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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva sledovanim obsahu trichothecenovych mykotoxinl
deoxynivalenolu, nivalenolu, T-2 toxinu a HT-2 toxinu ve sladovnickém je¢meni pomoci metody
LC-MS/MS.

V teoretické ¢asti byla popsdna obecnd charakteristika mykotoxini a jejich vyznamny
producent, vlaknité houby rodu Fusarium. Déle byly charakterizovany vyznamné trichothecenové
mykotoxiny a obecné mykotoxiny vyskytujici se ve sladovnickém je€meni. V teoretické
¢asti diplomové prace byly dale pfedlozeny moznosti stanoveni mykotoxinti chromatografickymi
metodami, zminény byly také metody imunochemické.

V experimentalni ¢asti byla optimalizovana analyza trichothecend typu B pomoci LC/APCI-
MS/MS a trichothecenti typu A pomoci LC/ESI-MS/MS. Pii analyze 57 vzorkt riiznych odrad
je¢mene dosahoval nejvyssich hodnot deoxynivalenol (az 945,2 pgkg™), a to v piipadé odridy
Sebastian, kde ptredplodinou byla kukufice. Nejvyssi hodnoty nivalenolu, T-2 toxinu a HT-2
toxinu (v poradi 138,4 ug.kg'l; 21,8 ug.kg'] a 68,7 ug.kg'l) byly nalezeny v odrid¢é jeCmene
Prestige, kde ptedplodinou byla pSenice ozima.

Nasledné byla provedena analyza druhého souboru &Etyf experimentalnich vzorkG odridy
jeCmene Sebastian a z n&j vyrobeného sladu, kde pfedplodinou byla kukufice. V tomto souboru
byly tfi vzorky uméle infikovany vlaknitymi houbami rodu Fusarium, ¢tvrty vzorek nebyl uméle
infikovan a slouzil jako kontrolni. I vtomto pfipadé¢ dosahoval deoxynivalenol u uméle
infikovanych vzorkt nejvyssich hodnot.

Diplomova prace byla realizovana ve Vyzkumném ustavu pivovarském a sladafském a. s.
v Brné.

KLICOVA SLOVA

mykotoxiny, trichotheceny, deoxynivalenol, nivalenol, T-2 toxin, HT-2 toxin, LC-MS/MS,
je¢men



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
9452 pgkg'), 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 ug.kg'l; 21,8 ug.kg'1 and 68,7
ng.kg”! 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 UVOD

V soucasné dobe¢ se klade stale vétsi diraz na zdravotni nezavadnost potravin, ba dokonce
ve sveéte jiz vznikaji funkéni potraviny, které konzumentovi poskytuji dalsi profity navic.
Znehodnoceni potravin mykotoxiny, sekundarnimi produkty metabolismu mikroskopickych
vlaknitych hub (vlaknitych mikromycettl), se ukédzalo jako velmi zavazny celosvétovy
problém.
rozvojové zemé Afriky a Asie, kde klimatické podminky pro rtst vldknitych mikromyceti
a produkci mykotoxinil jsou obzvlast¢ priznivé, se ukéazala jako mylnd. Soucasné vyzkumy
dokumentuji, Ze riziko mykotoxinil existuje na celém svété véetné primyslové vyspélych
statd.

Toxikogenni mikromycety a mykotoxiny patii k vyznamnym faktortim, které mohou velmi
negativné ovlivnit zdravi ¢lovéka, a to napt. formou infekéniho onemocnéni, alergiemi nebo
otravami [1].

Mykotoxiny se v prvni fad¢ vyskytuji v zemédé€lskych plodinach, piedevsim obilovinach
(psenice, jeCmen, Zito, oves), ryzi, kukufici, olejnatych semenech (mak, fepka, hoicice, sojové
boby, slune¢nice) a potazmo potravinarskych vyrobcich obsahujicich tyto suroviny.

V neposledni fadé byl potvrzen vliv na zdravotni stav a produkci hospodaiskych zvitat
(dribez, prasata a dobytek), jez zkrmovali mykotoxiny kontaminovana krmiva [2].

V ptipad¢ této diplomové prace je pozornost zaméfena na obsah trichothecenovych
mykotoxinti produkovanych mikroskopickymi vldknitymi houbami rodu Fusarium ve
sladovnickém je¢meni.

Prace shrnuje vysledky analyzy trichotheceni ve vybranych odridach sladovnického
jeCmene
a také souvislost jejich vyskytu s péstovanou piedplodinou. Dale predklada vysledky
nalezeného obsahu trichothecenti v uméle infikovanych vzorcich je¢mene odriidy Sebastian
a z n&j vyrobeného sladu. Vzorky sladovnického je¢mene byly uméle infikovany vldknitymi
houbami rodu Fusarium.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity fady druhd mikroskopickych vlaknitych
hub (vlaknitych mikromycetq, plisni), jako napt. druhtt Fusarium, Aspergillus a Penicillium.
Patii mezi vyznamné toxiny piirodniho piivodu, jenz mohou kontaminovat Siroké spektrum
potravin a krmiv, a vyvolat riizné toxické syndromy nazyvané souhrnn¢ mykotoxikosy.
Nejstar§imi popsanymi mykotoxikosami jsou ergotismus, alimentarni toxicka aleukie (ATA)
a onemocnéni z tzv. ervené ryze.

Systematické studium mykotoxint bylo iniciovano mnozicimi se signaly o nebezpecnosti
pouzivani plesnivych potravin a krmiv k vyzivé az v 60. letech minulého stoleti.

Mykotoxiny jsou strukturné odlisné komplexni organické slouCeniny o nizké molekulové
hmotnosti (az na vyjimky niz$i nez 700 g.mol™). Jsou nebilkovinné povahy, toxické pro
clovéka a zivé organismy. Mykotoxiny nejsou nezbytné pfi rozvoji vlaknitych mikromycetd
ve srovnani s aminokyselinami, mastnymi a nukleovymi kyselinami nebo proteiny (proto
nazev sekundarni metabolity). V soucasné dob¢ je znamo pres 300 mykotoxint [1, 2].

Zdaleka nejvétsi pozornost dnes z hlediska castého vyskytu a vyznamného vlivu na zdravi
lidi a zvifat zasluhuji aflatoxiny, trichotheceny, ochratoxin A, zearalenon, fumonisiny,
moniliformin a patulin [3].

2.2 Vlaknité houby rodu Fusarium

Rod Fusarium nalezi k vyznamnym potencionalné toxikogennim ,,polnim* mikromycetiim
[1]. Na rozdil od ostatnich toxikogennich vlaknitych hub, u nichz pievazuji saprofytické
druhy, jsou fusaria pfedevs§im parazité.

Nejvyznamngj§i mykotoxiny produkované vlaknitymi houbami rodu Fusarium jsou
diacetoxyscirpenol, deoxynivalenol, fumonisiny, fusarin C, HT-2 toxin, moniliformin,
monoacetoxyscirpenol, nivalenol, T-2 toxin a zearalenon. Koncentrace trichothecentt
ve fusariemi napadenych cereéliich jen ziidka piekratuje 1 mg.kg™ [2].

2.3 Trichothecenové mykotoxiny

Skupina trichothecenovych mykotoxinii patfi mezi nejznaméjsi toxiny produkované
prevazné vlaknitymi houbami rodu Fusarium. Produkce trichothecenti byla prokazana
i u nekterych kment rodu Myrothecium, Trichoderma, Trichothecium, Cylinrocarpon,
Phomopsis, Verticimonosporium a Stachybotrytys [4].

Kontaminace organismu trichotheceny ma za nasledek Sirokou paletu projevi. Mize
dochazet k rozlicnym syndromm, naptiklad ke snizovani piijmu nebo totdlnimu odmitani
potravy, k podrazdéni kize a k dermalnim nekrézam, zvraceni, prijmim a krvacivosti.
Trichotheceny jsou popsany i jako imunosupresory a inhibitory syntézy proteinii a DNA. Bez
vyjimky vSechny trichotheceny vykazuji pro zivoCichy vétsi ¢i mensi stupen toxicity,
vykazuji 1 insekticidni efekt. Byla popsana i fytotoxicka aktivita. Toxicita je vysvétlovana
predevsim piitomnosti epoxyskupiny [5, 6].

Z hlediska chemické struktury piedstavuji trichotheceny pestrou skupinu sloucenin,
vesmes jde o tricyklické seskviterpeny s Sesticlennym kruhem, obsahujici dvojnou vazbu
mezi uhliky C-9 a C-10 a epoxyskupinu v poloze C-12 a C-13. Podle charakteristickych
chemickych vlastnosti se rozlisuji ¢tyfi podskupiny trichothecent,

a to trichotheceny typu A, B, CaD.
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Typ A
Na C-8 neni umisténa oxoskupina. Patii sem mnapf. T-2 toxin, HT-2 toxin,
monoacetoxyscirpenol, diacetoxyscirpenol, trichodermin.

Typ B
Na C-8 je umisténa oxoskupina. K typu B se fadi nivalenol, deoxynivalenol,
3-acetyldeoxynivalenol, jeho isomer 15-acetyldeoxynivalenol a fusarenon-X [2].

typ B

Obrazek 1: Strukturni vzorce zakladniho skeletu fusariovych trichothecenii [4].

Tabulka 1: Zkratky a funkéni skupiny nejvyznamnéjsSich trichothecent [4].

Typ Nizev mykotoxinu ZEkratka R; R, R; Ry
Monoacetoxyscirpenol MAS OH OH OCOCH; | H H
Diacetoxyvscirpenol DAS OH OCOCH; | OCOCH; | H H
T-2 tetraol T-2 tetr. OH OH OH H OH

A | T-2 toxin T-2 tox. OH OCOCH; | OCOCH; | H | OCOCH,CH(CH;),
HT-2 toxin HT-2 tox. OH OH OCOCH; | H | OCOCH,CH(CHz),
T-2 triol T-2 triol OH OH OH H | OCOCH;CH(CH;s).
Neosolaniol NEO OH OCOCH; | OCOCH; OH
Nivalenol NIV OH OH OH OH -
Fusarenon-X FUS-X OH OCOCH; OH OH -

B |Deoxynivalenol DON OH H OH OH -
3-acetyl-deoxynivalenol 3-ADON | OCOCH; H OH OH -
15-acetvl-deoxynivalenol | 15-ADON OH H OCOCH; | OH -

Typ C

Obsahuje dalsi epoxy skupinu v poloze C-7 a C-8 nebo C-8 a C-9, napt. krotocin.
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Typ D

Obsahuje makrocyklicky kruh mezi C-4 a C-15, napf. verrukariny, roridiny a satratoxiny.
Vyznacuji se mimoiadné vysokou toxicitou Napt. akutni toxicita verrukarinu je asi desetkrat
vy$si nez T-2 toxinu [2].

V soucasné dob¢ je zndmo vice nez 170 trichothecent. VI1dknité houby rodu Fusarium
produkuji pouze mykotoxiny skupiny A a B [4]. Nejvétsim problémem ve smyslu rizika
dietarni expozice clovéka témto mykotoxinim je kontaminace cerealii, zvlasté pSenice a
kukutice. Vyskyt trichothecenti byl vSak prokazan i u sojovych bobti, semen dal$ich olejnin,
bananti a manga a dale v pivu, kam prechdzi z kontaminovaného je¢mene. Fusarii napadené
plodiny mohou obsahovat jeden ¢i vice trichothecend. Pfenos trichothecenti do masa, mléka ¢i
vajec je zanedbatelny [2]. Hlavni zdroje, jenz trichotheceny v potravinach a krmivech
kontaminuji jsou kukufice, oves, pSenice a jeCmen.V téchto plodinach jsou hojné rozsiteny
trichotheceny typu A a B, kdezto trichotheceny typu C a D , ackoli jsou vice toxické, se
vyskytuji v potravinach a krmivech pouze ztidka [3].

Fyzikélné-chemické vlastnosti trichothecentl jsou velice rozmanité a souviseji predev§im
s pfitomnosti polarnich substituentli v jejich molekule. Jedna se o bezbarvé, opticky aktivni,
vétSinou krystalické pevné latky. Jsou termostabilni do teploty 120 °C, stfedné stabilni pfi
teploté 180 °C a rozkladaji se béhem 30—40 minutového piisobeni teplot 200-210 °C [4].

Tabulka 2: Nékteré fyzikalné-chemické vlastnosti vybranych trichotheceni [4].

Trichothecen Sumarni vzorec | Molek. hmot. Bod tan1 | Opticka otac.
(g.mol'l} (°C) [a]mD
Monoacetoxyscirpenol Cy7H2405 324 172-173 -
Diacetoxyscirpenol C1sH507 366 161-162 =27
T-2 tetraol C15H2204 208 - -
T-2 toxin CoaH34009 466 151-152 +15
HT-2 toxin C23H320s 424 - -
Neosolaniol C1oH2604 382 171-172 -
Nivalenol C15H2007 312 222-223 +21.54
Fusarenon-X C17H210g 354 01-92 +53
Deoxynivalenol C15H2006 296 151-153 +6.35
3-acetyl-deoxynivalenol Cy17H207 338 135-136 -

- udaj nebyl k dispozici
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2.4 Ptehled a charakteristika vyznamnych trichothecenovych mykotoxint

2.4.1 Trichotheceny typu A

Jsou rozpustné v mirn€ polarnich rozpoustédlech jako je chloroform, diethylether
a ethylacetat.

