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ABSTRAKT  
Vypracovaná disertaèní práce se zabývá problematikou mykotoxinù v pivovarských 

surovinách a pivu. Pozornost byla vìnována pøedevším vybraným fusariovým mykotoxinùm 
(deoxynivalenol, zearalenol, T-2 toxin a HT-2 toxin),  ochratoxinu A a aflatoxinùm B1, B2, G1 
a G2.  

Náplní disertaèní práce bylo optimalizovat a validovat analytické metody pro stanovení 
výše uvedených mykotoxinù v pivovarských surovinách a v pivu. Pro separaci analytù byla 
použita metoda vysokoúèinné kapalinové chromatografie s hmotnostnì – spektrometrickou 
detekcí (HPLC-MS/MS) a metoda ultravysokoúèinné kapalinové chromatografie 
s fluorescenèní detekcí (UPLC/FLR).  

Tyto analytické metody byly následnì aplikovány pøi zmapování výskytu fusariových 
mykotoxinù ve sklizních sladovnického jeèmene v Èeské republice a v sladaøském a 
pivovarském prùmyslu pøi sledování úrovnì kontaminace mykotoxiny. 

Dále byly realizovány experimenty týkající se pøepìòování piva, nebo• primární gushing – 
pøepìòování piva – souvisí stejnì jako mykotoxiny s pøítomností mikroskopických vláknitých 
hub v surovinách pro výrobu piva.  

Práce, ve kterých jsou tyto metody podrobnì uvedeny, jsou souèástí disertace (P íloha!I!– 
V). Ze všech publikovaných výsledkù je zøejmé, že výskyt mykotoxinù v obilovinách vèetnì 
jeèmene je pøirozený a nelze mu zcela zabránit ani pøi dodržení podmínek správné 
zemìdìlské praxe. Je známo, že urèitý podíl mykotoxinù pøítomných v kontaminovaném 
sladovnickém jeèmeni mùže pøejít díky svým chemickým a fyzikálním vlastnostem 
do finálního produktu – piva. Nalezené koncentrace mykotoxinù však nepøedstavují 
významné zdravotní ohrožení spotøebitelù. 
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ABSTRACT  
The presented thesis deals with the issue of mycotoxins in brewing materials and beer. 

Attention was devoted mainly to the selected fusarium mycotoxins (deoxynivalenol, 
zearalenol, T-2 toxin, and HT-2 toxin) ochratoxin A and aflatoxins B1, B2, G1, and G2.  

The aim of the thesis was to optimize and validate analytical methods for the determination 
of the above mentioned mycotoxins in the brewing materials and beer. Analytes were 
separated using high-performance liquid chromatography with mass – spectrometric detection 
(HPLC-MS/MS) and ultra-performance liquid chromatography with fluorescence detection 
(UPLC/FLR).  

These analytical methods were then applied for mapping the occurrence of fusarium 
mycotoxins in malting barley crops in the Czech Republic and monitoring the level of 
contamination with mycotoxins in malting and brewing industries. 

In addition, experiments studying over-foaming of beer were conducted as primary 
gushing – over-foaming of beer – is connected, similarly as mycotoxins, with the presence of 
microscopic filamentous fungi in the raw materials for beer production.  

Studies describing in detail these methods are part of this thesis (Annex I – V). From all 
published results, it is evident that the occurrence of mycotoxins in cereals including barley is 
natural and cannot be completely prevented, not even if all conditions of correct agricultural 
practice are observed. It is known that some mycotoxins present in contaminated malting 
barley pass to the final product – beer due to their chemical and physical properties. However, 
the mycotoxin concentrations found do not mean any significant health risk for consumers. 
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1 ÚVOD 

Èeské pivo má mnohasetletou historii a tradice jeho výroby se dìdí z generace na generaci. 
O svìtovou povìst èeského piva se zasloužily vhodné podmínky pro pìstování sladovnického 
jeèmene a chmele. Pivovarství a sladaøství pøispívá výrazným zpùsobem èeské ekonomice.  
Výstav piva v ÈR èinil v loòském roce zhruba 18 000 000 hl. 

Pivo je slabì alkoholický nápoj, který se po staletí vyrábí z obilných sladù, vody a chmele 
za úèasti pivovarských kvasinek. Jeèmen setý je základní surovinou pro výrobu sladu 
v tradièních pivovarských zemích.  Tato starobylá rostlina prošla pøi domestikaci vývojem 
od pøevážnì potravináøského obilí po krmivo a sladovnické obilí (Basaøová et al., 2010; 
Hegrova et al., 2009). Složení mikroflóry zrna jeèmene je ovlivòováno zejména 
geografickými a klimatickými vlivy, výživou, aplikací fungicidù, množstvím srážek 
od poèátku metání do skliznì, odolností odrùd vùèi poléhání, podmínkami bìhem skladování 
jeèmene a hotového sladu atd.  

Na jeèmeni se vyskytuje široké spektrum fytopatogenních hub, které napadají rostlinu 
bìhem fází rùstu, zrání, skliznì (Fusarium, Alternaria, Stemphylium, Cladosporum) a 
skladování (Aspergillus, Penicillium, Rhizopus) (Bol et al., 1988; Niessen et al., 1992). 
Infekce jeèmene tìmito patogenními vláknitými mikromycetami vede k výnosovým ztrátám, 
snížení klíèivosti a sladovnické kvality zrna a v dùsledku mùže zpùsobit i pøepìòování piva - 
tzv. gushing  (Oliveira et al., 2012; Sarlin et al., 2005).  

Jako souèást svého sekundárního metabolismu mohou patogenní plísnì produkovat 
mykotoxiny.  Mykotoxiny lze definovat jako pøírodní produkty tìchto plísní, které evokují 
toxickou odezvu organismu už i ve velmi malých koncentracích; z tohoto dùvodu je jakákoliv 
kontaminace toxinogenními plísnìmi potenciálnì znaènì nebezpeèná (Bennett J. W., 1987). 
Plísnì rodu Fusarium jsou producenty fusariových mykotoxinù (trichotheceny, fumonisiny, 
zearalenon), plísnì r. Aspergillus produkují zejména aflatoxiny a ochratoxin A je nejèastìji 
produkován plísnìmi r. Penicillium a Aspergillus (Creppy E. E., 2002; Capriotti et al., 2010). 

Vláknité houby pøedstavují významné bezpeènostní riziko pro  pivovarský prùmysl 
(Oliveira et al., 2012). Pøi sladování kontaminovaného jeèmene vznikají výhodné podmínky 
pro rozvoj plísní a mykotoxinù (Papadopoulou et al., 2000; Wolf-Hall, 2007). V prùbìhu 
celého pivovarského procesu mohou mykotoxiny pøejít z kontaminovaného jeèmene do sladu 
a následnì i do piva (Wolf-Hall, 2007; Bertuzzi et al., 2011). Mykotoxiny jsou velmi 
chemicky i tepelnì stabilní slouèeniny, které není možné z kontaminovaných komodit zcela 
odstranit (Zöllner et al., 2006; Oliveira et al., 2012).  

Vysoká toxicita mykotoxinù a jejich variabilní výskyt je pøedurèují k regulaci legislativou, 
tedy k nastavení maximálních limitù v jednotlivých potravinách a surovinách pro výrobu 
potravin (Capriotti et al., 2010). Maximální povolené limity vybraných mykotoxinù 
v potravinách jsou pro všechny èlenské státy EU stanoveny Naøízením komise (ES) 
è.1881/2006. 

Pro stanovení mykotoxinù bylo popsáno velké množství analytických metod. Jako rychlá 
testovací (screeningová) metoda se nejèastìji používá imunochemická metoda ELISA 
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Moderní analytické metody pro stanovení 
mykotoxinù jsou založeny vìtšinou na kapalinové chromatografii s UV, fluorescenèní nebo 
hmotnostnì  spektrometrickou detekcí (LC/MS) (Zöllner et al., 2006; Capriotti et al., 2010).  
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2 HLAVNÍ!CÍLE!P#EDKLÁDANÉ!DISERTA"NÍ!PRÁCE  

Pøedkládaná disertaèní práce se zabývá problematikou výskytu mykotoxinù 
v pivovarských surovinách a pivu. Pozornost je vìnována pøedevším fusariovým 
mykotoxinùm, ochratoxinu A a aflatoxinùm. 

 
Hlavní cíle disertaèní práce jsou následující: 

ü  Optimalizovat a validovat analytické metody LC/MS a UPLC/FLR pro stanovení 

vybraných mykotoxinù v pivovarských surovinách a pivu (P íloha!I,!II, III)  

ü  Pomocí novì zavedených metod sledovat hladinu výskytu vybraných fusariových 

mykotoxinù, aflatoxinù B1, B2, G1 a G2, a ochratoxinu A ve sladovnickém jeèmeni, sladu 

a nìkterých meziproduktech výroby sladu a piva; zmapovat hladinu výskytu tìchto 

mykotoxinù v pivech z obchodní sítì ÈR (P íloha!I,!II,!III,!IV)  

ü  Posoudit existenci vztahu mezi vybranými mykotoxiny a pøepìòováním piva, 

tzv. gushingem (P íloha!V) 

 

 POZNÁMKA: Zvýraznìný text informuje o pøíspìvku autorky k diskutovanému tématu vždy 
s referencí na odpovídající pøílohu. 
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3 MYKOTOXINY V PIVOVARSKÝCH!SUROVINÁCH  

3.1 Charakteristika mykotoxinù 

Mykotoxiny jsou sekundární metabolity mikroskopických vláknitých hub, které patøí mezi 
významné toxiny pøírodního pùvodu. Jejich název je kombinací øeckého výrazu pro houbu 
„mykes“ a latinského slova „toxicum“, které znamená jed (Žabka et al., 2002; Malíø et al., 
2003).  

Otravy zpùsobené mykotoxiny, mykotoxikózy, jsou popisovány již od starovìku, i když 
jejich pùvod nebyl v té dobì znám. K nejstarším popsaným mykotoxikózám patøí ergotismus, 
alimentární toxická aleukie a onemocnìní ze žluté rýže. Mykotoxiny se, s ohledem na jejich 
všudypøítomnost, mohou vyskytovat na všech úrovních potravního øetìzce èlovìka i 
hospodáøských zvíøat. Ke kontaminaci mùže docházet už v dobì pìstování obilovin na poli, 
stejnì tak i bìhem jejich skladování (Krska et al., 2001; Velíšek et al., 2009). 

Vzhledem k rozlièným toxickým úèinkùm mykotoxinù a jejich teplotní odolnosti 
pøedstavují mykotoxiny neustálé potenciální riziko pro zdraví lidí a zvíøat. Nejzávažnìjší 
riziko pøedstavuje zejména jejich hepatotoxicita a neurotoxicita (Eaton et al., 2010). Akutní 
toxické úèinky mykotoxinù jsou v souèasnosti pozorovatelné pouze ve výjimeèných situacích 
a vìtší význam je pøikládán pozdním toxickým úèinkùm jako jsou karcinogenita, 
imunotoxicita a vývojová toxicita, k nimž dochází pøijímáním jednorázových nízkých dávek 
nebo opakovaných malých dávek z potravin. Potraviny mohou být kontaminovány i více než 
jedním mykotoxinem, což mùže riziko ještì zvyšovat (Speijers et al., 2004). Je proto nutné 
jejich pøítomnost v potravinových surovinách neustále sledovat.  

Z hlediska zdraví èlovìka má v celosvìtovém mìøítku nejvìtší význam pìt mykotoxinù 
nebo jejich skupin, a to aflatoxiny, ochratoxin A (OTA), fumonisiny, trichotheceny a 
zearalenon (Polišenská et al., 2010). 

Mykotoxiny pøedstavují skupinu slouèenin, jejichž molekulová hmotnost bìžnì 
nepøesahuje 1000 Da. Z chemického hlediska se mykotoxiny øadí mezi vysoce stabilní 
nízkomolekulární organické slouèeniny nebílkovinné povahy (Ježková et al., 2009). Nelze je 
jednoduše zaøadit do jednotlivých skupin slouèenin pouze na základì chemické struktury 
bez souèasného zohlednìní jejich výskytu, producentù nebo charakteru a intenzity 
vyvolávaných toxických úèinkù. Produkce mykotoxinù toxinogenními kmeny je podmínìna 
øadou faktorù a za urèitých podmínek k ní nemusí docházet. Ne všechny kmeny potenciálnì 
toxinogenních mikromycet jsou toxinogenní. Urèitý mykotoxin mùže být produkován 
zástupci nìkolika rodù toxinogenních mikromycet, dva i více mykotoxinù mohou být 
produkovány urèitým druhem toxinogenních mikromycet. Prùkaz toxinogenního kmene 
jednoznaènì neznamená indikaci kontaminace daného substrátu mykotoxiny (Malíø et al., 
2003; Velíšek et al., 2009) 

Jako pøirozené kritérium klasifikace mykotoxinù lze použít mechanismus biosyntézy 
základního skeletu jejich molekuly. Existuje souvislost tvorby toxických metabolitù 
s metabolity primárními prostøednictvím meziproduktù, jež jsou jejich spoleènými 
prekurzory. Øada významných mykotoxinù vzniká tzv. polyketidovou cestou (napø. patulin, 
ochratoxiny, citrinin, zearalenon, aflatoxiny). Meziproduktem podílejícím se na výstavbì 
pøíslušného polyketidu je acetylkoenzym A, který se v primárním metabolismu uplatòuje pøi 
výstavbì mastných kyselin a jiných slouèenin. Druhá významná biosyntéza mykotoxinù 
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vychází z mevalonové kyseliny. Z tohoto meziproduktu vznikají trichotheceny, které obsahují 
ve své molekule seskviterpenový skelet. Nejvýznamnìjšími producenty toxikologicky 
závažných mykotoxinù jsou mikroskopické vláknité houby rodù Aspergillus, Penicillium a 
Fusarium, viz. Tab. 1 (Creppy E. E., 2002; Velíšek et al., 2009). 

Tab. 1: Pøíklady nejvýznamnìjších mykotoxinù produkovaných mikroskopickými houbami 
rodù Aspergillus, Penicillium a Fusarium (Velíšek et al., 2009; Malíø et al., 2003)  

Hlavní producent Dominantní toxický sekundární metabolit 

Aspergillus spp.  

A. clavatus patulin, cytochalasin E 
A. flavus aflatoxiny B1 a B2, cyklopiazonová kyselina 
A. niger ochratoxin A 
A. ochraceus ochratoxiny, penicillová kyselina 
A. oryzae cyklopiazonová kyselina 
A. parasiticus aflatoxin B1, B2, G1, G2 
A. terreus citreoviridin, citrinin, patulin 
A. tamarii cyklopiazonová kyselina 
A. versicolor sterigmatocystin, cyklopiazonová kyselina 

Penicillium spp.  

P. aurantiogriseum peniciliová kyselina 
P. brasilianum citrinin, ochratoxin A, cyklopiazonová kyselina 
P. camenberti cyklopiazonová kyselina 
P. chrysogenum cyklopiazonová kyselina 
P. citreonigrum citreoviridin 
P. citrinum citrinin 
P. griseofulvum cyklopiazonová kyselina, patulin 
P. roqueforti patulin, peniciliová kyselina 
P. verrucosum ochratoxin A, citrinin 

Fusarium spp.  

F. acuminatum DAS, monoacetoxyscirpenol, HT-2, T-2 toxin 
F. avenaceum moniliformin, T-toxin 
F. chlamydosporum moniliformin. T-2 toxin, HT-2 toxin 
F. culmorum DON, NIV, ZON, T-2 toxin 
F. graminearum DON, NIV, DAS, ZON 
F. nivale T-2 toxin, FUS-X 
F. oxysporum moniliformin, T-2 toxin, nivalenol 
F. poae DON, fusarenon X, DAS, HT-2 a T-2 toxin, 
F. semitectum ZON, T-2 toxin, DAS, NV, FUS-X 
F. sporotrichioides DON, DAS, NIV, HT-2 a  T-2 toxin, ZON 
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3.2 Faktory ovlivòující produkci mykotoxinù 

Pøi pìstování kulturních plodin vzniká øada složitých vztahù a interakcí mezi rostlinou, 
mikroskopickými houbami, hmyzem a zpùsobem ošetøování rostlin. Tyto interakce pak 
ovlivòují produkci a obsah mykotoxinù v potravinových surovinách. Pokud se používají 
vhodná agrotechnická opatøení, dá se pøedpokládat, že potravinová surovina bude zdravotnì 
nezávadná z hlediska obsahu mykotoxinù. Jestliže dojde k selhání vlastních obranných 
mechanismù rostliny a agrotechnická opatøení nebudou dostateèná, potravinová surovina bude 
pravdìpodobnì obsahovat mykotoxiny (Velíšek et al., 2009). Faktory, které podmiòují rozsah 
kontaminace zemìdìlských plodin mykotoxiny (tzv. „polní mykotoxiny“) za polních 
podmínek jsou následující:  

 vlastní rezistence kultivaru vùèi napadení vláknitými houbami 
 míra fyziologického stresu, kterému jsou rostliny vystaveny 
 virulence patogenní vláknité houby 
 typ produkovaného mykotoxinu 
 schopnost rostliny resp. rostlinných enzymových systémù degradovat mykotoxiny 
 interval mezi sklizní a koncentraèním cyklem produkce mykotoxinù  
 klimatické pomìry (Radová et al., 2002) 

 

 
 

Obr. 1: Faktory ovlivòující napadení plísnìmi (Hajšlová, 2008) 

V období po sklizni, tj. bìhem transportu, zpracování èi skladování mùže dojít 
ke kontaminaci zemìdìlských produktù mykotoxiny (tzv. „skladovací mykotoxiny“. Faktory, 
které ovlivòují rozvoj vláknitých hub v posklizòovém období, lze rozdìlit do tøí skupin: 
biologické faktory (vlastnosti daného kmene, kompetitivní mikroflóra, velikost inokula), 
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chemické faktory (typ substrátu, pøítomnost fungicidních látek) a podmínky v prostøedí 
(teplota, vodní aktivita aw, složení atmosféry, pøítomnost svìtla) (Velíšek et al., 2009). 

Kritickým faktorem limitujícím rùst vláknitých hub je obsah dostupné vlhkosti (vodní 
aktivita). Vnìjší obalové vrstvy zrn jsou pro houby pøirozenou bariérou. Pokud dojde bìhem 
skliznì, transportu nebo dùsledkem technologických úprav k porušení tìchto vrstev, mohou 
spóry vláknitých hub získat pro svùj rùst potøebné živiny, které jsou obsaženy ve vnitøních 
èástech zrn (Malíø et al., 2003; Velíšek et al., 2009; Radová et al., 2002). 

V pracovním a životním prostøedí èlovìka se mùže vyskytovat øada dalších zdrojù 
vláknitých mikromycet. Kromì zemìdìlství se jedná o prùmyslovou výrobu (kde se 
manipuluje s organickým materiálem), zástavby obytných domù se zahradami, èistírny 
odpadních vod. Spóry vláknitých mikromycet se vìtrem mohou dostat z uvedených zdrojù 
klimatizací èi okny do prostøedí a následnì kontaminovat vhodný substrát. Dále jsou vnášeny 
do prostorù na pracovním odìvu a na obuvi osob. Na pøenosu spór vláknitých mikromycet se 
mùže podílet i hmyz (Malíø et al., 2003). 

Optimální cestu vedoucí ke snížení výskytu mykotoxinù v lidské potravì pøedstavuje 
komplex tøí základních preventivních opatøení: 

 Omezení infekce zemìdìlských plodin toxinogenními plísnìmi v období rùstu plodin 
 Rychlé a úèinné vysušení sklizených plodin a jejich správné skladování 
 Použití úèinných chemických pøípravkù proti rozvoji plísní v obou výše uvedených 

stupních zemìdìlské prvovýroby (Malíø et al., 2003). 

3.3 Plísnì rodu Fusarium 

Mikroskopické vláknité houby rodu Fusarium jsou významnými patogeny obilovin. Patøí 
mezi pùdní mikroorganismy vyskytující se v oblastech Evropy, Ameriky, Asie a Austrálie 
s mírnými klimatickými podmínkami. Na území Èeské republiky se jako nejèetnìjší patogen 
vyskytuje Fusarium graminearum, dále pøevládají druhy F. culmorum, F. avenaceum, F. poae 
a F. equiseti. K produkci toxických metabolitù dochází pøedevším pøi napadení druhy 
F. graminearum a F. culmorum (Havránková et al., 2012). Optimální podmínky pro rùst 
tìchto vláknitých hub je teplota 11 – 23 °C a vlhkost 95 – 100 % (Placinta, 1999; Creppy, 
2002; Malíø et al., 2003). 

Zrna jeèmene jsou infikována fusariemi bìhem kvetení i v dobì dozrávání. Nepøítomnost 
viditelných symptomù fusarií na obilce jeèmene nevyjadøuje skuteèný stav jejich výskytu. 
Zrna napadená v mléèné zralosti jsou silnìji prorùstána myceliem, èímž se zvyšuje nebezpeèí 
vyšší produkce mykotoxinù. Takto poškozená zrna vìtšinou nedosahují požadované velikosti 
a zèásti bývají odstranìna již bìhem tøídìní. (Šafránková, 2011). I když jsou mikromycety 
rodu Fusarium oznaèovány jako „polní plísnì“, za pøíznivých podmínek mohou rùst také 
v prùbìhu skladování (Vaughan et al., 2005; Fakhrunnisa; Hasmhi, M.H.; Ghaffar, A., 2006). 

 

 

Obr. 2: Zrno jeèmene a sladu infikované plísnìmi r. Fusarium, upraveno podle (Oliveira et 
al., 2012) 
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Fusarium head blight (FHB) je celosvìtovì rozšíøené houbové onemocnìní, které se 
vyskytuje nejèastìji u pšenice a jeèmene. Spektrum symptomù fuzarióz je velmi pestré podle 
obilního druhu a podle napadené èásti obilní rostliny. Druhy F. graminearum a F. culmorum 
jsou nejvýznamnìjšími pùvodci tohoto onemocnìní, jehož následkem je znehodnocení 
obilného zrna a možná tvorba fusariových mykotoxinù (Wolf-Hall, 2007). 

Kromì snížení kvality sladovnického jeèmene mùže být výsledkem metabolické èinnosti 
vláknitých mikromycet pøepìòování piva, tzv. gushing (Obr. 3), což je bouølivé a 
nekontrolované pøepìnìní baleného piva  (Hakanpaa et al., 2004; Sarlin et al., 2005; 
Shokribousjein et al., 2011; Lutteschmid et al., 2011). Napadení jeèmene rùznými plísnìmi 
pøedevším rodu Fusarium bìhem fází rùstu, zrání a skliznì je pokládáno za pøímou pøíèinu 
gushingu (Hakanpaa  et al., 2004; Sarlin et al., 2005; Shokribousjein et al., 2011; Gorjanoviè, 
2010). Obecnì se má za to, že primární gushing je vyvolán pøítomností tzv. hydrofobinù.  
Hydrofobiny jsou primární metabolity mikroskopických vláknitých hub. Jedná se o malé 
bílkoviny s molekulovou hmotností vìtšinou mezi 7 a 15 kDa (Shokribousjein et al., 2011). 
Mezi pøítomností mykotoxinù a pøítomností hydrofobinù nebyl nalezen žádný vztah, gushing 
piva však mùže pro spotøebitele být upozornìním na pøítomnost nìkterých mykotoxinù (Sarlin 
et al., 2005; Shokribousjein et al., 2011).  

 

Obr. 3: Pøepìnìní piva zpùsobené pøítomností produktù plísní (Linder et al., 2005) 

Byla sledována hladina deoxinyvalenolu a ochratoxinu A v pivech zakoupených z obchodní 
sítì Èeské republiky. Byla hledána možná souvislost mezi obsahem výše uvedených 
mykotoxinù a pøepìòováním tìchto piv (P íloha!V). 

3.4 Fusariové mykotoxiny 

Mezi nejvýznamnìjší toxiny produkované rodem Fusarium patøí trichotheceny, fumonisiny 
a zearalenony (Christian et al., 2011).  
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3.4.1 Trichotheceny 

Trichotheceny jsou skupinou mykotoxinù produkovaných nejménì 24 odlišnými druhy 
rodu Fusarium (Havránková et al., 2012). Produkce trichothecenù byla prokázána i 
u nìkterých kmenù rodu Myrothecium, Stachybotrys, Trichoderma nebo Verticimonosporium. 
V souèasné dobì je známo témìr  180 trichothecenù a jejich derivátù (Velíšek et al., 2009).  

Kontaminace trichotheceny má za následek širokou paletu projevù. Mùže docházet 
k rozlièným syndromùm, napøíklad ke snižování pøíjmu nebo totálnímu odmítání potravy, 
k podráždìní kùže a k dermálním nekrózám, zvracení, prùjmùm a krvácivosti. Trichotheceny 
jsou popsány i jako imunosupresory a inhibitory syntézy proteinù a DNA. Bez výjimky 
všechny trichotheceny vykazují pro živoèichy vìtší èi menší stupeò toxicity, vykazují i 
insekticidní efekt. Byla popsána i jejich fytotoxická aktivita. Toxicita je vysvìtlována 
pøedevším pøítomností epoxyskupiny (Cole et al., 1981). Trichotheceny vykazují pøímý 
biologický úèinek bez metabolické aktivace. Pøedpokládá se reakce s nìkterými bunìènými 
komponentami. Díky inaktivaci ribozomù dochází i inhibici syntézy proteinù. Nicménì 
Mezinárodní agentura pro výzkum rakoviny (IARC) trichotheceny mezi lidské karcinogeny 
nezaøazuje (Velíšek et al., 2009). 

Trichotheceny se odvozují od základního skeletu prvního známého èlenu této skupiny –
trichothekanu. Mají tetracyklickou seskviterpenovou strukturu, zahrnující šestièlenný 
heterocyklus s kyslíkem, epoxyskupinu v poloze C-12, C-13 a dvojnou vazbu v poloze C-9, 
C-10. Souhrnnì se proto oznaèují jako 12, 13-epoxy-9-trichotheceny. Podle 
charakteristických funkèních skupin se trichotheceny rozlišují do ètyø podskupin, a to A, B, C 
a D (Velíšek et al., 2009; Zöllner et al., 2006).  
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Obr. 4: Strukturní vzorce trichothecenù typu A a B 

Tab. 2: Funkèní skupiny nejvýznamnìjších trichothecenù A a B (Hajšlová, 2010) 

 
 

R1 R2 R3 

Typ A 
HT-2 OAc OAc OCOCH2CH(CH3)2 

T-2 OH OAc OCOCH2CH(CH3)2 

Typ B 

Nivalenol (NIV) OH OH OH 

Deoxynivalenol (DON) OH H OH 

3-Acetyl DON (3-AcDON) OAc H OH 

15-Acetyl DON (15-AcDON) OH H OAc 

Fusarenon X (FUS-X) OH OAc OH 
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Trichothecenové mykotoxiny se nacházejí pøedevším v obilovinách (jeèmen, pšenice, oves, 

kukuøice). Trichotheceny typu A a B jsou v  obilovinách široce rozšíøeny. Toxiètìjší 
trichotheceny typu C a D se vyskytují v potravinách a krmivech velmi zøídka (Zöllner et al., 
2006). 

T-2 toxin a HT 2 toxin: T-2 toxin byl poprvé izolován v roce 1968 z kultury Fusarium 
sporotrichioides Sherb. Z hlediska toxicity je T-2 nejzávažnìjší z trichothecenových 
mykotoxinù. Je významný svojí akutní toxicitou. Zpùsobuje onemocnìní známé jako 
alimentární toxická alexie (ATA), dále kožní problémy doprovázené krvácivými ložisky 
v oblasti hlavy a pohlavních orgánù pokusných zvíøat (Hajšlová, J., 2008). 

. HT-2 je neacetylovaná forma T-2 toxinu (Pestka, 2007; Velíšek et al., 2009). 
V obilovinách se bìžnì vyskytují T-2 a HT-2 souèasnì, jelikož jeden pøechází v druhý. Oba 
toxiny patøí mezi významné kontaminanty cereálií, pøedevším ovsa, žita, pšenice a jeèmene. 
K hlavním producentùm T-2 a HT-2 patøí druhy plísní jako Fusarim poae, F. sporotrichoides, 
F. equiseti a F. acuminatum. Jejich výskyt je v poslední dobì velmi èasto a v relativnì 
vysokých koncentracích zaznamenán v ovsu. Nedávné vìdecké výzkumy poukázaly na 
dùležitý jev, tzv. asymptotický výskyt tìchto mykotoxinù, který se projevil v testovaných 
vzorcích ovsa. Jedná se o to, že u této obiloviny nemusí být napadení fusariemi v prùbìhu 
vegetace vùbec pozorovatelné (na rozdíl od pšenice a jeèmene), plísnì se rozvíjejí latentnì a 
kontaminují ji svými sekundárními toxickými produkty (Hajšlová, 2008). 
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Obr. 5: Strukturní vzorec T-2 toxinu 
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Obr. 6: Strukturní vzorec HT-2 toxinu 

Deoxynivalenol (DON): Jedním z dosud nejvíce sledovaných trichothecenù B je 
deoxynivalenol. V roce 1973 byl v USA izolován z kukuøice napadené mikromycetami 
Fusarium graminearum. Pøi zkrmování kukuøice kontaminované deoxynivalenolem bylo 
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u prasat pozorováno zvracení (vomitus). Na základì toho byl odvozen triviální název tohoto 
mykotoxinu – vomitoxin (Pestka, 2007).  

Významným producentem deoxynivalenolu je Fusarium graminearum (nepohlavní forma 
Gibberella zeae), který se uplatòuje pøedevším v teplejších oblastech (optimální teplota rùstu 
je 25 oC). Dalším producentem je F. culmorum, který má nižší nároky na teplotu (optimum je 
21 oC). Výskyt DON v cereáliích je meziroènì velmi variabilní, závisí pøedevším 
na klimatických podmínkách v dané lokalitì, na typu pøedplodiny a na rezistenci dané odrùdy. 
V nìkterých letech lze prokázat pøítomnost tohoto mykotoxinu prakticky ve 100 % 
vyšetøovaných vzorkù (Velíšek et al., 2009).  
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Obr. 7: Strukturní vzorec deoxynivalenolu 

DON je z hlediska praktického výskytu trichothecenù považován za hlavní kontaminant 
potravin. Je indikátorem možné kontaminace dalšími trichothecenovými mykotoxiny. DON se 
èasto vyskytuje v obilovinách spoleènì s jinými mykotoxiny. Jde však naštìstí o jeden 
z nejménì toxických trichothecenù (Malíø et al., 2003; Velíšek et al., 2009). DON je èasto 
doprovázen acetylovanými izomery 3- a 15-acetyldeoxynivalenolem (ADONs), a také 
nivalenolem (NIV) (Pestka, 2007). 

3.4.2 Zearalenon 

Zearalenon (ZON) je nesteroidní estrogenní mykotoxin, který je sekundárním metabolitem 
vláknitých hub rodu Fusarium (F. culmorum, F. graminearum, F. cerealis, F. equiseti, F. 
semitectum). Z chemického hlediska se jedná o lakton kyseliny  ! -resorcylové. V souèasné 
dobì je izolováno 15 derivátù základní struktury zearalenonu. ZON je ménì toxický než 
ostatní mykotoxiny, v pøípadì jeho dostateèného množství se projevuje estrogenními úèinky 
(Malíø et al., 2003; Zöllner et al., 2006; Velíšek et al., 2009). 

ZON je ve skladovaném obilí velmi stabilní, zùstává nezmìnìn i po tepelném zpracování 
mouky nebo fermentaci. ZON je u nás velmi rozšíøený a vyskytuje se zejména v kukuøici, 
pšenici, žitu, jeèmeni a ovsu. Snadno dochází k jeho pøenosu do cereálních výrobkù, vèetnì 
chleba, sladu a piva. Vzhledem k tomu, že je ZON pomìrnì lipofilní, pøechází také 
do rostlinných olejù, zejména klíèkových. Pøi zpracování obilovin na mouku se jeho obsah 
díky odstranìní nejvíce kontaminovaných povrchových vrstev zrna v nìkterých frakcích a 
produktech snižuje (Velíšek et al., 2009). 

