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ABSTRAKT 

Tato bakalá�ská práce se zabývá problematikou mykotoxin� obsažených v obilovinách, 
zvlášt� v je�meni a sladu. 
Teoretická �ást shrnuje poznatky o mykotoxinech a jejich výskytu. Jsou zde rozebírány 
možnosti stanovení mykotoxin�. 
V experimentální �ásti byla optimalizována metoda extrakce deoxynivalenolu na ultrazvuku. 
Ke stanovení deoxynivalenolu byla použita metoda vysokoú�inné kapalinové chromatografie 
s hmotnostním detektorem (HPLC – MS/MS). Tato metoda byla využita ke stanovení obsahu 
deoxynivalenolu v je�meni a z n�j vyrobeného sladu. 
Bakalá�ská práce byla realizována ve Výzkumném ústavu pivovarském a slada�ském a. s. 
v Brn�. 
 

ABSTRACT 

This bachelor´s thesis deals with the mycotoxines present in cereals, especially in barley 
and malt. 
Teoretical part summarizes the knowledge of mycotoxines and their occurrence. 
The possibilities of mycotoxines determination are held forth in this thesis. 
In the experimental part an ultrasonic extraction metod  of deoxynivalenol was optimized. 
For the deoxynivalenol determination was used a method of high-performance liquid 
chromatography with a mass detector (HPLC – MS/MS). This method was used 
for deoxynivalenol determination in barley and malt produced from this barley. 
The bachelor´s thesis was implemented in the Research Institute of Brewing and Malting, 
Plc. in Brno. 
 
 

KLÍ�OVÁ SLOVA 
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1 ÚVOD 

Mykotoxiny jsou sekundární toxické metabolity vláknitých hub. Existuje okolo 200 
producent� t�chto toxin� jako nap�íklad rody Fusarium, Aspergillus a Penicillium. Tyto 
houby jsou schopné p�ežívat v nejr�zn�jších podmínkách i klimatech na zem�d�lských 
surovinách (obilí, ko�ení, ovoce, káva, o�echy atd.) a to jak p�i jejich p�stování tak 
i skladování. Jejich výskyt v potravinách, nápojích a krmivech je považován za vážné riziko 
pro zdraví �lov�ka a zví�at. Mykotoxiny jsou nefrotoxické, neurotoxické, karcinogenní, 
imunosupresivní. Existují stovky druh� mykotoxin� vyzna�ujících se velkou strukturální 
diverzitou. V�tšina z nich je termáln� i chemicky stabilní. Nelze je, nebo jen �áste�n�, 
odstranit p�i zpracování potravin. V dnešní dob� je kladen nejv�tší d�raz na obsah aflatoxin�, 
trichotecen�, ochratoxinu A, zearalonu, fumonisin� a patulinu v potraviná�ských výrobcích 
a krmivech. Faktory, ovliv	ující p�ítomnost mykotoxin� v krmivech a  potravinách, v sob� 
zahrnují  podmínky p�i skladování: teplotu, vlhkost, použití fungicid�, okolní podmínky. Stále 
však není zcela objasn�n mechanismus vzniku mykotoxin� ani ideální podmínky jejich 
vzniku.  
Jednotlivé pr�zkumy dokázaly, že problém s kontaminací mykotoxiny je celosv�tový. 
Odhaduje se, že až 25% celosv�tové a 20% evropské sklizn� m�že být kontaminováno. 
M��ení obsahu mykotoxin� v obilninách a jiných zem�d�lských produktech se provádí 
po celém sv�t� a to zejména v surovinách produkovaných zem�mi  t�etího sv�ta. Jsou 
ustanoveny maximální tolerovatelné množství obsahu jednotlivých mykotoxin� v potravinách 
a krmivech. Limity se pohybují v 
g.kg-1 až v ng.kg-1 záleží na typu potraviny �i krmiva.  
Pod záštitou regula�ních orgán� jako je Evropská komise a Food and Drug admistration 
(FDA), byly uskute�n�ny rozsáhlé výzkumy na vytvo�ení rychlé a spolehlivé metody na 
stanovení velkého po�tu vzork�. Tyto metody jsou používány pro monitorování hladin ppb a 
ppt v široké škále potraviná�ských oblastí. Zvlášt� pro vysoce toxické a karcinogenní 
aflatoxiny, zde jsou komer�n� dostupné vysoce citlivé imunochemické metody.  Podobné 
sady test� jsou dostupné tém�� pro všechny významné mykotoxiny, zvlášt� pro OTA a ZON. 
Jejich pomocí lze rychle a jednoduše prov��ovat vzorky potraviná�ských produkt� a krmiv. 
K ur�ení p�esného množství, ve vzorku pozitivního na obsah mykotoxin�, je využíváno 
chromatografických metod spojených s r�znými detek�ními principy. V závislosti na 
fyzikálních a chemických vlastností jednotlivých mykotoxin� se pro stanovení využívají 
r�zné analytické metody.  
Analytické metody používané ke stanovení mykotoxin� se neustále vyvíjejí, v sou�asnosti je 
jednou z nejpoužívan�jších metod LC - API/MS  (kapalinový chromatograf  s atmosferickým 
ionisátorem vybavený hmotnostním detektorem). Výhodou je možnost stanovení vysoce 
polárních, degradovaných nebo metabolicky transformovaných vzork�. Metoda umož	uje 
potvrzení obsahu, objasn�ní struktury a kvantitativní stanovení stopových množství 
mykotoxin� ve vzorcích. GC/MS a LC/MS jsou všeobecn� schválené a velice spolehlivé 
analytické p�ístroje. [1]  
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2 TEORETICKÁ �ÁST 

2.1 Toxinogenní plísn� 

 

2.1.1 Rod Aspergillus 
 

Jde o fylogeneticky starý rod. V�eckaté houby, vytvá�ejí plodni�ky m��ící okolo jednoho 
milimetru. Nepohlavní rozmnožovací orgány jsou tvo�eny vlákénkem na jehož konci je 
paprskovit� rozmíst�na �ada válcovitých bun�k, zde dozrávají a odšt�pují se nepohlavní 
spory. Vlákénko se nazývá konidiofor, válcovité bu	ky fialidy a spory konidie.  
 

2.1.2 Rod Penicillium  
 

Tento rod je velmi p�íbuzný p�edchozímu, existuje dokonce i skupina druh� na jejich 
pomezí. Považuje se za fylogeneticky mladší, jejich rozmnožování je však velice podobné. 
Nepohlavní rozmnožovací orgány jsou rovn�ž tvo�eny konidioforem, fialidami a konidiemi. 
 

2.1.3 Rod Fusarium 
 

Na rozdíl od p�edchozích rod�, v nichž p�evažují saprofytické druhy, jsou fusaria 
p�edevším parazité. Jsou však schopna i saprofytického r�stu, proto je lze p�stovat na 
um�lých p�dách. Jsou ale zpravidla náro�n�jší a obtížn�ji vytvá�ejí makrokonidie. 
V kulturách velice �asto vytvá�ejí bílé �i nar�žov�lé mycelium, rostoucí ve snopcích od p�dy 
k ví�ku misky. N�které kmeny zabarvují substrát do r�žova až �ervena. Konidiofory fusarií 
jsou malé a nenápadné. Konidie jsou dvojí. Mikrokonidie jsou tvo�eny zpravidla jednou 
bu	kou. Makrokonidie mají srpovitý tvar, skládají se z v�tšího po�tu bun�k a nesou d�ležité 
druhové znaky. [1] 
 

2.2 Rozd�lení mykotoxin� 

 
Mykotoxiny lze rozd�lit podle velkého množství kritérií (Tab. 1–3). Žádné z dosud 

používaných však nelze považovat za univerzáln� použitelné. Nejjednodušší je rozd�lení 
podle chemické struktury. Jeho výhodou je pom�rn� snadné a jednozna�né za�azení jakékoli 
látky o známé chemické struktu�e.  [2] 
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Tab. 1: D�lení mykotoxin� podle chemické struktury [2] 
Furanofurany                                   aflatoxiny, sterigmatocystin, versicolorin    

Substituované pyreny a 
hydroxypyreny 

                                             kyselina koji, sekalonové kyseliny 

Substituované chinony                   luteoskyrin, rubratoxin, xanthomegnin,     
viridicatumtoxin 

Nenasycené laktony                                  patulin, kyselina penicillová, ochratoxiny 

Griseofulviny                                                                                 griseofulvin 

