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ABSTRAKT

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity plisni, které napadaji obiloviny jako
napt. jemen, ze kterého se mykotoxiny nasledné dostdvaji do piva. Pfedlozend prace se
zamé&fuje na mykotoxiny — ochratoxin A, deoxynivalenol a zearalenon, které se v pivé mohou
vyskytovat.

Prvni ¢ast této diplomové prace se sklada z literarni reSerSe, ktera popisuje mykotoxiny
vSeobecné, poukazuje na jejich vyskyt, prevenci jejich vzniku a podava informace o jejich
fyzikaln¢ chemickych vlastnostech a toxicité. Dale reSerse zahrnuje zaklad technologie vyroby
sladu a piva, vyskyt mykotoxinii v pivovarskych surovinach a pivu, a popisuje zmény
koncentrace mykotoxini napfi¢ vyrobou sladu a piva. Dalsi ¢ast se zaobira moznostmi
stanoveni mykotoxinid v je¢meni, sladu a pivé, srovnava jednotlivé metody jejich stanoveni a
poukazuje na mnoha uskali n€kterych analyz.

Experimentalni ¢ast prace se vénuje stanoveni ochratoxinu A, deoxynivalenolu a zearalenonu
Vv riznych druzich piva pomoci UPLC-FLR, HPLC-MS a ELISA. Instrumentélni techniky jsou
zvalidovany a ziskané vysledky jsou porovnany s vysledky z literatury.

Cilem diplomové prace je posoudit stabilitu ochratoxinu A a deoxynivalenolu v pivé
Vv zavislosti na ¢ase. Ziskané vysledky ukazuji, ze ke zménam koncentrace ochratoxinu A v ¢ase
dochazi, nicméné tyto zmény nemaji zadny trend. Celkové doslo ke snizeni koncentrace u 47 %
vzorkl a ke zvySeni u 28 % z nich. U zbylych vzorkl se koncentrace neménila. Koncentrace
deoxynivalenolu se v ¢ase neméni.

Jednim z dal$ich cild diplomové prace je monitoring vybranych mykotoxinti v pivé. Primérna
koncentrace ochratoxinu A ve vzorcich byla 39 ng/l a deoxynivalenolu 9,9 pg/l. Zearalenon se
pfi stanoveni kapalinovou chromatografii nevyskytoval v zadném vzorku. VSechny vysledky
jsou v souladu s literaturou.

Dale se prace vénuje srovnani riznych analytickych postupti ke stanoveni ochratoxinu A,
deoxynivalenolu a zearalenonu. Je porovnana screeningova metoda ELISA s UPLC-FLR a
HPLC-MS. Stanoveni ochratoxinu A metodou ELISA se ukazalo jako ¢asové naro¢né, nicméné
vysledky odpovidaly instrumentalni technice. ELISA nadhodnocovala vysledky stanoveni
obsahu deoxynivalenolu v pivé o 363-697 % a u zearalenonu byly nalezeny falesn¢ pozitivni
vysledky.

KLICOVA SLOVA

mykotoxiny, pivo, deoxynivalenol, ochratoxin A, zearalenon, UPLC-FLR, HPLC-MS



ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites of moulds, which attack cereals, for example barley,
from which mycotoxins then get to beer. This submitted work is focused on ochratoxin A,
deoxynivalenol and zearalenone, which can occur in beer.

The first part of this master’s thesis consists of literary research, which describes mycotoxins
in general, points out their occurrence, prevention of their formation and delivers information
about their physical and chemical properties and toxicity. Furthermore, the research contains
basis of malt and beer technology, the occurrence of mycotoxins in beer and raw materials for
its production. The research describes changes in concentration of mycotoxins across malt and
beer production. The next part deals with possibilities of determination of mycotoxins in barley,
malt and beer, compares individual methods of their determination and points out many
difficulties of some analyses.

The experimental part of this work pursues determination of ochratoxin A, deoxynivalenol and
zearalenone in different types of beer with the help of UPLC-FLR, HPLC-MS and ELISA.
Instrumental techniques are validated and gathered results are compared with the results in
literature.

The goal of this master’s thesis is to assess the stability of ochratoxin A and deoxynivalenol in
beer over time. The gained results show that there are changes in the concentration of
ochratoxin A over time, nevertheless those changes show no pattern. Overall, there was a
decrease in concentration in 47 % of the samples and an increase in 28 % of them. In the rest
of the samples the concentration did not change. The concentration of deoxynivalenol does not
change over time.

One of the other goals of this thesis is monitoring of selected mycotoxins in beer. The average
concentration of ochratoxin A in the samples was 39 ng/l and deoxynivalenol 9,9 pg/l.
Zearalenone did not occur in any of the samples when determined by liquid chromatography.
All results agree with literature.

Next, the thesis compares different analytical methods for determination of ochratoxin A,
deoxynivalenol and zearalenone. The screening method ELISA is compared to UPLC-FLR and
HPLC-MS. The determination of ochratoxin A by ELISA has shown to be time consuming,
nevertheless the results responded to instrumental technique. ELISA overestimated the results
of determination of deoxynivalenol in beer by 363-697 % and with zearalenone there were
found false positive results.

KEYWORDS

mycotoxins, beer, deoxynivalenol, ochratoxin A, zearalenone, UPLC-FLR, HPLC-MS
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1. UVOD

Pivovarnictvi se v Ceské republice fadi mezi vyznamné obory potravinaiského pramyslu, roéné
se zde vyrobi pfes 20 milionti hektolitri piva. Samotna technologie vyroby se sklada ze tii
hlavnich tsekii — vyroby mladiny, kvaSeni mladiny a zavérecnych uprav piva. Zakladnimi
surovinami pro vyrobu piva jsou slad, chmel, voda a pivovarské kvasinky. Extrakei se ze sladu
do piva vsak mohou dostavat mykotoxiny, které piedstavuji potencialni nebezpeci pro zdravi
cloveka, a proto je nutné piedejit jejich vzniku.

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity plisni rodu Aspergillus, Penicillium, Fusarium a
Alternaria, které se za vhodnych klimatickych podminek vyskytuji na mnoha potravinach a
surovinach pro vyrobu potravin, zejména pak v obilovinach jako je pSenice nebo je¢men, dale
v kukufici, ryzi, lusténinach nebo koteni.

Mykotoxiny jsou toxické ptirodni latky, jejichz toxicita se zna¢né 1isi v zavislosti na jejich typu,
délce jejich plisobeni i davce a aktualnim zdravi postizeného jedince. Nékteré mykotoxiny
mohou zpuisobovat zvraceni a bolesti bficha, jiné mohou mit mutagenni, hepatotoxické az
karcinogenni G¢inky.

Mezi nejvyznamnéj$i mykotoxiny ve sladafstvi a pivovarnictvi patii trichotheceny,
napt. deoxynivalenol, T-2 a HT-2 toxin a v mensi mite aflatoxiny, ochratoxin A, fumonisiny a
zearalenon. Mykotoxiny se do piva dostavaji z kontaminovaného je¢mene a sladu, proto by se
mélo pfi vyrobé sladu a piva dbat na kvalitu téchto surovin — nepouzivat plesnivy je¢men nebo
slad a skladovat je za vhodnych podminek. Pfevazna ¢ast mykotoxint je termostabilni a béhem
vyroby sladu, piva ¢i jinych potravin vétSinou se zménou teploty nedochazi Kk vyraznym
zménam v jejich koncentraci.

Cilem diplomové prace je posoudit, jestli se koncentrace vybranych mykotoxind —
ochratoxinu A a deoxynivalenolu v pivé méni s ¢asem. Jednim z dalsich cili diplomové prace
je monitoring vybranych mykotoxint v pive, kdy jsou ziskané vysledky porovnavany s ¢eskou
i zahrani¢ni literaturou. Dale se prace vénuje srovnani rtuznych analytickych postupt ke
stanoveni ochratoxinu A, deoxynivalenolu a zearalenonu. Zminéna je taktéz optimalizace
extrakce deoxynivalenolu pomoci riznych typti imunoafinitnich kolonek.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity vlaknitych mikroskopickych hub neboli plisni. Jedna
se o toxické latky pfirodniho ptivodu, které vykazuji imunosupresivni, karcinogenni,
genotoxické, teratogenni a mutagenni G¢inky 1 pfi nizkych koncentracich. Mykotoxiny tvoii
pestrou skupinu sloucenin nebilkovinné povahy s relativné nizkou molekulovou hmotnosti (do
500 Da). Pfenos mykotoxint do potravin, piipadné jejich dals$i uvoliovani, ke kterému dochazi
béhem ruznych technologickych procesli, znamena v potravinaistvi zadvazny problém a
zdravotni riziko pro konzumenty [1-3].

2.1.1.Déleni

Mykotoxiny jsou jak po chemické, tak toxikologické strance velmi rtiznorodé, a proto je jejich
déleni podle jediného parametru velmi obtizné. Mohou se klasifikovat naptiklad podle své
chemicke struktury (cyklopeptidy, polyketokyseliny, aj.), podle svych producentli — plisni rodu
Aspergillus, Penicillium, Alternaria a Fusarium; podle toxicity, a nakonec podle mechanismu
biosyntézy (polyketidova draha, syntéza z kyseliny mevalonové). Piiklad jejich déleni je
zobrazen v tabulkach 1 a 2 [1, 2, 4].

Tabulka 1 Déleni mykotoxinii podle jejich akutni toxicity pro laboratorni zvirata [1]

toxicita mykotoxin
silné toxické aflatoxiny, ochratoxin A, patulin,
(LDso cca jednotky mg/kg télesné hmotnosti) T-2 toxin

stfedné toxické
(LDsp cca desitky mg/kg télesné hmotnosti)
slabé toxické
(LDsp cca stovky mg/kg télesné hmotnosti)

citrinin, kyselina cyklopiazonova

zearalenon, deoxynivalenol

Tabulka 2 Déleni mykotoxinit podle jejich toxicity k cilovym orgdaniim [1]

toxicky ucinek mykotoxiny
dermatotoxiny trichotheceny
estrogeny zearalenon

aflatoxiny, ochratoxin A, citrinin, zearalenon, patulin, trichotheceny,

genotoxiny fumonisiny, fusarin C
hematotoxiny aflatoxiny, ochratoxin A, zearalenon, trichotheceny
hepatotoxiny aflatoxiny
imunotoxiny aflatoxiny, ochratoxin A, trichotheceny, patulin
nefrotoxiny citrinin, ochratoxin A
neurotoxiny fumonisiny
toxiny gastrointestindlniho .
- trichotheceny

10



Mykotoxiny zminované v této praci muzeme rozdélit podle jejich nejvyznamnéjSich
producentil — aflatoxiny produkované plisnémi rodu Aspergillus, ochratoxiny produkované
plisnémi rodu Aspergillus nebo Penicillium a nakonec fumonisiny a trichotheceny produkované
plisnémi rodu Fusarium. Zastupci téchto rodu, ktefi jsou schopni produkovat mykotoxiny jsou
zvyhodnéni v boji o potravu a o pieziti [4, 10].

NH o
“CH,
Aflatoxin B, Ochratoxin A cl
0 OH H;C
OH ™ 0 CH,4 OH OH
CH
0 0 3
HO 0 CH; OH NH,
O . © .
HO @ Fumonisin B,

HO ©

Zearalenon

Deoxynivalenol

Obrdzek 1 Struktura vybranych mykotoxinii

2.1.2. Vyskyt

Mykotoxiny jsou kontaminanty piedev$im potravin a krmiv. Jsou obsazeny hlavné v
obilovinach, ofesich a lusténindch a za vhodnych podminek se mohou vyskytovat po celém
svéte. Spory plisni se bézn¢€ nachézeji v pade, odkud postupné piechazeji do celé rostliny, a
nakonec infikuji zrno. Dochézi tak ke znehodnoceni obilovin, které jsou hlavnim zdrojem
mykotoxini v lidské vyzive, a snizeni vytézku zemédélské produkce [4, 6].
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Plisn¢ rodu Penicillium patii k nejrozsifenéjsim plisnim teplého a mirného klimatu. Zastupci
tohoto rodu jsou cCastymi kontaminanty potravin, protoze jejich spory jsou takika
vSudyptitomné. Mykotoxiny produkované zastupci tohoto rodu, patii mezi skladiStni
mykotoxiny. Naproti tomu plisn¢ rodu Fusarium a Alternaria napadaji obiloviny jiz na poli,
jeste pred sklizni. Mykotoxiny vytvorené témito vlaknitymi mikromycetami se nazyvaji polni
mykotoxiny [4, 6].

V potravinach zivocisného ptivodu se mohou vyskytovat rezidua mykotoxinti. Divodem je
podani kontaminovaného krmiva hospodarskym zvifatim, jejichz maso nebo mléko se poté
pouzije pii vyrobé potravin. U masnych vyrobkii mohou byt dal§im zdrojem mykotoxint
kofenici smési nebo plisné na povrchu vyrobku [4, 6].

Tabulka 3 Producenti vybranych mykotoxinit a jejich vyskyt [7]

mykotoxin producent kontaminovany produkt

aflatoxiny (B1, Gy e ryze, arasidy, pistaciové orechy,

B2, G1, G2) tabak, semena olejnin
Aspergillus alliaceus, A. auricomus, A. carbonarius, ryze, Zito, oves, pohanka,
ochratoxin A A. glaucus, A. melleus, A. niger, A. ochraceus, je€men, oves, proso, orechy,
Penicillium cyclopium kava, kakao, koreni
.. Alternaria alternata, Fusarium anthophilum, " Ly
fumonisiny kukufice, ryze, fazole

F. dlamini, F. moniliforme
patulin Aspergillus sp., Byssochlamys sp. jablka, hrusky, vinnd réva, visné
Fusarium culmorum, F. crookwellense, F. equiseti,

zearalenon . Senice, ryze, je€men, oves
F. graminearum P - Vze, ) ’
trichotheceny Cephalosporium sp., Fusarium acuminatum, vy wen ey
.. . ryze, Zito, jeCmen, oves, proso,
typu A (T-2 F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum, v "
. e . pSenice, triticale
toxin) F. moniliforme, F. myrothecium
trichotheceny . . .. iy .
o Fusarium culmorum, F. graminearum, kukufice, ryze, Zito, pSenice,
v F. sporotrichioides pohanka, triticale

(deoxynivalenol)

2.1.3.Maskované mykotoxiny

Kromé volnych forem mykotoxind existuji 1 formy vazané. Tyto formy vznikaji v ramci
detoxifikacniho procesu rostlin, které jsou napadeny toxigennimi vlaknitymi houbami.
V rostlinach dochazi k reakcim, které preménuji toxiny s aktivni funkéni skupinou na jejich
derivaty a konjugaty. Toxicita vzniklych slouc¢enin mize byt témito procesy snizena [3].

Ackoliv mohou byt maskované mykotoxiny pro rostliny méné toxické, nemusi to tak platit 1
pro konzumenty téchto rostlin. Potencialni nebezpe¢i maskovanych mykotoxind spociva v
jejich hydrolyze béhem traveni, kdy mize dojit k uvolnéni pivodniho volného mykotoxinu,
ktery je toxicky. Pfesné mechanismy pfemén maskovanych mykotoxint a jejich piisobeni jesté
nejsou zcela znamy [10].

Nézev maskované mykotoxiny dostaly tyto latky vzhledem k jejich odliSnym fyzikalné
chemickym vlastnostem, kvuli kterym unikaly pouzivanym analytickym metodam. Maskované
mykotoxiny maji napiiklad vyssi polaritu nez volné formy mykotoxind, a proto byly pfi pouziti
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béznych extrak¢nich ¢inidel hiife extrahovatelné. Navic diive nebyly dostupné standardy téchto
forem  mykotoxint. Nejvice  prozkoumany  je  konjugdt  deoxynivalenolu,
deoxynivalenol-3-glukosid, jehoZ struktura je zobrazena na obrazku 2. Znamy jsou taktéz
glykosidy zearalenonu, ochratoxinu A a nivalenolu [3].
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Obrdazek 2 Struktura deoxynivalenol-3-glukosidu

Existuje také pojem modifikovany mykotoxin pouzivany pro slouceniny, které vznikly nejen
Z volnych mykotoxinii obrannymi mechanismy rostlin, nybrz i pifi zpracovani potravin nebo
preménou v ramci zivo¢isného metabolismu. Piikladem zastupcti modifikovanych mykotoxint
jsou 3-acetyl-deoxynivalenol, 4S-hydroxyochratoxin A a a-zearalenol-glukosid [3].

2.1.4.Faktory ovliviiujici vyskyt mykotoxinii v potravinach

Podminky, které ovliviiuji riist plisni a produkci mykotoxini u rostlin béhem riistu, pted sklizni,
béhem sklizné, pii prepraveé a béhem skladovani mohou byt shrnuty v péti faktorech — vihkosti,
teploté, aktivité vody, ptitomnosti kysliku a druhu substratu [6].

K rtstu plisni a tvorbé mykotoxinti mize dochazet jak na poli, tak béhem skladovani. Polni
druhy plisni se rozvijeji na riznych rozkladajicich se substratech a ke svému rlstu vyzaduji
vysokou relativni vlhkost (20-25 %). K zastupcim polnich plisni patii kuptikladu nékteré
kmeny rodu Fusarium, které¢ produkuji fumonisiny a trichotheceny. Plisné, které se vyskytuji
na skladovanych potravinach vyzaduji nizsi relativni vlhkost (10-18 %). Piikladem jsou
zastupci rodu Aspergillus a Penicillium produkujici aflatoxiny a ochratoxiny, respektive [6].

Minimalni aktivita vody, pii které jsou plisné schopné produkce mykotoxinu je 0,7. Mezi
takovéto extrémni ptipady mohou patfit néktefi zastupci rodu Aspergillus nebo Penicillium,
kteti jsou schopni rist pfi aktivité vody mensi nez 0,75. VéEtSina penicilii vak roste pii aw>0,95
a plisn¢€ rodu Fusarium rostou pfi aw vé&tsi nez 0,98 [6].

Teplota vhodna pro produkci mykotoxini je velmi blizka optimalni teploté riistu plisné, ktera
se ve vétsin¢ piipadd pohybuje vrozmezi 20-30 °C. Existuji vSak i vyjimky, napf.
F. graminearum, které produkuje zearalenon pfi teploté nizsi, nez je optimalni teplota rastu [1,
4, 6].

Vétsina plisni potfebuje ke svému ristu kyslik. Obecné lze fici, Ze plisné vyzadujici nejvice
kysliku kontaminuji povrch substratu a plisné vyZadujici kysliku méné kontaminuji vnitini
obsah substratu. Nizky obsah kysliku v atmosféie miize slouZit k potlac¢eni vzniku mykotoxint.
Snizenim obsahu kysliku na 1 % a méné, a zaroven zvySenim koncentrace oxidu uhli¢itého
Vv prostiedi miZzeme omezit rast plisni, potazmo tvorbu mykotoxind [6].
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Mezi dalsi faktory podminujici rozsah kontaminace zeméd¢lskych plodin mykotoxiny patii
napft. rezistence rostliny vic¢i napadeni plisni, mira stresu rostliny, virulence patogenni plisn¢ a
schopnost rostliny mykotoxiny degradovat. Dalsi vliv na produkci mykotoxini ma délka
skladovani nebo mira poSkozeni obalu zrna. Tabulka 4 shrnuje faktory podporujici produkci
mykotoxint béhem skladovani [1, 2, 4, 7].

Tabulka 4 Faktory podporujici produkci mykotoxinit béhem skladovani [1]

mykotoxiny producent substrat podporujici podminky
aflatoxiny Aspergillus flavus arasidy, obiloviny, olejniny vihké teplo
zearalenon Fusarium kukufice mirné klima, opozdéna sklizen
trichotheceny Fusarium kukuftice, obiloviny mirné klima, rychlé uskladnéni
fumonisiny Fusarium kukufice mirné klima, rychlé uskladnéni
ochratoxin A Aspergillus ochraceus kava, jeCmen, oves, Zito vlhkost pti uskladnéni

I pies dodrzeni zasad spravné zemédélské praxe a vhodnému skladovani nelze kontaminaci
mykotoxiny stoprocentné piedejit. V rdmci technologického zpracovéni potravin nemusi
dochazet ke snizeni hladin mykotoxind. Z kontaminované suroviny se tak mykotoxiny
dostavaji az do finalniho vyrobku. Pfitomnost mykotoxinl v potravinach, zejména v cerealnich
produktech je proto bézna [1, 2].

2.1.5.Prevence kontaminace a moZnosti snizeni obsahu mykotoxint v potravinach

Mykotoxiny ptfedstavuji potencialni nebezpeci pro zdravi ¢lovéka, a proto je nutné predejit
jejich vzniku. Prevence vyskytu plisni v potravinach je zalozena na dodrZovani podminek, které
vedou k minimalizaci jejich rustu. Ptikladem je ochrana potravin pfed vysokou vlhkosti a
teplotou [4, 6].

Omezeni vzniku mykotoxini piimo na poli lze docilit aplikaci fungicidl, péstovanim
rezistentnich druhd plodin, stfidanim plodin a pfizplsobenim zavlazovani klimatickym
podminkam. DalSim preventivnim krokem je sklizenn plodin za sucha a skladovani surovin
Vv chladném a suchém prostfedi. Behem skladovani by méla byt aktivita vody mensi nez 0,65,
coz obecné odpovida relativni vlhkosti mensi nez 15 % [4, 6].