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

T-2 byl izolovan v roce 1968 z kultury Fusarium sporotrichioides Sherb. Je povazovan za
jednoho z nejpravdépodobnéjsich predchidci mykotoxikozy — alimentarni toxické aleukie
[7]. V obilovinach se bézné vyskytuji T-2 a HT-2 soucasné, jelikoZ jeden ptechazi v druhy.
HT-2 je deacetylovana forma T-2 [8].T-2 a HT-2 se vyskytuji v obili (pSenice, oves, je¢men),
v kukufici, ryzi, fazolich a s6jovych bobech, dale také v n€kterych ceredlnich vyrobcich. T-2
a HT-2 se obvykle nenachazeji v obili pfi sklizni, ale objevi se az v disledku naruseni zrna
vodou nebo v obili, které zlistava béhem skladovani vlhké [9].

Struktura T-2 a HT-2 lisici se pouze ve funkéni skuping v poloze C-4 je zndzornéna na
Obrazku 2.

Obrazek 2: Chemicka struktura T-2 toxinu a HT-2 toxinu
T-2 (R; = OAc), HT-2 (R; = OH).

T-2 je dobfe rozpustny v acetonitrilu, chloroformu, smési ethylacetatu s acetonitrilem
(4:1), ve smési chloroformu s methanolem (9:1) a nerozpustny v hexanu a petroletheru [1].
T-2 ma dermatotoxické (zpasobujici nekrézu kize) a emetické (zptisobujici zvraceni nebo
daveni) ucinky, byly popsany také ucinky imunosupresivni, genotoxické a na zaklade
provadénych experimentl se zvifaty se T-2 povazuje za potencialni karcinogen a mutagenni
slouceninu [8].

Védecky vybor pro potraviny stanovil v kvétnu 2001 pro T-2 a HT-2 kombinovany
prozatimni tolerovany denni ptijem (TDI) 0,06 pug.kg™” télesné hmotnosti [10].
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2.4.1.2 diacetoxyscirpenol (DAS)

Mezi producenty DAS patii Fusarium sporotrichioides, F. graminearum, F. poae
a F. culmorum. Scirpentriol (SCIRP) vytvaii acetylované derivaty monoacetoxyscirpenol
(MAS), diacetoxyscirpenol (DAS) a triacetoxyscirpenol (TAS). U scirpentriolu byly
prokazany toxické uc€inky na rostliny, bunécné kultury, mikroorganismy a zvifata, coz
vyplyva z jeho schopnosti inhibovat syntézu proteinil. Jeho toxicita je obdobna jako u T-2 .
Pro zrniny a jejich produkty se kontaminace scirpentriolovymi toxiny zda byt méné
vyznamna n¢z kontaminace dal§imi trichotheceny, jako je napi. deoxynivalenol. Brambory
v§ak byly
v urcitych piipadech siln¢ kontaminovany vysoce toxickym DAS [11]. DAS se vyznacuje
vyznamnym teratogennim potencidlem [2]. Udaje o TDI nebyly v dostupné literatuie
nalezeny [12].

2.4.1.3 neosolaniol (NEO)

Vzhledem ke strukturni podobnosti NEO a ostatnich trichothecenti typu A a B se
predpoklada podobny mechanizmus uginku. Udaje o TDI nebyly v dostupné literatuie
nalezeny [12].

2.4.2 Trichotheceny typu B

2.4.2.1 deoxynivalenol (DON)

V roce 1973 byl v USA izolovan DON z kukufice napadené mikromycetami Fusarium
graminearum. Pii zkrmovani DON kontaminované kukufice bylo u prasat pozorovano
zvraceni (vomitus). Na zakladé toho byl odvozen trividlni nazev tohoto mykotoxinu —
vomitoxin [8]. DON byl nalezen v nésledujicich potravinach: obiloviny a vyrobky z nich,
détska vyziva z obilovin, jeémen a hotové vyrobky na bazi je¢émene, rizné druhy kukufice,
pSenice a vyrobky z ni, triticale, ryze, proso, ¢irok, otruby, zitnd mouka
a otruby, chleba, Spagety, misli, nudle, pivo, ¢ili prasek, koriandr, zazvor, sojové boby,
cesnek, brambory. DON je velmi stabilni a jeho koncentrace se neméni ani po
technologickém zpracovani vstupni suroviny do findlniho vyrobku. V krmivech se nachazeji
pomérné vyskové koncentrace DON, coz je zplisobeno obsahem lepku a vlhkosti zrni. Pfenos
DON na skot podavanim kontaminovaného krmiva je mozny, ale
v mléce jsou nalezy DON extrémné nizké (< 4 pg.1™). Prechod rezidui DON do masa, mléka
nebo vajec je také zanedbatelny.

P1i toxikologickém hodnoceni byly u zvifat prokdzany kozni zmény, gastrointestinalni
onemocnéni, hematologické zmény, imunosupresivni a teratogenni u¢inky [1]. DON je
z hlediska praktického vyskytu trichothecent povazovan za hlavni kontaminant potravin. Je
indikatorem mozné kontaminace dalSimi trichothecenovymi mykotoxiny. DON se casto
vyskytuje v obilovinach spolecné s NIV, DAS a T-2 . Jde vSak nastésti o jeden z nejméné
toxickych trichothecent [1, 2]. DON je dobfe rozpustny v acetonitrilu, chloroformu, smési
ethylacetatu a acetonitrilu (4:1), ve smési chloroformu
s methanolem (9:1) a nerozpustny v hexanu a petroletheru. DON je prekursorem
3-acetyldeoxynivalenolu (3-ADON) a 15-acetyldeoxynivalenolu (15-ADON) a spolu s nim
jsou n¢kdy detekovany v obilovinach. [8]. Védecky vybor pro potraviny stanovil v prosinci
1999 pro DON TDI 1 ug.kg'1 télesné hmotnosti [10]. Maximalni limity DON pro vybrané
potraviny jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Tabulka 3: Maximalni limity vybranych mykotoxint v potravinach [10].

Potraviny Maximalni limity [ng.kg™]
Suma
Aﬂatoxiny B] B], Bz, M]
G1 a Gz
a | Jadra podzemnice olejné, skotapkové plody
a zpracovang vyrobky z nich uréené k piimé lidské spotiebé 2,0 4,0 -
nebo pro pouziti jako potravinova slozka
b | SuSené ovoce a vyrobky z néj zpracované urcené k pfimé
S . s N 2,0 4,0
lidské spotiebé nebo pro pouziti jako potravinova slozka
¢ | VSechny druhy obiloviny a v§echny vyrobky pochazejici z
obilovin v¢etn€ zpracovanych vyrobki 2,0 4,0 -
z obilovin kromé potravin uvedenych viz e, f
d | Syrové mléko, tepelné osetiené mléko a mléko pro vyrobu i ) 0.50
mlé&nych vyrobkd ’
e | Obilné piikrmy a ostatni piikrmy uréené pro kojence 0.10 i i
a malé déti ’
f | Dietni Potravmy pro zvlastni 1écebné ucely, urcené specidlné 0.10 0,025
pro kojence
Ochratoxin A
g | Susené hrozny révy vinné (korintky, rozinky 10.0
a sultanky) ’
h | Vsechny produkty pochazejici z nezpracovanych obilovin,
vcetné zpracovanych vyrobki z obilovin 3.0
a obilovin urcenych k ptimé lidské spotiebé kromé potravin ’
uvedenych viz 1, m
i | Prazend kavova zrna a mleta prazena kava krome rozpustné 50
kavy ’
j | Rozpustna kéva (instantni kava) 10,0
k | Vino (v€etn€ Sumivého vina, s vyjimkou likérového vina a
vina s obsahem alkoholu nejméné 15 % objemovych)m a 2,0
ovocné vino
1 | Obilné prikrmy a ostatni prikrmy uréené pro kojence 0.50
a malé déti ’
m | Dietni potraviny pro zvlastni 1é¢ebné ucely (9), (10) urcené 0.50
specialné pro kojence ’
Deoxynivalenol
n | Nezpracované obiloviny, jiné nez pSenice tvrda, oves
o 1250
a kukuftice
0 | Nezpracovana pSenice tvrda a oves 1750
p | Obiloviny uréené k piimé lidské spotiebé, obilnd mouka,
otruby a klicky kone¢ného vyrobku uvadéného na trh pro 750
piimou lidskou spotfebu kromé
potravin uvedenych viz s
q | Téstoviny (v suchém stavu) 750
r | Pecivo (vCetné malého bézného peciva), jemné
A y o L 500
a trvanlivé pecivo, susenky, svacinky z obilovin
a snidanové ceredlie
s | Obilné ptikrmy a ostatni piikrmy urcené pro kojence 200
a malé déti
Zearalenon
t | Nezpracované obiloviny, jiné nez kukufice 100
u | Nezpracovana kukutfice kromé nezpracované kukuftice urcené 350
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ke zpracovani mokrym mletim

v | Obiloviny urcené k piimé lidské spotiebé, obilnd mouka,

otruby a klicky ve formé kone¢ného vyrobku uvadéného na 75
trh pro pfimou lidskou spotfebu kromé potravin uvedenych
vizy,z,z’
w | Rafinovany kukufi¢ny olej 400
x | Pecivo (v€etné malého bézného peciva), jemné
a trvanlivé pecivo, susenky, svacinky z obilovin 50

a snidanové cerealie kromé svacinek z kukufice
a kukufi¢nych snidatiovych cerealii

y | Kukufice uréena k piimé lidské spotiebé, svacinky

z kukuftice a kukufi¢né snidaniové ceredlie 100
z | Obilné ptikrmy (kromé kukufi¢nych ptikrmi) 20
a ostatni ptikrmy urcené pro kojence a malé déti
z’ | Kukufi¢né prikrmy pro kojence a malé déti 20

2.4.2.2 nivalenol (NIV)

Jde o ptirozené se vyskytujici toxin, je produkovan toxinogennim kmenem rodu Fusarium
(F. sporotrichioides), byl poprvé izolovan z F. nivale. V poslednich dvou letech je stale
castéji detekovan v rtiznych obilovinach [7].

NIV je dobie rozpustny v béznych polarnich organickych rozpoustédlech jako je
acetonitril, methanol a ethyl-acetat, je malo rozpustny ve vodé a chloroformu [13]. IARC
(International Agency for Research on Cancer) vr. 1993 dosla k zavéru, ze existuji
dostatecné dukazy karcinogennich ucinkii NIV na pokusnych zvifatech. U lidi nebyly
k dispozici Zadné idaje. Celkovy zavér byl, Ze stupeii kancerogenity nebyl urcen (skupina 3)
[7, 14]. U mysi ma NIV embryotoxicky a ferotoxicky tucinek, teratogenni ucinek nebyl
prokédzan. NIV vykazuje antivirovy a imunotoxicky ucinek. V zavislosti na davce a expozici
muze mit u¢inek imunosupresivni a imunostimulacni [12]. NIV je jednim z nejméné akutné
toxickych trichothecentll, na bunécné trovni je jeho hlavnim toxickym tuc€inkem inhibice
proteosyntézy prostiednictvim vazby na ribozom. NIV nevykazuje karcinogenni ani
teratogenni ucinky [13].

Védecky vybor pro potraviny stanovil v ¥jnu 2000 pro NIV prozatimni TDI 0,7 pgkg™”
télesné hmotnosti [10].

2.4.2.3 Fusarenon-X (FUS-X)

FUS-X je silnym inhibitorem syntézy bilkovin. Antivirova aktivita FUS-X je vétsi nez u
acetyl>hydroxyl> vodik). Mezi nejzavaznéjsi ucinky patii hematotoxicita, porucha imunitniho
systému, embryo- a fetotoxicita, snizeni nartstu télesné hmotnosti a snizena spotieby jidla,
zvraceni a genotoxicita. Udaje o TDI nebyly v dostupné literatuie nalezeny [12].

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

Vzhledem ke strukturni podobnosti 3-ADON a 15-ADON s ostatnimi trichotheceny typu A
a B se predpokladd podobny mechanizmus tufinku. 3-ADON a 15-ADON jsou rozpustné
v polarnich rozpoustédlech jako je napf. methanol, acetonitril a octan ethylnaty, méné
rozpustné jsou ve vodé. Udaje o TDI nebyly v dostupné literatue nalezeny [12, 15].
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2.5 Jefmen

JeCmen je pro své mnohostranné hospodaiské vyuziti druhou nejrozsitenéjsi zemédélskou
plodinou u nas [16]. P&stovani je¢mene v Ceské republice se datuje od roku 1227, kdy se
pouzival na vyrobu krup, peceni chleba a pouze jako vedlejsi surovina pfi vafeni piva. AZ ve
40. letech 19. stoleti se zacal pouzivat pro kvalitni jarni je¢men termin sladovnicky je¢men
[17].

Obilka je¢mene je tvofena zarodkem, endospermem a obalovymi vrstvami. Zarodek
obsahuje zaklad listi, kofinki a stébla. V endospermu se nachdzeji zasobni bilkoviny a
Skrob. Jadro tvoti tenkosténné Skrobové buriky obalené bilkovinami a gumovitymi latkami.
Vnéjsi cast se nazyva aleuronova vrstva a predstavuje buriky obsahujici hlavné bilkoviny a
tuky. Je¢men obsahuje 80 az 88 % susiny, ktera je tvofena organickymi dusikatymi
a bezdusikatymi slou¢eninami a anorganickymi latkami, a 12 az 20 % vody [18, 19].

VENTRALNI 7 -~ DORZALNI
STRANA & STRANA
f9
: i
' 1-:1 Perikarp
:. 1 (oplodi)
! T
Zbytky nuce- : {::é?ﬂeni}
larniho pletiva [ ]
a aleuronove Aleuronova
vrstvy v ryze vrstva
Endosperm
Chalaza Vrstva stlade-
nych bunék
Cevni svazek Stitek
Koleoptile
Prvni listy
Aleuronova
Misto pfipojeni vrstva
k ose klasku Radikula
Testa Koleorhiza

Obrdzek 3: Podélny rez zralou obilkou [17].