Epoxytrichotheceny                                           T-2 toxin, deoxynivaleno, nivalenol 

Polycyklické substituované 
indolové deriváty 

                        kyselina cyklopiazonová, paspaliny, penitremy 

Cyklické dipeptidy gliotoxin, sporidesminy, roquefortin, fumitremorgen, 
verruculogeny, brevianamidy             

                                                                                   
Mykotoxiny jiné struktury             zearalenon, curvularin, citrinin, PR-toxin, canthecellin,                                          

                              moniliformin, kyselina betanitropropionová 
 
 
Tab. 2: D�lení mykotoxin� podle zp�sobu biosyntézy [2] 
Biosyntéza moniliforminu                                                   moniliformin (z kyseliny octové) 
Biosyntéza z polyketid�       patulin, ochratoxin, emodin, kyselina sekalonová, aflatoxiny 
Biosyntéza z isoprenoid�                                                            trichotheceny, roquefortiny 
Biosyntéza z aminokyselin                                kyselina cyklopiazonová, cyklické dipeptidy 
 
 
Tab. 3: D�lení mykotoxin� podle toxicity – kvantitativní [2] 
Siln� toxické aflatoxiny, patulin, luteoskyrin, sporidesminy, ochratoxin A,                      

                                              zearalenon (F-2 toxin), T-2 toxin,    
                                                                 DAS (diacetoxyscirpenol),  

                                                                  
St�edn� toxické citrinin, kyselina penicillová, sterigmatocystin, 

 kyselina cyklopiazonová   
                                                                                                            

Slab� toxické griseofulvin, kyselina koji, trihothecin, 
                                                                                  kyselina mykofenolová, 

chaetomin 
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Tab. 4: D�lení mykotoxin� podle toxicity – kvalitativní [2] 
Hepatotoxiny                                    aflatoxiny, sporidesminy, luteoskyrin,  

sterigmatocystin 
Nefrotoxiny                            ochratoxin A, citrinin, T-2 toxin 

Neurotoxiny a 
myotoxiny 

                                                  tremorgeny, citreoviridin 

Dermotoxiny                                          verrucariny, psoraleny, sporidesminy, 
trichotheceny 

Toxiny 
dýchacího traktu        

patulin 

Genitotoxiny zearalenon 
Imunotoxiny   aflatoxiny, ochratoxin A, trichotheceny 

 
 
Tab. 5: Rozd�lení mykotoxin� podle ú�inku na bu	ku [2] 
Inhibitory tvorby energie                                             citreoviridin, luteoskyrin, xanthomegnin,             

                                          kyselina sekalonová D, moniliformin 
Inhibitory proteosyntézy trichotheceny, ochratoxin A 

Modifikátory cytoskeletu griseofulvin, cytochalasiny,  
cyclochlorotin 

Estrogenní mykotoxiny                                                                                                zearalenon 
Tremorgeny penitremy (A B C), fumitremorginy (A a B), 

 verruculogeny 
Karcinogenní mykotoxiny                                                                                   aflatoxin B1 

 
 
 

 
 

2.3 Trichotheceny 

 
Struktura a názvosloví 
 

Trichotheceny se odvozují od základního skeletu prvního známého �lenu této skupiny – 
trichothekanu. Souhrnn� se proto ozna�ují jako 12, 13-epoxy-9-trichotheceny. 
Trichotheceny lze obecn� rozd�lit do dvou skupin: 
• alkoholderiváty trichothecen� a jejich jednoduché estery 
• složit�jší makrocyklické diestery a triestery 
Jiným, �ast�jším zp�sobem klasifikace je d�lení podle p�ítomných funk�ních skupin: 
• typ A obsahující na uhlíku C-8 jinou funk�ní skupinu než ketonickou 
• typ B, kde je na uhlíku C-8 karbonylová skupina 
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• typ C, který obsahuje mimo epoxyskupiny v poloze C-12, C-13 další 
epoxyskupinu v poloze C-7 a C-8 nebo C-8 a C-9 
• typ D s makrocyklickým kruhovým systémem mezi C-4 a C-15 spojený 
esterovými vazbami 
V sou�asné dob� je známo více než 170 trichothecen�. Houby rodu Fusarium 
produkují pouze toxiny skupiny A a B (Obr. 1). 
 

 
Obr. 1:  Trichotheceny  -  typ A, typ B  
 
Tab. 6: Funk�ní skupiny nejvýznamn�jších trichothecen� [3] 

 
 
 
Fyzikální a chemické vlastnosti 
 

Trichotheceny jsou bezbarvé, opticky aktivní, v�tšinou krystalické pevné látky. Jsou 
termostabilní do teploty 120 °C, st�edn� stabilní p�i teplot� 180 °C a rozkládají se b�hem   
30-40 minutového p�sobení teplot 200-210 °C. 
Trichotheceny typu A jsou rozpustné v mírn� polárních rozpoušt�dlech jako jsou 
chloroform, diethylether a ethylacetát, zatímco více polární trichotheceny typu B vyžadují 
polárn�jší rozpoušt�dla (nap�. sm�si methanol:voda, acetonitril:voda).  
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Trichotheceny pat�í mezi stabilní látky. Samotná epoxidová skupina C-12, 13 je extrémn� 
stabilní v��i nukleofilní substituci. P�i dlouhodobém varu v siln� kyselém prost�edí dochází 
k intramolekulárnímu p�esmyku trichothecenového skeletu na apotrichothecenový kruh.  
 
 
Tab. 7: Fyzikální vlastnosti Trychothecen� [3] 

 
 
 
Toxikologické údaje 

� deoxynivalenol (DON) vykazuje nejnižší akutní toxicitu mezi významnými 
trichotheceny v po�adí:  

� T-2 toxin � diacetoxyscirpenol (DAS) � nivalenolem (NIV) � deoxynivalenol 
(DON) , 

� akutní intoxikace je charakterizována iritací k�že, nechutenstvím, zvracením pr�jmy, 
hemorhagiemi, nervovými poruchami  

�  Z hlediska akutní toxicity je T-2 toxin nejú�inn�jší ze skupiny trichothecenových 
mykotoxin�.  

� T-2 toxin po dlouhodobém podávání nevykázal u pokusných zví�at tumorogenní 
ú�inek, ten se nep�edpokládá ani u lidí. [3] 
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2.3.1 Deoxynivalenol   
 

 
 
Obr. 2: Strukturní vzorec Deoxynivalenolu [4] 

Sumární vzorec: C15H20O6    Molekulová hmotnost: 296,00 g.mol-1

  

Fyzikální vlastnosti: 

Popis: Krystalická látka bez zápachu, pat�í mezi polární trichotheceny. 

Bod tání: 151 - 153 oC 

Rozpustnost: Je dob�e rozpustný ve vod�, acetonitrilu, chloroformu, sm�si octan ethylnatý: 
acetonitril (4:1), ve sm�si chloroform : methanol (9:1) a nerozpustný v hexanu a petrolétheru. 

Producenti: Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium poae 

Zdroj: Zejména obiloviny a výrobky z obilovin [5] 

 

2.3.2 Nivalenol 
 

 
 
  
Obr. 3: Strukturní vzorec Nivalenolu [6] 
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Sumární vzorec: C15H20O7     Molekulová hmotnost: 312,30 g.mol-1

  

Fyzikální vlastnosti: 

Popis: Krystalická látka bez zápachu, pat�í mezi polární trichotheceny  
 
Bod tání: 138 - 140 oC 
 
Rozpustnost: Je rozpustný v polárních rozpoušt�dlech, methanolu, acetonitrilu, octanu 
ethylnatém. Mén� rozpustný ve vod� a chloroformu. 
 
Producenti: Fusarium cerealis, Fusarium poae 

Zdroj: Zejména obiloviny a výrobky z obilovin [5] 

 

2.3.3 T - 2 toxin 

 

Obr. 4: Strukturní vzorec T – 2 toxinu [7] 

 

Sumární vzorec: C24H3409    Molekulová hmotnost: 466,00 g.mol-1

  

Fyzikální vlastnosti: 

Popis: Bílé krystalické jehli�ky, mén� polární trichothecen  

Bod tání: 151 - 152oC 

Rozpustnost: Je dob�e rozpustný v acetonitrilu, chloroformu, sm�si octan ethylnatý: 
acetonitril (4:1), ve sm�si chloroform : methanol (9:1) a nerozpustný v hexanu a petrolétheru. 