K zamezeni vyskytu mykotoxinii v potravindch zivocisného piivodu je vhodné podavat
hospodarskym zviratim zdravotné nezavadné krmivo [6].

V nékterych letech je kontaminace plisnémi nevyhnutelnd kvili klimatickym podminkdm a je
nutné pouzit dekontaminacni metody. Stejné jako neexistuji stoprocentni metody prevence
vzniku mykotoxind, neexistuji ani dokonalé metody jejich odstranéni z kontaminovanych
potravin a krmiv. Diivodem jsou jejich odliSné fyzikalné chemickeé vlastnosti a vysoka stabilita
vuci fyzikalnim, chemickym i biologickym vliviim [10, 18].

Fyzikalni metody dekontaminace zahrnuji teplo, mikrovlnny zdhtev, gama paprsky, rentgenové
a UV zéfeni a adsorpci na sodnovéapenatém aluminosilikatu. Ve vodé¢ rozpustné mykotoxiny
mohou byt ¢aste¢né odstranény omytim suroviny [1, 5].
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Chemicky lze odstranit napt. deoxynivalenol pomoci hydrogensifi¢itanu sodného, chloru,
chlornanu sodného, ozonu a amoniaku. Podle Creppy et al. [5] Ize koncentraci aflatoxinu B1
snizit 0 95-98 % pomoci amoniaku. Na druhou stranu, pouziti chemickych metod mutze vést ke
snizeni kvality obilovin nebo vzniku nezadoucich vedlejSich produkti. V tomto ohledu je
nejvyhodné&jsi pouziti ozonu, ktery v obilovinach nezanechava zadna rezidua [22].

2.1.6. Legislativa

Evropska unie stanovila maximalni limity vybranych mykotoxinli v potravinach. Jedna se o
deoxynivalenol, zearalenon, fumonisiny, aflatoxiny, patulin a ochratoxin A. Ke zdravotnim
potizim mohou ovSem pfispivat i legislativné neoSetfené mykotoxiny napf. Ccitrinin,
moniliformin, diacetoxyscirpenol aj. Souc¢asné evropské limity obsahu mykotoxind v je¢meni
a sladu jsou uvedeny v tabulce 5 [6, 10, 16].

Tabulka 5 Hygienické limity pro aflatoxiny, ochratoxin A, deoxynivalenol a zearalenon v jecmeni a

sladu dle (ES) ¢. 1881/2006 [16]; *hodnota neni primo uvedena v legislativé, nicméné se mezi sladari
obecné povazuje za limitni

mykotoxin potravina maximalni limity (ug/kg)
aflatoxin B1 je¢men/slad 2
aflatoxiny Z B1, B2, G1, G2 je¢men/slad 4
. je€men 5
ochratoxin A dlad 3
deoxynivalenol Jecmen 1250
slad 1250*
zearalenon Jecmen 100
slad 100

2.2. Charakteristika vybranych mykotoxini
2.2.1. Aflatoxiny

Aflatoxiny jsou extrémné toxické latky, které mohou byt produkovany tfemi druhy plisné
Aspergillus — A. flavus, A. parasiticus a A. nomius. Idealni podminky pro rust téchto plisni
zahrnuji teploty 2638 °C a vlhkost nad 18 %. Vyskytuji se téméf na kazdém substratu, zejména
vsak na kukufici, podzemnici, pistaciich a bavinikovych semenech [5].

Aflatoxiny jsou polycyklické substituované kumariny. Celkem bylo identifikovano
20 aflatoxinti, nejvyznamnéjsi ptirozené se vyskytujici aflatoxiny jsou aflatoxin B1, B2, G1 a
G2. Aflatoxiny naruSuji syntézu proteini inhibici transkripce. Vykazuji hepatotoxicitu,
mutagenitu, imunotoxicitu, teratogenitu a karcinogenitu. Tolerovatelny denni piijem nebyl pro
aflatoxiny stanoven [6, 7].

Aflatoxin B1 (AFB1) a jeho metabolit aflatoxin M1 (AFM1)

Aflatoxin B1 je nejucinngjs$i hepatokarcinogen u zvifat a nejsilngj$i pfirodni karcinogen.
NejcCastéji postizenym orgdnem jsou jatra. Aflatoxin B1 ma inhibi¢ni Ginky jak na replikaci
RNA a DNA, tak na proteosyntézu. Akutni toxicita se pohybuje v rozmezi 0,3-18 mg/kg a
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projevuje se jaternimi nekrozami a degeneraci hepatocytl. Pii poziti nizSich davek dochazi
k tbytku hmotnosti a ztraté reproduk¢nich schopnosti [1, 4].

Aflatoxin M1 je hydroxylovany metabolit aflatoxinu B1. AFM1 je méné toxicky a méné
mutagenni oproti AFB1. Muze se objevit v mléce a vnitinostech zvirat, kterym bylo podano
kontaminované¢ krmivo. AFMI1 je vazan na proteiny mléka a v syrech je pak kvili jeho
kumulaci jeho koncentrace mnohonasobné vyssi. Pasteraci se koncentrace AFM1 nesnizuje.
Aflatoxin M1 je klasifikovan podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC), ktera
je soucasti Svétové zdravotnické organizace (WHO), jako mozny karcinogen pro ¢lovéka [1,
4-6].

2.2.2.0chratoxin A

Ochratoxin A (OTA), nejvice toxicky zastupce ochratoxinid, je produkovan plisnémi
Penicillium verrucosum a Aspergillus ochraceus. P. verrucosum roste pii teplotach nizsich nez
30 °C a vyskytuje se zejména v chladnéjSich oblastech Evropy. A. ochraceus se naopak
vyskytuje v tropickych a subtropickych oblastech. Optimalni teplota pro tvorbu ochratoxinu A
touto plisni se pohybuje kolem 28 °C [4-6].

Ochratoxin A se nachazi ptredevsim v obilovinach jako je¢men, pSenice, oves, kukufice a ryze,
dale ve vinné révé a vyrobcich z ni, v kavé a luSténindch. Ze zivocisnych vyrobkil je nejvice
ohroZzeno uzené maso nebo vyrobky obsahujici vysoky podil vnitfnosti a krve. V mase
pfezvykavci je stupenn kontaminace nizsi, jelikoz mikroorganismy v bachoru hydrolyzuji
ochratoxin A na ochratoxin-a a fenylalanin. Ochratoxin-o se povazuje za malo toxicky, ma vSak
genotoxické ucinky [4-6].

U zvifat byly prokdzany zavazné biologické Gc¢inky ochratoxinu A, piedev§im nefrotoxicita,
hepatotoxicita, genotoxicita, imunotoxicita a karcinogenita. U ¢lovéka dochdzi k nadorim
ledvin. OTA se chova jako kumulativni jed s rychlou absorpci a pomalym vylu¢ovanim. Akutni
toxicita ochratoxinu A se pohybuje v rozmezi 0,2—-30,3 mg/kg télesné hmotnosti v zavislosti na
zivo¢iSném druhu, pohlavi a zplsobu podani. Pfiznaky souvisejici s akutni otravou
ochratoxinem A jsou mimo jiné krvaceni v mozku, jatrech, ledvinach a srdci. OTA inhibuje
syntézu proteinil, poskozuje metabolismus cukrii a vapniku a dale poskozuje mitochondrialni
funkce. Podle Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny — IARC-WHO je ochratoxin A
klasifikovan jako mozny karcinogen. Tolerovatelny tydenni ptijem (TWI) ochratoxinu A je
120 ng na kg télesné hmotnosti [1, 2, 6, 15, 16, 50].

Molekula ochratoxinu je slozena z dihydroizokumarinu a fenylalaninu. Ochratoxin A obsahuje
benzenové jadro a systém konjugovanych dvojnych vazeb, a tak v alkalickém prostiedi pod UV
svétlem fluoreskuje modrou barvou, a v kyselém prostiedi fluoreskuje zelenou barvou, ¢ehoz
se vyuziva pii jeho analyze [4].

OTA je rozpustny v organickych rozpoustédlech (napt. alkoholech, ketonech a chloroformu) a
$patné rozpustny ve vodé. Jednou z prednich vlastnosti ochratoxinu A je stabilita pii vysokych
teplotach (ma bod tani 169 °C), to znamena, ze Ize toxin z potravin odstranit jen velmi omezené

[4].
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Pti vyskytu nékolika mykotoxinti soucasné muze dochdzet k zesileni jejich ucinkd,
napf. soucasny vyskyt aflatoxini a ochratoxinu A zvysuje jejich hepatotoxické G¢inky a vyskyt
OTA s citrininem zvySuje nefrotoxické u¢inky [6].

2.2.3. Fumonisiny

Fumonisiny jsou produkovany plisnémi rodu Fusarium, které napadaji zejména koteny a stébla
rostlin. Nejvyznamnéj$im producentem je plisen F. moniliforme. Nejvyznamnéjsimi zdroji
fumonisint jsou potraviny a krmiva obsahujici kukutici nebo ryzi [4, 19].

vvvvvv

které se bézné vyskytuji v pfirodé. Fumonisiny inhibuji syntézu sfingolipidi v mozku a
V nervové tkani a naruSuji metabolismus tukt. Podle IARC-WHO je fumonisin B; klasifikovan
jako mozny karcinogen pro ¢lovéka. Tolerovatelny denni ptijem (TDI) je 2 pg na kg télesné
hmotnosti pro fumonisiny B, B> a Bs, samostatné nebo v kombinaci [6, 15, 16, 19].

2.2.4. Zearalenon

Zearalenon (ZON) je fenolicky lakton kyseliny resorcylové. Tento mykotoxin je produkovan
rodem Fusarium. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce se fadi F. graminaerum a F. semitecum
rostouci v chladngjSich oblastech pfi teplotach 10-15 °C. ZON je béZznym kontaminantem
potravin, nachazi se hlavné v kukufici a kukufi¢nych vyrobcich. ZON je stabilni a neméni se
ani po tepelném zpracovani. Vysoké koncentrace zearalenonu znaci nespravné oSetfeni a
uskladnéni [4, 6, 19].

Existuje vice nez 150 derivati zearalenonu, z nichz nejdalezitéj$i jsou a-zearalenon a
[-zearalenon. a-zearalenon je az Ctyfikrat vice toxicky néz samotny zearalenon, -zearalenon
je pak ptiblizné stejné toxicky jako zearalenon. ZON a jeho metabolity maji silné estrogenni a
anabolické G¢inky a jsou schopny ovlivnit reprodukéni systém organismu [4, 19].

Zearalenon neni akutné toxicky, toxikozy spojené s timto mykotoxinem jsou dany spole¢nym
plusobenim s trichotheceny, které se spolu s nim vyskytuji. Pfedbézny tolerovatelny denni
ptijem (t-TDI) je u zearalenonu 0,2 pg na kg té€lesné hmotnosti. Podle IARC-WHO neni ZON
karcinogenni pro ¢lovéka [6, 15, 16].

2.2.5. Trichotheceny

Trichotheceny jsou tricyklické seskviterpeny s Sesti¢lennym kruhem, které tvoti vice nez 150
raznych sloucenin. Podle chemickych vlastnosti se rozliSuje nékolik skupin trichothecent
uvedenych v tabulce 6. Plisné rodu Fusarium produkuji trichotheceny typu A a B.
Trichotheceny typu A, napt. T-2 a HT-2 toxin, jsou vice toxické ve srovnani s trichotheceny
typu B, mezi které patii nejbéznéji se vyskytujici deoxynivalenol [2, 19].
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Tabulka 6 Rozdéleni trichothecenii [2]

podskupina trichothecenti zastupce
typ A T-2 a HT-2 toxiny, monoacetoxyscirpenol
nivalenol, deoxynivalenol, 3-acetyldeoxynivalenol,
typ B
fusarenon-X
typC krotocin
typ D verrukariny, roridiny

Zastupci rodu Fusarium jsou pritomny v pudé¢, kde rozkladaji organickou hmotu. Nékteré druhy
mohou byt patogenni pro rostliny, zvifata i ¢loveka. Vyskytuji se v obilovinach, nejvice
Vv pSenici a kukufici. V nejvysSich koncentracich je pfitomen deoxynivalenol, ktery je
povazovan za indikator kontaminace dal§imi trichotheceny [2, 6].

Trichotheceny maji antibakterialni, antiviralni, fungistatické a cytostatické ucinky. Jsou znamé
jako inhibitory proteosyntézy a imunosupresivni latky a povazuji se za potencialné
karcinogenni a mutagenni [2, 19].

2.2.5.1. Nivalenol

Nivalenol (NIV) je pfirozené se vyskytujici mykotoxin produkovany plisnémi rodu Fusarium.
Nivalenol je vyznamnym zastupcem trichotheceni skupiny B. Tento mykotoxin vykazuje
imunotoxické a hematotoxické ucinky [8].

Nejvétsi koncentrace tohoto toxinu byla zaznamenana v ovsu, kukufici, je¢meni a pSenici a ve
vyrobcich z téchto obilovin. Nejvice nivalenolu, co se tyce lidské stravy, je obsazeno v chlebu
a pekatskych vyrobcich, téstovinach, snidanovych ceredliich, sladu a pivu. Prozatimni
tolerovany denni piijem mykotoxinu je maximalné 0,7 pg/kg télesné hmotnosti [8, 16].

2.2.5.2. Deoxynivalenol

Deoxynivalenol (DON) je celosvétové rozsifeny, nejbéznéjsi a nejznaméjsi mykotoxin v
obilovinach. Deoxynivalenol patfi mezi trichotheceny typu B, je béZnym kontaminantem
pSenice, je¢mene, kukufice a vyrobku z nich. Je produkovan zejména kmeny Fusarium
graminearum a F. culmorum. Optimalni podminky pro rast téchto plisni zahrnuji aktivitu vody
nad 0,97 a teplotu 25-28 °C [4, 5, 19].

Mezi derivaty DON patii 3-acetyl-DON, 15-acetyl-DON a deoxynivalenol-3-glukosid (D3G).
Deoxynivalenol-3-glukosid, rovnéz také maskovany DON, je modifikovana forma
deoxynivalenolu v rostlinach. Maskované mykotoxiny jsou derivaty mykotoxini vzniklé
konjugaci s dalS§i komplexni molekulou, napf. cukrem, aminokyselinou nebo sulfatovou
skupinou riznych sloucenin [19].

Deoxynivalenol je v ramci trichothecent nejméné toxicky, jeho koncentrace v obilovinach jsou
vSak z danych mykotoxint nejvyssi. Piiznaky intoxikace timto mykotoxinem jsou zvraceni,
bolest bticha a prijmy. TDI je pro deoxynivalenol stanovena na 1 pg na kg télesné hmotnosti
[16, 19].
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2.2.5.3. T-2 a HT-2 toxiny

T-2 a HT-2 toxiny patii mezi trichotheceny typu A. Jsou produkovany rodem Fusarium,
napiiklad F. sporotrichioides, F. poae a F. langsethiae. Toxiny mohou byt produkovany
Vv Sirokém rozmezi teplot od -2 °C do 35 °C pii aktivité vody vyssi nez 0,88. Nejcastéji jsou
tyto mykotoxiny pifitomny v obilovinach jako oves, jeémen a pSenice [4, 5].

T-2 toxin je cytotoxin s imunosupresivnimi u¢inky, zptasobuje akutni intoxikace i chronické
nemoci u zvifat a lidi. Pfiznaky intoxikace jsou ospalost, tfas, bolesti biicha a ztrata hmotnosti.
Akutni i chronicka toxicita je vy$si ve srovnani s deoxynivalenolem. T-2 toxin inhibuje syntézu
proteini, RNA i DNA a zpiasobuje peroxidaci lipidt, ktera vede K naruseni bunécnych
membran. T-2 toxin je nejvice toxicky trichothecen a podle IARC-WHO se nepovazuje za
karcinogen [14, 15, 19].

T-2 toxin je po straveni metabolizovan na HT-2 toxin, coZ je jeho deacetylovany metabolit.
HT-2 toxin mé podobné ucinky jako jeho prekurzor. Kombinovany prozatimni tolerovatelny
denni ptijem je pro T-2 a HT-2 toxin 0,06 ug na kg télesné hmotnosti [4, 16].

2.3. Mykotoxiny v pivovarnictvi

Pivovarnictvi se v Ceské republice fadi mezi vyznamné obory potravinaiského primyslu a ma
mnohaletou tradici. V Ceské republice se roéné vyrobi asi 20,5 milionu hektolitrti piva a vypije
se ho 15,9 milionu hektolitri. V roce 2016 bylo v CR 398 aktivnich pivovart. Vyrabi se piva
svétla, tmava, vyCepni, lezdky a specidly nebo piva se snizenym obsahem alkoholu.
Technologie vyroby se sklada ze tii hlavnich useki — ptipravy mladiny, kvaseni mladiny a
zavérecnych uprav piva [21, 26].

Ackoli se konzumace piva v CR pomalu snizuje, primérny Cech roéné vypije 143 litrli piva,
coz je nejvice v celé Evropé. Nepiimétena konzumace piva vSak miize vést ke zvysSené expozici
mykotoxind [21, 22].

Mykotoxiny se do piva mohou dostavat z kontaminovanych surovin — nékteré mykotoxiny
pfechazi z je¢mene do sladu a poté do piva kvili jejich vysoké termostabilité (aflatoxiny,
zearalenon a deoxynivalenol) nebo rozpustnosti ve vodé (deoxynivalenol a fumonisiny) [18].

Nejcastéji se vyskytujici mykotoxiny v pivé jsou trichotheceny typu B (deoxynivalenol a jeho
maskovand forma deoxynivalenol-3-glukosid) a fumonisiny, produkované plisnémi rodu
Fusarium. Nejvice se studie zabyvajici se obsahem mykotoxini v pivech zamétuji na
deoxynivalenol, ktery je v pivech jednak nejvice rozSifeny, jednak obsaZen v nejvyssi
koncentraci. Deoxynivalenol a jeho glykosid se nejvice vyskytuji v evropskych pivech, oproti
tomu fumonisiny jsou Castéjsi v pivech z Afriky. Naptiklad studie [24] zaméfend na rakouska
a némecka piva uvedla, Ze D3G je obsazen v 93 % vzorcich piva DON v 77 % vzorcich. V
evropskych pivech se také objevuje ochratoxin A. Obsah vysoce toxickych aflatoxinti je
pozorovan v Asii a Africe. Zearalenon, T-2 a HT-2 toxiny jsou v pivech zastoupeny v mensi
mifte [12, 49].
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2.4. Mykotoxiny v pivovarskych surovinach

Pro vyrobu piva jsou zapotiebi ¢tyfi hlavni komodity — slad, chmel, voda a kvasinky. Kvalita
vstupnich surovin hraje vyznamnou roli ve tvorbé organoleptickych vlastnosti piva, stejné tak
jako v obsahu mikroorganismi, potazmo mykotoxinti. Pfi vyrob¢ piva muze byt koncentrace
mykotoxinti pozménéna diky nékterym fyzikalnim, chemickym a biochemickym procestim
[17].

Celkovy obsah mykotoxina se v jeCmeni, ve sladu a v pivé zna¢né lisi. Jejich koncentrace se
pohybuje v rozmezi jednotek az stovek pg/kg suroviny v zavislosti na klimatickych
podminkach, zptisobu skladovani a dalsich faktorech uvedenych v kapitole 2.1.4 a dale v textu
[14, 17, 20].

2.4.1.Je¢men

Na klasech je¢mene, jakoZto hlavni suroviny pro vyrobu sladu, se vyskytuje Siroké spektrum
fytopatogennich hub. Na povrchu zrna se tyto mikroorganismy vyskytuji nejen béhem
pestovani plodiny, ale 1 po celou dobu skladovani, a 1 v priibéhu vyroby sladu [13].

Fuzariozy obilnin (FHB — Fusarium Head Blight) jsou onemocnéni rostlin zptisobena plisnémi,
kterd ptedstavuji problém nejen pro zemédélce, ale 1 pro sladate, protoze zplisobuji zmény ve
kvalité je¢mene, dochazi ke zhorSeni vytéznosti sladu a navic jsou vétsSinou spojeny S vyskytem
mykotoxind. Fuzariézy obilnin v Evropé zpisobuji zejména druhy Fusarium graminearum,
F. avenaceum a F. culmorum aj. [12, 18, 23].

Dal$im problémem vyskytu fusérii v pivovarskych surovinach je skutecnost, Ze tyto houby
zpuisobuji gushing neboli prepénovani piva. Dal§imi moznymi Ciniteli tohoto jevu mohou byt
plisné¢ rodu Aspergillus, Rhizopus a Penicillium. Fusaria dale snizuji kli¢ivost je¢mene,
zpusobuji zmény barev a vznik piipachi v pivu. Snizena kli¢ivost je problémova kvuli snizené
tvorbé enzymi. Naopak miize dochazet k produkci protedz plisnémi, coz mize ovliviiovat
barvu, chut’, texturu a pénivost piva [17, 22].