 

Byla optimalizována a validována analytická metoda HPLC-MS/MS pro stanovení vybraných 
fusariových mykotoxinù v pivovarských surovinách. V letech 2008 - 2011 byl provádìn 
dlouhodobý monitoring výskytu DON, ZON, T-2 a HT-2 ve sladovnickém jeèmeni na zemí 
Èeské republiky (P íloha!III) .  
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Obr. 8: Strukturní vzorce zearalenonu a jeho derivátù, upraveno podle (Zöllner, et al., 2006) 

3.4.3 Fumonisiny 

Fumonisiny jsou mykotoxiny produkované plísnìmi Fusarium moniliforme a 
F. proliferatum, které rostou pøedevším na kukuøici. Fumonisiny je možno chemicky 
charakterizovat jako složité alifatické slouèeniny. Dosud bylo izolováno 7 fumonisinù, z nichž 
nejvýznamnìjší jsou fumonisiny B1 a B2. Prekursorem biosyntézy fumonisinu B1 
mikroskopickou houbou Fusarium moniliforme je aminokyselina alanin. Toxické úèinky 
fumonisinù byly experimentálnì ovìøeny u hospodáøských a laboratorních zvíøat (Malíø et al., 
2003). Fumonisiny jsou fytotoxické ke kulturním plodinám i nìkterým plevelùm. Byly u nich 
také potvrzeny imunotoxické úèinky a fumonisin B1 je udáván jako možný karcinogen 
pro èlovìka (Velíšek et al., 2009). Nejvýznamnìjší nálezy fumonisinù byly zjištìny v kukuøici 
a kukuøièných produktech. V pšenici a jeèmenu nejsou fumonisiny bìžnými kontaminanty. 
Tyto obiloviny pravdìpodobnì obsahují látky, které inhibují jejich tvorbu (Schrödter, 2004). 
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Obr. 9: Strukturní vzorec fumonisinu B1 

3.5 Aflatoxiny 

Aflatoxiny jsou produkty toxigenních kmenù Aspergillus flavus, A. parasiticus, 
A. argeninicus a A. nomius. Jsou typickými toxiny kontaminujícími suroviny produkované 
v tropických a subtropických oblastech. Za pøíznivých podmínek (vlhkost, teplota) jsou 
A. flavus a A. parasiticus schopny rùst a tvoøit aflatoxiny na témìø každém organickém 
substrátu, vèetnì všech zemìdìlských komodit (Malíø et al., 2003). Vìtšinou se nalézají 
na rùzných nezpracovaných výrobcích, jako napøíklad obilniny, koøení, všechny druhy 
oøechù, olejniny, fíky a sušené ovoce. Potraviny živoèišného pùvodu jsou mnohem ménì 
vhodnými substráty pro tvorbu aflatoxinù. Mezi více než dvaceti druhy aflatoxinù, které jsou 
známy, se pouze ètyøi vyskytují v potravinách, a to aflatoxiny B1, B2, G1 a G2. Z chemického 
hlediska jde o deriváty difuranokumarinu. Jejich toxicita a mutagenita klesá v poøadí 
AFB1 > AFG1 > AFB2 > AFG2, což naznaèuje, že pro biologickou aktivitu je urèující 
nasycenost terminálního furanového kruhu. Nejèastìji se vyskytuje aflatoxin B1, který je 
nejvíce toxický a je nejsilnìjším pøírodním prokázaným karcinogenem (IARC, 1993; Velíšek 
et al., 2009). V mléku a v mléèných výrobcích byly nalezeny hydroxylované deriváty 
aflatoxinu B1, aflatoxiny M1 a M2, Tyto metabolity jsou produkovány zejména v procesu 
trávení pøežvýkavci, kteøí jsou krmeni kontaminovanými krmivy (López et al., 2003). 

Kontaminace zemìdìlských produktù aflatoxiny jsou problémem zejména v tropických 
zemích, ale také v jižní a støedozápadní èásti USA. Stres rostlin, nedostateèné usušení 
po sklizni a následné uskladnìní pøi relativnì vysoké teplotì a vlhkosti jsou hlavní dùvody 
kontaminace. Problémem mùže být výroba krmiv a manipulace s nimi. V tomto materiálu se 
èasto vyskytují aflatoxiny, které mohou pronikat z prachu do organismu inhalaèní cestou i 
vstøebáním pokožkou. Obiloviny urèené k lidské spotøebì (jeèmen, žito, rýže a oves) nejsou 
hlavním zdrojem dietární expozice aflatoxiny, pokud jsou uskladnìny ve vhodných 
podmínkách a nedojde k sekundární kontaminaci (Malíø et al., 2003). 
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Obr. 10: Strukturní vzorce aflatoxinù B1 a B2 
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Obr. 11: Strukturní vzorce aflatoxinù G1 a G2 

Byla optimalizována a validována analytická metoda HPLC-MS/MS pro stanovení aflatoxinù 
B1, B2, G1 a G2 v pivovarských surovinách, ve vybraných meziproduktech výroby piva a v 
pivu. V letech 2008 – 2011 byl sledován výskyt aflatoxinù v pivovarském a sladaøském 
prùmyslu (P íloha!II) . 

3.6 Ochratoxin A 

Ochratoxiny jsou produkovány v tropických a subtropických oblastech vláknitými 
toxinogenními houbami rodu Aspergillus, zejména A. ochraceus. V chladnìjších klimatických 
pásmech Evropy jsou významnými producenty ochratoxinù vláknité houby rodu Penicillium, 
pøedevším P. verrucosum (Velíšek et al., 2009). Z chemického hlediska je lze charakterizovat 
jako deriváty 7-izokumarinu, které jsou vždy spojené s aminokyselinou  L- fenylalaninem 
(Mateo et al., 2007). 

Nejvýznamnìjším a nejrozšíøenìjším mykotoxinem ze skupiny ochratoxinù je ochratoxin 
A (OTA). Mezi hlavní toxické úèinky OTA patøí nefrotoxicita, imunotoxicita, mutagenita, 
karcinogenita, teratogenita a neurotoxicita. Tyto úèinky byly experimentálnì potvrzeny 
u zvíøat a lze je proto pøedpokládat i u èlovìka (Mateo et al., 2007). Pøi studiu mechanismù 
úèinkù OTA na živý organismus byla prokázána inhibice syntézy proteinù, zvýšení 
peroxidace lipidù, poškození metabolismu cukrù a vápníku a poškození mitochondriálních 
funkcí. OTA se chová jako kumulativní jed s rychlou absorpcí a pomalým vyluèováním. 
Cílovými orgány pùsobení OTA jsou zejména orgány rychlé pøemìny – ledviny a játra. OTA 
se v organismu metabolizuje na hydroxylované deriváty, které se vyznaèují obdobnými 
cytotoxickými a imunosupresivními úèinky jako OTA. Mezinárodní agentura pro výzkum 
rakoviny (IARC) hodnotí OTA jako možný karcinogen pro èlovìka (IARC, 1993). 

OTA se vyskytuje v øadì komodit jak rostlinného, tak i živoèišného pùvodu (Malíø et al., 
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2003; Zöllner et al., 2006). Za hlavní zdroje OTA v potravinách jsou pokládány obiloviny 
(jeèmen, žito, oves, pšenice, rýže, kukuøice) a výrobky z nich (Kabak, 2009), dále vinné 
hrozny a produkty z nich – víno, vinná š•áva a vinný ocet, a rovnìž káva, luštìniny, koøení a 
zelený èaj (Varga et al.; Studer-Rohr et al.). OTA je zøejmì jediným mykotoxinem, na jehož 
dietárním pøíjmu se významnìji podílejí i potraviny živoèišného pùvodu (Velíšek et al., 
2009). 

OH
O

O

NH

OH O

O

CH3

Cl

OH
O

O

NH

OH O

O

CH3

O
O

O

NH

OH O

O

CH3

Cl

CH3

OH
O

O

NH

OH O

O

Cl OH

OH
O

O

NH

OH O

O

CH3

Cl OH
O

OH

OH O

O

CH3

Cl

Ochratoxin B (OTB)Ochratoxin C (OTC)

Ochratoxin A (OTA)

4-Hydroxy Ochratoxin A 

(4-Hydroxy OTA)

10-Hydroxy Ochratoxin A 

(10-Hydroxy OTA)

Ochratoxin  (OT )

glyko konjugátyprotein/peptid 
konjugáty

in vivo hydrolýza
oli

go
nu

kle
oti

d/

DNA ko
nju

gá
t

hydroxylace
hy

dr
ox

yla
ce

hy
dr

ol
ýz

a

 
Obr. 12: Strukturní vzorce ochratoxinù a jejich derivátù, upraveno podle (Zöllner, et al., 
2006). 

Byla optimalizována a validována analytická metoda UPLC/FLR pro stanovení OTA 
v pivovarských surovinách, ve vybraných meziproduktech výroby piva a v pivu. V letech 
2008 – 2009 byl sledován výskyt OTA v pivovarském a sladaøském prùmyslu (P íloha!I) . 
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3.7 Citrinin 

Citrinin je polyketidový mykotoxin produkovaný nìkolika druhy rodù Aspergillus, 
Penicillium a Monascus.  Vyskytuje se zpravidla v uskladnìném obilí, ale mùže se nacházet 
také v jiných rostlinných produktech, jako jsou fazole, ovoce, ovocné a zeleninové š•ávy, 
byliny a koøení, a také ve zkažených mléèných výrobcích. 

Citrinin byl izolován pøed II. svìtovou válkou z plísnì rodu Penicillium citrinum (Bennett 
et al., 2003). Pùvodnì byl považován za potencionálnì úèinné antibiotikum, ale velice záhy 
byly prokázány jeho toxické úèinky a citrinin byl zaøazen mezi nežádoucí rizikové látky 
(Velíšek et al., 2009; Xu et al., 2006). Informace o mechanismu jeho toxicity jsou omezené a 
existují jen omezené dùkazy pro karcinogenitu citrininu na pokusných zvíøatech. V souèasné 
dobì není citrinin pøedmìtem regulaèního opatøení (Bragulat et al., 2008).  

Citrinin se pomìrnì èasto vyskytuje pøedevším v obilovinách spoleènì s dalším 
nefrotoxinem – ochratoxinem A, se kterým mùže pùsobit synergicky (Xu et al., 2006). 

Jedna z prvních komplexních studií o výskytu citrininu v obilovinách byla provedena 
v Kanadì v roce 1968 (Scott et al., 1972). Mezi kontaminované vzorky byla zahrnuta pšenice, 
oves, jeèmen a žito. Všechny obiloviny kontaminované citrininem obsahovaly rovnìž 
ochratoxin A (EFSA, 2012). 
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Obr. 13: Strukturní vzorec citrininu 

3.8 Konjugované formy mykotoxinù 

Mykotoxiny mohou být stejnì jako ostatní xenobiotika èásteènì metabolizovány za vzniku 
konjugovaných forem mykotoxinù. Vìtšinou se jedná o konjugáty se sacharidy, které vznikají 
v prùbìhu detoxikaèního procesu rostlin. Rostliny napadené toxinogenními vláknitými 
houbami mají své pøirozené obranné mechanismy. V rostlinných orgánech (semena, koøeny, 
listy), pletivech a organelách (vakuoly, chloroplasty) dochází k reakcím (oxidace, redukce, 
hydrolýza, methylace, glukosidace), pøi kterých jsou toxiny s aktivními funkèními skupinami 
pøemìnìny za pomocí enzymù na deriváty nebo konjugáty, jejichž škodlivost pro rostliny je 
pak minimální a proto mohou být ukládány ve vakuolách (Endelhardt, 1999; Berthiller et al., 
2007; Hajšlová, 2010). 

Nejznámìjším, a dosud nejprobádanìjším konjugátem trichothecenù, je 
deoxynivalenol-3-! -D-glukopyranosid (D3G), který se v pšenici vyskytuje v množství 
odpovídající ojedinìle až 30% molární koncentrace volného DON. Relativnì vysoké 
koncentrace D3G byly v nedávné dobì zjištìny ve sladu, pivu a dalších fermentovaných 
cereálních výrobcích, kdy molární pomìr DON/D3G u nìkterých vzorkù mùže být "1 
(Velíšek et al., 2009). V souèasné dobì není možné øíct,  jestli D3G, jakožto detoxikaèní 
rostlinný produkt, vykazuje akutní toxicitu nebo zda se v tìle mùže rozštìpit zpìt na DON 
(Berthiller et al., 2007; Berthiller et al., 2013). Nicménì Berthiller et al. (2013) uvádí, že D3G 
je odolný vùèi kyselinì chlorovodíkové, což naznaèuje, že nebude hydrolyzován v žaludku 
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savcù a nerozštìpí se zpìt na mykotoxin DON. Jiné studie prokázaly èásteèné štìpení D3G 
støevními bakteriemi na DON (Berthiller et al., 2013).  

OH

H

H

OH

CH3

H

H

O

OH
OH

O

O OH

OH

OH

OH

O

 

Obr. 14: Strukturní vzorec deoxynivalenol-3-! -D-glukopyranosidu 

V roce 1988 byl objeven zearalenon-4-! -D-glukopyranosid (Z4G), který se vyskytoval 
spoleènì se ZON a tvoøil pøibližnì 10-20% z celkové kontaminace ZON. Tento objev byl 
uèinìn na umìle pøipravené kukuøièné kultuøe transformací molekuly glukosy na nativní ZON 
(Basaøová et al., 2010; Hajšlová, 2010). Byl popsán pøirozený výskyt Z4G v pšenici 
(Schneweis et al., 2002). 
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Obr. 15: Strukturní vzorec zearalenon-4-! -D-glukopyranosidu 

3.9 Legislativa 

Vysoká toxicita mykotoxinù a jejich variabilní výskyt pøedurèují mykotoxiny k regulaci 
legislativou (Capriotti et al., 2010). V souèasné dobì je v platnosti Naøízení komise (ES) 
è.1881/2006 stanovující maximální limity nìkterých kontaminujících látek v potravinách. 

Maximální povolené limity vybraných mykotoxinù v potravinách jsou v Èeské republice a 
Evroské unii stanoveny Naøízením komise (ES) è.1881/2006 ve znìní Naøízení komise (ES) 
è. 1126/2007 pro fusariové mykotoxiny, Naøízení komise (EU) è. 105/2010 pro ochratoxin A 
a Naøízení komise (EU) è. 165/2010 pro aflatoxiny. Maximální limity pro vybrané 
mykotoxiny v jeèmeni a sladu jsou uvedeny v Tab. 3. Pro pivo nebyl maximální limit 
stanoven. 

Vìdecký výbor pro kontaminující látky v potravinovém øetìzci Evropského úøadu pro 
bezpeènost potravin (EFSA) stanovil tolerovatelný týdenní pøíjem (TWI) pro ochratoxin A 
120 ng.kg-1 tìlesné hmotnosti, tolerovatelný denní pøíjem (TDI) pro deoxynivalenol 1 #g.kg-1 
tìlesné hmotnosti, prozatímní TDI pro zearalenon 0,2 #g.kg-1 tìlesné hmotnosti, TDI pro 
fumonisiny 2 #g.kg-1 tìlesné hmotnosti, prozatímní TDI pro nivalenol 0,7 #g.kg-1 tìlesné 
hmotnosti a kombinovaný prozatímní TDI pro sumu T-2 a HT-2 toxinu 0,06 #g.kg-1 tìlesné 
hmotnosti. 
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Tab. 3: Hygienické limity pro aflatoxiny, ochratoxin A, deoxynivalenol a zearalenon 
v jeèmeni a sladu dle (ES) è. 1881/2006, 165/2010, 105/2010, 1126/2007 

Potraviny Maximální!limity!("g.kg-1) 

 Aflatoxiny B1 $ B1,B2,G1,G2 

Všechny druhy obilovin a všechny výrobky pocházející 
obilovin vèetnì zpracovaných výrobkù z obilovin 
je$men, slad 

2,0 4,0 

Ochratoxin A Maximální!limity!("g.kg-1) 

Nezpracované obiloviny 
je$men 

5,0 

Všechny produkty pocházející z nezpracovaných obilovin, vèetnì 
zpracovaných výrobkù z obilovin a obilovin urèených k pøímé 
lidské spotøebì 
slad 

3,0 

Deoxynivalenol Maximální!limity!("g.kg-1) 

Nezpracované obiloviny, jiné než pšenice tvrdá, oves a kukuøice 
je$men 

1 250 

Obiloviny urèené k pøímé lidské spotøebì, obilná mouka, otruby ve 
formì koneèného výrobku uvádìného na trh pro pøímou lidskou 
spotøebu a klíèky 
slad 

750 

Zearalenon Maximální!limity!("g.kg-1) 

Nezpracované obiloviny, jiné než kukuøice 
je$men 

100 

Obiloviny urèené k pøímé lidské spotøebì, obilná mouka, otruby ve 
formì koneèného výrobku uvádìného na trh pro pøímou lidskou 
spotøebu a klíèky 
slad 

75 
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3.10 Technologie výroby sladu a piva 

Definice: „Pivo je slabì alkoholický nápoj, který se po staletí vyrábí z obilných sladù, vody 
a chmele za úèasti mikroorganismù – pivovarských kvasinek“ (Basaøová et al., 2010). 

 

Obr. 16: Schéma výroby sladu a piva 

Ve svìtì se slad vyrábí z rùzných druhù obilovin, obvykle jeèmene, ale také z pšenice, žita, 
ovsa, èiroku a prosa (Briggs et al., 2004). V Èeské republice jsou základními surovinami 
pro výrobu sladu jeèmen (Hordeum vulgare) a voda (Kosaø et al., 2000). 

Úkolem sladování je pøemìnit jeèmen na slad bohatý na enzymy, barviva a aromatické 
látky nezbytné pro výrobu urèeného druhu piva. Proces výroby sladu zahrnuje tøi fáze: 
máèení, klíèení a hvozdìní. V prùbìhu máèení se zvýší obsah vody v zrnu pro zahájení 
enzymatických reakcí a klíèení zrna. Z hlediska kvality budoucího sladu je máèení 
považováno za jeden z nejdùležitìjších krokù. Klíèení je hlavní fáze výroby sladu, pøi které 
dochází k aktivaci a tvorbì nových enzymù. Dochází k tzv. „rozluštìní zrna“, tj. štìpení 
bunìèných stìn škrobových zrn a bílkovin na jejich nízkomolekulární produkty. Produktem 
klíèení je tzv. zelený slad. Hvozdìní je závìreènou fází výroby sladu, pøi níž jsou zastaveny 
životní a luštící pochody v zrnì a jsou vytvoøeny aromatické a barevné látky, charakteristické 
pro jednotlivé druhy sladu. Bìhem tohoto procesu je zelený slad s vysokým obsahem vody 
pøeveden do skladovatelného, stabilního stavu.  

Po odklièování, èištìní a šrotování sladu následuje vystírání (smísení sladového šrotu 
s vodou) a rmutování, pøi kterém se pøi øízeném vzestupu teploty pøevedou žádoucí složky 
sladu do roztoku. Rmutování probíhá v nìkolika stupních pøi rùzných teplotách, které 
odpovídají teplotnímu optimu žádoucích enzymù. Získaný extrakt sladiny je oddìlen 
od nerozpustných zbytkù sladového zrna, tj. od mláta. Dále je sladina povaøena s chmelem, 
pøièemž se do ní rozpustí hoøké látky z chmele a produkt se tepelnì stabilizuje. V prùbìhu 
chmelovaru klesá hodnota pH. Získaná mladina je po odlouèení kalù a ochlazení pøipravena 
pro kvasný proces. Pro kvašení mladiny se používají spodní pivovarské kvasinky 
(Saccharomyces cerevisiae var. uvarum). Pøi kvašení piva dochází k øízené pøemìnì 
sacharidù na alkohol a CO2 za pùsobení pivovarských kvasinek a souèasnì k vytváøení 
vhodných organoleptických vlastností piva (Kosaø et al., 2000). 
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3.11 Pøenos mykotoxinù ze surovin do piva 

Výroba sladu - øízené klíèení obilných zrn - je komplexní biologický proces, který zahrnuje 
širokou škálu biochemických a fyziologických reakcí (Laitila, 2007). Pøi sladování 
kontaminovaného jeèmene vznikají výhodné podmínky pro rozvoj toxinogenních plísní 
(Papadopoulou et al., 2000; Wolf-Hall, 2007).  

 

Obr. 17: Faktory ovlivòující sladovnický ekosystém, upraveno podle (Laitila et al., 2007) 

Experimentálnì byl sledován osud významných mykotoxinù, které byly pøirozenì 
pøítomné v jeèmeni, stejnì jako inokulace plísnìmi a pøímé obohacení standardy, v prùbìhu 
celého pivovarského procesu (Scott, 1996). Potenciálním zdrojem mykotoxinù v pivu mùže 
být také chmel (Bìláková et al., 2011; Majerus et al., 1993) nebo rùzné pøídavky a náhražky 
jako kukuøièný syrup nebo mletá rýže (Pietri et al., 2010). 

Pøi používání sladù kontaminovaných plísnìmi nastávají zmìny ve složení meziproduktù 
výroby piva. Plísnì mohou produkovat proteázy, které vedou k vyššímu štìpení bílkovin 
ve sladinì a mladinì. To má negativní vliv na barvu, chu•, texturu a pìnivé vlastnosti 
vyrobeného piva (Wolf-Hall, 2007). Pøi zcezování rmutu pøechází èást mykotoxinù do mláta, 
èást zùstává ve sladinì (Mateo et al., 2007; Bertuzzi et al., 2011). 

Plísnì a jejich spóry se do piva dostat nemohou. Obecnì se dá øíci, že proces vaøení piva 
funguje jako dekontaminaèní proces a nejpozdìji ve stádiu chmelovaru jsou plísnì usmrceny. 
Èást mykotoxinù díky své tepelné stabilitì tento proces pøežije (Wolf-Hall, 2007; Scott, 
1996). Existuje mnoho dalších faktorù, které mohou ovlivòovat koncentraci mykotoxinù 
v rùzných fázích sladování, jako je napø. kmen plísnì, koncentrace a životaschopnost plísnì 
(zranìní, dormance, smrt), umístìní mycelia nebo spor a synergické nebo antagonistické 
vztahy mezi jednotlivými organismy. Výskyt plísní ve sladovnickém jeèmeni má za následek 
zmìnu vlastností samotného jeèmene tj. snížení klíèivosti jeèmene, gushing, zmìnu barvy a 
pachu• piva (Wolf-Hall, 2007). 

Nejlepším øešením je proto peèlivá kontrola vstupních surovin a nepoužívání 
kontaminovaného zrna k pøípravì sladu a vaøení piva. 

3.11.1 Deoxynivalenol, zearalenon 

Schwarz a jeho spolupracovníci v roce 1995 mikrosladovali nìkolik vzorkù jeèmene, které 
obsahovaly plíseò Fusarim graminearum a byly kontaminovány mykotoxinem DON. Bìhem 
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máèení jeèmene byl zaznamenán významný pokles koncentrace DON, který byl zpùsoben 
jeho rozpustností ve vodì. Bìhem 5denního procesu klíèení se koncentrace DON zvýšila 
o 18 – 114 % ve srovnání s jeho pùvodní koncentrací v jeèmeni. Mezi 2. a 3. dnem klíèení byl 
pozorován výrazný nárùst ergosterolu, což je indikátor rùstu vláknitých mikromycet, teprve 
pozdìji se zvýšil obsah DON (Schwarz et al., 1995). Tento zpùsob rùstu toxinù teprve 
po nárùstu mycélia je typický pro produkci sekundárních metabolitù (Wolf-Hall, 2007; 
Bu´Lock, 1980). Nebyla pozorována žádná zmìna koncentrace DON bìhem procesu 
hvozdìní.  

U nìkterých druhù plísní mùže dokonce zvýšení teploty v poèáteèních fázích hvozdìní 
stimulovat zvýšenou produkci mykotoxinù (Wolf-Hall, 2007).  

Oliveira a spol. (2012) ve své studii plnì v souladu s pøedchozími poznatky uvádìjí, 
že zvýšená teplota bìhem hvozdìní poskytuje nepøíznivé podmínky pro rùst plísní, což vede 
k jejímu stresu a odpovìdí je zvýšená produkce mykotoxinu DON.  

 

Obr. 18: Nárùst plísnì Fusarium culmorum a produkce DON bìhem sladování 
infikovaného zrna jeèmene, upraveno podle (Oliveira et al., 2012). Na ose x je znázornìna 
délka jednotlivých sladovnických èinností - tj. 0 – 48 máèení jeèmene, 49 – 168 klíèení 
jeèmene, 169 – 192 hvozdìní zeleného sladu. 

Pøítomnost fusariových mykotoxinù vede k poruchám metabolismu kvasinek.  Stupeò 
inhibice jejich rùstu je závislý na druhu a koncentraci mykotoxinu, kmene kvasinek a také 
délce kvašení (Laitila, 2007). 

V roce 1993 byl zaznamenán pøenos DON do piva. Studie Niessena a spolupracovníkù 
ukázala ètyønásobné navýšení koncentrace DON bìhem rmutování kontaminovaného sladu 
(Niessen et al., 1993). Z toho lze pøedpokládat, že DON mùže být vyvázán ze svých 
konjugátù bìhem procesu rmutování. Vzrùst DON a D3G (ale i dalších fusariotoxinù) bìhem 
výroby sladu a piva mùže být až øádový a pravdìpodobnì souvisí s èinností hydrolytických 
enzymù, které pøispívají k uvolòování tìchto mykotoxinù z jejich vazeb na polysacharidy, 
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jako je napø. škrob. Jejich koncentrace narùstá se vzrùstající dobou fermentace, 
resp. s obsahem alkoholu (Velíšek et al., 2009; Wolf-Hall, 2007). 

Schwarz se spolupracovníky vaøili pivo z pøirozenì infikovaného jeèmene obsahující 
vysokou koncentraci DON a ZON. Výsledky ukázaly, že 80 – 93 % DON zùstalo v pivu a 
pouze stopové množství pøešlo do mláta. ZON nebyl zjištìn ve finálním pivu, a asi 60  % ho 
pøešlo do mláta (Schwarz et al., 1995). Vzhledem k tomu, že zearalenon je z velké èásti 
metabolizován pivovarskými kvasnicemi Saccharomyces Cerevisiae na ! -zearalenol, 
pøedpokládá se pøítomnost tohoto metabolitu v pivu. V použitých kvasnicích nebyl ZON 
detekován (Matsura et al., 1985; Wolf-Hall, 2007). 

3.11.2 Ochratoxin A 

OTA se pøirozenì vyskytuje v jeèmeni i ve sladu (Bìláková et al., 2011) a pøi vysokých 
teplotách je relativnì stálý. Vaøení piva, které obsahovalo 0,23 µg.ml-1 OTA, po dobu 20 
minut nezpùsobilo pokles jeho koncentrace, po 30 minutách vaøení pšenice obsahující 
125 ng.g-1 byl obsah OTA snížen pouze o 6 % (El-Banna, 1987; Boudra et al., 1995).  

Bylo zjištìno, že až 89 % OTA se ztrácí bìhem rmutování, èást OTA pøechází do mláta a 
pouze 2 – 7 % OTA bylo nalezeno ve výsledném pivu (Krogh et al., 1974). Naproti tomu Chu 
se svými spolupracovníky nalezli 48 – 54 % OTA v mladinì a 14 – 28 % v pivu (Chu et al., 
1975). Vzhledem k tomu, že ochratoxin A mùže být hydrolyzován kyselinami a nìkterými 
proteasami na ochratoxin & a fenylalanin (Chu, 1974), odstranìní OTA v procesu pøípravy 
piva mùže být v první øadì v dùsledku této hydrolýzy.   

Velká èást [3H]-ochratoxin A pøidaná do rmutovací kádì byla nalezena i v mlátì, èást 
pøecházela do piva. Bìhem procesu vaøení bylo degradováno až 38 % [3H]-ochratoxinu A 
(Nip et al., 1975). Dokvašovací krok má za následek ztrátu OTA z mladiny o 67 – 79 % 
(Krogh et al., 1974), o 48 – 71 % (Chu et al., 1975), ale jen o 2 – 13 % pøi kvašení mladiny pøi 
experimentu provedeném Scottem a spolupracovníky (Scott, 1996). Pivovarské kvasnice, 
získané jako vedlejší produkt vaøení piva a používané pøi výrobì kvasnicových extraktù 
pravdìpodobnì neobsahují OTA, protože jsou bìžnì uchovány ve slabì alkalickém prostøedí 
(pH 9), aby se rozpustily chmelové hoøèiny. 

3.11.3 Aflatoxiny 

Pøechod aflatoxinù z pøirozenì kontaminovaného jeèmene do piva byl popsán v letech 
1996 a 2010 (Scott, 1996; Pietri et al., 2010). Aflatoxiny B1 a B2 jsou jen mírnì stabilní pøi 
vaøení ve vodì po dobu 2 hodin, zatímco aflatoxiny G1 a G2 jsou po této dobì témìø 
kompletnì znièeny (Tabata et al., 1992). V pøítomnosti potravin se degradace aflatoxinù velmi 
zpomalí. Napøíklad vaøení kukuøièné kaše po dobu 15 minut zpùsobí jen velmi malé nebo 
žádné ztráty všech ètyø aflatoxinù (Tabata et al., 1992). Pøi vaøení kukuøièné krupice bylo po 
30 minutách nalezeno 72 % aflatoxinù (Stoloff, et al., 1981). Pøi výrobì piva zøejmì rùzné 
složky a substráty, jako je maltóza, glukóza a další cukry a aminokyseliny chrání stabilitu 
aflatoxinù ve vaøící vodì (Tabata et al., 1992). Pøi mikrosladovacím pokusu bylo po pøidání 
purifikovaného standardu aflatoxinu B1 (1,0 a 10,0 µg.g-1) 40 – 49 % aflatoxinu B1 nalezeno v 
mladinì a 18 – 27 % ve výsledném pivu. Bìhem dokvašovacího kroku se ztratilo 45 – 55 % 
aflatoxinu.   Pøesný mechanismus odstranìní aflatoxinu B1 však není znám. Signifikantní 
ztráty bìhem rmutování a vaøení mladiny mohly nastat vzhledem k nespecifickým interakcím 
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nebo adsorpcí mykotoxinù na pevné èástice, které jsou odstranìny bìhem filtraèního kroku 
(Chu et al., 1975). Byl sledován pøechod aflatoxinu B1 do piva z pøirozenì kontaminovaného 
jeèmene. Obsah aflatoxinu B1 v jeèmeni byl 0,2 až 4,1 µg.kg-1, výsledné pivo obsahovalo 
0,015 až 0,022 µg.l-1, což odpovídá v 0,6 – 2,2 % pùvodní koncentrace ve vstupní surovinì 
(Pietri et al., 2010). Autoøi tuto skuteènost kromì rozdílných metod stanovení vysvìtlují tím, 
že v pøedchozím pokusu Chu a spolupracovníci pøidali purifikovaný toxin v mnohem vyšší 
koncentraci, než obsahoval pøirozenì kontaminovaný jeèmen (Chu et al., 1975). 

3.11.4 Fumonisiny 

Fumonisiny se nacházejí zejména v kukuøici a z náhražky v podobì kukuøièného zrna 
použitého pøi výrobì piva mohou pøecházet až do výsledného produktu. V nìkterých zemích 
je èásteèné nahrazení sladovnického jeèmene kukuøièným zrnem bìžnou praxí. Napøíklad 
v Itálii mùže tento podíl èinit až 40 % (Pietri et al., 2010).  

Byl sledován pøechod fumonisinù B1 a B2 z kontaminovaného kukuøièného zrna, 
použitého jako náhražka, do piva. Použitý sladovnický jeèmen fumonisiny neobsahoval. 
Obsah fumonisinu B1 v kukuøièném zrnu byl 1146 – 2880 µg.kg-1 a ve vyrobeném pivu bylo 
nalezeno 37 až 89 µg.l-1, což odpovídá 45,9 až 55,2 % pùvodní koncentrace ve vstupní 
surovinì. Obsah fumonisinu B2 byl 347 – 908 µg.kg-1 a ve výsledném pivu nebyl detekován. 
Na rozdíl od aflatoxinu B1 byla vìtšina fumonisinu B1 extrahována do rmutu (v prùmìru 
84,3 %, aflatoxin B1 jen 14,3 %). Bìhem následujících krokù byla redukce fumonisinu B1 
pomìrnì nízká. Výskyt fumonisinù v pivu je tedy zapøíèinìn použitím kontaminovaných 
kukuøièných náhražek, vysokou rozpustností fumonisinù ve vodì a jejich relativnì vysokou 
tepelnou stabilitou (Pietri et al., 2010). 