2.5.1 Sladovnicky je¢men

Z jeCmene se vyrabi slad, ktery se velmi vyznamné podili na charakteru pény, zlatavé
barvé a specifické chuti piva. Pro vyrobu sladu a sladovych vytazki se na nasem uzemi
pestuji vybrané odridy jarniho, dvoufadého, niciho jecmene (Hordeum distichum var.
nutans), které patii k nejkvalitnéj$im odridam na svété. Mnohé zahrani¢ni odridy maji
geneticky zaklad pochazejici z naSich odriid, zejména z oblasti Hané [20].

Optimalni zpracovatelské vlastnosti jeémene pro vyrobu sladu jsou: vlhkost nejvyse 16 %,
klicivost nejméné 90 %, obsah bilkovin maximalné 12,5 % v suSin€, co nejvyssi hladina
Skrobu a fada dalSich kritérii [21, 22].
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2.5.2 Sladovani

Cilem sladovani je pfeménit je¢men na slad bohaty na enzymy a extrakt [23]. Proces
vyroby sladu lze z hlediska jednotlivych vyrobnich fazi rozd¢lit na nékolik ¢asti (viz Obrazek
4).

Prijem, cisténi, tridénd
a skladovani jeémene
1
Maceni
jecmene
l
KEliceni namoceneho
jetmene
L
Hvozdéni zeleného
sladu

i
Odkliceni. lesténd, baleni
a expedice hotového sladu

Obrazek 4: Schéma vyroby sladu.

P1i skladovani se Cerstvé sklizeny a vytridény je¢men nachazi ve stadiu zakladniho klidu,
tzv. dormance, a neni schopen kli¢it. Je to zplisobeno ptitomnosti inhibitortt klieni tzv.
dormiti. Teprve po jejich odbourani oxidaci dormance zanikd, uvolfiuje se ¢innost
stimulator (giberelinl) a zrno se stava schopnym kli¢it. Skladovani probiha v silech [24].
Vycistény a odlezeny je¢men se mac¢i v namacecich naduvnicich. Cilem maceni je dodani
potiebné vegetacni vody z 12-15 % na 42-48 %, kterd je nutnd na zahdjeni enzymatickych
reakci a pro kli¢eni zrna. Maceni se dnes povazuje za nejdilezitéjsi usek vyroby sladu. Po
vyprani jeCmene, kdy se z jeCmene vylouzi barevné a horké latky, kyselina kifemicita
a bilkoviny z pluch (latky jsou nezadouci, nebot’ zhorsuji senzorické vlastnosti piva
a podporuji tvorbu zakalu v pivu) ptichazi faze kliceni.

Cilem sladafského kli¢eni je¢mene je aktivace a tvorba enzymi (nejvétsi technologicky
vyznam maji amylasy, fosfatasy, cytasy, proteasy) a dosaZeni pozadovaného stupné
rozlusténi. Dosahuje se toho umélym modelovanim optimalnich podminek pfirozeného
odbouravany Skroby pifi rmutovani. Obsah amylas je odriidovou zavislosti a je rovnéz
ovlivnén klimatickymi podminkami ro¢niku [24]. Béhem kliceni neprobiha jen tvorba
a zvySeni mnozstvi enymil. Jde o fyziologicky proces, pfi kterém se v zarode¢né ¢asti zrna
vyvijeji zarodky kotinkti, klickd a listh za vyuziti zasobnich latek zendospermu [20].
Soucasné se méni i vnitini znaky zrna. Pisobenim enzymt se §tépi rezervni latky a zvySuje
se rozpustnost a lustitelnost. Vyslednym produktem kliceni je tzv. zeleny slad. Zeleny slad ma
vysoky obsah vody a neni na rozdil od hotového sladu skladovatelny. Posledni fazi je
hvozdéni sladu. Zeleny slad je dopraven na tzv. hvozd. V pribéhu hvozdéni je Setrné
odstranéna vétSina vody dodana zrnu pfi maceni a slad je pfeveden do skladovatelného
a stabilniho stavu. Dojde k zastaveni Zivotnich projevi a lusticich pochodi v zrné. Béhem
hvozdéni se vytvari aromatické a barevné latky, charakteristické pro druhy sladu. Tyto latky
vznikaji pii vySSich teplotach interakcemi S§tépnych produkti polysacharidi a bilkovin,
zejména monosacharidii a aminokyselin. Jedna se o fadu chemickych zmén oznacovanych
jako Maillardovy reakce [25, 26].
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Odhvozdény slad se sklapi do kost a dopravuje se do odklicovacce, kde se zbavuje
kotinki zvanych sladovy kvét.

2.5.3 Vybrané odridy je¢mene jarniho

Tabulka 4: Vybrané odridy jeémene jarniho a jejich struény popis [27].

Odrida Struény popis

Aksamit | Polopozdni sladovnickd odrida. Je doporuena Vyzkumnym ustavem
pivovarskym a sladai'skym pro vyrobu Ceského piva.

Blanik Polopozdni sladovnicka odrida. Je doporu¢ena Vyzkumnym ustavem
pivovarskym a sladaiskym pro vyrobu Ceského piva.

Bojos Polopozdni sladovnickd odrida. Je doporu¢ena Vyzkumnym ustavem
pivovarskym a sladaiskym pro vyrobu Ceského piva.

Diplom | Polopozdni az pozdni sladovnick4 odriida.

Jersey Polopozdni sladovnické odruda.

Kangoo | Polopozdni az pozdni sladovnicka odrtida s vybérovou sladovnickou jakosti.

Malz Polopozdni sladovnické odriida.

Prestige | Polorané sladovnickd odriida.

Radegast | Polopozdni sladovnickd odrida. Je doporuena Vyzkumnym ustavem
pivovarskym a sladai'skym pro vyrobu Ceského piva.

Sebastian | Polopozdni odriida s vybérovou sladovnickou jakosti.

Xanadu | Stfedné rana sladovnické odrtida s vybérovou sladovnickou jakosti.

2.6 Mykotoxiny v sladovnickém je¢meni

2.6.1.1 Aflatoxiny

Tabulka 5: Strukturni vzorce a molekulové hmotnosti nejvyznamnéjSich aflatoxint [1].

Aflatoxin Sumarni vzorec Molekulova hmeotnost
aflatoxinu [g.mol’l]
B, C17H 1,06 312
B, C17H140¢ 314
G, Ci7H1204 328
G, C17H 1404 330
M, C17H1,04 328
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Obrazek 5: Chemické struktury aflatoxinii By, B,, G;, Goa M, [28].

Aflatoxiny patii s ohledem na svoji extrémné vysokou toxicitu mezi nejvice sledované
mykotoxiny. Nejvyznamnéj$imi producenty aflatoxinii jsou dvé blizce ptibuzné vlaknité
houby rodu Aspergillus, a to A. flavus a A. parasiticus. Mezi nejvyznamnéj$i piirozené se
vyskytujici aflatoxiny patti aflatoxiny fady B a G (aflatoxin Bj, B,, G; a ;) a dale aflatoxin
M;,[7]. Ptitomnost aflatoxint byla prokazana v plesnivych cerealiich, kdvovych zrnech
a zivoCiSnych produktech (Sunka, salam, tvrdy syr) [2]. Aflatoxiny jsou pomérn¢ hydrofilni
slouceniny, a proto neni jejich afinita k tukové slozce potravinaiskych surovin vysoka a pii
vyrobe¢ rostlinnych oleji se koncentruji ve Srotech. Expozice aflatoxinti mtlize u zvitat
i Cloveéka vyvolat fadu akutnich i chronickych onemocnéni. Jako napt. tzv. Reyiv syndrom,
respiraéni onemocnéni, chronickou gastritidu, dusevni retardaci déti a potlaceni imunity.
Aflatoxiny jsou hepatotoxické, aflatoxin B1 je povazovéan za nejpotentnéjsi znamy piirozeny
hepatokarcinogen. Mutagenita a karcinogenita aflatoxinti obecn¢ klesa v fadé¢ B,>G>B,>G,.
Inhibuji replikaci a transkripci DNA. U hospodatskych zvirat je hlavnim problémem
predevsim riziko letalni akutni intoxikace a za podminek chronické expozice pak snizena
rychlost riistu, nachylnost k infekcim, snizena produkce masa, mléka a vajec

Aflatoxiny jsou rozpustné v béznych organickych rozpoustédlech jako je methanol, aceton,
acetonitril, chloroform, ¢i toluen [7]. Maximalni limity aflatoxinii pro vybrané potraviny jsou
uvedeny v Tabulce 3.
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2.6.1.2 Ochratoxin A (OTA)

Sumarni vzorec: CyoH;306CIN
Molekulova hmotnost: 403 g.mol™

[1]

Obrazek 6: Chemicka struktura ochratoxinu A [29].

Nejvyznamnéj$imi producenty OTA jsou vlaknité houby rodu Aspergillus ochraceus
a Penicillium viridicatum. OTA je obecné nejvyznamnéj§im reprezentantem ochratoxind. Za
hlavni zdroje OTA v potravindch jsou pokladany ceredlie, ceredlni produkty, vepfové maso,
dale kava, pivo, lusténiny, koteni a zeleny ¢aj. Toxické uc¢inky jsou pfi¢itany atomu chloru,
kterym je na aromaticky kruh substituovan. Nejzavaznéjsim biologickym ucinkem
zaznamenanym u zvifat exponovanych OTA je nefrotoxicita, hepatotoxicita, genotoxicita,
imunotoxicita a karcinogenita. U cloveéka je expozice OTA spojovana s balkdnskou
endemickou nefropatii a nadory ledvin.

OTA je rozpustny v organickych rozpoustédlech (chloroformu, ethanolu a methanolu) [1].
Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA) pfijal dne 4. dubna 2006 aktualizované
védecké stanovisko tykajici se OTA v potravinach a dosel k zavéeru, Ze tolerovatelny tydenni
prijem (TWI) je 120 ngkg” télesné hmotnosti [10]. Maximalni 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)

Sumarni vzorec: C1sH20s5
Molekulova hmotnost: 318 g.mol™

[1]
OH O CH,

Obrazek 7: Chemicka struktura zearalenonu [30]

Mezi nejvyznamnéjSimi producenty ZON se uvadi Fusarium graminearum
a F. semitectum. ZON byl nalezen v nasledujicich potravinach: obiloviny a vyrobky z nich,
jecmen, slad, pivo, kukufice, ryze, ¢irok, proso, boby, ofechy, banany a v n¢kterych druzich
koteni. Jedna se o relativné lipofilni slouceninu. Obsah ZON casto pii technologickém
zpracovani obilovin vyznamné klesa. Akutni toxicita ZON je nizkéd, nicméné jeho piijem
stravou mize vyvolat (diky strukturni podobnosti se steroidnimi hormony estrogeny)
hyperestrogenni syndrom. S ohledem na své estrogenni u¢inky se ZON nékdy oznacuje jako
mykoestrogen. Je pokladan za vhodny indikator ptitomnosti dalSich fuzariovych mykotoxind
v cerealiich, jako jsou napf. trichotheceny DON a NIV [1, 7].

U Zearalenonu byla prokazana hepatotoxicita, hematotoxicita, imunotoxicita
a genotoxicita. ZON je prakticky nerozpustny v Cisté vod¢ a tetrachlormethanu a je rozpustny
v diethyletheru, chloroformu, dichlormethanu, ethyl-acetatu, alkoholech a vodnych alkaliich
[30]. Neni vyznamné akutné toxicky, spolu se svymi derivaty vSak vykazuje vyznamné
estrogenni a anabolické uc¢inky [7]. Védecky vybor pro potraviny stanovil v ¢ervnu 2000 pro
ZON prozatimni TDI 0,2 pg.kg™ t&lesné hmotnosti [10]. Maximalni limity ZON pro vybrané
potraviny jsou uvedeny v Tabulce 3.

2.6.1.5 Sterigmatocystin

Sumarni vzorec: C;sH 205
Molekulova hmotnost: 324 g.mol’!

[1]
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Obrazek 8: Chemicka struktura sterigmatocystinu [32].

Vyznamnymi producenty Sterigmatocystinu jsou zejména Aspergillus versicolor, A. flavus
a A parasiticus a Emericella nidulans. Sterigmatocystin patfi mezi hlavni mykotoxiny
pravidelné se vyskytujici v obilninach a vyrobcich znich. Pfitomnost sterigmatocystinu
(spolu s aflatoxiny) byla prokazana v plesnivé pSenici, jeCmeni, kukufici, ryzi, sojovych
bobech a zelené kave, dale v zivoCisnych produktech (Sunka, salam, tvrdy syr).
Sterigmatocystin  je meziproduktem biosyntézy aflatoxinu B;. Akutni toxicita
sterigmatocystinu je nizkd vlivem jeho malé rozpustnosti ve vodé a v Zaludecnich §tavach
a méni se v zavislosti na zptisobu aplikace, Zivo¢isném druhu a dalsich faktorech.

Sterigmatocystin vykazuje hepatotoxicky, nefrotoxicky, karcinogenni, mutagenni
a teratogenni uCinek. Pfes svoji vyraznou karcinogenitu se nezdd byt sterigmatocystin
vyznamnym nebezpe¢im pro lidské zdravi. Jeho karcinogenni aktivita se rovna 1/10
karcinogenity aflatoxinu B;. V CR se ptipustné maximéalni mnoZstvi v pozivatinach pohybuje
v rozmezi 5-20 pg.kg™ [1, 2].

2.6.1.6 Alterndariové mykotoxiny

Sumarni vzorec alternariol monometyl éteru: C;sH;,05
Molekulova hmotnost: 272 g.mol”

[1]
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Obrazek 9: Chemicka struktura alternariol monomethyl etheru [33].

