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ABSTRAKT

Tato bakalafskd prace se zabyva problematikou mykotoxini obsaZenych v obilovinich,
zvlasté v jeCmeni a sladu.
Teoretickd ¢éast shrnuje poznatky o mykotoxinech a jejich vyskytu. Jsou zde rozebirdny
moznosti stanoveni mykotoxind.
V experimentdlni ¢asti byla optimalizovdna metoda extrakce deoxynivalenolu na ultrazvuku.
Ke stanoveni deoxynivalenolu byla pouzita metoda vysokotuc¢inné kapalinové chromatografie
s hmotnostnim detektorem (HPLC — MS/MS). Tato metoda byla vyuZzita ke stanoveni obsahu
deoxynivalenolu v jeCmeni a z né¢j vyrobeného sladu.
Bakalatskd price byla realizovdna ve Vyzkumném ustavu pivovarském a sladafském a. s.
v Brné.

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.
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1 UVOD

Mykotoxiny jsou sekundarni toxické metabolity vldknitych hub. Existuje okolo 200
producentl téchto toxinti jako naptiklad rody Fusarium, Aspergillus a Penicillium. Tyto
houby jsou schopné piezivat v nejrtizné¢jSich podminkach i klimatech na zemédélskych
surovinidch (obili, kofeni, ovoce, kdva, ofechy atd.) a to jak pfi jejich péstovani tak
i skladovéni. Jejich vyskyt v potravindch, ndpojich a krmivech je povazovan za vazné riziko
pro zdravi Clovéka a zvitat. Mykotoxiny jsou nefrotoxické, neurotoxické, karcinogenni,
imunosupresivni. Existuji stovky druhti mykotoxinii vyznacujicich se velkou strukturdlni
diverzitou. VétSina z nich je termdln€ i chemicky stabilni. Nelze je, nebo jen Céaste¢né,
odstranit pfi zpracovani potravin. V dnes$ni dob¢ je kladen nejvétsi diraz na obsah aflatoxin,
trichotecentl, ochratoxinu A, zearalonu, fumonisini a patulinu v potravindiskych vyrobcich
a krmivech. Faktory, ovliviiujici pfitomnost mykotoxind v krmivech a potravinach, v sobé
zahrnuji podminky pfi skladovéni: teplotu, vlhkost, pouZiti fungicidli, okolni podminky. Stale
vSak neni zcela objasnén mechanismus vzniku mykotoxini ani idedlni podminky jejich
vzniku.

Jednotlivé pruzkumy dokdazaly, Ze problém s kontaminaci mykotoxiny je celosvétovy.
Odhaduje se, Ze az 25% celosvétové a 20% evropské sklizn¢ muiize byt kontaminovéno.
Méieni obsahu mykotoxinli v obilnindch a jinych zemédélskych produktech se provadi
po celém svété a to zejména v surovindch produkovanych zemémi ttettho svéta. Jsou
ustanoveny maximdlni tolerovatelné mnoZstvi obsahu jednotlivych mykotoxinli v potravinidch
a krmivech. Limity se pohybuji v pg.kg" az v ng.kg" zdleZi na typu potraviny & krmiva.

Pod z&stitou regulacnich organti jako je Evropskd komise a Food and Drug admistration
(FDA), byly uskute¢nény rozsdhlé vyzkumy na vytvofeni rychlé a spolehlivé metody na
stanoveni velkého poctu vzorki. Tyto metody jsou pouZzivany pro monitorovani hladin ppb a
ppt v Siroké Skdle potravindfskych oblasti. Zvlasté pro vysoce toxické a karcinogenni
aflatoxiny, zde jsou komercn¢ dostupné vysoce citlivé imunochemické metody. Podobné
sady testu jsou dostupné témét pro vSechny vyznamné mykotoxiny, zvlasté pro OTA a ZON.
Jejich pomoci lze rychle a jednoduse provéfovat vzorky potravindiskych produkti a krmiv.
K ur¢eni pfesného mnoZzstvi, ve vzorku pozitivntho na obsah mykotoxind, je vyuzivdno
chromatografickych metod spojenych sriznymi detekénimi principy. V zdvislosti na
fyzikdlnich a chemickych vlastnosti jednotlivych mykotoxini se pro stanoveni vyuZzivaji
riuzné analytické metody.

Analytické metody pouZzivané ke stanoveni mykotoxinti se neustdle vyvijeji, v soucasnosti je
jednou z nejpouzivanéjSich metod LC - API/MS (kapalinovy chromatograf s atmosferickym
ionisdtorem vybaveny hmotnostnim detektorem). Vyhodou je moZnost stanoveni vysoce
poldrnich, degradovanych nebo metabolicky transformovanych vzorkii. Metoda umoZiuje
potvrzeni obsahu, objasnéni struktury a kvantitativni stanoveni stopovych mnozZstvi
mykotoxini ve vzorcich. GC/MS a LC/MS jsou vSeobecné¢ schvilené a velice spolehlivé
analytické ptistroje. [1]



2 TEORETICKA CAST

2.1 Toxinogenni plisné

2.1.1 Rod Aspergillus

Jde o fylogeneticky stary rod. Vieckaté houby, vytvaieji plodni¢ky métici okolo jednoho
milimetru. Nepohlavni rozmnoZovaci organy jsou tvofeny vldkénkem na jehoZ konci je
paprskovité rozmisténa tfada vélcovitych bunék, zde dozrdvaji a odStépuji se nepohlavni
spory. Vldkénko se nazyva konidiofor, valcovité bunky fialidy a spory konidie.

2.1.2 Rod Penicillium

Tento rod je velmi pfibuzny pfedchozimu, existuje dokonce i skupina druhli na jejich
pomezi. PovaZzuje se za fylogeneticky mladsi, jejich rozmnoZovéni je vSak velice podobné.
Nepohlavni rozmnozovaci organy jsou rovnéz tvoieny konidioforem, fialidami a konidiemi.

2.1.3 Rod Fusarium

Na rozdil od ptfedchozich rodl, v nichz ptfevazuji saprofytické druhy, jsou fusaria
pfedevSim parazité. Jsou vSak schopna i saprofytického rastu, proto je lze péstovat na
V kulturdch velice Casto vytvaieji bilé ¢i narizovélé mycelium, rostouci ve snopcich od pudy
k vicku misky. Nékteré kmeny zabarvuji substrat do rtizova az Cervena. Konidiofory fusarii
jsou malé a nendpadné. Konidie jsou dvoji. Mikrokonidie jsou tvofeny zpravidla jednou
buiikou. Makrokonidie maji srpovity tvar, sklddaji se z vét§tho poc¢tu bun€k a nesou dulezité
druhové znaky. [1]

2.2 Rozdéleni mykotoxint

Mykotoxiny lze rozdélit podle velkého mnoZstvi kritérii (Tab. 1-3). Zadné z dosud
pouzivanych vSak nelze povazovat za univerzdlné¢ pouzitelné. Nejjednodussi je rozdé€leni
podle chemické struktury. Jeho vyhodou je pomérné snadné a jednoznacné zatazeni jakékoli
latky o zndmé chemické strukture. [2]
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Tab. 1: Déleni mykotoxinti podle chemické struktury [2]

Furanofurany aflatoxiny, sterigmatocystin, versicolorin
Substituované pyreny a kyselina koji, sekalonové kyseliny
hydroxypyreny
Substituované chinony luteoskyrin, rubratoxin, xanthomegnin,
viridicatumtoxin
Nenasycené laktony patulin, kyselina penicillovd, ochratoxiny
Griseofulviny griseofulvin
Epoxytrichotheceny T-2 toxin, deoxynivaleno, nivalenol
Polycyklické substituované kyselina cyklopiazonova, paspaliny, penitremy

indolové derivaty
Cyklické dipeptidy gliotoxin, sporidesminy, roquefortin, fumitremorgen,

verruculogeny, brevianamidy

Mykotoxiny jiné struktury zearalenon, curvularin, citrinin, PR-toxin, canthecellin,
moniliformin, kyselina betanitropropionova

Tab. 2: Déleni mykotoxint podle zplisobu biosyntézy [2]

