle jejich ú inných hmot m/z.
slouží hmotové analyzátory. 

Magnetický analyzátor – v magnetickém poli dochází k zak ivení dráhy letu iont . Ionty 
s nižší hodnotou m/z mají v tší zak ivení dráhy.  

Kvadrupólový analyzátor (Q) bývá sou ástí hmotnostních spektrometr vhodných pro 
spojení s plynovou nebo kapalinovou chromatografií. Separace iont  je dosaženo jejich 
pr chodem  mezi ty mi kovovými ty emi, na n ž je vloženo stejnosm rné nap tí (cca 400 
V), vždy u dvou protilehlých ty í stejného znaménka, a na n  je superponováno st ídavé 
radiofrekven ní nap tí (cca 2000 V). K tomu, aby ionty prošly polem, musí se podrobit 
oscilaci. Stabilita iont  závisí na pom ru m/z. ástice z jinou hmotou m/z jsou z elektrického 
pole vyneseny ven a zadrženy elektrodami [44].  
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Obrázek 16: Schéma kvadupólového analyzátoru [48] 

Iontová past (IT) uzavírá ionty v ohrani eném prostoru pomocí elektrického pole. Jedná se 
vlastn o kvadrupól, který je tvo en hyperboloidním prstencem místo jedné dvojice ty í
a dv ma hyperboidními „ví ky“ místo dvojice druhé. Ionty ve vnit ním prostoru iontové pasti 
jsou nuceny se pohybovat po uzav ených kruhových drahách. Zvyšováním 
vysokofrekven ního nap tí se jednotlivé iontové druhy podle m/z dostávají na nestabilní 
trajektorie a opustí iontovou past sm rem do detektoru. 

Obrázek 17: Schéma iontové pasti [44]. 

Závislost intenzity iontového proudu na hodnot m/z pak p edstavuje hmotnostní spektrum 
[42]. Spektrum organické látky obvykle obsahuje více pík . To je zp sobeno d lením 
molekuly p i analýze. Nejintenzivn jší pík se nazývá základní, jeho intenzita (výška) se 
obvykle považuje za 100 %. K tomuto píku se vztahují intenzity ostatních pík spektra [46]. 

Analyzátor doby letu (TOF)

K analýze dochází v oblasti bez pole, tedy bez elektrického i magnetické pole, které by 
vymezovalo sm r toku iont  do zahnutých k ivek i složitých trajektorií. Ionty s menší 
hodnotou m/z se pohybují rychleji a dostanou se i rychleji na detektor. Tento hmotnostní 
analyzátor je typicky pulzní. Nejd íve jsou velmi krátkým pulzem ionty urychleny na vstupu 
do analyzátorové trubice, a poté se p esn  m í as , za který ionty „dolétnou“ k detektoru , 
podle ehož se ur í jejich m/z [44, 49]. 

2.8.3.3 Detektory 

Iontové detektory p evád jí proud dopadajících iont  na proud elektron .



34

Elektronový násobi  – je nejb žn jším detektorem. Ionty dopadající na povrch elektrody,  
z ní vyrazí e-. Elektrody zesilují elektronový proud až 108krát. Zesílený proud elektron  je 
veden do zesilova e a je vyhodnocován. 

Fotonásobi  – ionty dopadají na fosforovou desti ku, ímž uvolní energii ve form  fotonu. 
Foton je zachycen fotonásobi em. Proud foton  je zesílen až 105krát

Faradayova klec – dopadající ionty se vybijí na sb rné elektrod . Dopad iontu zp sobí
vyražení elektronu z povrchu. Elektron dopadá na anodu. Vzniklý elektrický proud je zesílen 
zesilova em [44, 45]. 

2.8.4 Metoda LC-MS 
Propojení kapalinové chromatografie s hmotnostní spektrometrií p edstavuje využití 

moderních separa ních metod k p esné identifikaci a strukturní analýze látek [45]. 
Historický vývoj nebyl zdaleka tak jednoduchý jako u GC-MS. Hlavními problémy spojení 
HPLC-MS bylo p ekonání obrovského rozdílu tlak  mezi HPLC a MS (8–10 ád ), nebo
kapalinová chromatografie pracuje za vysokého tlaku (MPa) a hmotnostní spektrometrie 
pracuje za hlubokého vakua, dále p evedení analyzovaných látek do plynné fáze a odstran ní
nadbytku mobilní fáze [44, 46]. 

Hmotnostní spektrometrie je sob sta ná d lící metoda, ovšem pouze v p ípad , jedná-li se
o jednodušší sm si látek. V p ípad složitých sm sí látek se využívá separa ní schopnosti 
práv kapalinové chromatografie.  

U LC-MS se kapalná mobilní fáze, obsahující analyt, zavádí do iontového zdroje 
hmotnostního spektrometru. Dochází zde k desolvataci molekul analytu, jejich ionizaci  
a zavedení do analyzátoru (Práv  tato nutnost odstranit velké množství molekul mobilní fáze 
od molekul analytu byla d vodem, pro  se techniky LC-MS za aly prakticky využívat 
mnohem pozd ji, než GC-MS). Typem ionizace u HPLC-MS je ionizace za atmosferického 
tlaku (API,  Atmospheric Pressure Ionization) [44].
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Obrázek18: Chromatografický systém: A - gradientová pumpa s degazérem,  
          B - autosampler s kolonovou sk íní, C - zásobní lahve, D - hmotnostní spektrometr 

2.8.4.1 Metoda LC-MS/MS 

Jedná se o spojení kapalinové chromatografie s tzv. tandemovou hmotnostní spektrometrií. 
V MS/MS uspo ádání je vybraný ion podroben kolizní aktivaci (nej ast ji srážkám s inertním 
plynem – tzv. kolizní plyn), ímž m že dojít k rozpadu tohoto iontu na fragmentové ionty  
a jejich hmotnostní spektrum je zm eno. MS/MS spektrum obsahuje pouze fragmentové 
ionty vzniklé rozpadem vybraného prekurzoru, neobsahuje žádné ne istoty.  