Je znamo nékolik toxikogennich druhti hub rodu Alternarium, z nichz nejvyznamnéjsi

a nejvice zkoumany je druh 4. alternata. Jako dilezité rostlinné patogeny napadaji

a zpusobuji zanik mnoha zemédélskych plodin (nejcastéji jeémene, pSenice, ovsa a rajcat) jak
na poli, tak 1 po sklizni. Jestlize v pfedskliziovém obdobi nastane suché pocasi, jsou zrna
casto zbarvena houbovou nékazou. Jako poskliziiova kontaminace ovoce, zeleniny a obili se
mohou vyskytovat diky pfeneseni spor z pole, nebo mize dojit ke kontaminaci téchto surovin
pfi transportu, zpracovani ¢i skladovdni. Vzhledem k vSudypfitomnosti alternariovych
mykotoxint se jedna o jedny z nejvyznamnéjsich plisiiovych alergenti.
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Vétsina alternariovych mykotoxini vykazuje znacnou cytotoxickou aktivitu. Pro savce je
za nejvice toxickou povazovana tenuazonova kyselina produkovana rodem Alternaria spp.
Mutagenni ucinek byl pozorovan u alternariol monomethyl etheru a altertoxinu I. Chronicka
toxicita u alternariovych mykotoxind zatim neni dostatecné prozkouména [33]. Expoziéni
limity (TDI/PTDI) pro alternariové mykotoxiny zatim nebyly na zasedanich EFSA a Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives and Contaminants (JECFA FAO/WHO)

v ramci Codex Alimentarius stanoveny [34].

2.7 Priprava a zpracovani vzorki k analyze

Analytické stanoveni mykotoxint se sklada z n¢kolika na sebe navazujicich krokt, z nichz
kazdy rozhoduje o vysledku analyzy [1]. Pfiprava vzorku k analyze byva vSeobecné
povazovana za jeden z nejvétSich zdroju chyb celého analytického procesu (viz Obrazek 10),

v

kalibrace pfistro;

chromatografie
vyhodnocen|

vZOorKkovani

- kocntamitnace
arator

pfiprava vzorku

Obrazek 10: Zdroje chyb pri analyze [35].

2.7.1 Odbér a zpracovani vzorki

Prvnim velmi dilezitym procesem je odbér a zpracovani vzorkli. Vzorky potravinovych
surovin, potravin a krmiv jsou ¢asto nehomogenni, kusové a odbéry se musi provadét z Sarzi
o znacné hmotnosti ¢i poctu jednotek. Dulezité je objektivni vzorkovani (odbér vzorka) dle
prislusné legislativy a dostatecné zhomogenizovani zpracovavanych vzorki. Pevné vzorky je
nutno dezintegrovat ve vhodném zafizeni (napf. tfiStivém mlynku, laboratornim mixéru) [1].

2.7.2 Extrakce

Extrakce vzorku organickym rozpoustédlem se provadi nejlépe na laboratorni tfepacce
v Erlenmayerové baiice, na homogenizatoru, nebo pomoci ultrazvuku. Extrakéni
rozpoustédlo se voli podle povahy a rozpustnosti pfislusSného mykotoxinu a s ohledem na
extrahovany materidl a dal$i zpracovani extraktu. Extrakce mykotoxinti probihd za
laboratorni teploty a za neutralni nebo kyselé reakce.

Obecné se kextrakci mykotoxinli nejcastéji pouziva methanol, octan ethylnaty,
chloroform, aceton a acetonitril, popifipad¢ jejich vodné roztoky. Nejvice pouzivanym
extrakénim médiem pro simultanni co-extrakce trichothecenl typu A a B je 84% acetonitril.
Z kyselého prostiedi se extrahuji do organickych rozpoustédel mykotoxiny kyselé povahy.
Okyseleni vzorku se provadi kyselinou chlorovodikovou nebo fosfore¢nou. Po extrakci se
suspenze odsttedi, u zvlast¢ komplikovanych matric je n€ékdy nezbytné provést po odstredéni
jesté naslednou filtraci [1, 35, 36].
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2.7.3  Cisténi

2.7.3.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Je to metoda, ktera byla pouzivana pii CiSténi extrakti pro stanoveni nékterych
mykotoxint (aflatoxinti, OTA, kys. cyklopiazonové) zejména v 70.—80. letech 20. stoleti. Je
zaloZena na rizné rozpustnosti latek ve dvou nemisitelnych kapalinach.

2.7.3.2  Imunoafinitni chromatografie (IAC)

rnolekuly
rmykiotoxi nu

lag a0 |
x ( MOsnE I-:uIiEka.

% rnanokl andln
protil &ty

Obrazek 11: Imunoafinitni kolonky [37, 38].

V soucasné dobé se nejcastéji pouziva Cisténi extraktu mykotoxind na imunoafinitni
kolonce, a to pro svoji vysokou specifitu, mensi spotfebu organickych rozpoustédel a mensi
¢asovou narocnost.

Nejprve se na imunoafinitnich kolonkdch nechd prefiltrovany a zfedény extrakt
mykotoxinu ve smési methanolu s vodou pomalu prokapat. V tomto procesu se analyt
z kapalné faze sorbuje na fazi pevnou. Interakce analytu s tuhou fazi musi byt silnéjsi nez
s fazi kapalnou, ve které je analyt rozpusStén. Nasledné eluce analytu se dosdhne promytim
kolonky specidlnim promyvacim pufrem (methanol, okyseleny methanol, methanol-
acetonitril atd.) [1, 35].
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2.7.3.3 Extrakce na pevné fazi (SPE)
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Obrazek 12: Priklady extrakci na pevné fazi na kolonkdach Multisep® ROMER
a MycoSep® ROMER [39].

Pro mykotoxiny (patulin, sterigmatocystin, trichotheceny, ZON, atd.) se pouziva také
¢isténi na kolonkach SPE (solid phase extraction) se sorbenty z rtiiznych nepolarnich, sttedné
poldrnich a polarnich materiali na bazi modifikovaného silikagelu, polymeru (napf.
styrendivinylbenzenové pryskytice), nebo kiemicitanu hotecnatého [1].

Na Obrazku 12 vpravo je do extraktu vzorku ve zkumavce vtlacovana kolonka, tim extrakt
stoupa nahoru a filtruje se od necistot. Jakékoli barviva se v tomto procesu zachyti uvnitt
naplné &istici kolonky a piedistény extrakt se poté odejme. Cisty extrakt se pak susi napf. na
vakuové rotacni odparce a pred dal§im zpracovanim je obnoven podle pozadavki analytické
koncovky. Komeréni trichothecenové EP kolonky jsou vhodné k pouziti ptipravy vzorkt fady
potravin a krmiv [1, 40].

2.7.3.4 Gelova filtrace (GPC)

Gelova filtrace je metoda separace slozek z kapalného média. Princip separace spociva
v tom, Ze latky s vy$$i molekulovou hmotnosti prochézeji kolonou, zatimco mensi molekuly
prechodné vstupuji do port gelu a jsou tak zadrzovany. Pouziva se pro separaci velkych
molekul (biomolekul) na zikladé rozdilné molekulové hmotnosti. V oblasti analyzy

yoqe g

V CR je metoda vyuzivana napf. pro stanoveni patulinu a ZON [1].
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2.8 Moznosti stanoveni vybranych mykotoxintu v sladovnickém je¢meni

Mykotoxiny se nejcastéji stanovuji imunochemickymi a chromatografickymi analytickymi
metodami [1].

2.8.1 Imunochemické metody (ELISA, RIA)

Jedna se o béznou metodu vyuzivanou pro detekci mykotoxind, kterd je zalozena na
imunitni reakci sledované latky s protilatkou. Mykotoxiny zpravidla nevyvolavaji imunitni
odezvu tvorbou protilatek, ale k tvorbé protilatek dochéazi az po navazdni na vhodny nosic¢
(napft. bilkovina). Vyhodou metody je pomémé snadné odecitani vysledkd napf. méfenim
intenzity zbarveni roztoku fotometrem [15]. ELISA poskytuje rychly a levny screening,

i kdyZ pfi nizkych koncentracich neni dostatecné pfesna a lze jit aplikovat pouze na omezeny
rozsah zemé&d¢lsko-potravinarskych matric [36].

2.8.2 Chromatografické metody

V principu se jednd o migraci v systému dvou fazi, z nichz jedna je staciondrni a druhd
mobilni. Separace se uskuteciiuje na zakladé rozdilného déleni a selektivni retardace slozek
vzorku v kolon¢ [15].

2.8.2.1 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Jedna se o metodu zalozenou na vzlinani smési rozpoustédel v tenké vrstvé sorbentu na
povrchu vhodného nosice. Jednotlivé slozky vzorku jsou unaSeny po sorbentu riiznou
rychlosti. Jakmile dojde pohyb cela na konec desky, pohyb se zastavi. Jednotlivé slozky
vzorku lze pozorovat jako barevné skvrny nebo jsou vizualizovany postifikem vhodnym
chemickym c¢inidlem [15]. Metodu Ize pouzit k orientacnimu, kvantitativnimu nebo semi-
kvantitativnimu stanoveni mykotoxini. Je to rychla, jednoducha a finan¢né nenaro¢na metoda
[1,41]

2.8.2.2 Vysokoucinnd tenkovrstevnda chromatografie (HPTLC)

Tato metoda byla vyvinuta na zaklad¢ klasické TLC metody. Jeji vyhodou oproti klasické
TLC je miniaturizace celého zafizeni a podstatné snizeni mnozstvi nandSenych latek.
Chromatograficka deska obsahuje adsorbent (silikagel) naneseny spolu s pojidlem (sadra nebo
Skrob) na vhodnou podlozku (napi. sklo). Chromatogram se nejprve eluuje soustavou nebo
rozpoustédlem, které snadno vymyva interferujici necistoty a hledany mykotoxin nechava na
startu. Vhodnym rozpoustédlem pro vymyti necistot ze startu chromatogramu je pro
mykotoxiny casto chloroform, benzen, n-hexan nebo diethylether. Vhodnymi vyvijecimi
soustavami pro déleni mykotoxinl jsou napf. chloroform-aceton, benzen-metanol-kyselina
octova a toluen-etylacetat-kyselina mravenci. Detekce mykotoxinu na chromatogramu se
provadi zaroven s kvalitativnim a kvantitativnim stanovenim jeho obsahu v naneseném
vzorku. Na start chromatogramu se nanasi kromé¢ vzorka také tfibodova kalibracni stupnice
standardu [1].

2.8.2.3 Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC)

U této separacni techniky je mobilni fazi kapalina, ktera prostupuje stacionarni fazi
v kolon¢€. Slozeni mobilni faze vyrazn¢ ovliviluje separaci (narozdil od GC) a jeji
optimalizace je velmi dilezita.
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Nazev vysokoucinna je z toho divodu, Ze hnaci silou mobilni faze neni jen hydrostaticky
tlak jako u ,,béZné“ chromatografie, ale vysoce ucinné Cerpadlo, které umoziuje vyvinout
pracovni tlak az 40 MPa. Vysokotlaka cerpadla (pumpy) umoziuji konstantni, regulovatelny
a bezpulzni priitok obvykle v rozsahu 0,1-10 mlmin™ [42, 43, 44]. Pii samotné analyze je
hlavnim ukazatelem signal z detektoru, ktery vytvaii chromatogram. Chromatogram je pak
graficky zdznam odezvy detektoru. Obvykle je umémy koncentraci eluované latky. Je tvoren
fadou pik, v idedlnim piipadé od sebe oddelenych a lezicich na zakladni linii.
Chromatogram slouzi pro nasledné kvantitativni i kvalitativni vyhodnoceni analyzy [43].

Pro identifikaci separovanych slozek smési je diilezity tzv. retenéni Cas, coZ je doba, ktera
uplyne od vstupu vzorku do kolony az do zdznamu maxima piku na chromatogramu, resp. je
to doba, kterou piislusna sloucenina stravi v koloné. Urceni reten¢niho Casu je tedy dilezité
pro identifikaci latky. Pro stanoveni koncentrace latky je dilezita plocha piku. Pro urceni
kvantity i kvality se pouziva ptislusnych standardi. Standardizace mize byt externi (standard
je analyzovan samostatn¢) nebo interni (standard je pfidan k analyzovanému vzorku) [43].

Z hlediska slozeni mobilni faze miizeme separacni proces (eluci) rozdélit na izokraticky
(slozeni mobilni faze se neméni po celou dobu analyzy) a na gradientovy (sloZzeni mobilni
faze se v pribéhu analyzy méni, koncentrace jedné slozky mobilni faze roste na tkor druhé)
[43].

V HPLC se pouzivaji kolony z lesténé nerezové oceli, pfip. tvrzeného skla, titanu nebo
pevného polymeru o délce 10-25 cm a vnitinim praméru 3—4,6 mm. Kolony jsou na koncich
opatieny fritami (pory o velikost 0,5-2 um). NapIné kolon pro HPLC jsou tvofeny stacionarni
fazi o velikosti ¢astic 1,5-10 pm. Kvalita stacionarni faze (velikost a pravidelny tvar Castic,
porozita apod.) vyznamné ovliviiuje kvalitu separace. Pripravuji se jak z porovitych
anorganickych materiald, tak i z organickych polymerd. pouzivaji se hlavné materialy na bazi
silikagelu [20, 44].

Kapalinova chromatografie umoziuje analyzovat anorganické ionty, pfirodni smési latek,
tékavé, malo teékavé i termolabilni organické slouceniny [43]. Chromatografie na normalnich
fazich znamena pouziti polarni staciondrni faze (voda vézana na silikagel) a nepolarni faze
mobilni (hexan). Chromatografie na obracenych fazich (RP-HPLC, Reversed-Phase-HPLC)
pouziva staciondrni fazi nepolarni (uhlovodiky vézané na silikagel) a mobilni fazi polarni
(voda, alkoholy, acetonitril) [45]. V kapalinové chromatografii se pouzivaji detektory jako
fotometricky, refraktometricky, fluorescencni, hmotnostni a dalsi [42].