Hlavnimi mykotoxiny ve sladovnickém je¢meni jsou jiz zminéné fusariové mykotoxiny. V
jeémeni je nejvice zastoupen deoxynivalenol, dale pak zearalenon, nivalenol, T-2 a HT-2 toxin.
Koncentrace a typ mykotoxinu kontaminujici je¢men zavisi na lokalité, klimatu, a dalSich
faktorech, které jsou uvedeny Vv kapitole 2.1.4. [12, 18]. Dikazem mize byt srovnani dvou
studii —zearalenon se v je¢meni z Brazilie, kde je tropické klima, v ramci studie [47] vyskytoval
v 86 % vzorcich nad 100 pg/kg. Oproti tomu je¢men z CR, jak uvadi Bélakova et al. [48]
obsahoval ZON pouze v 18 % ptipadi, a to v primérné koncentraci 2,4 pg/kg.

2.4.2.Chmel

Chmel piidadvany pii chmelovaru mize byt taktéZ kontaminovan fusariovymi mykotoxiny.
Mnozstvi pfiddvaného chmele je vSak oproti sladu malé a podil na celkové hladiné mykotoxint
v pivé je tim padem zanedbatelny [25].
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2.4.3.Slad

Zékladni surovinou pro vyrobu sladu je jeCmen jarni. Vytfidény a vyc¢istény jeCmen se nejprve
maci, kdy dochazi k absorpci vody potiebné ke kliceni. Maceni se sklada z namaceni zrn ve
vod¢ a ze stiidajicich se vzdusnych piestavek, kdy se zrno provzdusiuje. Dal§im krokem
vyroby sladu je kli¢eni. Cilem tohoto procesu je aktivace a syntéza enzymi a rozlusténi zrna.
Béhem kliceni se tvofi amylazy, proteazy, cytazy a fosfatazy. Dochdzi ke Stépeni
vysokomolekularnich latek za vzniku nizkomolekulérnich, které pak mohou byt vyuzity pfi
kvaseni. Behem hvozdéni se postupné snizuje obsah vody v zrnech a redukuje se enzymaticka
aktivita. Vznikaji aromatické a barevné latky, které jsou charakteristick¢é pro dany slad a
podileji se na vyslednych vlastnostech piva [17, 26].

Pti sladovani vznikaji vhodné podminky pro rist mikroorganismt, jejich mnozstvi roste béhem
celého maceni a kliceni. Vyménou maceci vody lze ¢ast mikroorganismil odstranit, jejich pocet
vSak dosahuje vrcholu az béhem kli¢eni. Pfi hvozdéni dochézi k poklesu mikroflory, ne vSak k
jejimu vymizeni. Cetnost mikroorganismd je ¢asto vy3si u sladu neZ u sklizeného je¢mene [13].

2.4.3.1. Deoxynivalenol

Deoxynivalenol spolu se zearalenonem patii k nejcastéj$im kontaminantim je¢mene. Chovani
deoxynivalenolu je v ramci sladaiské technologie dobie zdokumentovano. Koncentrace
deoxynivalenolu se béhem maceni snizuje, cast DON béhem maceni pfechazi do vody a je
odplavena. Producenti mykotoxinu, fusaria, se ov§em nenici a jsou nadale schopni produkovat
mykotoxiny pii kli¢eni a na zacatku hvozdéni. Z tohoto diivodu neni efektivni odstraiilovat DON
ptimo z jeCmene [22, 23].

V nasledujicim kroku klieni sladu dochazi k novému navyseni hladin deoxynivalenolu ve
srovnani s pivodni koncentraci DON v je¢meni. V zeleném sladu jsou hladiny deoxynivalenolu
0 40 % az 50 % vyssi neZ v jeCmeni po tfetim dni maceni kvuli rstu plisni a produkci
mykotoxind de novo. Dal$im vysvétlenim mize byt prudké zvyseni enzymatické aktivity v
jecnych zrnech, hydrolyza maskovanych mykotoxint a jinych metabolitd a nasledné uvolnéni
volnych forem mykotoxint z riznych makromolekul [14].

Pti hvozdéni se koncentrace deoxynivalenolu nesnizuje, jelikoz je DON tepelné staly [11, 23].
Podle nékterych studii [22, 23] se vSak miize koncentrace DON mirné zvysSit kvili idealnim
podminkam pro rist plisni na za¢atku hvozdéni.

Ve vysledku obsahuje slad pfiblizné 50 % mnozstvi deoxynivalenolu a asi dvojnasobné
mnozstvi deoxynivalenol-3-glukosidu ve srovnani s jejich koncentraci v nezpracovaném
je¢meni [9, 14].

Odklicovanim se ziskavaji kofinky (sladovy kvét) cenéné jako krmivo nebo jako soucést
zvlastni vyzivy. Kofinky vSak obsahuji nejvice mykotoxint ze vSech ostatnich meziproduktt
sladovani. Pouziti sladového kvétu k lidské vyzive ¢i ke krmnym ucelim tak vyzaduje zvySenou
pozornost [11].
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2.4.3.2. Deoxynivalenol-3-glukosid

Deoxynivalenol-3-glukosid je nejbéznéjsi modifikovana forma deoxynivalenolu. Stejné tak
jako u ostatnich mykotoxint, 1 vyskyt D3G je dan zejména klimatickymi podminkami. To
potvrzuje studie [14], ktera uvadi, ze v roce 2009 byl D3G ptitomen v 90 % vzorcich sladu,
kdezto v roce 2010 byl pfitomen jen ve 25 % vzorcich.

V ramci sladovani dochazi k vyraznym zménam v koncentraci deoxynivalenol-3-glukosidu.
Ackoliv béhem maceni dochazi k odplaveni velké Casti deoxynivalenolu, koncentrace jeho
maskované formy nepatrné vzristd. Moznou pfi¢inou tohoto jevu je uvolnéni D3G z
polysacharidt [11].

Mezi deoxynivalenolem a deoxynivalenol-3-glukosidem existuje blizky vztah — pii kliceni
dochazi k ptevedeni zhruba 50 % DON na jeho glykosid. To mize byt zpiisobeno zvySenou
hladinou glukézy a aktivaci enzymu potiebnych ke glykosylaci (glykosyltransferaz).
Deoxynivalenol-3-glukosid je také uvolnén =z vysSich glykosidi a nerozpustnych
polysacharidovych nebo bilkovinnych komplexti. Pfed koncem kli¢eni v§ak dochdzi ke sniZeni
koncentraci obou mykotoxini [9, 14, 23].

Stejné jako u deoxynivalenolu nedochazi béhem hvozdéni k poklesu mnozstvi piitomného
deoxynivalenol-3-glukosidu. Podle studie [23] se koncentrace D3G pii hvozdéni dokonce
zvysuje.

V ramci studii [9, 14, 23] doSlo béhem vyroby sladu k celkovému sniZeni koncentrace
deoxynivalenolu a zvyseni hladiny deoxynivalenol-3-glukosidu. To ov§em nemusi platit vzdy,
jelikoz je koncentrace mykotoxinid zavisla na klimatickych podminkach daného roku, odradé
je¢mene, konkrétni plisni apod.

2.4.3.3. Zearalenon

O zmeénéach koncentrace zearalenonu béhem sladovéni jsou zatim znamy pouze sporné
informace. Této problematice se vénuje jen nékolik malo studii, jejichz vysledky se navic
rozchazi. Podle Wolf-Hall et al. [22] se koncentrace ZON pii maceni neméni, jina studie Pascari
et al. [23] ovSem ukazuje snizeni hladiny zearalenonu o 40 %. Naopak Piacentini et al. [28]
uvadi, Zze dochazi ke zvySeni hladiny mykotoxinu mezi prvnim dnem méceni a druhym dnem
kliceni o 173 %. Nicméné pii porovnani koncentrace zearalenonu v jeCmeni a ve sladu doslo
k signifikantnimu snizeni jeho koncentrace.

Na pocatku kliceni se mnozstvi zearalenonu podle Pascari et al. [23] zvySuje, po zhruba dvou
dnech vSak zacina koncentrace klesat. Béhem hvozdéni se hladina zearalenonu ve srovnani s
hladinou mykotoxinu v pouzitém jeCmeni zvySuje. Rozdilné vysledky ukazuje clanek [28],
podle kterého dochdzi ke zvySeni hladiny mykotoxinu béhem kli¢eni a sniZeni hladiny pfii
hvozdéni.

Vsechny uvedené studie se vSak shoduji na tom, Ze se hladiny zearalenonu v pribéhu sladovani
znaéné¢ sniZuji.
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2.4.3.4. T-2aHT-2 toxin

T-2 a HT-2 toxiny se nejc¢astéji vyskytuji v ovsu a ovesnych vyrobcich, v posledni dekade je
vsak jejich vyskyt zaznamenan i v jeémeni a pSenici. Praimérny obsah obou mykotoxint se v
je¢meni pohybuje kolem 50-200 pg/kg [14].

O vlivu sladovani a vafeni piva na tyto toxiny jsou zatim znamy jen sporné informace.
Naptiklad studie [14] uvadi, ze pii maceni dochazi k poklesu hladin HT-2 i T-2 toxinu a pfi
kli¢eni dochazi k dalsimu poklesu do takové miry, ze v dalSich krocich sladafské technologie
uz T-2 toxin neni detekovatelny viibec a HT-2 toxin je pfitomen pouze v nepatrném mnozstvi.
Naproti tomu studie [11] poukazuje na zvySeni hladiny HT-2 toxinu béhem kli¢eni a dalsi
zvyseni na zacatku hvozdéni. V ramci této studie bylo ve vysledném sladu mykotoxinu vice
nez na zacatku sladovani.

2.5. Zména koncentrace mykotoxini v priabéhu vyroby piva

Vyroba piva se skladd z nékolika fazi — vyroby mladiny ze sladu, vody a chmele; kvaseni
mladiny, zrani mladého piva a kone¢nych uprav pted stacenim [17, 26].

Prvnim krokem vyroby piva je Srotovani, kdy se rozemele vyc¢istény slad. Nasleduje vystirani,
pfi némz se smichd voda se Srotem s cilem ziskat co nejvice rozpustnych latek ze sladu.
Mnozstvi extrahovanych latek ovlivituje dal$i faze vyroby mladiny a vlastnosti piva.
Néslednym rmutovanim dochdazi k dalsi extrakci latek sladu a k enzymatickému $tépeni Skrobu
a bilkovin. Pii dekokénim rmutovani, které je v Ceské republice nejvice uplatiiovano, se
postupn¢ vystirka ohiiva na teploty odpovidajici teplotnimu optimu fosfataz, protedz a amylaz
[17, 26].

V nésledujicim kroku scezovani se oddéluje mlato od sladiny. Sladina se dale vafi s chmelem,
dochazi k inaktivaci enzymi, tvorbé produktii Maillardovy reakce, izomeraci hotkych latek
chmele a oxidaci polyfenolt. Vznikla mladina se ochladi a neché se kvasit. Pouzivaji se rizné
kmeny Saccharomyces cerevisiae. Mladé pivo nasledné zraje, vznikaji senzoricky aktivni latky,
pivo se Cifi a syti oxidem uhli¢itym.

Z pivovarskych surovin se mohou béhem vateni piva uvoliiovat mykotoxiny do finalniho
vyrobku. Osud nejvyznamnéjsich mykotoxint v ramci této technologie je shrnut v nasledujicim
textu [17, 26].

2.5.1. Deoxynivalenol a deoxynivalenol-3-glukosid

Deoxynivalenol je nejcastéj$im kontaminantem piva z fady mykotoxinti. V rozsahlé studii [24],
ve které bylo analyzovano 374 piv ze 38 zemi svéta, stanovili primérnou koncentraci DON
8,4 ng/l a D3G 6,9 pg/l. Tyto vysledky koresponduji s dalsi studii [31], kde byla koncentrace
DON stanovena na 6,6 pg/l a D3G na 8,5 pg/l. Uvedené hodnoty nejsou nijak alarmujici a pro
bézného konzumenta nepiedstavuji zdravotni riziko [27].
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Deoxynivalenol je v pritbehu vaieni piva stabilni a dostava se az do konecného vyrobku. Béhem
rmutovani se koncentrace DON 1 jeho glykosidu muze zvysit oproti ptivodnim hladinam
detekovanych ve sladu, kvtli uvolnéni toxinu z konjugovanych bilkovin pisobenim protedz
[22].

Celkem vzato, ze sladu piechazi do piva zhruba 70-90 % deoxynivalenolu a jeho glykosidu.
Oproti ptivodni hladiné DON ve sladu je v mladém pivu i v kone¢ném vyrobku deoxynivalenolu
muze patfit enzymaticka aktivita glykosyltransferaz a jinych enzyma indukovand b&hem
rmutovani. Pfi rmutovani dochazi k rozruseni Skrobovych zrn, membranové vazanych proteinti
a k rozkladu dextrini na monosacharidy, tim padem muze dojit k uvolnéni D3G z téchto forem
[11, 30].

Nealkoholické piva vykazuji nizsi stupen kontaminace DON oproti piviim s vysSim obsahem
alkoholu. Varga et al. [24] napfiklad uvadi, Ze pouze 26 % vzorkd nealkoholickych piv
(z celkovych 19 vzorkl) bylo kontaminovano deoxynivalenolem. U alkoholickych piv
analyzovanych v této studii obsahovalo DON 77 % z nich. Dlvodem mizZe byt jiny
technologicky postup pfi vyrobé nealkoholického piva, napt. pouziti niz§i koncentrace mladiny,
krat$i fermentace nebo pouziti jiného kmene kvasinek [24, 31].

25.2.T-2aHT-2 toxin

O osudu T-2 a HT-2 toxint je vV ramci pivovarské technologie zndmo jen malo informaci, které
jsou navic sporné. Tyto toxiny totiz nebyvaji v pivé pfili§ ¢asto analyzovany [14].

V piipad¢é kontaminace mladiny T-2 toxinem dochézi ke snizeni rychlosti ristu kvasinek a
utilizace kysliku, s nasledkem vyrazného zpomaleni kvaSeni [18, 22]. Podle [22] vS§ak mohou
nékteré¢ druhy kvasinek detoxikovat T-2 toxin, coz by bylo vyhodné pii pouziti
kontaminovanych obilovin.

Podle ¢lanku Lancové et al. [11] nedochézi v ramci vyroby piva ke zm&nam v koncentraci HT-2
toxinu, piipadné¢ dochazi v jednotlivych krocich vyroby piva Knepatrnému sniZovani
koncentrace HT-2 toxinu podle studie [14].

2.5.3.Ochratoxin A

Vyskyt ochratoxinu A v pivé indikuje nevhodné skladovaci podminky je¢mene, jelikoZz
producent OTA, Penicillium verrucosum, je hlavnim kontaminantem skladovanych obilovin.
Pti skladovani sladovnického jeCmene za vhodnych podminek se ochratoxin A v tomto jeCmeni
nevyskytuje. Slady obecné obsahuji méné nez 0,5 ng/’kg OTA [44].

V ramci pivovarské technologie dochazi ke snizeni mnozstvi ochratoxinu A az o 40 % pfi
rmutovani. Tento jev mulZe byt zplsoben degradaci OTA proteolytickymi enzymy.
Rozitépenim peptidové vazby ochratoxinu A vznikd netoxicky ochratoxin o. Cést
ochratoxinu A, u které ke Stépeni nedoslo, se mize dostavat do mlata, protoze OTA neni pfilis
rozpustny ve vode. Podle [44] v mlété zGstava 16 % OTA. Pti pouziti kontaminovaného sladu
tak mlato neni z hlediska kontaminace ochratoxinem A vhodné pro krmné ucely [20, 44].
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Ochratoxin A je stabilni i pfi vysokych teplotach, takze pti chmelovaru nedochazi ke snizeni
jeho koncentrace. V ramci fermentace dochazi pfi pouziti kontaminovaného sladu k jejimu
zpomaleni, ale mnozstvi vyprodukovaného ethanolu zlistava nezménéno. Vysoka koncentrace
OTA taktéz nema zadné ucinky na zivotaschopnost kvasinek. Béhem fermentace dochazi k
mirnému sniZzeni mnozstvi OTA, kdy se urcity podil adsorbuje na povrch kvasinek. Do piva ze
sladu piechazi 13—-32 % ochratoxinu A [20, 44].

V letech 2011-2014 bylo analyzovano 132 ¢eskych piv. Ochratoxin A byl nalezen u 81 %
analyzovanych vzorkl. Jeho primérna koncentrace v nealkoholickych pivech byla 9,0 ng/l,
vycepnich pivech 28,9 ng/l, leZacich 29,2 ng/l a ve specialnich pivech 16,9 ng/1 [20].

Zajimavé srovnani ukazuje ¢lanek [51], ktery porovnava koncentraci ochratoxinu A v
konven¢né vyrabénych a organickych belgickych pivech pted a po zavedeni legislativniho
limitu. Maximalni povolené limity OTA v potravindch v Evropské unii byly stanoveny
Nafizenim komise (ES) €. 466/2001 stanovujicim maximalni limity nékterych kontaminujicich
latek v potravinach. Maximalni limit pro vyskyt OTA je v je¢meni 5,0 pg/kg a ve sladu
3,0 pg/kg. Ochratoxin A se v ramci studie vyskytoval pfed zavedenim limitu ve vSech
organickych pivech v rozmezi 18—1134 ng/l. V konvenénich pivech byl ochratoxin A nalezen
v 78 % vzorkl a jeho koncentrace se pohybovala od 19 do 198 ng/l. Po zavedeni legislativniho
limitu bylo v konvenéné vyrabénych pivech 3—67 ng/l OTA a v organickych pivech 19-158 ng/I
ochratoxinu A [51, 52].

2.5.4. Zearalenon

Zearalenon je béhem kvaSeni piva metabolizovan kvasinkami Saccharomyces cerevisiae na
a- a [3-zearalenol. Kromé¢ toho, vétSina zearalenonu prechazi do mlata a v pivé se nevyskytuje
[11, 22].

2.6. MoZnosti stanoveni mykotoxint v pivovarskych surovinach a pivé

Mykotoxiny se ve sladu a v pivé vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich, a proto jsou pro
jejich detekcei potfebné citlivé a spolehlivé analytické postupy. V soucasnosti existuje mnoho
postupt schopnych piesné identifikace a kvantifikace mykotoxintl. Pro kontrolu pivovarskych
surovin a samotného piva se nej¢astéji pouzivaji metody zaloZené na kapalinové chromatografii
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii [36, 37].

Obecné lze metody stanoveni mykotoxinll rozdé€lit na metody, pomoci kterych 1ze simultanné
stanovit Siroké spektrum mykotoxinil v jednom vzorku a na metody zaméfené na jediny analyt.
Vyhodou metod zaméfenych na vice analyti je jednoduchd ptiprava vzorku a extrakce bez
nasledného precisténi. Nevyhodou je interference dalSich latek v extraktu, tim pddem sniZena
citlivost téchto metod. Naproti tomu metody, jimiz 1ze stanovit jen jeden mykotoxin, vyzaduji
slozit&jsi upravu vzorku. Vysledkem je vyssi citlivost, vysoké rozliseni, niz§i meze detekce a
minimalizace matri¢nich efektd, které ovliviiuji analytickou metodu [35, 36, 46].

Screeningové metody jako napiiklad TLC, ELISA, biosenzory a FT-IR umoziuji rychlé,
jednoduché a opakovatelné stanoveni obsahu mykotoxini s dostate¢nou citlivosti. Mozné je i
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stanoveni vice mykotoxinti najednou. Nevyhodou téchto metod mlze byt nizkad specifita a
interakce konjugovanych metabolita [4, 36].

Vyvoj rychlych a jednoduchych screeningovych analytickych metod pro stanoveni mykotoxina
V pivé je limitovan fadou faktorti — zejména velmi nizkymi hladinami mykotoxinti v komplexni
matrici. ELISA piedstavuje jednoduchou a v nékterych piipadech levnou moznost analyzy.

vvvvvv

GC-MS nebo LC-MS, protoze ELISA kity zatim nenabizi dostatecnou ptresnost [53].

Optické metody FT-IR/ATR a NIR slouZzi pro rychlé a nedestruktivni stanoveni mykotoxini
v obilovinach. Tyto techniky nevyzaduji témét zadnou tupravu vzorku, na druhou stranu
vysledky méfeni jsou siln¢€ zavislé na matrici [54].

Konfirmacni a kvantitativni techniky, které jiz maji dostateCnou selektivitu a nizké detekcni
limity jsou napiiklad vysokouc¢inna kapalinova chromatografie ve spojeni s UV, PDA, FLR
nebo MS detekci a plynova chromatografie s ECD, FID nebo MS detektorem. Uvedené
instrumentélni techniky jsou vSak ndkladné, stanoveni je ¢asové narocné a vyzaduje zkuSené
operatory. Nicméné, prozatim predstavuji nejptfesnéjsi techniky pro stanoveni mykotoxini
V pivech a pivovarskych surovinach [36, 53].

Jelikoz se Casto synergicky vyskytuje vice mykotoxini, v poslednich letech se rozviji metody
pouzitelné pro detekci nekolika mykotoxini zdroven. Zakladni technikou téchto analyz je
LC-MS/MS. Ackoliv hmotnostni spektrometrie nabizi dostate¢nou selektivitu a umoziuje
stanovit vice analytll v jedné analyze, realizace této techniky na poli mykotoxind je omezena
fadou faktord. Mykotoxiny maji velmi riiznou chemickou strukturu, a proto je vybér
extrakéniho ¢inidla, mobilni faze a podminek analyzy limitovan fadou kompromist [54].