Biosyntéza moniliforminu moniliformin (z kyseliny octové)
Biosyntéza z polyketida patulin, ochratoxin, emodin, kyselina sekalonova, aflatoxiny
Biosyntéza z isoprenoida trichotheceny, roquefortiny
Biosyntéza z aminokyselin kyselina cyklopiazonova, cyklické dipeptidy

Tab. 3: Déleni mykotoxint podle toxicity — kvantitativni [2]

Silné toxické aflatoxiny, patulin, luteoskyrin, sporidesminy, ochratoxin A,
zearalenon (F-2 toxin), T-2 toxin,
DAS (diacetoxyscirpenol),

Stiedné toxické citrinin, kyselina penicillov4, sterigmatocystin,
kyselina cyklopiazonova

Slabé toxické griseofulvin, kyselina koji, trihothecin,
kyselina mykofenolova,
chaetomin
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Tab. 4: Déleni mykotoxinl podle toxicity — kvalitativni [2]

Hepatotoxiny aflatoxiny, sporidesminy, luteoskyrin,
sterigmatocystin
Nefrotoxiny ochratoxin A, citrinin, T-2 toxin
Neurotoxiny  a tremorgeny, citreoviridin
myotoxiny
Dermotoxiny verrucariny, psoraleny, sporidesminy,
trichotheceny
Toxiny patulin
dychaciho traktu
Genitotoxiny zearalenon
Imunotoxiny aflatoxiny, ochratoxin A, trichotheceny

Tab. 5: Rozdéleni mykotoxint podle icinku na bunku [2]

Inhibitory tvorby energie citreoviridin, luteoskyrin, xanthomegnin,
kyselina sekalonovd D, moniliformin

Inhibitory proteosyntézy trichotheceny, ochratoxin A
Modifikétory cytoskeletu griseofulvin, cytochalasiny,
cyclochlorotin

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

Karcinogenni mykotoxiny aflatoxin B,

2.3 Trichotheceny

Struktura a nazvoslovi

Trichotheceny se odvozuji od zdkladniho skeletu prvniho zndmého ¢lenu této skupiny —
trichothekanu. Souhrnné se proto oznacuji jako 12, 13-epoxy-9-trichotheceny.
Trichotheceny Ize obecné rozd¢lit do dvou skupin:
* alkoholderivaty trichothecent a jejich jednoduché estery

vvvvvv

Vv s

Jinym, Cast&j$Sim zplisobem klasifikace je déleni podle pfitomnych funk¢nich skupin:
* typ A obsahujici na uhliku C-8 jinou funk¢ni skupinu nez ketonickou
* typ B, kde je na uhliku C-8 karbonylova skupina
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* typ C, ktery obsahuje mimo epoxyskupiny v poloze C-12, C-13 dalsi
epoxyskupinu v poloze C-7 a C-8 nebo C-8 a C-9

* typ D s makrocyklickym kruhovym systémem mezi C-4 a C-15 spojeny
esterovymi vazbami

V soucasné dob¢ je zndmo vice nez 170 trichotheceni. Houby rodu Fusarium
produkuji pouze toxiny skupiny A a B (Obr. I).

H,C

3||IR1

typ A

Obr. 1: Trichotheceny - typ A, typ B

Tab. 6: Funk¢éni skupiny nejvyznamnéjSich trichothecenti [3]

Typ Nazev mykotoxinu Zkratka R, R, R; R, 5
Monoacetoxyscirpenol MAS OH OH OCOCH; | H H
Diacetoxyscirpenol 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(CHs),
HT-2 toxin HT-2 tox. OH OH OCOCH; | H | OCOCH,CH(CH;),
T-2 triol T-2 triol OH OH OH H | OCOCH,CH(CHjs),
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-acetyl-deoxynivalenol | 15-ADON OH H OCOCH; | OH

Fyzikalni a chemické vlastnosti

Trichotheceny jsou bezbarvé, opticky aktivni, vétSinou krystalické pevné latky. Jsou
termostabilni do teploty 120 °C, stfedné¢ stabilni pii teploté 180 °C a rozkladaji se beéhem
30-40 minutového ptsobeni teplot 200-210 °C.

Trichotheceny typu A jsou rozpustné v mirné¢ polarnich rozpoustédlech jako jsou
chloroform, diethylether a ethylacetat, zatimco vice polarni trichotheceny typu B vyzaduji

S 4

polarnéjsi rozpoustédla (napt. smési methanol:voda, acetonitril:voda).

13



Trichotheceny patii mezi stabilni latky. Samotnd epoxidova skupina C-12, 13 je extrémné
stabilni vici nukleofilni substituci. Pfi dlouhodobém varu v siln€ kyselém prostiedi dochdzi
k intramolekuldrnimu piesmyku trichothecenového skeletu na apotrichothecenovy kruh.

Tab. 7: Fyzikalni vlastnosti Trychothecenti [3]

Trichothecen Sumarni vzorec | Molek. hmot. Bod tani | Opticka otac.
(g.mol™) (°C) [0]*°D
Monoacetoxyscirpenol C17H,404 324 172-173 -
Diacetoxyscirpenol C1oHy604 366 161-162 =27
T-2 tetraol C15H,04 298 - -
T-2 toxin C24H;3404 466 151-152 +15
HT-2 toxin C1oH3,08 424 - -
Neosolaniol C10H160g 382 171-172 -
Nivalenol C1sHy004 312 222-223 +21,54
Fusarenon-X C17H2:0¢ 354 01-92 +53
Deoxynivalenol Ci1sH>0054 296 151-153 +6,35
3-acetyl-deoxynivalenol Ci7H»,04 338 135-136 -

Toxikologické udaje

Vv

e deoxynivalenol (DON) vykazuje nejniz$i akutni toxicitu mezi vyznamnymi
trichotheceny v pofadi:

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

o akutni intoxikace je charakterizovéna iritaci klize, nechutenstvim, zvracenim prijmy,
hemorhagiemi, nervovymi poruchami

e 7 hlediska akutni toxicity je T-2 toxin nejicinnéj$i ze skupiny trichothecenovych
mykotoxint.

e T-2 toxin po dlouhodobém podavani nevykdzal u pokusnych zvifat tumorogenni
ucinek, ten se nepiedpokladd ani u lidi. [3]

14



2.3.1 Deoxynivalenol

Obr. 2: Strukturni vzorec Deoxynivalenolu [4)

Sumarni vzorec: C;sH,(0¢

Fyzikalni vlastnosti:

Popis: Krystalicka latka bez zapachu, patii mezi polarni trichotheceny.

Bod tani: 151 - 153 °C

Rozpustnost: Je dobie rozpustny ve vodé, acetonitrilu, chloroformu, smési octan ethylnaty:

Molekulova hmotnost: 296,00 g.mol™

acetonitril (4:1), ve smé&si chloroform : methanol (9:1) a nerozpustny v hexanu a petrolétheru.

Producenti: Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium poae

Zdroj: Zejména obiloviny a vyrobky z obilovin [5]

2.3.2 Nivalenol

H

=il OH

Chilitss
I
I eses.

\

I
o

Obr. 3: Strukturni vzorec Nivalenolu [6]
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Sumarni vzorec: C;5H,,0~ Molekulova hmotnost: 312,30 g.mol'1

Fyzikalni vlastnosti:
Popis: Krystalickd latka bez zapachu, patii mezi polarni trichotheceny
Bod tani: 138 - 140 °C

Rozpustnost: Je rozpustny v polarnich rozpoustédlech, methanolu, acetonitrilu, octanu
ethylnatém. Mén¢ rozpustny ve vod¢ a chloroformu.

Producenti: Fusarium cerealis, Fusarium poae

Zdroj: Zejména obiloviny a vyrobky z obilovin [5]

2.3.3 T-2toxin

H H
HaC o} _.-OH
CHy O 0
He Oi i \'o)l\cria
| CHy
HaC o~
Obr. 4: Strukturni vzorec T — 2 toxinu [7]
Sumarni vzorec: C,4H3409 Molekulova hmotnost: 466,00 g.mol'1

Fyzikalni vlastnosti:
Popis: Bilé krystalické jehlicky, méné poldrni trichothecen
Bod tani: 151 - 152°C

Rozpustnost: Je dobie rozpustny v acetonitrilu, chloroformu, smési octan ethylnaty:
acetonitril (4:1), ve smé&si chloroform : methanol (9:1) a nerozpustny v hexanu a petrolétheru.