3.11.5 Citrinin 

Pøi umìlé kontaminaci sladovnického jeèmene kmeny Penicillium viridicatum a 
Aspergillus niveus nebyl v pøipraveném sladu citrinin nalezen. Pøi obohacení máèeného 
jeèmene urèeného k pøípravì sladu standardem citrininu (2 µg.g-1) byla nalezena pouze 6,4 % 
po 5 dnech klíèení (El-Banna, 1987). Citrinin nepøežívá krok rmutování, nebyl detekován 
ve sladinì ani v mlátu (Krogh et al., 1974) a nebyl nalezen ani v pivech (Scott, 1996). Citrinin 
je nestabilní a termolabilní ve vodném roztoku. Pøi tepelném zpracování tvoøí další komplexní 
slouèeniny, jako je napø. citrinin H1 a citrinin H2 s vyšší respektive nižší toxicitou než 
pùvodní citrinin (Xu et al., 2006; EFSA, 2012). 

 
 

3.12 Výskyt mykotoxinù v pivu 

Pivo je nejoblíbenìjším alkoholickým nápojem po celém svìtì. V Èeské republice byla 
jeho nejvyšší spotøeba v roce 2005 (163,5 l na obyvatele).  I pøes postupný pokles spotøeby, 
která v roce 2011 èinila 142,5 l, byli v roce 2011 v rámci Evropské unie Èeši na prvním místì 
v konzumaci piva (ÈSÚ, 2013). Z dùvodu masivní spotøeby tohoto nápoje je nezbytné 
sledovat jeho kvalitativní parametry, ke kterým patøí i možný výskyt mykotoxinù. 
V následujících tabulkách jsou uvedeny vybrané publikované studie, které se zabývaly 
výskytem mykotoxinù v pivech v evropských zemích a ve svìtì. 
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Tab. 4: DON (µg.l-1) v pivech 

P%vod!piv 
Positivní/ 
celkem 

Metoda 
stanovení 

DON  
(µg.l-1) 

Reference 

ÈR  
obchodní sí• 

59/77 ELISA 7,0 – 70,0 (Ruprich et al., 1995) 

Holandsko 
obchodní sí• 

3/51 GC/FID 26 – 41 (Schothorst et al., 2003) 

evropské zemì 
obchodní sí• 

272/313 ELISA 4,0 – 56,7 (Papadopoulou-Bouraoui et al., 2004) 

Belgie 59/80 HPLC 2,0 – 22,0 (Anselme et al., 2006) 

Evropa a Severní 
Amerika 

111/176 LC-MS/MS 1,0 – 35,9 (Kostelanska et al., 2009) 

evropské zemì 70/106 GC/MS 0,5 – 18,6 (Bertuzzi et al., 2011) 

Španìlsko 1/71 HPLC/UV 12,0 (Cano-Sancho et al., 2011) 

38 zemí svìta 289/374 LC-MS/MS 3,0 - 89,3 (Varga et al., 2013) 

V letech 2009 – 2012 byl sledován výskyt DON v pivech z obchodní sítì ÈR (P íloha!IV) . 

Èeská republika 

Obchodní sí• 
89/119 LC-MS/MS 2,0 – 44,0  

Tab. 5: OTA (µg.l-1) v pivech 

P%vod!piv 
Positivní/ 
celkem 

Metoda 
stanovení 

OTA 
(µg.l-1) 

Reference 

Kanada 26/41 HPLC/FLR ' 0,2  (Scott et al., 1995) 

Jižní Afrika 13/29 HPLC 3 - 2340 (Odhav et al., 2002) 

Brazílie 
obchodní sí• 

8/30 HPLC/FLR 0,002 – 0,008 (Prado et al., 2003) 

Turecko 
obchodní sí• 

42/150 ELISA 0,1 – 8,1 (Gumus et al., 2004) 

Španìlsko 
obchodní sí• 

69/69 HPLC/FLR 0,008-0,498 (Medina et al., 2006) 

Tunisko 8/17 HPLC/FLR 0,04-0,35 (Lasram et al., 3013) 

V letech 2008 - 2009 byl sledován výskyt OTA v pivech z obchodní sítì ÈR (P íloha!I ). 

Èeská republika 

Obchodní sí• 
45/115 UPLC/FLR 0,001 – 0,244 (Bìláková, et al., 2011) 
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Tab. 6: Aflatoxiny B1, B2, G1 a G2 (ng.l-1) v pivech 

P%vod!piv 
Positivní/ 
celkem 

Metoda 
stanovení 

B1,B2,G1,G2 
(µg.l-1) 

Reference 

USA, Mexiko, 
Brazílie 

5/24 HPLC/FLD > 10,0 (Scott et al., 1997) 

zemì svìta 13/116 HPLC/FLD 0,5 – 83,1 (Nakajima et al., 1999) 

Kanada 
obchodní sí• 

12/304 HPLC/FLD > 4,4 (Mably et al., 2005) 

Malawi 5/5 
Fluorometr 

Aflatest 
8 800 – 34 500 (Matumba et al., 2011) 

zemì svìta x/11 
UPLC-
MS/MS 

'  15,31  (Khan et al., 2013) 

V letech 2008 - 2011 byl sledován výskyt aflatoxinù v pivech z obchodní sítì ÈR 
(P íloha II) . 

Èeská republika 

Obchodní sí• 
6/117 LC-MS/MS '   31,0 (Benešová et al., 2012) 

Tab. 7: Fumonisiny (µg.l-1) v pivech 

P%vod!piv 
Positivní/ 
celkem 

Metoda 
stanovení 

Fumonisiny 
(µg.l-1) 

Reference 

Španìlsko 14/32 ELISA 4,76 – 85,53 (Tores et al., 1998) 

USA 
obchodní sí• 

25/29  B1 
12/29  B2 

HPLC 0,3-12,7 (Hlywka et al., 1999) 

Brazílie 25/58 HPLC/FLD 0,1 – 40,0 (Kawashima et al., 2007) 

evropské zemì 
32/33  B1 
19/33  B2 

HPLC/MS 
max. 30,3 
max. 3,9 

(Bertuzzi et al., 2011) 

Tab. 8: ZON (µg.l-1) v pivech 

P%vod!piv 
Positivní/ 
celkem 

Metoda 
stanovení 

ZON 
(µg.l-1) 

Reference 

Korea 
obchodní sí• 

0/55 GC/MS ND (Shim et al., 1997) 

Turecko 11/13 HPLC > 0,12 (Antep et al., 2012) 

Polsko 
obchodní sí• 

10/91 ELISA 0,259 – 0,546 (Kuzdralinski et al., 2013) 
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4 ANALÝZA!MYKOTOXIN&  

Stanovení mykotoxinù lze obecnì rozdìlit na nìkolik na sebe navazujících krokù: 
ü  Vzorkování (odbìr a úprava vzorkù) 
ü  Extrakce 
ü  Pøeèištìní 
ü  Analytická metoda (identifikace mykotoxinù a jejich kvantifikace) 

4.1.1 Vzorkování 

Vzorkování je obvykle vícestupòový proces, který zaèíná odbìrem primárního vzorku a 
pokraèuje jeho postupným zmenšováním až na laboratorní vzorek, který vstupuje 
do analytické laboratoøe. Zde se z nìho pøipraví analytický vzorek. Odbìr vzorku, jeho další 
zmenšování a skladování musí probíhat zpùsobem, který neovlivní žádnou relevantní 
vlastnost vzorkovaného objektu Nejvìtším úskalím pøi odbìru vzorkù je nehomogenita 
vzorkovaného materiálu (Malíø et al., 2003; Hajšlová, 2010). Turner uvádí, že 90 % chyb 
souvisejících s analýzou mykotoxinù je spojeno s jejich odbìrem (Turner et al., 2009). 

4.1.2 Extrakce vzorku 

Zpùsob extrakce závisí na fyzikálnì-chemických vlastnostech stanovovaného mykotoxinu, 
matrici, zpùsobu extrakce a rozpouštìdle. K uvolnìní analytu (mykotoxinu) z matrice se 
extrakèní èinidlo volí podle povahy, rozpustnosti pøíslušného mykotoxinu a s ohledem 
na extrahovaný materiál a další zpracování extraktu. Nejèastìji se k extrakci používá smìs 
acetonitrilu s vodou nebo smìs methanolu s vodou (Zöllner et al., 2006; Turner et al., 2009). 

Pøímé stanovení mykotoxinù ve vzorcích rostlinného pùvodu bez jejich pøedchozí úpravy 
je vzhledem ke složitosti matrice velmi obtížné. Jeèmen, slad i pivo jsou komplikovanou 
matricí, proto je velmi dùležitá extrakce a èištìní vzorku pøed samotnou analýzou (Bìláková 
et al., 2011). 

4.1.3 P e$išt'ní!vzorku  

Pøeèištìní vzorku slouží k odstranìní interferujících látek. V souèasnosti se k pøeèištìní 
extraktu nejèastìji používají: 

Imunoafinitní!chromatografie (IAC) - Metoda používaná pro svoji vysokou specifitu, 
menší spotøebu organických rozpouštìdel a menší èasovou nároènost.  

 

Obr. 19: Imunoafinitní kolonka 
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Princip metody spoèívá v tom, že pøefiltrovaný a zøedìný extrakt mykotoxinu ve smìsi 
s vodným rozpouštìdlem se nechá pomalu procházet imunoafinitní kolonkou. V této fázi 
dojde k reverzní specifické interakci mezi protilátkami v kolonce a mykotoxinem v extraktu. 
Po promytí kolonky speciálním promývacím pufrem je mykotoxin v procesu desorpce 
z kolonky eluován rozpouštìdlem velké eluèní síly (methanol, okyselený methanol atd.) 
(Malíø et al., 2003; Senyuva et al., 2010).  

Tab. 9: Vybrané imunoafinitní kolonky a jejich výrobci (Senyuva et al., 2010) 

Mykotoxin Obchodní!název Výrobce 

Aflatoxiny AflaStarTMFit Romer Labs® 

Aflatoxiny, OTA AFLAOCHRA HPLCTM VICAM ® 

DON, ADONs DONPREP® r-Biopharm Rhone Ltd 

DON, ZON, T-2, HT-2 DZT® r-Biopharm Rhone Ltd 

Fumonisiny FumoniStarTM Romer Labs® 

Ochratoxiny OCHRAPREP® r-Biopharm Rhone Ltd 

ZON ZeralaTestTM VICAM ® 

 
Extrakce tuhou fází (SPE) – je velmi výkonná technika dostupná pro rychlou a selektivní 

pøípravu vzorku. Sorbent je z rùzných nepolárních, støednì polárních a polárních materiálù 
na bázi modifikovaného silikagelu, polymeru nebo køemièitanu hoøeènatého.  

 

 

Obr. 20: SPE kolonky MultiSep®ROMER a MykoSep®ROMER 

Princip této metody spoèívá: 

ü  v zachycení mykotoxinu na sorbentu a desorpci neèistot  
ü  v zachycení matrice na sorbentu a desorpci pøeèištìného mykotoxinu 

 
Tab. 10: Vybrané SPE kolonky a jejich výrobci 

Analyt Obchodní!název Výrobce 

Aflatoxiny, zearalenon MycoSep® 226 Aflazon Romer Labs® 

DON, ZON, T-2, HT-2, aflatoxiny PuriTox MultiToxin r-Biopharm Rhone Ltd 

Fumonisiny MycoSep® 231 Fum Romer Labs® 

Aflatoxiny, patulin MycoSep® 228 AflaPat Romer Labs® 

Trichotheceny A, B Trichothecene EP column r-Biopharm Rhone Ltd 
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4.1.4 QuECheRS 

Extrakèní metoda QuECheRS (akronym ze slov Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged 
and Safe) je rychlou moderní metodou, kdy je v jednom kroku provedena jak extrakce vzorku, 
tak jeho pøeèištìní od matricových efektù. Tato metoda byla pùvodnì používána pro stanovení 
reziduí pesticidù v potravinách a v dalších složitých matricích. Nyní se její modifikované 
varianty používají pro multireziduální analýzu mykotoxinù ve spojení s LC-MS/MS.  

 

Obr. 21: Pøíprava vzorku ostropestøce mariánského modifikovanou metodou QuECheRS 
(Arroyo-Manzanares et al., 2013) 
 

4.1.5 Analytické!metody 

4.1.5.1 Imunochemická!metoda!ELISA 

Ke stanovení mykotoxinù existuje velké množství analytických metod. Jako rychlá 
testovací (screeningová) metoda se nejèastìji používá imunochemická metoda ELISA 
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Metoda ELISA je založena na reakci antigenu 
s protilátkou, u níž se mìøí množství navázaných látek pomocí pøidání enzymem znaèeného 
antigenu èi protilátky (Malíø et al., 2003).  

Tato imunochemická metoda je velmi èasto používaná pøedevším pro svoji nenároènost na 
obsluhu a nízkou cenu. V letech 2006 a 2007 byl metodou ELISA sledován výskyt DON, 
ZON a T-2 v obilovinách v Litvì (Mankevièiene et al, 2011), v roce 2011 výskyt DON, ZON, 
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fumonisinù a T-2 v obilovinách ze skliznì v Chorvatsku (Pleadin, 2013), v roce 2009 byl 
metodou ELISA sledován výskyt DON a ZON v pivech (Kuzdralinski, 2013).  

4.1.5.2 Kapalinová!chromatografie 

Moderní analytické metody pro stanovení mykotoxinù jsou založeny vìtšinou 
na kapalinové chromatografii s UV, fluorescenèní nebo hmotnostnì  spektrometrickou detekcí 
(LC/MS) po pøedchozím pøeèištìní sledované matrice pøes imunoafinitní nebo SPE kolonky 
(Zöllner et al., 2006; Krska et al., 2001; Capriotti et al., 2010; Benešová et al., 2012; Bìláková 
et al., 2011; Senyuva et al., 2010).  

V posledních letech se zájem pøi analýze mykotoxinù pøesouvá z detekce jednoho analytu 
k multimetodám. Modifikované varianty extrakèní metody QuECheRS se èasto používají 
pro multireziduální analýzu mykotoxinù ve spojení s LC-MS/MS (Tamura et al., 2011; Rubert 
et al., 2012; Arroyo-Manzanares et al., 2013). 

Tab. 11: LC/MS metody pro analýzu trichothecenù (Zöllner et al., 2006) 

Mykotoxin Matrice Pøíprava vzorku 

Kapalinová 

chromatografie 

 

Hmotnostní 

spektrometrie 

 

DON, NIV Pšenice 

Extrakce: 

ACN/H2O-84:16 

Pøeèištìní: 

Kolonka MycoSep 227 

a 216 

Izokratická eluce: 

H2O/ACN/MEOH 

89:9:9 

Kolona RP-18 

APCI- 

Jednoduchý kvadrupol 

Úplný sken, SIM 

DON, NIV 
Pšenice, 

kukuøice 

Extrakce: 

ACN/H2O-84:16 

Filtrace a øedìní vodou 

Gradientová eluce: 

H2O/MeOH 

+ 3% AcOH 

Kolona RP-18 

ESI- 

Iontová past 

Úplný sken, SIM 

DON, NIV, 

ADONs,  

 HT-2, T-2, 

FUS-X, DAS, 

Kukuøice 

Extrakce: 

ACN/H2O-84:16 

Pøeèištìní: 

Kolonka MycoSep 227 

a 216 

Gradientová eluce: 

H2O/MeOH s 5mM 

NH4OAc 

Kolona RP-18 

APCI± 

Lineární iontová past 

Úplný sken, produktový 

sken SRM 

DON, NIV, 

ADONs, 

HT-2, T-2 

Slad 

Extrakce: 

ACN/H2O–84:16 

Pøeèištìní 

MycoSep 227 

Gradientová eluce: 

H2O/MeOH/ACN 

s NH4OAc 

Kolona RP-18 

ESI± 

Trojitý kvadrupol 

SRM 

DON, NIV, 

ADONs, 

HT-2, T-2 

Pivo 

Extrakce: 

Odplynìní, SPE 

ChemElut 1020 

Gradientová eluce: 

H2O/MeOH/ACN 

s NH4OAc 

Kolona RP-18 

ESI± 

Trojitý kvadrupol 

SRM 
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Tab. 12: LC/MS metody pro analýzu zearalenonu a jeho metabolitù (Zöllner et al., 2006) 

Mykotoxin Matrice Pøíprava vzorku 
Kapalinová 

chromatografie 

Hmotnostní 

spektrometrie 

ZON Obiloviny 

Extrakce: 

ACN/H2O –75:25 

Pøeèištìní: 

SPE kolonka 

MycoSep 224 

Izokratická eluce: 

H2O/ACN – 60:40 

Kolona RP-18 

APCI+/- 

Jednoduchý kvadrupol 

SIM 

ZON, &-ZOL, 

! -ZOL 
Pivo SPE kolonka C18 

Izokratická eluce: 

H2O/MeOH – 35:65 s 15mM 

NH4OAc 

Kolona RP-18 

APCI- 

Trojitý kvadrupol 

SRM 

 

ZON, &-ZOL, 

! -ZOL, &-

ZAL, ! -ZAL 

 

Øíènívoda, 

odpadní 

voda 

 

SPE kolonka C18 

Izokratická eluce: 

H2O/MeOH/ACN 

47:16:37 

Kolona RP-18 

APCI- 

Trojitý kvadrupol 

Úplný sken,  

produktový iont, 

SRM 

Tab. 13: LC/MS metody pro analýzu fumonisinù (Zöllner et al., 2006) 

Mykotoxin Matrice Pøíprava vzorku 
Kapalinová  

chromatografie 

Hmotnostní 

spektrometrie 

FB1, FB2 
Obilný 

pøíkrm 
Extrakce: MeOH 

Gradientová eluce: 

1% vodný HCOOH/5mM 

NH4OAc v MeOH 

Kolona RP-18 

ESI+ 

Jednoduchý kvadrupol 

SIM 

FB1, FB2, 

FB3, FC1, 

FC2, 

FC3,FC4 

Kukuøice, 

rýže 

Extrakce: 

MeOH/H2O 

75:25 

Pøeèištìní: 

SPE kolonka se 

silným iontomìnièem 

Gradientová eluce: 

H2O/ACN s 0,1% HCOOH 

Kolona RP-18 

ESI+ 

Iontová past 

Úplný sken,  

produktový sken, 

FB1, FB2, 

FB3, FB4, 

HFB1, 

PHFB1 

Kukuøice, 

kukuøièné 

produkty 

Extrakce: 

ACN/H2O – 50:50 

Pøeèištìní: 

SPE kolonka  C18 

Gradientová eluce: 

H2O/MeOH s 0,35%AcOH 

Kolona RP-18 

ESI+ 

Iontová past 

Úplný sken, 

SIM 
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Tab. 14: LC/MS metody pro analýzu aflatoxinù (Zöllner et al., 2006; Benešová et al., 2012) 

Mykotoxin Matrice Pøíprava vzorku 
Kapalinová  

chromatografie 

Hmotnostní 

spektrometrie 

AFB1, AFB2 Kukuøice 

Extrakce: 

MeOH/H2O – 70:30 

Pøeèištìní: 

IAC 

Gradientová eluce: 

H2O/MeOH 

s 1% AcOH 

Kolona RP-18 

APCI+ 

Iontová past 

SIM 

AFB1, AFB2, 

AFG1, AFG2 

Jeèmen, 

slad 

Extrakce: 

MeOH/H2O – 60:40 

NaCl 

Pøeèištìní: 

IAC Aflaprep 

Izokratická  eluce: 

H2O/MeOH -50:50 

s 10mM  NH4OAc 

Kolona RP-18 

ESI+ 

Iontová past 

Úplný sken, produktový 

sken 

AFB1,AFB2, 

AFG1,AFG2, 

AFM1, AFM2 

Obiloviny 

Extrakce: 

ACN/H2O – 85:15 

Pøeèištìní: 

MycoSep 226 

Gradientová eluce: 

H2O/MeOH 

Kolona RP-18 

ESI+ 

Iontová past 

Úplný sken, 

SIM 

Tab. 15: Analytické metody pro analýzu OTA (Zöllner et al., 2006; Bìláková et al., 2011) 

Mykotoxin Matrice Pøíprava vzorku 
Kapalinová 

chromatografie 

Hmotnostní 

spektrometrie 

OTA Pivo 

Extrakce: 

Kapalina/kapalina 

s toluenem 

Pøeèištìní: 

SPE se silikagelovou 

kolonou 

Gradientová eluce: 

0,05%TFA v H2O/MeOH 

Kolona RP-18 

ESI+ 

Trojitý kvadrupol 

SRM 

OTA 

Pšenièná 

mouka, 

káva, 

koøení 

Extrakce: 

Kapalina/kapalina 

s toluenem 

Pøeèištìní: 

SPE nebo extrakce 

s roztokem Na2CO3 

Gradientová eluce: 

0,05%TFA v H2O/MeOH 

Kolona RP-18 

ESI+ 

Iontová past 

Úplný sken, 

SRM 

OTA 
Rýže, 

jeèmen 

Extrakce: 

MeOH//vodný roztok 

3% NaHCO3 

Izokratická eluce: 

H2O/MeOH/ACN 

1:1:1 

Kolona RP-18 

ESI+ 

Trojitý kvadrupol 

SRM 

OTA 
Pšenice, 

slad 

Extrakce: 

ACN/H2O – 60:40 

Pøeèištìní: 

IAC Ochraprep 

Gradientová eluce: 

H2O/ACN s 0,1% 

CH3COOH 

Kolona RP-18 

Fluorescenèní detekce 
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Tab. 16: Analytické metody pro multireziduální analýzu mykotoxinù modifikovanou extraèní 
metodou QuEChERS 

Poèet 

mykotoxinù 
Matrice Separaèní kolona Analytická metoda Mód Reference 

15 Pivo 

Acquity UPLC 

BEH C18 

100 mm x 2,1 mm 

 1,7 µm 

UHPLC-MS/MS ESI± (Tamura et al., 2011) 

32 Jeèmen 

Acquity UPLC 

HSS T3  

100 mm x 2,1 mm 

1,8 µm 

UHPLC-Orbitrap MS ESI± (Rubert et al., 2012) 

27 
Kukuøièná 

siláž 

Gemini  

C6 – Phenyl 

100 mm x 2,0 mm 

3,0 µm 

LC-MS/MS ESI± 
(Rasmussen et al., 

2010) 

15 Silymarin 

Zorbax Exlipse 

Plus HHRD 

 50 mm x 2,1 mm 

1,8 µm 

UHPLC-MS/MS ESI+ 
(Arroyo-Manzanares 

et al., 2013) 

10 Vejce 

Acquity UPLC 

BEH C18 

100 mm x 2,2 mm 

1,7 µm 

UHPLC-MS/MS ESI± (Frenich et al., 2011) 
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5 VÝSLEDKY!A!DISKUSE!REALIZOVANÝCH!PRACÍ  

V následujícím textu jsou uvedeny informace o realizovaných pracech, kde je popsán a 
diskutován vývoj a validace analytických metod a aplikace pøi mìøení reálných vzorkù. 
Podrobná diskuze je uvedena v p ílohách!I!– V. 

5.1 Ochratoxin A (Pøíloha I) 

5.1.1 Analýza!ochratoxinu A metodou UPLC/FLR  

Jeèmen, slad i pivo jsou komplikované matrice, pro které je velmi dùležitá pøíprava a 
èištìní vzorku pøed samotnou analýzou.  Byla optimalizována metoda extrakce ochratoxinu A 
z rùzných matric pomocí imunoafinitní kolonky Ochraprep a vyvinuta a validována analytická 
metoda UPLC s fluorescenèní detekcí.  

Pro analytické stanovení OTA byl použit kapalinový chromatograf Acquity UPLC 
ve spojení s fluorescenèním detektorem, ovládací software Empower (Waters, USA). 
Separace byla provedena na chromatografické kolonì Acquity UPLC BEH C18 
(100 mm x 2,1 mm s velikostí èástic 1,7 µm) pomocí gradientové eluce. Jako mobilní fáze byl 
použit acetonitril (ACN) a deionizovaná voda okyselená na pH 2,0 pomocí H3PO4. Separace 
byla provedena pøi 40 °C, prùtoku mobilní fáze 0,3 ml.min-1 a nástøiku 10 µl. Excitaèní a 
emisní vlnová délka byly 335 a 440 nm.  Délka analýzy byla 5 minut. 

Pro analytické stanovení jsme mìli možnost použít i metodu HPLC s hmotnostnì – 
spektrometrickou detekcí, ale použitím UPLC/FLR bylo možno získat výsledky v podstatnì 
kratším èase ve srovnání s klasickou HPLC. Z dùvodu vysoké selektivity fluorescenèního 
detektoru jsme dosáhli i nižších detekèních limitù.  

Metoda je velmi jednoduchá a rychlá a je vhodná pro rutinní kontrolu pivovarských 
surovin, meziproduktù i finálního výrobku v celém technologickém procesu výroby piva. 

5.1.2 Monitoring OTA  

Pomocí novì zavedené metody byly postupnì analyzovány vzorky sladovnického jeèmene, 
sladu a chmele pocházející z rùzných oblastí ÈR a dále pak piv domácí i zahranièní 
provenience zakoupených v tuzemské obchodní síti. Vzorky byly rozèlenìny do 3 kategorií: 
(i) pivovarské suroviny (jeèmen, slad, chmel); (ii) zmìna obsahu OTA pøi výrobì sladu a 

piva; (iii) OTA v pivu. 
(i) Pivovarské! suroviny: Celkem bylo analyzováno 39 vzorkù sladovnického jeèmene, 

58 vzorkù sladu a 5 vzorkù chmele. OTA byl nalezen pouze v 1 vzorku sladovnického 
jeèmene (0,3 µg.kg-1), v 1 vzorku sladu (0,7 µg.kg-1) a v 1 vzorku chmele (0,6 µg.kg-1). Žádná 
z tìchto hodnot nedosahovala maximálních limitù naøízení (ES) è.1881/2006, kdy pro OTA 
v nezpracovaných obilovinách platí 5,0 µg.kg-1 a slad 3,0 µg.kg-1.  

(ii) Zm'na! obsahu! OTA! p i! výrob'! sladu! a! piva:  K sledování pøechodu mykotoxinu 
OTA z jeèmene do piva byly vybrány 2 odrùdy sladovnického jeèmene (Bojos a Sebastian) 
v ošetøené a neošetøené variantì. Odrùdy pocházely ze zkušební stanice Hrubèice. Slady byly 
vyrobeny v mikrosladovnì Sladaøského ústavu v Brnì dle metodiky MEBAC. Piva byla 
pøipravena ve VÚPS v Praze klasickým dekokèním zpùsobem (JACOB, 2011). Byla 
sledována dynamika pøechodu jeèmen – slad – sladina – mladina – pivo. V žádném ze vzorkù 
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jeèmene, sladu a mladiny nebyl detekován OTA. Ve vzorcích sladiny odrùdy Sebastian byl 
nalezen OTA v koncentraci 12,6 ng.l-1. V pivu z této odrùdy nebyl OTA nalezen. V pivu 
odrùdy Bojos byl nalezen OTA v koncentraci 7,6 a 13,0 ng.l-1.  

(iii) Pivo: Vzorky piv pocházely z obchodní sítì ÈR. Jednalo se o piva svìtlá, tmavá, 
nealkoholická a speciální. Celkem bylo analyzováno 115 piv. 39 % všech piv bylo 
kontaminováno mykotoxinem OTA v rozmezí 1,0 – 243,8 ng.l-1. Maximální hodnota 
pro výskyt OTA v pivu nebyla evropskou legislativou stanovena. Evropský úøad pro 
bezpeènost potravin (EFSA) stanovil v roce 2006 tolerovatelný týdenní pøíjem (TWI) 
pro OTA 120 ng.kg-1 tìlesné hmotnosti.  

 

5.2 Aflatoxiny (Pøíloha II) 

5.2.1 Analýza!aflatoxin%!metodou!HPLC-MS/MS 

Byla optimalizována metoda extrakce aflatoxinù B1, B2, G1 a G2 z jeèmene, sladu, chmele 
a piva pomocí imunoafinitní kolonky Aflaprep a metoda extrakce pivovarských kvasinek a 
mláta pomocí SPE kolonky  MycoSep 226 Aflazon. Byla optimalizována analytická metoda 
HPLC-MS/MS. 

Pro analytické stanovení aflatoxinù B1, B2, G1 a G2 v pivovarských surovinách a pivu byl 
použit kapalinový chromatograf Surveyor ve spojení s hmotnostním 
detektorem LCQ Advantage za použití ionizace elektrosprejem (ESI) v kladném módu, 
ovládací software Xcalibur (Thermo-Fisher, USA). Separace byla provedena 
na chromatografické kolonì Synergi Hydro RP 80A (150 mm x  3,0 mm, velikost èástic 
4,0 µm) pomocí izokratické eluce. Jako mobilní fáze byl použit methanol (MeOH) a 10mM 
octan amonný 50/50 (v/v). Separace byla provedena pøi 40 °C, prùtoku mobilní fáze 
0,3 ml.min-1 a nástøiku 25 µl. Délka analýzy byla 13 minut. 

Metoda byla validována. Jednotlivé vzorky jeèmene, sladu a piva byly umìle obohaceny 
aflatoxiny B1, B2, G1 a G2 ve 3 rùzných koncentraèních hladinách, vzorky granulovaného 
chmele, pivovarských klasinek a mláta ve 2 hladinách.  

5.2.2 Monitoring!aflatoxoxin%!B1, B2, G1 a G2 

Byl sledován výskyt aflatoxinù ve vzorcích sladovnického jeèmene (61 vzorkù), sladu 
(77 vzorkù), chmele (54 vzorkù), pivovarských kvasinek (12 vzorkù), mláta (12 vzorkù) a 
piva (117 vzorkù). Všechny vzorky pocházely z rùzných oblastí EU. Celkem bylo 
analyzováno 333 vzorkù. 

Aflatoxin B1, který je prokázaným karcinogenem, byl nalezen ve 2 vzorcích sladovnického 
jeèmene (3,3 %) v koncentraci 0,3 a 0,4 µg.kg-1; 1 vzorku sladu (1,3 %) v koncentraci 
0,2 µg.kg-1; 1 vzorku pivovarských kvasinek (8,3 %) v koncentraci 0,2 µg.kg-1; 1 vzorku 
mláta (8,3 %) v koncentraci 0,4 µg.kg-1 a 5 vzorcích piva (4,3 %) v koncentraci 5,0 –
 10,6 ng.l-1. Aflatoxin B1 nebyl nalezen v žádném vzorku chmele.  

Ostatní aflatoxiny B2, G1 a G2 (poèítáno jako suma) byly nalezeny v 1 vzorku jeèmene 
(1,6 %), 1 vzorku chmele (1,9 %), a 2 vzorcích piva (1,7 %), v koncentracích 1,1 µg.kg-1, 
1,2 µg.kg-1, 15,4 ng.l-1 a 31,0 ng.l-1. 

Žádná z výše namìøených hodnot nedosahovala maximálních limitù naøízení (ES) 
è.1881/2006, kdy pro Aflatoxin B1 v nezpracovaných obilovinách i sladu platí 2,0 µg.kg-1 a 
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sumu aflatoxinù B1, B2, G1 a G2 4,0 µg.kg-1. Pro obsah aflatoxinù v pivu nebyl maximální 
limit stanoven. 

5.3 Fusariové mykotoxiny (Pøíloha III) 

5.3.1 Metody extrakce vybraných!fusariových!mykotoxin%! 

Byla optimalizována metoda extrakce vybraných fusariových mykotoxinù DON, HT-2, 
T-2 a ZON ve sladovnickém jeèmeni.  