Producenti:  Fusarium acuminatum, Fusarium poae, Fusarium sporotrichioides  

Zdroj: Zejména obiloviny a výrobky z obilovin  
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2.3.4 HT – 2 toxin 

 

Obr. 5: Strukturní vzorec HT – 2 toxinu [7] 

Sumární vzorec: C22H32O8    Molekulová hmotnost: 424,48 g.mol-1

  

Fyzikální vlastnosti: 

Popis: Bílé krystalické jehli�ky, mén� polární trichothecen  

Bod tání: 151 - 152oC 

 Rozpustnost: Je dob�e rozpustný v dichloromethanu, ethanolu. Mén� rozpustný 
v petrolétheru a  velmi málo ve vod�. 

Producenti:  Fusarium acuminatum, Fusarium poae 

Zdroj: Zejména obiloviny a výrobky z obilovin  

 

2.4 Aflatoxiny 

 
Struktura a vlastnosti 
 

Jsou to polycyklické, nesaturované, vysoce substituované kumariny. Vyskytuje se mnoho 
typ� aflatoxin� ty základní jsou B1, B2, G1, G2, M. Aflatoxiny mají spojenou 
dihydrofuranovou konfiguraci pro n� charakteristickou. Kumarinové jádro s bifuranovým 
systémem je spojeno bu� s pentanonem nebo se šesti�leným laktonem. Aflatoxiny jsou jak 
toxické tak i karcinogenní. 
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2.4.1 Aflatoxin B1 
 
 

 

Obr. 6: Strukturní vzorec Aflatoxinu B1 [8] 

Sumární vzorec: C17H12O6    Molekulová hmotnost: 312,00 g.mol-1

  

Fyzikální vlastnosti: 

Popis: Sv�te žluté krystaly, emituje v UV sv�tle modrou fluorescencí   

Bod tání: 268 – 269 oC 

 Rozpustnost: Nerozpustný v nepolárních rozpoušt�dlech, málo rozpustný ve vod�, dob�e 
rozpustný v polárních organických rozpoušt�dlech 

Producenti:  Aspergillus argentinicus, Aspergillus flavus 

Zdroj: Zejména jádra o�ech�, sušené ovoce, obiloviny.  

 

2.4.2 Aflatoxin B2  

  

Obr. 7: Strukturní vzorec Aflatoxinu B2 [9] 
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Sumární vzorec: C17H14O6    Molekulová hmotnost: 314,30 g.mol-1

  

Fyzikální vlastnosti: 

Popis: Sv�te žluté krystaly, emituje v UV sv�tle modrou fluorescencí   

Bod tání: 286 – 289 oC 

 Rozpustnost: Je dob�e rozpustný v methanolu, acetonitrilu, sm�si toluen : acetonitril (9:1) a 
ve sm�si benzen : acetonitril (98:2) 

Producenti:  Aspergillus argentinicus, Aspergillus flavus 

Zdroj: Zejména jádra o�ech�, sušené ovoce, obiloviny.  

 
 

2.4.3 Aflatoxin G1 

 

Obr. 8: Strukturní vzorec Aflatoxinu G1 [10] 

 

Sumární vzorec: C17H12O7    Molekulová hmotnost: 328,00 g.mol-1

  

Fyzikální vlastnosti: 

Popis: Bílý až sv�tle žlutý prášek, emituje v UV sv�tle modrozelenou fluorescencí   

Bod tání: 244 – 246 oC 

 Rozpustnost: Je nerozpustný v nepolárních rozpoušt�dlech, málo rozpustný ve vod�, dob�e 
rozpustný v polárních organických rozpoušt�dlech 

Producenti:  Aspergillus nomius, Aspergillus flavus 
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Zdroj: Zejména jádra o�ech�, sušené ovoce, obiloviny. 

 

2.4.4 Aflatoxin G2 

 

Obr. 9: Strukturní vzorec Aflatoxinu G2 [11] 

Sumární vzorec: C17H14O7    Molekulová hmotnost: 330,30 g.mol-1

  

Fyzikální vlastnosti: 

Popis: Bílý prášek až sv�tle žlutý prášek, emituje v UV sv�tle modrozelenou fluorescencí   

Bod tání: 237 – 240 oC 

 Rozpustnost: Nerozpustný v nepolárních rozpoušt�dlech, málo rozpustný ve vod�, dob�e 
rozpustný v acetonitrilu a methanolu  

Producenti:  Aspergillus nomius, Aspergillus flavus 

Zdroj: Zejména jádra o�ech�, sušené ovoce, obiloviny. 

 

2.4.5 Aflatoxin M1 
  

 
 
Obr. 10: Strukturní vzorec Aflatoxinu M1 [12] 
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Sumární vzorec: C17H12O7    Molekulová hmotnost: 328,00 g.mol-1

  

Fyzikální vlastnosti: 

Popis: Emituje v UV sv�tle modro-fialovou fluorescencí   

Bod tání: 299 oC 

 Rozpustnost: Nerozpustný v hexanu, málo rozpustný v benzenu, rozpustný v methanolu, 
ethanolu, acetonitrilu, chloroformu, ve sm�si methanol : ether (1:1) 

Producenti:  Aspergillus parasiticus, Aspergillus tamarii 

Zdroj: Zejména mlé�né výrobky, jádra o�ech�. 

 
 

2.5 Ochratoxiny 

 
Lze je charakterizovat jako deriváty 7 – izokumarinu vázané na L-�-fenylalanin. 

Nejvýznamn�jším zástupcem je OTA A, existují však i ochratoxin B, C, D a ochratoxin 
. 
 

2.5.1 Ochratoxin A 
 

 
 
Obr. 11: Strukturní vzorec Ochratoxinu A [6]   
 

Sumární vzorec: C20H18O6CIN   Molekulová hmotnost: 403,00 g.mol-1

  

Fyzikální vlastnosti: 

Popis: Bílá krystalická látka bez zápachu   

Bod tání: 168 - 173 oC 
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 Rozpustnost: Rozpustný v organických rozpoušt�dlech (chloroformu, ethanolu a methanolu) 

Producenti:  Aspergillus eleganus, Penicillium commune 

Zdroj: Zejména obiloviny, výrobky z obilovin, pivo káva a sušené ovoce. 

 

2.6 Patulin 
 
Struktura 

Jde o nenasycený lakton, pat�í mezi polyketidové sekundární metabolity. 
 
 

 

Obr. 12: Strukturní vzorec Patulinu [6]   
 
 

Sumární vzorec: C7H6O4   Molekulová hmotnost: 154,00 g.mol-1  

Fyzikální vlastnosti: 

Popis: Bezbarvá krystalická látka bez zápachu   

Bod tání: 110 - 111 oC 

Rozpustnost: Rozpustný ve vod�, v alkoholech, acetonu, benzenu, chloroformu, ethylacetátu, 
nerozpustný v petrolétheru  

Producenti:  Aspergillus clavatus, Penicillium expansum 

Zdroj: Zejména jablka a výrobky z nich, ovocné nápoje a kompoty. 
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2.7 Fumonisiny                   

 
Struktura 

 
Jsou to složité alifatické slou�eniny, diestery propan-1, 2, 3-trikarboxylové kyseliny a  

2-acetylamino- nebo 2-amino-12, 16dimetyl-3, 5, 10, 14, 15-penta-hydroxy-eicosan nebo 
jejich C-10 deoxy analogy.Existuje velké množství fumonisin� (A1, A2, B1, B2, C1, C2 atd.). 
Vyznamné jsou B1, B2, které se b�žn� vyskytují v p�írod� a jsou kontaminanty potravin 
a krmiv. 
 