Producenti: Fusarium acuminatum, Fusarium poae, Fusarium sporotrichioides

Zdroj: Zejména obiloviny a vyrobky z obilovin
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2.3.4 HT -2 toxin

=
IIIIIIIIrI
il
E i
' I""l'.' [ ]

L
Tin
I

Obr. 5: Strukturni vzorec HT — 2 toxinu [7]

Sumarni vzorec: C,,H3,05 Molekulova hmotnost: 424,48 g.mol'1

Fyzikalni vlastnosti:
Popis: Bilé krystalické jehlicky, méné poldrni trichothecen
Bod tani: 151 - 152°C

Rozpustnost: Je dobie rozpustny v dichloromethanu, ethanolu. Mén¢ rozpustny
v petrolétheru a velmi mdlo ve vodé.

Producenti: Fusarium acuminatum, Fusarium poae

Zdroj: Zejména obiloviny a vyrobky z obilovin

2.4 Aflatoxiny

Struktura a vlastnosti

Jsou to polycyklické, nesaturované, vysoce substituované kumariny. Vyskytuje se mnoho
typtt aflatoxini ty =zdkladni jsou Bj;, B,, Gj, Gy, M. Aflatoxiny maji spojenou
dihydrofuranovou konfiguraci pro né¢ charakteristickou. Kumarinové jadro s bifuranovym
systémem je spojeno bud’ s pentanonem nebo se Sesti¢lenym laktonem. Aflatoxiny jsou jak
toxické tak i karcinogenni.

17



2.4.1 Aflatoxin B,

0~ Yo OCH,

Obr. 6: Strukturni vzorec Aflatoxinu B [8]

Sumarni vzorec: C;7H;,0¢ Molekulova hmotnost: 312,00 g.mol'1

Fyzikalni vlastnosti:
Popis: Svéte zluté krystaly, emituje v UV svétle modrou fluorescenci
Bod tani: 268 — 269 °C

Rozpustnost: Nerozpustny v nepoldrnich rozpoustédlech, malo rozpustny ve vodé, dobie
rozpustny v polarnich organickych rozpoustédlech

Producenti: Aspergillus argentinicus, Aspergillus flavus

Zdroj: Zejména jadra ofechi, suSené ovoce, obiloviny.

2.4.2 Aflatoxin B,

2 0

o OCH,

Obr. 7: Strukturni vzorec Aflatoxinu B, [9]
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Sumarni vzorec: C;7H;40¢ Molekulova hmotnost: 314,30 g.mol'1

Fyzikalni vlastnosti:
Popis: Svéte zIuté krystaly, emituje v UV svétle modrou fluorescenci
Bod tani: 286 — 289 °C

Rozpustnost: Je dobie rozpustny v methanolu, acetonitrilu, sméesi toluen : acetonitril (9:1) a
ve smesi benzen : acetonitril (98:2)

Producenti: Aspergillus argentinicus, Aspergillus flavus

Zdroj: Zejména jadra ofech, suSené ovoce, obiloviny.

2.4.3 Aflatoxin G

Obr. 8: Strukturni vzorec Aflatoxinu G; [10]

Sumarni vzorec: C;7H .0~ Molekulova hmotnost: 328,00 g.mol'1

Fyzikalni vlastnosti:
Popis: Bily az svétle Zluty praSek, emituje v UV svétle modrozelenou fluorescenci
Bod tani: 244 — 246 °C

Rozpustnost: Je nerozpustny v nepoldrnich rozpoustédlech, mélo rozpustny ve vodé¢, dobie
rozpustny v polarnich organickych rozpoustédlech

Producenti: Aspergillus nomius, Aspergillus flavus

19



Zdroj: Zejména jadra ofechd, suSené ovoce, obiloviny.

2.4.4 Aflatoxin G,

Obr. 9: Strukturni vzorec Aflatoxinu G, [11]

Sumarni vzorec: C;7H 407 Molekulova hmotnost: 330,30 g.mol'1

Fyzikalni vlastnosti:
Popis: Bily prasek az svétle Zluty prasek, emituje v UV svétle modrozelenou fluorescenci
Bod tani: 237 — 240 °C

Rozpustnost: Nerozpustny v nepoldrnich rozpoustédlech, malo rozpustny ve vodé, dobie
rozpustny v acetonitrilu a methanolu

Producenti: Aspergillus nomius, Aspergillus flavus

Zdroj: Zejména jadra ofechd, suSené ovoce, obiloviny.

2.4.5 Aflatoxin M;

2H

& OCH

Obr. 10: Strukturni vzorec Aflatoxinu M; [12]
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Sumarni vzorec: C;7H .0~ Molekulova hmotnost: 328,00 g.mol'1

Fyzikalni vlastnosti:
Popis: Emituje v UV svétle modro-fialovou fluorescenci
Bod tani: 299 °C

Rozpustnost: Nerozpustny v hexanu, mélo rozpustny v benzenu, rozpustny v methanolu,
ethanolu, acetonitrilu, chloroformu, ve smési methanol : ether (1:1)

Producenti: Aspergillus parasiticus, Aspergillus tamarii

Zdroj: Zejména mlécné vyrobky, jadra ofechd.

2.5 Ochratoxiny

Lze je charakterizovat jako derivaty 7 — izokumarinu vazané na L-B-fenylalanin.

Nejvyznamnéj$im zastupcem je OTA A, existuji vSak i ochratoxin B, C, D a ochratoxin a.

2.5.1 Ochratoxin A

O OH
N O
H

"CH,
cl

Obr. 11: Strukturni vzorec Ochratoxinu A [6]
Sumarni vzorec: C,o0H;3OsCIN Molekulova hmotnost: 403,00 g.mol'1

Fyzikalni vlastnosti:
Popis: Bila krystalick4 l4tka bez zapachu

Bod tani: 168 - 173 °C
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Rozpustnost: Rozpustny v organickych rozpoustédlech (chloroformu, ethanolu a methanolu)
Producenti: Aspergillus eleganus, Penicillium commune

Zdroj: Zejména obiloviny, vyrobky z obilovin, pivo kdva a suSené ovoce.

2.6 Patulin

Struktura
Jde o nenasyceny lakton, patii mezi polyketidové sekundarni metabolity.

OH

O gty
Z 0

O

Obr. 12: Strukturni vzorec Patulinu [6]

Sumarni vzorec: C7HgO4 Molekulova hmotnost: 154,00 g.mol'1
Fyzikalni vlastnosti:

Popis: Bezbarva krystalickd latka bez zapachu

Bod téni: 110- 111 °C

Rozpustnost: Rozpustny ve vodé, v alkoholech, acetonu, benzenu, chloroformu, ethylacetétu,
nerozpustny v petrolétheru

Producenti: Aspergillus clavatus, Penicillium expansum

Zdroj: Zejména jablka a vyrobky z nich, ovocné nipoje a kompoty.
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2.7 Fumonisiny

Struktura

Jsou to slozité alifatické slouceniny, 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 mnoZstvi fumonisint (A;, Az, Bi, By, C, Cyatd.).
Vyznamné jsou B, B,, které se bézn¢ vyskytuji v pfirodé a jsou kontaminanty potravin
a krmiv.

2.7.1 Fumonisin B,

o COOH

Chimmsisn:

- NH;
COOH
0 COOH

Obr. 13: Strukturni vzorec Fumonisinu B; [6]

Sumarni vzorec: C33Hs5oNOj5 Molekulova hmotnost: 721,80 g.mol'1

Fyzikalni vlastnosti:
Popis: Amorfni pevna latka
Bod tani: 103 - 105 °C

Rozpustnost: Rozpustny ve vodé, vice rozpustny ve smési acetonitril — voda, dobie
rozpustny v methanolu, nerozpustny v nepoldrnich rozpoustédlech

Producenti: Fusarium moniliforme, Fusarium proliferatum

Zdroj: Kukufice, krmiva na bazi kukufice
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2.7.2 Fumonisin B,

o cooH
/“‘“m..e"L"*-x.r-' CODH
MH, CH, O CH,
P A ,_,Lh_v e H,
OH  OH OHT_,.»H‘_ o
C!' ‘|GDDH
Obr. 14: Strukturni vzorec Fumonisinu B> [7]
Sumarni vzorec: C3sHsoNO4 Molekulova hmotnost: 705,80 g.mol”

Fyzikalni vlastnosti:
Popis: Amorfni pevna latka
Bod tani: 103 - 105 °C

Rozpustnost: Rozpustny ve vodé, vice rozpustny ve smési acetonitril — voda, dobie
rozpustny v methanolu, nerozpustny v nepoldrnich rozpoustédlech

Producenti: Fusarium moniliforme, Fusarium proliferatum

Zdroj: Kukufice, krmiva na bazi kukufice

2.8 Zearalenon

Struktura
Je to lakton kyseliny B-resorcylové, existuje asi 13 derivatl zaeralonu (napi. zeranol a
taleranol).