Obrázek 19: Princip MS/MS [48] 
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2.8.5 Metoda GC-MS 

Spojení plynové chromatografie a hmotnostní spektrometrie vytvo ilo efektivní techniku 
pro analýzu složitých sm sí organických látek. Plynovou chromatografií se separuje 

vzorek organické látky a separované složky jsou pak v molekulovém separátoru zbaveny 
nosného plynu a analyzovány hmotnostním spektrometrem. V sou asnosti se tém  výhradn
používá ve spojení s kapilárními kolonami spolu s  konven ní elektronovou ionizací (EI) nebo 
chemickou ionizací (CI). Jako nosný plyn se v GC-MS používá helium, protože lze snadno 
od erpat vakuovými pumpami a také se aktivn  ú astní ioniza ního mechanismu. Mezi 
nejb žn jší hmotnostní analyzátory pro GC-MS pat í Kvadrupólový analyzátor (Q),  Iontová 
past (IT) a Time-of-Flight (TOF) [44] 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ÁST  

3.1 P ístrojové vybavení,  software a chemikálie 

3.1.1 Kapalinový chromatograf  s hmotnostním detektorem

HPLC systém (Finnigan Surveyor):  
- gradientová pístová pumpa s degaserem Finnigan Surveyor LC Pump Plus,  
      Thermoelectron corporation (San Jose, USA) 
- autosampler s kolonovým termostatem Finnigan Surveyor Autosampler Plus, 

Thermo electron corporation (San Jose, USA) 
- kolona s pevným jádrem Kinetex 2,6 u PFP 100A (100 x 3,00 mm) 

Phenomenex 

MS systém (Finnigan LCQ Advantage): 
- hmotnostní spektrometr Finnigan LCQ Advantage MAX s turbomolekulární  

 pumpou, Thermo electron corporation (San Jose, USA) 

- software: Xcalibur 1.3 

3.1.2 Použité chemikálie 

3.1.2.1 Rozpoušt dla a chemikálie 

Methanol for gradient elution – Sigma-Aldrich, N mecko 
Methanol for LC-MS – Sigma-Aldrich 
Acetonitril – Sigma-Aldrich for HPLC, N mecko  
Octan amonný – puriss. p. a. for mass spectrometry, Fluka, Sigma-Aldrich 
Destilovaná voda 

3.1.2.2 Standardy

Deoxynivalenol –  Sigma-Aldrich, N mecko 
Nivalenol – Sigma-Aldrich, N mecko 
T-2 toxin – Sigma-Aldrich, N mecko 
HT-2 toxin – Sigma-Aldrich, N mecko 
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3.2 Optimalizace metody LC-MS/MS

3.2.1 Optimalizace metody LC/APCI-MS/MS 
Metoda LC/APCI-MS/MS sloužila k analýze DON a NIV. 

3.2.1.1 Parametry LC 

A 10 mM roztok CH3COONH4mobilní fáze 
C MeOH 

termostatovaná kolona 45 °C 

nást ik dávkovací smy ky 25 l

limitní tlak 5 bar 

maximální tlak 400 bar 

pr tok 0,2 ml.min-1

Chromatografické separace bylo dosaženo kolonou s pevným jádrem Kinetex 2,6µ PFP 
100A (100 x 3 mm) od spole nosti Phenomenex.   

K eluci trichothecen  typu B DON a NIV byl použit gradientový pr tok mobilní fáze: 

Obrázek 20 Gradientový pr tok mobilní fáze 

3.2.1.2 Parametry APCI-MS/MS 
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Tabulka 6: Nastavení hmotnostního detektoru pro analýzu DON a NIV 
typ iontového zdroje APCI
mód iont negativní
typ skenování single-stage full scan 
doba analýzy 13 min 

Tabulka 7: Parametry detekce MS/MS pro DON a NIV 

Analyt M ený ion 
MS

(m/z) 
MS/MS

(m/z) 

DON [DON + CH3COO] 355 265 295 

NIV [NIV + CH3COO] 371 281 311 

3.2.2 Optimalizace metody LC/ESI-MS/MS 
Metoda LC/ESI-MS/MS sloužila k analýze T-2 a HT-2 

3.2.2.1 Parametry LC 

A 10 mM roztok CH3COONH4mobilní fáze 
C MeOH 

termostatovaná kolona 40 °C 
nást ik dávkovací smy ky 25 l
limitní tlak 5 bar 
maximální tlak 400 bar 
pr tok 0,2 ml.min-1

Chromatografické separace bylo dosaženo kolonou s pevným jádrem Kinetex 2,6µ PFP 
100A (100 x 3 mm) od spole nosti Phenomenex.  

K eluci trichothecen  typu A T-2 a HT-2 byl použit gradientový pr tok mobilní fáze: 

Obrázek 20: Gradientový pr tok mobilní fáze 
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3.2.2.2 Parametry ESI-MS/MS 

Tabulka 8: Nastavení hmotnostního detektoru pro analýzu T-2 a HT-2 
typ iontového zdroje ESI
mód iont pozitivní
typ skenování single-stage full scan 
doba analýzy 17 min 

Tabulka 9: Parametry detekce MS/MS pro T-2 a HT-2 

Analyt M ený ion 
MS

(m/z) 
MS/MS

(m/z) 
T-2 [T-2 + Na]+ 489 245 387 327 
HT-2 [HT-2 + Na]+ 447 285 345 - 

3.3 Validace metody LC-MS/MS 

3.3.1 Validace metody LC/APCI-MS/MS 

3.3.1.1 Opakovatelnost nást iku 

Slouží k analýze reálných vzork . Zásadní vliv na opakovatelnost má stav 
chromatografické kolony, která m že být ovlivn na používáním r zných mobilních fází 
s vysokým obsahem solí nebo s extrémním pH, a také nedostate ná ekvilibrace kolony. 
Nevhodné zacházení s kolonou zp sobí pokles ú innosti kolony, rozdílné hodnoty reten ních 
as , nižší rozlišení, dochází k rozmývání pík  [15]. V Tabulce 10 a 11 jsou uvedeny hodnoty 

RSD (relativní sm rodatná odchylka) tykající se nam ených hodnot DON a NIV. 

100
x

s
RSD %

 s...sm rodatná odchylka 
x ...pr m r m ení
 RSD...relativní sm rodatná odchylka 
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Tabulka 10: Porovnání hodnot reten ních as  (RT) analyt  DON a NIV o koncentraci 
100,0 ng.ml-1 nam ených na identickém chromatografickém systému za 
identických podmínek b hem jednoho dne. 

RT
Analyt

1 2 3 4 5 
pr m r

RT
RSD
[%] 

DON 4,32 4,28 4,32 4,32 4,32 4,31 0,4 
NIV 2,51 2,51 2,52 2,51 2,51 2,51 0,3 

RSD – relativní sm rodatná odchylka 

Tabulka 11:  Porovnání hodnot velikosti ploch pík  analyt  DON a NIV  o koncentraci
100,0 ng.ml-1 nam ených na identickém chromatografickém systému za    
identických podmínek b hem jednoho dne. 