Analytické postupy pouzivané pro stanoveni mykotoxinl v pivé se vyrazné nelisi od metod
pouzivanych pro obiloviny. Na jednu stranu analyza piva pifedstavuje jisté vyhody oproti
obilovinadm, protoze jsou mykotoxiny v pivé distribuovany homogenné, a navic jsou v kapalné
fazi. Na druhou stranu je pivo komplexni matrice obsahujici celou fadu latek s rozdilnymi
strukturami a muze dojit k nezddoucim matricnim efektim. Srovnani vybranych metod
pouzivanych pro stanoveni deoxynivalenolu v pivé je uvedeno v tabulce 7 [53].

Tabulka 7 Srovnani nékterych instrumentalnich metod pouzivanych pro stanoveni DON V pivé
(X — neuvedeno)

zdroj Metoda precisténi LOD (ug/1) LOQ (ug/l) vytéinost (%)
[58] GC-MS SPE 0,5 1,5 92
[62] HPLC-UV IAC 6 7 90-105
[59] HPLC-UV SPE 125 625 X
[45] UHPLC-MS/MS  SPE+QUECHERS X 5 94
[57] UHPLC-HRMS LLP X 3 93-104
[60] HPLC-HRMS SPE 16-20 48-60 78-97
[56] LC-MS/MS IAC X 1 X
[11] LC-MS/MS SPE 1 5 78-117
[24] LC-MS/MS minimalni 2,2 5,4 88
[31] LC-MS/MS minimalni X 2,5 84
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Z tabulky 7 je patrné, ze GC-MS dosahuje podobnych vysledkt jako kapalinova
chromatografie, nicméné z ditvodi uvedenych dale v textu se jiz v dnesni dobé ptilis nepouziva.
Spojeni IAC-HPLC-UV dosahuje mnohem lepsich vysledkt oproti SPE-HPLC-UV. Ve studii
[59] byl vzorek v ramci piecisténi piefiltrovan ptes kiemelinu a aktivni uhli. Vysledna mez
detekce 625 pg/l DON nemuze byt pouzita pro stanoveni mykotoxinu v pivé, kde se
koncentrace pohybuji pfiblizné v rozmezi 2—44 pg/l [63]. Meze detekce a kvantifikace u
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci se napfi¢ védeckymi pracemi
prilis nelisi a dosahuje se vybornych vysledku [53].

Analyza mykotoxinl v jeCmeni, sladu a pivé mize byt obecné¢ rozdélena na nékolik casti
popsanych v nasledujicich odstavcich. Stanoveni mykotoxinti zahrnuje upravu vzorku, extrakcei
mykotoxinti vhodnym rozpoustédlem, precisténi extraktu, identifikaci a kvantifikaci. Kazdy
z téchto kroka rozhoduje o vysledku analyzy [4].

2.6.1.Vzorkovani

Vzorkovani je jedna z nejkritictéjSich ¢asti stanoveni mykotoxinii. Matrice jako jeCmen nebo
slad, rovnéz i distribuce mykotoxind v nich, jsou vétsinou nehomogenni. To je dano zejména
tim, Ze se mikroskopické vlaknité houby bézné€ vyskytuji v loziscich nebaleného nebo sypkého
materialu, pfipadné na jednotlivych zrnech. Obzvlasté se takto vyskytuji mykotoxiny
produkované plisnémi rodu Aspergillus. Proto se vzorky nejprve homogenizuji, aby se piedeslo
falesnym vysledkim. Nemén¢ dulezity je také plan metody volby a odbéru vzorku [4, 10, 36,
54].

Homogenni vyskyt mykotoxint Ize pfedpokladat naptiklad u filtrovaného piva bez kvasni¢ného
kalu, které bylo vyrobeno z primarné kontaminovanych surovin a pii jeho vyrobé doslo k
homogenizaci [10].

2.6.2. Extrakce

Extrakce je délici technika, kdy se mykotoxiny oddéli od je¢mene nebo sladu a piechazi do
rozpoustédla. Zvoleny typ extrakce zavisi na fyzikdlné-chemickych vlastnostech daného
mykotoxinu, na matrici a na vhodnosti rozpoustédla pro nasledujici kroky analyzy. Vybrané
extrakéni Cinidlo by mélo byt selektivni, bezpecné, Setrné k Zivotnimu prostiedi a cenové
dostupné [36, 37].

K uvolnéni mykotoxinii z matrice lze pouzit mimo jiné extrakci pevna latka-kapalina,
superkritickou fluidni extrakci, mikrovlnné asistovanou extrakci a extrakci za zvySeného tlaku.
Nejcastéji pouzivand extrakéni Cinidla jsou methanol, smés acetonitrilu s vodou, smés
ethylacetatu a acetonitrilu s vodou nebo ziedénou kyselinou, napft. kyselinou mravenc¢i nebo
octovou. Pridavek vody zvySuje Gc¢innost extrakce, protoze voda zvysi prostupnost solventu
dovniti matrice, zatimco pfidavek ziedéné kyseliny narusuje vazby matrice. K vyextrahovani
mykotoxinii z jeémene nebo sladu se nejcastéji pouzivd smés acetonitrilu s vodou, pfip.
methanolu s vodou. V piipadé piva se extrak¢ni krok vynechava [4, 31, 36, 37].

27



2.6.3. Precisténi

Piecisténim vzorku se z extraktu odstrani latky, které by mohly ovlivnit detekci analytu.
Precistovaci metody pouzivané pii analyzach pivovarskych surovin a piva mizeme podle jejich
principu rozdélit na imunoafinitni chromatografii a extrakci na pevné fazi [10].

Imunoafinitni chromatografie je jednoducha, robustni metoda pouzitelna pro Siroké spektrum
mykotoxinti, pii které se pomalu prekapava extrakt mykotoxinu pres imunoafinitni kolonku.
V kolonce se reversibilné navaze mykotoxin z extraktu na protilatku navazanou na pevnou
fazi kolonky. Nasleduje promyti kolonky pufrem a desorpce mykotoxinu eluéni smési, ktera
zpusobuje denaturaci protilatek. Vyhodou této metody je vysokd specifita, mensi Casova
naro¢nost a mala spotieba organickych rozpoustédel. Nevyhodou je snizeni specifity u derivati
mykotoxintl, které jsou navazany v matrici. Imunoafinitni kolonky jsou uréeny pouze pro jeden
mykotoxin, piipadné skupinu mykotoxinii s podobnymi vlastnostmi, tim padem je pfi stanoveni
vice mykotoxinl potieba nékolik extrakci a vzrusta finan¢ni i ¢asova naro¢nost metody [36,
37].

Principem extrakce na pevné fazi (SPE) je rozdé€leni analytu a interferujicich latek mezi mobilni
a stacionarni fazi. SPE se vyuZziva k odstranéni matrice. Po kondicionaci kolonky a nasledném
naneseni vzorku se kolonka promyva a mykotoxin je eluovan organickym rozpoustédlem.
Precisténi pomoci SPE lze pouzit pii stanoveni aflatoxint, zearalenonu, deoxynivalenolu, T-2
a HT-2 toxinu, nivalenolu a patulinu [37].

2.6.4.Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je analyticka technika uréena k separaci smési latek na zakladé
jejich rozdeleni mezi plynnou mobilni f4zi a pevnou nebo kapalnou stacionérni fazi. Plynova
chromatografie, stejné tak jako LC, umoziuje simultanni analyzu vice mykotoxint. Vykazuje
vysoké rozliSeni, citlivost, pfesnost a rychlost. V minulosti se pro stanoveni mykotoxint
Vv pivech, zejména pak trichothecentl, vyuzivala zejména plynova chromatografie s ECD, FID
nebo MS detektory. Nevyhodou techniky byla nutnd derivatizace netékavych sloucenin,
napiiklad deoxynivalenolu. Navic bylo nutné rozsahlé pteciSténi vzorkl,, aby nedochézelo
K interakci latek z matrice s derivatiza¢nim ¢inidlem. V soucasnosti se misto GC pouziva
kapalinova chromatografie kombinovana s hmotnostni spektrometrii [4, 53].

2.6.5.Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je analyticka technika, ktera slouzi k
separaci, identifikaci a kvantifikaci analytu ve vzorku. Princip metody je zaloZen na opakované
tvorbé rovnovaznych stavli analytu mezi dvéma fdzemi — mobilni a staciondrni. Stacionarni
faze je umisténa v kolon¢, mobilni faze je pohybliva a undsi vzorek chromatografickou
kolonou. Analyt interaguje s mobilni i stacionarni fazi, coz ma za nasledek postupné rozdéleni
jednotlivych latek ve vzorku. Zakladnimi typy separa¢nich mechanismid jsou adsorpce,
rozdélovani, vymeéna iontl, sitovy efekt a afinita analytu ke stacionarni fazi [41, 42].

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie predstavuje v dneSni dob¢ nejcastéji pouzivanou
techniku ke stanoveni mykotoxind, oplyva vysokou citlivosti, dostatecnou selektivitou a

28



opakovatelnosti. Na rozdil od plynové chromatografie neni potfeba derivatizace. Mezi nejvice
pouzivané detektory patii UV, PDA, FLR a MS [4, 36].

Pomoci HPLC-UV lze stanovit pouze jeden mykotoxin, piipadné skupiny strukturné
podobnych mykotoxind. Dalsi ziejmé nejvétsi nevyhodou samotné HPLC-UV je vysoky
matri¢ni efekt. Matri¢ni efekty zhorSuji citlivost sniZzenim analytického signalu a Ize je ¢aste¢né
potlacit purifikaci extraktu nebo pouzitim vnitinich standardi. Z tohoto diivodu je u této
techniky vyzadovano pfeciSténi, napt. pomoci imunoafinitnich kolonek. Limity kvantifikace
pro IAC-HPLC-UV jsou u deoxynivalenolu vétsinou pod 10 pg/1 [10, 53].

Aflatoxiny, ochratoxiny a citrinin obsahuji ve svych strukturach konjugovany systém dvojnych
vazeb umoziujici jejich kvalitativni 1 kvantitativni stanoveni fluorimetricky. U ostatnich
mykotoxinii neni tato metoda rozSifend, protoze je zapotiebi derivatizace. Pouziti
fluorescencniho detektoru se vyznacuje vysokou citlivosti, vzdy je vSak nutné provést
precisténi vzorku [37].

U kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci nejdiive dochazi k rozdéleni jednotlivych
latek vzorku kapalinovou chromatografii, poté jsou tyto latky ionizovany, rozdéleny a
identifikovany podle jejich poméru hmotnosti a ndboje. Teoreticky je mozné vyuzit ke
stanoveni mykotoxini vSechny MS analyzatory, v praxi se vSak nejvice vyuZivaji trojity
kvadrupol, iontova past a analyzator doby letu [37].

HPLC-MS je univerzalni metodou stanoveni mykotoxinti v pivovarskych surovinach a pivu.
Ve srovnani s HPLC-UV nebo FLR nabizi HPLC-MS vys$si selektivitu, jednozna¢né potvrzeni
molekularni podstaty analytu a moznost vyuziti izotopové znacenych vnitinich standardu. Dalsi
vyhodou je moznost pozorovani molekuldrnich struktur riznych derivati mykotoxint,
naptiklad maskovanych mykotoxini. Technika HPLC-MS je rychla, efektivni a piesna [54].

Spojeni kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci umoziiuje nejen vysoce
specifické a pfesné vysledky, ale i stanoveni nékolika mykotoxinl najednou Vv ramci jedné
analyzy. Sulyok et al. [35] dokazal ve své studii stanovit az 87 mykotoxinii pomoci této
techniky. Nevyhodou jsou vSak vysoké potizovaci néklady [4, 35, 36].

2.6.6.Ultra u¢inna kapalinova chromatografie

Ultra u¢inna kapalinova chromatografie (UPLC) je stejné tak jako vysokoucinna kapalinova
chromatografie zaloZena na rozdéleni latek mezi stacionarni a mobilni fazi. Rozdily mezi
obéma metodami jsou zejména v rozmérech Castic a velikosti tlaku. PouZzitim ¢astic mensich
nez 2 um dochazi u UPLC ke zvySeni rychlosti separace. UPLC vyuziva niZsi pritok mobilni
faze a umoznuje vyssi citlivost, G€innost a rozliSeni oproti HPLC. Hardware UPLC, stejné tak
jako specialné vyvinuté ¢astice naplné kolony, je uzpiisoben vysokému tlaku, ktery dosahuje
hodnot az 103 MPa [43].

2.6.7.ELISA

v

Nejrozsifengjs$i imunochemickou metodou v analyze mykotoxind je ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay). Imunochemické metody jsou =zalozeny na interakci antigenu
(mykotoxinu) a protilatky. Protilatka se vyuziva k identifikaci a kvantifikaci daného antigenu.
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ELISA vyuziva znaceni protilatek enzymy, které méni dany chromogenni substrat na barevny
produkt. Enzymy ur¢ené ke znac¢eni musi mit vysokou specifickou aktivitu, aby byl produkt
reakce detekovatelny i v nizkych koncentracich a musi tvofit kovalentni vazbu s antigenem
nebo protilatkou bez razantnich zmén v jejich aktivité. Mezi nejcastéji pouzivané enzymy patii
alkalicka fosfataza, kfenova peroxidaza a (-galaktosidaza, které nejCastéji katalyzuji premény
paranitrofenylfosfatu, ABTS a ONPG, respektive. Hydrolyzou téchto chromogennich substrat
vznikaji barevné produkty, které lze stanovit spektrofotometricky nebo fluorescenéné [40, 53].

Imunochemické metody mizeme rozdé€lit na kompetitivni a nekompetitivni. U kompetitivnich
metod o vazebna mista protilatky soutézi znacené i neznacené molekuly antigenu (a naopak).
V ramci nekompetitivnich metod dochéazi v ptebytku protildtek k navédzani protilatek na
antigen, a nakonec je ptfidana sekundarni znacena protilatka, kterd reaguje s jiz navazanym
antigenem. V této praci bude pouzivana kompetitivni ELISA, proto bude zminéna ve vétsim
detailu [40].

V ramci kompetitivni ELISA spolu soutézi neznaceny stanovovany antigen se znamym
mnozstvim znaceného antigenu o vazebnd mista protilatky vazané na nosi¢i. Prakticky se
nejprve imobilizuje protilatka, ndsleduje promyti, pfidavek stanovovaného antigenu, dalsi
promyti, a nakonec ptidavek znaceného antigenu. Nevyhodou této metody je omezené rozmezi
detekce kvali tizké citlivosti protilatek [39, 40].

Co se tyce mykotoxind, jsou imunochemické metody pouzivany ptedev§im pro svou citlivost,
rychlost a jednoduchost, protoze vétsinou nevyzaduji precisténi vzorku. Jsou vhodné jako
screeningové a semikvantitativni metody. ELISA kity jsou pfenosné, ale v nékterych ptipadech
velmi drahé. Problémem téchto metod je cross reaktivita, kdy protilatka reaguje s latkou
strukturné podobnou danému mykotoxinu. Casto dochizi k nadhodnoceni vysledkii. Dalsi
nevyhodou je, ze jsou ELISA kity ureny pouze pro jediny analyt. Komeréné dostupné jsou
ELISA kity pro aflatoxiny, fumonisiny, ochratoxin A, zearalenon, deoxynivalenol, T-2 a HT-2
toxin a citrinin [36, 37, 39].

Ve studii Papadopoulou [55] byly srovnavany dva komeréné dostupné ELISA kity pro
stanoveni deoxynivalenolu ve 313 pivech. U svétlych piv byla vytéZznost kolem 111 % a u
tmavych kolem 134 % u obou kitd. Ovéteni metody ELISA plynovou chromatografii s MS
detektorem vsak ukazalo, Ze oba pouzité kity nadhodnocovaly obsah DON, pravdépodobné
kvuli cross reaktivité protilatek. Tento jev se rovnéZ objevil ve studii Kostelanské et al. [31].
V jiné studii [61] byly srovnavany ¢tyii komeréné dostupné ELISA kity pro stanoveni DON a
u v8ech dochazelo ke cross reaktivité s deoxynivalenol-3-glukosidem. Stejné tak bylo zjisténo,
ze nejen derivaty DON, ale 1 matrice ptispivaji k celkovému nadhodnoceni vysledki ziskanych
pomoci ELISA. Celkové ve studii dochazelo k nadhodnoceni vysledkti az o 1000 % oproti
vysledktim ziskanych pomoci HPLC-MS/MS.

30



2.7. Statistické zpracovani experimentalnich dat

Nasledujici kapitola obsahuje vycet statistickych metod pouzitych ke zpracovani
experimentalnich dat.

2.7.1. Testovani statistickych hypotéz

Testovani statistickych hypotéz posuzuje, jestli jsou experimentalné ziskana data v souladu
s pfedpokladem, ktery se stanovil pfed provedenim testovani. Pfi testovani statistickych
hypotéz se porovnavaji dvé hypotézy, hypotéza nulova a alternativni. Cilem testovani je zjistit,
jestli existuje vztah mezi dvéma nebo vice skupinami dat. Nulova hypotéza fika, ze mezi

danymi skupinami neexistuje rozdil nebo vztah. Alternativni hypotéza popira hypotézu nulovou
[32].

Po stanovenich jednotlivych hypotéz se ur¢i chybovost testu nebo také hladina vyznamnosti a.
Hladina vyznamnosti je pravdépodobnost, Ze se zamitne nulova hypotéza, i kdyZ je spravna.
Vétsinou je hladina vyznamnosti 0,05, tzn. 5 %. S takto zvolenou a se ziska 95% jistota, ze
rozhodnuti o zamitnuti nebo pfijeti nulové hypotézy je spravné [32].

2.7.2.Shapiriav-Wilkiiv test

Shapirtv-Wilkiv test je testem normality a urcuje, zdali je rozdéleni dat normalni nebo ne.
Normalni rozdéleni dat je rozdéleni dat podle Gaussovy kiivky, kdy se hodnoty proménnych
symetricky shlukuji kolem stfedni hodnoty. Nulova hypotéza Shapirova-Wilkova testu je, ze
data maji normalni rozdéleni. Pokud je tedy p-hodnota, ¢ili hodnota pravdépodobnosti, nizsi
nez hladina vyznamnosti, tzn. pravdépodobnosti, Ze se zamitne nulova hypotéza, i kdyz je
spravna, je nulova hypotéza zamitnuta a rozdéleni dat Ize povazovat za nenormalni. Pokud je
p-hodnota vyssi nez hladina vyznamnosti, nulova hypotéza nemiize byt zamitnuta [32, 34, 73].

2.7.3.Deaniiv-Dixontuv Q test

Neparametricky Deaniiv-Dixoniiv test se pouZzivd k nalezeni odlehlych hodnot, coZ jsou
hodnoty v daném souboru dat, které jsou tak odlisné od zbytku dat, Zze jsou povazovany za ¢leny
jiného souboru dat nebo jiné populace. Q test odecitd hodnoty, které jsou nejdale od priméru
nebo medianu od hodnoty, ktera je ji nejblize. Vysledek je poté porovnan s kritickou hodnotou
v tabulkach [34].

2.7.4.Korelace

Pearsontiv korelacni koeficient uddvd miru korelace mezi dvéma proménnymi. Dosahuje
hodnot od -1 do 1, kdy hodnota 1 ukazuje silnou korelaci mezi proménnymi, kdy ob&é proménné
vzrustaji. Hodnota -1 ukazuje silnou korelaci, s tim, Ze jedna proménna klesa a druha stoupa.
Hodnota korela¢niho koeficientu, ktera se blizi nule udava zadnou nebo velmi slabou korelaci
mezi proménnymi [34].