Pro pøeèištìní a následné zakoncentrování tìchto mykotoxinù z matrice sladovnického 
jeèmene existuje široká škála SPE i IA kolonek. V naší práci jsme hledali univerzální 
kolonku, abychom využili extrakce všech toxinù v jednom kroku. Vyzkoušeli jsme následující 
škálu kolonek: 

Trichothecene EP column - SPE kolonka vhodná pro pøeèištìní trichothecenù A i B, 
ale není selektivní pro zearalenon. U ZON byla výtìžnost nižší než 50 %. 

MycoSep® 226 Aflazon - SPE kolonka deklarovaná výrobcem pro pøeèištìní ZON a 
aflatoxinù z matrice. Dosáhli jsme i velmi vysoké výtìžnosti u DON, pro T-2 a HT-2 byla tato 
kolonka nevhodná. 

PuriTox MultiToxin – SPE kolonka je výrobcem deklarovaná pro pøeèištìní aflatoxinù a 
ZON, ale v naší laboratoøi jsme dosáhli velmi uspokojivých výsledkù i pro sledované 
trichotheceny DON, T-2 a HT-2. 

DZT® - IA kolonka, která je pøímo výrobcem urèená k spoleènému pøeèištìní mykotoxinù 
DON, ZON, T-2 a HT-2 

Pro následující extrakce jsme nakonec vybrali SPE kolonku PuriTox MultiToxin, která je 
plnì srovnatelná s IA kolonkou DZT. Jedním z rozhodujících parametrù bylo i srovnání cen 
jednotlivých kolonek. 

25 g homogenizovaného vzorku jeèmene bylo extrahováno 100 ml 84% ACN na tøepaèce 
po dobu 30 minut. Po odstøedìní byly 4 ml supernatantu pøeèištìny pøes SPE kolonku 
PuriTox MultiToxin. Pøeèištìný extrakt byl odpaøen na vakuové odparce a odparek rozpuštìn 
v 1 ml 50% MeOH.  

5.3.2 Analýza!fusariových!mykotoxin%!metodou!HPLC-MS/MS 

Pro analytické stanovení vybraných fusariových mykotoxinù ve sladovnickém jeèmeni byl 
použit kapalinový chromatograf Surveyor ve spojení s hmotnostním detektorem 
LCQ Advantage za použití ionizace za atmosférického tlaku (APCI a ESI), ovládací software 
Xcalibur (Thermo-Fisher, USA). Separace byla provedena na chromatografické kolonì 
Synergi Hydro RP 80A (150 mm x 3,0 mm, velikost èástic 4,0 µm) pomocí gradientové eluce. 
Jako mobilní fáze byl použit methanol (MeOH) a octan amonný. Separace byla provedena 
pøi 40 °C, prùtoku mobilní fáze 0,5 ml.min-1 a nástøiku 25 µl. Byla použita ionizace APCI 
v záporném módu pro analyty DON a ZON a ionizace ESI v kladném módu pro T-2 a HT-2. 

Metoda byla validována. Vzorek jeèmene byl ve 3 opakováních a 3 rùzných 
koncentraèních hladinách umìle obohacen DON, ZON, T-2 a HT-2. Výtìžnost se pohybovala 
v rozmezí 71,5 – 103,0 % pro všechny sledované analyty, RSD nepøesáhla 20 %. Mez detekce 
(LOD) a mez stanovení (LOQ) byla vypoèítána s využitím pomìru signálu a šumu.   
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5.3.3 Monitoring!mykotoxin%!DON,!ZON,!T-2 a HT-2 v je$meni 

Byl sledován výskyt fusariových mykotoxinù ve 4 po sobì jdoucích sklizních 
sladovnického jeèmene. Vzorky pocházely ze 14 krajù Èeské republiky a byly dodány 
k analýze samotnými pìstiteli. Pro monitoring byly vybrány mykotoxiny DON, ZON, T-2 a 
HT-2, protože jejich maximální limit je legislativnì ošetøen (DON, ZON), nebo je nastavení 
tohoto limitu v brzké dobì oèekáváno (*T-2, HT-2).  

V prùbìhu 4 po sobì jdoucích sklizních bylo analyzováno celkem 325 vzorkù, z toho DON 
byl pøítomen v 65,5 % vzorkù, ZON v 17,5 % a spoleèný výskyt T-2 a HT-2 v 35,7 %. 
Nejvíce kontaminovaná sklizeò byla v roce 2009, kdy byl DON nalezen v 97 % 
analyzovaných vzorkù a u jednoho vzorku byl pøekroèen maximální limit na obsah DON 
(2213 µg.kg-1). 

5.4 Deoxynivalenol v pivu (Pøíloha IV) 

5.4.1 Extrakce DON z piva 

DON v pivu byl analyzován po pøedchozím pøeèištìní pøes imunoafinitní kolonku 
Donprep. 2 ml odplynìného vzorku piva bylo naneseno pøímo na imunoafinitní kolonku, 
k promytí byla použita deionizovaná voda. Eluce byla provádìna opakovanì  (3x) 1,5 ml 
methanolu prùtokem 1 kapky za sekundu nebo pomaleji. Vzorek byl odpaøen do sucha na 
vakuové odparce. Pøed nástøikem byl vzorek rozpuštìn v 1 ml smìsi methanol/voda 
20/80 (v/v). Souèasnì s DON byl z kolonky Donprep vyextrahován i 
Deoxynivalenol-3-glukosid (D3G), což je tzv. „maskovaná forma“ mykotoxinu DON. IA 
kolona Donprep není výrobcem deklarována pro extrakci tohoto metabolitu, nicménì je pro 
toto použití velmi selektivní. Výsledky D3G nejsou souèástí pøílohy.  

5.4.2 Analytické!stanovení!DON!v pivu metodou LC-MS/MS 

Pro analytické stanovení DON v pivu byla použita metoda vysokoúèinné kapalinové 
chromatografie ve spojení s hmotnostnì spektrometrickou detekcí (LC-MS/MS). Separace 
byla provedena na chromatografické kolonì Synergi Hydro RP 80A (3,0 mm x 150 mm 
s velikostí èástic 4,0 µm) pomocí gradientové eluce. Jako mobilní fáze byl použit methanol 
(MeOH) a 5mM octan amonný 50/50 (v/v). Separace byla provedena pøi 40 °C, prùtoku 
mobilní fáze 0,5 ml.min-1 a nástøiku 25 µl. Byla použita ionizace APCI v záporném módu. 
Délka analýzy byla 13 minut.  

Analýza byla provedena v klasickém MS skenu v úzkém rozmezí hmot. Pro kvantifikaci 
byly použity 2 MRM pøechody. 

Tab. 17: Vybrané MS/MS parametry pro DON a D3G 

Mykotoxin Mr Prekurzorový ion MRM 1 MRM 2 

DON 296 [M + CH3COO]- 355 295 355 265 

D3G 458 [M + CH3COO]- 517 457 517 427 



43 
 

Metoda pro stanovení DON v pivu byla validována. 3 vzorky piva ležáckého typu byly 
umìle obohaceny standardem DON ve 3 rùzných hladinách 20, 40 a 80 ng.ml-1. Byla 
pøipravena kalibraèní køivka v rozmezí 2 – 500 ng.ml-1. Limit detekce (LOD) 0,6 µg.l-1 byl 
urèen jako trojnásobek pomìru výšky šumu a píku, limit stanovení (LOQ) 2,0 µg.l-1 jako 
desetinásobek pomìru výšky šumu a píku. Prùmìr výtìžnosti pro všechny hladiny byl 
v rozmezí 85 – 105 %. RSD nepøesáhla 15 %. 

5.4.3 Piva!z!obchodní!sít'!"R  

Pro stanovení byla nakoupena piva z obchodní sítì ÈR. Jednalo se o piva svìtlá, tmavá, 
výèepní, ležáky i piva nealkoholická. Celkem bylo analyzováno 119 piv. Deoxynivalenol byl 
nalezen u 74,8 % piv v rozmezí koncentrací 2,0 – 44,0 µg.l-1. Prùmìrná hodnota obsahu DON 
byla v nealkoholických pivech 4,5 µg.l-1, ve svìtlých výèepních pivech 3,0 µg.l-1, ve tmavých 
výèepních pivech 5,4 µg.l-1, ve svìtlých ležácích 7,5 µg.l-1 a ve tmavých ležácích 9,9 µg.l-1. 
Maximální hodnota pro výskyt DON v pivu nebyla evropskou legislativou stanovena. 
Evropský úøad pro bezpeènost potravin (EFSA) stanovil v roce 2006 tolerovatelný denní 
pøíjem (TDI) pro DON 1,0 µg.kg-1 tìlesné hmotnosti.  

5.5 Pøepìòování piva a mykotoxiny (Pøíloha V) 

Cílem tohoto experimentu bylo posoudit existenci vzájemného vztahu mezi pøepìòováním 
piva a mykotoxiny. Jako zástupce mykotoxinù, kteøí se vyskytují v pivu jsme vybrali DON a 
OTA, které jsou produkovány plísnìmi rodu Fusarium a Penicillium. 

Pro studii bylo vybráno 15 piv z obchodní sítì s obsahem DON v rozmezí 2,0 – 19,2 µg.l-1. 
DON byl stanoven metodou HPLC-MS/MS, která je podrobnì popsána v pøedchozí kapitole 
5.4. OTA byl stanoven metodou UPLC/FLR (P íloha!I ). Koncentrace OTA v analyzovaných 
pivech se pohybovala v rozmezí 4,8 – 194,6 ng.l-1.  

K dalším sledovaným parametrùm jsme zaøadili obsah š•avelanù v pivu. Kyselina 
š•avelová je pøírozenou složkou jeèmene i sladu. Její zvýšený výskyt v pivu však mùže 
zpùsobit, zvláštì ve formì š•avelanu vápenatého, tzv. “oxalátový zákal”, pøípadnì 
pøepìòování piva – tzv. sekundární gushing (Shokribousjein et al., 2011). Koncentrace 
š•avelanù v pivech byla stanovena metodou kapilární izotachoforézy (Havlová et al., 1997). 
Nalezený obsah š•avelanù se pohyboval v rozmezí 1,8 – 39,0 mg.l-1.  

Úroveò gushingu v pivech byla stanovena modifikovanou metodou Carlsberg (Christian et 
al., 2011). Namìøené hodnoty byly v rozmezí 0 – 264 ml.(500 ml)-1. 

Podle úrovnì gushingu byla piva rozdìlena do 3 skupin (viz. tab. 13): 
I. skupina: obsahuje piva, která vykazovala nulový gushing a všechna prošla pasterizací. 

Dle (Shokribousjein, et al., 2011) ke snížení gushingu mùže pøispìt pasterizace piva pøi 60 °C, 
díky které se zvyšuje vnitøní tlak v pivu a struktury hydrofobinových vrstev kolem nano 
bublinek v pivu se destabilizují. Zvýšený tlak vede k rozpuštìní tìchto mikroskopických 
bublinek a tím ke snížení gushingu. Koncentrace DON je v rozmezí 3,1 – 11,2 µg.l-1, 
koncentrace OTA v rozmezí 4,8 – 118,8 ng.l-1. Obsah š•avelanù byl v rozmezí 10,6 – 
33,4 mg.l-1. Piva, u kterých se koncentrace š•avelanù pohybuje nad 15 mg.l-1, mohou 
vykazovat sekundární gushing, nebo• pøi této koncentraci se š•avelan vápenatý v pivu 
vysráží. Tyto krystaly tvoøí nukleaèní místa (tvorbu krystalových zárodkù), které indukují 
uvolòování CO2, což mùže vést k sekundárnímu gushingu (Shokribousjein, et al., 2011). 
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II. skupina: obsahuje piva s nízkým gushingem v rozmezí 1 – 9 ml.(500 ml)-1. Nejvyšší 
koncentrace DON (19,2 µg.l-1) byla namìøena u tmavého ležáku. Toto pivo vykazovalo 
souèasnì nejvyšší hodnotu š•avelanù (39,0 mg.l-1). Namìøený gushing byl 7 ml.(500 ml)-1. 
Nejvyšší koncentrace OTA (194,6 ng.l-1) byla zjištìna u svìtlého ležáku s obsahem DON 
12,6 µg.l-1 a gushingem 1 ml.(500 ml)-1. 

III. skupina: obshuje piva s gushingem v rozmezí 14 – 264 ml.(500 ml)-1. Nejnižší hodnotu 
DON (2,1 µg.l-1) mìlo pivo, u kterého byl namìøen gushing 50 ml.(500 ml)-1. Jednalo se 
o tmavý nefiltrovaný ležák, který neprošel pasterizací. U tohoto piva byla zjištìna i nejnižší 
koncentrace š•avelanù (1,8 mg.l-1). Nejvyššího gushingu dosáhlo pivo, u kterého byla zjištìna 
nízká koncentrace DON (5,3 µg.l-1), koncentrace OTA 27,7 ng.l-1 a koncentrace š•avelanù 
18,2 mg.l-1. 

Tab. 18: Piva z obchodní sítì 2011 
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I 

nealkoholické pivo 0,5 ano 0 3,1 4,8 14,6 

svìtlé výèepní 4,1 ano 0 6,9 49,0 16,5 

svìtlý ležák 4,4 ano 0 6,9 16,0 33,4 

tmavý ležák 4,5 ano 0 8,6 118,8 11,9 

tmavý ležák 4,5 ano 0 11,2 51,0 10,6 

II 

svìtlý ležák 5,2 ano 1 12,6 194,6 12,7 

svìtlý ležák 5,0 ne 2 7,5 27,9 28,1 

exportní ležák 5,0 ano 3 3,9 5,0 36,1 

tmavý ležák 4,9 ano 7 19,2 13,7 39,0 

svìtlé výèepní 4,0 ano 9 10,9 32,2 21,1 

III 

tmavé výèepní 3,9 ne 14 7,1 49,3 24,1 

nefiltrovaný tmavý ležák 5,1 ne 50 2,1 58,0 1,8 

nefiltrovaný svìtlý ležák 5,0 ne 87 3,9 68,3 3,5 

svìtlý ležák 5,2 ano 94 6,5 130,5 11,5 

svìtlý ležák 5,2 ne 264 5,3 27,7 18,2 
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Zcela v souladu s publikovanými pracemi (Sarlin, et al., 2005; Shokribousjein, et al., 2011) 
jsme došli k závìru, že není možné pøedpovídat gushing piva z pøítomnosti mykotoxinù a 
naopak. Gushing piva mùže být pouze signálem pro spotøebitele na možnou pøítomnost 
nìkterých mykotoxinù. 

Z výše uvedených nesourodých výsledkù lze konstatovat, že problém pøepìòování piva 
nelze øešit izolovanì. Jelikož je povaha gushingu mnohofaktorová, je nutné tento jev zkoumat 
v souvislostech.  
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6 ZÁV*R  

Za jeden z nejvýznamnìjších zdrojù plísní a mykotoxinù jsou považovány obiloviny. 
Infekce sladovnického jeèmene plísnìmi je proto stálou hrozbou pro sladaøský a pivovarský 
prùmysl. Vede k výnosovým ztrátám, snížení klíèivosti a sladovnické kvality zrna a mùže 
zpùsobovat pøepìòování piva. Nìkteré patogenní plísnì, zejména rody Fusarium, Aspergillus 
a Penicillium, mohou produkovat jako souèást svého sekundárního metabolismu mykotoxiny. 
K jejich produkci na kontaminovaném jeèmeni mùže za vhodné vlhkosti a teploty docházet 
v prùbìhu rùstu a dozrávání jeèmene na poli, bìhem skladování i bìhem samotného procesu 
výroby sladu a piva. Úplné odstranìní mykotoxinù z již kontaminovaného jeèmene je velmi 
problematické, spíše nemožné. Je proto nezbytné se zabývat kvalitou všech vstupních surovin 
pro výrobu sladu a piva. 

Náplní této disertaèní práce bylo zmapovat hladinu výskytu vybraných fusariových 
mykotoxinù (DON, ZON, T-2 a HT-2), aflatoxinù B1, B2, G1 a G2 a ochratoxinu A 
ve sladovnickém jeèmeni a dalších pivovarských surovinách a pivu pomocí novì zavedených 
analytických metod LC-MS/MS a UPLC/FLR. 

Byla optimalizavána a validována metoda HPLC-MS/MS pro stanovení DON, ZON, T-2 a 
HT-2 ve sladovnickém jeèmeni. Touto metodou byl v letech 2008 – 2011 monitorován výskyt 
výše uvedených fusariových mykotoxinù ve sklizních sladovnického jeèmene ve 14 krajích 
Èeské republiky. Celkem bylo k analýze dodáno 325 vzorkù sladovnického jeèmene. Nejvyšší 
výskyt fusariových mykotoxinù byl zaznamenán ve sklizni z r. 2009, kdy byl DON nalezen 
u 97 % analyzovaných vzorkù. Nejvìtší vliv na výskyt fusariových mykotoxinù má poèasí 
v daném roce, samozøejmì i dodržování správné zemìdìlské praxe a v neposlední øadì i 
vhodné podmínky uskladnìní. I když se plísnì rodu Fusarium øadí k tzv “polním” plísním, 
mohou rùst a produkovat mykotoxiny i v prùbìhu nevhodného uskladnìní. 

Byla vyvinuta metoda UPLC/FLR pro stanovení OTA ve sladovnickém jeèmeni, 
vybraných meziproduktech výroby sladu a piva a pivu. Bìhem let 2008 – 2009 byly touto 
metodou postupnì analyzovány pivovarské suroviny, meziprodukty výroby a pivo. Bylo 
analyzováno 102 vzorkù pivovarských surovin. OTA byl nalezen pouze v jednom vzorku 
jeèmene, sladu a chmele v koncentracích 0,3, 0,7 a 0,6 µg.kg-1. Dále bylo analyzováno 115 
piv z obchodní sítì ÈR, z toho 39 % piv bylo kontaminováno OTA v koncentraci 
1,0 - 243,8 ng.l-1. V souèasnì dobì je evropskou legislativou nastaven maximální limit pro 
výskyt OTA ve vínì (2 µg.l-1), pro pivo tento limit dosud neexistuje.  

Byla zavedena metoda HPLC-MS/MS pro stanovení aflatoxinù B1, B2, G1 a G2 
v pivovarských surovinách a pivu. V prùbìhu let 2008 - 2011 byly postupnì analyzovány 
vzorky sladovnického jeèmene, sladu, chmele, mláta, pivovarských kvasinek a piva z oblasti 
Evropské Unie. Aflatoxiny byly analyzovány v 216 vzorcích pivovarských surovin a 
meziproduktech výroby piva, aflatoxiny byly nalezeny v 3,2 % z nich. Dále bylo analyzováno 
117 piv. Aflatoxiny v koncentracích 5,0 – 10,6 ng.l-1 pro aflatoxin B1 a 15,4 – 31,9 ng.l-1 pro 
sumu aflatoxinù B1, B2, G1 a G2 byly nalezeny v 5,1 % analyzovaných piv. 

Byla zavedena metoda HPLC-MS/MS pro stanovení DON v pivu. V letech 2009 - 2012 
bylo analyzováno 119 piv z obchodní sítì ÈR. Jednalo se o piva svìtlá, tmavá, výèepní, 
ležáky a nealkoholická. DON byl nalezen v 74,8 % z nich.  Jeho obsah se pohyboval 
v rozmezí 2,0 – 44,0 µg.l-1. 
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Dále se tato práce okrajovì zabývala pøepìòováním piva, tzv. primárním gushingem, což je 
jev, který souvisí s metabolickou èinností plísní. Gushing je dáván pøedevším laickou 
veøejností do souvislosti s mykotoxiny tj. “pokud pivo vykazuje gushing, jsou v nìm 
pøítomny i mykotoxiny”. Vìdecké práce tuto hypotézu nepotvrzují a ani v naší studii se toto 
nepotvrdilo.  

Závìrem lze øíci, že základním pøedpokladem pro kvalitu piva je zajištìní kvality 
vstupních surovin pro jeho výrobu a jejich pravidelná kontrola. Aèkoli mykotoxiny 
v pivovarských surovinách a pivu nepøedstavují významné zdravotní ohrožení, je nutné jejich 
výskyt prùbìžnì sledovat a chránit tak zdraví spotøebitele. Tuto kontrolu není možné 
realizovat bez citlivých analytických metod. 
 



 
48 

7 CITOVANÁ!LITERATURA  

ANSELME, M.; TANGNI, E. K.; PUSSEMIER, L.; J.C., MOTTE; VAN HOVE, F.; 
SCHNEIDER, Y. J.; VAN PETEGHEM, C.; LARONDELLE, Y. Comparison of ochratoxin 
A and deoxynivalenol in organically and conventionally produced beers sold on the Belgian 
market. Food Additives and Contaminants. 2006, Vol. 23, 9, pp. 910-8. 

ANTEP, H.M. and MERDIVAN, M. Development of new dispersive liquid-liquid 
microextraction technique for the identification of zearalenone in beer. Analytical Methods. 
2012, Vol. 4, pp. 4129-4134. 

ARROYO-MANZANARES, N., GARCÍA-CAMPANA, A.M. AND GÁMIZ-GRACIA, L. 
Multiclass mycotoxin analysis in silybum marianum by ultra high performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry using a procedure based on QuEChERS and 
dispersive liquid-liquid microextraction. Journal of Chromatography A.  2013, Vol. 1282, pp. 
11-19. 

BASAØOVÁ, G.; ŠAVEL, J.; BASAØ, P.; LEJSEK, T. Pivovarství:!Teorie!a!praxe!výroby!
piva. 1.vydání. Praha : Vydavatelství VŠCHT Praha, 2010. ISBN 978-80-7080-734-7. 

BÌLÁKOVÁ, S.; BENEŠOVÁ, K.; MIKULÍKOVÁ, R.; SVOBODA, Z. Determination of 
ochratoxin A in brewing materials and beer by ultra performance liquid chromatography with 
fluorescence detection. Food Chemistry. May 2011, Vol. 126, 1, pp. 321-325. 

BENEŠOVÁ, K.; BÌLÁKOVÁ, S.; MIKULÍKOVÁ, R.; SVOBODA, Z. Monitoring of 
selected aflatoxins in brewing materials and beer by liquid chromatography/mass 
specrometry. Food Control. 2012, Vol. 25, 2, pp. 626-630. 

BENNETT, J. W. AND KLICH, M.  Mycotoxins. Clinical Mirobiology Reviews. 2003, Vol. 
16, 3, pp. 497-516. 

BENNETT, J. W. Mycotoxins, mycotoxicoses, mycotoxicology and mycopatologia. 
Mycopatologia. 1987, Vol. 100, 1, pp. 3-5. 

BERTHILLER, F.; CREWS, C.; DALL´ASTA, C.; DE SAEGAR, S.; HAESAERT, G.; 
KARLOVSKY, P.; OSWALD, I. P.; SEEFELDER, W.; SPEIJERS, G.; STROKA, J. Masked 
mycotoxins: A review. Molecular Nutrition & Food Research. 2013, Vol. 57, pp. 165-186. 

BERTHILLER, F.; SULYOK, M.; KRSKA, R.; SCHUHMACHER, R. Chromatographic 
methods for the simultaneous determination of mycotoxins and their conjugates in cereals. 
International Journal of Food Microbiology. 2007, Vol. 119, 1-2, pp. 33-37. 

BERTUZZI, T.; RASTELLI, S.; MULAZZI, A.; DONADINI, G.; PIETRI, A. Mycotoxin 
occurence in beer produced in several European counties. Food Control. 2011, Vol. 22, pp. 
2059-2064. 

BOL, J., ANGELO, S.A. G.F. AND VERMEIRE, H. A.  Cell-Sall degrading enzymes in malt 
of microbial origin. Proc.Eur.Brew.Conv - Microbiology Group. 1988, 142. 

BOUDRA, H., LE BARS, P. AND LE BARS, J. Thermostability of Ochratoxin A in Wheat 
under Two Moisture Conditions. Applied and Environmental Microbiology. 1995, Vol. 61, 3, 
pp. 1156-1158. 



49 
 

BRAGULAT, M. R.; MARTÍNEZ, E.; CASTELLÁ, G.; CABANES, F. J. Ochratoxin A and 
citrinin producing species of the genus Penicillium from feedstuffs. International Journal of 
Food Microbiology. 2008, Vol. 126, pp. 43-48. 

BRIGGS, D. E.; BOULTON, C. A.; BROOKES, P.R A.; STEVENS, R.R. Brewing Science 
and Practice. Cambridge : Woodhead Publishing in Food Science and Technology, 2004. 
ISBN: 0-8493-2547-1. 

BU´LOCK, J.D. Mycotoxins as secondary metabolites. [book auth.] P.S. Steyn. The 
Biosynthesis of Mycotoxins: A Study in Secondary Metabolism. New York : Academic Press, 
Inc., 1980. 

CAPRIOTTI, A. L.; FOGLIA, P.; GUBBIOTTI, R.; ROCCIA, C.; SAMPERI, R.; LAGANA, 
A. Development and validation of a liquid chromatography/atmospheric pressure 
photoionization-tandem mass spectrometric method for the analysis of mycotoxins subjected 
to commission regulation (EC) No.1881/2006 In cereals. Journal of Chromatography A. 
2010, Vol. 1217, pp. 6044-6051. 

CANO-SANCHO, G.; VALLE-ALGARRA, F.M.; JEMENEZ, M.; BURDASPAL, P.; 
LEGARDA, T.M.; RAMOS, A.J.; SANCHIS, V.; MARIN, S. Presence of trichothecenes and 
co-occurrence in cereal-based food from Catalonia (Spain). Food Control. 2011, Vol. 22, 3/4, 
pp. 490-495. 

COLE, R. J. AND COX, R. H. Handbook of Toxic Fungal Metabolites. New York : 
Academic Press, 1981. p. 152. 

CREPPY, E. E.  Update of survey, regulation and toxic effects of mycotoxins in Europe. 
Toxicology Letters. 2002, Vol. 127, pp. 19-28. 

ÈSÚ. Èeský statistický úøad. [Online] 2013. [Citace: 28. èerven 2013.] 
http://www.czso.cz/csu/2012edicniplan.nsf/t/C40050A1DC/$File/21391202.pdf 

EATON, D. L.; BEIMA, K. M.; BAMMLER, T. K.; RILEY, R. T.; VOSS, K. A. Hepatotoxic 
Mycotoxins. Comprehensive Toxicology. 2010, Vol. 9, pp. 527-569. 

EFSA. Scientific Opinion on the risks for public and animal health related to the presence of 
citrinin in food and feed. EFSA Journal. 2012, Vol. 10, 3. 

EL-BANNA, A.A. and SCOTT, P.M. Fate of mycotoxins during processing. Journal of Food 
Protection. 1984, Vol. 47, pp. 189-192. 

EL-BANNA, A.A. Stability of citrinin and deoxynivalenol during germination process of 
barley. Mycotoxin Research. 1987, Vol. 3, pp. 37-41. 

ENGELHARDT, G., RUHLAND, M., WALLNÖFER, P.R.  Metabolism of 
mycotoxins in plant. Advances in Food Sciences. 1999, Vol. 21, 3-4, pp. 71-78. 

FAKHRUNNISA; HASMHI, M.H.; GHAFFAR, A. Seed-borne mycoflora of wheat, soghum 
and barley. Pakistan Journal of Botany. 2006, Vol. 38, 1, pp. 185-192. 

FRENICH, A. G.; ROMERO-GONZÁLEZ, R.; GÓMEZ-PÉREZ, M. L.; VIDAL, J. L. M. 
Multi-mycotoxin analysis in eggs using a QuEChERS-based extraction procedure and ultra-



 
50 

high-pressure liquid chromatography coupled to triple quadrupole mass spectrometry. Journal 
of Chromatography A. 2011, Vol. 1218, pp. 4349-4356. 

GUMUS, S., ARICI, M. and DEMIRCI, M. Malt and Beer Contamination with Ochratoxin A 
in Turkey. Journal of the Institute of Brewing. 2004, Vol. 110, 2, pp. 146-149. 

HAJŠLOVÁ, J. Kontaminace vybraných surovin mykotoxiny. [Online] 2010. [Citace: 20. 9 
2012.] http://www.phytosanitary.org/projekty/2010/Projekt1.pdf. 

HAJŠLOVÁ, J. Mykotoxiny a jejich konjugáty v potravináøských surovinách a krmivech: 
trendy, rizika dietárn expozice, možnosti prognózy osudu pøi zpracování. [Online] 2008. 
[Citace: 26. 8 2012.] http://www.phytosanitary.org/projekty/2008/Projekt1.pdf. 

HAKANPAA, J.; PAANANEN, A.; ASKOLIN, S.; NAARI-SETALA, T.; PARKKINEN, T.; 
PENTTILA, M.; LINDER, M. B. Atomic resolution structure of the HFBII hydrophobin, a 
self-assembling amphiphile. The Journal of Biological Chemistry. 2004, Vol. 279, 1, pp. 534-
539. 

HAVLOVÁ, P.; LANCOVÁ, K.; VÁÒOVÁ, M.; HAVEL, J.; HAJŠLOVÁ, J. The effect of 
fungicidal treatment on selected quality parameters of barley and malt. Journal of 
Agricultural and Food Chemistry. 2006, Vol. 54, pp. 1353-1360. 

HAVLOVÁ, P. AND ŠUSTA, J.  Stanovení kyseliny š•avelové ve sladu a pivu. Kvasny 
prum. 1997, Vol. 43, 2, pp. 37-38. 

HAVRÁNKOVÁ, H. and OVESNÁ, J. Geny biosyntézy trichothecenù u rodu Fusarium. 
Chemické!listy. 2012, Vol. 106, pp. 818-825. 

HEGROVA, B.; FARKOVA, M.; MACUCHOVA, S.; HAVEL, J.; PREISLER, J. 
Investigation of relationships between barley stress peptides and beer gushing using SDS-
PAGE and MS screening. Journal of Separation Science. 2009, Vol. 32, 23-24, pp. 4247-53. 

HLYWKA, J.J. AND BULLERMAN, L.B. 1999. Occurrence of fumonisin B1 and B2 in 
beer. Food Additives and Contaminants. 1999, Vol. 16, 8, pp. 319-324. 

CHRISTIAN, MANUEL; TITZE, JEAN; ILBERG, VLADIMÍR; FRITZ, JACOB. Novel 
Perspectives in Gushing Analysis: A Review. Journal of the Institute of Brewing. 2011, Vol. 
117, 3, pp. 295-313. 

CHU, F.S.  Studies on ochratoxins. Critical Reviews in Toxicology. 1974, Vol. 2, pp. 499-524. 

CHU, F.S.; CHANG, F.F.; ASHOOR, S.H.; PRENTICE, N. Stability of aflatoxin B, and 
ochratoxin A in brewing. Applied Microbiology. 1975, Vol. 30, pp. 313-316. 

IARC. International Agenc for Research on Cancer. Some naturally occur-rung substances: 
food items and constituents, heterocyclic aromatic amines and mycotoxins. Lyon, France : 
IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, 1993. Vol. 56, pp. 
245-395. 

JACOB, F. 2011. MEBAK: Collection of the Brewing Analysis Methods. Freising-
Weihenstephan : s.n., 2011. 



51 
 

JEŽKOVÁ, A.; ŽÏÁROVÁ  KARASOVÁ, J.; DOHNAL, V.; POLIŠENSKÁ, I. Vývoj 
metodiky extrakce na tuhé fázi a HPLC-MS pro stanovení deoxynivalenolu v jeèmeni a sladu. 
Chemické!listy. 2009, Vol. 103, pp. 679-683. 

KABAK, B. Ochratoxin A in cereal-derived products in Turkey: Occurrence and exposure 
assessment. Food and Chemical Toxicology. 2009, Vol. 47, 2, pp. 348-352. 

KAWASHIMA, L.M., VIEIRA, A.P. AND SOARES, L.M.V. Fumonisin B1 and ochratoxin 
A in beers made in Brazil. Ciência!e!Tecnologia!de!Alimentos. 2007, Vol. 27, 2. 

KHAN, M.R.; ALOTHMAN, Z.A.; GHFAR, A.A.; WABAIDUR, S.M. Analysis of 
aflatoxins in nonalcoholi beer using liquid-liquid extraction and ultraperformance LC-
MS/MS. Journal of Separtaion Science. 2013, Vol. 36, 3, pp. 572-577. 