2.8.2.4 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie je metoda separaéni a souc¢asné analyticka, umoziujici kvalitativni
a kvantitativni analyzu plynnych vzorkd, popt. veskerych tékavych latek (kapaliny ¢i tuhé
latky), pokud je Ize pied separaci pievést v pary [1]. Vzorek se tedy davkuje do proudu plynu,
kde je ihned odparen a je dale unasen kolonou. Mobilni fazi je nosny plyn. V koloné se slozky
separuji na zékladé riizné schopnosti poutat se na stacionarni fazi. Slozky opoustéjici kolonu
indikuje detektor. Signal z detektoru se vyhodnocuje a z ¢asového pribéhu intenzity signalu
se urc¢i druh a kvantitativni zastoupeni slozek.

Obecné mulze byt plynova chromatografie pouzita k separaci plynl, vétSiny
nedisociovatelnych kapalin a pevnych organickych molekul a mnoha organokovovych latek.
Neni pouzitelna pro separaci makromolekul, organickych a anorganickych soli.

Plynovy chromatograf se sklada ze zdroje nosného plynu, jez tvofi tlakova lahev
obsahujici vodik, dusik, helium nebo argon, Cisticiho zafizeni zachycujici vlhkost a necistoty
v nosném plynu, regulacniho systému, davkovace, ktery slouzi k zavedeni vzorku do proudu
nosného plynu. Dalsi ¢ast tvofi koncentrator na pocatku kolony, jez zachycuje vzorek ze
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vzduchu nebo vodného roztoku na adsorbent, samotnd kolona, ve které je umisténa
staciondrni fdze a kde dochazi k separaci latek, nasleduje detektor, vyhodnocovaci zafizeni,
jez zpracovava signal z detektoru, zakresluje chromatografickou kiivku (chromatogram)

a provadi jeji vyhodnoceni a v neposledni fad€ termostat, jez zajisStuje dostatecnou teplotu,
davkovace, kolony a detektoru, nutnou pro udrzZeni vzorku v plynném stavu.

V plynové chromatografii se pouzivaji detektory jako tepelné-vodivostni detektor,
ionizacni detektory, jako je napi. plamenovy ionizacni detektor (FID), fotoioniza¢ni detektor
(PID), detektor elektronového zachytu (ECD) a hmotnostni spektrometr (MS), jeZ ma
nezastupitelny vyznam [45].

2.8.3 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je separacni technika, ktera prevddi vzorek na ionizovanou
plynnou féazi a vzniklé ionty separuje podle hodnoty podilu jejich hmotnosti a naboje m/z [45].
Jedna se o metodu destruk¢ni, ale vzhledem k velmi malé spotieb¢ vzorku, kterd se pohybuje
v fadech pg az ng, to nelze povazovat za nevyhodu [46].

Hmotnostni spektrometr tvoii tfi zakladni ¢asti:

- iontovy zdroj (pfevadi molekuly na nabité Castice, tzv. proces ionizace)

- hmotnostni analyzator (déli vzniklé ionty na zaklad¢ jejich poméru m/z)

- detektor (registruje ionty opoustéjici analyzator a prevadi je na elektricky signal)
Dalsi casti pfistroje jsou tvofeny:

- vakuovy systém

- zafizeni pro zavadéni vzorkl (sonda)

- iontova optika

- pocitac na ovladani a ladéni pfistroje, na sbér a ukladani dat [44].

2.8.3.1 lonizacni techniky

Ionizacni techniky hmotnostni spektrometrie se déli na tzv. tvrdé a mekké. Nejstarsi
ionizacni technikou je ionizace narazem elektronti, neboli elektronova ionizace (EI), kterd se
fadi k tvrdé typy ionizace. V EI dochazi interakci proudu elektronti s cilenou molekulou
k vyrazeni elektronu (ptfipadné vice elektront) z této molekuly. Vznikaji tak jedno nebo
vicendsobné nabité molekulové ionty. Pti interakci vSak dochazi k pfenosu vétsi energie nez
je energie ionizacni, coz zpusobuje fragmentaci molekulového iontu a v pfipadé malo
stabilnich analytli vznikaji vyhradné fragmentované ionty, jeZ neposkytuji udaj o skute¢né
velikosti [18, 44].

Mezi mekké ionizacni techniky, neboli techniky v jejichz spektrech pozorujeme
(de)protonované molekuly a minimum fragmenta patii:

Chemicka ionizace (CI) — V CI se nejprve elektronovou ionizaci ionizuje reakéni plyn
a kombinaci elektronové ionizace a iontové molekularnich reakci vznika smés iontl reakéniho
plynu, které se potom uc€astni prenosu naboje na molekuly studované latky.

lonizace za atmosfeérického tlaku (API) — zahrnuje tfi ionizacni techniky (ESI, APCI,
APPI) pracujici za atmosférického tlaku, jez znamenaly naprosty prilom v feSeni spojeni
HPLC/MS. Cilem téchto ionizacnich technik je, aby se typ a intenzita iontli pozorovanych
v hmotnostnim spektru co nejvice bliZila skute¢né struktuie a koncentraci latek v kapalné fazi
[44].
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Elektrosprejova ionizace (ESI) — pfi ionizaci elektrosprejem prochazi eluat po vystupu
z chromatografické kolony kovovou kapildrou, na kterou je vlozeno vysoké napéti (3—5 kV).
Vznikajici kapicky po rozpraseni na vystupu z kapilary za pomoci zmlzujiciho plynu nesou na
povrchu velké mnoZstvi naboji. S odpafujicim se rozpoustédlem hustota elektrického naboje
na povrchu kapicek stoupa az do kritického bodu, kdy dochazi coulombickou explozi
k rozpadu jest¢ na mensi kapicky. Opakovani tohoto procesu vede az k uvolnéni
kvazimolekularnich iontl, (de)protonované molekuly nebo adjuktové ionty [44]. lonty vzorku
prochdzi hmotnostnim spektrometrem a jsou analyzovany. Typicka aplika¢ni oblast ESI jsou
nejriznéjsi typy biopolymerti, organokovovych sloucenin, nekovalentnich komlexti a dalsi
siln¢ polarni az iontové slouceniny s molekulovymi hmotnostmi az do cca 100 tisic Da
v piipad¢ proteint [35, 47].

S:e"ap LA = ? T
ESlINeedle ... A
(+5 kV)
lon
=\ 1 Transfer
. ,‘ 2 |Capillary
ES| Nozzle i g i
k. —t—Heater |To lon
/ g\g [l = Skimmer
O C

Ejected

Evaporates Positive
From lons
Droplet

Obrazek 13: Mechanismus ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu [47].

Chemicka ionizace za atmosferického tlaku (APCI) - u APCI je uspofadani iontového
zdroje podobné jako u ESI, avSak na kapilaru neni vloZeno napéti a u jejiho konce je navic
umisténa vybojova jehla (elektroda). Na konci kapilary dochéazi k rozpraseni eluatu
pneumatickym zmlzovacem. Vznikly aerosol je rychle odpaien v kratké zon€ vyhtivané na
vysokou teplotu (300-600 °C). VlozZenim napéti na vybojovou jehlu dochazi ke vzniku
koronarniho vyboje, jimz jsou nejdiive ionizovany molekuly mobilni faze, ptitomné v plynné
fazi ve velkém nadbytku vici analytu, a vznikly reakéni plyn nasledné ionizuje molekuly
analytu jako u klasické CI. lonty vzorku prochdzi hmotnostnim spektrometrem a jsou
analyzovany [44, 47].
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Priklad tvorby typického primdrniho, sekundarniho a aduktového iontu v pozitivnim modu:

Tvorba primarniho iontu:

€+ Ny > Ny™ +2¢

Tvorba sekundédrniho iontu:
N>" +H,0 — N, + H,0"
H,0"+ H,0 — H;0" + HO!
Ptenos protonu:

H;0'+M — (M + H)" + H,0

APCI je vhodngjsi pro latky s nizkou az stfedni polaritou a molekulovymi hmotnostmi

piiblizné do 1000 — 1200 Da [35, 47].
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Obrazek 14: Mechanismus chemické ionizace za atmosferického tlaku (APCI) v pozitivnim

modu [47).

Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) - technikou APPI jsou ionizovatelné
molekuly s konjugovanymi dvojnymi vazbami, jako jsou napf. aromatické slouceniny.
Zdrojem zafeni je zde kryptonova vybojka s energii fotonti 10 eV. Absorpce fotonu
a nasledné vymrsténi elektronu vytvari v APPI z fotoionizované molekuly M radikalovy
kation M. Tato chemickd ionizace vede k relativné slozitému mechanismu v kladném a
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zaporném iontovém mddu. lontové-molekulova reakce mize zvysit citlivost, ale muze také
zkomplikovat analyzu hmotnostnich spekter [46]. Obecné jde o velmi podobnou techniku
jako je APCI, ale oproti ni ji l1ze pouzit i pro velmi nepolarni nebo labilni slouceniny [44]

‘Wstup z HRPLC

Rozprafovad

-

- Odparowas

L Iampﬁu rar Sufici plyn

Kapilara

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

2.8.3.2 Hmotnostni analyzatory

Z iontového zdroje vstupuje smés obsahujici ionty riznych hmot m nesoucich jeden i vice
naboju z a je tieba je pred detekci rozlisit. K rozliSeni ionti podle jejich i¢innych hmot m/z.
slouzi hmotové analyzatory.

Magneticky analyzdtor — v magnetickém poli dochazi k zakiiveni drahy letu iontd. Ionty
s niz§1 hodnotou m/z maji veétsi zakiiveni drahy.

Kvadrupolovy analyzator (Q) byvéa soucasti hmotnostnich spektrometrc vhodnych pro
spojeni s plynovou nebo kapalinovou chromatografii. Separace iontli je dosazeno jejich
prichodem mezi ¢tyimi kovovymi tyCemi, na néz je vlozeno stejnosmérné napéti (cca 400
V), vzdy u dvou protilehlych ty¢i stejného znaménka, a na né je superponovano stiidavé
radiofrekvencni napéti (cca 2000 V). K tomu, aby ionty prosly polem, musi se podrobit
oscilaci. Stabilita iontii zavisi na poméru m/z. Céstice z jinou hmotou m/z jsou z elektrického
pole vyneseny ven a zadrzeny elektrodami [44].
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Obrazek 16: Schéma kvadupolového analyzatoru [48]

lontovd past (IT) uzavira ionty v ohrani¢eném prostoru pomoci elektrického pole. Jedna se
vlastné o kvadrupdl, ktery je tvofen hyperboloidnim prstencem misto jedné dvojice tyci
a dvéma hyperboidnimi ,,vicky* misto dvojice druhé. Ionty ve vnitinim prostoru iontové pasti
jsou nuceny se pohybovat po uzavienych kruhovych drahach. ZvySovanim
vysokofrekvencniho napéti se jednotlivé iontové druhy podle m/z dostavaji na nestabilni
trajektorie a opusti iontovou past smérem do detektoru.

Vstupni kruhova elektroda

[ Prstencova elektroda

Vystupni kruhova elektroda
Obrazek 17: Schéma iontové pasti [44].

Zavislost intenzity iontového proudu na hodnoté m/z pak predstavuje hmotnostni spektrum
[42]. Spektrum organické latky obvykle obsahuje vice pikii. To je zplsobeno délenim
molekuly pii analyze. Nejintenzivnéj$i pik se nazyva zakladni, jeho intenzita (vyska) se
obvykle povazuje za 100 %. K tomuto piku se vztahuji intenzity ostatnich piki spektra [46].

Analyzator doby letu (TOF)

K analyze dochazi v oblasti bez pole, tedy bez elektrického i magnetické pole, které by
vymezovalo smér toku iontd do zahnutych kiivek ¢i slozitych trajektorii. lonty s mensi
hodnotou m/z se pohybuji rychleji a dostanou se i rychleji na detektor. Tento hmotnostni
analyzator je typicky pulzni. Nejdfive jsou velmi kratkym pulzem ionty urychleny na vstupu
do analyzatorové trubice, a poté se pfesné¢ méfi Cas , za ktery ionty ,,dolétnou k detektoru ,
podle ¢ehoz se urci jejich m/z [44, 49].

2.8.3.3 Detektory
Iontové detektory pievadeji proud dopadajicich ionti na proud elektronti.
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Elektronovy nasobic¢ — je nejbéznéjs§im detektorem. lonty dopadajici na povrch elektrody,
zni vyrazi . Elektrody zesiluji elektronovy proud az 10°krat. Zesileny proud elektronil je
veden do zesilovace a je vyhodnocovan.

Fotondsobic¢ — ionty dopadaji na fosforovou desticku, ¢imz uvolni energii ve formé fotonu.
Foton je zachycen fotonasobi¢em. Proud fotonil je zesilen az 10°krét

Faradayova klec — dopadajici ionty se vybiji na sbérné elektrodé. Dopad iontu zpisobi
vyrazeni elektronu z povrchu. Elektron dopada na anodu. Vznikly elektricky proud je zesilen
zesilovaCem [44, 45].

2.8.4 Metoda LC-MS

Propojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii predstavuje vyuZziti
modernich separac¢nich metod k ptesné identifikaci a strukturni analyze latek [45].
Historicky vyvoj nebyl zdaleka tak jednoduchy jako u GC-MS. Hlavnimi problémy spojeni
HPLC-MS bylo ptekonani obrovského rozdilu tlakii mezi HPLC a MS (8-10 tadt), nebot
kapalinova chromatografie pracuje za vysokého tlaku (MPa) a hmotnostni spektrometrie
pracuje za hlubokého vakua, dale prevedeni analyzovanych latek do plynné faze a odstranéni
nadbytku mobilni faze [44, 46].