OH O

HO

Obr. 15: Strukturni vzorec Zearalenonu [6]
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Sumarni vzorec: C;gH»,05 Molekulova hmotnost: 318,00 g.mol'1
Fyzikalni vlastnosti:

Popis: Bila krystalickd l4tka bez zapachu

Bod tani: 164 - 165 °C

Rozpustnost: Rozpustny v organickych rozpoustédlech (ether, ethanol, methanol),
v alkalickych vodnych roztocich, je nerozpustny ve vode

Producenti: Fusarium culmorum, Fusarium equiseti

Zdroj: Zejména obiloviny a vyrobky z nich

2.9 Pivovarské suroviny

2.9.1 Jeémen

ale i Skrob, etanol, pouzivad se i jako krmivo. Diky obsahu zdravotné prospé€Snych latek se
v posledni dobé hojné¢ vyuzivad v potravindistvi na piipravu té€stovin, riznych druhti peciva a
pochutin. V Ceské republice se pouZivd zejména ve sladovnictvi a to vyhradné jarni je¢men
Hordeum distichum var. nutans péstuje se v Polabi a na Hané.

Obilka je¢mene

Obilka je¢mene je podlouhld, vej¢itd, na obou koncich zaspicatéla (Obr. 16). Sklada se
z obalovych vrstev, zdrodku a endospermu. Vné&js$i vrstvy jsou sloZeny z nerozpustnych
polysacharida typu celul6zy, které chrani obilku pted vn€j$imi vlivy.
Miécenim jeCmene se zahdji enzymatické reakce vyznamné pii vyrobé sladu. Dochazi
ke kli¢eni zrna. Endosperm obsahuje asi 75 % Skrobu, ktery se vyuZziva jako zdsobni latka

v s

pro kli¢ici rostlinu.
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Obr. 16: Podélny rez zralou obilkou [13]

2.9.2 Chmel

Hlavky samicich kvéta (chmelové Sistice) nebo extrakt z nich se pouZivaji v pivovarnictvi
pii vyrobé piva, obsahuji totiZ hot¢iny (lupulin), které mu doddvaji chut’ a aroma. JelikoZ
kvéty ztraceji po opyleni na kvalitg, je tieba dbat na to, aby se ve chmelnici nevyskytovaly
sam¢i rostliny. Prvni historickd zminka o uZziti chmele pro dochuceni piva pochdzi z listiny
franského kréle Pipina III. Kritkého z r. 768.

Cesky chmel (p&stovany na Zatecko, v Ustécku a na Hané patif k nejkvalitn&jsim na svété a
obcas byva oznacovan za zelené zlato.

Jednd se rostlinu vytrvalou, na jednom misté vydrzi 20 - 25 let.

Mensi mnozstvi se vyuzivd i ve farmaceutickém pramyslu, potravinafstvi a pfi vyrobé
kosmetickych piipravki.
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Obr. 17: Chmel [4]

2.9.3 Voda

Je to nemén¢ dileZitd surovina potiebnd k vyrobé piva. Jeji kvalita musi odpovidat

S s

nejprisnéjSim hygienickym naroktm.

2.10 Vyroba sladu

2.10.1 Skladovani

Pti skladovédni jeCmene dochdzi k jeho zrdani. Dorminy nachdzejici se v nedostatecné
uzralém je¢meni ihibuji kli¢eni. Toto stddium se nazyva dormancie.

2.10.2 Maceni

Cilem maceni je zvysit fizenym zptisobem obsah vody v zrn€ z 15% na 48% nezbytnych
pro zahdjeni enzymatickych reakci zptsobujicich kli¢eni zrna. Pfi inosné spotiebé vody je
nutné odstranit splavky a lehké necistoty, umyt zrno a ze zrna vylouzit neZadouci latky.
Podminkou pro spravny prubéh kliceni je dostatek vody a vzduchu v namaceném je¢meni.
Miéceni je¢mene probihd v kénickych ndduvnicich z legované ocele.
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Teplota vody uréuje rychlost, kterou zrno vodu pfijme. Cim je voda teplejsi, tim je rychlost
vy$si. Je nutné zrna provétravat, pii maceni dochdzi k vySsi spotiebé kysliku.

2.10.3 Kliceni

Cilem sladai'ského kliceni je aktivace a syntéza enzymii, docileni poZadovaného rozlusténi
zrna pii minimdlnich ndkladech a unosnych sladovacich ztratich. Reservni litky, obsazené
vzrng¢ jsou pii skladovani a pfed =zahdjenim sladovaciho procesu ve stabilni,
vysokomolekularni formé. Cinnosti vlastnich enzym zrna, aktivovanych pomoci vody dojde
k jejich odbourdvdni (rozlusténi) na rozpustné nizkomolekuldrni produkty. Probihd na
humnech pti 14°C, 5 — 7 dni.

2.10.4 Enzymy odbouravajici polysacharidy

odbourdny Skroby pfi rmutovani.

0 - amylaza - neni v jeCmeni piitomna. Nejveétsi mnozstvi a - amylazy se tvoii od 2. do 4. dne
kliceni. Pro vyrobu velmi enzymaticky bohatych sladii, napt. pro zpracovéani velkych
mnoZzstvi Skrobu napft. v lihovarech, se proto nechédva slad velmi dlouho kli€it, pficemz obsah
a-amyldzy se nadéle zvysuje.

B - amylaza - je pfitomna jiz v malém mnozZstvi v jecném zrnu. Po pfechodné malé ztraté
v prvnim dni klicen{ se jeji mnoZstvi od 2 a 3. dne déle zvySuje .

Tvorba - amyldzy je bezprostfedné spojena s dychdnim v prvnim dni kli¢eni. Proto je
dostate¢né provétravani jiz v prvni fizi kliceni dtlezité pro tvorbu f - amylazy.

2.10.5 Stadia kli¢eni

Pri kliceni rozliSujeme nasledujici:

a) mokra hromada - je¢men vymoceny na humna nebo do kli¢idel

b) suchd, oschld hromada - stadium do 24 h po vymoceni, objevuje se prvni hlavni zdrodecny
kofinek, hromada vyZaduje pfivod vzduchu, je¢men Spicuje.

c) pukavka - hromada vyzaduje dostatek vzduchu, objevuji se dal$i kotfinky, a pokracuje
jejich rast, hromada intenzivné¢ dychd a méd vyraznou vini okurek, postupné piechazi
do stadia vidlickovéani a mladiku - mlad4d hromada.

d)mladik - nejdilezit€jsi faze kliCeni, zrno intenzivné dychd, intenzivné probihaji
enzymatické pfemény, je-li v hromadé nedostatek oxidu uhli¢itého nadmérné se zvySuji ztraty
dychdnim zrma a riistem kotink.

e) vyrovnand hromada - délka kotinkt a stfelky se vyrovnavéa, dychani se zpomaluje, hromada
starne.
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f) stard hromada - intenzita dychani kli¢icich zrn nadéle klesd a je patrné postupné zavadani
kofinkli. Hromada se cilen¢ kypii tak, aby v ni zistala urc¢itd koncentrace oxidu uhli¢itého,
ktery tlumi intenzitu dychdni a tim rast vegetativnich organti. V tomto stadiu uZ nesmi byt
zeleny slad dokrapén.

Zaver kliCeni ma vyrazny vliv na tzv. prodychani extraktu a na sladovaci ztraty. Hromada

v W

postupné ¢im dél vice zavad4 a faze kli¢eni je ukoncena nastirdnim zeleného sladu na hvozd.