Spearmantv korelaéni koeficient rovnéZ dosahuje hodnot od -1 do 1 a popisuje silu korelace
mezi proménnymi, ale pouziva se pro datové soubory s nenormalni distribuci dat [32].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Seznam chemikalii

Tabulka 8 Pouzité standardy mykotoxinii

nazev Mr (g/mol) vyrobce zemé plivodu CAS
deoxynivalenol 296,31 Sigma Aldrich AT 51481-10-8
deoxynivalenol-3-glukosid 458,46 Sigma Aldrich AT 131180-21-7
zearalenon 318,40 Sigma Aldrich AT 17924-92-4
ochratoxin A 403,81 Sigma Aldrich AT 303-47-9

Tabulka 9 Seznam pouzitych chemikalii

nazev Mr (g/mol) Cistota vyrobce zemé puvodu CAS
acetonitril 41,05 >99,9% Sigma Aldrich FR 75-05-08
methanol 32,04 >99,9% Sigma Aldrich FR 67-56-1
kyselina mravenci 46,02 98 % Lachner cz 64-18-6
dihydrogenfosf’oreénan 136,09 599,5 % Riede.:.l-de DE 7778-77-0
draselny Haén
hydrogenfosfore¢nan sodny 141,96 99,8 % Lachner Cz 7558-79-4
hydroxid sodny 39,99 99,8 % Penta cz 1310-73-2
octan amonny 77,08 >99,0 % Sigma Aldrich DE 631-61-8
kyselina chlorovodikova 36,46 99,8 % Penta cz 7647-01-0
dichlormethan 84,93 99,8 % Chromservis cz 75-09-2
hydrogenuhlicitan sodny 84,01 99,8 % Lachner Ccz 144-55-8
kyselina octova 60,05 >99,8 % Fluka DE 64-19-7

3.2. Pristroje a zarizeni

e Ultra Gc¢inny kapalinovy chromatograf Waters Acquity

e Fluorescen¢ni detektor Waters Acquity UPLC

e Kapalinovy chromatograf Finnigan Surveyor

e Hmotnostni detektor Finnigan LCQ Advantage MAX

e Imunoafinitni kolonky OCHRAPREP®, R-Biopharm

e Imunoafinitni kolonky DONPREP®, R-Biopharm

e Imunoafinitni kolonky EASI-EXTRACT® ZEARALENONE, R-Biopharm

e Imunoafinitni kolonky 11+Myco MS-PREP®, R-Biopharm

e Certifikovany referen¢ni material ochratoxinu A — pSenice pfirozené kontaminovana
ochratoxinem A o koncentraci 4,8 pg/kg, Trilogy®

e RIDASCREEN® Ochratoxin A 30/15 Enzyme immunoassay

e RIDASCREEN® DON Enzyme immunoassay

e RIDASCREEN® Zearalenon Enzyme immunoassay

e Dynex Opsys MR™ Microplate Reader

e Laboratorni vaha Sartorius GE 512-0 CE

e Laboratorni sklo

e Centrifuga Sigma 2-16 KC
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e Ttepacka

e FElektrickd vodni lazen Medigen

e Automatické pipety

e Mikrostfikacka Hamilton 710 NR

e Rotac¢ni vakuova odparka IKA® RV 10

e Vakuové¢ zafizeni VisiprepTM SPE Vacuum Manifold
e Ultrazvuk ELMA S120 Elmasonic

e pH metr Mettler Toledo

3.3. Popis analyzovanych vzorki

Ke sledovani zavislosti koncentrace deoxynivalenolu a ochratoxinu A na ¢ase bylo analyzovano
celkem 49 rtiznych piv pochézejicich z Ceské republiky, Slovenska, Mad’arska, Rumunska a
Polska. Pievazn¢ se jednalo o svétla vycepni piva a lezaky, ve vysokém zastoupeni byla také
polotmava a tmava piva (vycepni, lezaky a specialy). Vybrano bylo i n¢kolik bezlepkovych a
nealkoholickych piv.

Dale byl v této praci monitorovan obsah ochratoxinu A, deoxynivalenolu a zearalenonu.
Celkem se tyto tfi mykotoxiny stanovovaly v 94 vzorcich piv pochazejicich z vySe uvedenych
zemi, Némecka, Danska a Belgie. Celkovy piehled vzorkl,, zemé plivodu a typy piv jsou
uvedeny v tabulkach nize. Mykotoxiny byly stanovovany pomoci riznych metod, které byly
poté srovnavany mezi sebou.

Tabulka 10 Prehled vzorkii podle druhu piva

druh piva pocet vzork
svétly lezak 39
svétlé 13
tmavé 13
svétlé vylepni 10
bezlepkové nealkoholické 7
polotmavé 5
svétly bezlepkovy lezak 4
tmavy bezlepkovy specidl 3

Tabulka 11 Prehled vzorkii podle zemé piivodu

zemé puvodu pocet
Ceska republika 66
Polsko
Rumunsko
Slovensko
Madarsko
Belgie
Némecko
Dansko

P P P, Wk O oo
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3.4. Stanoveni ochratoxinu A pomoci UPLC-FLR
3.4.1.Validace metody UPLC-FLR

Validace metody je proces ujisténi, Zze analytickd metoda nebo postup jsou vhodné pro dany
ucel a splnuji urCité pozadavky. Vlastnosti metody se vyjadiuji v pojmech analytickych
charakteristik: ~ vytéznost, spravnost, linearita, mez detekce, mez stanovitelnosti,
opakovatelnost, piesnost, selektivita, specifi¢nost, rozsah a robustnost [67].

3.4.1.1. Vytéinost

Vytéznost je pomér mnozstvi analytu ziskaného analytickou metodou k pfijaté referencni
hodnoté [67]. Ke stanoveni vytéznosti byl pouzit certifikovany referenéni material (CRM),
ktery byl nasledn¢ analyzovan v celkem 8 stanovenich. Vytéznost byla vypocitana podle
nasledujiciho vzorce,

X

R ==--100 [%] (3.1)

Cr
kde R je vytéznost, X je prumér stanovenych koncentraci ochratoxinu A [ng/l] a Cr vyjadiuje
obsah ochratoxinu A v certifikovaném referenénim materialu v ng/l.

3.4.1.2. Spravnost

Spravnost je tésnost souhlasu mezi jedinym vysledkem meéfeni a dohodnutou referencni
hodnotou dané veli¢iny a byva stanovena jako procento analytu, které bylo ziskdno danou
metodou. Ke stanoveni spravnosti se vysledky dané metody srovnavaji s vysledky analyzy
referenéniho materidlu, srovnanim s druhou validovanou metodou, piipadné analyzou vzorki
naspikovanych znamym mnozstvim analytu [34, 67].

Ke stanoveni spravnosti byl pouzit certifikovany referenéni materidl, ktery byl nésledné
analyzovan v celkem 8 stanovenich. Spravnost byla vypocitana podle nasledujici nerovnice
[69],

Xref — 2" Spef <X < Xpef + 2 Spey (3.2
kde Xret je deklarovana koncentrace ochratoxinu A [ng/l], Sref je deklarovana smérodatna
odchylka a x je prumérna hodnota stanovené koncentrace OTA v CRM [ng/I].
3.4.1.3. Linearita

Linearita definuje schopnost metody poskytnout vysledky zkousky ptimo umérné koncentraci
analytu. Jedna se o ptimkovou zavislost mezi dvéma proménnymi, napt. analytickym signalem
a koncentraci analytu. Tésnost vzajemné shody dvou proménnych je charakterizovana
korelacnim koeficientem [33, 67]. Kalibra¢ni kiivka byla sestavena z Sesti kalibra¢nich bodt o
koncentracich, které odpovidaly o¢ekavané koncentraci ochratoxinu A v pive (0,1-10 ng/l).
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3.4.1.4. Mez detekce

Mez detekce (LOD) urcitého analytického postupu je definovana jako nejmensi mnozstvi
analytu ve vzorku, které muze byt detekovano, nemusi vSak byt stanoveno jako exaktni hodnota
[67]. Mez detekce byla vypocitana z chromatogramu standardu, jehoz koncentrace se blizila
dolni hranici kalibra¢ni zavislosti, jako trojnasobek poméru signalu a Sumu.

3.4.1.5. Mez kvantifikace

Mez kvantifikace (LOQ) je nejnizsi koncentrace analytu, ktera muze byt stanovena s piijatelnou
piesnosti (opakovatelnosti) a spravnosti za uvedenych podminek zkousky [67]. Mez
kvantifikace byla vypocitdna z chromatogramu standardu, jehoz koncentrace se blizila dolni
hranici kalibracni zavislosti, jako desetinasobek poméru signalu a Sumu.

3.4.1.6. Opakovatelnost

Opakovatelnost vyjadiuje t€snost souhlasu mezi vysledky nezavislych meéteni stejného analytu
provedenych stejnou metodou, stejnym experimentitorem, na stejném pfistroji, na stejném
mist¢ a za stejnych podminek v kratkém casovém intervalu. Jednd se o schopnost metody
vytvafet stejné vysledky v kratkém ¢asovém obdobi za stejnych podminek [34, 67]. Ke zjisténi
opakovatelnosti byl Sestkrat analyzovan obsah ochratoxinu A v jednom vzorku. Nasledné byl
vypocitan prumér X, smeérodatna odchylka S a relativni smérodatna odchylka RSD.

RSD = % 100 [%] (3.3)

3.4.2. Priprava certifikovaného referen¢niho materialu k analyze OTA

Kvalidaci metody UPLC-FLR byl pouzit certifikovany referenéni material (CRM)
ochratoxinu A. 10 g CRM bylo extrahovano 100 ml 60% acetonitrilu 50 minut na tfepacce.
Poté byl material zcentrifugovan a 2 ml supernatantu byly smichany s 22 ml PBS pufru a
naneseny na imunoafinitni kolonku OCHRAPREP®. Vzorek se nechal prokapavat rychlosti
2 ml/min nebo nizsi. Kolonka byla poté proc¢isténa 20 ml PBS pufru, ¢imz se odstranily
nenavazané¢ komponenty vzorku. Ochratoxin A byl nakonec eluovan 2 ml smési 98%
methanolu a 2% kyseliny octové. Vyrobcem doporucena elucni rychlost byla 1 kapka za
sekundu, v této praci se vSak eluéni smés nechala prokapavat vyrazné pomaleji. Ziskany eluat
byl odpafen do sucha na vakuové odparce. Pied nastiikem byl vzorek rozpustén v 1 ml 50%
methanolu a nadavkovan do vialek.

3.4.3. Priprava kalibrac¢nich roztoki OTA

Pro tuto praci byl pouzit standard ochratoxinu A od firmy Sigma-Aldrich o koncentraci
10 pg/ml. Zasobni roztok o koncentraci 100 ng/ml byl fedén v pfislusnych pomérech 50%
methanolem. Celkem bylo fedénim zasobniho roztoku pfipraveno 7 kalibra¢nich roztokt 0
koncentraci 0,1; 0,2; 0,6; 1; 2; 5a 10 ng/l.
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3.4.4.Priprava vzorku k analyze OTA pomoci UPLC-FLR

Pfiprava vzorka piv K analyze pomoci UPLC se skladala z n¢kolika krokt. Nejdiive bylo
zhruba 100 ml vzorku odplynéno na ultrazvuku, poté bylo upraveno pH vzorku na 7,4 pomoci
2 M hydroxidu sodného. Nasledné bylo 25 ml vzorku naneseno na imunoafinitni kolonku
OCHRAPREP®, kde se vzorek nechal prokapavat rychlosti 2 ml/min nebo nizsi. Imunoafinitni
kolonka obsahuje monoklonalni protilatku, ktera specificky vaze ochratoxin A. Kolonka byla
procisténa 50 ml PBS pufru, ¢imz se odstranily nenavazané komponenty vzorku. Ochratoxin A
byl nakonec eluovan 2 ml smési 98% methanolu a 2% kyseliny octové. Elu¢ni rychlost byla 1
kapka za sekundu nebo nizsi. Ziskany eluat byl odpafen do sucha na vakuové odparce. Pied
nastfikem byl vzorek rozpustén v 500 pl 50% methanolu a nadavkovén do vialek.

3.4.5. Analyza vzorki piv UPLC-FLR

Pro analytické stanoveni ochratoxinu A v pivu byl pouzit ultra G¢inny kapalinovy chromatograf
Waters Acquity ve spojeni s fluorescenénim detektorem Waters Acquity. Separace byla
provedena na chromatografické kolon¢ Luna Omega. Detailni informace o parametrech
stanoveni jsou uvedeny v tabulce 12. Profil gradientu mobilni faze je zobrazen v grafu 1. Délka
analyzy jednoho vzorku byla 5 minut.

Tabulka 12 Parametry stanoveni ochratoxinu A metodou UPLC-FLR
objem nastriku 10 pl
prutok mobilni faze 0,3 ml/min
sloZzeni mobilni faze A 2% ACN; 0,3% HCOOH; 97,7% H,0

slozeni mobilni faze B 100% ACN

teplota laboratorni
kolona Luna Omega 1,6 um C18 100x2,1 mm
detekce Aex 335 nm

Aem 440 nm
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gradientova eluce UPLC-FLR
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Graf 1 Gradientova eluce UPLC-FLR
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Obrdzek 3 Chromatogram redlného vzorku piva (Cervend) a blanku (cernd)

Stanoveni ochratoxinu A pomoci metody ELISA

RIDASCREEN® Ochratoxin A 30/15 je kompetitivni ELISA ur¢ena ke kvantitativni analyze
ochratoxinu A v obilovinach, krmivech, pivé a prase¢im séru. Principem metody je reakce
protilatky a antigenu. Jamky mikrotitracni desti¢ky jsou pokryté specifickou protilatkou proti
ochratoxinu A. Po pfidavku vzorku a enzymového konjugatu spolu volny a enzymové
konjugovany ochratoxin A soutéZi o vazebna mista protilatky. Nenavazany ochratoxin A je
poté odstranén v promyvacim kroku. Poté se pfida chromogenni substrat a béhem inkubace
navdzany enzymovy konjugdt pfeménuje chromogen na barevny produkt. Po inkubaci
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nasleduje pridavek stop roztoku, ktery zplisobi zménu barvy z modré na zlutou. Vysledna
absorbance se stanovuje spektrofotometricky pii 450 nm. Absorbance je nepiimo umérna
koncentraci ochratoxinu A ve vzorku [64].

3.5.1. Priprava vzorki K analyze OTA pomoci ELISA

Zhruba 20 ml vzorku piva bylo odplynéno, nasledné¢ se ke 2 ml vzorku v centrifugacni
zkumavce piidaly 2 ml 1 M kyseliny chlorovodikové a 4 ml dichlormethanu. VVzorek se 5 minut
ttepal na tiepacce a poté byl zcentrifugovan. Horni vodna vrstva byla odebrana a 2 ml dolni
dichlormethanové vrstvy byly pieneseny do dalsi centrifugaéni zkumavky, kde probéhla
extrakce 2 ml 0,13 M hydrogenuhli¢itanem sodnym. Vzorek byl tfepan na tfepaCce a
zcentrifugovan. Nasledné se odebrala a uchovala horni vodna faze. Nepolarni faze byla znovu
extrahovana roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného, protfepana a zcentrifugovana.
Hydrogenuhli¢itanové vrstvy byly smichany a nafedény 0,75 ml 1 M kyseliny chlorovodikové
a 2 ml dichlormethanu. Potom byl vzorek znovu promichan a zcentrifugovan. Odebrala se
vodna faze a cela dichlormethanova faze byla odpatfena ve vakuové odparce pii 60 °C. Zbytek
vzorku byl rozpustén v 1 ml 0,13 M hydrogenuhli¢itanu sodném.

3.5.2. Analyza vzorki piv

Pfed samotnou analyzou byl nafedén koncentrovany enzymovy konjugat fedicim pufrem
vpoméru 1:11. Dale bylo nutné pfipravit promyvaci pufr — PBS Tween, rozpusténim
ptredpfipravené smési dodané vyrobcem ve vodé. 50 pl vzorku nebo standardu bylo naneseno
do jamek mikrotitraéni desticky a bylo pfidano 50 pl zfedéného enzymového konjugatu.
Nasledovala ptilhodinova inkubace pfi laboratorni teploté bez ptistupu svétla. Kapalna faze byla
po inkubaci z jamek odstranéna vyklepnutim a nékolikrat se nanesl promyvaci puftr, ktery byl
taktéz odstranén. Do kazdé jamky bylo pfidano 100 pl substratu a nasledné probéhla inkubace
po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté. Nakonec byl do kazdé jamky pfidan stop roztok, ktery
zpusobil zménu barvy z modré na Zlutou. Vysledna intenzita zbarveni byla stanovena
spektrofotometricky pii 450 nm.

3.5.3.Parametry metody ELISA
Veskeré parametry byly pfevzaty z manualu dodaného vyrobcem [64].
Tabulka 13 Parametry stanoveni ochratoxinu A metodou ELISA

limit detekce 50 ng/l
vytéZnost 100 %
specifita pro ochratoxin A 100 %

3.5.4.Vyhodnoceni vysledku

Obsah ochratoxinu A v pivé v ng/l byl vypocitan pomoci softwaru RIDA SOFT Win
Z ptipravené kalibracni kiivky.
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3.6. Stanoveni deoxynivalenolu pomoci metody HPLC-MS
3.6.1. Priprava kalibraé¢nich roztoki deoxynivalenolu a deoxynivalenol-3-glukosidu

Pro tuto praci byly pouzity standardy deoxynivalenolu a deoxynivalenol-3-glukosidu od firmy
Sigma-Aldrich o koncentraci 100 pg/ml a 50 pg/ml, respektive. Smésny standard o koncentraci
1 pg/ml byl fedén v piisluSnych pomérech 50% methanolem. Celkem bylo fedénim zasobniho
roztoku pripraveno 6 kalibra¢nich roztoka o koncentraci 1, 5, 10, 50, 80 a 100 ng/ml DON a
D3G.

3.6.2. Priprava vzorku k analyze deoxynivalenolu pomoci HPLC-MS

Ptiprava vzorkl k analyze pomoci HPLC-MS se skladala z n€kolika krokt. Nejdiive bylo
zhruba 100 ml vzorku odplynéno na ultrazvuku po dobu 15 minut. Nasledné byly 2 ml takto
upraveného vzorku naneseny na imunoafinitni kolonku DONPREP®, kde se vzorek nechal
prokapavat rychlosti 2 ml/min. Imunoafinitni kolonka obsahovala monoklonalni protilatku,
ktera specificky navazala deoxynivalenol. Kolonka byla pfecisténa 5 ml deionizované vody,
¢imz se odstranily nenavazané komponenty vzorku. Deoxynivalenol byl nakonec eluovan 2 ml
methanolu. Vyrobcem doporucena eluéni rychlost byla 1 kapka za sekundu, v této praci se vsak
eluéni smés nechala prokapavat vyrazné pomaleji. Ziskany eluat byl odpafen do sucha na
vakuové odparce. Pfred nastiikem byl vzorek rozpustén v 1 ml 50% methanolu a nadavkovan

do vialek.

V piipad€ pouziti imunoafinitnich kolonek 11+Myco MS-PREP® bylo odplynéno zhruba
50 ml vzorku a upraveno pH na 7,4 hydroxidem sodnym. Nasledn¢ bylo na imunoafinitni
kolonku naneseno 5 ml vzorku a vzorek se nechal prokapavat rychlosti 2 ml/min nebo nizsi.
Kolonka byla poté proc¢isténa 20 ml deionizované vody. Deoxynivalenol byl nakonec eluovan
2 ml methanolu. Ziskany eluat byl odpafen do sucha na vakuové odparce. Pied nastiikem byl
vzorek rozpustén v 1 ml 50% methanolu a nadavkovan do vialek.

3.6.3. Analyza vzorki piv HPLC-MS

Pro analytické stanoveni deoxynivalenolu a deoxynivalenol-3-glukosidu v pivu byl pouZit
kapalinovy chromatograf HPLC Finnigan Surveyor ve spojeni s hmotnostnim detektorem
Finnigan LCQ Advantage MAX. K separaci byla pouZzita chromatograficka kolona Synergi 4
Hydro RP 80A 150 x 3 mm. Detailni informace o parametrech stanoveni jsou uvedeny
v tabulce 14. Separace byla provedena gradientovou eluci, profil gradientu mobilni faze je
zobrazen v grafu ¢. 2. Jako iontovy zdroj hmotnostniho detektoru byla pouzita chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI) v negativnim moédu. Délka analyzy jednoho vzorku

byla 14 minut.
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Tabulka 14 Parametry stanoveni DON pomoci HPLC-MS

objem nastiiku 25 ul

prutok mobilni faze 0,5 ml/min

sloZeni mobilni faze A 10 mM octan amonny

sloZeni mobilni faze C methanol

teplota 40 °C

kolona Synergi 4. Hydro RP 80A 150 x 3 mm

gradientova eluce HPLC-MS
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Graf 2 Gradient mobilni faze HPLC-MS (A — octan amonny, C — methanol)

3.7. Stanoveni deoxynivalenolu pomoci metody ELISA

RIDASCREEN® DON je kompetitivni imunochemicka metoda urc¢ena ke kvantitativni analyze
deoxynivalenolu v obilovinach, sladu, krmivech, pivu a mladiné. Principem metody je reakce
protilatky a antigenu. Jamky mikrotitracni desticky jsou pokryté specifickymi protilatkami,
které plsobi na protilatky uréené proti deoxynivalenolu. Po pfidavku vzorku, enzymového
konjugatu a protilatek proti deoxynivalenolu spolu volny a enzymové konjugovany
deoxynivalenol soutézi o vazebna mista protilatky. Soucasné dochazi k navazani protilatek
proti DON na imobilizované protilatky v jamkach. Nenavazany deoxynivalenol je poté
odstranén v promyvacim kroku. Poté se pfidd chromogenni substrat a béhem inkubace
navazany enzymovy konjugat preménuje chromogen na modry produkt. Po inkubaci nasleduje
ptidavek stop roztoku, ktery zptisobi zménu barvy z modré na Zlutou. Vysledna absorbance je
stanovena spektrofotometricky pii 450 nm. Absorbance je nepiimo Umérna koncentraci
deoxynivalenolu ve vzorku [65].