Hmotnostni spektrometrie je sob&stacna délici metoda, ovSem pouze v pripad¢, jedna-li se
o jednodussi smési latek. V pripadé slozitych smési latek se vyuziva separacni schopnosti
pravé kapalinové chromatografie.

U LC-MS se kapalnd mobilni faze, obsahujici analyt, zavadi do iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru. Dochazi zde k desolvataci molekul analytu, jejich ionizaci
a zavedeni do analyzatoru (Prave tato nutnost odstranit velké mnozstvi molekul mobilni faze
od molekul analytu byla divodem, pro¢ se techniky LC-MS zacaly prakticky vyuZzivat
mnohem pozdéji, nez GC-MS). Typem ionizace u HPLC-MS je ionizace za atmosferického
tlaku (API, Atmospheric Pressure lonization) [44].
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e 4,

Obrazekl8: Chromatograficky systéem: A - gradientova pumpa s degazérem,
B - autosampler s kolonovou skiini, C - zasobni lahve, D - hmotnostni spektrometr

2.8.4.1 Metoda LC-MS/MS

Jedna se o spojeni kapalinové chromatografie s tzv. tandemovou hmotnostni spektrometrii.
V MS/MS uspotadani je vybrany ion podroben kolizni aktivaci (nej¢astéji srazkam s inertnim
plynem — tzv. kolizni plyn), ¢imz mize dojit k rozpadu tohoto iontu na fragmentové ionty
a jejich hmotnostni spektrum je zméteno. MS/MS spektrum obsahuje pouze fragmentové
ionty vzniklé rozpadem vybraného prekurzoru, neobsahuje Zadné necistoty.

Kalizni energie

MSIMS iontu A
1) lonizace
2) Izolace 3) Fragmentace F2
A

® O — ®
> @ °°.
A F1  F3

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

Spojeni plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie vytvofilo efektivni techniku

pro analyzu slozitych smési organickych latek. Plynovou chromatografii se separuje
vzorek organické latky a separované slozky jsou pak v molekulovém separatoru zbaveny
nosného plynu a analyzovany hmotnostnim spektrometrem. V soucasnosti se témét vyhradné
pouziva ve spojeni s kapildrnimi kolonami spolu s konven¢ni elektronovou ionizaci (EI) nebo
chemickou ionizaci (CI). Jako nosny plyn se v GC-MS pouzivéa helium, protoze 1ze snadno
odcerpat vakuovymi pumpami a také se aktivné ucastni ioniza¢niho mechanismu. Mezi
nejbeéznéjsi hmotnostni analyzatory pro GC-MS patii Kvadrupdlovy analyzator (Q), lontova
past (IT) a Time-of-Flight (TOF) [44]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni, software a chemikalie

3.1.1 Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim detektorem

HPLC systém (Finnigan Surveyor):

gradientova pistova pumpa s degaserem Finnigan Surveyor LC Pump Plus,
Thermoelectron corporation (San Jose, USA)

autosampler s kolonovym termostatem Finnigan Surveyor Autosampler Plus,
Thermo electron corporation (San Jose, USA)

kolona spevnym jadrem Kinetex 2,6 u PFP 100A (100 x 3,00 mm)
Phenomenex

MS systém (Finnigan LCQ Advantage):
hmotnostni spektrometr Finnigan LCQ Advantage MAX s turbomolekularni
pumpou, Thermo electron corporation (San Jose, USA)

- software: Xcalibur 1.3

3.1.2 Pouzité chemikalie

3.1.2.1 Rozpoustédla a chemikdlie

Methanol for gradient elution — Sigma-Aldrich, Némecko

Methanol for LC-MS — Sigma-Aldrich

Acetonitril — Sigma-Aldrich for HPLC, Némecko

Octan amonny — puriss. p. a. for mass spectrometry, Fluka, Sigma-Aldrich
Destilovana voda

3.1.2.2 Standardy

Deoxynivalenol — Sigma-Aldrich, Némecko
Nivalenol — Sigma-Aldrich, Némecko

T-2 toxin — Sigma-Aldrich, Némecko

HT-2 toxin — Sigma-Aldrich, Némecko
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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 slouzila k analyze DON a NIV.

3.2.1.1 Parametry LC

S A 10 mM roztok CH;COONH4
mobilni faze
C MeOH
termostatovana kolona 45 °C
nastiik davkovaci smycky 25 ul
limitni tlak 5 bar
maximalni tlak 400 bar
pratok 0,2 ml.min™

Chromatografické separace bylo dosazeno kolonou s pevnym jadrem Kinetex 2,6p PFP
100A (100 x 3 mm) od spole¢nosti Phenomenex.
K eluci trichothecent typu B DON a NIV byl pouzit gradientovy pritok mobilni faze:

100+ ALS)
- B (%)
§ 60 et
i 5
§ 40
[ o
i -ID_:,_,-"’—/_‘_,—FF’
I:I ] ] L] | 1 1 1 | 1 1 L] | 1 L] 1 | L] 1 L] l 1 L] LI | L 1
] 2 4 ] d 10 Ti
Tlrme (mim
Obrazek 20 Gradientovy pritok mobilni faze
3.2.1.2 Parametry APCI-MS/MS
St
Souce Heater Temp (T 46000 -+ 46190
Sheath Gaz Flow Rate [arib] (50 —‘d 4956
AuiSweep Gaz Flow Rate fatb] [1_5 j 14.02
Discharge Cuent (ué). [1000 -2 991
| Discharge Voltages (K1 1.71

Capllary Temp ('CL [160.00 =+ 160.00

Caplary Voltage [V} {1800 - 1845
Tube Lens Dffsst fv): 1000 =
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Tabulka 6: Nastaveni hmotnostniho detektoru pro analyzu DON a NIV

typ iontového zdroje APCI

maéd iontu negativni

typ skenovani single-stage full scan
doba analyzy 13 min

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

NS MS MS/MS
Analyt Mg¢éreny ion (m/z) (m/z)
DON [DON + CH3COO]~ 355 265 295
NIV [NIV + CH3;COO]~ 371 281 311

3.2.2 Optimalizace metody LC/ESI-MS/MS
Metoda LC/ESI-MS/MS slouzila k analyze T-2 a HT-2

3.2.2.1 Parametry LC

mobilni fize A 10 mM roztok CH;COONH4
C MeOH
termostatovana kolona 40 °C
nastiik davkovaci smycky 25 ul
limitni tlak 5 bar
maximalni tlak 400 bar
pratok 0,2 ml.min™

Chromatografické separace bylo dosazeno kolonou s pevnym jadrem Kinetex 2,6p PFP
100A (100 x 3 mm) od spole¢nosti Phenomenex.

K eluci trichothecent typu A T-2 a HT-2 byl pouZit gradientovy priitok mobilni faze:

100+ A (%)
Z] B{%)
g 807 C (%)
S 603 \ Sy
d =l
=] Z
2 20+
EI' T 1.1 L LI | | T LI | TR LI L ) | I | T | LI | LI LI |
0 2 4 B g 10 12 14 16

Time {min)

Obrazek 20: Gradientovy priitok mobilni faze
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3.2.2.2 Parametry ESI-MS/MS

Sheath Gas Flow Rate [aib]:
AumsdSweep Gas Flow Rate [ark]:
| 5 prap Wolkage V] |

Sprap Current [pa:

Capillary Temp [T

Capillany Voltage [V]:

Tubs Lenz Difset V]

Aciusl
3340
392
320
0.os
25010
3798

Tabulka 8: Nastaveni hmotnostniho detektoru pro analyzu T-2 a HT-2

typ iontového zdroje ESI

maéd iontu pozitivni

typ skenovani single-stage full scan
doba analyzy 17 min

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

XY i 8 MS MS/MS
Analyt Mg¢éreny ion (m/z) (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 nastviku

Slouzi kanalyze redlnych vzorkl. Zasadni vliv na opakovatelnost
chromatografické kolony, kterda mutze byt ovlivnéna pouzivanim rGznych mobilnich fazi
s vysokym obsahem soli nebo s extrémnim pH, a také nedostate¢na ekvilibrace kolony.
Nevhodné zachazeni s kolonou zptisobi pokles ucinnosti kolony, rozdilné hodnoty retencnich
Casu, niz8i rozliSeni, dochazi k rozmyvani pika [15]. V Tabulce 10 a 11 jsou uvedeny hodnoty

RSD (relativni smérodatna odchylka) tykajici se namétenych hodnot DON a NIV.

RSD =—-100%

S

s...smérodatna odchylka
X ...pramér mefeni
RSD...relativni smerodatna odchylka
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Tabulka 10: Porovnani hodnot reten¢nich ¢ast (RT) analyti DON a NIV o koncentraci
100,0 ng.ml"' naméfenych na identickém chromatografickém systému za
identickych podminek béhem jednoho dne.

RT prumér RSD
Analyt
y 1 2 3 4 5 RT [%]
DON 4,32 428 4,32 4,32 4,32 431 0,4
NIV 2,51 2,51 2,52 2,51 2,51 2,51 0,3

RSD - relativni smérodatna odchylka

Tabulka 11: Porovnani hodnot velikosti ploch pikl analyti DON a NIV o koncentraci
100,0 ng.ml" naméfenych na identickém chromatografickém systému za
identickych podminek béhem jednoho dne.

Plocha piku prumér RSD
Analyt —— 2 3 4 5 | ploch pikii | [%]
DON 180801 | 186116 | 195682 | 168776 | 184232 183121 4,8
NIV 281707 | 289934 | 286543 | 310974 | 295748 292981 3.4

RSD - relativni smérodatna odchylka

Z vyse uvedenych hodnot vyplyva, ze vysledky méteni vykazuji témét stejné hodnoty,

vlastnosti kolony se v pritbéhu intenzivniho méteni béhem jednoho dne témét nezmenily.

3.3.1.2 Spravnost (vytéznost) metody

Vytéznost byla stanovena metodou externiho pfidavku standardu. K méfenému vzorku

bylo pfidano urcité vypocitané mnozstvi roztoku standardu tak, aby obsah trichothecenu tvotil
maximalné 1/3 odezvy a standardni ptidavek minimalné 2/3.

_100-(C, -Gy,
¢,

R

Cr — obsah trichothecenu nalezeny ve vzorku s externim piidavkem standardu (g.kg™)
Cy — obsah trichothecenu nalezeny ve vzorku (g.kg™)
Ca — piidané mnozstvi standardu do vzorku s piidavkem standardu (g.kg™)

Tabulka 12: Porovnéani obsahu trichotehcenti v méfenych vzorcich, ke kterym byl ptidan
externi pfidavek standardu DON a NIV o koncentraci 150,0 ng.ml™.

74Xy 0
Anal Cx [ng.ml'I] Ca Cu VytéZnost [%]
vt [ng.ml"] | [ng.ml"|
1 2 3 4 5 & & 1|23 ] 4]|s
DON | 1255|1292 1312|1209 | 1263 | 1500 |<LOQ | 84 | 86 | 87 | 81 | 84
NIV | 117,4 1209 | 119,5 | 125,6 | 1233| 1500 |<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 vypocitana grafickou metodou
z chromatogramu standardu ptislusného analytu, jehoZ koncentrace se blizila dolni hranici
kalibracni zavislosti. Trojnasobek hodnoty koncentrace Sumu byl mezi detekce, desetinasobek

pak mezi stanovitelnosti.

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

LOD LOQ
Analyt . -
Y [ng.kg'] [ngkg']
DON 134 44.7
NIV 0,7 2,4

3.3.2 Validace metody LC/ESI-MS/MS

3.3.2.1 Opakovatelnost nastriku

Tabulka 14: Porovnani hodnot retenc¢nich ¢ast (RT) analytti T-2 o koncentraci
50,0 ng.ml™" a HT-2 o koncentraci 100,0 ng.ml"' naméFenych na identickém
chromatografickém systému za identickych podminek béhem jednoho dne.

RT prumér | RSD
Analyt 2 3 4 5 RT | [%]
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 - relativni smérodatna odchylka
Tabulka 15: Porovnani hodnot velikosti ploch pik analytii T-2 o koncentraci
50,0 ng.ml™" a HT-2 o koncentraci 100,0 ng.ml"" naméfenych na identickém
chromatografickém systému za identickych podminek béhem jednoho dne.
Plocha piku rumér RSD
Analyt 1 2 3 : 4 5 pllt)wh pikii | [%]
T-2 395042 | 477106 | 352466 | 459786 | 456040 428087 11,0
HT-2 22686 19570 19966 18309 19393 19985 7,3

RSD - relativni smérodatna odchylka

3.3.2.2 Spravnost (vytéznost) metody

Tabulka 16: Porovnani obsahu trichothecenti v méfenych vzorcich, ke kterym byl ptidan
externi pridavek standardu T-2 o koncentraci 70,0 ng.ml™ a standardu HT-2
o koncentraci 120,0 ng.ml”".

. Vvtéznost [%

Analyt Ca [l | [n lelr‘] [n Crfll"] . -
1] 2 3 4 | 5 g & 1 2 3 4 5
T-2 61.8 | 62.0 | 584 | 59.8 | 59.4 | 70,0 <1LOQ | 88 | 89 | 83 | 85 | 85
HT-2 101,81 99,7 | 101,0 | 97,4 | 98,7 | 1200 | <LOQ | 85 | 83 | 84 | 81 | &

Cr — obsah trichothecenu nalezeny ve vzorku s externim pfidavkem standardu
Cy — obsah trichothecenu nalezeny ve vzorku
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Cx — ptidané mnozstvi standardu do vzorku s ptidavkem standardu
LOQ — mez stanovitelnosti (kvantifikace)

3.3.2.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) se vypocitala grafickou metodou
z chromatogramu standardu ptislusného analytu, jehoz koncentrace se blizila dolni hranici
kalibra¢ni zavislosti. Trojnadsobek hodnoty koncentrace Sumu byl mezi detekce, desetindsobek
pak mezi stanovitelnosti.