Plocha píku 
Analyt

1 2 3 4 5 
pr m r

ploch pík
RSD
[%] 

DON 180801 186116 195682 168776 184232 183121 4,8 
NIV 281707 289934 286543 310974 295748 292981 3,4 

RSD – relativní sm rodatná odchylka 

Z výše uvedených hodnot vyplývá, že výsledky m ení vykazují tém  stejné hodnoty,  
vlastnosti kolony se v pr b hu intenzivního m ení b hem jednoho dne tém  nezm nily. 

3.3.1.2 Správnost (výt žnost) metody 

Výt žnost byla stanovena metodou externího p ídavku standardu. K m enému vzorku 
bylo p idáno ur ité vypo ítané množství roztoku standardu tak, aby obsah trichothecenu tvo il
maximáln  1/3 odezvy a standardní p ídavek minimáln  2/3.  

A

UR

C

CC
R

)(100
%

CR – obsah trichothecenu nalezený ve vzorku s externím p ídavkem standardu (g.kg-1)
CU – obsah trichothecenu nalezený ve vzorku (g.kg-1)
CA – p idané množství standardu do vzorku s p ídavkem standardu (g.kg-1)

Tabulka 12: Porovnání obsahu trichotehcen  v m ených vzorcích, ke kterým byl p idán
externí p ídavek standardu DON a NIV o koncentraci 150,0 ng.ml-1.

CR [ng.ml-1]
Výt žnost [%] 

Analyt
1 2 3 4 5 

CA

[ng.ml-1]
CU

[ng.ml-1]
1 2 3 4 5 

DON 125,5 129,2 131,2 120,9 126,3 150,0 < LOQ 84 86 87 81 84 

NIV 117,4 120,9 119,5 125,6 123,3 150,0 < LOQ 78 81 80 84 82 

LOQ – mez stanovitelnosti (kvantifikace) 
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3.3.1.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti 

Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) byla vypo ítána grafickou metodou 
z chromatogramu standardu p íslušného analytu, jehož koncentrace se blížila dolní hranici 
kalibra ní závislosti. Trojnásobek hodnoty koncentrace šumu byl mezí detekce, desetinásobek 
pak mezí stanovitelnosti. 

 Tabulka 13: Tabulka hodnot LOD a LOQ pro DON a NIV 

Analyt
LOD

[µg.kg-1]
LOQ

[µg.kg-1]
DON 13,4 44,7 
NIV 0,7 2,4 

3.3.2 Validace metody LC/ESI-MS/MS 

3.3.2.1 Opakovatelnost nást iku 

Tabulka 14: Porovnání hodnot reten ních as  (RT) analyt  T-2 o koncentraci
     50,0 ng.ml-1 a HT-2 o koncentraci 100,0 ng.ml-1 nam ených na identickém   
     chromatografickém systému za  identických podmínek b hem jednoho dne. 

RT
Analyt

1 2 3 4 5 
pr m r

RT
RSD
[%] 

T-2 14,01 13,86 13,89 13,85 13,86 13,89 0,4 
HT-2 8,22 8,18 8,26 8,21 8,24 8,22 0,3 

RSD – relativní sm rodatná odchylka 

Tabulka 15: Porovnání hodnot velikosti ploch pík  analyt  T-2 o koncentraci  
     50,0 ng.ml-1 a HT-2 o koncentraci 100,0 ng.ml-1 nam ených na identickém   
     chromatografickém systému za identických podmínek b hem jednoho dne. 

Plocha píku 
Analyt

1 2 3 4 5 
pr m r

ploch pík
RSD
[%] 

T-2 395042 477106 352466 459786 456040 428087 11,0 
HT-2 22686 19570 19966 18309 19393 19985 7,3 

RSD – relativní sm rodatná odchylka 

3.3.2.2 Správnost (výt žnost) metody 

Tabulka 16: Porovnání obsahu trichothecen  v m ených vzorcích, ke kterým byl p idán
 externí p ídavek standardu T-2 o koncentraci 70,0 ng.ml-1 a standardu HT-2  
 o koncentraci 120,0 ng.ml-1.

CR [ng.ml-1]
Výt žnost [%] 

Analyt
1 2 3 4 5 

CA

[ng.ml-1]
CU

[ng.ml-1]
1 2 3 4 5 

T-2 61,8 62,0 58,4 59,8 59,4 70,0 < LOQ 88 89 83 85 85 

HT-2 101,8 99,7 101,0 97,4 98,7 120,0 < LOQ 85 83 84 81 82 

CR – obsah trichothecenu nalezený ve vzorku s externím p ídavkem standardu  
CU – obsah trichothecenu nalezený ve vzorku
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CA – p idané množství standardu do vzorku s p ídavkem standardu 
LOQ – mez stanovitelnosti (kvantifikace) 

3.3.2.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti 

Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) se vypo ítala grafickou metodou 
z chromatogramu standardu p íslušného analytu, jehož koncentrace se blížila dolní hranici 
kalibra ní závislosti. Trojnásobek hodnoty koncentrace šumu byl mezí detekce, desetinásobek 
pak mezí stanovitelnosti. 

  Tabulka 17: Tabulka hodnot LOD a LOQ pro T-2 a HT-2. 

Analyt
LOD

[µg.kg-1]
LOQ

[µg.kg-1]
T-2 1,5 5,0 

HT-2 3,0 10,0 

3.4 Kalibra ní k ivky
Kalibrace byla provedena metodou vn jšího standardu. Standardy b žn  skladované 

v mrazni ce byly p ed použitím ponechány asi 15 minut p i laboratorní teplot  a po ustálení 
jejich teploty s nimi bylo možné pracovat. Nejd íve byl p ipraven jeden spole ný zásobní 
roztok DON a NIV o koncentraci 1 µg.ml-1, a to ed ním standard  DON a NIV o p ibližné 
koncentraci 100 µg.ml-1 do roztoku 50% MeOH.

Kalibra ní roztoky standard  byly následn  p ipraveny ed ním 1 µg.ml-1 roztoku na 
zvolené koncentrace. Koncentrace byly voleny s ohledem na obsah stanovovaných 
trichothecen  ve vzorcích. Kalibra ní k ivky byly sestrojeny jako závislost plochy 
p íslušných pík  na koncentraci jednotlivých standard .