2.10.6 Hvozdéni

Cilem hvozdéni je pievést zeleny slad s vysokym obsahem vody do skladovatelného a
stabilniho stavu. Zastavit Zivotni projevy a lustici pochody v zrné¢ a béhem hvozdéni vytvofit
aromatické a barevné latky, charakteristické pro druhy sladu za minimdlnich ndkladt a ztrat.
Béhem hvozdéni se tvoii barevné a aromatické latky, které jsou charakteristické
pro jednotlivé druhy sladi a piv.

Faze hvozdéni:

1) riastova: 20-40 °C, vlhkost nad 20 %

2) enzymova: 40-60 °C, vlihkost pod 20 %

3) chemicka: 60-80 °C pro svétlé slady a 60-105 °C pro tmavé slady, vlhkost pod 10 %
Nésleduje odklicovani kdy se z vykli¢enych zrn odstraiuji kotinky a klicky tzv. sladovy kvét.
Ten se pouzivd jako krmivo. Hotovy slad se nechdva odleZet v chlazenych silech po dobu
6 tydnu.

2.10.7 Vyroba piva

2.10.8 Vyroba mladiny

Cilem je ze sladu, chmele a vody za co moZnd nejmenSich ndkladl vyrobit kvalitni mladé
pivo, které ndsledn¢ dozrava v leZackych tancich. Vyroba mladiny je rozdélena do vice fazi.

2.10.9 Srotovani

Probihd ve Srotovacce, kdy je celistvy obsah zrna vymacknut tak, aby se neposkodil obal.
Drceni probihd mezi dvéma valci.

2.10.10 Vystirani
Jde o dokonalé promichédni s vodou. Odméfené mnoZstvi Srotu tzv. sypdni je vystirdno

do vystiraci kad¢. Pfivddénd voda md teplotu 35 — 38 °C. Obsah kid¢ je neustdle
promychdvan.
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2.10.11 Rmutovani

Cilem je roz$tépit vysokomolekuldrni litky postupnym zahiividnim na technologicky
vyznamné teploty.

1.faze

35az38°C - kyselinotvorna teplota

Kyselinotvorné enzymy S$tépi organické slouceniny za postupného uvolnovdni kyseliny
trihydrogenfosforecné. Tim se snizuje pH vystirky dilezité pro spravnou ¢innost enzymti.

2.faze

48 az 52 °C - peptonizacni teplota

Dochézi ke Stépeni bilkovin na aminokyseliny a zmazovaténi Skrobu. Bilkoviny sice dodavaji
pivu pénivost, ale zdroven sniZuji jeho stabilitu a trvanlivost.

3.faze

60 az 65 °C - nizsi cukrotvorna teplota

Odebere se jedna tietina vystirky a zahifeje se na 70 az 75 °C ve rmutovacim kotli, zde
dochézi ke ztekuceni Skrobu. Nésledné se vrati zpét do vystiraci kad¢, kde teplota vystirky
stoupne na 60 az 65 °C. Probihd zde Stépeni polysacharidi glukoamyldzamy. Tento zptsob se
nazyva infuzni tedy jednormutovy. V Ceské republice se pouZiva zptisob vicermutovy, kdy se
vystirka pfed vracenim do vystiraci kdd¢ kratce povaii a tento postup se opakuje podle poctu
rmutl. NejCasteji se pouziva tif rmutovy zplisob, vystirka dosahuje ve tfetim rmutu teploty
az 80°C. Vysledny rmut obsahuje sladinku a mléto.

2.10.12 Scezovani

Cilem scezovani je oddéleni ziskaného extraktu (sladinky) od pevného podilu (mlata).
Oddéleni probihd ve scezovacich kadich sedimentaéné. Cird sladinka se precerpd
do mladinového kotle.

2.10.13 Chmelovar

V mladinovém kotli se sladinka zahieje k varu a ptid4 se chmel. Probihd extrakce hotkych
chmelovych latek do roztoku sladinky, denaturace bilkovin, vznikaji barevné slouceniny.
Dochéazi k deaktivaci sladovych enzymi, sterilaci a mirnému poklesu pH. Odpaiuje se
nadbytecnd voda a vznikd mladina. Ta se nédsledné zchladi na zdkvasnou teplotu 5 — 8 °C.
Dilezité je zamezit mikrobidlni kontaminaci. Pfed pfecerpdnim mladiny na spilku se syti
kyslikem, coz je dllezité pro spravnou ¢innost kvasinek.
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2.10.14 KvasSeni mladiny

Probihd na spilkdch (oteviené kvasné kad¢), cilem je preména zkvasitelnych sacharidi
(glukézy a maltdzy) kvasenim na ethanol a oxid uhlicity.

Ci3H2:04 + HoO — 4C;H-0OH + 4CO,
CE;H‘]QOE; — 2C2H5OH + 2COQ

Lze pouzit dva typy pivovarskych kvasinek:
A) Svrchni pivovarské kvasinky pfi teplotach az 24 °C
B) Spodni pivovarské kvasinky pfi teplotach 6 - 12 °C (obvyklejsi)

faze kvaseni (5-7 dni)

zakvaSeni (pfidani kvasinek z propagac¢ni stanice)
zaprasovani (bild péna na povrchu)

bilé krouzky (jemnd smetanova péna)

hnédé krouzky (zhnédnuti pény)

deka (velmi husta celistvd péna)

mladé pivo (po stdhnuti deky)

YVVVVYY

2.10.15 Dokvasovani a zrani mladého piva

Cilem je dodat pivu oxid uhli¢ity nechat ho dozrit a vycifit. Probihd v leZackych tancich
piiteploté¢ 1 — 3 °C ptibliZzn€ tyden. Moderni ndhradou spilek a leZzdckych tankl jsou CKT
(cylindro - kénické tanky), kde probihd kvasSeni i dokvaSovéni piva. [14]

2.11 Vyskyt mykotoxint

2.11.1 V je¢meni

V je€meni se vyskytuji pfedev§im fusariotoxiny; Nivalenol (NIV), deoxynivalenol (DON),
T — 2 toxin, HT — 2 toxin a zearalenon. Dulezitym faktorem vzniku mykotoxinti je pocasi
v daném roce. Napadeni je¢mene se projevuje hnédymi skvrnami na obilkédch, coz je obtizné
identifikovatelné. Pro spravné nacasovdni ucinné ochrany je dulezité sledovani podminek
v obdobi od konce kvétna do konce cervna. Jednd se o délku slunecniho svitu, srazky,
maximdlni a minimdlni teploty, vzduSnou vlhkost. Zdroje infekce mohou zistdvat
na hostitelskych rostlindch az tii roky. Ke kontaminaci je¢mene muze dojit behém vegetaci
ipti skladovani. Aplikaci fugicidli a preventivnivh opatfeni lze vyznamné sniZit produkci
mykotoxint.
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2.11.2 Ve sladu

U nékterych mykotoxinti, jako napiiklad DON, mlZe pii maceni jemene jejich obsah
klesnout. Je to pravdépodobné zplisobeno rozpustnosti ¢i vyplavenim necistot a zbytkd.
Fusérie jsou vSak stdle schopny produkce mykotoxinii i po ukonceni stadii sladovani.
Pfi sledovani infikovaného je¢mene béhem sladovani, se zjistilo, Ze se obsah mykotoxinl
muze zvysit. Jako nejlepsi z hlediska prevence se zatim jevi oSetfeni jeCmene jiZ ve stadiu
vegetace. Ozafovani a oSetfovani jecmene ozénem pied zacatkem sladovini je ve stidiu
vyzkumi. Tyto metody nezanechaji Zadné residua mykotoxint.

2.11.3 V pivu

Mykotoxiny se mohou do piva dostat nejen ze sladu, ale i zchmele. ZvySeny obsah
mykotoxinll v pivé mlze zplsobovat piepéiovani piva tzv. gushing. Nové byl v pivu, vedle
DON a acetylovanych forem DON, prokdzan také konjugat DON-3-Glc, ktery se v pivu
nachdzi v koncentracich srovnatelnych ¢i dokonce pievySujicich koncentrace DON.
Kontrolami, pe€livym vybérem jeCmene a chmele lze vyrazn€ sniZit obsah mykotoxinl
v pivé.