3.7.1. Priprava vzorki k analyze DON pomoci ELISA

Ptiprava vzorkli zahrnovala pouze odplynéni zhruba 20 ml piva. Poté bylo naneseno 50 pl
nefedéného vzorku do jamek mikrotitracni desticky.
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3.7.2. Analyza vzorki piv

Pfed samotnou analyzou bylo nutné pfipravit promyvaci pufr, PBS Tween, rozpusténim
predpiipravené smési dodané vyrobcem ve vodé. Do jamek mikrotitracni desticky bylo
naneseno 50 pl vzorku nebo standardu. Dale bylo ptidano 50 pl enzymového konjugétu a 50 pl
roztoku protilatek proti deoxynivalenolu. Nésledovala ptulhodinova inkubace pii laboratorni
teploté bez piistupu svétla. Kapalna faze byla po inkubaci z jamek odstranéna a né€kolikrat se
nanesl promyvaci pufr, ktery byl taktéz odstranén. Do kazd¢ jamky bylo pfiddno 100 pl
substratu a poté probéhla inkubace po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté. Nakonec bylo do
kazdé jamky piidano 100 ul stop roztoku, ktery zpusobil zménu barvy z modré na Zlutou.
Vyslednd intenzita zbarveni byla stanovena spektrofotometricky pii 450 nm.

3.7.3.Parametry metody ELISA

Veskeré parametry byly pievzaty z manualu dodaného vyrobcem [65].

Tabulka 15 Parametry stanoveni deoxynivalenolu metodou ELISA

limit detekce 3,7 ug/l
vytéZnost 85-110 %
specifita pro deoxynivalenol 100 %

3.7.4.Vyhodnoceni vysledkii

Obsah deoxynivalenolu v pivé v pg/l byl vypocitan pomoci softwaru RIDA SOFT Win z
ptipravené kalibracni kiivky.

3.8. Stanoveni zearalenonu pomoci metody HPLC-MS
3.8.1. Priprava kalibraénich roztoki ZON

Pro tuto praci byl pouzit standard zearalenonu od firmy Sigma-Aldrich o koncentraci
100 pg/ml. Zasobni roztok o koncentraci 1 pg/ml byl fedén v piislusSnych pomérech 50%
methanolem. Celkem bylo fedénim zasobniho roztoku pfipraveno 5 kalibra¢nich roztokd o
koncentraci 10, 20, 50, 100 a 200 ng/ml.

3.8.2. Priprava vzorki k analyze ZON pomoci HPLC-MS

Pro stanoveni zearalenonu v pivé metodou HPLC-MS byl vzorek nejprve piecistén pies
imunoafinitni kolonku. Vzorek piva byl odplynén na ultrazvuku po dobu 15 minut. Poté bylo
upraveno pH vzorku na 7,4 pomoci 2 M hydroxidu sodného. Na imunoafinitni kolonku
EASI-EXTRACT® ZEARALENONE bylo naneseno 25 ml takto upraveného vzorku. K
promyti kolonky bylo pouzito 50 ml PBS pufru. Eluce byla provedena pomoci 2 ml acetonitrilu
s prutokem jedné kapky za sekundu nebo pomaleji. Ziskany eluat byl odpafen do sucha na
rota¢ni vakuové odparce a nasledn¢ rozpustén v 0,5 ml 50% methanolu.

3.8.3. Analyza vzorki piv HPLC-MS

K identifikaci a kvantifikaci zearalenonu v pivé metodou HPLC-MS byl pouzit kapalinovy
chromatograf HPLC Finnigan Surveyor ve spojeni s hmotnostnim detektorem Finnigan LCQ
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Advantage MAX. Parametry stanoveni zearalenonu pomoci HPLC-MS jsou uvedeny
v tabulce ¢. 16. K separaci byla pouzita chromatograficka kolona Synergi 4u Hydro RP 80A
150 x 3 mm. V rdmci analyzy byla pouZzita chemické ionizace za atmosférického tlaku v
negativnim moédu. Byla pouzita gradientova eluce, profil gradientu mobilni faze je zobrazen
v grafu ¢. 3. Délka analyzy jednoho vzorku byla 18 minut.

Tabulka 16 Parametry stanoveni zearalenonu pomoci HPLC-MS

objem nastriku 25 ul

pritok mobilni faze 0,5 ml/min

slozeni mobilni faze A 10 mM octan amonny

sloZeni mobilni faze C methanol

teplota 40 °C

kolona Synergi 41 Hydro RP 80A 150 x 3 mm

gradientova eluce HPLC-MS
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Graf 3 Gradient mobilni faze (A — octan amonny, C — methanol)

3.9. Stanoveni zearalenonu pomoci metody ELISA

RIDASCREEN® Zearalenon je kompetitivni ELISA uréenda ke kvantitativni analyze
zearalenonu v obilovinach, krmivech, pivu, séru a moci. Principem metody je reakce protilatky
a antigenu. Jamky mikrotitraéni desticky jsou pokryté specifickymi protilatkami proti
zearalenonu. Po piidavku vzorku a enzymového konjugatu spolu volny a enzymové
konjugovany zearalenon soutézi o vazebna mista protilatky. Nenavazany enzymovy konjugat
je poté odstranén v promyvacim kroku. Poté se pfida chromogenni substrat a béhem inkubace
navazany enzymovy konjugat pfeménuje bezbarvy chromogen na modry produkt. Po inkubaci
nasleduje ptridavek stop roztoku, ktery zplisobi zménu barvy z modré na zlutou. Vysledna
absorbance je stanovena spektrofotometricky pifi 450 nm. Absorbance je nepfimo Umérna
koncentraci zearalenonu ve vzorku [66].

3.9.1. Piiprava vzorki k analyze ZON pomoci ELISA

Ptiprava vzorkli zahrnovala odplynéni zhruba 20 ml piva. Poté byl vzorek natedén 1:5 fedicim
pufrem.
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3.9.2. Analyza vzorki piv

Pied samotnou analyzou byl nafedén koncentrovany enzymovy konjugat fedicim pufrem
v poméru 1:11 a do jamek mikrotitraéni desti¢ky bylo naneseno 50 pl vzorku nebo standardu.
Dale bylo ptfidano 50 pl zifedéného enzymového konjugatu. Nasledovala dvouhodinova
inkubace pfi laboratorni teploté bez pfistupu svétla. Kapalna faze byla po inkubaci z jamek
odstranéna a n¢kolikrat se nanesla destilovana voda, ktera byla taktéz odstranéna. Do kazdé
jamky bylo ptidano 50 ul substratu a 50 ul chromogenu a nasledné probéhla inkubace po dobu
30 minut pfi laboratorni teploté. Nakonec bylo do kazdé jamky piidano 100 pl stop roztoku,
ktery zpusobil zménu barvy. Vysledna intenzita zbarveni byla stanovena spektrofotometricky
pfi 450 nm.

3.9.3.Parametry metody ELISA
Veskeré parametry byly pievzaty z manualu dodaného vyrobcem [66].
Tabulka 17 Parametry stanoveni zearalenonu metodou ELISA

limit detekce 0,25 pg/I
vytéZnost 80 %
specifita pro zearalenon 100 %

3.9.4.Vyhodnoceni vysledkii

Obsah zearalenonu v pivé v pg/l byl vypocitan pomoci softwaru RIDA SOFT Win z ptipravené
kalibracni ktivky.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

V nasledujici kapitole jsou prezentovany a diskutovany vysledky validace pouzitych metod a
studia stability vybranych mykotoxind v pivu. Kapitola 4.1 posuzuje jednotlivé validacni
parametry metod, srovnava je s literaturou a diskutuje vhodnost téchto metod ke stanoveni
mykotoxintl. Kapitola 4.2 je rozdélena podle jednotlivych mykotoxini a jsou zde diskutovany
stanovené hladiny mykotoxin v pivech, vzajemné srovnani metod pouzitych ke stanoveni
mykotoxinti, stabilita mykotoxinii v ¢ase a jejich toxicita na danych koncentracnich hladinach.

4.1. Validace instrumentalnich metod
4.1.1.Ochratoxin A
4.1.1.1. Validace metody UPLC-FLR

K validaci UPLC-FLR byl pouzit certifikovany referenéni material ochratoxinu A — psenice
piirozené¢ kontaminovana ochratoxinem A 0 koncentraci 4,8 pg/kg, dale byl k validaci vybran
vzorek svétlého vycepniho piva na zakladé jeho zvySené koncentrace OTA. Validaéni
parametry byly vypocitany z dat v tabulkach 18 a 19. Definice jednotlivych parametrl, postupy
jejich stanoveni a vypoctu jsou detailnéji rozepsany v kapitole 3.4.1.

Tabulka 18 Koncentrace OTA v certifikovaném referencnim materidlu

v

¢. méfeni  koncentrace OTA [ng/I]
4,82
3,71
3,91
3,65
5,61
6,48
6,49
4,45

=<

0O N O Ul B WN M

Tabulka 19 Koncentrace OTA ve vzorku piva

v

¢. méfeni  koncentrace OTA [ng/I]
42,15
43,21
36,49
31,62
38,92

35,04

=<

A Ul W N M
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VytéZnost

Vytéznost byla vypocitana z dat v tabulce 18 podle rovnice (3.1). Praimér vySe uvedenych
hodnot, 4,89 nug/kg, se shoduje s koncentraci ochratoxinu A deklarované v certifikovaném
referenénim materialu (4,8 pg/kg). Vytéznost metody IAC-UPLC-FLR byla stanovena na
101,88 %.

Spravnost

Spravnost byla vypoc¢itana z dat v tabulce 18 podle rovnice (3.2). Jelikoz platila nerovnost (3.2)
byla prokazana spravnost metody pro danou matrici a koncentra¢ni aroven.

Linearita

Vysledné hodnoty sedmi proméfenych standard ochratoxinu A byly zpracovany do bodového
grafu. Na obrazku nize je zobrazena ukazka kalibra¢ni ki'ivky a vzorovy chromatogram. Z grafu
a hodnoty korelaniho koeficientu R?, ktery charakterizuje tésnost vzajemné zavislosti dvou
proménnych, je patrné, ze je metoda IAC-UPLC-FLR vhodna ke stanoveni ochratoxinu A
Vv pivech.

Kalibra¢ni krivka ochratoxinu A

250000

y=19111x + 1053,2

200000
R*=0,9994

150000

100000

plocha piku [-]

50000
0 2 4 6 8 10 12

koncentrace OTA [ng/l]

Graf 4 Zavislost plochy chromatografického piku na koncentraci OTA
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Obrazek 4 Chromatogram standardu ochratoxinu A o koncentraci 0,1; 0,2; 0,6; 1; 2; 5a 10 ng/l v
riznem priblizeni

Mez detekce

Mez detekce byla vypocitana jako trojnasobek poméru signalu a Sumu ziskanych
z chromatogramu. LOD byla 0,3 ng/I.

Mez kvantifikace

Mez kvantifikace byla vypocitdna jako desetinasobek poméru signdlu a Sumu ziskanych
z chromatogramu. LOQ byla 1 ng/l.

Opakovatelnost

Opakovatelnost byla stanovena opakovanou pfipravou stejného vzorku pomoci stejného
postupu, na stejném pfistroji a za stejnych podminek. Po vypoctu smérodatné odchylky vybéru
a pruméru byla za pouziti vztahu (3.3) vypocitana relativni smérodatnd odchylka RSD.
Opakovatelnost metody IAC-UPLC-FLR byla vypocitana z dat v tabulce ¢. 19 a stanovena na

11,61 %.

V piipadé, ze byla pouzita data ztabulky ¢. 18, kde se stanovovala koncentrace OTA
v certifikovaném referennim materidlu, byla relativni smérodatnd odchylka 24,08 %. Tak
vysoka hodnota miize byt zplisobena tim, Ze referencni hodnota koncentrace ochratoxinu A se
blizi mezi kvantifikace pouzité metody a vysledky jsou tim padem méné piesné. Druhym
diivodem miiZze byt to, ze CRM byla pevna matrice a ptiprava vzorku zahrnovala krok navic
oproti kapalné matrici. Ochratoxin A z CRM bylo nutné extrahovat 60% acetonitrilem, kdezto
u vzorku piva se extrakéni krok vynechal. Stanoveni koncentrace OTA v CRM tak mohlo byt
zatizeno vétsi chybou a horsi opakovatelnosti nez u vzorku piva. V posledni fad¢ je nutné
podotknout, ze RSD udavana vyrobcem CRM je 20,8 %, takze je opakovatelnost v ramci této

koncentrac¢ni hladiny dobra.

Pro dalsi vypocty byla vzdy pouzita RSD 11,61 %, jelikoZ tato hodnota byla ziskana ze vzorku
piva, tudiZ lépe odpovida realnym vzorkim, které¢ budou analyzovany.
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Tabulka 20 Souhrnna tabulka validacnich parametric UPLC-FLR

vytéznost [%] 101,9
linearita — R? 0,9994
LOD [ng/I] 0,3
LoQ [ng/l] 1

opakovatelnost [%] 11,6

4.1.1.2. Srovndni parametrii pouZité metody s dalSimi metodami v literatuie

Tabulka 21 Srovndni nékterych validacnich parametrii napric literaturou v ramci stanoveni
ochratoxinu A v pivé

zdroj metoda precisténi  vytéinost [%] LOD [ng/l]
[33] HPLC-FLR IAC 86-88 1

[51] HPLC-FLR IAC 91 5
[58] HPLC-FLR IAC 97 2

[70] HPLC-FLR SPE 82-100 100
[70] HPLC-FLR IAC 97 100
[71] HPLC-FLR IAC 87-95 10

DP UPLC-FLR IAC 102 0,3

Z tabulky je patrné, ze vétSina autort pii kvantitativnim stanoveni ochratoxinu A v pivé dava
prednost IAC-HPLC-FLR. Tato metoda je dostate¢n¢ piesna a fluorescen¢ni detektor zarucuje
vysokou citlivost. AZ na jednu vyjimku jsou limity detekce dostatecné nizké, aby bylo mozné
stanovit obsah OTA v pivé, ktery se zde vyskytuje v koncentracich kolem 24 ng/l [20].

Vysledky validace metody v této praci ukazuji, Ze vytéZznost je lepsi ve srovnani s ostatnimi
studiemi a limit detekce je oproti ostatnim autordm niz§i. Ultra ucinna kapalinova
chromatografie poskytuje oproti HPLC niz§i meze detekce, vyssi citlivost a lepsi rozliSeni.

4.1.2. Deoxynivalenol a deoxynivalenol-3-glukosid
4.1.2.1. Validace HPLC-MS
Linearita

Vysledné hodnoty prométenych standardi deoxynivalenolu a deoxynivalenol-3-glukosidu byly
zpracovany do bodového grafu. Na obrazcich niZze je zobrazena ukdzka kalibracnich kfivek,
vzorové chromatogramy a MS spektra standardd.
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Obrazek 6 Chromatografické piky standardu DON (nahove) a D3G (dole)

Mez detekce a mez kvantifikace

Mez detekce byla vypocitdna jako trojnadsobek poméru signdlu a Sumu ziskanych
z chromatogramu a byla stanovena na 0,7 pg/l. Mez kvantifikace byla vypocitana jako
desetinasobek poméru signalu a Sumu ziskanych z chromatogramu a byla 2,3 ug/l. LOD i LOQ
byly pievzaty z diplomové prace Ing. Simony Wawroszoveé [72], ktera metodu validovala.
Vytéinost

Vytéznost byla stanovena metodou standardniho ptidavku ve tfech koncentra¢nich hladinach
na 111,0-115,5 %, pramérné 114 %. Data byla pievzata z diplomové prace [72].
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Tabulka 22 Souhrnna tabulka validacnich parametrii HPLC-MS

vytéznost [%] 114
linearita — R? 0,9805
LOD [ug/1] 0,7
LOQ [ug/l] 2,3

4.1.2.2. Srovndni parametrii pouZité metody s dalSimi metodami v literatuie

Tabulka 23 Srovndni nekterych validacnich parametrii napric literaturou v ramci stanoveni
deoxynivalenolu v pivé, X — neuvedeno

zdroj metoda precisténi  LOD (ug/l) LOQ (ug/l)
[11] LC-MS/MS SPE 1 5

[24] LC-MS/MS Minimalni 2,2 5,4
[56] LC-MS/MS IAC X 1

[57] UHPLC-HRMS LLP X 3

[58] GC-MS SPE 0,5 1,5
[62] HPLC-UV IAC 6 7

DP LC-MS/MS IAC 0,7 2,3

Tabulka ¢. 23 porovnava rtizné metody stanoveni deoxynivalenolu v pivé, cela tabulka je
uvedena v odstavci 2.6. Pti srovnani parametrd metody HPLC-MS v této praci s dostupnou
literaturou je vidét, ze ma pouzitd metoda velmi dobré meze detekce a kvantifikace. Oproti
HPLC-UV jsou detekéni limity mnohem nizsi. Jednotlivé varianty ptecisténi vzorku se od sebe
vyrazné nelisi. Metoda je tedy vhodna ke stanoveni deoxynivalenolu v pivu.

4.1.2.3. Optimalizace extrakce deoxynivalenolu z piva

K optimalizaci extrakce deoxynivalenolu z piva byly vybrany dv€é komerén€ dostupné
imunoafinitni kolonky, a to sice DONPREP® a 11+Myco MS-PREP® od firmy R-Biopharm.
Pres kazdou kolonku byl pfecistén stejny vzorek ve tfech opakovanich. Vysledky jsou
zaznamenany v tabulce ¢. 24.

Tabulka 24 Koncentrace DON pri pouziti riiznych imunoafinitnich kolonek

koncentrace DON [pg/I]

méfeni 11+Myco MS-PREP DONPREP
1 29,4 35,3
2 30,3 39,9
3 27,2 39,5
pramér 29,0 38,2

Primérnd koncentrace deoxynivalenolu pfi pouZiti imunoafinitni kolonky 11+Myco
MS-PREP® je o 9 ug/l nizsi nez pti pouziti kolonky DONPREP®. Z tohoto divodu by bylo
mozné fict, ze v piipadé stanoveni samotné koncentrace DON v pivu nejsou kolonky 11+Myco
MS-PREP® tak vhodné, jako kolonky DONPREP®. Tento rozdil mize byt zptisoben zejména
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tim, Ze kolonka 11+Myco MS-PREP® je urcena ke stanoveni vice mykotoxinl v jediné
analyze. Protilatky navazané v kolonce tak mohou byt méné pocetné oproti protilatkdm
v kolonce DONPREP®, ktera je urc¢ena vyhradné ke stanoveni DON, to znamenad, ze kolonky
11+Myco MS-PREP® maji méné vazebnych mist pro DON. Tyto kolonky jsou univerzalni a
piedpoklada se tak jisty kompromis.

Z metodiky Vyzkumného ustavu pivovarského a sladaiského byla pievzata relativni
smérodatna odchylka 17 % pro metodu IAC-HPLC-MS za pouziti imunoafinitnich kolonek
DONPREP®. Po zohlednéni nejistoty méfeni bylo zjisténo, Ze se intervaly hodnot obou
ziskanych koncentraci DON prekryvaji. Nelze tak tvrdit, ze kolonka 11+Myco MS-PREP® je
mén¢ vhodnd ke stanoveni DON, jelikoz rozdil mezi jednotlivymi koncentracemi
deoxynivalenolu neni statisticky vyznamny. Naopak pii analyze vice mykotoxini v jednom
vzorku lze ptedpokladat vyhodu ve vyrazném snizeni ¢asové a finan¢ni naro¢nosti metody pii
pouziti kolonek 11+Myco MS-PREP®. Z tabulky 24 dale vyplyva, ze opakovatelnost méteni
je v obou piipadech velmi dobra.

4.1.3. Zearalenon
4.1.3.1. Validace HPLC-MS
Linearita

Vysledné hodnoty proméfenych standardli zearalenonu byly zpracovany do bodového grafu. Na
obrazku nize je zobrazena ukéazka kalibra¢ni kiivky.

Kalibracni kfivka zearalenonu
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Graf 7 Zavislost plochy chromatografického piku na koncentraci ZON
Mez kvantifikace

Mez kvantifikace byla vypocitdna jako desetinasobek pomeéru signdlu a Sumu ziskanych
z chromatogramu a byla 0,25 pg/l. LOQ byla pievzata z metodiky Vyzkumného tustavu
pivovarského a sladarského.
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4.2. Studium stability mykotoxinu v pivu

Nasledujici podkapitoly se vénuji stanoveni koncentrace ochratoxinu A, deoxynivalenolu a
zearalenonu chromatografickymi technikami a ELISA. Pro tuto praci byl pouzit rozsahly
soubor dat, ktery vznikal v pribéhu osmi let. Jednalo se o piva, ve kterych byl v letech 2010—
2018 ve Vyzkumném ustavu pivovarském a sladaiském naméien zvySeny obsah nékterych ze
sledovanych mykotoxini. Cilem diplomové prace bylo znovu stanovit obsah vybranych
mykotoxintt v pivech po uplynuti urcitého c¢asu, srovnat jednotlivé metody stanoveni
mykotoxinti a posoudit stabilitu OTA a DON v ¢ase ve vybranych skupinach piv. Béhem
dvouletého vyzkumu tak bylo ziskano velké mnozstvi experimentalnich dat a bylo tspésné
dosazeno vsech vytycenych cil.

4.2.1.0chratoxin A v pivu

V této kapitole jsou prezentovany vysledky stanoveni obsahu ochratoxinu A v pivech metodou
UPLC-FLR a ELISA a jejich porovnani s literaturou, vzajemné srovnani téchto metod a
posouzeni stability OTA v pivé v zavislosti na Case.