2.7.1 Fumonisin B1 
 

 
 
Obr. 13: Strukturní vzorec Fumonisinu B1 [6]   
 

Sumární vzorec: C34H59NO15   Molekulová hmotnost: 721,80 g.mol-1

  

Fyzikální vlastnosti: 

Popis: Amorfní pevná látka    

Bod tání: 103 - 105 oC 

Rozpustnost: Rozpustný ve vod�, více rozpustný ve sm�si acetonitril – voda, dob�e 
rozpustný v methanolu, nerozpustný v nepolárních rozpoušt�dlech 

Producenti:  Fusarium moniliforme, Fusarium proliferatum 

Zdroj: Kuku�ice, krmiva na bázi kuku�ice 
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2.7.2 Fumonisin B2 

 

Obr. 14: Strukturní vzorec Fumonisinu B2 [7] 

Sumární vzorec: C34H59NO14   Molekulová hmotnost: 705,80 g.mol-1

  

Fyzikální vlastnosti: 

Popis: Amorfní pevná látka    

Bod tání: 103 - 105 oC 

Rozpustnost: Rozpustný ve vod�, více rozpustný ve sm�si acetonitril – voda, dob�e 
rozpustný v methanolu, nerozpustný v nepolárních rozpoušt�dlech 

Producenti:  Fusarium moniliforme, Fusarium proliferatum 

Zdroj: Kuku�ice, krmiva na bázi kuku�ice 

 
 

2.8 Zearalenon  
 
Struktura 
Je to lakton kyseliny �-resorcylové, existuje asi 13 derivát� zaeralonu (nap�. zeranol a 
taleranol). 
 

 
 

Obr. 15: Strukturní vzorec Zearalenonu [6] 
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Sumární vzorec: C18H22O5   Molekulová hmotnost: 318,00 g.mol-1  

Fyzikální vlastnosti: 

Popis: Bílá krystalická látka bez zápachu   

Bod tání: 164 - 165 oC 

Rozpustnost: Rozpustný v organických rozpoušt�dlech (ether, ethanol, methanol), 
v alkalických vodných roztocích, je nerozpustný ve vod� 

Producenti:  Fusarium culmorum, Fusarium equiseti 

Zdroj: Zejména obiloviny a výrobky z nich 

 
 

2.9 Pivovarské suroviny 

 

2.9.1 Je�men 
 

Pro pivovarský pr�mysl je je�men nejd�ležit�jší surovinou. Vyrábí se z n�j zejména slad, 
ale i škrob, etanol, používá se i jako krmivo. Díky obsahu zdravotn� prosp�šných látek se 
v poslední dob� hojn� využívá v potraviná�ství na p�ípravu t�stovin, r�zných druh� pe�iva a 
pochutin. V �eské republice se používá zejména ve sladovnictví a to výhradn� jarní je�men 
Hordeum distichum var. nutans p�stuje se v Polabí a na Hané. 
 
Obilka je�mene 
 

Obilka je�mene je podlouhlá, vej�itá, na obou koncích zašpi�at�lá (Obr. 16). Skládá se 
z obalových vrstev, zárodku a endospermu. Vn�jší vrstvy jsou složeny z nerozpustných 
polysacharid� typu celulózy, které chrání obilku p�ed vn�jšími vlivy.  
Má�ením je�mene se zahájí enzymatické reakce významné p�i výrob� sladu. Dochází 
ke klí�ení zrna. Endosperm obsahuje asi 75 % škrobu, který se využívá jako zásobní látka 
pro klí�ící rostlinu. 
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Obr. 16: Podélný �ez zralou obilkou [13] 
 
 

2.9.2 Chmel  
 

Hlávky sami�ích kv�t� (chmelové šištice) nebo extrakt z nich se používají v pivovarnictví 
p�i výrob� piva, obsahují totiž ho��iny (lupulin), které mu dodávají chu� a aroma. Jelikož 
kv�ty ztrácejí po opylení na kvalit�, je t�eba dbát na to, aby se ve chmelnici nevyskytovaly 
sam�í rostliny. První historická zmínka o užití chmele pro dochucení piva pochází z listiny 
franského krále Pipina III. Krátkého z r. 768. 
�eský chmel (p�stovaný na Žatecko, v Úšt�cku a na Hané pat�í k nejkvalitn�jším na sv�t� a 
ob�as bývá ozna�ován za zelené zlato. 
Jedná se rostlinu vytrvalou, na jednom míst� vydrží 20 - 25 let. 
Menší množství se využívá i ve farmaceutickém pr�myslu, potraviná�ství a p�i výrob� 
kosmetických p�ípravk�. 
 
 



27 

 
Obr. 17:  Chmel [4] 
 

2.9.3 Voda 
 

Je to nemén� d�ležitá surovina pot�ebná k výrob� piva. Její kvalita musí odpovídat 
nejp�ísn�jším hygienickým nárok�m.  
 
 

2.10 Výroba sladu 
 

2.10.1 Skladování 
 

P�i skladování je�mene dochází k jeho zrání. Dorminy nacházející se v nedostate�n� 
uzrálém je�meni ihibují klí�ení. Toto stádium se nazývá dormancie. 
 
2.10.2 Má�ení 
 

Cílem má�ení je zvýšit �ízeným zp�sobem obsah vody v zrn� z 15% na 48% nezbytných 
pro zahájení enzymatických reakcí zp�sobujících klí�ení zrna. P�i únosné spot�eb� vody je 
nutné odstranit splavky a lehké ne�istoty, umýt zrno a ze zrna vyloužit nežádoucí látky. 
Podmínkou pro správný pr�b�h klí�ení je dostatek vody a vzduchu v namá�eném je�meni. 
Má�ení je�mene probíhá v kónických náduvnících z legované ocele.  
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Teplota vody ur�uje rychlost, kterou zrno vodu p�ijme. �ím je voda teplejší, tím je rychlost 
vyšší. Je nutné zrna prov�trávat, p�i má�ení dochází k vyšší spot�eb� kyslíku. 
 

2.10.3 Klí�ení 
 

Cílem slada�ského klí�ení je aktivace a syntéza enzym�, docílení požadovaného rozlušt�ní 
zrna p�i minimálních nákladech a únosných sladovacích ztrátách. Reservní látky, obsažené 
v zrn� jsou p�i skladování a p�ed zahájením sladovacího procesu ve stabilní, 
vysokomolekulární form�. �inností vlastních enzym� zrna, aktivovaných pomocí vody dojde 
k jejich odbourávání (rozlušt�ní) na rozpustné nízkomolekulární produkty. Probíhá na 
humnech p�i  14 oC, 5 – 7 dní. 
 
 
 

2.10.4 Enzymy odbourávající polysacharidy 
 
Amylázy jsou nepochybn� nejd�ležit�jší enzymy sladu. S pomocí amyláz mohou být pozd�ji 
odbourány škroby p�i rmutování. 
 
� - amyláza - není v je�meni p�ítomna. Nejv�tší množství 
 - amylázy se tvo�í od 2. do 4. dne 
klí�ení. Pro výrobu velmi enzymaticky bohatých slad�, nap�. pro zpracování velkých 
množství škrobu nap�. v lihovarech, se proto nechává slad velmi dlouho klí�it, p�i�emž obsah 

-amylázy se nadále zvyšuje. 
 
� - amyláza - je p�ítomna již v malém množství v je�ném zrnu. Po p�echodné malé ztrát� 
v prvním dni klí�ení se její množství od 2 a 3. dne dále zvyšuje . 
Tvorba � - amylázy je bezprost�edn� spojena s dýcháním v prvním dni klí�ení. Proto je 
dostate�né prov�trávání již v první fázi klí�ení d�ležité pro tvorbu � - amylázy. 
 
 
2.10.5 Stadia klí�ení 
 
P�i klí�ení rozlišujeme následující: 
a) mokrá hromada - je�men vymo�ený na humna nebo do klí�idel 
b) suchá, oschlá hromada - stadium do 24 h po vymo�ení, objevuje se první hlavní zárode�ný 
ko�ínek, hromada vyžaduje p�ívod vzduchu, je�men špicuje. 
c) pukavka - hromada vyžaduje dostatek vzduchu, objevují se další ko�ínky, a pokra�uje 
jejich r�st, hromada intenzivn� dýchá a má výraznou v�ni okurek, postupn� p�echází 
do stadia vidli�kování a mladíku - mladá hromada. 
d)mladík - nejd�ležit�jší fáze klí�ení, zrno intenzivn� dýchá, intenzivn� probíhají 
enzymatické p�em�ny, je-li v hromad� nedostatek oxidu uhli�itého nadm�rn� se zvyšují ztráty 
dýcháním zrma a r�stem ko�ínk�. 
e) vyrovnaná hromada - délka ko�ínk� a st�elky se vyrovnává, dýchání se zpomaluje, hromada 
stárne. 
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f) stará hromada - intenzita dýchání klí�ících zrn nadále klesá a je patrné postupné zavadání 
ko�ínk�. Hromada se cílen� kyp�í tak, aby v ní z�stala ur�itá koncentrace oxidu uhli�itého, 
který tlumí intenzitu dýchání a tím r�st vegetativních orgán�. V tomto stadiu už nesmí být 
zelený slad dokráp�n.  
Záv�r klí�ení má výrazný vliv na tzv. prodýchání extraktu a na sladovací ztráty. Hromada 
postupn� �ím dál více zavadá a fáze klí�ení je ukon�ena nastíráním zeleného sladu na hvozd. 
 