KOSAØ, K. and PROCHÁZKA, S. Technologie!výroby!sladu!a!piva.![ed.] F. Frantík. Praha : 
Výzkumný ústav pivovarský a sladaøský, a.s., 2000. ISBN 80-902658-6-3. 

KROGH, P.; HALD, B.; GJERTSEN, P.; MYKEN, F. Fate of chratoxin A and citrinin during 
malting and brewing experiments. Applied Microbiology and Biotechnology. 1974, Vol. 28, 1, 
pp. 31-34. 

KRSKA, R., BAUMGARTNER, S. and JOSEPHS, R. The state-of-the-art in the analysis of 
type-A and -B trichothecene mycotoxins in cereals. Journal of Analytical Chemistry. 2001, 
Vol. 371, 3, pp. 285-299. 

KUZDRALINSKI, A., SOLARSKA, E. and MUSZYNSKA, M. 2013. Deoxynivalenol and 
zearalenone occurence in beers analysed by an enzyme-linked immunosorbent assay method. 
Food Control. 2013, Vol. 29, 1, pp. 22-24. 

LAITILA, A.  Microbes in the tailoring of barley malt properties. Academic dissertation in 
Microbiology. Helsinky : s.n., 2007. 

LAITILA, A.; KOTAVIITA, E.; PELTOLA, E.; HOME, S.; WILHELMSON, A. Indigenous 
microbial community of barley greatly influences grain germination and malt quality. Journal 
of the Institute of Brewing. 2007, Vol. 113, pp. 9-20. 

LANCOVÁ, K.; HAJŠLOVÁ, J.; POUSTKA, J.; KRPLOVÁ, A.; ZACHARIASOVÁ, M.; 
DOSTÁLEK, P.; SACHAMBULA, L. Transfer of Fusarium mycotoxins and "masked" 
deoxynivalenol (deoxynivalenol-3-glucoside) from field barley through malt to beer. Food 
Additives & Contaminants. 2008, Vol. 25, 6, pp. 732-744. 

LASRAM, S.; OUESLATI, S.; CHEBIL, S.; MLIKI, A.; GHORBEL, A. Occurrence of 
ochratoxin A in domestic beers and wine from Tunisia by immunoaffinity clean-up and liquid 
chromatography. Food Additives & Contaminants:Part B. 3013, Vol. 6, 1, pp. 1-5. 

LINDER, M. B.; SZILVAY, G. R.; NAKARI-SETALA, T.; PENTTILA, M. E. 
Hydrophobins: the protein-amphiphiles of filamentous fungi. FEMS Microbiology Reviews. 
2005, Vol. 29, 5, pp. 877-896. 

LÓPEZ, C. E.; RAMOS, L. L.; RAMADÁN, S. S.; BULACIO, L. C. Presence of aflatoxin 
M1 in milk for human consumption in Argentina. Food Control. 2003, Vol. 14, 1, pp. 31-34. 



 
52 

LUTTESCHMID, G.; MURANYI, M.; STUBNER, M.; VOGEL, R. F.; NIESSEN, L. 
Heterologous expression of surface-active proteins from barley and filamentous fungi in 
Pichia pastoris and charactrization of theircontribution to beer gushing. International Journal 
of Food Microbiologoy. 2011, Vol. 147, pp. 17-25. 

MABLY, M.; MANKOTIA, M.; CAVLOVIC, P.; TAM, J.; WONG, L.; 
PANTAZOPOULOS, P.; CALWAY, P.; SCOTT, P,M. Surwey of aflatoxins in beer sold in 
Canada. Food Additives & Contaminants. 2005, Vol. 22, 12, pp. 1252-1257. 

MAJERUS, P.;  CUTKA, I.;  DREYER, A.;  EL-DESSOUKI, S.; EYRICH , W.; REUSCH , 
H.; SCHURER, B.;  WAIBLINGER, H.U. Zur Belastungssituation von Ochratoxin A in 
Lebensmitteln pflanzlichen Ursprungs. Deutsche Lebensmittel-Rundschau. 1993, Vol. 89, pp. 
112-114. 

MALÍØ, F. and OSTRÝ, V. Vláknité! mikromycety! (plísn ),! mykotoxiny! a! zdraví! #lov ka.!
1.vydání. Brno : Mikada, 2003. ISBN: 80-7013-395-3. 

MANKEVIÈIENE, A., BUTKETE, B., GAURILÈIKIENE, I., DABKEVIÈIUS, Z. Risk 
assessment of Fusarium mcotoxins in Lithuanian small cereal grains. Food Control. 2011, 
Vol. 22, pp. 970-976. 

MATEO, R.; MEDINA, A.; MATEO, E.M.; MATEO, F.; JIMÉNEZ, M. An overview of 
ochratoxin A in beer and wine. International Journal of Food Microbiology. 2007, Vol. 119, 
1-2, pp. 79-83. 

MATSURA, Y. and YOSHIZAWA, T. Conversion of zearalenone, an estrogenic 
mycotoxoxin, by brewing microorganisms. Journal of the Food Hygienic Society of Japan. 
1985, Vol. 26, pp. 24-28. 

MATUMBA, L.; MONJEREZI, M.; KHONGA, E.B.; LAKUDZALA, D.D. Aflatoxins in 
sorghum, sorghum malt and traditional opaque beer in southern Malawi. Food Control. 2011, 
Vol. 22, pp. 266-268. 

NAKAJIMA, M., TSUBOUCHI, H. AND MIYABE, M. A. Survey of Ochratoxin A and 
Aflatoxins in Domestic and Imported Beers in Japen by Immunoaffinity and Liquid 
Chromatography. Journal of AOAC International. 1999, Vol. 82, 4, pp. 897-902. 

NIESSEN, L.; BOHM-SCHRAMI, M.; VOGEL, H.; DONHAUSER, S. Deoxynivalenol in 
commercial beer - screening for the toxin with an indirect competitive ELISA. Mycotoxin 
Research. 1993, Vol. 9, 2, pp. 99-109. 

NIESSEN, L.; DONHAUSER, S.; WEIDENEDER, A.; GEIGER, E.; VOGEL, H. 
Mykologishe Untersuchungen and Cerealien und Malzen im Zusammenhang mit dem 
Wildwerden. Gushing/ des Bieres. Brauwelt. 1992, Vol. 16/17, 702. 

NIP, W.K.; CHANG, F.C.; CHU, F.S.; PRENTICE, N. Fate of ochratoxin A in brewing. 
Applied Microbiology and Biotechnology. 1975, Vol. 30, 6, pp. 1048-1049. 

ODHAV, B. AND NAICKER, V. Mycotoxins in South African traditionally brewed beers. 
Food Additives and Contaminants. 2002, Vol. 19, 1, pp. 55-61. 



53 
 

OLIVEIRA, P. M.; MAUCH, A.; JACOB, F.; WATERS, D.M.; ARENDT, E. K. 
Fundamental study on the influence of Fusarium infection on quality and ultrastructure of 
barley malt. International Journal of Food Microbiology. 2012, Vol. 156, pp. 32-43. 

PAPADOPOULOU, A., WHEATON, L. AND MULLER, R. The control of selected 
microorganisms during malting process. Brewing Research International. 2000, Vol. 106, 3, 
pp. 179-188. 

PAPADOPOULOU-BOURAOUI, A.; VRABCHEVA, T.; VALZACCHI, S.; STROKA, J.; 
ANKLAM, E. Screening survey of deoxynivalenol in beer from the European market by an 
enzyme-linked immunosorbent assay. Food Additives and Contaminants. 2004, Vol. 21, 3, 
pp. 607-617. 

PESTKA, J. J. Toxicity, mechanisms and animal health risks. Animal Feed Science and 
Technology. 2007, Vol. 137, pp. 283-298. 

PIETRI, A.; BERTUZZI, T.; AGOSTI, B, B.; DONALDINI, G. Transfer of aflatoxin B1 and 
fumonisin B1 from naturally contaminated raw materials to beer during an industrial brewing 
process. Food Additives & Contaminants A. 2010, Vol. 27, 10, pp. 1431-1439. 

PLACINTA, C. A review of worldwide contamination of cereal grains and animal feed with 
Fusarium mycotoxins. Animal Feed Science and Technology. 1999, Vol. 78, pp. 21-37. 

POLIŠENSKÁ, I.; PFOHL-LESZKOWICZ, A.; HADJEBA, K.; DOHNAL, V.; JIRSA, O.; 
DENESOVÁ, O.; JEŽKOVÁ, A. Occurrence of ochratoxin A and citrinin in Czech cereals 
and comparison of two HPLC methods for ochratoxin A detection. Food Additives & 
Contaminants. 2010, Vol. 27, 11, pp. 1545-1557. 

PRADO, G.; OLIVEIRA, M.S.; CARVALHO, E.P.; OLIVEIRA LIMA, L.C.; VELOSO, T.; 
FERREIRA SOUZA, A.; FERREIRA CARDOSA; FERREIRA CARDOSA; FERREIRA 
CARDOSO, A.C. Ochratoxin A determination in beer by immunoaffinity column clean-up 
and high-performance liyuid chromatography. Tecnologia de Alimentos. 2003, Vol. 23. 

RADOVÁ, Z. and HAJŠLOVÁ, J. Incidence mykotoxinù v cereáliích produkovaných v ÈR, 
vazba na agrotechnická opatøení. V decký! výbor! fytosanitárního! a! životního! prost$edí.!
[Online] 2002. [Cited: 9 23, 2012.] www.phytosanitary.org/projekty/2002/vvf-04-02.pdf. 

RASMUSSEN, R.R., STORM, I.M.L.D. AND RASMUSSEN, P.H. Multi-mycotoxin 
analysisi of maize silage by LC-MS/MS. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 2010, Vol. 
397, pp. 765-776. 

RUBERT, J.; DZUMAN, Z.; VACLAVIKOVA, M.; ZACHARIASOVA, M.; SOLER, C. 
Analysis of mycotoxins in barley using ultra high resolution mass spectrometry: Comparision 
of efficienty and efficacy of different extraction procedures. Talanta. 2012, Vol. 99, pp. 712-
719. 

RUPRICH, J. and OSTRÝ, V. Determination of the mycotoxin deoxynivalenol in beer by 
commercial Elisa tests and estimation of the exposure dose from beer for the population in the 
Czech Republic. Central European Journal of Public Health. 1995,Vol. 3, 4, pp. 224-229. 



 
54 

SARLIN, T.; NAKARI-SETALA, T.; LINDER, M.; PENTTILA, M.; HAIKARA, A. Fungal 
Hydrophobins as Predictors of the Gushing Activity of Malt. Journal of the Institute of 
Brewing. 2005, Vol. 111, 2, pp. 105-111.  

SARLIN, T.; VILPOLA, A.; KOTAVIITA, E.; OLKKU, J.; HAIKARA, A . Fungal 
Hydrophobins in the Barley-to-Beer Chain. Journal of the Institute of Brewing. 2007, Vol. 
113, 2, pp. 147-153. 

SCOTT, P. M. Mycotoxins transmitted into beer from contaminated grains during brewing. 
Journal of the AOAC International. 1996, Vol. 79, pp. 875-882. 

SCOTT, P.M. AND LAWRENCE, G.A. Determination of aflatoxins in beer. Journal of 
AOAC International. 1997, Vol. 80, 6, pp. 1229-1234. 
SCOTT, P.M. AND KANHERE, R.S. Determination of ochratoxin A in beer. Food Additives 
and Contaminants. 1995, Vol. 12, 4, pp. 591-598. 

SENYUVA, H. Z. and GILBERT, J. Immunoaffinity column clean-up techniques in food 
analysis: A review. Journal of Chromatography B. 2010, Vol. 878, 2, pp. 115-132. 

SHIM, W.; KIM, J.; SEO, J.; LEE, Y.Natural occurrence of trichothecenes and zearalenone 
ina Korean and imported beers. Food Additives and Contaminants. 1997, Vol. 14, 1. 

SHOKRIBOUSJEIN, Z.; DECKERS, S. M.; GEBRUERS, K.; LORGOUILLOUX, Y.; 
BAGGARMAN, G.; VERACHTERT, H.; DELCOUR, J. A.; ETIENNE, P.; ROCK, J. M.; 
MICHIELS, CH.; DERDELINCKX, G. Hydrophobins, beer foaming and gushing. Cerevisia. 
2011, Vol. 35, pp. 85-101. 

SCHNEWEIS, I.; MEYER, K.; ENGELHARDT, G.; BAUER, J. Occurrence of zearalenone-
4-beta-D-glucopyranoside in wheat. Journal of Agricultural and Food Chemistry.  2002, Vol. 
50, pp. 1736-1738. 

SCHRÖDTER, R. Influence of harvest and storage conditions on trichothecenes levels in 
various cereals. Toxicology Letters. 2004, Vol. 153, 1, pp. 47-49. 

SCHOTHORST, R.C. AND JEKEL, A.A. 2003. Determination of trichothecenes in beer by 
capillary gas chromatography with flame ionisation detection. Food Chemistry. 2003, Vol. 82, 
3, pp. 475-479. 

SCHWARZ , P.B., CASPER , H.H. AND BEATIE, S.  Journal of the American Society of 
Brewing Chemists. 1995, Vol. 53, pp. 121-127. 

SPEIJERS, G. J.A. and SPEIJERS, M. H.M. Combined toxic effects of mycotoxins. 
Toxicology Letters. 2004, Vol. 152, 1, pp. 91-98. 

STOLOFF, L. and TRUCKSESS, M.W. Effect of boiling, frying, and baking on recovery of 
aflatoxin from naturally contaminated corn grits or corn meal. Journal of the Association of 
Official Analytical Chemists. 1981, Vol. 64, pp. 678-680. 

STUDER-ROHR, D. R., DIETRICH, J. AND SCHLATTER, C. The occurrence of 
ochratoxin A in coffee. Food and Chemical Toxicology. Vol. 33, 5, pp. 341-355. 

ŠAFRÁNKOVÁ, I. Mikroflóra zrn sladovnických odrùd jeèmene. Úroda.!2011, Vol. 59, 3, 
pp. 20-24. 



55 
 

TABATA , S.; KAMIMURA,, H.;  IBE, A,;  HASHIMOTO, H.; TAMURA, Y.;  NISHIMA, 
T. Fate of Aflatoxins during cooking process and effect of food components on their stability. 
Journal of the Food Hygienic Society of Japan. 1992, Vol. 33, pp. 150-156. 

TAMURA, M., UYAMA, A. AND MOCHIZUKI, N. Development of a Multi-mycotoxin 
Analysis in Beer-based Drinks by a Modified QuEChERS Method and Ultra-High-
Performance Liquid Chromatography Coupled with Tandem Mass Spectrometry. Analytical 
Sciences. 2011, Vol. 27, pp. 629-635. 

TORES, M.R., SANCHIS, V. AND RAMOS, A.J. Occurence of fumonisins in Spanish beers 
analyzed by an enzyme-linked immunosorbent assay method. International Journal of Food 
Microbiology. 1998, Vol. 39, 1-2, pp. 139-143. 

TURNER, R. W., SUBRAHMANYAM, S. AND PILETSKY, S. A. Analytical methods for 
determination of mycotoxins: A review. Analytica Chimica Acta. 2009, Vol. 632, pp. 168-
180. 

VARGA, J. and KOZAKIEWICZ, Z. Ochratoxin A in grapes and grape-derived products. 
Trends in Food Science & Technology. 2006, Vol.17, 2, 72-81 

VARGA, E.; MALACHOVA, A.; SCHWARTZ, H.; KRSKA, R. F; BERTHILLER, F. 
Survey of deoxynivalenol and its conjugates deoxynivalenol-3-glucoside and 3-acetyl-
deoxynivalenol in 374 beer samples. Food Additives and Contaminants. 2013, Vol. 30, 1, pp. 
137-146. 
VARGA, J.; KISS, R.; MÁTRAI, T.; TÉREN, J. Determination of ochratoxin A in Hungarian 
wines and beers. Acta Alimentaria. 2005, Vol. 34, 4, pp. 381-392. 

VAUGHAN, A., SULLIVAN, T. O. AND SINDEREN, D. V. Enhancing the Microbiological 
Stability of Malt and Beer - A Review. Journal of the Institute of Brewing. 2005, Vol. 111, 4, 
pp. 355-371. 

VELÍŠEK, J. and HAJŠLOVÁ, J. Chemie potravin II. Havlíèkùv Brod : nakladatelství 
OSSIS, 2009. ISBN: 978-80-86659-16-9. 

WOLF-HALL, C. E. Mold and mycotoxin problems encountered during malting and brewing. 
International Journal of Food Microbiology. 2007, Vol. 119, 1-2, pp. 89-94. 

XU, B.; JIA, X.; GU, L.; SUNG, C. Review on the qualitative and quantitative analysis of the 
mycotoxin citrinin. Food Control. 2006, Vol. 17, pp. 271-285. 

ZAPF, M. W.; THEISEN, S.; VOGEL, R. F.; NIESSEN, L. Cloning of wheat LTP1500 and 
two Fusarium culmorum hydrophobins in Saccharomyces cerevisiae and assessment of their 
gushing inducing potential in experimental wort fermentation. Journal of the Institute of 
Brewing. 2006, Vol. 112, 3, pp. 237-245. 

ZÖLLNER, P. and MAYER-HELM, B. Trace mycotoxin analysis in complex biological and 
food matrices by liquid chromatography-atmospheric pressure ionisation mass spectrometry. 
Journal of Chromatography A. 2006, Vol. 1136, pp. 123-169. 

ŽABKA, M. and JEGOROV, A. Návrat houby, jež dala vzniknout jménu trichotheceny. 
Chemické!listy.!2002, Vol. 96, pp. 607-610. 

 



 
56 

8 SEZNAM!PUBLIKACÍ  

8.1 Impaktované publikace 

B*LÁKOVÁ , S., K. BENEŠOVÁ,  J. ÈÁSLAVSKÝ, R. MIKULÍKOVÁ  a Z.  SVOBODA. 
Výskyt vybraných fusariových mykotoxinù ve sladovnickém jeèmeni v ÈR ve sklizních z let 
2008-2011. Food Control. V recenzním øízení  

BENEŠOVÁ, K., I. HARTMAN, S. B*LÁKOVÁ  a R. MIKULÍKOVÁ . Charakteristika 
jeèného sladu pomocí HPLC. Chemické!listy. Pøijato k tisku 

BENEŠOVÁ, K.,  S. B*LÁKOVÁ , R. MIKULÍKOVÁ  a Z.  SVOBODA. Monitoring of 
selected aflatoxins in brewing materials and beer by liquid chromatography/mass 
specrometry. Food Control. 2012, 25(2), 626-630. DOI: 10.1016/j.foodcont.2011.11.033 

MIKULÍKOVÁ , R., S. B*LÁKOVÁ , K. BENEŠOVÁ a Z. SVOBODA. Study of ochratoxin 
A content in South Moravian and foreign wines by the UPLC method with fluorescence 
detection. Food Chemistry. 2012, 133, 55-59. DOI:10.1016/j.foodchem.2011.12.061 

BENEŠOVÁ, K., H. PLUHÁÈKOVÁ, S. B*LÁKOVÁ , K. VACULOVÁ , R. Mikulíková, J. 
EHRENBERGEROVÁ a N. BØEZINOVÁ-BELCREDI. Využití moderní separaèní metody 
UPLC k analýze vitaminu E v zrnu jeèmene. Chemické!listy. 2012, 106, 672-676. 

B*LÁKOVÁ , S., K. BENEŠOVÁ,  R. MIKULÍKOVÁ  a Z.  SVOBODA. Determination of 
ochratoxin A in brewing materials and beer by ultra performance liquid chromatography with 
fluorescence detection. Food Chemistry. 2011, 126(1), 321-325. DOI: 
10.1016/j.foodchem.2010.10.062. 

SVOBODA, Z., R. MIKULÍKOVÁ , S. B*LÁKOVÁ , K. BENEŠOVÁ,  I. MÁROVÁ a Z. 
NESVADBA, 2011. Optimization of modern analytical SPME and SPDE methods for 
determinativ of trans-2-nonenal in barley, malt and beer. Chromatographia. 2011, 
73 (Supp 1), 157-161. 

BØEZINOVÁ BELCREDI, N., J. EHRENBERGEROVÁ, S. B*LÁKOVÁ  a K. 
VACULOVÁ. Antioxidant Vitamins in Barley Green Biomass. Journal of Agricultural and 
Food Chemistry. 2010, 58, 11755-11761.  

BØEZINOVÁ BELCREDI, N., J. EHRENBERGEROVÁ, S. B*LÁKOVÁ  a VACULOVÁ, 
K. Barley grain as a source of Health-benefical substances. Czech Journal of Food Sciences. 
2009, 27, 242-244. 

 

8.2 Recenzované publikace 

B*LÁKOVÁ , S., K. BENEŠOVÁ, R. MIKULÍKOVÁ , Z. SVOBODA a J.  ÈÁSLAVSKÝ. 
Monitoring výskytu mykotoxinu deoxynivalenol v pivech z obchodní sítì v letech 2009 – 
2012. Kvasny prum. 2013. Pøijato k tisku 

BENEŠOVÁ, K., S. B*LÁKOVÁ , R. MIKULÍKOVÁ, a Z. SVOBODA. Pøehled 
analytických metod pro stanovení fytové kyseliny. Kvasny Prum. 2013, 59(5), 127-133. ISSN 
0023-5830. 



57 
 

EHRENBERGEROVÁ, J., Z. PROKOPCOVÁ, S. B*LÁKOVÁ , R. CERKAL, H. 
PLUHÁÈKOVÁ, K. VACULOVÁ a P. SMUTNÁ. Variabilita obsahu volné a celkové 
ferulové kyseliny v obilkách jeèmene jarního. Kvasny Prum. 2012, 58(7-8),  201-208. ISSN 
0023-5830. 

B*LÁKOVÁ , S, K. BENEŠOVÁ,  R. MIKULÍKOVÁ  a Z.  SVOBODA. Faktory ovlivòující 
gushing. Kvasny Prum. 2012, 58(3), 62-65. ISSN 0023-5830. 

MIKULÍKOVÁ, R., Z. SVOBODA, K. BENEŠOVÁ, a S. B*LÁKOVÁ . Využití moderních 
analytických metod SPDE a TDAS pøi stanovení sirných tìkavých látek. Kvasny Prum. 2011, 
57(7-8), 231-235. ISSN 0023-5830. 

MIKULÍKOVÁ, R., Z. SVOBODA, K. BENEŠOVÁ, S. B*LÁKOVÁ! a I. MÁROVÁ. 
Sledování metioninu v èeských a zahranièních pivech. Kvasny Prum. 2011, 57(1), 8-12. ISSN 
0023-5830. 

B*LÁKOVÁ , S., K. BENEŠOVÁ,  R. MIKULÍKOVÁ  a Z.  SVOBODA. Sledování zmìn 
obsahu ferulové kyseliny v pivovarských surovinách metodou UPLC s PDA detekcí. Kvasny 
Prum. 2010, 56(6), 266-269. ISSN 0023-5830. 

MIKYŠKA A., J. PROKEŠ, S. B*LÁKOVÁ , J. ŠKACH a D. HAŠKOVÁ. Vliv pùvodu 
jeèmene a technologie sladování na obsah ferulové kyseliny v jeèmeni a sladu. Kvasny Prum. 
2010, 56(3), 145-151. ISSN 0023-5830. 

BENEŠOVÁ, K., S. MACUCHOVÁ, S. B*LÁKOVÁ , R. MIKULÍKOVÁ a Z. SVOBODA, 
Stanovení obsahu š•avelové kyseliny v jeèmeni a sladu pomocí RP-HPLC. Kvasny Prum. 
2010, 56(5),  247-250. ISSN 0023-5830. 

SVOBODA, Z., R. MIKULÍKOVÁ, S. B*LÁKOVÁ , K. BENEŠOVÁ, I. MÁROVÁ a Z. 
NESVADBA. Stanovení obsahu trans-2-nonenalu v zrnu jeèmene, sladu a pivu. Kvasny 
Prum. 2010,56(11 -12), 428-432. ISSN 0023-5830. 

MIKULÍKOVÁ, R., Z. SVOBODA, K. BENEŠOVÁ a S. B*LÁKOVÁ . Stanovení 
methioninu ve sladu. Kvasny Prum.2009, 55(11-12), 310-314. ISSN 0023-5830. 

SVOBODA, Z., R. MIKULÍKOVÁ, S. B*LÁKOVÁ,! K. BENEŠOVÁ a Z. NESVADBA. 
Stanovení obsahu lipidù a zastoupení mastných kyselin v obilkách jeèmene a sladu. Kvasny 
Prum.2009, 55(11-12), 315-320. ISSN 0023-5830. 

B*LÁKOVÁ,! S., R. MIKULÍKOVÁ,  Z. SVOBODA a S. MACUCHOVÁ, S. Monitoring of 
ferulic acid content during the malt production, Chem. Listy. 2008, 102, 595-596, ISSN 1803-
2389.  

MIKULÍKOVÁ, R., S. B*LÁKOVÁ,! Z. SVOBODA a S. MACUCHOVÁ. Monitoring of 
sensorially active sulphur subsatnces in malt and beer. Chem. Listy. 2008, 102, 265-1311. 
ISSN 1803-2389. 

MIKULÍKOVÁ, R., S. B*LÁKOVÁ,! Z. SVOBODA a S. MACUCHOVÁ, S. Content of 
strobilurin fungicides in barely, malt, and beer, Chem. Listy. 2008, 102, 265. 

JANOUŠKOVÁ, E., M. KRBÙŠKOVÁ, S. B*LÁKOVÁ , J. SLAVÍK,  J., I. ØEHÙØKOVÁ, 
and J. RUPRICH. The monitoring of dietary exposure of Czech population to 
organochlorinated pesticides in 1994-2003, Chem.listy. 2005, 99, s2, s290-s292. ISSN 0009-
2770. 



 
58 

JANOUŠKOVÁ, E., M. KRBÙŠKOVÁ, S. B*LÁKOVÁ , I. ØEHÙØKOVÁ, I. 
BORKOVCOVÁ and J. RUPRICH, J. The monitoring of dietary exposure of Czech 
population to indicator polychlorinated biphenyls in 1994-2003, Chem.Listy. 2005, 99, s2,  
s288-s290. ISSN 0009-2770. 

ØEHÙØKOVÁ, I., J. SLAVÍK, S. B*LÁKOVÁ , J. ÈÁSLAVSKÝ, E. JANOUŠKOVÁ, M. 
KRBÙŠKOVÁ and J. RUPRICH. The determination of acrylamide in foodstuffs of food 
basket of Czech population by  GC-MS. Chem.Listy. 2005, 99, s2, s304-s306. ISSN 0009-
2770. 

8.3 Pøíspìvky ve sborníku 

B*LÁKOVÁ,! S ., K. BENEŠOVÁ, R. MIKULÍKOVÁ a Z. SVOBODA. Mykotoxiny 
v pivovarských surovinách a v pivu. In: Mykotoxíny!2012. Bratislava, 2012, s. 88-90. ISBN 
978-80-7080-829-0 (CZ1.07/2.400/31.0026)  

BENEŠOVÁ, K., S. B*LÁKOVÁ , R. MIKULÍKOVÁ, Z.  SVOBODA. Vybrané fusariové 
mykotoxiny v jeèmeni sladu. In: Konference!%eské!spole#nosti!pro!hmotnostní!spektrometrii. 
Hradec Králové, 2012. ISBN 978-80-905045-0-9 (CZ1.07/2.400/31.0026) 

ÈESLOVÁ, L., P. DINISOVÁ, S. B*LÁKOVÁ , Z. ŠTENCLOVÁ, J. FISCHER, J. 
HPLC/MS analysis of polyphenolic compounds in herbs and evaluation of their antioxidant 
capacity. In: Konference!%eské!spole#nosti! pro! hmotnostní! spektrometrii.  Hradec Králové, 
2012. ISBN 978-80-905045-0-9 (CZ1.07/2.400/31.0026) 

MIKULIKOVÁ, R., Z. SVOBODA, S.! B*LÁKOVÁ  a K. BENEŠOVÁ. Sledování 
akrylamidu v prùbìhu sladování a v pivu In: XLII. Symposium!o! nových! sm rech! výroby! a!
hodnocení! potravin:! Sborník! p$ísp vk& [CD]. Skalský Dvùr u Bystøice nad Pernštejnem, 
2012. s. 135. ISSN 1802-1433. 

SVOBODA, Z., R. MIKULÍKOVÁ, S.!B*LÁKOVÁ,  a K. BENEŠOVÁ. Stanovení obsahu 
lipidù a zastoupení mastných kyselin v obilce jeèmene a ve sladu. In: XLII. symposium o 
nových! sm rech! výroby! a! hodnocení! potravin:! Sborník! p$ísp vk& [CD]. Skalský Dvùr u 
Bystøice nad Pernštejnem, 2012. s. 115. ISSN 1802-1433. 

B*LÁKOVÁ , S., K. BENEŠOVÁ,  R. MIKULÍKOVÁ  a Z.  SVOBODA. Is gushing in beer 
associated with mycotoxins? In: Advances in Chromatography and Electrophoresis & 
Chiranal 2012. Olomouc, 2012, s. 76-77. ISBN 978-80-244-3115-4, ISSN 0232-0061. 

BENEŠOVÁ, K., I. HARTMAN, R. MIKULÍKOVÁ  a S. B*LÁKOVÁ . Simultaneous 
determination of vitamin E, carotenoids and ergosterol in malt by RP-HPLC with photodiode-
array and fluorescence detection. In: Advances in Chromatography and Electrophoresis & 
Chiranal 2012. Olomouc, 2012, s. 78-79. ISBN 978-80-244-3115-4, ISSN 0232-0061. 

MACHÁÒ, P., J. EHRENBERGEROVÁ, E. KLÍMOVÁ, E. ŠUBRTOVÁ, R. CERKAL,     
S.  B*LÁKOVÁ  a K. VACULOVÁ . Variability of selected non-starch polysaccharides in 
grain of hull-less and hulled spring barley. In: 6th International Congress FLOUR-BREAD 
´11,! 8th! Croatian!Congress! of! Cereal! Technologists! Proceedings. Osijek, Croatia: PTFOS, 
ICC, 2012, s. 474-479. ISSN 1848-2562. 



59 
 

B*LÁKOVÁ,! S. , K. BENEŠOVÁ, R. MIKULÍKOVÁ a Z. SVOBODA. Simultaneous 
determination of ochratoxin A and aflatoxins in beer by liquid chromatography/mass 
spectrometry. In: 1.!Konference!%eské!hmotnostní!spektrometrie. Hradec Králové, 2011, s. 44. 
ISBN 978-80-905045-0-9. 

BENEŠOVÁ, K., S. B*LÁKOVÁ , R. MIKULÍKOVÁ a Z. SVOBODA. Application of 
high performance liquid chromatography-mass spectrometry for identificaton of vitamin E 
isomers in hop. In: 1.!Konference!%eské!hmotnostní!spektrometrie. Hradec Králové, 2011, s. 
38. ISBN 978-80-905045-0-9. 

B*LÁKOVÁ,!S. , K. BENEŠOVÁ, R. MIKULÍKOVÁ a Z. SVOBODA. Selected fusarium 
mycotoxins in barley and malt. In: 5th International Symposium on Recent advances in food 
analysis: Book of Abstracts. Praha, 2011, p. 283. ISBN 978-80-7080-795-8. 

SVOBODA, Z., R. MIKULÍKOVÁ, S.! B*LÁKOVÁ  a K. BENEŠOVÁ. Monitoring of 
acrylamide in the course of malting and in beer. In: 5th International Symposium on Recent 
advences in food analysis: Book of Abstracts. Praha, 2011, p. 340. ISBN 978-80-7080-795-8. 

MIKULÍKOVÁ, R., Z. SVOBODA, K. BENEŠOVÁ a S.!B*LÁKOVÁ . Determination of 
sulphur amino acids in barley, malt and beer. In: 5th Meeting on Chemistry and Life. Brno, 
Proceedings. Chemické Listy 105. (S), 2011, p. 1021. ISSN 0009-2770  

SVOBODA, Z., R. MIKULÍKOVÁ , S. B*LÁKOVÁ  a K. BENEŠOVÁ. Stanovení obsahu 
trans-2-nonenalu v zrnu jeèmene, sladu a pivu. In: XLI. Symposium!o!nových!sm rech!výroby!
a! hodnocení! potravin:! Sborník! p$ísp vk& [CD]. Skalský Dvùr u Bystøice nad Pernštejnem. 
2011, p. 86. ISSN 1802-1433. 