Obsah ochratoxinu A byl sledovan v n€kolika desitkdch rtiznych piv z evropskych zemi. U 50
vzorkl byla pouzita ELISA, u 65 vzorku pak metoda UPLC-FLR. 43 vzorkt bylo analyzovano
obéma metodami. Koncentrace ochratoxinu A v pivech byly mirn€ zvySené ve srovnani
s koncentracemi uvedenymi v literatute.

4.2.1.1. Monitoring obsahu ochratoxinu A v pivech

Pii stanoveni koncentrace OTA pomoci UPLC-FLR byl ochratoxin A obsazen v 94 % vzorcich
v koncentraci od 1,1 ng/l do 610,9 ng/l. Nejnizsi i nejvyssi koncentrace byla stanovena ve
svétlych lezacich. Primérny obsah OTA v kontaminovanych vzorcich byl 39,41 ng/l, median
12,9 ng/1 byl niz8i nez primér, to znamena, Ze vétSina vzorki byla kontaminovana méné nez je
pramérna hodnota.

Ochratoxin A byl stanoven metodou ELISA v celkem 50 vzorcich uvedenych v tabulce 25.
Ochratoxin A v koncentraci vy$si nez meze detekce byl obsazen v 14 % vzorcich v koncentraci
od 51,0 ng/l do 678,7 ng/l. Nejvyssi koncentrace byla stanovena u svétlého bezlepkového

265,4 ng/l, median 163,6 ng/l byl niZ8i nez priameér.
Tabulka 25 Vzorky urcené k analyze OTA pomoci ELISA

druh piva pocet vzorkl
svétly lezak 10

svétlé 13

tmavé 4

svétlé vycepni 8
bezlepkové nealkoholické 7
polotmavé 1
svétly bezlepkovy lezak 4
bezlepkové tmavé 3
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Tabulka 26 Prehled koncentrace ochratoxinu A napric literaturou

zdroj koncentrace OTA [ng/I] primér [ng/I] incidence [%)]
[33] 2-66 11 93
[58] 2-189 19 68
[10] 1-195 14-40 81
[49] 30-60 44 24
[51] 19-198 25 78
DP 1-611 39 94

Tabulka 26 ukazuje koncentraci ochratoxinu A v dostupné literatufe. Z tabulky je patrné, Ze
incidence kontaminovanych vzorkii je srovnatelnd s literaturou. Maximalni koncentrace
ochratoxinu A v diplomové praci je vyssi nez nékteré hodnoty v literatufe, jednalo se vSak 0
extrémni hodnotu. Primér koncentraci je vyssi oproti nékterym hodnotam v literatufe, to mize
byt zptsobeno nckolika faktory. Vyskyt ochratoxinu A v pivovarskych surovinach je dan
zejména nevhodnym skladovanim a klimatickymi podminkami vhodnymi pro riist plisni a proto
se muze liSit napfic¢ riznymi staty a roky vyroby piva. Navic pfevdzna vétSina analyzovanych
piVv V této praci pochazi z Ceské republiky, kde se nepouzivaji surogity a extrakt pivodni
mladiny miiZze byt vyssi oproti jinym zemim, teoreticky tak mize byt hladina mykotoxinl vyssi.

Tolerovatelny tydenni piijem OTA je 120 ng na kg télesné hmotnosti. Pokud by tedy 80 kg
¢lovek pil pivo s nejvyssi naméfenou koncentraci ochratoxinu A (678,7 ng/l), musel by vypit 4
piva denn¢, aby dosahl tolerovatelného tydenniho pfijmu. VétSina analyzovanych piv vsak
obsahuje koncentrace kolem 12,9 ng/l, takze teoretické vypiti 212 téchto piv denné lze
povazovat z hlediska obsahu OTA za bezpecné.

4.2.1.2. Srovndni pouZitych metod

V ramci diplomové prace byly srovnany dva analytické postupy stanoveni ochratoxinu A
Vv pivé. Obé€ma postupy byl analyzovan obsah ochratoxinu A ve 43 vzorcich. Prvnim z postupti
je IAC-UPLC-FLR. Vysokou¢inna kapalinova chromatografie je podle fady autort
konfirmacni technika ke stanoveni nejen ochratoxinu A, ale i1 ostatnich mykotoxini. Meze
detekce a kvantifikace jsou dostatecné pro stanoveni OTA v pive, jehoz koncentrace se
pohybuje v rozmezi 2-66 ng/l [33]. Podrobna piiprava vzorku k analyze je popsana v odstavci
3.4.4. Ptecisténi vzorku pies imunoafinitni kolonky je jednoduché a ¢asové nenaro¢né. V ramci
validace bylo dosazeno vytéznosti 102 % a dostatecné opakovatelnosti. Vzorky se nemusely
fedit, jelikoz maximalni kapacita imunoafinitni kolonky OCHRAPREP® je 1200 ng
ochratoxinu A. Ptecisténim vzorku se zabranilo matri¢nim efektiim, které by zhorsily citlivost
metody sniZzenim analytického signalu.

UPLC predstavuje v analyze OTA rychlou a spolehlivou techniku, kdy se retencni ¢as OTA
pohybuje kolem 3 minut. Fluorescen¢ni detektor zarucuje vysokou citlivost, piesnost a
selektivitu.
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Vyse uvedena diskuse nad danym tématem ukazuje, ze IAC-UPLC-FLR ptedstavuje vyhodnou
metodu ke stanoveni ochratoxinu A v piv€. Jednoducha piiprava vzorku, adekvatni ¢asova
naroc¢nost, dobra citlivost, selektivita a vyborna vytéznost poukazuji na vhodnost této metody
k analyze ochratoxinu A. Jedinou nevyhodou je, Ze se vzristajicim poétem vzorku se zvySuje
jak ¢asova, tak finan¢ni naro¢nost, k ¢emuz nedochazi u screeningovych metod, napi. u ELISA.

Co se tyce stanoveni ochratoxinu A v pivé pomoci ELISA, piiprava vzorku byla mnohem
naro¢n¢jsi ve srovnani s UPLC. Detailni postup je vypsan v odstavci 3.5.1. Zna¢nou nevyhodou
piipravy vzorku byla opakovana extrakce OTA dichlormethanem a oddélovani jednotlivych
fazi. Piiprava byla slozita, vysoce ¢asoveé narocna a vyzadovala enormni spotiebu spotiebniho
materialu a skla. Postup zahrnoval né¢kolik krokt, ¢imz se zvySovala Sance udélat chybu. DalSim

faktorem, ktery by hral roli pii potencialnim vybéru této metody je vysoka cena kitu.

Limit kvantifikace (50 ng/l) byl mnohem vys$$i nez u UPLC (1 ng/l), coz je vSak pochopitelné,
vzhledem k tomu, Ze se jedna o screeningovou metodu. Koncentrace OTA u vétSiny vzorkd se
pohybovala pod mezi detekce. U vzorkt s koncentraci vyssi nez 50 ng/l, coz predstavovalo
23 % vzorku, byly vysledky ziskané pomoci ELISA srovnatelné s UPLC. Srovnani je
zobrazeno v grafu ¢. 8. Vyrobce uvadi i moznou cross reaktivitu s ochratoxinem B a C, ktera
vSak nebyla z vysledkt patrna. Ziskané vysledky nejsou porovnatelné s literaturou, protoze
nejsou dostupné publikace, ve kterych by autor stanovoval OTA v pivu pomoci ELISA.

srovnani koncentraci OTA ziskanych ELISA a UPLC-FLR

UPLC m ELISA
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Graf 8 Srovndni koncentraci ochratoxinu A ziskanych pomoci ELISA a UPLC-FLR

Ke zjisténi korelace mezi obéma metodami byla vysledna data podrobena Shapiro-Wilkovu
testu normality. Distribuce dat nebyla normalni, protoze p-hodnota byla mensi nez hladina
vyznamnosti 0,05. K posouzeni korelace byl proto vybran neparametricky Spearmantiv
koeficient poradové korelace. Program STATISTICA vyhodnotil korelaci mezi koncentracemi
ochratoxinu A ziskanymi kapalinovou chromatografii a ELISA jako statisticky vyznamnou.
Korelaéni koeficient se rovnal 0,79, coz znaci silnou korelaci mezi obéma sadami dat. Tento
vysledek potvrzuje pfedchozi tvrzeni, Ze jsou vysledky obou metod srovnatelné.
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Zavislost koncentrace OTA ziskana ELISA oproti
koncentraci z UPLC-FLR

500
450

400 y = 0,9358x + 21,895
350 R?=0,8617

300
250

Cora ELISA [ng/l]
=R N
U O u O
o O O O

o

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Cora UPLC-FLR [ng/I]

Graf 9 Vzdjemna zavislost koncentraci ochratoxinu A ziskanych ELISA a UPLC-FLR

Ackoliv jsou vysledky ziskané ELISA ptesné a odpovidaji vysledkiim ziskanych kapalinovou
chromatografii, nelze metodu pro rutinni stanoveni OTA v pivé doporucit vzhledem k naroc¢né
a zdlouhavé ptipravé vzorku a vysoké mezi detekce. Pomoci kitu RIDASCREEN® Ochratoxin
A lze stanovit OTA rovnéz v obilovinach a krmivech, kde by piiprava mohla byt o néco
jednodussi [64].

4.2.1.3. Posouzeni stability ochratoxinu A v Case

K posouzeni zavislosti koncentrace ochratoxinu A na ¢ase bylo vybrano celkem 43 vzorku piv.
Obsah OTA byl analyzovan pomoci kapalinové chromatografie ve dvou méfenich
s dostateénym ¢asovym odstupem. Koncentrace ochratoxinu A z druhého méfeni v ¢ase t (C2)
byla ode¢tena od koncentrace ochratoxinu A z prvniho méfeni v ¢ase nula (C1), rozdil
koncentraci (Ac) byl srovnavan s rozdilem ¢asu jednotlivych méteni (At). Deskriptivni statistika
je uvedena v tabulce nize. Vzhledem k fyzikaln¢ chemickym vlastnostem ochratoxinu A byla
ofekavanym vysledkem pozorovani konstantni, pfipadn€ sniZujici se koncentrace
ochratoxinu A v case.
Tabulka 27 Deskriptivni statistika,

koncentrace OTAV prvnim (c1) a druhém (c2) méreni, rozdil koncentraci (Ac), rozdil casu mezi
Jednotlivymi mérenimi (At)

pocet vzorkli  priimér medidn minimum maximum

c1 [ng/1] 36 57,56 14,35 3,0 610,9
c: [ng/l] 36 33,95 16,76 2,9 352,5
At [dny] 36 840,25 271,50 84,0 3446,0
Ac [ng/1] 36 23,61 2,54 -14,0 332,1

Z celkovych 43 vzorkl byla koncentrace ochratoxinu A pod mezi detekce u péti z nich. Po
provedeni neparametrického Dean-Dixonova testu bylo nalezeno devét odlehlych hodnot, které
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by zvysily odchylku a ovlivnily statistické zpracovani. Ve vysledku tak byly nekteré odlehlé
hodnoty odstranény a kone¢na sada dat se skladala ze 36 piv.

Z pruméra koncentrace OTA v Case nula a koncentrace OTA v Case t, stejné tak jako z rozdilu
maximalnich hodnot koncentraci, je vidét snizeni obsahu mykotoxinu v ¢ase. Median se vSak
nemeni a tak toto tvrzeni nelze povazovat za spravné. Primérna doba mezi métenimi byla vice
nez 2 roky, nicmén¢ u mnoha vzorku to bylo méné.

Zobrazeni jednotlivych kocentraci OTA ve vzorcich piva
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Graf 10 Koncentrace ochratoxinu A s chybovymi tiseckami; zelend a modra barva odpovidaji
koncentraci OTA Vv case nula, fialova a oranzova barva odpovidaji koncentraci v case t; zelené a
fialové trojuhelniky odpovidaji ose vpravo, modré a oranzové kiize odpovidaji ose vievo

Piehled rozdild jednotlivych koncentraci OTA je zobrazen na grafu 10. Po zapocitani relativni
smérodatné odchylky méfeni 11,61 % bylo pozorovéano snizeni koncentrace s ¢asem u 47 %
vzorkll a zvySeni koncentrace u 28 % vzorkl. Rozdily koncentraci u zbylych dat nebyly
statisticky vyznamné. Primérné se koncentrace OTA snizovala o 36 %.

Snizeni koncentrace mohla zptsobit naptiklad pfeména ochratoxinu A na jiny metabolit,
adsorpce na vysrazeny pivni kdmen nebo na koloidni zékal, ktery se u né&kterych vzorki
vyskytoval. Dal§i moznosti je adsorpce ochratoxinu A na sklo. Ke zvySeni koncentrace mohl
vést rozpad nékterého metabolitu ochratoxinu A nebo rozpad komplexi mykotoxinu s taniny,
polyfenoly, a-hotkymi kyselinami ¢i jinymi slouceninami. U vzorki, u kterych byl rozdil
koncentraci s Casem statisticky nevyznamny, Ize povazovat koncentraci OTA v Case za stabilni.
Uvedena tvrzeni a vysledky nelze porovnat s literaturou, protoze nejsou dostupné publikace, ve
kterych by se autor vénoval stanoveni zavislosti koncentrace OTA v Case.
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V nasledujicich grafech jsou vybrany vzorky, u kterych se koncentrace ochratoxinu A s ¢asem
snizovala. Z grafti je patrnd jednak nenormalni distribuce dat, jednak absence jakéhokoliv
trendu snizeni koncentrace OTA v Case. U starsich piv dochazelo k vétSimu snizeni koncentrace
OTA oproti piviim, kde rozdil doby mezi méfenimi nebyl tak velky.
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Graf 11 Zavislost sniZeni koncentrace ochratoxinu A na case
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Graf 12 Zavislost sniZeni koncentrace ochratoxinu A na case

Linearni zavislost zmény koncentrace OTA na case se v jednoduchém bodovém grafu
neprokazala, proto byla zjiStovana korelace mezi jednotlivymi veliCinami. Po pouziti
Shapirova-Wilkova testu normality se ukazalo, ze distribuce dat nebyla normalni, protoze
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p-hodnota byla mensi nez hladina vyznamnosti. Nebylo tedy mozné porovnat Ac a At pomoci
parového t-testu. Nasledné¢ bylo zjisténo, Ze rozdil koncentraci OTA s rozdilem casu
jednotlivych méfeni nekoreluji.

Po rozdéleni dat do tii kategorii podle pocate¢nich koncentraci ochratoxinu A a to sice na
interval koncentraci 1-10 ng/l, 11-50 ng/l a 50 a vice ng/l ochratoxinu A nebyla prokazana
korelace mezi zménou koncentrace v ¢ase ani v jedné z téchto kategorii.

Vzhledem k tomu, Ze spolu Ac a At jako celek, ani pifi rozdéleni podle koncentra¢nich hladin
nesouvisi, byla hledana souvislost mezi zménou koncentrace v ¢ase s dalsimi vlastnostmi piva,
napf. stupnovitosti nebo obsahem alkoholu. Tabulka 28 ukazuje tyto zavislosti.

Tabulka 28 Souhrnna tabulka korelaci rozdilu koncentrace OTA s casem u rozdélni dat podle riznych

parametri
déleni vzorka Spearmanuv korelacni koeficient
vSechny vzorky
rozdil ¢asu 0,10
obsah alkoholu -0,20
stupnovitost -0,13
typ piva
polotmavé 0,20
svétlé -0,39
svétly lezak -0,38
svétlé vycepni 0,16
tmavé 0,69
pocatecni koncentrace [ng/1]
1-10 -0,40
11-50 0,41
50 a vice 0,11

Ze vsech vysledkl je patrné, Zze zména koncentrace OTA s Casem nezavisi na pocate¢ni
koncentraci, délce ¢asového intervalu, druhu piva, obsahu alkoholu a potazmo i mnozstvi
extrahovatelnych latek. Jedina slaba, ale statisticky signifikantni korelace mezi Ac a At byla
nalezena u tmavych piv. Zavérem lze tedy konstatovat, Ze ke zménam koncentrace OTA v Case
dochazi, ale tyto zmény nemaji zadny trend. Vysledky prokazuji, Ze zavislost zmény
koncentrace OTA v Case je ovlivnéna vice faktory a je tfeba vénovat této problematice dalsi
usili.

4.2.2. Deoxynivalenol v pivu

V této kapitole jsou prezentovany vysledky stanoveni obsahu deoxynivalenolu v pivech
metodou HPLC-MS a ELISA a jejich porovnani s literaturou, vzajemné srovnani téchto metod
a posouzeni stability DON v pivé v zavislosti na ¢ase.

Obsah deoxynivalenolu byl sledovan v n¢kolika desitkach vzorcich riznych druht piv. U 59
vzorkll byla pouzita HPLC-MS, u 72 vzorkti ELISA. 18 vzorkd bylo analyzovano obéma
metodami. Koncentrace DON v pivech byly az na par vyjimek relativné nizké.
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4.2.2.1. Monitoring obsahu deoxynivalenolu v pivech

Pii stanoveni koncentrace DON pomoci HPLC-MS byl deoxynivalenol obsazen v 86 %
vzorcich v koncentraci od 1,04 ug/l do 90,90 pg/l. Nejnizsi koncentrace DON byla nalezena ve
svétlém lezaku a nejvyssi koncentrace rovnéz ve svétlém lezaku. Primérny obsah DON v
kontaminovanych vzorcich byl 9,86 ng/l, median 4,70 pg/l byl polovi¢ni oproti primeéru.
Namétené hodnoty se shodovaly s literaturou. V clanku [49] se deoxynivalenol s
deoxynivalenolem-3-glukosidem vyskytoval v koncentracich pod 10 pg/l v 60 % piipadu.
VétSina vzorkt s vy$si kontaminaci byla femeslna piva. V dalsi studii [31] se deoxynivalenol
vyskytoval v 64 % vzorcich v primérné koncentraci 5,18 pg/l. Jina studie [55] s evropskymi
pivy ukazuje koncentrace DON v rozmezi 4,0-56,7 pg/l, s prumérnou hodnotou 13,5 pg/l.

Deoxynivalenol byl stanoven metodou ELISA celkem v 72 vzorcich uvedenych v tabulce 29.
Deoxynivalenol byl obsazen ve vSech vzorcich v koncentraci od 4,43 pg/l do 93,98 pg/l.

cvwr

koncentrace byla ve tmavém lezaku. Primérny obsah DON v kontaminovanych vzorcich byl
22,18 ng/l, median 17,58 pg/l se relativné shodoval s primérem.

Tabulka 29 Vzorky uréené k analyze deoxynivalenolu pomoci ELISA

druh piva pocet vzorkl
svétly lezak 17
svétlé 13
tmavé 13
svétlé vycepni 10
bezlepkové nealkoholické 7
polotmavé 5
svétly bezlepkovy lezak 4
bezlepkové tmavé 3

TDI je pro deoxynivalenol stanoven na 1 ug na kg télesné hmotnosti. Osob¢ vazici 80 kg, ktera
by pila pivo s nejvyssi naméfenou koncentraci deoxynivalenolu (93,98 pg/l), by stacilo vypit
mén¢ nez dvé tato piva, aby dosdhla tolerovatelného denniho piijmu. VétSina piv
analyzovanych HPLC-MS vSak obsahuje koncentrace kolem 4,70 ng/l, takze vypiti 17 téchto
piv lze povaZovat z hlediska obsahu deoxynivalenolu za bezpecné.

4.2.2.2. Srovndni pouZitych metod

V dnes$ni dobé¢ existuji dveé nejcastéji pouzivané metody ke stanoveni deoxynivalenolu v pivé.
Pro ziskani pfesnych vysledki se vyuziva HPLC-MS, kdeZto pro rychlé a jednoduché stanoveni
koncentrace DON se dava piednost ELISA. Nevyhodou ELISA je vsak reaktivita protilatek
nejen s deoxynivalenolem, ale i jeho riznymi metabolity, ktera vede k falesné pozitivnim
vysledkim.

K porovnani metod urcenych ke stanoveni deoxynivalenolu v pivé bylo vybrano celkem 18
vzorkli piv z rliznych zemi, rizného typu a odliSné stupnovitosti. Vysledné koncentrace
deoxynivalenolu ziskané pomoci HPLC-MS a ELISA jsou zobrazeny v nasledujicim grafu.
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srovnani koncentraci DON ziskanych HPLC-MS a ELISA
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Graf 13 Srovnadni koncentraci deoxynivalenolu ziskanych pomoci HPLC-MS a ELISA

Z grafu ¢. 13 je patrné, ze vSechny hodnoty koncentraci deoxynivalenolu ziskanych pomoci
ELISA jsou nadhodnocené, v jednom piipadé je koncentrace deoxynivalenolu az 7x vyssi
oproti koncentraci namétené kapalinovou chromatografii. Vysledky se shoduji s mnoha dal§imi
studiemi [31, 55, 61], které rovnéz uvadi nadhodnoceni vysledkt pii pouziti ELISA.

pomeér koncentraci DON ziskanych ELISA a HPLC-MS
800

700

600

500
400
300
200
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

¢islo vzorku

koncentrace oproti HPLC-MS [%]

zvyseni
=
o
o

Graf 14 Nadhodnoceni koncentraci DON ziskanych metodou ELISA

V grafu ¢. 14 bylo nadhodnoceni koncentrace deoxynivalenolu metodou ELISA pievedeno na
jednotky procent, pficemz koncentrace ziskand kapalinovou chromatografii jako referencni
metodou ptedstavuje 100 %. Vzorky 3, 10, 11 a 17 méli koncentraci DON Vv ramci stanoveni
HPLC-MS nizsi nez LOQ. K nejvyssimu nadhodnoceni vysledki doslo u vzorku 18, a to sice

vysledkt ¢ini 519 %, median je 525 %.
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ELISA slouzi zejména jako screeningova metoda ke stanoveni deoxynivalenolu, z tohoto
davodu muze byt méné presna oproti HPLC-MS. Diivodem naméteni vyssich koncentraci DON
v ptipadé ELISA mize byt jednak cross reaktivita s metabolity deoxynivalenolu, jednak
minimalni Uprava vzorku, tudiz mozné interakce protilatek se zbytky matrice, piipadné
absorpce zafeni zbytky matrice. Pravdivost posledniho tvrzeni dokazuji nasledujici vysledky.
Primérna koncentrace DON u tmavych a polotmavych piv byla 37,25 pg/l, kdezto u svétlych
piv pak 16,14 pg/l. Je tedy mozné, ze nékteré barevné latky u tmavych piv interferovaly se
spektrofotometrickym stanovenim DON. Priméry koncentraci DON ziskané HPLC-MS se u
tmavych a svétlych piv téméf shoduji (11,8 pg/l u tmavych a 9,3 pg/l u svétlych piv).