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

LOD LOQ
Analyt . -
y [ng.kg"] [ng.kg]
T-2 1,5 5,0
HT-2 3,0 10,0

3.4 Kalibrac¢ni kiivky

Kalibrace byla provedena metodou vnéjSiho standardu. Standardy bézn¢ skladované
v mrazniCce byly pfed pouZzitim ponechany asi 15 minut pii laboratorni teploté a po ustaleni
jejich teploty s nimi bylo moZzné pracovat. Nejdiive byl pfipraven jeden spolecny zéasobni
roztok DON a NIV o koncentraci 1 pg.ml”, a to fedénim standardi DON a NIV o piiblizné
koncentraci 100 pg.ml” do roztoku 50% MeOH.

Kalibratni roztoky standardd byly nasledn& piipraveny fedénim 1 pg.ml™” roztoku na
zvolené koncentrace. Koncentrace byly voleny sohledem na obsah stanovovanych
trichotheceni ve vzorcich. Kalibra¢ni kifivky byly sestrojeny jako zavislost plochy
ptislusnych pikli na koncentraci jednotlivych standard.

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

3500000 +
3000000 -
2500000 -
2000000 -

1500000 -

1000000 -

plocha piku [uAU.s]

y = 1387,8x + 7533,3

2 =
500000 | R?=0,9813

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

koncentrace [ng.ml™"]

Obrazek 23: Kalibracni kiivka deoxynivalenolu
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Pro nivalenol byly zvoleny koncentrace 10, 20, 50, 80, 100, 200 a 375 ng.ml'l.

1600000 -

1400000 -

1200000

1000000 -

800000 -

600000 -

plocha piku [uAU.s]

400000 -

200000 -

0740 T T T T T T

y:

3632,7x- 68154
R2=0,9881

0 50 100 150 200 250 300

koncentrace [ng.ml"]

Obrazek 22: Kalibracni kiivka nivalenolu

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

1000000 -
900000 -
800000 -
700000 -
600000 -
500000 -

400000 -

plocha piku [uAU.s]

300000 -

200000 -

100000 +

350 400

y=9185x-53597
R2=0,9907

0 10 40 50 60 70 80

koncentrace [ng.ml ]

Obrazek 24: Kalibracni kifivka T-2
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Pro HT-2 byly zvoleny koncentrace 10, 20, 50, 100 a 200 ng.ml™.

40000 ~
35000 -
30000 -
25000 +

20000 ~

plocha piku [uAU.s]

15000 ~

10000 ~
y =164,98x + 3411,4

2 _
5000 - R"=0,9876

0 T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

koncentrace [ng.ml'1]

Obrazek 25: Kalibracni kiivka HT-2

3.5 Priprava a zpracovani vzorku k analyze

Vzorky sladovnického je¢mene bylo nutno nejprve dezintegrovat na mlynku. Nasledné
bylo 25 g vzniklé mouky smichdno se 100 ml 84% ACN. Extrakce trichothecent ze vzorku
do rozpoustédla byla provedena pomoci ultrazvuku po dobu 10 minut, poté byla smés
centrifugovana pti 4000 otackach 15 minut. Ziskany supernatant byl v ptipadé potieby jeste
zfiltrovan. 10 ml supernatantu bylo nasledné protlaceno pies trichothecenovou kolonku EP
MYCO SEP 227. Nasledn¢ byly 2 ml odebraného piecisténého vzorku odpateny na vakuové
rotacni odparce pii teplot¢ 45 °C do sucha a poté prevedeny do 50% MeOH (1 ml).
K promichani vzorku byl pouzit ultrazvuk. Nakonec byl vzorek pteveden plastovou
pasterovou pipetou do vialky a tak pfipraven k analyze pomoci LC-MS/MS [40].

3.5.1 Priprava mobilni fize pro analyzu pomoci LC-MS/MS

Ptiprava mobilni faze 10mM octanu amonného pro analyzu pomoci LC-MS/MS:
Vypocet navazky octanu amonného:
Mr octan amonny = 77,08 g.mol

c=10mM
V=11
m=c-V-M

m=10-10-1-77,08
m= 0,7708 g CH;COONH,

45



K navézce octanu amonného byl piidan 1 1 deionizované vody a promichani bylo
provedeno za pouziti ultrazvuku. Tento roztok byl zdavodu odstranéni moznych
mechanickych necistot prefiltrovan pies nylonovy filtr (SUPELCO, Nylon 66 Membranes:
0,45 m x 47 mm). Pfefiltrovany roztok byl prelit do zdsobni nadoby a obohacen 2 % MeOH
z diivodu delsi trvanlivosti mobilni faze a zamezeni ristu mikroorganisnd.

3.5.2 Prepocet koncentrace

Prepocet vysledné koncentrace trichothecenii z ng.ml”" vypoctenych z kalibracni kiivky na
-1
ug-kg":

1000 100 10
kel =ngml | ] /1000,
#erke = he [25 10 2)/

kde % ~ 25 g mouky je¢mene odebrané z 1 kg vzorku

% ~ 10 ml zcentrifugovaného supernatantu odebraného ze 100 ml smési mouky

jemene s 84% ACN

10 .
5 2 ml odebrané z 10 ml precisténého supernatantu

—— ~prepocet z ng na
1000 prep gnaug

3.5.3 Soubory sledovanych analytickych vzorki

Prvni soubor

K analyze byl pouzit soubor skladajici se z 57 vzorkl jecmene ze sklizn¢ 2008.
U jednotlivych vzorkil je¢mene byla urena odriida a pfedplodina. Vzorky pochazely
z riznych okresti Ceské republiky.

Druhy soubor

Vzorky je¢mene odridy Sebastian byly vypéstovany na experimentalnich pozemcich
ZVU Kroméiiz a MZLU v Zabgicich. Pro analyzu byla pouZita odriida jeémene Sebastian ve
Ctyfech experimentalnich variantach — vzorky uméle infikované plisni Fusarium a vzorky
kontrolni. Umél4 infekce je¢mene plisni Fusarium (mikroinjekci) a aplikace fungicida vcetné
aplikované koncentrace a kombinace prosttedkili byla provadéna v souladu s normovanymi
a akreditovanymi postupy. Sladovéani je¢mene bylo provadéno na Sladaiském tstavu VUPS
v Brné.

Tabulka 18: Experimentalni vzorky odriidy je¢mene Sebastian

Cislo . w oy o . .
Sebastian Infikace OsSetreni Predplodina
vzorku
1 jeCmen slad infikovano neosSetieno kukuftice
2 je¢men slad infikovdno | oSetfeno (fungicid) kukufice
. . , oSetfeno "
3 jeCmen slad infikovano . . kukufice
(fungicid + adjuvant)
4 jeCmen slad neinfikovano neosSetieno kukufice
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Validace metody

Byly optimalizovany a validovany metody stanoveni vybranych trichotheceni ve
sladovnickém je¢meni.

Validovana byla metoda LC/APCI-MS/MS pro stanoveni DON a NIV a metoda LC/ESI-
MS/MS pro stanoveni T-2 a HT-2.

4.1.1.1 Opakovatelnost nastiiku

Tabulka 19: Porovnani hodnot relativni smérodatné odchylky (RSD) retencnich casii (RT)
analytt 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: Porovnani hodnot relativni smérodatné odchylky (RSD) ploch pikl analyti
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 Spravnost (vytéznost) metody

Tabulka 21: Porovnéni obsahu trichothecenti v méfenych vzorcich, ke kterym byl ptidan
externi ptidavek standardu.

Vytéznost
Analyt [%]
DON 81 —87
NIV 78 — 82
T-2 83 -89
HT-2 81 —85




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.

LOD LOQ
Analyt g 2
YO | [ngkg'l | [ngke]
DON 13.4 44.7
NIV 0,7 2.4
T-2 1,5 5,0
HT-2 3.0 10,0

4.2 Stanoveni obsahu vybranych trichotheceni v prvnim souboru vzorku

Trichotheceny byly stanoveny nejdfive v prvnim souboru, ktery se skladal z 57 vzorka
je¢mene riznych odrid.

Tabulka 23: Stanoveni vybranych trichothecentll v nejvice zastoupenych vzorcich odrad
sladovnického je¢mene

Vzorek ¢&. DON NIV IT 2 HT2 | Odrida Pi‘edplodina
ng.kg
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 psoz
14 <LOQ 11,2 <LOQ | <LOQ Bojos psoz
15 <LOQ 11,1 <LOQ | <LOQ Bojos psoz
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 psoz
24 125,5 78,0 <LOQ | <LOQ | Sebastian pS$oz
25 100,4 17,2 <LOQ | <LOQ | Sebastian pSoz
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26 177,5 15,5 <LOQ | <LOQ | Sebastian psoz
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 poz
35 130,7 <LOQ | <LOQ | <LOQ Malz psoz

LOQ — mez stanovitelnosti (kvantifikace)

Tabulka 24: Stanoveni vybranych trichothecenti v mén¢ zastoupenych vzorcich odrid
sladovnického jeCmene

Vzorek ¢. DON | NIV T1-2 HT-2 Odruda | Predplodina
ng.kg
36 89,0 |<LOQ|<LOQ| 12,2 Prestige cukr
37 800,5 294 | <LOQ | <LOQ | Prestige kuk
38 319,8 138,4 21,8 68,7 Prestige pSoz
39 230,5 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | Prestige pSoz
40 1222 114 | <LOQ | 10,9 Prestige pSoz
41 344 8 19,5 | <LOQ | <LOQ | Diplom cukr
42 2424 | <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 | Blanik cukr
46 2452 | <LOQ | <LOQ [ <LOQ | Blanik kuk
47 46,9 10,3 [<LOQ |<LOQ | Blanik kuk
48 48,9 [<LOQ |<LOQ| 22,0 Blanik psoz
49 <LOQ | 10,8 |<LOQ |<LOQ | Radegast cukr
50 99,2 61,5 | <LOQ| 16,8 Radegast pSoz
51 76,2 12,2 | <LOQ | 13,7 | Radegast psoz
52 322,3 | <LOQ [ <LOQ | <LOQ | Aksamit kuk
53 50,1 252 | <LOQ | <LOQ | Aksamit psoz
54 <LOQ | 26,7 |<LOQ|<LOQ | Xanadu psoz
55 473,0 10,7 | <LOQ | <LOQ | Xanadu pSoz
56 665,9 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | Jersey psoz
57 172,3 [<LOQ | <LOQ [ <LOQ | Kangoo cukr

cukr — cukrova fepa
pSoz — pSenice ozima
kuk — kukuftice

LOQ — mez stanovitelnosti (kvantifikace)



Tabulka 25: Piehled odriid a pocet vzorkil

Odriida Pofet "I odrida | POt
vzorki vzorku
Aksamit 2 Prestige 5
Blanik 4 Radegast 3
Bojos 15 Sebastian 11
Diplom 4 Xanadu 2
Jersey 1 Kangoo 1
Malz 9 - -
Tabulka 26: Pozitivni obsah trichothecentl v 57 sledovanych vzorcich je¢mene
Trichothecen Pocet pozitzvm'ch i % c
vzorku pozitivnich vzorku
DON 49 86,0
NIV 29 50,9
T-2 1 1,8
HT-2 14 24,6
Tabulka 27: Obsah DON (ug.kg") v zrnu je¢mene podle odrid
Odrida Analyzované Pozitivni e o
vzorky vzorky
Aksamit 2 2 50,1-322,3
Blanik 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 (pg.kg™) v zrnu je¢mene podle odrid
Odrida Analyzované Pozitivni Rozpéti hodnot
vzorky vzorky
AKksamit 2 1 25,2
Blanik 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 -




Tabulka 29: Obsah HT-2 (ug.k

Y v zrnu je¢mene podle odrad

Odriida Analyzované Pozitivni Rozpéti hodnot
vzorky vzorky

Aksamit 2 0 -
Blanik 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 vzorcich je¢mene z 57 byl pod mezi stanovitelnosti (<LOQ), pouze

v

w7

v piipadé odriidy Prestige dosahoval hodnoty 21,8 pg.kg™.

sladovnického jeCmene
Odrida DON_1 NIV_1 T-2 4 HT-2_1
[ng.kg | [ng.kg | [ng.kg | [ng.kg |
Aksamit 50,1 25,2 <LOQ <LOQ
Blanik 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: Nejvyssi hodnoty vybranych trichothecent v jednotlivych odradach
sladovnického je¢mene

Odriida DON_1 NIV_1 T-2 ; HT-2_1
[ng.kg | [ng.kg | [ng.kg | [ng.kg |
Aksamit 3223 25,2 <LOQ <LOQ
Blanik 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)

[ug.kg ™
[$,]
(=]
o

Ny N o2 v < o 4
,bé‘\ \o‘\\ &® * & > 6&\0“ > & o
22
B DON ENIV OHT-2 B T-2

Obrazek 26.: Nejvyssi hodnoty vybranych trichothecenii v jednotlivych odriddch
sladovnického jecmene

Na zakladé vyhodnoceni nejvyssich hodnot vybranych trichothecenti a mnozstvi dat

u jednotlivych odrid byly k dalSimu vyhodnoceni vybrany odriidy Blanik, Bojos, Malz,
Prestige a Sebastian.
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Tabulka 32:

Piehled poctu vzorki u vybranych odrtid podle predplodin

4.2.1

Odruda o= Cl{krova o= Kukufice .= | PSenice ozima
v’ repa ~ ~
Blanik s 1 s 2 s 1
; N N N
Bojos z 3 z 9 z 3
Malz 3 2 ] 5 ] 2
Prestige A 1 ~ 1 ~ 3
Sebastian 3 4 4
Stanoveni DON