 

2.10.6 Hvozd�ní 
 

Cílem hvozd�ní je p�evést zelený slad s vysokým obsahem vody do skladovatelného a 
stabilního stavu. Zastavit životní projevy a luštící pochody v zrn� a b�hem hvozd�ní vytvo�it 
aromatické a barevné látky, charakteristické pro druhy sladu za minimálních náklad� a ztrát. 
B�hem hvozd�ní se tvo�í barevné a aromatické látky, které jsou charakteristické 
pro jednotlivé druhy slad� a piv. 
Fáze hvozd�ní:    

1) r�stová: 20-40 �C, vlhkost nad 20 %  
2) enzymová: 40-60 �C, vlhkost pod 20 % 
3) chemická: 60-80 �C pro sv�tlé slady a 60-105 �C pro tmavé slady, vlhkost pod 10 % 

Následuje odkli�ování kdy se z vyklí�ených zrn odstra	ují ko�ínky a klí�ky tzv. sladový kv�t. 
Ten se používá jako krmivo. Hotový slad se nechává odležet v chlazených silech po dobu 
6 týdn�. 
 
  
2.10.7 Výroba piva 
 
2.10.8  Výroba mladiny 
 

Cílem je ze sladu, chmele a vody za co možná nejmenších náklad� vyrobit kvalitní mladé 
pivo, které následn� dozrává v ležáckých tancích. Výroba mladiny je rozd�lena do více fází.  
 

2.10.9 Šrotování 
 

Probíhá ve šrotova�ce, kdy je celistvý obsah zrna vymá�knut tak, aby  se nepoškodil obal. 
Drcení probíhá mezi dv�ma válci. 
 

2.10.10 Vystírání 
 

Jde o dokonalé promíchání s vodou. Odm��ené množství šrotu tzv. sypání je vystíráno 
do vystírací kád�. P�ivád�ná voda má teplotu 35 – 38 �C. Obsah kád� je neustále 
promýcháván. 
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2.10.11 Rmutování 
 

Cílem je rozšt�pit vysokomolekulární látky postupným zah�íváním na technologicky 
významné teploty. 
 
 
1.fáze 
35 až 38 �C   - kyselinotvorná teplota 
Kyselinotvorné enzymy št�pí organické slou�eniny za postupného uvol	ování kyseliny 
trihydrogenfosfore�né. Tím se snižuje pH vystírky d�ležité pro správnou �innost enzym�. 
 
2.fáze 
48 až 52 �C   - peptoniza�ní teplota 
Dochází ke št�pení bílkovin na aminokyseliny a zmazovat�ní škrobu. Bílkoviny sice dodávají 
pivu p�nivost, ale zárove	 snižují jeho stabilitu a trvanlivost. 
 
3.fáze 
60 až 65 �C   - nižší cukrotvorná teplota 
Odebere se jedna t�etina vystírky a zah�eje se na 70 až 75 �C ve rmutovacím kotli, zde 
dochází ke ztekucení škrobu. Následn� se vrátí zp�t do vystírací kád�, kde teplota vystírky 
stoupne na 60 až 65 �C. Probíhá zde št�pení polysacharid� glukoamylázamy. Tento zp�sob se 
nazývá infuzní tedy jednormutový. V �eské republice se používá zp�sob vícermutový, kdy se 
vystírka p�ed vrácením do vystírací kád� krátce pova�í a tento postup se opakuje podle po�tu 
rmut�. Nej�asteji se používá t�í rmutový zp�sob, vystírka dosahuje ve t�etím rmutu teploty 
až 80�C. Výsledný rmut obsahuje sladinku a mláto. 
 

2.10.12 Scezování 
 

Cílem scezování je odd�lení získaného extraktu (sladinky) od pevného podílu (mláta). 
Odd�lení probíhá ve scezovacích kádích sedimenta�n�. �irá sladinka se p�e�erpá 
do mladinového kotle. 
 
 

2.10.13 Chmelovar 
 

V mladinovém kotli se sladinka zah�eje k varu a p�idá se chmel. Probíhá extrakce ho�kých 
chmelových látek do roztoku sladinky, denaturace bílkovin, vznikají barevné  slou�eniny. 
Dochází k deaktivaci sladových enzym�, sterilaci a mírnému poklesu pH. Odpa�uje se 
nadbyte�ná voda a vzniká mladina. Ta se následn� zchladí na zákvasnou teplotu 5 – 8 �C. 
D�ležité je zamezit mikrobiální kontaminaci. P�ed p�e�erpáním mladiny na spilku se sytí 
kyslíkem, což je d�ležité pro správnou �innost kvasinek. 
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2.10.14 Kvašení mladiny 
 

Probíhá na spilkách (otev�ené kvasné kád�), cílem je p�em�na zkvasitelných sacharid� 
(glukózy a maltózy) kvašením na ethanol a oxid uhli�itý. 

 

 
 
Lze použít dva typy pivovarských kvasinek: 
 
A) Svrchní pivovarské kvasinky p�i teplotách až 24 �C  
 
B) Spodní pivovarské kvasinky p�i teplotách 6 - 12 �C  (obvyklejší) 
 
fáze kvašení  (5-7 dní )   

�    zakvašení  (p�idání kvasinek z propaga�ní stanice) 
�    zaprašování (bílá p�na na povrchu) 
�    bílé kroužky (jemná smetanová p�na) 
�    hn�dé kroužky (zhn�dnutí p�ny) 
�    deka (velmi hustá celistvá p�na) 
�    mladé pivo (po stáhnutí deky) 

 
 

2.10.15 Dokvašování a zrání mladého piva 
 

Cílem je dodat pivu oxid uhli�itý nechat ho dozrát a vy�i�it. Probíhá v ležáckých tancích 
p�i teplot� 1 – 3 �C p�ibližn� týden. Moderní náhradou spilek a ležáckých tank� jsou CKT 
(cylindro - kónické tanky), kde probíhá kvašení i dokvašování piva. [14] 
 

2.11 Výskyt mykotoxin� 

 
2.11.1 V je�meni 
 

V je�meni se vyskytují p�edevším fusariotoxiny; Nivalenol (NIV), deoxynivalenol (DON), 
T – 2 toxin, HT – 2 toxin a zearalenon. D�ležitým faktorem vzniku mykotoxin� je po�así 
v daném roce. Napadení je�mene se projevuje hn�dými skvrnami na obilkách, což je obtížn� 
identifikovatelné. Pro správné na�asování ú�inné ochrany je d�ležité sledování podmínek 
v období od konce kv�tna do konce �ervna. Jedná se o délku slune�ního svitu, srážky, 
maximální a minimální teploty, vzdušnou vlhkost. Zdroje infekce mohou z�stávat 
na hostitelských rostlinách až t�i roky. Ke kontaminaci je�mene m�že dojít beh�m vegetaci 
i p�i skladování. Aplikací fugicid� a preventivnívh opat�ení lze významn� snížit produkci 
mykotoxin�.   
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2.11.2 Ve sladu 
 
 

U n�kterých mykotoxin�, jako nap�íklad DON, m�že p�i má�ení je�mene jejich obsah 
klesnout. Je to pravd�podobn� zp�sobeno rozpustností �i vyplavením ne�istot a zbytk�. 
Fusárie jsou však stále schopny produkce mykotoxin� i po ukon�ení stádií sladování. 
P�i sledování infikovaného je�mene b�hem sladování, se zjistilo, že se obsah mykotoxin� 
m�že zvýšit. Jako nejlepší z hlediska prevence se zatím jeví ošet�ení je�mene již ve stádiu 
vegetace.  Oza�ování a ošet�ování je�mene ozónem p�ed za�átkem sladování je ve stádiu 
výzkum�. Tyto metody nezanechají žádné residua mykotoxin�.  
 
 

2.11.3 V pivu 
 

Mykotoxiny se mohou do piva dostat nejen ze sladu, ale i z chmele. Zvýšený obsah 
mykotoxin� v piv� m�že zp�sobovat p�ep�	ování piva tzv. gushing. Nov� byl v pivu, vedle 
DON a acetylovaných forem DON, prokázán také konjugát DON-3-Glc, který se v pivu 
nachází v koncentracích srovnatelných �i dokonce p�evyšujících koncentrace DON. 
Kontrolami, pe�livým výb�rem je�mene a chmele lze výrazn� snížit obsah mykotoxin� 
v piv�. 
 