Pro deoxynivalenol byly zvoleny koncentrace 50, 200, 400, 800, 1200 a 2000 ng.ml-1.

y = 1387,8x + 7533,3

R2 = 0,9813
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Obrázek 23: Kalibra ní k ivka deoxynivalenolu 
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Pro nivalenol byly zvoleny koncentrace 10, 20, 50, 80, 100, 200 a 375 ng.ml-1.

y = 3632,7x - 68154

R2 = 0,9881
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Obrázek 22: Kalibra ní k ivka nivalenolu 

Pro T-2 byly zvoleny koncentrace 5, 10, 25, 50 a 100 ng.ml-1.

y = 9185x - 53597

R2 = 0,9907
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Obrázek 24: Kalibra ní k ivka T-2 
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Pro HT-2 byly zvoleny koncentrace 10, 20, 50, 100 a 200 ng.ml-1.

y = 164,98x + 3411,4

R
2
 = 0,9876
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Obrázek 25: Kalibra ní k ivka HT-2 

3.5  P íprava a zpracování vzork  k analýze 
Vzorky sladovnického je mene bylo nutno nejprve dezintegrovat na mlýnku. Následn

bylo 25 g vzniklé mouky smícháno se 100 ml 84% ACN. Extrakce trichothecen  ze vzorku 
do rozpoušt dla byla provedena pomocí ultrazvuku po dobu 10 minut, poté byla sm s
centrifugována p i 4000 otá kách 15 minut. Získaný supernatant byl v p ípad  pot eby ješt
zfiltrován. 10 ml supernatantu bylo následn  protla eno p es trichothecenovou kolonku EP 
MYCO SEP 227. Následn  byly 2 ml odebraného p e išt ného vzorku odpa eny na vakuové 
rota ní odparce p i teplot  45 °C do sucha a poté p evedeny do 50% MeOH (1 ml). 
K promíchání vzorku byl použit ultrazvuk. Nakonec byl vzorek p eveden plastovou 
pasterovou pipetou do vialky a tak p ipraven k analýze pomocí LC-MS/MS [40]. 

3.5.1 P íprava mobilní fáze pro analýzu pomocí LC-MS/MS 

P íprava mobilní fáze 10mM octanu amonného pro analýzu pomocí LC-MS/MS: 
Výpo et navážky octanu amonného: 

Mr octan amonný = 77,08 g.mol-1

c = 10 mM  
V = 1 l 
m = c · V · M 
m = 10 · 10-3 · 1 · 77,08 
m =  0,7708 g CH3COONH4
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K navážce octanu amonného byl p idán 1 l deionizované vody a promíchání bylo 
provedeno za použití ultrazvuku. Tento roztok byl z d vodu odstran ní možných 
mechanických ne istot p efiltrován p es nylonový filtr (SUPELCO, Nylon 66 Membranes: 
0,45 m x 47 mm). P efiltrovaný roztok byl p elit do zásobní nádoby a obohacen 2 % MeOH 
z d vodu delší trvanlivosti mobilní fáze a zamezení r stu mikroorganisn .

3.5.2 P epo et koncentrace 

P epo et výsledné koncentrace trichothecen  z ng.ml
-1 

vypo tených z kalibra ní k ivky  na 

µg.kg
-1

:

-1kgg 1000
2

10

10

100

25

1000
ng.ml 1- ,

kde
25

1000
 ~ 25 g mouky je mene odebrané z 1 kg vzorku 

10

100
 ~ 10 ml zcentrifugovaného supernatantu odebraného ze 100 ml sm si mouky  

                   je mene s 84% ACN 

2

10
 ~ 2 ml odebrané z 10 ml p e išt ného supernatantu 

1000

1
 ~ p epo et z ng na µg 

3.5.3 Soubory sledovaných analytických vzork

První soubor 

K analýze byl použit soubor skládající se z 57 vzork  je mene ze sklizn  2008.
U jednotlivých vzork  je mene byla ur ena odr da a p edplodina. Vzorky pocházely 
z r zných okres eské republiky. 

Druhý soubor 

Vzorky je mene odr dy Sebastian  byly  vyp stovány na experimentálních pozemcích 
ZVÚ Krom íž a MZLU v Žab icích. Pro analýzu byla použita odr da je mene Sebastian ve 
ty ech experimentálních variantách – vzorky um le infikované plísní Fusarium a vzorky 

kontrolní. Um lá infekce je mene plísní Fusarium (mikroinjekcí) a aplikace fungicid  v etn
aplikované koncentrace a kombinace prost edk  byla provád na v souladu s normovanými 
a akreditovanými postupy. Sladování je mene bylo provád no na Slada ském ústavu VÚPS 
v Brn .

Tabulka 18: Experimentální vzorky odr dy je mene Sebastian 
íslo

vzorku 
Sebastian Infikace Ošet ení P edplodina

1 je men slad infikováno neošet eno kuku ice
2 je men slad infikováno ošet eno (fungicid) kuku ice

3 je men slad infikováno 
ošet eno

(fungicid + adjuvant) 
kuku ice

4 je men slad neinfikováno neošet eno kuku ice
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE

4.1 Validace metody 
Byly optimalizovány a validovány metody stanovení vybraných trichothecen  ve 

sladovnickém je meni. 
Validována byla metoda LC/APCI-MS/MS pro stanovení DON a NIV a metoda LC/ESI-

MS/MS pro stanovení T-2 a HT-2. 

4.1.1.1 Opakovatelnost nást iku 

Tabulka 19: Porovnání hodnot relativní sm rodatné odchylky (RSD) reten ních as  (RT)
analyt   DON a NIV, T-2 a HT-2 

Analyt RSD [%] 

DON 0,4
NIV 0,3
T-2 0,4
HT-2 0,3

Tabulka 20: Porovnání hodnot relativní sm rodatné odchylky (RSD) ploch pík  analyt
DON a NIV, T-2 a HT-2 

Analyt RSD [%] 

DON 4,8
NIV 3,4
T-2 11,0
HT-2 7,3

4.1.1.2 Správnost (výt žnost) metody 

Tabulka 21: Porovnání obsahu trichothecen  v m ených vzorcích, ke kterým byl p idán
externí  p ídavek standardu. 

Analyt
Výt žnost 

[%] 

DON 81 – 87 
NIV 78 – 82 
T-2 83 – 89 
HT-2 81 – 85 
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4.1.1.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti 

Tabulka 22: Tabulka hodnot LOD a LOQ pro trichotheceny DON, NIV, T-2 a  HT-2. 