MIKULÍKOVÁ R., Z. SVOBODA, S. B*LÁKOVÁ   a K. BENEŠOVÁ. Identifikace odrùd 
jeèmene doporuèných pro Èeské pivo In: XLI.! Symposium! o! nových! sm rech! výroby! a!
hodnocení! potravin:! Sborník! p$ísp vk& [CD]. Skalský Dvùr u Bystøice nad Pernštejnem. 
2011, p. 165. ISSN 1802-1433. 

B*LÁKOVÁ,! S. , K. BENEŠOVÁ, R. MIKULÍKOVÁ a Z. SVOBODA. Monitoring of 
changes in ferulic acid content in the brewing materials and beer. In: International symposium 
advances in chromatography and electrophoresis: CHIRANAL 2010. Olomouc, 2010, s. 76-
77. ISBN 978-244-2470-5ISSN 0232-0061. 

B*LÁKOVÁ,! S. , K. BENEŠOVÁ, R. MIKULÍKOVÁ a Z. SVOBODA. Stanovení 
ochratoxinu A v pivovarských surovinách a pivu.  In: Mykotoxíny!2010. Praha, 2010, s. 41-43. 
ISBN 978-80-7080-764-4. 

B*LÁKOVÁ,!S. , K. BENEŠOVÁ, R. MIKULÍKOVÁ A Z. SVOBODA. Development of 
Methods for the Determination of the Selected Antioxidants in Cereals. In: 10th international 

. Praha, 2010, s. 94, ISBN 978-80-7395-257-0. 

B*LÁKOVÁ,!S. , K. BENEŠOVÁ, R. MIKULÍKOVÁ A Z. SVOBODA. Determination of 
ferulic acid content in selected cereals by the UPLC – PDA method. In: Vitamins, nutrition, 
diagnostics 2009: the abstract Book. Brno, 2009, p. 134. ISBN 978-8-7318-809-2. 



 
60 

BENEŠOVÁ, K., S. B*LÁKOVÁ , R. MIKULÍKOVÁ , Z. SVOBODA, R. ŠULOVÁ. 
Comparison of the content of health beneficial substances in various cereals. In: Vitamins, 
nutrition, diagnostics 2009:  Book of Abstracts. Brno, 2009, p. 150. ISBN 978-8-7318-809-2. 

B*LÁKOVÁ,! S. , Z. SVOBODA, R. MIKULÍKOVÁ, K. BENEŠOVÁ. Monitoring of 
ochratoxin a content in beers from retail stores using the UPLC/FLR method. In: 4th 
International Symposium on RECENT ADVANCES IN FOOD ANALYSIS: Book of abstracts.  
Praha, 2009, p. 378, ISBN 978-80-7080-726-2. 

SVOBODA, Z., R. MIKULÍKOVÁ, R., S. B*LÁKOVÁ , K. BENEŠOVÁ. Modern 
analytical method for the analysis of sulphur flavon in malt and beer. In: 4th International 
Symposium on RECENT ADVANCES IN FOOD ANALYSIS: Book of abstracts. Praha, 2009, 
p. 529. ISBN 978-80-7080-726-2. 

B*LÁKOVÁ,! S. , Z. SVOBODA, R. MIKULÍKOVÁ, K. BENEŠOVÁ. Determination of 
trichothecene levels in barley and malt by high-performance liquid chromatography – mass 
spectrometry. In: 27th Informal Meeting on Mass Spectrometery. Retz, Austria, 2009, p. 46. 
ISBN 978-3-200-01508-1. 

SVOBODA, Z., R. MIKULÍKOVÁ, S. B*LÁKOVÁ , K. BENEŠOVÁ. Use of the GC-MS 
method for monitoring  strobilurine residues in barley, malt and beer. In: 27th Informal 
Meeting on Mass Spectrometery. Retz, Austria, 2009, p. 73. ISBN 978-3-200-01508-1. 

BENEŠOVÁ, K., S. B*LÁKOVÁ , R. MIKULÍKOVÁ, Z. SVOBODA. Aplicatin of high-
performance liquid chromatography - mass spectrometry for dentificaton of tocopherols and 
tocotrienols in barley and malt. In: 27th Informal Meeting on Mass Spectrometery. Retz, 
Austria, 2009, p. 39. ISBN 978-3-200-01508-1. 

SVOBODA, Z., R. MIKULÍKOVÁ, S. B*LÁKOVÁ , K. BENEŠOVÁ. Use of the new SLB-
IL 100 Capillary Column for the Determination of Fatty Acids in Barley and Malt. In:  8th 
Balaton Symposium on High-Performance Separation Methods and 15th International 
Symposium on Separation Sciences: Book of Abstracts. Siófok, Hungary, 2009, p. 208. ISBN 
978-963-06-7878-0. 

MIKULÍKOVÁ, R., S. B*LÁKOVÁ , Z. SVOBODA, K. BENEŠOVÁ. Use of the UPLC-
FLR method for monitoring of ochratoxin A in Wine. In: Mykotoxíny!2009. Bratislava, 2009, 
p.83-87, ISBN 978-80-7080-730-9. 

BØEZINOVÁ BELCREDI, N., J. EHRENBERGEROVÁ, R. CERKAL, I. PAULÍÈKOVÁ,  
S. B*LÁKOVÁ , K. VACULOVÁ . Barley green biomass – source of antioxidants. In: Book 
II of Procedings of the Euro food chem XXV. Denmark: Determent of Life Sciences. 2009, 
University of Copenhagen, p. 224-227.  ISBN 978-87-993033-5-9. 

B*LÁKOVÁ,! S. , S. MACUCHOVÁ, R. MIKULÍKOVÁ, Z. SVOBODA. Monitoring of 
levels of selected vitamins in barley caryopsis and products of its processing. In: Vitamins 
Nutrition and Diagnostics 2008: The abstract Book.  Zlín, 2008, p.135. ISBN 978-80-7318-
708-8. 

BØEZINOVÁ BELCREDI, N., J. EHRENBERGEROVÁ, Z. PROKOPCOVÁ, S. 
B*LÁKOVÁ.  Ferulic acid in barley grain. In: Vitamins Nutrition and Diagnostics 2008: The 
abstract Book.  Zlín, 2008, p. 146-147. ISBN 978-80-7318-708-8. 



61 
 

MACUCHOVÁ, S., S. B*LÁKOVÁ , R. MIKULÍKOVÁ, Z. SVOBODA. Z. The effects of 
fungal infection and fungicide treatment on the level of selected substances detrimental to 
health in a barley-malt-beer chain. In: Vitamins Nutrition and Diagnostics 2008: The abstract 
Book.  Zlín, 2008, p. 146-147. ISBN 978-80-7318-708-8. 

B*LÁKOVÁ,! S. , MIKULÍKOVÁ, R., SVOBODA. Z., S. MACUCHOVÁ. Monitoring of 
changes of ferulic acid content in brewing materials using the UPLC method with PDA 
detektor. In: 14th International Symposium on Separation Science: Book of abstracts. 
Primošten, Croatia, 2008, s. 112. ISBN 978-953-6894-36-9. 

B*LÁKOVÁ,!S. , R. MIKULÍKOVÁ, Z. SVOBODA. S.  MACUCHOVÁ. Determination of 
5-methyltetrahydrofolate in Brewing Materials Using the UPLC Method with FLR Detector.  
In: 14th International Symposium on Separation Science: Book of abstracts. Primošten, 
Croatia, 2008, s. 113. ISBN 978-953-6894-36-9. 

BØEZINOVÁ BELCREDI, N., S. B*LÁKOVÁ , J. EHRENBERGEROVÁ, K. 
VACULOVÁ, K.  Plant genetic resources of barley for antioxidants. In: Modern variety 
breeding for present and future needs. 1. vyd. Valencia, Spain: Editorial Universidad 
Politécnica de Valencia. 2008, s. 547. ISBN 978-84-8363-302-1. 

MIKULÍKOVÁ, R., Z. SVOBODA, Z., S. B*LÁKOVÁ , S. MACUCHOVÁ. Comparison of 
Modern Analytical Methods for the Analysis of Sulphur Flavors in Malt and Beer. In: 14th 
International Symposium on Separation Science: Book of abstracts. Primošten, Croatia, 2008, 
s. 94. ISBN 978-953-6894-36-9. 

MACUCHOVÁ, S., S. B*LÁKOVÁ , R. MIKULÍKOVÁ, Z. SVOBODA. Determination of 
Oxalic Acid Content in Brewing Materials with RP-HPLC. In: 14th International Symposium 
on Separation Science: Book of abstracts. Primošten, Croatia, 2008, s. 171. ISBN 978-953-
6894-36-9. 

8.4 Pøednášky 

S.! B*LÁKOVÁ,  K. BENEŠOVÁ, R. MIKULÍKOVÁ, Z. SVOBODA. Mycotoxins in 
brewing materials and beer. Konference Mykotoxiny 2012, Bratislava, 18. - 19. 10. 2012.  

S.! B*LÁKOVÁ,  K. BENEŠOVÁ, R. MIKULÍKOVÁ, Z. SVOBODA. Determination of 
ochratoxin A in brewing materials and beer.  Konference mykotoxiny 2010, Praha, 14. 10. 
2010.  

S.! B*LÁKOVÁ,  K. BENEŠOVÁ. Zdravotnì významné látky v pivovarských surovinách 
2010, Waters, I. setkání uživatelù kapalinových chromatografù firmy Waters, Špindlerùv 
Mlýn, 27. – 28. 4. 2010. 

B*LÁKOVÁ,!S.! Vztah maskovaných mykotoxinù a gushingu piva II/B6, Praha 9. 11. 2009. 

B*LÁKOVÁ,! S., BENEŠOVÁ, K., MIKULÍKOVÁ, R., SVOBODA, Z. Sledování zmìn 
obsahu kyseliny ferulové v pivovarských surovinách, 23. Pivovarsko-sladaøské dny, 
Budìjovický Budvar, 16. 10. 2009. 



 
62 

9 SYMBOLY A ZKRATKY 

 
ADONs 3- a 15- acetyldeoxynivalenol 
ACN, MeCN Acetonitril 
APCI Chemická ionizace za atmosférického tlaku 
API Ionizace za atmosférického tlaku 
ATA Alimentární Toxická Aleukie 
BEH Bridge ethyl hybrid 
CTR, CIT Citrinin 
DAS Diacetoxyscirpenol 
DON Deoxynivalenol 
D3G Deoxynivalenol-3-! -D-glukopyranosid 
ELISA Imunochemická metoda  
EFSA Evropský úøad pro bezpeènost potravin  
FHB Houbové onemocnìní, tzv. fusariozy 
FLR Fluorescenèní detekce 
ESI Ionizace elektrosprejem 
FUS-X Fusarenon-X 
HPLC Vysokoúèinná kapalinová chromatografie 
HSS High strength silica 
IAC Imunoafinitní chromatografie 
IARC Mezinárodní agentura pro výzkum rakoviny 
LC-MS Kapalinová chromatografie s hmotnostní spektrometrií 
LCQ Hmotnostní spektrometr typu iontové pasti 
LOD Mez detekce 
LOQ Mez stanovení  
MeOH Methanol 
MRM Selektivní záznam více vybraných reakcí  
MS Hmotnostní spektrometrie  
ND Není detekován 
NIV Nivalenol 
OTA Ochratoxin A 
PCR Polymerázová øetìzová reakce 
QuECheRS Pøíprava vzorku (rychlá, jednoduchá, levná, efektivní, robustní a bezpeèná) 
RP Reverzní fáze 
RSD Relativní smìrodatná odchylka  
SIM Selektivní záznam vybraného iontu  
SPE Extrakce na tuhou fázi  
SRM Selektivní záznam vybrané reakce  
TDI Tolerovatelný denný pøíjem 
TWI Tolerovatelný týdenní pøíjem 
UHPLC Ultra vysokoúèinná kapalinová chromatografie 
UPLC Ultra úèinná kapalinová chromatografie 
UV Detekce v ultrafialové èásti spektra  
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Z4G Zearalenon-4-! -D-glukopyranosid 
ZON, ZEN Zearalenon 
ZOL Zearalenol 
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a b s t r a c t

In 2008•2009 the total set of 237 samples of malting barley, malt, hop, wort, and beer was analysed for
ochratoxin A (OTA) contamination using the ultra performance liquid chromatography (UPLC) coupled to
•uorescence detection (FLD). The UPLC method is a fast technique with low limits of detection and quan-
ti€cation (LOD and LOQ) compared to other methods used routinely. LOD and LOQ values were 0.0003
and 0.001 ng/ml for beer, 0.05 and 0.2 l g/kg for barley and malt, 0.16 and 0.5 l g/kg for hop, respectively.

Ochratoxin A was detected in one barley sample (0.3 l g/kg), one malt (0.7 l g/kg) and one hop sample
(0.6 l g/kg). OTA content was also determined during the brewing process. In addition, samples of both
domestic and foreign beers, obtained from local stores, were analysed. OTA content was determined in
39% of beer samples, the detected OTA level ranged from 0.001 to 0.0544 ng/ml. Only one beer sample
contained 0.2438 ng/ml OTA.

Ó 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Mycotoxins, products of secondary metabolism of €lamentous
micromycetes, belong to the most serious contaminants of natural
origin. These highly dangerous chemical substances are known for
their toxic effects. Ochratoxins comprise a group of mycotoxins
produced in tropical and subtropical areas, namely by Aspergillus
species (A. ochraceus, A. sulphureus, A. sclerotinum, A. niger, A. car-
bonarius), in colder areas by Penicillium species (P. verrucosum, P.
purpurascens, P. commune). Chemically, they can be characterised
as derivatives of 7-isocumarin linked to amino acid L- b-phenylala-
nin. In 1992 three new mycotoxins, analogues of ochratoxin A, con-
taining hydroxyprolin, serin or lysine instead of phenylalanin, were
isolated from micromycetes of A. ochraceus(Hadidane et al., 1992 ).

Ochratoxin A (OTA) is the most signi€cant and widespread
mycotoxin of the ochratoxin group. For the €rst time it was iso-
lated in the laboratory research from A. ochraceusspecies in the
Republic of South Africa in 1965 ( van der Merwe, Steyn, & Fourie,
1965) and as a naturally occurring contaminant it was found in
maize in 1969 in the USA ( Shotwell, Hesseltine, & Goulden, 1969 ).

The main toxic effects of OTA are nephrotoxicity, immunotoxic-
ity, mutagenicity, carcinogenicity, teratogenicity and neurotox-
icity. These effects were con€rmed experimentally in animals
and can be thus assumed in humans as well ( Pfohl-Leszkowicz &

Manderville, 2007 ). Study on the mechanisms of OTA effects on liv-
ing organisms has proved the inhibition of protein synthesis, in-
crease in lipid peroxidation, damage to saccharide and calcium
metabolism and damage to mitochondrial functions ( Dirheimer &
Creppy, 1991). OTA acts as a cumulative poison with quick absorp-
tion and slow elimination. Toxicokinetic pro€le is animal species
dependent. In humans, OTA is metabolised very slowly with a
half-life of more than 30 days. Recent studies have demonstrated
that exposition to this toxin can represent a world wide problem
(Pena, SeifrtovÄ, Lino, Silveira, & Solich, 2006; Ueno et al., 1998 ).
Ochratoxin A, similarly as other mycotoxins, is heat-resistant ( Bull-
erman & Bianchini, 2007 ) and neither freezing can eliminate it
from food. Prevention is of utmost importance and therefore high
attention has been devoted to food and feed protection already
in the phase of growing, e.g. treatment with appropriate fungicides
(AmÅzqueta, GonzÄlez-Pe·as, Murillo-Arbizu, & LÆpez de Cerain,
2009).

Ochratoxin A occurs in a number of commodities both of plant
and animal origin. The main OTA sources in food are cereals,
mainly barley, rye, oats, wheat, rice and maize, and cereal products
(Kabak, 2009; Sugita-Konishi et al., 2006 ). Wine was identi€ed as
the second biggest source of OTA. OTA was also detected in wine
juice and wine vinegar ( Varga & Kozakiewicz, 2006 ), in pork meat,
blood, innards (livers, kidneys, products from blood), bovine milk
(SÖrensen & Elb×k, 2005), in coffee ( Sugita-Konishi et al., 2006 ),
beer (Reinsch, TÎpfer, Lehmann, Nehls, & Panne, 2007 ) legumes,
spices, green tea and dried fruits, such as €gs. ( Karbancioglu-GÏler
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& Heperkan, 2008 ) or raisins ( Sugita-Konishi et al., 2006 ). OTA may
also represent a potential airborne hazard, in water-damaged
buildings, or occupational contamination, in workplaces with high
mould exposure, such as agricultural, farm and alimentary indus-
tries ( Duarte, Pena, & Lino, 2009). The European Commission set
the new maximum allowable limits (MAL) for some food commod-
ities in 2006 ( Of€cial Journal of the European Union, 2006 ).

The presence of OTA in beer depends on contamination of brew-
ing materials, i.e. malting barley and malt, with micromycetes of
Penicillium verrucosum sp. and Aspergillus ochraceus sp. Several
studies of brewing materials have been performed. OTA content
in barley ranged from 0.1•2.7 l g/kg ( Thelman & Weber, 1997 ),
0.01•0.495 l g/kg ( Wolf, 2000 ) and 0.53•12 l g/kg (Gumus, Arici,
& Demirci, 2004 ). OTA content in malt ranged from 0.1•0.92 l g/
kg (Thelman & Weber, 1997 ) and 0.5•6.6 l g/kg ( Gumus, Arici, &
Demirci, 2004 ). In 1996 transmission of OTA and other mycotoxins
into beer during brewing was studied ( Scott, 1996). Korgh et al. ob-
served substantial OTA losses (40•89%) ( Krogh, Hald, Gjertsen, &
Myken, 1974 ) in the grist during mashing, most probably due to
proteolytic degradation. Another 16% was eliminated with the
spent grains. During fermentation OTA losses ranged from 2•69%
(Scott & Kanhere, 1995 ). The remaining OTA is transmitted to beer.
For the €rst time OTA content in beer was described in 1983 ( Payen,
Girard, Gaillardin, & Lafont, 1983 ). A number of studies performed
worldwide since 1998 reported OTA levels in beer ranging from 0
to 0.5 ng/ml ( Mateo, Medina, Mateo, Mateo, & JimÅnez, 2007 and
Refs. cited herein ), with the exception of the study on South African
beers performed in 2002 ( Odhav & Naicker, 2002 ), where the value
of 2340 ng/ml was the highest level ever reported for OTA content
in beer. We can conclude that beer is not a relevant contributor to
the OTA exposure for population. The European Commission did
not set the maximum allowable limit for OTA content for beer.

Barley, malt and beer represent a very complicated matrix, sam-
ple preparation and clean-up procedure prior to the analysis are
necessary. The methods most frequently used are liquid•liquid
and solid•liquid extraction or immunoaf€nity columns (IAC)
(Sßenyuva & Gilbert, 2010 and Refs. cited herein ,). The possibilities
of extraction, separation and detection of OTA and other mycotox-
ins including HPLC, TLC, GC, mass spectrometry, capillary electro-
phoresis and ELISA tests were summarised in the latest review in
January 2009 (Turner, Subrahmanyam, & Piletsky, 2009 ).

The aim of this study was to determine the ochratoxin A con-
tent in raw brewing materials, during the brewing process and in
the beer samples by a new UPLC separation technique coupled to
•uorescence detection.

2. Experimental

2.1. Materials and reagents

OTA standard (solution, 10 l g/ml in acetonitrile), analytical and
HPLC reagents were obtained from Sigma•Aldrich (Steinheim, Ger-
many). The immunoaf€nity columns Ochraprep were purchased
from the company R-Biopharm (Germany).

Phosphate buffer (PBS) was prepared by mixing 800 ml of
deionised water containing 19.1 þ 0.1 g of disodium hydrogen
phosphate and 200 ml of deionised water containing 1.8 þ 0.1 g
of potassium dihydrogen phosphate. The pH of the resulted phos-
phate buffer was adjusted to 7.4 with the solution of 2 M sodium
hydroxide.

2.2. Samples

OTA content was determined in three sets of samples: (1) OTA
content in brewing materials • barley, hop, malt, (2) OTA content

during beer production, (3) OTA content in beers purchased in local
shops.

2.2.1. OTA content in brewing materials • barley, hop, malt
Samples of malting barley, hop and malt were obtained from

different localities and suppliers in the Czech Republic. Various
matrixes of hop were delivered (cones, extract, paste). This set in-
cluded 39 barley samples, 58 malt samples and 5 hop samples, i.e.
totally 102 samples. All samples came from harvests 2008•2009.

2.2.2. OTA content during beer production
Ochratoxin A was determined in samples of two malting barley

varieties Bojos and Sebastian during malting and brewing. The
samples from the harvest year 2008 were collected from the grow-
ing station Hrubcõice in the Czech Republic. The malting barley
samples included both the fungicide treated and nontreated vari-
ants. Malts from these barleys were prepared in the micromalting
plant of the Malting Institute of the Research Institute of Brewing
and Malting in Brno using the procedure with short steeping and
CO2 extraction. Sweet wort, hopped wort and beer were prepared
in the Brewing Institute of the Research Institute of Brewing and
Malting in Prague. Beer was prepared by a classical decoction
method. This set included 20 samples.

2.2.3. OTA content in beer
Beer samples were purchased in local Czech stores in 2009. Beer

samples included pale beer, lager, blended beers, special beers,
dark and nonalcoholic beers both of inland and outland produc-
tion. This set included 115 samples.

2.3. Sample preparation and extraction

OTA from a sample was concentrated on the immunoaf€nity
column. The antibodies contained in the immunoaf€nity column
were reversibly bound to the mycotoxin in the extract and thus
trapped. Subsequently, the mycotoxin was eluted from the column
using the elution mixture, as described below.

The barley, malt samples (50 þ 0.1 g) and hop samples
(25 þ 0.1 g) were blended for 2 min or ultrasonicated for 10 min
with 200 ml acetonitrile•water (60:40 v/v). The homogenised sam-
ple was centrifuged at 4000 rev/min for 10 min. The supernatant
was €ltered through a glass €lter. 22 ml of PBS was added to
2 ml €ltered extract. After complete homogenisation the sample
was applied to the Ochraprep immunoaf€nity column with •ow
rate equal to 2•3 ml/min. The column was washed with 20 ml of
PBS.

Elution was repeated three times with 1.5 ml of methanol/ace-
tic acid (98:2, v/v) at a •ow rate less or equal to 2•3 ml/min. The
eluate was rotary evaporated to dryness under vacuum and redis-
solved in 1 ml of methanol•water (50:50, v/v). The sample was €l-
tered through a 0.22 l m nylon micro€lter.

In the liquid matrixes, the extraction step was omitted. 50 ml of
beer sample was degassed using the ultrasound cleaning device,
pH was adjusted to 7.2 with 2 M NaOH. The whole volume of the
sample was passed through the immunoaf€nity column and elu-
tion was performed as described above.

2.4. Preparation of standard calibration curve

Concentration of OTA standard (Sigma•Aldrich) was 10 l g/ml
in acetonitrile (ACN). Concentration of stock solution prepared
from this standard was 100 ng/ml in methanol•water 50:50. A se-
ven-point calibration curve of methanol•water 50:50 (at concen-
trations of 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, and 10 ng/ml) was constructed.
Calibration solutions were freshly prepared each day before the
measurement. Each solution was injected twice, mean was
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calculated from two measurements. Calibration curve was con-
structed as the dependence of the peak area on concentration of
the standard. Ochratoxin A was identi€ed by the comparison of
retention time of a corresponding peak with peak of the standard.
The external standard method was used for the quantitative
evaluation.

2.5. Instrumentation and OTA analyses

OTA standards and samples were analysed on the Acquity UPLC
chromatographic system (Waters, USA). The system is equipped
with a binary high-pressure gradient pump, vacuum degasser,
autosampler with the Rheodyne injector, thermostat of columns
and programmable PDA and •uorescence detector. Data were col-
lected and processed by the Empower software.

Analyses were performed on a Waters ACQUITY UPLC HSS T3
column (2.1 � 100 mm, 1.8 l m particle size) using binary gradient
acetonitrile (ACN)-water adjusted with H 3PO4 to pH 2 (0 min 40%
ACN, 2 min: 60% ACN, 2•2.2 min: 60% ACN, 2.5 min: 40% ACN).
The •ow rate of the mobile phase was 0.500 ml/min, the column
temperature was 40 °C, injection volume was 10 l l. The total anal-
ysis time was 5 min. The system was equipped with a •uorescence
detector set to an excitation wavelength of 335 nm and emission
wavelength of 440 nm.

For the identi€cation and con€rmation of OTA in some selected
samples, the HPLC/ITP/MS LCQ Advantage (Thermo-Fisher, USA)
with atmospheric pressure ionisation controlled by the Excalibur
software was used. Conditions were as follows: The Kinetex PFP
column (3.0 � 100 mm, 2.6 l m particle size) was employed using
isocratic elution with a methanol • 10 mM ammonium acetate in
water (70:30, v/v) mixture as mobile phase. The •ow rate was
0.300 ml/min and injection volume was 25 l l. The retention time
of OTA was 2.5 min. The following MS parameters were employed:
For electrospray ionisation with positive ion polarity the capillary
voltage was set to 3.0 kV, the capillary temperature to 250 °C, the
sheath gas •ow (nitrogen) to 40 l/min. The collision energy was
40% and the fragmentation time was 30 ms. To determine the
product ion of OTA, the protonated molecule ([M + H] +) at m/z
404 was isolated, and the fragment ion was detected in a scan
range of m/z 300•450. The most intensive product ion was m/z
358 ([M + H•HCOOH] +). OTA was detected in full scan mode of
MS2 404 ? 358.

3. Results and discussion

3.1. Method parameters

Matrixes of barley, malt, hop, and beer being very complicated,
the use of selective immunoaf€nity columns was the most suitable
method for obtaining high purity OTA extracts without the content
of matrix components that could cause interferences in the assay.
The method for the extraction of ochratoxin A from different ma-
trixes was optimised. Both the methods used for sample homoge-
nisation, i.e. blending and ultrasonic homogenisation, gave similar
results. For the extraction on immunoaf€nity column, different
volumes of PBS buffer and beer samples were tested to achieve
optimal recovery. Conditions described in Section 2.3 proved to
be the most suitable.

For the chromatographic analyses, gradient elution was opti-
mised. Elution mentioned above in Section 2.5 was assessed as
the best one. Fig. 1 shows the chromatogram of OTA standard at
the concentration of 0.5 ng/ml and chromatogram of beer sample
with 0.795 ng/ml of OTA, extract was pre-concentrated €fty times.

Calibration curve was linear in the given range with the regres-
sion coef€cient R2 = 0.9992. The equation of the calibration curve

was y = 7430 þ 94 x + 715 þ 527. Ef€Validation program was used
for calculation of the con€dence intervals ( a < 7189.40•76971.50
>; b < ÿ 640.47•2069.80 >).

The limit of detection (LOD) was de€ned as the concentration at
which the signal to noise ratio equals 3. The limit of quanti€cation
(LOQ) was de€ned as the concentration where the signal to noise
ratio equals 10. LOD and LOQ values were 0.0003 and 0.001 ng/
ml for beer, 0.05 and 0.2 l g/kg for barley and malt, 0.16 and
0.5 l g/kg for hop, respectively. RSD for repeatability was 5.3% in
barley and malt, 4.2% in beer.

Recovery for barley and malt was calculated using the certi€ed
reference material (CRM), cereal •our enriched with the known
OTA concentration. The sample with zero OTA concentration was
selected for the determination of recovery in beer. The sample
was spiked with the OTA standard of the given concentration
and then it was extracted and analysed pursuant to the method de-
scribed above. Relative extended uncertainty of the determination
for barley and malt was 14.90%. Relative extended uncertainty of
the determination for beer was 8.94%. Recovery and relative ex-
tended uncertainty of determination for hop was not calculated
due to a small number of samples and differences in hop matrixes
(cones, extract, paste). Results are given in Table 1.

3.2. Analyses of brewing materials

Within the period of two years (2008 and 2009) the analyses of
39 malting barley samples, 58 malt samples and 5 hop samples
were performed. These brewing material samples came from dif-
ferent localities of the Czech Republic. OTA was detected in one
barley sample (0.3 l g/kg) and one malt sample (0.7 l g/kg). One
hop sample was contaminated with 0.6 l g/kg of ochratoxin A. All
three contaminated samples were from harvest 2009. Results
(without recalculation for recovery) are given in Table 2.

In comparison to other studies ( Gumus, Arici, & Demirci, 2004;
Thelman & Weber, 1997; Wolf, 2000 ), very low OTA contamination
of studied brewing materials was found.

The level of OTA depends on number of key factors. Cereals can be
contaminated during harvest, the occurrence and persistence of P.
verrucosum in soil has been proved ( Elmholt & Hestbjerg, 1999 ).
Good storage practice must be also kept ( Magan & Aldreda, 2007 ).
In addition, admixtures of impurities, namely dust, weed seeds,
and grain fractures ( Tangni & Pussemier, 2006 ) can affect OTA
contamination. Dust can either contaminate cereals directly or it
can act as an inoculum. Seed and weed admixtures can temporarily
increase moisture in a cereal and thus create suitable conditions for
mycotoxin production. Early grain clearance and moisture decrease
under critical limit can prevent cereal contamination with OTA.

It can be concluded, that the very low contamination of studied
brewing materials with OTA was probably due to the fact that
impurities were removed as the samples were determined for fur-
ther processing and beer production. Another reason can be, that
all producers and suppliers kept an excellent drying and storage
conditions, which helped avoid mould growth and subsequent
OTA contamination.

3.3. Transmission of OTA during the technological process of beer

Transmission of OTA during the technological process of beer
production was analysed in 2 samples of barley, malt, sweet wort
and hopped wort and beer produced from them. The barley varie-
ties Bojos and Sebastian were from one locality, the variants were
both chemically (fungicide) treated and nontreated. OTA content
was not detected in any barley and malt samples. The trace
amounts of OTA were detected in sweet wort made from the vari-
ety Sebastian. Sweet wort was stored in the refrigerator for 72 h
during analyses. During this time an eye-visible mould was
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created, probably causing production of OTA. This suggests a pos-
sible contamination of a sample during storage at lowered temper-
ature. OTA was not found in the control sample of wort. OTA was
not detected in the beer made from the variety Sebastian. We
can assume that secondary fungal contamination can be elimi-
nated by maintaining the proper technological procedure. Trace
amounts of OTA were only detected in beer produced from the
variety Bojos; OTA concentration in other samples was below
LOD. Results are given in Table 3.

3.4. Occurrence of OTA in beer

In 2009 analyses of 115 beers (i.e. pale, dark, special and nonal-
coholic beers) from local stores were performed. OTA was present
in 39% of samples. With the exception of one sample, Ochratoxin
concentration ranged from 0.001•0.0544 ng/ml, which corre-
sponds to the data given in the literature. The highest ochratoxin

A level (0.2438 ng/ml) was found only in one sample of pale beer.
Results are given in Table 4.

4. Conclusion

The method for the extraction of ochratoxin A from different
matrixes was optimised and the analytical UPLC method with •uo-
rometric detection was developed and validated. This method en-
ables to obtain results in a substantially shorter period compared
to the classical HPLC method. LOD and LOQ were signi€cantly low-
er compared to the data given in the literature for the FLD or MS
detection. It is also much cheaper than the frequently used MS
detection. The method is simple and fast and it is suitable for rou-
tine checking of the brewing materials, intermediates and a €nal
product in the whole technological process of the beer production.
It is also suitable for monitoring the OTA occurrence in beer in
common trade network.