  
 

2.11.4 Legislativa 
 

Podle na�ízení Komise Evropských spole�enství �. 1881/2006 jsou stanoveny maximální 
limity n�kterých kontaminujících látek v potravinách. T�mito stanovami se �ídí i �SPS a 
ve svém metodickém doporu�ení shrnuje maximální limity mykotoxin�, které mohou 
kontaminovat pivovarské suroviny. [15] 
 
Tab. 8: Sladovnický je�men, výrobky z je�mene 

Mykotoxiny Maximální limity �g.kg-1 

Závazné požadavky 
Aflatoxin B1 2,0 
�  B1+B2+G1+G2 4,0 
Ochratoxin A 3,0 

Deoxynivalenol 1250,0 

Zearalenon 100,0 

Fumonisiny  � B1+B2 1000,0 
Doporu�ené požadavky 

Sterigmatocystin 20,0 
Patulin 100,0 
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Tab. 9: Upravený chmel 

Mykotoxiny Maximální limity �g.kg-1 

Doporu�ené požadavky 
Aflatoxin B1 20,0 

�  B1+B2+G1+G2 40,0 

Sterigmatocystin 20,0 
Patulin 100,0 
Ochratoxin A 10,0 

 

2.12 Možnosti stanovení vybraných mykotoxin� v je�meni a sladu 

 
Analytické stanovení mykotoxin� se skládá z n�kolika na sebe navazujících krok�, z nichž 

každý rozhoduje o výsledku analýzy. [16] 
 

2.12.1 Odb�r a zpracování vzorku 
 

Odb�r a zpracování vzorku je prvním a velmi d�ležitým procesem. Vzorky potravinových 
surovin, potravin a krmiv jsou �asto nehomogenní. Odb�ry se musí provád�t z šarží o zna�né 
hmotnosti �i po�tu jednotek. Odb�r vzorku rozhodujícím zp�sobem ovliv	uje výsledky 
stanovení. Vzorky je nutné dezintegrovat ve vhodném za�ízení (nap�. mlýnek).  
 

2.12.2 Extrakce 
 

Provádí se na laboratorní t�epa�ce v uzav�ené erlenmayerov� ba	ce, na homogenizátoru 
nebo ultrazvukem. Vzhledem k charakteru a stálosti mykotoxin� se extrakce provádí 
za laboratorní teploty. Jako rozpoušt�dlo se nej�ast�jí používá methanol, octan ethylnatý, 
chloroform, aceton a acetonitril, pop�ípad� jejich vodné roztoky. Po extrakci se vzorky 
odst�edí pop�ípad� ješt� p�efiltrují. 
 
2.12.3 �išt�ní 
 

D�íve se provád�lo extrakcí z kapaliny do kapaliny. Metoda je založena na r�zné 
rozpustnosti látek ve dvou  nemísitelných rozpoušt�dlech. 
 
 

Imunoafinitní chromatografie (IAC) 
 

V sou�asné dob� se používá �išt�ní extraktu mykotoxin� na imunoafinitní kolonce, má 
vysokou specifitu a menší spot�ebu organických rozpoušt�del.  
Protilátky obsažené v kolonce se reverzn� spojí s mykotoxinem v extraktu a tím ho zachytí. 
Mykotoxin je následn� pomocí elu�ních sm�sí z kolonky eluován. Používá se pro stanovení 
nap�.aflatoxin� B, G, M1, ochratoxinu A, deoxynivalenolu, fumonisinu B1 a zearalenonu. 
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Extrakce na pevnou fázi (SPE) 
 

Jako další možnost se používá �išt�ní na kolonkách SPE (solid phase extraction). Obsažené 
sorbenty jsou nepolární, st�edn� polární a polární materiály na bázi modifikovaného 
silikagelu. Chromatografický sloupec kolonky je nejd�íve promyt extraktem mykotoxinu, ten 
se zachytí na startu sloupce, a následn� promýván elu�ní sm�sí, která mykotoxin uvolní. 
 
 

2.12.4 Analytické metody 
 

Mykotoxiny jsou nej�ast�ji stanoveny imunochemickými a chromatografickými metodami.  
 

 
Imunochemické metody (ELISA)  
 

Imunoenzymatická reakce je založena na reakci antigenu (mykotoxinu) s protilátkou, u níž 
se m��í množství navázaných látek pomocí p�idání enzymem ozna�eného antigenu �i 
protilátky. M��ení se provádí spektrofotometricky (závislost absorbance na koncentraci). [16] 

 

 
Obr. 18: ELISA [17] 
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Chromatografické metody  
 

Chromatografie je jedna z nejvýznamn�jších analytických metod. Je to separa�ní technika, 
která využívá d�lení složek mezi dv�ma fázemi, stacionární a mobilní. Dochází k transportu 
molekul složek mobilní fází, ty mohou být zachyceny stacionární fází, a proto se p�i 
transportu zdržují. Jednotlivé složky se rozd�lí podle interakcí s jednotlivými fázemi. 
 
Chromatografické techniky se d�lí podle toho, v jakém skupenství se nachází mobilní fáze, 
podle uspo�ádání stacionární fáze a podle separa�ního mechanismu: 
 
Skupenství 
- Kapalinová chromatografie (LC) 
- Plynová chromatografie (GC) 
 
Uspo�ádání stacionární fáze 
 
- Plošné: papírová (PC), tenkovrstvá (TLC) a vysokoú�inná tenkovrstvá chromatografie 

(HPTLC) 
 
- Kolonové: vysokoú�inná kapalinová chromatografie (HPLC) 
 
 
Separa�ní mechanismus 
 
- Rozd�lovací 
- Adsorp�ní 
- Iontov� – vým�nný 
- Gelový 
- Afinitní 
 
TLC 
 

Ke stanovení mykotoxin� se používá výjime�n�, slouží spíše jako orienta�ní metoda pro 
kvalitativní stanovení. Dnes se �asto používá její modifikovaná verze, dvourozm�rná TLC. 
Kapalný vzorek se nanáší na za�átek desti�ky. K separaci dochází unášením spolu 
s rozpoušt�dlem v tenké vrstv� sorbentu. Detekce se provádí vizuáln�, pokud složky nejsou 
tvo�eny barevnými látkami provede se zviditeln�ní aerosolem. �inidlo reaguje se složkami za 
vzniku barevných slou�enin. [16] 
 
 
GC, GC/MS 
 

Plynová chromatografie se používá k separaci t�kavých, termicky stabilních látek 
s relativní molekulovou hmotností menší než 1000. Vzorek se dávkuje do proudu plynu, který 
jej dál unáší kolonou. Zde se složky separují na základ� r�zné afinity ke stacionární fázi. 
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Složky opoušt�jící kolonu indikuje detektor. Z �asového pr�b�hu intenzity signálu se ur�í 
kvantitativní zastoupení složek. 

Mezi komer�n� využívané detektory pat�í plamenov� ioniza�ní detektor (FID), vodivostní 
detektor (TCD) a detektor elektronového záchytu (ECD). Spojení s hmotnostním detektorem 
GC/MS má velký význam p�i ur�ování neznámých složek sm�sí. Ionty jsou analyzovány 
kvadrupólovým analyzátorem nebo iontovou pastí. Pro každou složku získáme hmotnostní 
spektrum, které se identifikuje porovnáním s knihovnou spekter slou�enin uloženou 
v po�íta�i.  
 