Analyt
LOD

[µg.kg-1]
LOQ

[µg.kg-1]

DON 13,4 44,7 
NIV 0,7 2,4 
T-2 1,5 5,0 
HT-2 3,0 10,0 

4.2 Stanovení obsahu vybraných trichothecen  v prvním souboru vzork
Trichotheceny byly stanoveny nejd íve v prvním souboru, který se  skládal z 57 vzork

je mene r zných odr d.

Tabulka 23: Stanovení vybraných trichothecen  v nejvíce zastoupených vzorcích odr d
sladovnického je mene 

DON NIV T-2 HT-2 
Vzorek .

µg.kg-1
Odr da P edplodina

1 < LOQ < LOQ < LOQ < LOQ Bojos cukr 

2 57,9 < LOQ < LOQ 10,5 Bojos cukr 

3 68,6 < LOQ < LOQ < LOQ Bojos cukr 

4 533,9 < LOQ < LOQ < LOQ Bojos kuk 

5 301,7 < LOQ < LOQ < LOQ Bojos kuk 

6 244,4 11,1 < LOQ < LOQ Bojos kuk 

7 180,3 < LOQ < LOQ < LOQ Bojos kuk 

8 157,5 11,4 < LOQ < LOQ Bojos kuk 

9 157,3 < LOQ < LOQ < LOQ Bojos kuk 

10 155,9 10,0 < LOQ < LOQ Bojos kuk 

11 136,7 10,9 < LOQ < LOQ Bojos kuk 

12 < LOQ < LOQ < LOQ 16,3 Bojos kuk 

13 104,2 < LOQ < LOQ < LOQ Bojos pšoz 

14 < LOQ 11,2 < LOQ < LOQ Bojos pšoz 

15 < LOQ 11,1 < LOQ < LOQ Bojos pšoz 

16 600,3 < LOQ < LOQ 16,8 Sebastian cukr 

17 145,8 10,3 < LOQ < LOQ Sebastian cukr 

18 137,0 77,0 < LOQ 39,3 Sebastian cukr 

19 945,2 17,9 < LOQ < LOQ Sebastian kuk 

20 384,2 21,8 < LOQ < LOQ Sebastian kuk 

21 215,4 23,7 < LOQ < LOQ Sebastian kuk 

22 195,2 < LOQ < LOQ < LOQ Sebastian kuk 

23 891,4 50,0 < LOQ < LOQ Sebastian pšoz 

24 125,5 78,0 < LOQ < LOQ Sebastian pšoz 

25 100,4 17,2 < LOQ < LOQ Sebastian pšoz 
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26 177,5 15,5 < LOQ < LOQ Sebastian pšoz 

27 176,6 < LOQ < LOQ < LOQ Malz cukr 

28 < LOQ 14,5 < LOQ 41,3 Malz cukr 

29 737,6 < LOQ < LOQ < LOQ Malz kuk 

30 281,8 < LOQ < LOQ < LOQ Malz kuk 

31 249,2 14,8 < LOQ 21,10 Malz kuk 

32 205,7 < LOQ < LOQ < LOQ Malz kuk 

33 165,8 < LOQ < LOQ 10,1 Malz kuk 

34 668,4 < LOQ < LOQ < LOQ Malz pšoz 

35 130,7 < LOQ < LOQ < LOQ Malz pšoz 

  LOQ – mez stanovitelnosti (kvantifikace) 

Tabulka 24: Stanovení vybraných trichothecen  v mén  zastoupených vzorcích odr d
 sladovnického je mene 

DON NIV T-2 HT-2 
Vzorek .

µg.kg-1
Odr da P edplodina

36 89,0 < LOQ < LOQ 12,2 Prestige cukr
37 800,5 29,4 < LOQ < LOQ Prestige kuk
38 319,8 138,4 21,8 68,7 Prestige pšoz
39 230,5 < LOQ < LOQ < LOQ Prestige pšoz

40 122,2 11,4 < LOQ 10,9 Prestige pšoz
41 344,8 19,5 < LOQ < LOQ Diplom cukr
42 242,4 < LOQ < LOQ < LOQ Diplom cukr
43 59,8 < LOQ < LOQ < LOQ Diplom cukr
44 < LOQ < LOQ < LOQ 11,9 Diplom kuk
45 195,9 12,7 < LOQ < LOQ Blaník cukr
46 245,2 < LOQ < LOQ < LOQ Blaník kuk
47 46,9 10,3 < LOQ < LOQ Blaník kuk
48 48,9 < LOQ < LOQ 22,0 Blaník pšoz
49 < LOQ 10,8 < LOQ < LOQ Radegast cukr
50 99,2 61,5 < LOQ 16,8 Radegast pšoz
51 76,2 12,2 < LOQ 13,7 Radegast pšoz 
52 322,3 < LOQ < LOQ < LOQ Aksamit kuk
53 50,1 25,2 < LOQ < LOQ Aksamit pšoz
54 < LOQ 26,7 < LOQ < LOQ Xanadu pšoz 

55 473,0 10,7 < LOQ < LOQ Xanadu pšoz 
56 665,9 < LOQ < LOQ < LOQ Jersey pšoz
57 172,3 < LOQ < LOQ < LOQ Kangoo cukr

       cukr – cukrová epa
       pšoz – pšenice ozimá 
       kuk – kuku ice
       LOQ – mez stanovitelnosti (kvantifikace) 
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Tabulka 25: P ehled odr d a po et vzork

Odr da
Po et

vzork
Odr da

Po et
vzork

Aksamit 2 Prestige 5
Blaník 4 Radegast 3
Bojos 15 Sebastian 11
Diplom 4 Xanadu 2
Jersey 1 Kangoo 1
Malz 9 - -

 Tabulka 26: Pozitivní obsah trichothecen  v 57 sledovaných vzorcích je mene 

Trichothecen
Po et pozitivních 

vzork
%

pozitivních vzork
DON 49 86,0
NIV 29 50,9
T-2 1 1,8
HT-2 14 24,6

Tabulka 27: Obsah DON (µg.kg-1) v zrnu je mene podle odr d

Odr da
Analyzované 

vzorky 
Pozitivní 
vzorky 

Rozp tí hodnot 

Aksamit 2 2 50,1-322,3 
Blaník 4 4 46,9-245,2 
Bojos 15 11 57,9-533,9 
Diplom 4 3 59,8-344,8 
Jersey 1 1 665,9 
Malz 9 8 130,7-737,6 
Prestige 5 5 89,0-800,5 
Radegast 3 2 76,2-99,2 
Sebastian 11 11 100,4-945,2 
Xanadu 2 1 473 
Kangoo 1 1 172,3 