During the two-year period (2008•2009) this method was used
for the analysis of samples of malting barley, malt, hop and beer.
Only one barley, one malt and one hop sample from 2009 were
contaminated with ochratoxin A. 115 beer samples of local and for-
eign provenience purchased in local stores were analysed, OTA
content was determined in 39% of samples in the range of 0.001
to 0.2438 ng/ml.
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a b s t r a c t

In 2008 e 2011 a total set of 333 samples of brewing raw materials and beer were analyzed for the
presence of a• atoxins B1, B2, G1 and G2. The standard analytical method using high-performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometric detection with immunoaf  nity column clean-up was
applied. The method was validated. Limits of detection varied from 0.04 to 0.12 mg/kg in barley and malt,
0.08e 0.58 mg/kg in different hop samples, 0.04 e 0.12 mg/kg in brewers ' yeast and spent grains and 1.5
e 4.7 ng/l in beer. Limits of quanti  cation varied from 0.13 to 0.39 mg/kg in barley and malt, 0.25 e 1.94 mg/
kg in different hop samples, 0.13 e 0.39 mg/kg in brewers ' yeast and spent grains and 5.1 e 15.2 ng/l in beer.
In 7 of 216 samples of brewing raw materials (3.2%), a • atoxins were found at trace concentrations to
1.2 mg/kg. In 6 of 117 (5.1%) beer samples, a• atoxins were detected at concentrations to 31.0 ng/l. Values
in barley and malt did not exceed the maximum allowable limit set by the European Union.

• 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Mycotoxins are low molecular secondary metabolites of  la-
mentous microscopic fungi that cause various toxic syndromes,
collectively called mycotoxicoses. Bennett (1987) de ned myco-
toxins as natural products of fungi that evoke a toxic response of
the organism even at small concentrations. Therefore, any
contamination with toxigenic fungi may be considerably dangerous
(Richard, 2007; Speijers & Speijers, 2004). Microscopic fungi occur
in soil and in a form of spore also frequently in the air. Mycotoxins
are found throughout all levels of the food chain, contamination
may already occur in the phase of growing in a  eld as well as
during storage ( Krska, Baumgartner, & Josephs, 2001). The most
serious effects include hepatotoxicity and neurotoxicity ( Eaton,
Beima, Bammler, Riley, & Voss, 2010). Acute toxic mycotoxin
effects are observed only exceptionally, late toxic effects, such as
carcinogenity, immunotoxicity, mutagenity and developmental
toxicity caused by the uptake of single low doses or repeated low
doses from food, being more signi  cant. For this reason, their
presence in food materials is continuously monitored. In 2006, the
European Commission set the new maximum allowable limits
(MAL) for some food commodities ( Commision of the European
Communities, 2006 ).

The best known mycotoxin producers are fungi of Aspergillus,
Penicillium and Fusarium species. A• atoxins ( Aspergillus • avus
toxins) are products of toxigenic strains A. • avus, A. parasiticus,
A. argeninicus, and A. nomius. They are typical toxins of tropical and
subtropical regions. Under favorable conditions (relatively high
temperature and humidity) A. • avus and A. parasiticus are able to
grow and produce a • atoxins on nearly each organic substrate
including all agricultural commodities. They mostly occur in
various unprocessed products, such as cereals, spices, all kinds of
nuts, oil crops,  gs and dried fruits ( Imperato, Campone, Piccinelli,
Veneziano, & Rastrelli, 2011 ). Food of the animal origin is a much
less suitable substrate for a • atoxin production. Of more than 20
a• atoxins known, only four (i.e. B 1, B2, G1, and G2) contaminate
food. Chemically, they belong to difuranocoumarins. A • atoxin B 1

occurs most frequently, it is considered as the most toxic and
powerful carcinogens ( IARC, 1993). Hydroxylated derivates of
a• atoxin B 1, a• atoxins M 1 and M 2, are found in milk and dairy
products (e.g Biland zi"c, Varenina, & Solomun, 2010; L"pez, Ramos,
Ramad!n, & Bulacio, 2003 ). These metabolites are produced mainly
during the digestion process of ruminants fed with contaminated
feed.

Beer is a traditional beverage in many countries. Mycotoxins get
to beer either from contaminated input materials or adjuncts
(barley, malt, hop, brewery yeasts) added in the course of brewing.
The  rst experiments to trace the mycotoxin fate in the brewing
process were carried out in the 1970s when the authors Chu, Chang,
Ashoor, and Prentice (1975) added before the micromalting process
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puri  ed standards of toxins AF B1 and ochratoxin A at concentra-
tions of 1 and 10 mg/g of malt. A great portion of mycotoxins was
removed during the production process, nevertheless 18% (at
concentration of 1 mg/g) and 27% (at concentration of 10 mg/g) of
a• atoxin B 1 passed into beer. The a• atoxins are only moderately
heat-stable when boiled in water alone, but if present in foods and
bound to a substrate, they are not nearly degraded ( Tabata et al.,
1992). In 2010, the authors Pietri, Bertuzzi, Agosti, and Donaldini
(2010) studied the transfer of a • atoxin B 1 and fumonisin B 1 from
naturally contaminated raw materials to beer. Content of AF B 1

ranged from 0.31 to 14.85 mg/kg of the raw material, 0.6 e 2.2 % of AF
B1 passed into beer. Before 1991 a• atoxins were not detected in
European beers (e.g. Cerutti, Vecchio, Finoli, & Trezzi, 1987; Fukal,
Pro sek, & R!kosov!, 1990; Payen, Girard, Gaillardin, & Lafont,
1983; Woller & Majerus, 1982 ), later, in the 1990s trace amounts
were scarcely found in several samples of beers imported from
south Europe. They occurred in beers coming from South America
or equatorial Asian countries ( Mably et al., 2005; Scott, 1996;
Nakajima, Tsubouchi, & Miyabe, 1999 ). The presence of a• atoxins
in raw materials and beers from tropical countries is common (e.g.
Nikander et al., 1991; Odhav & Naicker, 2002 ), increased a• atoxin
concentration is frequently reported in sorghum, a traditional
African cereal, and beers brewed from it ( Matumba, Monjerezi,
Khongha, & Lakudzala, 2011).

A number of analytical methods have been used for the myco-
toxin detection in food matrices ( Turner, Subrahmanyam, &
Piletsky, 2009). The most commonly used test for screening of
a• atoxins in food is the commercially available set ELISA (e. g. Ghali,
Hmaissia-khlifa, Ghorbel, Maarou  , & Hedili, 2008 ), high-
performance liquid chromatography with • uorescent (Jaimez
et al., 2000) or mass - spectrometric detection is employed for
more accurate determination. Currently, multiresidual methods for
the analysis of more mycotoxins from one food matrix have been
developed (e. g. Berthiller, Sulyok, Krska, & Schuhmacher, 2007;
Ib!#ez-Vea et al., 2011; Ventura et al., 2006; Zachariasova et al.,
2010). The advantage is a lower price of the analysis and detec-
tion of simultaneous occurrence of more toxins.

The aim of this study was to summarize results of a four-year
(2008e 2011) research project monitoring the occurrence of a • a-
toxins B 1, B2, G1 and G2 in brewing materials e malting barley, malt,
hop, brewers ' yeast, spent grains and beer. All samples were ob-
tained from malt plants and breweries in the EU countries. The
method of high-performance liquid chromatography with mass
spectrometry (HPLCe MS/MS) was used for the analysis.

2. Experimental

2.1. Materials and reagents

A• atoxin standards (B 1 and G1 2.0 mg/ml, B2 and G2 0.5 mg/ml,
solution in acetonitrile), analytical and HPLC reagents were ob-
tained from Sigma e Aldrich (Steinheim, Germany). The immu-
noaf nity columns AFLAPREP were purchased from the company R-
Biopharm (Germany). Multifunctional SPE clean-up columns
MycoSep! 226 A• azon• were obtained from the company Romer
Labs Diagnostic GmbH (Austria).

Phosphate buffer (PBS) was prepared by mixing 800 ml of
deionized water containing 19.1  0.1 g of disodium hydrogen
phosphate (Na2HPO4) and 200 ml of deionized water containing
1.8  0.1 g of potassium dihydrogen phosphate (KH 2PO4). The pH of
the resulted phosphate buffer was adjusted to 7.4 with the solution
of 2 M sodium hydroxide (NaOH).

Mobile phase for chromatographic analyses was prepared by
dissolving 0.38  0.001 g of ammonium acetate (CH 3COONH4) in
400 ml of deionized water and the volume was adjusted to 500 ml.

The solution was  ltered before use through the 0.45 mm nylon
 lter.

2.2. Samples

A• atoxin content was analyzed in different brewing materials e
malting barley, malt, hop, brewers ' yeast and spent grains. Barley
samples were collected during harvests 2008 e 2010. All samples
were obtained from EU malting plants or breweries. The set
included 61 barley samples, 77 malt samples, 54 hop samples, 12
brewers ' yeast samples, 12 spent grains samples and 117 beer
samples, i.e. totally 333 samples.

2.3. Preparation of samples

All samples were analyzed shortly after delivery. Barley and malt
samples were ground and homogenized in the malt mill (Super Jolly
SJ 500, Mezos, Czech Republic). Various matrices of hop were ob-
tained (cones, extract, paste). Dried hop cones or pellets were ground
in a mortar. 50  0.1 g of a homogenized sample (barley, malt) or
25  0.1 g (hop pellets) or 10  0.1 g (hop cones) were weighed into
a lyo lization bottle and2.0gof sodium chloridewas added.125ml of
MeOH:H2O (60:40 v/v) was poured into the sample. After 10 min of
ultrasonic treatment, deionized H 2O water (125 ml) was added and
the homogenized sample was centrifuged at 4000 rev/min for
10 min. The supernatant was  ltered through a glass  lter.

10 ml of  ltrated extract of barley, malt or hop were applied to
the AFLAPREP immunoaf nity column at a • ow rate equaling to
2e 3 ml/min or slower. The column was washed with 2 ! 10 ml of
PBS. Elution was repeated three times with 1.0 ml of methanol at
a • ow rate lower than or equaling to 2 e 3 ml/min. The eluate was
rotary evaporated to dryness under vacuum and redissolved in 1 ml
of methanol e water (50:50, v/v). The sample was  ltered through
a 0.22 mm nylon micro  lter.

In the beer matrix, the extraction step was omitted. 50 ml of
beer sample was degassed using the ultrasound cleaning device;
pH was adjusted to 7.2 with 2 M NaOH. The whole volume of the
sample was passed through the immunoaf  nity column and
elution was performed as described above.

Brewers' yeast and spent grains were thoroughly homogenized
(shaken) and 25 g aliquot was immediately taken. 100 ml of
ACN:H2O (84:16 v/v) was added to the sample and the sample was
placed in ultrasonic bath for 10 min. The sample was then centri-
fuged at 4000 rev/min for 15 min and the supernatant  ltered
through a glass  lter. 10 ml of the  ltered extract was transferred
into the glass tube and the whole volume was pushed through the
MycoSep! 226 A• azon • clean-up column. Pure extract (4 ml) was
removed, rotary evaporated to dryness under vacuum, redissolved
in 1 ml of methanol e water (50:50, v/v) and analyzed.

2.4. Preparation of standard calibration curve

A• atoxin standards B 1, B2, G1 and G2 were purchased from
Sigmae Aldrich. Concentrations of B 1 and G1 were 2.0 mg/ml and
concentrations of B 2 and G2 were 0.5 mg/ml in acetonitrile.
Concentration of stock solution prepared from this standards was
100 ng/ml of B 1 and G1 and 50 ng/ml of B 2 and G2 in methanol:-
water 50:50, v/v. A six-point calibration curve of methanol:water
50:50 was constructed from this stock solution by gradual dilution.
Concentrations were as follows: B 1 and G1 0.5, 1, 2, 5, 8, and 10 ng/
ml, B2 and G2 0.25, 0.5, 1, 2.5, 4, and 5 ng/ml. Fresh calibration
solutions were prepared before the measurement every day. Each
solution was injected twice; mean was calculated from two
measurements. The calibration curve was constructed as the
dependence of the peak area on concentration of each standard.
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Each a• atoxin was identi  ed by comparing the retention time and
MS/MS spectrum of a corresponding peak with the peak of the
standard. The external standard method was used for the quanti-
tative evaluation.

2.5. Analysis of a• atoxins by HPLC/ITP/MS

For the identi  cation and quanti  cation of a • atoxins, the HPLC
(Finnigan Surveyor) coupled to ion trap LCQ Advantage (Thermo-
Fisher, USA) with atmospheric pressure ionization was used.
Conditions were as follows: The Synergi Hydro RP 80A HPLC
column (3.0 ! 150 mm, 4.0 mm particle size) was employed using
isocratic elution with a methanol:10 mM ammonium acetate in
water (50:50, v/v) mixture as the mobile phase. The column
temperature was 40 " C. The• ow rate was 0.3 ml/min and injection
volume was 25 ml. The following MS parameters were employed:
For electrospray ionization with positive ion polarity, the capillary
voltage was set to 3.0 kV, the capillary temperature to 250 " C, the
sheath gas• ow (nitrogen) to 40 l/min. The collision energy was 40%
and the fragmentation time was 30 ms. To determine the product
ions, the protonated molecules [M • H] • (at m/z 313 for AFB1, 315
for AFB2, 329 for AFG1 and 331 for AFG2) were isolated, and the
fragment ions were detected in a scan range of m/z 200e 400. The
selected fragment ions were 285 and 241 m/z for AFB1, 287 and
259 m/z for AFB2, 311 and 243 m/z for AFG1 and 313 and 245 m/z for
AFG2. Data were collected and processed with Excalibur software.

3. Results and discussion

3.1. Analytical methods

Brewing materials are very complicated matrices, therefore, the
selective immunoaf  nity column (IAC) was chosen as the most
suitable method for obtaining high purity extracts of a • atoxins
with the low content of matrix components that could cause
interferences in the assay. Puri  cation of a sample also helps
prevent contamination of the ion source. Multifunctional SPE
clean-up columns are another alternative for complex matrices.
Currently, the commercially available IAC and SPE columns can be
used for simultaneous extraction of several mycotoxins, which
makes sample preparation cheaper and less laborious.

Calibration curves were linear in the given range. Ef  Validation
program was used for calculation of the con  dence intervals a and
b. Equations of the calibration curves were as follows: For B 1

y # 4232  1466x • 49405  8427 with the regression coef  cient
R2 # 0.9969. (a < $ 17383 $ 29402 > ; b < 44606 $ 52747 > ), for G1

y # 5331  1512x • 37423  8645 with the regression coef  cient
R2 # 0.9943. (a < 32737 $ 41130 > ; b < $ 16432 $ 31562> ), for B2

y # 9534  1115x • 32271  3171 with the regression coef  cient
R2 # 0.9909. (a < 4727 $ 22335 > ; b < 28085 $ 34275 > ) and for G2

y # 2398  1625x • 29858  5052 with the regression coef  cient
R2 # 0.9929. (a < $ 12211 $ 19940 > ; b < 24300 $ 34643 > ).

The limit of detection (LOD) was de  ned as the concentration at
which the signal to noise ratio equals 3. The limit of quanti  cation
(LOQ) was de ned as the concentration where the signal to noise
ratio equals 10. LOD and LOQ values for barley and malt are
comparable to the values given in the literature for cereals ( Beltr!n,
Ib!#ez, Sancho, & Hern!ndez, 2009; Frenich, Mart nez, Romero-
Gonz!lez, & Aguilera-Luiz, 2009; Lattanzio, Solfrizzo, Powers, &
Visconti, 2007 ) and beer (Nakajima et al., 1999; Ventura et al., 2006;
Zachariasova et al., 2010). Results are summarized in Table 1.

Recovery was calculated using the spiked sample since the
certi  ed reference material is not commercially available for the raw
materials studied. The sample with zero concentration of a • atoxins
was selected and spiked with the a • atoxin standards; hop, brewers '

yeast and spent grains to two, and barley, malt and beer to three
given concentration levels. Then the samples were extracted and
analyzed using the method described above. Recovery values for
barley and malt were comparable to those given in the literature for
barley ( Ib!#ez-Vea at al., 2011 ) and other cereals, such as maize
(Lattanzio et al., 2007; Rahmani, Jinap, Soleimany, Khatib, & Tan,
2011). Recovery for beer was also in compliance with the pub-
lished data ( Nakajima et al.,1999; Ventura et al., 2006; Zachariasova
et al., 2010). No comparable data for other brewing matrices exist in
the literature. Hop is one of the most complicated matrices. It
contains many complex substances (polyphenols, phenolic acids,
• avonoids, bitter acids, hop oils and resins) which can complicate
sample puri  cation and following analytical determination. Each
hop sample has a slightly different character (hop cones, hop
pellets). Nowadays hop pellets are most frequently used for beer
production. Recovery values attained by puri  cation of hop through
the immunoaf  nity column were very good. Yeast and spent grain
samples contained different percentage of water. The yeast and
spent grain samples were treated in the same way as solid cereal
matrix and results were not calculated to dry matter content in
a sample. Extraction of yeasts and spent grains through the IAC
columns was tested but extract yields were quite low, particularly in
a• atoxins G1 and G2. Inyeasts, the values were 61%, 63%, 41% and 28%
for AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2; in spent grains, the values were 60%,
87% 41% and 27% for AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2. The immunoaf  nity
column may not be suitable for this kind of matrices. The sample
clean-up procedures employing the multifunctional SPE column
provided very good recovery values. Considering the complexity of
matrices and relatively high ªnoiseº on the MS detector, these three
matrices were spiked only at two concentration levels, corre-
sponding to the EU limits. The results are summarized in Table 2. The
average recovery value for the sum of all a • atoxins (total a • atoxins)
was 91.97% for barley and malt, 98.50% for hop, 86.64% for yeasts,
92.70% for spent grains and 93.98% for beer.

3.2. Occurrence of a• atoxins in brewing materials

The a• atoxin contents in real samples are given without recal-
culation for recovery. Values above the limit of quanti  cation are

Table 1
Limits of detection (LOD) and limits of quanti  ciation (LOQ) for different matrices.

Matrix A• atoxin LOD LOQ

Barley, malt mg/kg B1 0.04 0.13
B2 0.08 0.26
G1 0.08 0.25
G2 0.12 0.39

Hop (granular formulation) mg/kg B1 0.08 0.25
B2 0.16 0.52
G1 0.15 0.51
G2 0.23 0.78

Hop (cones) mg/kg B1 0.19 0.64
B2 0.39 1.29
G1 0.38 1.27
G2 0.58 1.94

Brewer 's yeast mg/kg B1 0.04 0.13
B2 0.08 0.26
G1 0.08 0.25
G2 0.12 0.39

Spent grains mg/kg B1 0.04 0.13
B2 0.08 0.26
G1 0.08 0.25
G2 0.12 0.39

Beer ng/l B1 1.5 5.1
B2 3.1 10.3
G1 3.1 10.2
G2 4.7 15.2
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taken as positive. Table 3 summarizes the results expressed
according to currently valid European legislation ( Commision of the
European Communities, 2010 ) setting the maximum allowable
limit for a • atoxin B 1 2.0 mg/kg and for total content of all a • atoxins
(S B1, B2, G1, G2) 4.0 mg/kg. Only three positive samples of barley
were found (4.9%). One sample contained 0.4 mg/kg AFB1 and at the
same time 0.4 mg/kg of the sum of the other three a • atoxins (AFB2,
AFG1 and AFG2), the second sample only 0.3 mg/kg AFB1 and the
third one only 1.1 mg/kg of the sum of the other three a • atoxins. The
values measured in this study are slightly higher than those given
by Ib!#ez-Vea et al. (2011) , who analyzed barley samples for food
and feed products. The authors gave  ve positive (above LOQ)
barley samples with maximal AFB 1 content 0.185 mg/kg. AFB2 was
detected in several samples but only one of them exceeded LOQ
(0.042 mg/kg) and no samples with detected AFG 1 and AFG2

exceeded limit of quanti  cation.
In this study, one positive sample of malt (1.3%), one sample of

brewers ' yeast (8.3%) and one sample of spent grains (8.3%) were
detected. These samples contained only a • atoxin B 1 at maximal
concentration of 0.4 mg/kg. Most a• toxins are removed during
brewing, the exact mechanism is not known. Signi  cant losses
during malt production may be caused by non-speci  c interactions
or adsorption of mycotoxins by the solid particles removed by the
 ltration process ( Chu et al., 1975) as spent grains. Brewing spent
grains are a major by-product e up to 85% of all waste produced at
brewing is used as feed for livestock, power industry and biotech-
nological processes. Due to its high protein and  ber contents it can
serve as a dietary supplement ( Mussatto, Dragone, & Roberto, 2006 ).

One positive hop sample (1.9%) contained only a • atoxins B2, G1

and G2 above LOQ. A• atoxins in malt, hop, yeast or spent grains
a• atoxins have not been detected yet, nevertheless, monitoring of
contamination by these mycotoxins in these matrices might be
desirable also in the future.

3.3. Occurrence of a• atoxins in beer

Six positive beer samples (5.1%) contained a• atoxins in the
values exceeding LOQ. In  ve of them, only AFB 1 at maximum
concentration 10.6 ng/l was detected. This sample also contained
4.8 ng/l of other a • atoxins. The sixth positive beer sample con-
tained 31.0 ng/l of the other three a • atoxins (AFB2, AFG1 and AFG2).
The given concentrations are comparable with the results given by
Nakajima et al. (1999) and Mably et al. (2005) for European beers.

Presumably, malting barley and malt are not main sources of
a• atoxin exposure for consumers if properly dried and secondary
contamination during storage is avoided. We can conclude that beers
brewed from quality, puri  ed and well stored raw materials do not
represent any health risk of a • atoxin exposure for consumers.

4. Conclusion

A• atoxins may pass from the naturally contaminated raw
materials or adjuncts added during the brewing process even to the
 nal product e beer. In 2008e 2011, a total set of 216 samples of
brewing materials coming from the European Union were analyzed.
A• atoxins in trace concentrations to 1.2 mg/kg were found in 7
samples, i.e. 3.2%. In addition, trace amounts of a• atoxins were
detected in six (5.1%) of 117 analyzed beer samples coming from the
EU countries (AFB1 to 10.5 ng/l and sum of all a • atoxins to 31.0 ng/
l). Values in barley and malt did not exceed the maximum allowable
limit given by the European Union.
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Table 2
Recovery values of a• atoxin-spiked brewing matrices and beer at three (barley, malt, beer) or two (hop, yeast, spent grains) different levels.

Matrix Preparation of sample A • atoxin Recovery (%)  RSD

Low level
(1.0 B1/G1, 0.5 B2/G2)

Medium level
(2.0 B1/G1, 1.0 B2/G2)

High level
(4.0 B1/G1, 2.0 B2/G2)

Barley, malt mg/kg IAC B1 97.7  18.63 83.1  8.83 75.5  16.74
B2 98.1  16.18 103.2  19.94 88.3  12.68
G1 91.8  11.58 81.4  11.92 88.9  10.97
G2 117.0  25.03 87.8  29.31 90.8  15.76

Hop (granular formulation) mg/kg IAC B1 86.8  12.99 71.8  7.38
B2 79.8  17.15 87.5  17.34
G1 98.7  12.48 92.1  9.92
G2 65.7  16.18 109.6  12.63

Brewer 's yeast mg/kg Clean-up column B 1 82.6  17.19 88.2  11.44
B2 73.9  17.15 82.1  15.47
G1 101.3  16.54 90.5  9.09
G2 98.7  16.87 75.8  13.83

Spent grains mg/kg Clean-up column B 1 96.6  11.62 90.3  10.86
B2 93.5  14.27 93.0  12.83
G1 96.1  9.17 95.5  12.27
G2 101.8  16.77 74.8  12.27

Low level
(0.04 B1/G1, 0.02 B2/G2)

Medium level
(0.08 B1/G1, 0.04 B2/G2)

High level
(0.16 B1/G1, 0.08 B2/G2)

Beer mg/l IAC B1 98.2  17.96 88.4  16.30 87.0  8.39
B2 96.8  14.94 84.3  15.83 105.6  14.79
G1 96.8  18.67 90.1  10.34 80.6  10.78
G2 106.0  17.82 103.6  16.68 90.4  18.84

Table 3
Content of a• atoxins in brewing materials and beer.

Matrix Total Positive Range Range

B1
P

B1, B2, G1, G2 B1
P

B1, B2, G1, G2

Barley mg/kg 61 2 3 0.3e 0.4 0.3e 1.1
Malt mg/kg 77 1 0 0.2
Hop mg/kg 54 0 1 1.2
Brewers yeast mg/kg 12 1 0 0.2
Spent grain mg/kg 12 1 0 0.4
Beer ng/l 117 5 2 5.0 e 10.6 15.4e 31.0
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Abstract 11 

In 2008-2011, the occurrence of deoxynivalenol (DON), zearalenon (ZON), T-2 toxin (T-12 

2), and HT-2 toxin (HT-2) was studied in 325 malting barley samples collected from various 13 

regions of the Czech Republic. The highest occurrence of fusarium mycotoxins was recorded 14 

in crop 2009 (2213.5, 59.4 and 145.0 µg/kg for DON, ZON and !T -2, HT-2, respectively). 15 

Only one measured value exceeded the maximum allowable limit for DON set by the 16 

European Union.   17 

The validated method of high-performance liquid chromatography coupled with mass 18 

spectrometry was used for the analysis of the above mentioned toxins. Limits of detection 19 

were 1.5 µg/kg for DON, ZON and T-2 and 0.3 µg/kg for HT-2, the limits of quantification 20 

were 5.0 µg/kg for DON, ZON and T-2 and 1.0 µg/kg for HT-2. 21 
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 24 

1. Introduction 25 

Barley is a basic raw material for malt production in traditional beer producing countries.  26 

During the domestication process, this ancient plant developed from prevailingly food to feed 27 

cereal and malting cereal (Hégrová, Farková, Macuchová, Havel, & Preisler, 2009; Ullrich &  28 

Baik, 2008). Barley in the Czech Republic is grown on the area of ca 400 thousand ha and 29 

after winter wheat, it is the second most planted crop (Czech Statistical Office, 2012). The 30 

Czech Republic is an important barley producer and exporter.  31 

Microscopic filamentous fungi of Fusarium species are significant pathogens of cereals. 32 

They include soil microorganisms occurring in the areas with moderate climatic conditions in 33 

Europe, America and Asia (Placinta, 1999; Creppy, 2002; Mankevièiene, Butkut", 34 

Gaurilèikien", Dabkevièius, & Supronien" 2011). Fusarium head blight (FHB) is a fungal 35 

disease of wheat and other small grains caused by several species of the genus Fusarium 36 

(Ibánez-Vea, Lizzaraga, González-Pe• az, & López de Cerain, 2012; Neuhof, Koch, Rasenko, 37 

& Nehls, 2008). The major species associated with FHB in Europe are Fusarium 38 

graminearum, Fusarium avenaceum, and Fusarium culmorum, and to a lesser extent 39 

Fusarium poae, Fusarium cerealis, Fusarium equiseti, Fusarium sporotrichioides and 40 

Fusarium tricinctum (Bottalico & Perrone, 2002; Ibánez-Vea, et al., 2012). Infection of barley 41 

by these pathogenic fungi affects negatively state of health of vegetation and leads to losses in 42 

yield, reduced germination capacity and worsened grain malting quality (Oliveira, Mauch, 43 

Jacob, Waters, & Arendt, 2012). Although micromycetes of Fusarium spp. are known as 44 

“field fungi“, under favorable conditions they can also grow during storage (Vaughan, 45 

Sullivan, & Sinderen, 2005; Fakhrunnisa; Hasmhi, & Ghaffar, 2006; Capriotti, et al., 2010; 46 

Oliveira, et al., 2012).  47 
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“Field” mycotoxins (Siegel & Babuscio, 2011) include type-B trichothecenes 48 

(deoxynivalenol, nivalenol), type-A trichothecenes (T-2 toxin, HT-2 toxin), zearalenon and a 49 

group of fumonisins (Mankevièiene, et al., 2011; Capriotti, et al., 2010; Wolf-Hall, 2007). 50 

These mycotoxins are worldwide significant contaminants occurring in cereals e.g. wheat, 51 

oats, maize and, rice and products made from them such as bread, malt and beer 52 

(Mankevièiene, et al., 2011; Ibánez-Vea, et al., 2012). The occurrence, amount and type of 53 

mycotoxin can depend on the environment, fungi species, infection severity and a cultivar or 54 

kind of the crop. Weather during the plant growth, especially in the flowering period, is a key 55 

factor affecting the mycotoxin production (Škrbiè, Malachová, Živanèev, Vepøíková, Z., & 56 

Hajšlová, 2011; Xu, 2003; Havlová, Lancová, Váòová, Havel, & Hajšlová, 2006). The most 57 

favorable conditions for the infection development are prolonged periods of (48-72 hours) of 58 

high humidity and temperatures of 25-30oC (Muthomi, Ndung’u, Gathumbi, Mutitu, & 59 

Wagacha, 2008; Bottalico & Perrone, 2002; Škrbiè, et al., 2011). 60 

The occurrence of DON in cereals is variable depending largely on weather conditions in 61 

the given locality and year, a previous crop and resistance of the given variety. It is an 62 

indicator of a possible contamination by other trichothecen mycotoxins (Velíšek & Hajšlová, 63 

2009). Cereals can be contaminated by two and more mycotoxins simultaneously (Soleimany,  64 

Jinap, Faridah, & Khatib, 2012). DON is often associated with acetylated isomers 3–acetyl-65 

deoxynivalenol  (3–ADON), 15–acetyl-deoxynivalenol (15–ADON) and also other fusarium 66 

toxins, namely nivalenol (NIV), zearalenon (ZON), T-2 toxin (T-2), and HT-2 toxin (HT-2) 67 

(Pestka, 2007; Wei, et al., 2012). Their joint occurrence may result in combined toxicity and 68 

changed toxic effect of the individual mycotoxins. The presence of one mycotoxin can also 69 

indicate the presence of another one. (Ibánez-Vea, et al., 2012). Risk assessment studies 70 

usually take into account only the data relating to the relevant mycotoxin occurrence and its 71 

toxicity, however combined toxic effects of the mycotoxin co-occurrence on human and 72 
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animal health are not usually considered. In humans, the presence of mycotoxins in food can 73 

be cumulative, leading to cancer and immune-deficiency diseases (Mankevièiene, et al., 74 

2011).  75 

Maximum allowable levels (MAL) of selected fusarium mycotoxins in food set by the 76 

European Commission regulation (EU) 1881/2006, amended by the European Commission 77 

regulation (EU) 1126/2007, are: 1250 µg/kg for DON, and 100 µg/kg for ZON. Maximum 78 

levels for T-2 and HT-2 have not been set.  Monitoring and control programs for mycotoxins 79 

in food and feed have been implemented in many countries, especially in the European Union 80 

(EU) (Capriotti, et al., 2010; Siegel & Babuscio, 2011). 81 

The most commonly used tests for the determination of mycotoxins in various samples 82 

are the commercially available  enzyme-linked immunosorbent  assays (ELISA) or high-83 

performance liquid chromatography (HPLC) coupled to various detectors such as ultraviolet 84 

or fluorescence units and or tandem-mass spectrometry (MS/MS) (Capriotti, et al., 2010; 85 

Berthiller, Shuhmacher, Buttinger, & Krska, 2005; Siegel & Babuscio, 2011, Juan, Ritieni, & 86 

Manes, 2012). Contrary to ELISAs, the HPLC-based methods do not have to rely exclusively 87 

on biological materials (enzymes, antibodies) and thus they produce more accurate results. 88 

Antibody-based immunoaffinity columns for clean up (IACs) or solid phase extraction (SPE) 89 

and HPLC separation can largely eliminate false positive results. This advantage is reflected 90 

by the fact that the mycotoxin methods, which have been adopted by the European Committee 91 

for Standardization (CEN) as "European Standards" to date, are altogether based on HPLC, 92 

mostly in combination with IACs (Siegel & Babuscio, 2011). 93 

This study summarizes results from 4-year monitoring of the selected fusarium 94 

mycotoxins (DON, ZON, T-2 and HT-2) in 14 regions of the Czech Republic. A high-95 

performance liquid chromatography method with mass spectrometry was used for the 96 

analysis. 97 
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2. Material and Methods 98 

2.1 Standards and chemicals 99 

Mycotoxin standards (DON, HT-2, T-2 and ZON) were purchased from Sigma-Aldrich 100 