2.11.4 Legislativa

Podle natfizeni Komise Evropskych spolecenstvi ¢. 1881/2006 jsou stanoveny maximalni
limity nékterych kontaminujicich litek v potravinich. Témito stanovami se fidi i CSPS a
ve svém metodickém doporuceni shrnuje maximdlni limity mykotoxind, které mohou
kontaminovat pivovarské suroviny. [15]

Tab. 8: Sladovnicky je€men, vyrobky z jeCmene

Mykotoxiny Maximalni limity pg.kg™
Zavazné pozadavky
Aflatoxin B, 2,0
> Bi+B+G+G, 4,0
Ochratoxin A 3,0
Deoxynivalenol 1250,0
Zearalenon 100,0
Fumonisiny ) B+B, 1000,0
Doporucené pozadavky

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

Mykotoxiny Maximalni limity pg.kg™
Doporucené pozadavky

Aflatoxin B, 20,0

> Bi1+B+G+G; 40,0

Sterigmatocystin 20,0

Patulin 100,0

Ochratoxin A 10,0

2.12 Moznosti stanoveni vybranych mykotoxini v je¢meni a sladu

Analytické stanoveni mykotoxinli se skldda z nékolika na sebe navazujicich krokt, z nichz
kazdy rozhoduje o vysledku analyzy. [16]

2.12.1 Odbér a zpracovani vzorku

Odbér a zpracovani vzorku je prvnim a velmi dileZitym procesem. Vzorky potravinovych
surovin, potravin a krmiv jsou ¢asto nehomogenni. Odbéry se musi provadét z Sarzi o znacné
hmotnosti ¢i poctu jednotek. Odbér vzorku rozhodujicim zpiisobem ovliviiuje vysledky
stanoveni. Vzorky je nutné dezintegrovat ve vhodném zatizeni (napt. mlynek).

2.12.2 Extrakce

Provadi se na laboratorni tiepacce v uzaviené erlenmayerové barice, na homogenizatoru
nebo ultrazvukem. Vzhledem k charakteru a stdlosti mykotoxini se extrakce provadi
za laboratorni teploty. Jako rozpoustédlo se nejCastéji pouzivd methanol, octan ethylnaty,
chloroform, aceton a acetonitril, popfipad¢ jejich vodné roztoky. Po extrakci se vzorky
odstiedi poptipadé jeste prefiltruji.

2.12.3 Cisténi

Diive se provadélo extrakci z kapaliny do kapaliny. Metoda je zaloZzena na razné
rozpustnosti latek ve dvou nemisitelnych rozpoustédlech.

Imunoafinitni chromatografie (IAC)

V soucasné dob¢ se pouziva CiSténi extraktu mykotoxini na imunoafinitni kolonce, ma
vysokou specifitu a mensi spotiebu organickych rozpoustédel.
Protilatky obsazené v kolonce se reverzné spoji s mykotoxinem v extraktu a tim ho zachyti.
Mykotoxin je ndsledné¢ pomoci elucnich smési z kolonky eluovédn. Pouziva se pro stanoveni
napft.aflatoxinti B, G, M, ochratoxinu A, deoxynivalenolu, fumonisinu B; a zearalenonu.
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Extrakce na pevnou fazi (SPE)

Jako dal$i moZnost se pouZziva ¢isténi na kolonkdch SPE (solid phase extraction). Obsazené
sorbenty jsou nepoldrni, stfedn¢ polarni a polarni materidly na bdzi modifikovaného
silikagelu. Chromatograficky sloupec kolonky je nejdiive promyt extraktem mykotoxinu, ten
se zachyti na startu sloupce, a ndsledn¢ promyvan elucni smési, kterd mykotoxin uvolni.

2.12.4 Analytické metody

Mykotoxiny jsou nej¢astéji stanoveny imunochemickymi a chromatografickymi metodami.

Imunochemické metody (ELISA)

Imunoenzymatickd reakce je zaloZena na reakci antigenu (mykotoxinu) s protildtkou, u niz

se méfi mnoZstvi navdzanych latek pomoci pfiddni enzymem oznaceného antigenu c¢i
protilatky. Méteni se provadi spektrofotometricky (zavislost absorbance na koncentraci). [16]

HRP-Linked Antibody

~—
@‘

A\ sn'u;l
w / u .|
N
Detection Antibody) - ¥ *
I [ i #
M |
Target Prol
NN S
Capture Antibody

Sandwich Elisa

Obr. 18: ELISA [17]
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Chromatografické metody

Chromatografie je jedna z nejvyznamnéj$ich analytickych metod. Je to separacni technika,
kterd vyuzivéa déleni sloZzek mezi dvéma fazemi, stacionarni a mobilni. Dochézi k transportu
molekul slozek mobilni fazi, ty mohou byt zachyceny staciondrni fdzi, a proto se pfi
transportu zdrzuji. Jednotlivé slozky se rozdéli podle interakei s jednotlivymi fazemi.

Chromatografické techniky se d€li podle toho, v jakém skupenstvi se nachdzi mobilni faze,
podle uspotfadani staciondrni faze a podle separaéniho mechanismu:

Skupenstvi
- Kapalinova chromatografie (LC)
- Plynova chromatografie (GC)

Usporadani stacionarni faze

- Plosné: papirova (PC), tenkovrstvd (TLC) a vysokoucinnd tenkovrstva chromatografie
(HPTLC)

- Kolonové: vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC)

Separa¢ni mechanismus

- Rozdélovaci

- Adsorpéni

- lontové — vyménny
- Gelovy

- Afinitni

TLC

Ke stanoveni mykotoxinli se pouzivd vyjimecné, slouzi spiSe jako orienta¢ni metoda pro
kvalitativni stanoveni. Dnes se ¢asto pouziva jeji modifikovana verze, dvourozmérnd TLC.
Kapalny vzorek se nand$i na zacdtek desticky. K separaci dochdzi uniSenim spolu
s rozpoustédlem v tenké vrstvé sorbentu. Detekce se provadi vizudlné, pokud sloZky nejsou
tvofeny barevnymi latkami provede se zviditelnéni acrosolem. Cinidlo reaguje se slozkami za
vzniku barevnych sloucenin. [16]

GC, GC/MS

Plynovd chromatografie se pouzivd k separaci tékavych, termicky stabilnich latek
s relativni molekulovou hmotnosti mensi nezZ 1000. Vzorek se davkuje do proudu plynu, ktery
jej dal undsi kolonou. Zde se slozky separuji na zdklad€¢ rizné afinity ke stacionarni fazi.
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Slozky opoustéjici kolonu indikuje detektor. Z ¢asového pribchu intenzity signdlu se urci
kvantitativni zastoupeni slozek.

Mezi komer¢né vyuzivané detektory patii plamenové ioniza¢ni detektor (FID), vodivostni
detektor (TCD) a detektor elektronového zachytu (ECD). Spojeni s hmotnostnim detektorem
GC/MS ma velky vyznam pfi ur€ovani nezndmych sloZzek smési. Ionty jsou analyzoviny
kvadrup6lovym analyzatorem nebo iontovou pasti. Pro kazdou sloZku ziskdme hmotnostni
spektrum, které se identifikuje porovndnim s knihovnou spekter slouc¢enin uloZenou
v pocitaci.