Tabulka 28: Obsah NIV (µg.kg-1) v zrnu je mene podle odr d

Odr da
Analyzované 

vzorky 
Pozitivní 
vzorky 

Rozp tí hodnot 

Aksamit 2 1 25,2 
Blaník 4 2 10,3-12,7 
Bojos 15 6 10,0-11,2 
Diplom 4 1 19,5 
Jersey 1 0 -
Malz 9 2 14,5-14,8 
Prestige 5 3 11,4-138,4 
Radegast 3 3 10,8-61,5 
Sebastian 11 9 10,3-78,0 
Xanadu 2 2 10,7-26,7 
Kangoo 1 0 -
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    Tabulka 29: Obsah HT-2 (µg.kg-1) v zrnu je mene podle odr d

Odr da
Analyzované 

vzorky 
Pozitivní 
vzorky 

Rozp tí hodnot 

Aksamit 2 0 - 
Blaník 4 1 22 
Bojos 15 2 10,5-16,3 
Diplom 4 1 11,9 
Jersey 1 0 - 
Malz 9 3 10,1-41,3 
Prestige 5 3 10,9-68,7 
Radegast 3 2 13,7-16,8 
Sebastian 11 2 16,8-39,3 
Xanadu 2 0 - 
Kangoo 1 0 - 

Obsah T-2 byl v 56 vzorcích je mene z 57 byl pod mezí stanovitelnosti (<LOQ), pouze 
v p ípad  odr dy Prestige dosahoval hodnoty 21,8 µg.kg-1.

 Tabulka 30: Nejnižší hodnoty vybraných trichothecen  v jednotlivých odr dách
 sladovnického je mene 

Odr da
DON

[µg.kg-1]
NIV

[µg.kg-1]
T-2

[µg.kg-1]
HT-2

[µg.kg-1]
Aksamit 50,1 25,2 < LOQ < LOQ 
Blaník 46,9 10,3 < LOQ 22,0 
Bojos 57,9 10,0 < LOQ 10,5 
Diplom 59,8 19,5 < LOQ 11,9 
Jersey 665,9 < LOQ < LOQ < LOQ 
Malz 130,7 10,1 < LOQ 10,1 
Prestige 89,0 10,9 21,8 10,9 
Radegast 76,2 10,8 < LOQ 13,7 
Sebastian 100,4 10,3 < LOQ 16,8 
Xanadu 473,0 10,7 < LOQ < LOQ 
Kangoo 172,3 < LOQ < LOQ < LOQ 

 LOQ – mez stanovitelnosti (kvantifikace) 
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Tabulka 31: Nejvyšší hodnoty vybraných trichothecen  v jednotlivých odr dách
sladovnického je mene 

Odr da
DON

[µg.kg-1]
NIV

[µg.kg-1]
T-2

[µg.kg-1]
HT-2

[µg.kg-1]
Aksamit 322,3 25,2 < LOQ < LOQ 
Blaník 245,2 12,7 < LOQ 22,0 
Bojos 533,9 12,5 < LOQ 18,7
Diplom 344,8 19,5 < LOQ 11,9 
Jersey 665,9 < LOQ < LOQ < LOQ 
Malz 737,6 23,4 < LOQ 41,3
Prestige 800,5 138,4 21,8 68,7 
Radegast 99,2 61,5 < LOQ 16,8
Sebastian 945,2 78,0 < LOQ 39,3 
Xanadu 473,0 26,7 < LOQ < LOQ 
Kangoo 172,3 < LOQ < LOQ < LOQ 

  LOQ – mez stanovitelnosti (kvantifikace) 
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Obrázek 26: Nejvyšší hodnoty vybraných trichothecen  v jednotlivých odr dách

sladovnického je mene

Na základ  vyhodnocení nejvyšších hodnot vybraných trichothecen  a množství dat  
u jednotlivých odr d byly k dalšímu vyhodnocení vybrány odr dy Blaník, Bojos, Malz, 
Prestige a Sebastian. 
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    Tabulka 32: P ehled po tu vzork  u vybraných odr d podle p edplodin

Odr da
Cukrová

epa
Kuku ice Pšenice ozimá

Blaník 1 2 1 
Bojos 3 9 3 
Malz 2 5 2 
Prestige 1 1 3 
Sebastian

po
et

 v
zo

rk

3

po
et

 v
zo

rk

4

po
et

 v
zo

rk

4

4.2.1 Stanovení DON

  Tabulka 33: Nejvyšší hodnoty výskytu DON ve vybraných odr dách sladovnického  
  je mene v závislosti na p edplodin  vyjád ený v µg.kg-1

Odr da cukrová epa kuku ice pšenice ozimá 
Blaník 195,9 245,2 48,9 
Bojos 68,6 533,9 104,2 
Malz 176,6 737,6 668,4 
Prestige 230,5 800,5 319,8 
Sebastian 600,3 945,2 891,4 
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Obrázek 27: Výskyt DON  ve vybraných odr dách sladovnického je mene 

 v závislosti na  p edplodin
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4.2.2 Stanovení NIV

   Tabulka 34: Nejvyšší hodnoty výskytu NIV ve vybraných odr dách sladovnického  
   je mene v závislosti na p edplodin  vyjád ený v µg.kg-1

Odr da cukrová epa kuku ice pšenice ozimá 
Blaník 12,7 10,3 < LOQ 
Bojos < LOQ 11,4 11,2 
Malz 14,5 14,8 < LOQ 
Prestige < LOQ 29,4 138,4 
Sebastian 77,0 23,7 78,0 
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Obrázek 28: Výskyt NIV  ve vybraných odr dách sladovnického je mene v závislosti 

 na p edplodin

4.2.3 Stanovení HT-2

Tabulka 35: Nejvyšší hodnoty výskytu HT-2 ve vybraných odr dách sladovnického  
je mene v závislosti na p edplodin  vyjád ený v µg.kg-1

Odr da cukrová epa kuku ice pšenice ozimá 
Blaník < LOQ < LOQ 22,0
Bojos 10,5 16,3 < LOQ 
Malz 41,3 21,1 < LOQ 
Prestige 12,2 < LOQ 68,7 
Sebastian 39,3 < LOQ < LOQ 
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Obrázek 29: Výskyt HT-2 ve vybraných odr dách sladovnického je mene v závislosti na 

p edplodin

4.2.4 Stanovení T-2

Výskyt T-2 ve vybraných odr dách sladovnického je mene byl pod mezí stanovitelnosti
(< LOQ), pouze u odr dy Prestige v p ípad  p edplodiny pšenice ozimé bylo nalezeno 21,8 
µg.kg-1.