 
HPLC, LC/MS 
 

Kapalinová chromatografie se používá p�edevším k separaci sm�sí látek, které jsou 
net�kavé nebo tepeln� nestálé. O separaci složek vzorku rozhodují interakce se stacionární i 
mobilní fází. B�hem separace se analyt rozd�luje mezi stacionární a mobilní fází. �as, který 
stráví v jedné nebo druhé fázi, závisí na afinit� analytu ke každé z nich. U kapalinové 
chromatografie postupuje mobilní fáze p�sobením gravita�ní síly, zatímco u vysokoú�inné 
kapalinové chromatografie je t�eba použít �erpadlo k docílení vysokého tlaku v systému.  
Detektory v HPLC by m�ly být selektivní pro analyt a málo citlivé na mobilní fázi. Pr�to�ná 
cela detektoru musí snést tlak mobilní fáze a udržet t�snost. Fotometrické detektory pat�í 
k nejb�žn�ji používaným. m��í absorbanci eluátu vycházející z kolony. Pro optimální citlivost 
musí být zajišt�na dostate�ná absorp�ní dráha pr�to�né kyvety, již prochází paprsek. 
Jednodušší detektory m��í p�i jedné vlnové délce, složit�jší umož	ují nastavení vlnové délky 
pomocí monochromátoru. Nejdokonalejší jsou schopny pomocí diodového pole prom��it 
absorp�ní spektrum v ur�ené oblasti vlnových délek. Citlivost je pro r�zné látky r�zná a p�i 
zvolené vlnové délce závisí na velikosti molárního absorp�ního koeficientu látky. 
Fluorescen�ní detektory jsou založeny na principu fluorescence tedy schopnosti látky 
absorbovat ultrafialové zá�ení a následn� vysílat zá�ení o vyšší vlnové délce. Toto zá�ení se 
m��í fotonásobi�em kolmo na sm�r vstupujícího zá�ení. Lze jej vhodn� kombinovat 
s fotometríckým detektorem. 
  HPLC ve spojení s hmotnostního detektorem HPLC/MS p�inásí velké výhody p�i ur�ování 
neznámých složek sm�sí. Hmotnostní spektrometrie je separa�ní a zárove	 analytická metoda. 
Její podstatou je separace molekulových iont� a fragment� analyzované látky, které vznikly 
ionizací molekul v magnetickém poli. Ionty jsou analyzovány kvadrupólovým analyzátorem 
nebo iontovou pastí  Zm�nami intenzit elektrického a magnetického pole lze dosáhnout 
rozvinutí hmotnostního spektra. [18] 
 
 

2.13 Hmotnostní spektrometr finnigan LCQ Advantage MAX 

 
Iontový zdroj Ion Max API umož	uje vým�nu sondy (Probe), a m�že tak pracovat v módu 

APCI nebo ESI. M�že generovat kladné nebo záporné ionty. 
 

ESI je tzv. m�kká ioniza�ní technika a je velice užite�ná p�i analýze polárních molekul 
s relativní molekulovou hmotností menší než 100 000. 
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APCI je také m�kká ioniza�ní technika. Je použitelná k analýze mén� polárních látek 
s relativní molekulovou hmotností do 1 500. P�i pr�chodu tryskou (APCI Nozzle) se roztok 
vzorku za pomoci proudu dusíku rozprašuje do vaporizéru, kde se odpa�uje rozpoušt�dlo. 
Na jehlu (Corona discharge needle) je vložen vysoký potenciál. Vytvá�í se koronový výboj, 
který prost�ednictvím série chemických reakcí s rozpoušt�dlem a dusíkem formuje ionty 
analytu. 
Ionty jsou nasávány do vyh�ívané kapiláry (Ion transfer capillary), která je transportuje 
do iontové optiky. 
 
 
 
 
 
 

 
 
Obr. 19: Graf -  použití ioniza�ních technik v závilosti na molekulové váze [19] 
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Obr. 20:  Vysokoú�inný kapalinový chromatograf Finnigan Surveyor s MS detektorem 
Finnigan LCQ Advangate a p�íslušenstvím 
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Obr. 21:  Mechanismus chemické ionizace za atmosferického tlaku (APCI) 
v pozitivním módu [20] 
 

Iontová optika se skládá ze dvou oktapól�, které usm�r	ují a zaost�ují tok iont� 
p�icházejících z iontového zdroje. P�sobí také jako p�echod z oblasti s atmosferickým tlakem 
do oblasti vysokého vakua. 
 

Hmotnostním analyzátorem je zde iontová past a detektorem Elektronásobi�. 
 
Takovéto uspo�ádání umož	uje dva módy m��ení: 
 
MS scan zahrnuje m��ení pouze tzv. rodi�ovských iont�, tedy bez použití fragmentace. 
MSn scan probíhá ve dvou nebo více fázích, p�i kterých jsou rodi�ovské ionty 
fragmentovány. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ �ÁST 

3.1 Stanovení deoxynivalenolu (DON) metodou HPLC/MS/MS 

 
Bakalá�ská práce se zabývá optimalizací p�ípravy vzork� je�mene a sladu ke stanovení 

deoxynivalenolu. Byl sledován vliv délky ultrazvuku na množství vyextrahovaného 
deoxynivalenolu ze vzorku je�mene a sladu. Deoxynivalenol byl dále stanoven metodou 
vysokoú�inné kapalinové chromatografie s hmotnostní detekcí (LC-MS/MS). 
Pro experiment byl použit  vzorek odr�dy je�mene Jersey a z n�j vyrobeného sladu, 
s p�edplodinou kuku�ice, v experimentální variant�: um�lá infikace plísní Fusarium, ošet�ení 
fungicidem a adjuvantem 
 

3.1.1 Princip metody 
 

DON je ze vzork� extrahován vodou. Extrakt je p�e�išt�n p�es imunoafinitní kolonku 
DONPREP. Kvantifikace obsahu DON je provád�na pomocí kapalinové chromatografie 
s hmotnostní (MS) detekcí. 
 

3.1.2 P�ístroje a za�ízení 
 
Vysokoú�inný kapalinový chromatograf Finnigan Surveyor s MS detektorem Finnigan LCQ 
Advangate a p�íslušenstvím 
Analytické váhy 
P�edvážky 
Chladni�ka s mrazni�kou 
Laboratorní mlýnek 
Ultrazvuková láze	 
Laboratorní odst�edivka 
Za�ízení pro výrobu deionizované vody  
Imunoafinitní kolonky (DONPREP) 
Sklen�né filtry (nap�. Whatman) 
Hamiltonovy st�íka�ky (100, 50, 25µl) 
Kalibrované odm�rné sklo 
 
3.1.3 Chemikálie, roztoky, materiály 
 
Deoxynivalenol, standard o c = 100µg.ml-1 

Methanol, �istota pro HPLC nebo vyšší 
Deionizovaná voda 
Octan amonný 
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3.1.4 P�íprava roztok� 
 
0,01 molární octan amonný  

Do 800ml kádinky se naváží 380 ± 10mg octanu amonného. P�idá se 500ml deionizované 
vody a kádinka se vloží na cca 5 minut do ultrazvukové lázn�.  
 
Zásobní roztok DON o koncentraci 1µg/ml 

10µl standardu DON o c = 100ug.ml-1 se nadávkuje pomocí 25µl Hamiltonovy st�íka�ky 
do 1 ml sm�si MeOH  : H2O 50 : 50 (v : v). Tento zásobní roztok je stabilní p�i teplot� -3 °C 
po dobu 1 m�síce ve tm�. 
 
Kalibra�ní roztoky 

Kalibra�ní roztoky se získají nadávkováním 10, 20, 50, 100 a 200µl  zásobního roztoku 
DON o c = 1
g.ml-1 (pomocí Hamiltonovy st�íka�ky o objemu 25, 50 nebo 100µl) do sm�si 
MeOH : H2O, 50 : 50 (v : v). Tímto vzniknou kalibra�ní roztoky o koncentraci 10 – 200ng.ml-
1 . 
 
 

3.1.5 Pracovní postup 
 
Extrakce 
 

Do lyofiliza�ní lahve se naváží 25 gram� (s p�esností 0,01g) homogenizovaného vzorku 
a p�elije se 200ml deionizované vody. Vzorek se dále extrahuje na ultrazvuku po dobu 10, 20 
a 30 min. Homogenizovaný vzorek se centrifuguje p�i 6000 ot..min-1 po dobu 10 minut. 
V p�ípad� zákalu se supernatant zfiltruje p�es sklen�ný filtr do p�edložené nádoby. 
 
P�e�išt�ní a p�íprava vzorku pro HPLC – MS/MS analýzu 
 

2 ml zfiltrovaného extraktu se aplikují na imunoafinitní kolonku (DONPREP) pr�tokem  
1-2 kapky za sekundu. K promytí se použije 5 ml deionizované vody. Eluce je provád�na 
opakovan� (3x) 1,5 ml methanolu pr�tokem 1 kapky za sekundu nebo pomaleji.  
P�ed HPLC – MS/MS analýzou je možné vzorek zfiltrovat p�es nylonový mikrofiltr. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE 

 

4.1 Kalibrace  

 
Kalibra�ní roztoky o koncentracích 10, 20, 50, 100 a 200ng.ml-1byly analyzovány metodou 

HPLC-MS/MS. Byla sestrojena kalibra�ní k�ivka (Obr. 22) závislosti koncentrace standardu 
deoxynivalenolu na ploše píku (Tab. 10). Kalibra�ní k�ivka je v daném rozsahu lineární.  
 