HPLC, LC/MS

Kapalinova chromatografie se pouziva ptredevsim k separaci smési latek, které jsou
netékavé nebo tepelné nestdlé. O separaci slozek vzorku rozhoduji interakce se staciondrni i
mobiln{ fizi. Béhem separace se analyt rozdéluje mezi stacionarni a mobilni fazi. Cas, ktery
strdvi v jedné nebo druhé fazi, zdvisi na afinit¢ analytu ke kazdé z nich. U kapalinové
chromatografie postupuje mobilni fize plisobenim gravitacni sily, zatimco u vysokoucinné
kapalinové chromatografie je tieba pouzit Cerpadlo k docileni vysokého tlaku v systému.
Detektory v HPLC by mély byt selektivni pro analyt a mélo citlivé na mobilni fazi. Prito¢na
cela detektoru musi snést tlak mobilni faze a udrzet tésnost. Fotometrické detektory patii
k nejbéznéji pouzivanym. méif absorbanci eludtu vychdzejici z kolony. Pro optiméln{ citlivost
musi byt zajiSténa dostateCnd absorpCni drdha pritocné kyvety, jiz prochdzi paprsek.
Jednodussi detektory méii pti jedné vinové délce, slozit€jsi umoZziuji nastaveni vinové délky
pomoci monochromatoru. Nejdokonalej$i jsou schopny pomoci diodového pole proméfit
absorp¢ni spektrum v urcené oblasti vlnovych délek. Citlivost je pro riizné latky riznd a pti
zvolené vlnové délce zdvisi na velikosti moldrnitho absorpéniho koeficientu latky.
Fluorescencni detektory jsou zaloZeny na principu fluorescence tedy schopnosti latky
absorbovat ultrafialové zareni a nasledn¢ vysilat zafeni o vyssi vinové délce. Toto zafeni se
méti fotondsobiCem kolmo na smér vstupujiciho zafeni. Lze jej vhodné kombinovat
s fotometrickym detektorem.

HPLC ve spojeni s hmotnostniho detektorem HPLC/MS pftindsi velké vyhody pii uréovani
neznamych slozek smési. Hmotnostni spektrometrie je separacni a zaroven analytickd metoda.
Jeji podstatou je separace molekulovych iontll a fragmentii analyzované latky, které vznikly
ionizaci molekul v magnetickém poli. Ionty jsou analyzovany kvadrupdlovym analyzitorem
nebo iontovou pasti Zménami intenzit elektrického a magnetického pole lze dosdhnout
rozvinuti hmotnostniho spektra. [18]

2.13 Hmotnostni spektrometr finnigan LCQ Advantage MAX

Iontovy zdroj Ion Max API umoZziuje vyménu sondy (Probe), a miiZze tak pracovat v médu
APCI nebo ESI. Miize generovat kladné nebo zdporné ionty.

ESI je tzv. m¢kka ionizacni technika a je velice uZite¢nd pii analyze poldrnich molekul
s relativni molekulovou hmotnosti mensi nez 100 000.
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APCI je také mékkd ioniza¢ni technika. Je pouZzitelnd k analyze méné€ polarnich latek
s relativni molekulovou hmotnosti do 1 500. Pii priichodu tryskou (APCI Nozzle) se roztok
vzorku za pomoci proudu dusiku rozprasuje do vaporizéru, kde se odpatuje rozpoustédlo.
Na jehlu (Corona discharge needle) je vloZen vysoky potencidl. Vytvéii se koronovy vyboj,
ktery prostfednictvim série chemickych reakci s rozpoustédlem a dusikem formuje ionty
analytu.

Ionty jsou nasdvany do vyhiivané kapilary (Ion transfer capillary), ktera je transportuje
do iontové optiky.

100,000 +

Electrospray lonization

10,000 ~

1000 4

Molecular Waight

10 T
Monpaolar Very Polar

Palarty

Obr. 19: Graf - pouZiti ionizacnich technik v zdvilosti na molekulové vdze [19]
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Obr. 20: Vysokotcinny kapalinovy chromatograf Finnigan Surveyor s MS detektorem
Finnigan LCQ Advangate a prisluSenstvim
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Obr. 21: Mechanismus chemické ionizace za atmosferického tlaku (APCI)
v pozitivnim moédu [20)]

Iontova optika se sklddd ze dvou oktapoli, které usmérnuji a zaostiuji tok iontl
ptichazejicich z iontového zdroje. Plsobi také jako prechod z oblasti s atmosferickym tlakem
do oblasti vysokého vakua.

Hmotnostnim analyzatorem je zde iontova past a detektorem Elektronasobic.

Takovéto usporadani umoznuje dva médy méreni:
MS scan zahrnuje méteni pouze tzv. rodiCovskych iontt, tedy bez pouziti fragmentace.

MS" scan probihd ve dvou nebo vice fézich, pfi kterych jsou rodiGovské ionty
fragmentovény.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

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

Bakalarskd prace se zabyva optimalizaci ptipravy vzorkll jeCmene a sladu ke stanoveni
deoxynivalenolu. Byl sledovdn vliv délky ultrazvuku na mnozstvi vyextrahovaného
deoxynivalenolu ze vzorku jeCmene a sladu. Deoxynivalenol byl déle stanoven metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS/MS).

Pro experiment byl pouZit vzorek odridy jeCmene Jersey a zn¢j vyrobeného sladu,
s ptfedplodinou kukufice, v experimentalni varianté: uméld infikace plisni Fusarium, oSetieni
fungicidem a adjuvantem

3.1.1 Princip metody

DON je ze vzorku extrahovdn vodou. Extrakt je pfecistén pies imunoafinitni kolonku
DONPREP. Kvantifikace obsahu DON je provddéna pomoci kapalinové chromatografie
s hmotnostni (MS) detekci.

3.1.2 Pristroje a zarizeni

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Finnigan Surveyor s MS detektorem Finnigan LCQ
Advangate a piisluSenstvim

Analytické vahy

Predvazky

Chladnicka s mraznickou

Laboratorni mlynek

Ultrazvukova lazen

Laboratorni odstredivka

Zatizeni pro vyrobu deionizované vody
Imunoafinitni kolonky (DONPREP)
Sklenéné filtry (napt. Whatman)
Hamiltonovy stiikacky (100, 50, 25ul)
Kalibrované odmérné sklo

3.1.3 Chemikalie, roztoky, materialy

Deoxynivalenol, standard o ¢ = 100pg.ml”’
Methanol, ¢istota pro HPLC nebo vyS$si
Deionizovana voda

Octan amonny
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3.1.4 Priprava roztoku

0,01 molarni octan amonny
Do 800ml kddinky se navazi 380 + 10mg octanu amonného. Pfidd se 500ml deionizované
vody a kéddinka se vloZi na cca 5 minut do ultrazvukové lazné¢.

Zasobni roztok DON o koncentraci 1ug/ml

10ul standardu DON o ¢ = 100ug.ml”’ se naddvkuje pomoci 25u1 Hamiltonovy stifkacky
do 1 ml smési MeOH : H,O 50 : 50 (v : v). Tento zdsobni roztok je stabilni pfti teploté -3 °C
po dobu 1 mésice ve tmé.

Kalibra¢ni roztoky

Kalibrac¢ni roztoky se ziskaji naddvkovanim 10, 20, 50, 100 a 200ul zdsobniho roztoku
DON o ¢ = Ipg.ml” (pomoci Hamiltonovy stifkadky o objemu 25, 50 nebo 100ul) do smési
MeOH : H,0, 50 : 50 (v : v). Timto vzniknou kalibra¢ni roztoky o koncentraci 10 — 200ng.ml"
i

3.1.5 Pracovni postup
Extrakce

Do lyofiliza¢ni lahve se navazi 25 grami (s pfesnosti 0,01g) homogenizovaného vzorku
a prelije se 200ml deionizované vody. Vzorek se ddle extrahuje na ultrazvuku po dobu 10, 20
a 30 min. Homogenizovany vzorek se centrifuguje pfi 6000 ot.min" po dobu 10 minut.
V piipadé¢ zakalu se supernatant zfiltruje pfes sklenény filtr do predloZzené nadoby.

PrecisSténi a priprava vzorku pro HPLC - MS/MS analyzu
2 ml zfiltrovaného extraktu se aplikuji na imunoafinitni kolonku (DONPREP) pritokem
1-2 kapky za sekundu. K promyti se pouZije 5 ml deionizované vody. Eluce je provddéna

opakované (3x) 1,5 ml methanolu pritokem 1 kapky za sekundu nebo pomaleji.
Pted HPLC — MS/MS analyzou je mozZné vzorek zfiltrovat pfes nylonovy mikrofiltr.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Kalibrace

Kalibra&ni roztoky o koncentracich 10, 20, 50, 100 a 200ng.ml'byly analyzovany metodou
HPLC-MS/MS. Byla sestrojena kalibra¢ni kiivka (Obr. 22) zavislosti koncentrace standardu
deoxynivalenolu na ploSe piku (Tab. 10). Kalibra¢ni kfivka je v daném rozsahu linedrni.