Obsah trichothecenových mykotoxin  v 57 vzorcích je mene r zných odr d ze sklizn
2008 se pohyboval v rozmezí 10,0–945,2 µg.kg-1. DON byl v t chto vzorcích obsažen 
v rozmezí 46,9–945,2 µg.kg-1; NIV v rozmezí 10,0–138,4 µg.kg-1; HT-2 v rozmezí  
10,1–68,7 µg.kg-1 (T-2 byl stanoven pouze v p ípad  jednoho vzorku na 21,8 µg.kg-1); viz 
Tabulka 29 a 30. 

Nejvyšší hodnota DON (945,2 µg.kg-1) byla stanovena ve vzorku je mene odr dy 
Sebastian, kde p edplodinou byla kuku ice, viz Tabulka 32. Maximální limit DON  
u nezpracovaných obilnin iní 1250 µg.kg-1, hodnota pozitivního vzorku je tedy pod hodnotou 
maximálního limitu. Nejvyšší hodnoty NIV, T-2 a HT-2 (v po adí 138,4 g.kg-1; 21,8 g.kg-1

a 68,7 µg.kg-1) byly nalezeny v odr d  je mene Prestige, kde p edplodinou byla pšenice 
ozimá, Tabulka 33 a 34.

Nejnižší hodnota DON (46,9 µg.kg-1) byla stanovena ve vzorku je mene odr dy Blaník, 
kde p edplodinou byla kuku ice. Nejnižší hodnota NIV (10,0 µg.kg-1) byla stanovena ve 
vzorku je mene odr dy Bojos, kde p edplodinou byla také kuku ice. Nejnižší a zárove
nejvyšší hodnota T-2 (21,8 µg.kg-1) byla stanovena ve vzorku je mene odr dy Prestige, kde 
p edplodinou byla pšenice ozimá a nejnižší hodnota HT-2 (10,1 µg.kg-1) byla stanovena ve 
vzorku je mene odr dy Malz, kde p edplodinou byla kuku ice.
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4.3   Stanovení obsahu vybraných trichothecen   ve druhém souboru vzork
Druhý soubor vzork  byl složen ze ty  experimentálních vzork  odr dy je mene 

Sebastian a z n j vyrobeného sladu. 

Tabulka 36: Obsah DON a NIV ve ty ech experimentálních vzorcích odr dy  je mene  
Sebastian a p íslušném sladu 
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Obrázek 30: Obsah DON v experimentálních vzorcích sladovnického je mene odr dy  

Sebastian a p íslušném sladu 

DON [µg.kg-1] NIV [µg.kg-1]
T-2

HT-2
[µg.kg-1]

Sebastian

je men slad je men slad je men slad
neošet eno 2138,3 8240,4      81,0 41,4 < LOQ 
ošet eno (fungicid) 114,2 733,0 18,3 24,7 < LOQ infikováno
ošet eno
(fungicid + adjuvant)

103,6 227,9 22,9 15,1 < LOQ 

neinfikováno neošet eno < LOQ < LOQ 21,1 47,9 < LOQ 

 8240,4 
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Obrázek 31: Obsah NIV  v experimentálních vzorcích sladovnického je mene odr dy

Sebastian a p íslušném sladu 

Nam ené hodnoty DON a NIV se v um le infikovaných vzorcích je mene odr dy 
Sebastian (ošet ených i neošet ených) pohybují v rozmezí 15,1–8240,4 µg.kg-1.

V p ípad  stanovení DON v um le infikovaném je meni odr dy Sebastian byla zjišt na 
nejvyšší hodnota u vzorku neošet eného je mene (2138,3 µg.kg-1) a z n j vyrobeného sladu 
(8240,4 µg.kg-1). Nejnižších hodnot dosahoval DON v um le infikovaném je meni ošet eném 
fungicidem a adjuvantem (103,6 µg.kg-1) a z n j vyrobeném sladu (227,9 µg.kg-1).
V neinfikovaném a neošet eném vzorku je mene byly nam ené hodnoty DON pod mezí 
stanovitelnosti.

 V p ípad  stanovení NIV v um le infikovaném je meni odr dy Sebastian byla zjišt na
nejvyšší hodnota u vzoku je mene, který nebyl ošet en (81,0 µg.kg-1). Kupodivu nejvyšší 
hodnota NIV ve sladu byla nam ena, narozdíl od DON, v neinfikovaném a neošet eném 
vzorku (47,9 µg.kg-1). Nejnižší hodnoty dosahoval NIV v um le infikovaném vzorku je mene 
ošet eném fungicidem (18,3 µg.kg-1) a ve sladu je mene, který byl  ošet en fungicidem a 
adjuvantem (15,1 µg.kg-1).

V neinfikovaném a neošet eném vzorku je mene byly nam ené hodnoty NIV vyšší než 
v p ípad  DON.

Obsah T-2 a HT-2 byl ve všech experimentálních variantách odr dy je mene Sebastian 
pod mezí stanovitelnosti (< LOQ). 
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5 ZÁV R
Tato diplomová práce se v novala trichothecenovým mykotoxin m obsaženým ve 

sladovnickém je meni. Nejv tší pozornost byla zam ena na deoxynivalenol (DON), 
nivalenol (NIV), T-2 toxin (T-2) a HT-2 toxin (HT-2), jež jsou produkovány vláknitými 
houbami rodu Fusarium.

V práci byla shrnuta charakteristika trichothecenových mykotoxin  typu A (T-2, HT-2)  
a typu B (DON, NIV), a byly  rozepsány významné mykotoxiny obsažené ve sladovnickém 
je meni. Sou asn  byly tyto trichothecenové mykotoxiny stanoveny i v souboru n kolika 
variant um le infikovaných vzork  je mene odr dy Sebastian a z n j vyrobených slad . Pro 
p ípravu analytického vzorku byla použita extrakce vodným acetonitrilem a následné 
p e išt ní p es SPE kolonku (MYCO SEP 227). Po zakoncentrování na vakuové odparce byly 
vzorky p evedeny do vodného methanolu. 