(Steinheim, Germany) as solutions in acetonitrile (100 µg/ml) and stored at 4 °C in the dark. 101 

Before use, the solutions were brought to room temperature. 102 

Analytical, HPLC and MS reagents were obtained from Sigma–Aldrich (Steinheim, 103 

Germany). 104 

Certified reference materials (CRM), DON in barley (concentration 500 µg/kg, Trilogy, 105 

Washington) and ZON in maize, concentration 59.4 µg/kg, Trilogy, Washington), and T-2 106 

and HT-2 toxins (naturally contaminated corn, concentration of T-2 and HT-2 was 1153.3 and 107 

1381.4 µg/kg, respectively, Trilogy, Washington) were used for the quality assurance in the 108 

mycotoxin analyses. Multifunctional SPE clean-up columns PuriTox MultiToxin were 109 

purchased from the R-Biopharm company (Scotland). 110 

 111 

2.2 Barley samples 112 

In 2008 – 2011, a total of 325 samples of spring barley with malting quality were analyzed (in 113 

2008 (n=85), 2009 (n=75), 2010 (n=85) and 2011(n=80)). Samples were collected directly 114 

from growers form the individual areas in the Czech Republic (Fig. 1). 115 

The Czech Republic is situated in the very center of Europe. Weather in the whole territory is 116 

moderate, transitional between oceanic and continental climate with typical alteration of four 117 

seasons. Average annual temperature in the CR varies between 5.5 °C and 9 °C with a long-118 

term precipitation standard of 674 mm. 119 

 120 

 121 

 122 
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2.3 Sample preparation  123 

Barley samples were grounded and homogenized in a malt mill (Super Jolly SJ 500, Mezos, 124 

Czech Republic). The homogenized sample (25 g) was weighed into a lyofilization bottle and 125 

shaked with the 100 ml of 84% ACN for 30 minutes. After centrifugation at 4000 rpm for 10 126 

minutes, extract (4 ml) was passed through the column by applying pressure using the plunger 127 

and collected in a glass tube. Air was then passed through the column to remove residual 128 

liquid. The extract was rotary evaporated to dryness under vacuum and the residue was 129 

redissolved in 1 ml of methanol-water (50:50, v/v) and analyzed. 130 

 131 

2.4 Analytical methods 132 

For the identification and quantification of DON, ZON, T-2 and HT-2, the HPLC (Finnigan 133 

Surveyor) coupled to ion trap LCQ Advantage (Thermo-Fisher, USA) with atmospheric 134 

pressure ionization was used. Chromatographic separation was achieved in the Synergi Hydro 135 

RP 80A HPLC column (3.0 × 150 mm, 4.0 µm particle size) equipped with a 136 

SecurityGuardTM cartrige C18 (4.0 × 3.0 mm, 4.0 µm) at 40°C using gradient elution. LC-137 

MS/MS conditions were as follows: 138 

DON, ZON: Mobile phase A consisted of methanol/water, 20/80 (v/v), containing 5mM 139 

ammonium acetate, mobile phase B consisted of methanol/water, 90/10 (v/v), also containing 140 

5mM ammonium acetate. Elution with mobile phase A was maintained for 0.5 min, 141 

afterwards a linear gradient was applied, reaching 100% mobile phase B after 4.5 min 142 

(holding time: 2.5 min), and than switched back (7.1 min) to mobile phase A (holding time: 143 

5.9 min), and maintained for 13.0 min till the end of the run. The flow rate was 0.5 ml/min 144 

and injection volume was 25 µl (Berthiller, et al., 2005). The APCI interface was used in 145 

negative ion mode, capillary temperature – 160°C, source heater temperature – 460°C, 146 
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nitrogen sheath gas flow – 50 l/min, nitrogen auxiliary gas flow - 15 l/min, source voltage – 147 

6.0 kV, collision gas – helium. 148 

T-2, HT-2: Mobile phase A consisted of methanol/water, 50/50 (v/v), containing 5mM 149 

ammonium acetate, mobile phase B consisted of methanol/water, 90/10 (v/v), also containing 150 

5mM ammonium acetate. Elution with mobile phase A was maintained for 0.5 min, 151 

afterwards a linear gradient was applied, reaching 100% mobile phase B after 1.0 min 152 

(holding time: 6.0 min), and than switched back (6.1 min) to mobile phase A (holding time: 153 

6.9 min), which was maintained till the end of the run at 13.0 min. The flow rate was 0.3 154 

ml/min and injection volume was 25 µl. The ESI interface was used in positive ion mode, 155 

capillary temperature – 250°C, nitrogen sheath gas flow – 40 l/min, nitrogen auxiliary gas 156 

flow – 5 l/min, source voltage – 3.80 kV, collision gas – helium. 157 

Mycotoxins were analyzed in full–scan mode. The precursor and fragment ions for each 158 

analyte are given in Table 1. Data were collected and processed with Excalibur software. 159 

 160 

Table 1: Selected MS/MS parameters for each analyte 161 

 162 

2.5 Method validation 163 

A seven-point calibration curve in methanol:water 50:50 was constructed from the stock 164 

solution by gradual dilution. Concentrations for each mycotoxin were as follows: 5, 10, 50, 165 

100, 200, 500, and 1000 ng/ml. Quantification was carried out by external calibration. The 166 

limit of detection (LOD) was defined as the concentration at which the signal to noise ratio 167 

equals to 3. The limit of quantification (LOQ) was defined as the concentration where the 168 

signal to noise ratio equals to 10.  Recovery was calculated using the barley samples spiked 169 

with the four mycotoxins at three different levels with triplicate analyses conducted for each 170 

level. Validation data are summarized in Table 2. 171 
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Table 2: Validation parameters of the LC-MS/MS method 172 

 173 

3. Results and discussion 174 

3.1 The occurrence of mycotoxins in barley in the individual years 175 

Contents of DON, ZON and sum of T-2 and HT-2 toxins in barley determined in 2008 – 176 

2011 are summarized in Table 3. Maximum and mean values and percentage of positive 177 

samples in each harvest are given. Positive samples are those with mycotoxin level exceeding 178 

the quantification level. Means were calculated with zero (0) value of the negative samples. 179 

 180 

Table 3: The occurrence of mycotoxins in barley in 2008 – 2011 181 

 182 

Table 3 indicates that the most mycotoxin-contaminated crop was that in 2009. Grains 183 

exhibited the highest percentage of positive samples for DON (97.3 %) and for T-2 and HT-2 184 

sum (44 %). The presence of DON was not detected only in two of 75 samples but only one 185 

DON value measured in that year, 2213.5 µg/kg, exceeded the maximum allowable limit of 186 

1250 µg/kg set by the European Union. The highest percentage of ZON-positive samples was 187 

recorded in 2011, 33.8 % versus 24 % in 2009. On the contrary, the lowest level of the 188 

mycotoxin occurrence in barley was recorded in crop 2010. Some samples were contaminated 189 

by more than just one mycotoxin (16 samples in 2008, including one containing all 190 

mycotoxins under study; 28 samples in 2009, with 11 containing all the mycotoxins studied; 9 191 

samples in 2010 and 25 samples in 2011, six again contained all the mycotoxins studied). 192 

 193 

3.2 The effect of weather conditions on mycotoxin production  194 

The course of weather in the given year is one of the most important factors affecting the 195 

occurrence of Fusarium in the ear. Warm and humid conditions during flowering are crucial 196 



 9 

for the development of pathogens of Fusarium spp. (Xu, 2003). Different  Fusarium spp. can 197 

have slightly different requirements for the optimal temperature and length of the period with 198 

increased humidity of the environment, they also produce different mycotoxins (Polišenská, 199 

2011). Therefore, the level of mycotoxin contamination is different in different years. 200 

Figures 2 (temperatures) and 3 (precipitation sums) show the course of weather from 201 

January to August in the studied years compared to the long-term average (standard) from the 202 

period of 1961 - 1990 (Czech Hydrometeorological Institute, 2013). Figure 2 shows that 203 

except for May 2010 when temperature was by 0.8 °C lower, the average temperatures were 204 

by 1-3°C above the long-term average. 2008 was characterized by the below average amount 205 

of rainfall, which presumably affected the mycotoxin production negatively, it was the second 206 

least contaminated year.  Year 2009 recorded two longer periods of higher precipitations in 207 

February and March and then from May to July when in combination with higher 208 

temperatures favorable conditions for the fungi growth and mycotoxin production in the 209 

period of sowing and then flowering and ear ripening were formed. During harvest (August) 210 

the volume of precipitation declined, nevertheless mycotoxin content in samples in 2009 was 211 

the highest of all the studied years. Year 2010 was above average in terms of temperatures 212 

and despite the increased amount of precipitations in May and August, mycotoxin 213 

contamination was the lowest of all. Year 2011 in terms of temperatures was closest to the 214 

long-term average, in precipitations it was closest to the long-term average, in precipitations it 215 

was below average except for July and mycotoxin contamination was the second highest 216 

(after 2009). 217 

 218 

Fig. 2: Average temperature during the period of 2008-2011 219 

 220 

Fig.3: Average rainfall during the period of 2008-2011 221 
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3.3 Comparison with the available data in European countries  222 

Contamination of barley by fusarium mycotoxins is natural and common in Europe and 223 

worldwide. In 2008, Polišenská et al. (Polišenská, Jirsa, & Salava 2009) analyzed 50 samples 224 

of malting barley for DON content in the Czech Republic with the ELISA method. More than 225 

80 % of the studied samples exhibited DON content to 200 µg/kg, only one sample contained 226 

DON over 1250 µg/kg. In 2009, research continued and detected DON contamination was 227 

extreme compared to the other years under study (from 2005), only 11 % samples were 228 

negative and 13 samples, i.e. 25%, exceeded MAL given by the EU. The highest value 229 

measured in barley was 7050 µg/kg. In 2010, the level of the mycotoxin contamination in 230 

barley was low and besides DON, ZON content was also analyzed. No over-limit sample was 231 

found, maximal contents found for DON was 227µg/kg and maximal content of ZON was 14 232 

µg/kg (Polišenská, Jirsa, Salava, Matušinský, & Prokeš, 2010). The given results are 233 

comparable with those found in this study. In 2007-2008, Ibáñez-Vea et al. (2012) analyzed 234 

123 barley samples form the Spanish region of Navarra for the presence of trichothecene 235 

mycotoxins by the GC/MS method. In 2008, of 98.5 % of 68 samples were DON positive 236 

with the average content of 85 µg/kg and the highest measured value of 1111.3 µg/kg. In sum 237 

of T-2 and HT-2 toxins, 30.9 % samples were positive with an average content of 11.2 µg/kg 238 

and the highest detected value of 532.5 µg/kg. Pleadin et al. (2013) analyzed the occurrence 239 

of fusarium mycotoxins in cereals from harvest 2011 (including 34 samples of barley) in six 240 

different regions of Croatia using the ELISA assay. They found 53 % of DON-positive 241 

samples, with mean content of 228 µg/kg and the highest content of 342 µg/kg, 9 % of ZON-242 

positive samples with mean content of 32 µg/kg and the highest content of 68 µg/kg, and 32 243 

% of samples were T-2 positive with mean content of 13 µg/kg and the highest content of 26 244 

µg/kg. It is possible to state that considering different climatic conditions and analytical 245 

method used, the occurrence of the mycotoxins under study is comparable. 246 
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Similar data was also presented in previously published studies. For example Hajšlová et 247 

al. (2007) gave for harvest 2001 (32 barleys analyzed by GC/ECD) 100 % DON-positive 248 

samples with mean content of 156.5 µg/kg, including one barley sample that contained 2021.8 249 

µg/kg. In 2005 the same authors analyzed 24 barley samples by the LC/MS method fort he 250 

presence of trichothecene mycotoxins. 100 % samples were DON positive with mean content 251 

of 37.3 µg/kg and maximal content 170.2 µg/kg, 21 samples contained HT-2 at the average 252 

concentration of 20,8 µg/kg, the maximal value being 72.2 µg/kg, and three samples 253 

contained T-2 in the range between 5.9 – 7.7 µg/kg. Mankevièiene et al. (2011) analyzed 31 254 

samples of spring barley in harvests using the ELISA assay.  In 2006, all 13 analyzed samples 255 

were positive for DON, ZON  and T-2 toxin, maximal contents of  DON, ZON, and T-2  256 

being 231.0 µg/kg, 41.4 µg/kg, and  133.2 µg/kg, respectively. In 2007, all 18 samples were 257 

positive with the maximal contents of DON of 179.2 µg/kg, ZON 26,3 µg/kg, and T-258 

2 102.8µg/kg. Ibáñez-Vea et al. (2012) in 44 samples from harvest 2007 found 88.6 % of 259 

samples positive for DON with the mean content of 21.7 µg/kg, the highest value being 119.9 260 

µg/kg. For the sum of T-2 and HT-2 toxins, 22.7 % of positive samples had mean content of 261 

12.4 µg/kg, with the highest value of 38.8 µg/kg. Most of the cited authors also mentioned in 262 

their studies local weather conditions in the given season and state that the mycotoxin 263 

occurrence is strongly affected by them. The given facts indicate that the mycotoxin 264 

occurrence in cereals, including barley, is natural and cannot be fully prevented, not even if 265 

conditions of correct agricultural practice are maintained.  It is known that a certain portion of 266 

mycotoxins present in contaminated malting barley survives the brewing process and pass 267 

into the final product (Wolf-Hall, 2007, Bertuzzi, Rastelli, Mulazzi, Donadini, & Pietri, 2011, 268 

Bìláková, Benešová, Mikulíková, & Svoboda, 2011, Benešová, Bìláková, Mikulíková, & 269 

Svoboda, 2012), however, the detected mycotoxin content does not represent a significant 270 

health risk for consumers.  271 
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4. Conclusion 272 

In 2008-2011, a total set of 325 samples of malting barley was analyzed for the content of 273 

mycotoxins DON, ZON and sum of T-2 and HT-2 toxins using the HPLC with mass 274 

spectrometry. Of all mycotoxins, DON occurred the most frequently.  Totally 24 % of 275 

samples were contaminated by more than one mycotoxin and 19 % of all samples contained 276 

two mycotoxins, all the studied mycotoxins occurred in five % of samples. In each harvest, 277 

the results were mostly affected by weather conditions in the given year. DON content 278 

exceeded MAL for the unprocessed cereals only in one sample. Considering the fact that 279 

malting barley is used for beer production, it is necessary to continue in monitoring the 280 

quality of input raw materials and protect thus consumers’ health. 281 

 282 
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Research highlights 

Ø Determination of four fusarium mycotoxins in maltong barley.  

Ø Purification of samples using multifunctional clean-up column. 

Ø Validated HPLC method with mass spectrometric detection. 

Ø Only one measured value exceeded the MAL for DON set by the European Union. 

 

*Research Highlights



Table 1: Selected MS/MS parameters for each analyte 

 

Mycotoxin Retention 
time (min) 

Precursor ion 
(m/z) MRM 1 MRM 2 Relative collision 

energy (%) 

DON 4.57 [M+CH3COO]- 355 > 295 355 > 265 26 

ZON 9.75 [M+H] - 317 > 273 317 > 299 38 

HT-2 8.91 [M+Na]+ 447 > 345 447 > 285 32 

T-2 9.57 [M+NH4]
+ 489 > 387 489 > 245 36 

 

Table



Table 2: Validation parameters of LC-MS/MS method 

 

Mycotoxin Spike level (µg/kg) Recovery (%) ± RSD LOD (µg/kg) LOQ (µg/kg) 

DON 

20.0 103.0 ± 14.0   

100.0 87.8 ± 8.7 1.5 5.0 

500.0 91.1 ± 10.3   

ZON 

20.0 100.3 ± 4.0   

100.0 91.5 ± 11.2 1.5 5.0 

200.0 85.2 ± 19.6   

HT-2 

20.0 77.8 ± 5.6   

100.0 83.7 ± 9.4 1.5 5.0 

200.0 71.5 ± 12.8   

T-2 

20.0 82.3 ± 12.6   

100.0 85.7 ± 7.8 0.3 1.0 

200.0 83.5 ± 19.9   

 

 

Table



Table 3: The occurrence of mycotoxins in barley in 2008 – 2011 

 

 
Mycotoxin, (µg/kg)       

 
DON   ZON   • T -2, HT-2   

Harvest 
Analysed/
positive 

% Average Max. 
Analysed/
positive 

%  Average Max. 
Analysed/
positive 

%  Average Max. 

2008 85/47 55.3 31.1 407.5 85/5 5.9 1.0 21.1 85/28 32.9 11.0 86.6 

2009 75/73 97.3 256.0 2213.5 75/18 24.0 3.9 59.4 75/33 44.0 10.1 145.0 

2010 85/31 36.5 13.5 106.1 85/7 8.2 0.9 21.5 85/23 27.1 9.3 97.8 

2011 80/62 77.5 48.4 985.9 80/27 33.8 3.7 47.9 80/32 40.0 5.2 53.4 

Total 325/213 65.5 87.3 
 

325/57 17.5 2.4  325/116 35.7 8.9  

 

Table



 

 

Fig.1: Geographic regions of Czech Republic 

Figure



Fig. 2: Average temperature during the period of 2008-2011 

 

 

 

Fig. 3: Average rainfall during the period of 2008-2011 
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ABSTRACT 

In 2009 – 2012, the occurrence of mycotoxin deoxynivalenol in beer samples from Czech 

outlet shops was monitored. Samples included pale, dark, dispensed, lager and non-alcoholic 

beers. Deoxynivalenol content was analyzed by the liquid chromatography method with mass 

spectrometric detection. Deoxynivalenol was detected in 74.8 % of the analyzed beers, its 

content ranged from 2.0 – 44.0 µg/l.  Mean deoxynivalenol content in all samples in relation 

to the year of the occurrence moved from 4.3 – 8.3 µg/l.  

 

Key words: beer, mycotoxins, deoxynivalenol, LC/MS 

1 INTRODUCTION 

Beer is weak alcoholic beverage, for centuries brewed from cereal malts, water and hop 

with the presence of brewery yeasts. Barley is a basic raw material for malt production 

in traditional brewing countries. During the domestication process, this ancient plant 

developed from prevailingly food to feed cereal and malting cereal (Basa$ová et al., 2010; 

Hégrova et al., 2009). Composition of microflora of barley grain is affected namely by 

geographical and climatic effects, nutrition, fungicide application, amount of precipitation 

from the beginning of heading to harvest, resistance of varieties to lodging, conditions during 

storage of barley and produced malt etc.  

Barley is attacked by a wide range of phytopatogenic fungi during growing, ripening, 

harvest (Fusarium, Alternaria, Stemphylium, Cladosporum), and storage (Aspergillus, 

Penicillium, Rhizopus) (Bol et al., 1988; Niessen et al., 1992). Infection of barley by these 

pathogenic filamentous micromycetes leads to yield losses, reduced germination capacity and 



grain malting quality (Oliveira et al., 2012). As a part of their secondary metabolism 

pathogenic fungi can produce mycotoxins.  Mycotoxins can be defined as natural products of 

these fungi which evoke a toxic respond of the organism even at very low concentrations, 

therefore any contamination with toxinogenic fungi is potentially considerably dangerous 

(Bennett, J. W., 1987). 

Microscopic filamentous fungi of Fusarium species are significant pathogens of cereals. 

They include soil microorganisms occurring in the areas with moderate climatic conditions in 

Europe, America and Asia (Placinta, 1999; Creppy, E. E., 2002; Malí$ et al., 2003). Barley 

grains are infected by fusaria during flowering and ripening. Grains attacked during the milk 

stage of ripening are more heavily proliferated with mycelium, risk of a higher mycotoxin 

production thus being increased. Damaged grains then usually do not achieve a proper size 

and they are partly removed during sieving (Šafránková, 2011). Although micromycetes of 

Fusarium spp. are known as “field fungi“, under favorable conditions they can also grow 

during storage (Vaughan et al., 2005; Fakhrunnisa; Hasmhi, M.H.; Ghaffar, A., 2006). 

Fusarium mycotoxins include type-B trichothecenes (deoxynivalenol, nivalenol), 

trichothecenes A (T-2 toxin, HT-2 toxin), zearalenon and a group of fumonisins 

(Mankevi%iene et al., 2011; Capriotti et al., 2010; Wolf-Hall, 2007; Creppy, E. E., 2002). 

These mycotoxins are significant contaminants occurring worldwide in cereals e.g. wheat, 

oats, maize and rice and products made from them such as bread, malt and beer 

(Mankevi%iene et al., 2011; Ibánez-Vea, et al., 2012). Deoxynivalenol (DON) is the most 

studied trichothecene. Its important producer is Fusarium graminearum (asexual form of 

Gibberella zeae) occurring prevailingly in warmer areas (optimal temperature for growth is 

25 °C). F.culmorum, another producer, is less demanding for temperature (optimum is 21 °C). 

DON occurrence in cereals is variable depending largely on weather conditions in the given 

locality and year, a previous crop and resistance of the given variety. In some years, the 

presence of this mycotoxin can be proven nearly in 100 % of the examined samples (Velíšek, 

et al., 2009). In terms of the trichothecene occurrence, DON belongs to main food 

contaminants. Fortunately, it is one of the least toxic trichothecenes without cumulative 

characters and it is not a carcinogen (Malí$ et al., 2003; Velíšek et al., 2009).  

Fusarium fungi are a significant safety risk for the brewing industry (Oliveira et al., 2012). 

Malting of contaminated barley creates favorable conditions for the development of 

toxinogenic fungi (Papadopoulou et al., 2000; Wolf-Hall, 2007) which are still during 

steeping, germination and kilning capable to grow and produce mycotoxins (Wolf-Hall, 

2007). Production of malt – controlled germination of cereal grains – is a complex biological 



process which includes a wide range of biochemical and physiological reactions (Laitila, 

2007). Exchange of steeping water removes part of mycotoxins, but they can start to grow 

again during germination. During kilning, mycotoxins are reduced but not eliminated (Laitila, 

2007; Oliveira et al., 2012; Lancová et al., 2008). Fungi and their spores cannot pass from 

infected barley and malt into beer; they are killed in the phase of wort boiling as the latest. 

Part of mycotoxins due to their thermal stability “survive” this process (Wolf-Hall, 2007; 

Scott, 1996) and can get even to the final product – beer (Wolf-Hall, 2007; Bertuzzi et al., 

2011).  

The aim of this study was to monitor the occurrence of DON in beer samples collected 

directly from the outlet shops in the Czech Republic.  

2 MATERIAL AND METHODS  

In 2009 – 2012, the occurrence of mycotoxin DON in bottled beers obtained directly from 

Czech outlet shops was monitored. Samples included pale, dark, dispensed, lager and non-

alcoholic beers. Totally 119 beers were analyzed (See Table1). 

Table 1: Numbers of analyzed beers 

Year Non-alco Pale drafted Dark drafted Pale lager Dark lager Total 

2009 5 6 2 17 5 35 

2010 5 3 2 14 5 29 

2011 2 6 2 15 6 31 

2012 4 2 2 12 4 24 

TOTAL 16 17 8 58 20 119 

DON in beer was analyzed after previous purification by the immunoaffinity DONPREP 

column. Degassed beer samples were applied directly on the immunoaffinity column, 

deionized water was used for washing. Elution with methanol was performed repeatedly. 

Samples were dried on a vacuum evaporator. Before injection, the samples were dissolved in 

aqueous methanol (1 ml). The high performance liquid chromatography method with mass 

spectrometric detection (LC-MS/MS) was used for the DON identification and quantification 

(Anselme et al., 2006; Lancová et al., 2008; Kostelanska et al., 2011). The method with 

gradient elution was optimized and validated.  



3 RESULTS AND DISCUSSION 

Mycotoxin DON at concentration higher than 2.0 µg/l was detected in 74.8 % of the analyzed 

beer samples (89 beers of total 119), in 56.3 % of which contamination varied between 2 – 

10 µg/l (67 of 119), in 18.5 % of samples, DON was higher than 10 µg/l (22 of 119), see 

Table 2. 

Table 2: Level of DON contamination of beer samples (µg/l)  

Category Total <2.0 2 – 10 >10 

Nonalcoholic 16 7 7 2 

Pale drafted 17 7 9 1 

Dark drafted 8 2 5 1 

Pale lager 58 11 36 11 

Dark lager 20 3 10 7 

Mean DON content in all samples varied from 4.3 – 8.3 µg/l see Table 3 

Table 3: Mean DON content (µg/l) in beer 

Year Positive/Total Range 
Mean DON content 

all samples 

Mean DON content 

contaminated samples 

2009 29/35 2.0 – 24.1 6.0 7.0 

2010 17/29 2.3 – 24.5 8.3 13.7 

2011 24/31 2.2 – 44.0 7.4 9.3 

2012 19/24 2.1 – 19.5 4.3 5.0 

TOTAL 89/119 2.0 – 44.0 6.6 8.5 

In 2006 – 2013, four important studies dealing with the DON occurrence in beers were 

published (Anselme et al., 2006; Varga et al., 2013; Bertuzzi et al., 2011; Kostelanska et al., 

2009). Beers came from 2003 – 2013 and were analyzed using gas and liquid chromatography 



methods. The table below (Table 4) indicates that our results are in full compliance with the 

data published previously. 

Table 4: DON content (µg/l) in beers in published studies 

References Positive/Total 
Mean DON 

content 
Beer origin LOQ (µg/l) 

(Anselme et al., 2006) 59/80 5.0 Belgium 2.0 

(Kostelanska et al., 2009) 111/176 6.6 
Europe and North 

America 
2.5 

(Bertuzzi et al., 2011) 70/106 2.1 European countries 0.5 

(Varga et al., 2013) 289/374 8.4 
38 countries of the 

world 
3.0 - 11.0 

RIBM 89/119 6.6 Czech Republic 2.0 

The mean DON value in all non-alcoholic beers was 4.5 µg/l, in pale drafted beers 

3.0 µg/l, dark drafted beers 5.4 µg/l, pale lagers 7.3 µg/l, dark lagers 9.9 µg/l. Median of DON 

content was 2.4 µg/l in non-alcoholic beers, 2.2 µg/l in pale drafted beers, 3.9 µg/l in dark 

drafted beers, 5.7 µg/l in pale lagers and 6.1 µg/l in dark lagers. The highest DON values 

detected in 2009 – 2012 are summarized in Table 5. 

Table 5: The highest DON values (µg/l) in the individual years of monitoring 

Year Non-alco Pale drafted Dark drafted Pale lager      Dark lager 

2009 24.1 8.4 9.5 23.6 11.1 

2010 9.2 2.5 1.2 24.5 23.9 

2011 10.1 10.9 14.6 12.7 44.0 

2012 3.0 2.1 3.8 9.9 19.5 

Varga et al. (2013) and Kostelanská et al. (2009) reported a positive correlation between 

concentration of alcohol in beer and mycotoxin content. Our results partly confirm these 



findings as DON higher than 10µg/l was found in 23.1 % of lager beers, 7.7 % of drafted 

beers and 12.5 % of non-alcoholic beers.  

Maximum allowable limit for DON in food was set for all the EU member states by the 

European Commission regulation (EU) no. 1881/2006. For barley it is 1250 µg/kg, for 

processed cereals 750 µg/kg. The maximum allowable limit for DON content was not set by 

the European legislation. The scientific committee of the European Food Safety Authority 

(EFSA) set the tolerable daily intake (TDI) for DON in the amount of 1µg/kg per the body 

weight and per day (EFSA, 2007).  The TDI for DON was set on the basis of the impact in 

testing animals characterized by the reduction in weight gains and liver weight Immunotoxic 

effect was observed only in 2.5x higher doses (SZÚ, 2013).  

DON similarly as other xenobiotics can be partially metabolized and conjugated forms are 

created, namely conjugates with saccharides formed during the detoxication process of plants. 

Deoxynivalenol-3-glucoside (D3G) belongs to the well known conjugates. Today it is not 

possible to state whether D3G, as a detoxication product in plants, exhibits acute toxicity or 

whether it can split in the body back to DON (Berthiller,et al., 2007; Berthiller,et al., 2013). 

Never theless, Berthiller et al. (2013) reported that D3G was resistant to hydrochloric acid, 

this indicates that it is not hydrolyzed in mammalian stomachs and does not split back to 

DON mycotoxin. This issue has been intensively researched worldwide. 

4 CONCLUSION 

Beer, centuries-old beverage, has been very popular all over the world. Cereals, one 

of potentially most significant sources of molds and mycotoxins, are basic brewing raw 

materials. Therefore it is very important to monitor quality of the raw materials for beer 

production. The RIBM regularly tests contents of the selected fusarium mycotoxins, i.e. 

including DON in malting barley crop and the samples analyzed by far do not usually contain 

the set maximum limits. Czech Beer and Malt Association issued methodical recommendation 

for the regulation of mycotoxins in beer. Based on our current experience, we can state that 

mycotoxin content in brewing raw materials and beer does not represent any significant health 

risk. On the other hand, it is necessary to monitor continuously the occurrence of mycotoxins 

in beer and protect thus consumers’ health. 
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Introduction 

Microscopic filamentous fungi (molds) produce as a part of their secondary metabolism very 
stable toxic substances – mycotoxin (1). Deoxynivalenol (DON) is a mycotoxin produced by 
fungi of Fusarium spp. (F. graminearum, F. culmorum), common cereal pathogens. The 
transfer of mycotoxins from barley to beer depends on their solubility and thermal stability. 
Though DON is soluble in water, its transition to steeping waters does not bring its substantial 
decline during steeping of barley but there is another production of it during steeping and 
germination instead. (2). OTA belongs to other important mycotoxins in brewing. It occurs in 
barley and may get even to the final product – beer. OTA is produced in tropical and 
subtropical areas namely by Aspergillus sp. (A. ochraceus), in colder areas by the Penicillium 
sp. (P. verrucosum) (3).   
Gushing is a phenomenon observed in many saturated beverages such as beer when massive 
over-foaming of beverage occurs upon a container opening. (4). This complex phenomenon is 
connected with production of specific metabolites of molds - hydrophobins. Mycotoxins may 
be secondary products of molds producing hydrophobins (4). Gushing, however, does not 
always necessarily relate to the presence of pathogens. A so-called secondary gushing may be 
caused by for example haze, metal ions or crystals of calcium oxalate (5). Oxalate acid is 
contained as a natural component in barley and malt. Its excessive amount, however, it leads 
to formation of crystallization cores, which may result in over-foaming of beer – gushing (6).  
In this study we focused on finding a mutual relationship between the selected mycotoxins 
and gushing. 

Experimental 

15 beer samples with DON content higher than 2 µg/kg obtained from the retail shops were 
analyzed. DON in beer was analyzed by the HPLC-MS/MS method after a previous 
purification through the immunoaffinite column DONPREP (7). OTA in beer was analyzed 
by the UPLC/FLR method after the previous purification through the immunoaffinite column 
OCHRAPREP (3). Oxalate content in beer was assessed by the method of capillary 
izotachophoresis (8). The level of gushing in bottled beer was measured using the method 
after MEBAK. 
 



Results 

The occurrence of DON in samples of pale, dark, draught, larger and non-alcoholic beers was 
studied. DON content in beer samples ranged from <0.25 – 19.19 µg/l.  Beers with DON 
higher than 2 µg/l were selected for further study. Contents of OTA, oxalates and gushing 
level were studied in these beer samples. OTA content ranged from 4.8 – 194.6 ng/l, oxalate 
content was 1.8 – 39.0 mg.l-1 and gushing level 0 – 264 ml. Beers were split according of the 
gushing level into three groups (Tab 1). 
 

Table 1. DON, OTA and oxalate contents in dependence on the gushing level in commercial beers 

 number of samples gushing (ml/500ml)) DON (µg/l) OTA  (ng/l) oxalate (mg/l) 

I 5 0 3.12 - 11.20 4.8 - 118.8 10.58 - 33.44 

II 5 1 - 9 3.87 - 19.19 5.0 - 194.6 12.67 - 38.97 

III 5 14 - 264 2.10 - 7.13 27.7 - 130.5 1.87 - 24.11 

 
Conclusion 
Over-foaming of beers “gushing“ is a complex problem, which depends on a number of  
parameters. Primary gushing may be caused by some specific products of molds. In this study 
the relationship between gushing and the mycotoxin levels measured in beer samples from 
retail shops was studied. No correlation between these parameters was found. 
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