Tab. 10: Kalibrace 

Kalibrace 
c[ng.ml-1] plocha píku 

10,02 3275,0 
20,04 18265,5 
50,1 70391,5 

100,2 159615,0 
200,4 398109,5 
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 Obr. 22: Graf - Kalibrace 
 

4.2 Podmínky analýzy: 

 
HPLC 
Vysokoú�inný kapalinový chromatograf: Finnigan Surveyor 
Kolona: Luna 5µ Phenyl – Hexyl 100A 150x4,6mm   
Mobilní fáze: methanol/10mM octan amonný, 20/80 (v/v), gradientová eluce 
Pr�tok: 0,5ml.min-1 

Teplota kolony: 40oC 
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Objem nást�iku: 25 µl   
 
MS 
Hmotnostní detektor: Finnigan LCQ Advangate 
Iontový zdroj: APCI, negativní mód 
Skenovací mód: MS/MS 
Monitorované ionty m/z: DON  355 > 295 (265) 

 
 

4.3 Stanovení deoxynivalenolu ve vzorku je�mene a sladu metodou LC-MS/MS 
 

Pro stanovení optimální délky použití ultrazvuku pro extrakci deoxynivalenolu byly 
provedeny t�i varianty délky ultrazvukování (10, 20 a 30 minut). Nam��ené výsledky jsou 
znázorn�ny v Tab.11. Ke stanovení deoxynivalenolu byla použita metoda HPLC–MS/MS . 
 
   Tab. 11: Koncentrace deoxynivalenolu ve vzorcích je�mene a sladu 

�as[min] ozna�ení vz. plocha píku z kalibrace c[µg.kg-1] 
10 jecmen_I 121817,0 71,04 426,3 
20 jecmen_II 39631,5 30,72 184,3 
30 jecmen_III 48258,5 34,95 209,7 
10 slad_I 273577,0 145,51 873,1 
20 slad_II 283064,5 150,16 901,0 
30 slad_III 259661,5 138,68 832,1 

 

 
Obr. 23: Graf – Závislost koncentrace deoxynivalenolu na dob� extrakce ultrazvukem 
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Z výsledk� (Obr. 23) vyplývá, že prodloužení délky použití ultrazvuku nemá vliv 
na vyextrahování deoxynivalenolu ze vzorku sladu. Analytické metoda, používaná na VÚPS 
(10 minut extrakce ultrazvukem) je dostate�ná. Po 10 minutách použití ultrazvuku z�stává 
obsah deoxynivalenolu ve vzorku sladu nem�nný. Výsledky v rozmezí 832-901 
g.kg-1 lze 
pokládat za shodné.  
U vzorku je�mene obsah deoxynivalenolu kolísal v rozmezí 184–426 
g.kg-1. U vzorku 
„Je�men_I“ byla koncentrace deoxynivalenolu dvojnásobná oproti vzork�m „Je�men_II“ a 
„je�men_III“. U vzorku „Je�men-II“ a „Je�men_III“ se již obsah deoxynivalenolu výrazn� 
nem�nil Lze p�edpokládat, že na vyšší obsah deoxynivalenolu ve vzorku je�mene „Je�men_I“ 
m�la vliv délka extrakce. P�i delší dob� použití ultravuku by mohlo docházet k rozpadu 
analytu.  Z d�vodu ložiskového výskytu mykotoxinu ve vzorcích je ale i možné, že vzorek 
nebyl dostate�n� homogenizovaný. Proto by bylo dobré v experimentu dále pokra�ovat 
s v�tším po�tem vzork�.  
Nam��ený obsah deoxynivalenolu ve vzorku sladu byl n�kolikanásobn� vyšší než obsah 
deoxynivalenolu ve vzorku je�mene.  I p�esto obsah žádného vzorku nebyl nad hygienickým 
limitem, který je pro je�men a slad 1250 
g.kg-1.  
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5 ZÁV�R 

 
  Tato bakalá�ská práce se zabývá mykotoxiny, jejich výskytem v obilovinácha a 

možnostmi jejich stanovení. Nejv�tší pozornost byla v�nována Deoxynivalenolu, který se 
vyskytuje v pivovarských surovinách. 
 

 Byla vypracována literární rešerše zabývající se nejvýznamn�jšími mykotoxiny a jejich 
producenty. D�lení mykotoxin� není jednozna�né, proto zde bylo uvedeno n�kolik možných 
variant. Tato �ást se zam��ila jak na vlastnosti mykotoxin� a možné p�í�iny jejich vzniku tak i 
na jejich dopad v zem�d�lství a potraviná�ském pr�myslu. Je zde nastín�na toxicita a 
struktura jednotlivých mykotoxin� a možná obrana p�ed jejich tvorbou.  Dále tato �ást práce 
shrnuje výskyt mykotoxin� v pivovarských surovinách a jejich následky p�i kontaminaci. Jsou 
zde uvedeny suroviny užívané v pivovarnictví a jejich možná kontaminace, dále výroba sladu 
a piva, p�i které m�že op�t dojít ke kontaminaci nebo zvýšení obsahu mykotoxin�. Sm�rnice 
evropské unie limitující obsahy jednotlivých mykotoxin� v pivovarských surovinách p�esn� 
stanovují množství mykotoxin�, které tyto suroviny mohou obsahovat. Existuje více možností 
jejich stanovení, je proto nutné rozd�lit tyto možnosti podle p�esnosti, rychlosti a finan�ní 
náro�nosti. Od jednoduchých a dostupných test� ELISA až po nejnáro�n�jší stanovení 
pomocí HPLC. 
 

V experimentální �ásti byla provedena optimalizace p�ípravy vzorku je�mene a sladu 
ke stanovení mykotoxinu deoxynivalenol. Byl sledován vliv délky ultrazvuku na množství 
vyextrahovaného deoxynivalenolu ze vzorku je�mene a sladu. Bylo zde objasn�no, že 
analytická metoda používaná na VÚPS je dostate�ná a není tedy nutno provád�t extrakci 
na ultrazvuku déle než deset minut. K prokázání tohoto tvrzení byl obsah deoxynivalenol 
stanoven na p�ístroji HPLC – MS/MS Finnigan Surveyor s detektorem Finnigan LCQ 
Advangate. 
 

Až 25% celosv�tové sklizn� je kontaminováno mykotoxiny. Je nutné konstatovat, že 
mykotoxiny jsou velmi nebezpe�né látky, které jsou bohužel rozší�ené v potraviná�ském 
i hospodá�ském pr�myslu. Je t�eba se jim bránit a vyhýbat a� už dostate�ným ošet�ením 
plodin p�i jejich p�stování �i následným dodržením striktních podmínek p�i skladování. 
Pokud ani tyto kroky nedosta�ují je nutné velmi podrobné monitorování je�mene a slad� 
metodami HPLC p�ed jejich následným užití v potraviná�ském pr�myslu..  
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOL	 

 
Tab.  tabulka 
kys.  kyselina 
HPLC  high-pressure liquid chromatography 
Obr.  obrázek 
ZON               Zearalenon 
OTA               Ochratoxin 
FDA               Food and drug administartion              
NIV                Nivalenol 
DAS               Diacetoxyscirpenol 
CKT               cylindrokónické tanky 
TLC                thin layer chromatography 
MS                 mass detector 
UV                  ultraviolet 
ELISA            Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 
API                 atmosférický ionisátor 
ESI                  electrospray ionisation 
GC                  Gas chromatography 
APCI               Atmosferic pressure chemical ionization 
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8 SEZNAM P
ÍLOH 

 
Obr. 24: Chromatogram:  vzorku sladu um�le infikovaného plísní Fusarium, ošet�eného 
fungicidem a adjuvantem a standardu deoxynivalenolu 
 
 
Obr. 25: MS/MS spektrum standardu deoxynivalenolu 
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9 P
ÍLOHY    
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Obr. 24: Chromatogram:  vzorku sladu um�le infikovaného plísní Fusarium, ošet�eného 
fungicidem a adjuvantem a standardu deoxynivalenolu 
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Obr. 25: MS/MS spektrum standardu deoxynivalenolu 
 