Ke stanovení trichothecenových mykotoxin  (DON, NIV, T-2, HT-2) ve sladovnickém 
je meni a sladu byla použita metoda vysokoú inné kapalinové chromatografie ve spojení 
s hmotnostní detekcí (LC-MS/MS). K chromatografické separaci byla použita kolona 
s pevným jádrem Kinetex 2,6  PFP 100A (100 x 3 mm). Byla optimalizována analytická 
metoda s gradientovou elucí pro trichotheceny typu A a pro trichotheceny typu B. 

Jako ioniza ní technika byla pro trichotheceny typu A použita elektrospejová ionizace 
(ESI) a pro trichotheceny typu B chemická ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Ob
metody byly validovány. 

Bylo analyzováno 57 vzork  sladovnického je mene. Vzorky pocházely p ímo od p stitel
z jednotlivých oblastí R. Nam ené hodnoty trichothecen  se u tohoto souboru vzork
sladovnického je mene pohybovaly v rozmezí 10,0–945,2 µg.kg-1 pro zrno je mene. Hodnoty 
DON se pohybovaly v rozmezí 46,9–945,2 µg.kg-1, NIV v rozmezí 10,0–138,4 µg.kg-1; HT-2  
v rozmezí 10,1–68,7 µg.kg-1, T-2 byl stanoven pouze v p ípad  jednoho vzorku na
21,8 µg.kg-1. Nejvyšší hodnoty DON byly nalezeny v je meni odr dy Sebastian, kde 
p edplodinou byla kuku ice. Nejvyšší hodnoty NIV, T-2 a HT-2 byly nalezeny v odr d
je mene Prestige, kde p edplodinou byla pšenice ozimá. Výsledky prokázaly p ítomnost 
trichothecenových mykotoxin  v 56 z 57 analyzovaných vzork  sladovnického je mene. U 
žádného z analyzovaných vzork  nebyl p ekro en maximální limit DON v je meni, který 
podle na ízení Komise Evropských spole enství . 1881/2006 je stanoven ve výši  
1 250 g.kg-1. Pro ostatní stanovované mykotoxiny  nebyl maximální limit v je meni dosud 
stanoven.

Dále byl analyzován soubor vzork  um le infikovaného je mene odr dy Sebastian a z n j
vyrobených slad . Jednalo se o t i varianty infikace vláknitými houbami rodu Fusarium

a vzorek kontrolní (bez um lé infikace). Nam ené hodnoty DON a NIV se pohybovaly 
v rozmezí 15,1–8240,4 µg.kg-1 pro zrno je mene i pro slad. 

V neinfikovaném a neošet eném vzorku je mene byly nam ené hodnoty NIV vyšší než 
v p ípad  DON. Obsah T-2 a HT-2 byl ve všech experimentálních variantách odr dy je mene 
Sebastian (infikovaných i neinfikovaných) pod mezí stanovitelnosti (< LOQ). 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
3-ADON – 3-acetyldeoxynivalenol 
15-ADON – 15-acetyldeoxynivalenol 
APCI – Atmospheric Pressure Chemical Ionization 
API – Atmospheric Pressure Ionization 
APPI – Atmospheric Pressure Photo Ionization 
CI – Chemical Ionization 
DAS – diacetoxyscirpenol 
DON – deoxynivalenol
EI – Electron Ionization 
ECD – Electron Capture Detector 
EFSA – European Food Safety Authority, Evropský ú ad pro bezpe nost potravin
ELISA – Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay  
ESI – ElectroSpray Ionization 
FAO – Food and Agriculture Organization, Organizace pro potraviny a zem d lství p i WHO 
FID – Flame ionization detector 
FUS-X – fusarenon-X 
GC – Gas Chromatography 
GPC – Gel-Permeation Chromatography 
GC-MS – Gas Chromatography-Mass Spectrometry  
HPLC – High-Performance Liquid Chromatography 
HPTLC – High-Performance Thin-Layer Chromatography 
HPLC-MS – High-Performance Liquid Chromatography- Mass Spectrometry 
HT-2 – HT-2 toxin 
IARC – International Agency for Research on Cancer, Mezinárodní agentura pro výzkum   
              rakoviny 
IT – Ion Trap 
LC – Liquid Chromatography, je zkratkou i pro High-Performance Liquid Chromatography 
LC-MS – High-Performance Liquid Chromatography- Mass Spectrometry 
LOD – Limit of Detection, limit detekce 
LOQ – Limit of Quantification, limit kvantifikace 
MeOH – Methanol 
MS – Mass Spectrometry 
MZLU – Mendelova Zem d lská Lesnická Univerzita  
NEO – neosolaniol 
NIV – nivalenol 
OTA – ochratoxin A 
PFP – PentaFluofoPhenyl 
PID – PhotoIonization Detector 
PTDI – Provisional Tolerable Daily Intake, provizorní tolerovatelný denní p ívod
Q – Quadrupole 
RSD – Relativní Sm rodatná Odchylka 
SPE – Solid Phase Extraction 
T-2 – T-2 toxin 
TDI – Tolerable Daily Intake, tolerovatelný denní p ívod
TLC – Thin-Layer Chromatography 
TOF – Time-of-Flight  
TWI – Tolerant Weekly Intake, tolerovaný týdenní p íjem
UV – UltraViolet 
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VÚPS – Výzkumný ústav pivovarský a slada ský, a. s. 
WHO – World Health Organisation, Sv tová zdravotní organizace
ZON – zearalenon  
ZVÚ – Zem d lský výzkumný ústav   
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8 SEZNAM P ÍLOH 
Obrázek 32: Chromatografické píky standard  NIV o koncentraci 50,0 ng.ml-1

                    a DON o koncentraci 100,0 ng.ml-1 a jejich fragmenty v APCI-MS/MS   
                    spektru. 
Obrázek 33: Chromatografické píky standard  T-2 o koncentraci 100,0 ng.ml-1

                     a HT-2 o koncentraci 200,0 ng.ml-1 a jejich fragmenty v ESI-MS/MS   
                    spektru. 
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9 P ÍLOHA

Obrázek 32: Chromatografické píky standard  NIV o koncentraci 50,0 ng.ml
-1

a DON o koncentraci 100,0 ng.ml
-1

 a jejich fragmenty v APCI-MS/MS spektru.
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Obrázek 33: Chromatografické píky standard  T-2 o koncentraci 100,0 ng.ml
-1

                     a HT-2 o koncentraci 200,0 ng.ml
-1

 a jejich fragmenty v ESI-MS/MS

                    spektru. 