Tabulka 33: Nejvyssi hodnoty vyskytu DON ve vybranych odridach sladovnického

je¢mene v zavislosti na predploding vyjadieny v pg.kg™
Odruda cukrova fepa kukutice pSenice ozima
Blanik 195,9 2452 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 9452 891.,4
DON
1000 - __
800 - - —
" 600 -
=
2 400 -
i e all
0 I I ’7 I I
Blanik Bojos Malz Prestige Sebastian

O cukrova ifepa O kukurice O pSenice ozima

Obrdazek 27: Vyskyt DON ve vybranych odriiddach sladovnického jecmene
v zavislosti na predplodiné
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4.2.2 Stanoveni NIV

Tabulka 34: Nejvyssi hodnoty vyskytu NIV ve vybranych odriidach sladovnického
je¢mene v zavislosti na predploding vyjadieny v pg.kg™

Odrida cukrova fepa kukufice pSenice 0zima
Blanik 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
NIV
160 -
140 - —
120 -
_ 100 -
2 g0 o
(=]
=
60 -
40 -
20 ~ F ]
0
Blanik Bojos Malz Prestige Sebastian

O cukrova fepa O kukufice @ pSenice ozima

Obrazek 28: Vyskyt NIV ve vybranych odriidach sladovnického jecmene v zavislosti
na predplodiné

4.2.3 Stanoveni HT-2

Tabulka 35: Nejvyssi hodnoty vyskytu HT-2 ve vybranych odriidach sladovnického
je¢mene v zavislosti na piedploding vyjadieny v pg kg

Odruda cukrova fepa kukutice pSenice ozima
Blanik <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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HT-2 toxin

80 -
70 - —
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

T e u

pg.kg™

Blanik Bojos Malz Prestige Sebastian

O cukrova fepa O kukurice O pSenice ozima

Obrazek 29: Vyskyt HT-2 ve vybranych odriiddch sladovnického jecmene v zavislosti na
predplodiné

4.2.4 Stanoveni T-2

Vyskyt T-2 ve vybranych odridéach sladovnického je¢mene byl pod mezi stanovitelnosti
(< LOQ), pouze u odrudy Prestige v pripad¢ predplodiny pSenice ozimé bylo nalezeno 21,8

ngkg™.

Obsah trichothecenovych mykotoxini v 57 vzorcich je¢mene riznych odrid ze sklizné
2008 se pohyboval vrozmezi 10,0-9452 pgkg'. DON byl v tdchto vzorcich obsaZen
v rozmezi 46,9-9452 ug.kg™; NIV v rozmezi 10,0-138,4 pg.kg™'; HT-2 v rozmezi
10,1-68,7 pgkg" (T-2 byl stanoven pouze v piipadé jednoho vzorku na 21,8 pgkg"); viz
Tabulka 29 a 30.

Nejvyssi hodnota DON (9452 pgkg') byla stanovena ve vzorku je¢mene odridy
Sebastian, kde ptedplodinou byla kukuftice, viz Tabulka 32. Maximalni limit DON
u nezpracovanych obilnin &ini 1250 pg.kg™, hodnota pozitivniho vzorku je tedy pod hodnotou
maximalniho limitu. Nejvy3§i hodnoty NIV, T-2 a HT-2 (v pofadi 138,4 pg.kg™; 21,8 ngkg”
a 68,7 ngkg"') byly nalezeny v odridé je¢mene Prestige, kde ptedplodinou byla pSenice
ozima, Tabulka 33 a 34.

Nejniz$i hodnota DON (46,9 pgkg') byla stanovena ve vzorku je¢mene odriidy Blanik,
kde piedplodinou byla kukufice. Nejniz§i hodnota NIV (10,0 pg.kg™) byla stanovena ve
vzorku je¢mene odriidy Bojos, kde ptedplodinou byla také kukufice. Nejnizs$i a zaroven
nejvyssi hodnota T-2 (21,8 pg.kg™) byla stanovena ve vzorku je¢mene odridy Prestige, kde
predplodinou byla p3enice ozima a nejniz§i hodnota HT-2 (10,1 pugkg") byla stanovena ve
vzorku je¢mene odridy Malz, kde predplodinou byla kukufice.
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4.3 Stanoveni obsahu vybranych trichothecenti ve druhém souboru vzorku

Druhy soubor vzork byl slozen ze Ctyf experimentalnich vzorkli odriidy je¢mene

Sebastian a z n€j vyrobeného sladu.

Tabulka 36: Obsah DON a NIV ve ¢tyfech experimentalnich vzorcich odridy je¢mene

Sebastian a prislusném sladu

T-2
-1 -1
Sebastian DON [pg.kg '] NIV [pg.kg '] HT-2_1
[ng.kg |
jemen | slad | jecmen | slad | jeCmen | slad
neoSeti-eno 21383 | 8240,4 81,0 | 414 <LOQ
infikovano g;z:;zzg (fungicid) 114,2 733.,0 18,3 24,7 <LOQ
(fungicid + adjuvant) 103,6 227,9 22,9 15,1 <LOQ
neinfikovano | neoSetfeno <LOQ | <LOQ 21,1 | 47,9 <LOQ
DON Sebastian
8240,4
2500 -
2000 -
- 1500 -
(22}
<
2 1000 -
500 -
0 i_l
infikovano infikovano infikovano neinfikovano
neosSetieno osetreno osetreno neosetieno
(fungicid) (fungicid +
adjuvant)

B Jec¢men O Slad

Obrazek 30: Obsah DON v experimentalnich vzorcich sladovnického jecmene odrudy

Sebastian a prislusném sladu
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Obrdazek 31: Obsah NIV v experimentalnich vzorcich sladovnického jecmene odriidy
Sebastian a prislusném sladu

Naméiené hodnoty DON a NIV se vuméle infikovanych vzorcich je¢mene odridy
Sebastian (oSetfenych i neosetienych) pohybuji v rozmezi 15,1-8240,4 ug.kg'l.

V ptipad¢ stanoveni DON v uméle infikovaném je¢meni odriidy Sebastian byla zjisténa
nejvyssi hodnota u vzorku neosetieného je¢mene (2138,3 pg.kg™') a z ngj vyrobeného sladu
fungicidem a adjuvantem (103,6 pgkg') a zn& vyrobeném sladu (2279 pgkg™).
V neinfikovaném a neoSetfeném vzorku je¢mene byly naméfené hodnoty DON pod mezi
stanovitelnosti.

V piipadé stanoveni NIV v umeéle infikovaném je¢meni odridy Sebastian byla zjisténa
nejvyssi hodnota u vzoku jedmene, ktery nebyl oetfen (81,0 pg.kg™). Kupodivu nejvyssi
hodnota NIV ve sladu byla naméfena, narozdil od DON, v neinfikovaném a neoSetfeném
vzorku (47,9 pgkg™). Nejnizsi hodnoty dosahoval NIV v uméle infikovaném vzorku je¢mene
odetfeném fungicidem (18,3 pgkg™) a ve sladu je¢mene, ktery byl oSetien fungicidem a
adjuvantem (15,1 pg.kg™).

V neinfikovaném a neoSetfeném vzorku je¢mene byly namétené hodnoty NIV vyssi nez
v piipadé DON.

Obsah T-2 a HT-2 byl ve vSech experimentalnich variantach odriidy je¢mene Sebastian
pod mezi stanovitelnosti (< LOQ).
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5 ZAVER

Tato diplomova prace se vénovala trichothecenovym mykotoxiniim obsazenym ve
sladovnickém jeémeni. Nejvétsi pozornost byla zaméfena na deoxynivalenol (DON),
nivalenol (NIV), T-2 toxin (T-2) a HT-2 toxin (HT-2), jez jsou produkovéany vlaknitymi
houbami rodu Fusarium.

V praci byla shrnuta charakteristika trichothecenovych mykotoxint typu A (T-2, HT-2)

a typu B (DON, NIV), a byly rozepsany vyznamné mykotoxiny obsazené ve sladovnickém
je¢meni. Soucasné byly tyto trichothecenové mykotoxiny stanoveny i v souboru né€kolika
variant uméle infikovanych vzorkd je¢mene odridy Sebastian a z n€j vyrobenych sladii. Pro
piipravu analytického vzorku byla pouZita extrakce vodnym acetonitrilem a nasledné
precisténi pres SPE kolonku (MYCO SEP 227). Po zakoncentrovani na vakuové odparce byly
vzorky ptevedeny do vodného methanolu.

Ke stanoveni trichothecenovych mykotoxind (DON, NIV, T-2, HT-2) ve sladovnickém
jeCmeni a sladu byla pouzita metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s hmotnostni detekci (LC-MS/MS). K chromatografické separaci byla pouzita kolona
s pevnym jadrem Kinetex 2,6y PFP 100A (100 x 3 mm). Byla optimalizovana analyticka
metoda s gradientovou eluci pro trichotheceny typu A a pro trichotheceny typu B.

Jako ionizacni technika byla pro trichotheceny typu A pouzita elektrospejova ionizace
(ESI) a pro trichotheceny typu B chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Ob¢
metody byly validovany.

Bylo analyzovéano 57 vzorkt sladovnického je¢mene. Vzorky pochdzely ptimo od péstitelt
z jednotlivych oblasti CR. Naméfené hodnoty trichothecenii se u tohoto souboru vzorki
sladovnického je¢mene pohybovaly v rozmezi 10,0-945,2 ugkg™ pro zrmo je¢mene. Hodnoty
DON se pohybovaly v rozmezi 46,9-945,2 ug.kg'l, NIV v rozmezi 10,0-138,4 pg.kg™; HT-2
v rozmezi 10,1-68,7 pg.kg™', T-2 byl stanoven pouze v piipadé jednoho vzorku na
21,8 pgkg'. Nejvyssi hodnoty DON byly nalezeny vje¢meni odridy Sebastian, kde
ptedplodinou byla kukufice. Nejvyssi hodnoty NIV, T-2 a HT-2 byly nalezeny v odrtdé
je¢mene Prestige, kde piedplodinou byla pSenice ozima. Vysledky prokazaly ptitomnost
trichothecenovych mykotoxinti v 56 z 57 analyzovanych vzorki sladovnického je¢mene. U
zadného z analyzovanych vzorkii nebyl piekrocen maximalni limit DON v je¢meni, ktery
podle natizeni Komise Evropskych spolecenstvi ¢. 1881/2006 je stanoven ve vysi
1250 pugkg'. Pro ostatni stanovované mykotoxiny nebyl maximélni limit v je¢meni dosud
stanoven.

Daéle byl analyzovan soubor vzorkli uméle infikovaného jeCmene odridy Sebastian a z n¢j
vyrobenych sladt. Jednalo se o tfi varianty infikace vlaknitymi houbami rodu Fusarium
a vzorek kontrolni (bez umélé infikace). Namétené hodnoty DON a NIV se pohybovaly
v rozmezi 15,1-8240,4 pg kg™ pro zro je¢mene i pro slad.

V neinfikovaném a neoSetfeném vzorku jeCmene byly namétené hodnoty NIV vyssi nez
v piipadé DON. Obsah T-2 a HT-2 byl ve vSech experimentalnich variantach odridy je¢mene
Sebastian (infikovanych i neinfikovanych) pod mezi stanovitelnosti (< LOQ).
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3-ADON - 3-acetyldeoxynivalenol

15-ADON - 15-acetyldeoxynivalenol

APCI — Atmospheric Pressure Chemical lonization

API — Atmospheric Pressure lonization

APPI — Atmospheric Pressure Photo Ionization

CI — Chemical Ionization

DAS — diacetoxyscirpenol

DON - deoxynivalenol

EI — Electron Ionization

ECD — Electron Capture Detector

EFSA — European Food Safety Authority, Evropsky tfad pro bezpe¢nost potravin

ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ESI — ElectroSpray lonization

FAO - Food and Agriculture Organization, Organizace pro potraviny a zemédélstvi pii 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, Mezinarodni agentura pro vyzkum
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 Zemédélska Lesnickd Univerzita

NEO — neosolaniol

NIV —nivalenol

OTA — ochratoxin A

PFP — PentaFluofoPhenyl

PID — Photolonization Detector

PTDI - Provisional Tolerable Daily Intake, provizorni tolerovatelny denni ptivod

Q — Quadrupole

RSD — Relativni Smérodatna Odchylka

SPE — Solid Phase Extraction

T-2 — T-2 toxin

TDI — Tolerable Daily Intake, tolerovatelny denni ptivod

TLC — Thin-Layer Chromatography

TOF — Time-of-Flight

TWI — Tolerant Weekly Intake, tolerovany tydenni piijem

UV — UltraViolet
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VUPS — Vyzkumny stav pivovarsky a sladatsky, a. s.

WHO — World Health Organisation, Svétova zdravotni organizace
ZON — zearalenon

ZVU — Zem&dglsky vyzkumny Gstav
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8 SEZNAM PRILOH

Obrézek 32: Chromatografické piky standardiit NIV o koncentraci 50,0 ng.ml™
a DON o koncentraci 100,0 ng.ml™ a jejich fragmenty v APCI-MS/MS
spektru.

Obrazek 33: Chromatografické piky standard T-2 o koncentraci 100,0 ng.ml™
a HT-2 o koncentraci 200,0 ng.ml™ a jejich fragmenty v ESI-MS/MS
spektru.
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Obrdzek 32: Chromatografické piky standardii NIV o koncentraci 50,0 ng.ml”
a DON o koncentraci 100,0 ng.ml” a jejich fragmenty v APCI-MS/MS spektru.
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Obrdzek 33: Chromatografické piky standardii T-2 o koncentraci 100,0 ng.mI”
a HT-2 o koncentraci 200,0 ng.ml" a jejich fragmenty v ESI-MS/MS

spektru.
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