Tab. 10: Kalibrace

Kalibrace
c[ng.ml"] | plocha piku
10,02 3275,0
20,04 18265,5
50,1 70391,5
100,2 159615,0
200,4 398109,5
Kalibrace

450000,0

400000,0 -
_ 350000,0 -
& 300000,0
o 250000,0 -
§ 200000,0 - y = 2074,1x - 28015
2 150000,0 - . R? = 0,0935

100000,0 -

50000,0 -
0,0 < T T T T 1
0 50 100 150 200 250
c[ng/mi]

Obr. 22: Graf - Kalibrace

4.2 Podminky analyzy:

HPLC

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf: Finnigan Surveyor

Kolona: Luna 5p Phenyl — Hexyl 100A 150x4,6mm

Mobilni faze: methanol/10mM octan amonny, 20/80 (v/v), gradientova eluce
Priitok: 0,5ml.min""

Teplota kolony: 40°C
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Objem néstiiku: 25 ul

MS

Hmotnostni detektor: Finnigan LCQ Advangate

Iontovy zdroj: APCI, negativni méd

Skenovaci méd: MS/MS

Monitorované ionty m/z: DON 355> 295 (265)

4.3 Stanoveni deoxynivalenolu ve vzorku je¢mene a sladu metodou LC-MS/MS

Pro stanoveni optimdlni délky pouziti ultrazvuku pro extrakci deoxynivalenolu byly
provedeny tfi varianty délky ultrazvukovéani (10, 20 a 30 minut). Naméfené vysledky jsou
znazornény v Tab.11. Ke stanoveni deoxynivalenolu byla pouZzita metoda HPLC-MS/MS .

Tab. 11: Koncentrace deoxynivalenolu ve vzorcich je¢mene a sladu

Cas[min] oznaceni vz. plocha piku z kalibrace clug.kg']
10 jecmen_| 121817,0 71,04 426,3
20 jecmen_llI 39631,5 30,72 184,3
30 jecmen_llI 48258,5 34,95 209,7

10 273577,0 145,51
20 283064,5 150,16
30 259661,5 138,68
Koncentrace deoxynivalenolu
1n00e
a00 4
200+
7004
GO0+
c[Hglkg] 5001
400
3001
2004
1001
0e
10 20 30
éas [min]

Obr. 23: Graf — Zdvislost koncentrace deoxynivalenolu na dobé extrakce ultrazvukem
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Z vysledkt (Obr. 23) vyplyva, Ze prodlouzeni délky pouZiti ultrazvuku nemd vliv
na vyextrahovani deoxynivalenolu ze vzorku sladu. Analytické metoda, pouZivand na VUPS
(10 minut extrakce ultrazvukem) je dostatecnd. Po 10 minutdch pouZiti ultrazvuku ziistava
obsah deoxynivalenolu ve vzorku sladu neménny. Vysledky v rozmezi 832-901 pg.kg™ lze
pokladat za shodné.

U vzorku je¢mene obsah deoxynivalenolu kolisal v rozmezi 184-426 pgkg'. U vzorku
,JeCmen_I* byla koncentrace deoxynivalenolu dvojnidsobna oproti vzorkiim ,JeCmen_II*“ a
sjecmen_III“. U vzorku ,Je¢men-II* a ,Je¢men_III* se jiZ obsah deoxynivalenolu vyrazné
neménil Lze predpoklddat, Ze na vyssi obsah deoxynivalenolu ve vzorku je¢mene ,,JeCmen_I*
meéla vliv délka extrakce. Pti del$i dobé pouziti ultravuku by mohlo dochdzet k rozpadu
analytu. Z dtvodu loziskového vyskytu mykotoxinu ve vzorcich je ale i mozné, Ze vzorek
nebyl dostate¢n¢ homogenizovany. Proto by bylo dobré v experimentu dile pokracovat
s vétSim poctem vzorkd.

Naméifeny obsah deoxynivalenolu ve vzorku sladu byl nckolikandsobné vysSi nez obsah
deoxynivalenolu ve vzorku je¢mene. I pfesto obsah Zddného vzorku nebyl nad hygienickym
limitem, ktery je pro je¢men a slad 1250 pg.kg™.
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5 ZAVER

Tato bakaldiskd priace se zabyvd mykotoxiny, jejich vyskytem v obilovindcha a
moznostmi jejich stanoveni. NejvétSi pozornost byla vénovana Deoxynivalenolu, ktery se
vyskytuje v pivovarskych surovindch.

Byla vypracovéna literarni reSerSe zabyvajici se nejvyznamnéj$imi mykotoxiny a jejich
producenty. Déleni mykotoxinil neni jednoznacné, proto zde bylo uvedeno n€kolik moznych
variant. Tato ¢ast se zaméfila jak na vlastnosti mykotoxinii a moZzné ptiCiny jejich vzniku tak i
na jejich dopad v zeméd¢€lstvi a potravindiském primyslu. Je zde nastinéna toxicita a
struktura jednotlivych mykotoxinii a moZnd obrana pted jejich tvorbou. Ddle tato ¢ast prace
shrnuje vyskyt mykotoxinid v pivovarskych surovindch a jejich nésledky pii kontaminaci. Jsou
zde uvedeny suroviny uzivané v pivovarnictvi a jejich mozna kontaminace, dile vyroba sladu
a piva, pii které miZze opét dojit ke kontaminaci nebo zvySeni obsahu mykotoxinli. Smérnice
evropské unie limitujici obsahy jednotlivych mykotoxini v pivovarskych surovinich pifesné
stanovuji mnoZstvi mykotoxini, které tyto suroviny mohou obsahovat. Existuje vice moznosti
jejich stanoveni, je proto nutné rozd¢lit tyto moznosti podle presnosti, rychlosti a finan¢ni
naro¢nosti. Od jednoduchych a dostupnych testi ELISA az po nejndrocn€j$i stanoveni
pomoci HPLC.

V experimentdlni ¢4sti byla provedena optimalizace piipravy vzorku jeCmene a sladu
ke stanoveni mykotoxinu deoxynivalenol. Byl sledovan vliv délky ultrazvuku na mnoZzZstvi
vyextrahovaného deoxynivalenolu ze vzorku jeCmene a sladu. Bylo zde objasnéno, zZe
analytickd metoda pouzivand na VUPS je dostate¢nd a neni tedy nutno provadét extrakci
na ultrazvuku déle neZ deset minut. K prokdzani tohoto tvrzeni byl obsah deoxynivalenol
stanoven na piistroji HPLC — MS/MS Finnigan Surveyor s detektorem Finnigan LCQ
Advangate.

AZ 25% celosvétové sklizn¢ je kontaminovdno mykotoxiny. Je nutné konstatovat, Ze
mykotoxiny jsou velmi nebezpecné latky, které jsou bohuZel rozsitené v potravindiském
1 hospodaiském primyslu. Je tieba se jim brénit a vyhybat at’ uz dostateCnym oSetfenim
plodin pfi jejich péstovdni ¢i naslednym dodrZenim striktnich podminek pti skladovéni.
Pokud ani tyto kroky nedostacuji je nutné velmi podrobné monitorovani je¢mene a slad
metodami HPLC pted jejich ndslednym uZziti v potravinarském pramyslu..
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Tab. tabulka

kys. kyselina

HPLC high-pressure liquid chromatography
Obr. obrazek

ZON Zearalenon

OTA Ochratoxin

FDA Food and drug administartion

NIV Nivalenol

DAS Diacetoxyscirpenol

CKT cylindrokénické tanky

TLC thin layer chromatography

MS mass detector

uv ultraviolet

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
API atmosféricky ionisator

ESI electrospray ionisation

GC Gas chromatography

APCI Atmosferic pressure chemical ionization
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8 SEZNAM PRILOH

Obr. 24: Chromatogram: vzorku sladu umeéle infikovaného plisni Fusarium, oSetFeného
fungicidem a adjuvantem a standardu deoxynivalenolu

Obr. 25: MS/MS spektrum standardu deoxynivalenolu
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9 PRILOHY
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Obr. 24: Chromatogram: vzorku sladu uméle infikovaného plisni Fusarium, oSetFeného
fungicidem a adjuvantem a standardu deoxynivalenolu
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Obr. 25: MS/MS spektrum standardu deoxynivalenolu
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