Manual ELISA kitu [65] uvadi moznou reakci protilatek s 3-acetyldeoxynivalenolem
(3-ADON),  15-acetyldeoxynivalenolem  (15-ADON) a nivalenolem.  VytéZnost
3-acetyldeoxynivalenolu je pak vyssi nez 100 %, coz muze vysvétlovat vysoké hodnoty
koncentrace deoxynivalenolu. Studie [61], kde pouZili piva spikovana 3-ADON, navic uvadi,
ze pii pouziti kitu RIDASCREEN® DON byla cross reaktivita s 3-acetyldeoxynivalenolem 3x
vys§i, nez uvadi brozura vyrobee. Jelikoz jsou vsak koncentrace acetylovanych forem DON
Vv obilovinach nizké [24, 61] je to hlavné deoxynivalenol-3-glukosid, ktery ptispiva k falesné
pozitivnim vysledkiim [61]. Je také moZzné, Ze reaguji i dalSi, zatim neznamé metabolity
deoxynivalenolu.

V ramci studie [31] byl porovnan soucet koncentraci DON, D3G a ADON ziskanych
HPLC-MS/MS s koncentraci deoxynivalenolu ziskanou pomoci ELISA. Soucet vSech tii
koncentraci deoxynivalenolu a jeho derivatl relativné odpovidal koncentraci DON stanovené
pomoci ELISA. Tento poznatek tak potvrzuje, ze k nadhodnoceni vysledkti dochéazi prave kvili
interakci protilatek s dal§imi metabolity deoxynivalenolu.

Vyse uvedené vysledky vedou k zavéru, ze ELISA je metoda vhodna jako screeningova, ale
nelze ji doporucit ke kvantifikaci. Ptiprava vzorku byla velmi rychla a jednoducha, celkové
stanoveni koncentrace deoxynivalenolu bylo oproti stanoveni HPLC-MS snadné a prosté.
Oproti HPLC-MS ELISA sice nedosahovala takové pfesnosti a vytéznosti, nicmén¢ vysledky
byly adekvatni k rychlosti a jednoduchosti metody. Celkové mela ELISA vyssi detekéni limit
a horsi specifitu. Vysledky ziskané touto metodou by mély byt vzdy potvrzeny instrumentalni
technikou. Vyhodou cross reaktivity protilatek s metabolity deoxynivalenolu je, Ze touto
analyzou ziskame piehled o celkovém mnoZstvi deoxynivalenolu a jeho metabolitil ve vzorcich
piv.

HPLC-MS je nejcastéji pouzivanou referencni metodou ke stanoveni deoxynivalenolu a jeho
metabolitt. Spojeni IAC-HPLC-MS je vice piesné a specifictéjsi nez ELISA. Vytéznost 114 %
u HPLC-MS je vyssinez u ELISA (80-110 %) a meze detekce a kvantifikace jsou u HPLC-MS
niz8i. Nevyhodou HPLC-MS je vétsi ¢asova narocnost, protoze je nutné pfipravovat kazdy
vzorek zvlast. Na trhu se vSak jiz objevuji imunoafinitni kolonky, jako naptiklad 11+Myco
MS-PREP®, které by tento problém mohly vyfesit, jelikoZ umoziiuji extrakci vice mykotoxint
v jednom kroku. S vétsim poctem vzorkll rovnéz vzrusta finanéni naro¢nost metody, oproti
ELISA, kterd je pii vétsim poctu vzorka vyhodnéjsi.
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Ke zjisténi korelace mezi obéma metodami bylo nejdiive testovano rozdéleni dat
Shapiro-Wilkovym testem normality. Distribuce dat nebyla normalni, protoze p-hodnota byla
mens$i nez zvolena hladina vyznamnosti 0,05. K posouzeni korelace byl proto vybran
neparametricky Spearmaniv korela¢ni koeficient. Program STATISTICA vyhodnotil korelaci
mezi koncentracemi deoxynivalenolu ziskanymi HPLC-MS a ELISA jako statisticky

vyznamnou. Korela¢ni koeficient se rovnal 0,96, coz znaci velmi silnou korelaci mezi obéma
sadami dat.
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Graf 15 Korelace koncentrace DON mezi HPLC-MS a ELISA
4.2.2.3. Posouzeni stability deoxynivalenolu v case

Ke sledovani zavislosti koncentrace deoxynivalenolu na €ase bylo zvoleno celkem Sest vzorki
piv zobrazenych v grafu ¢. 16. U vSech vzorkl byla koncentrace DON stanovena HPLC-MS.
Z vysledkd je patrné, ze se koncentrace deoxynivalenolu s ¢asem neméni, jak se dalo
pfedpokladat, na zdkladé¢ jeho fyzikdln¢ chemickych vlastnostech. Koncentrace
deoxynivalenol-3-glukosidu se s ¢asem piiblizné dvojnasobné zvySuje, jak je patrné z grafu
¢. 17.
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Srovnani koncentrace DON v letech 2013 a
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Graf 16 Porovnadni koncentrace deoxynivalenolu v Sesti riiznych pivech v rozmezi sedmi let
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Graf 17 Porovnani koncentrace deoxynivalenol-3-glukosidu v Sesti riiznych pivech v rozmezi sedmi let

Z grafu 16 je vidét, Ze se koncentrace deoxynivalenolu v ¢ase neméni, jak bylo pifedpokladano
na zaklad¢ poznatkut z literatury [3, 4], kde je deoxynivalenol oznacovan jako stabilni latka.
Jelikoz ke stabilité¢ deoxynivalenolu v ¢ase ve vzorcich piva neni dostupna zadna literatura,
ziskané vysledky nelze srovnat s praci dalSich autorti.
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Graf ¢. 17 znazoriiuje zvySeni koncentrace deoxynivalenol-3-glukosidu primérné o
dvojnasobek oproti ptivodni hodnoté. O stabilité D3G zatim neni znamo mnoho informaci a je
tedy tézké posoudit chovani D3G v Case. Je mozné, Ze je zvySeni koncentrace zplsobeno
rozpadem jinych metabolitii deoxynivalenolu, naptiklad di- a triglykosidu.

4.2.3.Zearalenon v pivu

V této kapitole jsou prezentovany vysledky stanoveni obsahu zearalenonu v pivech metodou
HPLC-MS a ELISA, jejich porovnani s literaturou a vzajemné srovnani t€chto metod.

Obsah zearalenonu byl sledovan celkem v 93 vzorcich piv. U 71 vzorki byla pouzita ELISA,
u zbyvajicich vzorkit HPLC-MS. 12 vzorkl bylo analyzovano obéma metodami. Koncentrace
ZON byly velmi nizké a vSechny vysledky se shodovaly s literaturou.

4.2.3.1. Monitoring obsahu zearalenonu v pivech

Vyskyt zearalenonu v evropskych pivech nebyl ocekavan, jelikoz n€kolik malo ¢lanku, které
se zabyvaji zearalenonem v pivé uvadi zddné nebo velmi nizké koncentrace tohoto mykotoxinu
[49, 68]. Toto tvrzeni bylo potvrzeno HPLC-MS, kdy se zearalenon nevyskytoval v Zzadném
vzorku. Pfi stanoveni obsahu zearalenonu metodou ELISA se sice tento mykotoxin vyskytoval
v 73 % vzorkl, jenZe tyto koncentrace jsou zplsobeny nizkou selektivitou metody a
nadhodnocenim vysledkti zpusobené reakci s metabolity zearalenonu. Tyto jevy jsou
diskutovany v dalsi kapitole.

Zearalenon byl pti stanoveni ELISA obsazen v 73 % vzorcich. Nejvyssi koncentrace byla

Cvwr

lezakti. Primérny obsah ZON v kontaminovanych vzorcich byl 0,42 pg/l, median 0,38 pg/l.
Pichled vzorkt uvadi tabulka 30.

Tabulka 30 Vzorky ke stanoveni ZON

druh piva pocet vzorkl
svétly lezak 16
svétlé 13
tmavé 13
svétlé vycepni 10
bezlepkové nealkoholické 7
polotmavé 5
svétly bezlepkovy lezak 4
bezlepkové tmavé 3

Pti srovnani namétenych hodnot koncentraci zearalenonu s polskymi vzorky ze studie [68], kde
se ZON vyskytoval v 11 % vzorcich o primérné koncentraci 0,044 pg/l, bylo zjisténo, ze
incidence a obsah ZON v pivech v diplomové praci je mnohem vyssi. Na tento fakt poukazuje
1 dalsi Clanek [49], kde se ZON vyskytoval v jediném vzorku z tisice a to sice v koncentraci
0,3 ng/l. ZvySend koncentrace zearalenonu v pivech analyzovanych v této praci miize byt
zpusobena hlavné méné piesnou screeningovou metodou, jelikoz pii konfirmaci téchto
vysledkta se nepotvrdil vyskyt zearalenonu v Zadném pivé.
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Predbézny tolerovatelny denni pfijem je u zearalenonu 0,2 ug na kg télesné hmotnosti. V
piipadé, ze by se 80 kg ¢lovek rozhodl pit pivo s nejvyssi naméfenou koncentraci zearalenonu
(0,72 pg/l), musel by vypit vice nez 44 piv, aby dosahl t-TDI.

4.2.3.2. Srovnani pouZitych metod

K porovnani metod urcenych ke stanoveni zearalenonu v pivé bylo vybrano celkem 12 vzorka
piv. Vysledné koncentrace zearalenonu ziskané pomoci HPLC-MS a ELISA jsou zobrazeny v
nasledujici tabulce.

Tabulka 31 Koncentrace zearalenonu v pivech stanovend za pomoci HPLC-MS a ELISA

¢.vzorku  LC-MS [ug/l]  ELISA [pug/l]

1 <0,25 <0,25
2 <0,25 0,44
3 <0,25 0,27
4 <0,25 0,43
5 <0,25 <0,25
6 <0,25 <0,25
7 <0,25 <0,25
8 <0,25 <0,25
9 <0,25 <0,25
10 <0,25 0,72
11 <0,25 <0,25
12 <0,25 0,29

Z tabulky je patrné, ze koncentrace zearalenonu ve vét§iné vybranych pivech byla pod mezi
kvantifikace obou zvolenych metod. Koncentrace zearalenonu, které jsou vyssi nez meze
kvantifikace, jsou velmi nizké. Tento vysledek se shoduje s literaturou [49], kde se koncentrace
zearalenonu pohybovaly, az na jeden pfipad, pod limitem detekce 0,3 pg/l. V polskych pivech
[68] byl zearalenon nalezen pouze v 11 % ptipadi v koncentraci do 0,55 pg/l. Obecné se
zearalenon v evropskych pivech nevyskytuje ve vysokych koncentracich a existuje pouze velmi
omezeny pocet studii, ve kterych byl obsah zearalenonu v pivech stanoven.

Co se tyce srovnani obou pouzitych metod, ELISA zahrnovala velmi jednoduchou a rychlou
ptipravu vzorku a jednoduché vyhodnoceni dat. Ackoliv byla vytéznost podle vyrobce 80 %,
z tabulky ¢. 31 je patrné, Ze tato metoda vysledky nadhodnocuje. To je zptisobeno reakcemi
protilatek s metabolity zearalenonu, napf. a-zearalenolem, [3-zearalenolem a zeranolem. Podle
vyrobce Kitu [66] miiZze dochazet ke cross reaktivité s témito metabolity. Obsah a-zearalenolu
muze ovlivnit vyslednou koncentraci zearalenonu az o 42 %, obsah B-zearalenolu 0 14 % a
zeranolu 0 28 %. Z tohoto hlediska je tedy kit RIDASCREEN® Zearalenon vhodny pouze jako
screeningova metoda, pficemz se vysledky musi potvrdit instrumentdlnimi technikami.

Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim detektorem je druhou alternativou ke

N 24

pies imunoafinitni kolonku, eluci zearalenonu organickym rozpoustédlem, odpafeni a
rozpusténi zearalenonu v methanolu. Celkova ¢asova naro¢nost techniky byla mnohem vétsi
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nez u ELISA, nicméné poskytovala presnéjsi vysledky, které oproti ELISA nebyly falesné
pozitivni. Limit kvantifikace se shodoval u obou metod. HPLC-MS se pouziva ke konfirmaci
vysledkt ziskanych pomoci ELISA nejen v piipadé zearalenonu [49].

Oproti stanoveni deoxynivalenolu metodou ELISA nem¢li barevné latky v tmavych pivech na
stanoveni zadny vliv. Koncentrace ZON vyssi nez LOQ byla stanovena u dvou svétlych, dvou
svétlych vycepnich a jednom polotmavém pive.

4.2.4.Spoleény vyskyt sledovanych mykotoxini v pivech

K porovnani zavislosti jednotlivych mykotoxini mezi sebou bylo vybrano 59 vzorka.
Koncentrace OTA, DON a ZON byly ve vSech ptipadech stanoveny instrumentalni technikou.
Cilem srovnani koncentraci mykotoxind V pivé je pfedevsim zji$téni, zda se vyskytuji spolu a
zdali se navzajem ovliviuji

Zearalenon nebyl obsazen v zddném vzorku, a byl proto z porovnani vytazen. Z celkového
poctu 59 vzorkl se ochratoxin A a deoxynivalenol vyskytovaly soucasné v 80 % piipada. Ke
zji$téni korelace mezi koncentraci OTA a DON byl pouzit Spearmantv korela¢ni koeficient,
ktery byl 0,1, coZ znamen4, Ze koncentrace vybranych mykotoxint spolu nekoreluji a nezavisi
na sobg.

Je patrné, Ze se oba mykotoxiny spolu vyskytuji, nicméné producent a podminky biosyntézy
obou mykotoxinil jsou odlisné a navzdjem se tedy tyto mykotoxiny neovliviiuji. Z vysledki
tedy neni mozné fict, Ze pivo s vysokou koncentraci jednoho mykotoxinu obsahuje i vysokou
koncentraci druhého mykotoxinu.
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5. ZAVER

V této diplomové praci byla feSena problematika vyskytu mykotoxinli v pivech. Cilem prace
bylo posoudit stabilitu vybranych mykotoxini (ochratoxinu A a deoxynivalenolu) v pivech
Vv zavislosti na Case, optimalizovat extrakci deoxynivalenolu z piva a stanovit koncentrace
ochratoxinu A, deoxynivalenolu a zearalenonu v pivech.

Néplni literarni reSerSe byla charakterizace vybranych mykotoxint, jejich vyskyt a zmény
Vv ramci pivovarské technologie, metody prevence kontaminace mykotoxiny, legislativni
oSetieni této problematiky a moznosti analyzy mykotoxint.

K analyze mykotoxinti byla vybrana zejména piva svétla, vyCepni, lezéky, polotmava a tmava
a také nékolik bezlepkovych a nealkoholickych piv z n€kolika evropskych zemi. Monitoring
obsahu ochratoxinu A, deoxynivalenolu a zearalenonu ukazal, ze se tyto mykotoxiny v pivech
vyskytuji v relativné malych mnozstvich a jejich koncentrace neptekracuji doporucené limity
denniho piijmu. Ziskané vysledky odpovidaji ceské i zahrani¢ni literatufe.

Validace metod IAC-UPLC-FLR a IAC-HPLC-MS ukazala, ze jsou tyto metody vhodné ke
stanoveni ochratoxinu A, deoxynivalenolu i zearalenonu. Detek¢ni limity u vSech metod byly
nizké, vytéznost u UPLC-FLR byla vysoka a opakovatelnost byla velmi dobra. Valida¢ni
parametry u jednotlivych metod byly srovnany s literaturou, kdy v nékterych ptipadech bylo
dosazeno lepsich vysledki nez uvadi autofi. Provedena byla taktéz optimalizace extrakce
deoxynivalenolu pomoci riznych typli imunoafinitnich kolonek, kdy se nejvice osvédcila
kolonka DONPREP® od firmy R-Biopharm.

Srovnani instrumentalnich technik s imunochemickou metodou ELISA poukazalo na vyhody a
nevyhody této screeningové techniky. Stanoveni ochratoxinu A touto metodou bylo zdlouhavé
a detek¢ni limit byl pfili§ vysoky na stanoveni béznych koncentraci OTA v pivé. Vysledky vsak
byly pfesné a odpovidaly instrumentalni technice UPLC-FLR. Metoda ELISA se ve smyslu
kvantifikace pfili§ neosvédcila pfi stanoveni deoxynivalenolu, kde dochazelo k nadhodnoceni
vysledkd. Ptic¢inou nadhodnoceni byla zfejmé reakce protilatek s deoxynivalenol-3-glukosidem
a jinymi metabolity DON. Na druhou stranu mtZe tato metoda poskytovat celkovy piehled o
vyskytu DON a jeho metabolitd ve vzorku. Zearalenon byl metodou ELISA stanoven v 73 %
vzorki, kdezto pomoci HPLC-MS nebyl mykotoxin stanoven ani v jednom vzorku.
Nadhodnoceni vysledkl je pfi¢itano reakcim protilatek s metabolity zearalenonu. Stanoveni
DON a ZON ELISA bylo oproti analyze OTA jednoduché a Casové nenarocné a vysledky tomu
odpovidaly. Tyto metody jsou vhodné pouze jako screeningové a vysledky je nutné oveéfit
instrumentalni technikou.

Hlavnim cilem prace bylo posoudit stabilitu ochratoxinu A a deoxynivalenolu v pivé v
zéavislosti na Case. Ziskané vysledky ukazuji, ze ke zménam koncentrace ochratoxinu A v Case
dochézi, nicméné tyto zmény nemaji zadny trend. Celkové doslo ke snizeni koncentrace u 47 %
vzorkli a ke zvySeni u 28 % znich. U zbylych vzorkii se koncentrace neménila. Zmeéna
koncentrace OTA s ¢asem nekorelovala s pocatecni koncentraci ochratoxinu A, obsahem
alkoholu, stupniovitosti ani druhem piva. Koncentrace deoxynivalenolu se v ¢ase neménila, jak
bylo predpokladéno vzhledem ke stabilit¢ mykotoxinu uvadéné v literatuie.
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Zavérem lze fici, Ze celkové byly koncentrace vSech analyzovanych mykotoxint v pivech
natolik nizké, aby neposkozovaly zdravi konzumentd. Stabilita ochratoxinu A v ¢ase nebyla u
veétSiny vzorkll prokdzana. Naméfené hodnoty koncentraci byly rliznorodé a bylo by tieba
zamg¢fit dal$i vyzkum na tuto problematiku, aby se dosahlo optiméalnich vysledkt. Koncentrace
deoxynivalenolu v pivé zistala ve vSech vzorcich konstantni i po sedmi letech.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DON
FUM
ZON
NIV
AFB1
OTA
FHB
IARC
FAO
WHO
JECFA
HPLC
UPLC
LC-MS
SLE

SPE
ABTS
ONPG
ELISA
PDA
FLR

GC
LC-MS/MS
ECD

FID
APCI
3-ADON
15-ADON
QUECheRS
SPE
FT-IR
ATR
t-TDI
TDI

TWI

Deoxynivalenol

Fumonisiny

Zearalenon

Nivalenol

Aflatoxin B1

Ochratoxin A

Fusarium head blight

International Agency for Research on Cancer

Food and Agriculture Organization of the United Nations
World Health Organization

The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultra u¢inna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
Solid — liquid extraction

Solid — phase extraction
2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazol-6-sulfonat)
orto-nitrofenyl-B-galaktosid

Enzyme-linked immunosorbent assay

Detektor s diodovym polem (Photodiode-array)
Fluorescen¢ni detektorMSHmotnostni spektrometrie
Plynova chromatografie

Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci

Detektor elektronového zachytu
Plamenoionizacni detektor

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
3-acetyldeoxynivalenol

15-acetdeoxynivalenol

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe
Extrakce na pevné fazi

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
Zeslabeny uplny odraz

Piedbé&zny tolerovatelny denni piijem
Tolerovatelny denni piijem

Tolerovatelny tydenni piijem
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